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RESUMEN

La alteracion del gradiente de pH intra/extracelular consecuencia del aumento de
expresion de transportadores de H* de membrana es una caracteristica de las células
neoplasicas que tiene un enorme impacto en el metabolismo energético de la célula y
se ha visto implicado tanto en la transformacién neoplasica como en la progresion y
metastasis de los tumores.

OBJETIVO

Evaluar el efecto que la inhibicion farmacoldgica de diferentes transportadores de
protones, en concreto la bomba de protones V-H*ATPasa y el transportador MCT1,
ejerce sobre los fendmenos de proliferaciéon y apoptosis en una linea celular de
adenocarcinoma de eséfago.

METODOS

Se utilizé una linea de células de adenocarcinoma de eséfago humano (OE33) que
expresa V-H*ATPasa a nivel de membrana. Se evalud la expresion de MCT1
(inmunocitoquimica), concentracién intracelular de lactato, apoptosis y proliferacion
(citometria de flujo). Se analizé el efecto de Esomeprazol (para inhibir la V-H*ATPasa y
de AZD3965 (inhibidor selectivo de MCT1) en dos condiciones experimentales (con/sin
sobrecarga de glucosa).

RESULTADOS
La linea OE33 expresa el transportador MCT1. El tratamiento con Esomeprazol a

concentraciones altas indujo la apoptosis e inhibi6 la proliferacién celular. La presencia
de mayor concentracion de glucosa en el medio (30 mM) aumentd la concentracion de
lactato intracelular, aumenté el efecto pro-apoptético de Esomeprazol pero revirtié el
efecto anti-proliferativo del mismo. El tratamiento de las células con el inhibidor de
MCT1, AZD3965, a pesar de que indujo un aumento del lactato intracelular, no produjo
ningun efecto en la proliferacion ni en la apoptosis de las células OE33.

CONCLUSION
Esomeprazol a alta concentracion ejerce efectos antineoplasicos en células de

adenocarcinoma de esdfago humano, induciendo la apoptosis e inhibiendo la
proliferacion. La presencia de altas concentraciones de glucosa en el medio de cultivo
potencia el efecto proapoptético de Esomeprazol pero revierte el efecto
antiproliferativo del mismo. A pesar de que la linea celular empleada expresa MCT1 y
que su inhibicién con AZD3965 aumenta la concentracion de lactato intracelular, no
ejerce ningun efecto citotoxico en las células OE33.
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ABSTRACT

Disturbance of intra/extracellular pH gradient, as a consequence of overexpression of
some membrane- bound proton transporters is a feature of neoplastic cells, which has a
profound impact on cell metabolism and has been recurrently shown to be involved in
neoplastic transformation as well as tumoral progression and metastasis-

OBJETIVE

To evaluate the impact of pharmacological inhibition of different proton transporters,
specifically V-H+ATPasa and MCT1 transporter, on proliferation and apoptosis in a cell line of
human esophageal adenocarcinoma.

METHODOLOGHY

A cell line of human esophageal adenocarcinoma (OE33) which expresses the proton
pump V-H+ATPasa at cell membrane was used. The expression of MCT1
(immunohistochemistry), lactate intracelular levels, cell apoptosis and proliferation (flow
cytometry) were analyzed. The effect of Esomeprazol (V-H+ATPasa inhibitor) and AZD3965
(selective MCT1 inhibitor) was tested in two different conditions (standard/high glucose
concentration in culture medium).

RESULTS

The cell line OE33 expressed the MCT1 transporter. High concentrations of Esomeprazole
induced apoptosis and inhibited cell proliferation. High concentration of glucose in culture
medium (30mM) increased intracellular lactate concentration, increased the apoptotic effect
but reversed the anti-proliferactive effect of Esomeprazole. Although treatment with the MCT1
selective inhibitor increased intracellular lactate content, it has no effect on cell proliferation
or apoptosis.

CONCLUSION

High concentration of Esomeprazole displays antineoplasic effects in a cell line of human
esophageal adenocarcinoma, increasing apoptosis and inhibiting proliferation. High glucose
concentration in cell culture medium enhanced the apoptotic effect but reversed the anti
proliferative effect induced by Esomeprazole. Although the cell line expressed MCT1 and the
inhibition with AZD3965 increased intracelular lactate content, it did not induce a cytotoxic
effect on OE33 cells.
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INTRODUCCION

El adenocarcinoma de eséfago es el tumor sdlido cuya incidencia ha experimentado
mayor aumento en las tres Ultimas décadas en paises occidentalesV). Las causas de
este aumento no son del todo conocidas, aunque se cree que esta en relacién con
un aumento de la incidencia de Eséfago de Barrett (EB), ya que hasta el momento es
el principal factor de riesgo para el desarrollo de este tumor.

El EB es una enfermedad que surge como consecuencia de la exposicién
prolongada al reflujo gastroesofagico (RGE). En la mayoria de los pacientes de
enfermedad por RGE, el tejido dafiado por el reflujo es sustituido por tejido epitelial
sano, pero en una minoria de los pacientes (aproximadamente el 10% de los
pacientes con ERGE) el epitelio esofagico es sustituido por epitelio metaplasico de
tipo intestinal, lo que se conoce como EB siendo, el principal factor de riesgo
conocido para el desarrollo de ACE, de manera que los pacientes con EB tienen de
30 a 50 veces mas riesgo de desarrollar esta neoplasia que la poblacién general.

El incremento de los factores que aumentan el RGE como tabaquismo, alcohol,
dieta con alto contenido en grasa y obesidad podrian estar relacionados también
con el incremento en los casos de ACE®.

A pesar de la aplicacion de cirugia combinada con terapias neoadyuvantes, este
cancer tiene muy mal prondstico, con una tasa de supervivencia a 5 afos inferior al
20%, lo que nos pone de manifiesto la necesidad de desarrollar técnicas de
diagnostico de la progresidon neoplasica en una etapa precoz, en la que las
probabilidades de curacién son superiores y, la necesidad de investigar nuevas
estrategias terapéuticas que permitan incrementar la tasas de supervivencia en
pacientes con enfermedad mas avanzada.

En la transformacion maligna de una célula se acumulan una serie de
alteraciones: pérdida de los mecanismos de control de la proliferacion, adquisicion
de inmortalidad, capacidad de invasién de otros tejidos y promociéon de
angiogénesis®. Algunas de estas alteraciones estan presentes desde etapas muy
iniciales de la transformacion metaplasica y se van acumulando conforme el grado
de la lesion aumenta.
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1. ADENOCARCINOMA DE ESOFAGO
1.1 Lesiones Precursoras

a) Enfermedad por Reflujo Gastroesofagico

La ERGE es una condicion crénica que se desarrolla cuando el reflujo del estdbmago
provoca sintomas y/o complicaciones3®. Se considera enfermedad multifactorial, pero se
cree que el aumento global en la incidencia de la obesidad estaria relacionado ya que
provoca una elevacion de la presion intraabdominal, lo que promueve el reflujo y el
desarrollo de hernia de hiato®). Las principales complicaciones asociadas a la ERGE son:
esofagitis erosiva, eséfago de Barrett (EB) y adenocarcinoma de es6fago (ACE).

b) Esofago de Barret

Es un proceso patoldgico adquirido relacionado con el RGE crénico de jugo géastrico
acido y/o contenido intestinal rico en bilis, hacia es6fago®©-®), implicando otros factores
como el tabaco, el alcohol®. Respecto a la bacteria H.Pylori se ha demostrado que puede
colonizar el epitelio metaplasico pero no existen evidencias de que sea factor de riesgo(%'),
También se ha sugerido la posible existencia de alguna alteracidon genética que predisponga
al desarrollo de EB(12-14)-

Se estima que el riesgo a desarrollar ACE en pacientes con EB se encuentra entre el
0’1 y el 0’3 %/ano(’®. Esta progresion es un proceso complejo con varias etapas que se
caracterizan por cambios histoldgicos en la mucosa: inflamacion, metaplasia, displasia (bajo
y alto grado, DBG y DAG respectivamente), carcinoma in situ y por Ultimo adenocarcinoma
invasivo('®, Hoy en dia la determinaciéon del grado displasia es considerado el “gold
standard” para estratificar el riesgo de progresion a ACE.

Las guias para diagnéstico, vigilancia y tratamiento del EB publicadas por la American
Gastroenterological Association (AGA), recomiendan vigilancia endoscopica cada 3 afios en
pacientes sin displasia; repetir la prueba a los 6 meses si encontramos DBG en la primera vy,
si tras este tiempo no se encuentra nuevamente epitelio displasico realizar prueba
endoscopica anualmente hasta obtener dos negativas consecutivas. Ante un hallazgo de
DAG hay que repetir la endoscopia a los 3 meses!'”) pero, aun asi, no se ha conseguido una
estratificacion adecuada del riesgo utilizando ninguna de estas categorias(18.19),

El patron de los episodios de reflujo tiene relevancia en la progresién neoplasica,
porque las células expuestas a pulsos de acido (exposicidon aguda) tienden a proliferar y, las
expuestas de manera mas continla (exposicidn cronica) tienden a diferenciarse,
disminuyendo el riesgo de progresion a displasia®?. Las células metaplasicas de la mucosa
de Barrett tienen una tasa proliferativa superior a las células normales, y esta actividad se
incrementa durante la exposicién al acido, por la activacion de vias mitdgenas que
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aumentan la proliferacion y disminuyen la apoptosis®", lo que podria tener el objetivo de
acelerar la curacion de las lesiones provocadas por el reflujo.
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Figura 1. Proceso transformacion neoplasica. Las células del tumor primario migran a tejidos contiguos
(1:Progression). Las células neoplasicas invaden linfaticos y vasos sanguineos (2: Intravasation), viajan a través de
la circulacion (3: Disemination), hasta diferentes localizaciones donde salen de la circulacion (4:Extravasation) y se
alojan sobreviviendo y proliferando (5:Dominancy) dando lugar a micrometastasis del proceso primario
(6:Colonization)

FUENTE: Jaleh Barar, Yadollah Omidi. Dysregulated pH in Tumor Microenvironment Checkmates Cancer Therapy.
Biolmpacts, 2013, 3(4), 149-162

Podemos disminuir esta exposicion al acido en el EB mediante procedimientos
quirdrgicos o por tratamientos farmacoldgicos. El tratamiento médico esta basado en la
administracién pautada de inhibidores de la bomba de protones (IBP), farmacos muy
especificos que necesitan unos valores de pH muy bajos y con una vida media corta (aprox.
1h) por lo que, se eliminan de forma rapida sin llegar a alcanzar altas concentraciones
plasmaticas que podrian ser potencialmente tdxicas.

En esta patologia donde los efectos dafinos de la exposicion al acido son importantes,
es logico pensar que un incremento del pH del reflujo (haciéndolo menos acido), seria
beneficioso para el paciente. Asi la normalizacion del pH intraesoféagico alivia los sintomas
del reflujo, favorece la diferenciacion y disminuye la proliferacion celular® que deberia
reducir el riesgo de displasia y ACE pero, por el contrario a lo que se pensaba, se ha
producido un aumento en la tasa del ACE a pesar del uso generalizado de IBP®3),
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Hay controversia en el efecto beneficioso de los IBP en la quimioprofilaxis del ACE,

existen estudios que indican que reducen el riesgo de desarrollar DAG y ACE en pacientes
con EB®427) otros no observan una reduccién clara de este riesgo@829 y otros muestran
que los IBP incrementan el riesgo de desarrollar ACE®0-33),

c¢) Transformacion neoplasica

Ademas de la presencia de EB, son factores de riesgos conocidos para el desarrollo de
ACE, el sexo masculino, la obesidad, edad superior a 50 afios, raza blanca, el tabaquismo y
el antecedente familiar de ACE®43%-y se sospecha de otros mecanismos que podrian estar
también implicados en su progresion.
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2. HOMEOSTASIS pH TUMORAL

La investigacion del cancer se ha centrado en caracterizar las diferencias existentes entre
los diversos tipos de tumores para desarrollar un tratamiento especifico para cada uno, pero
aun asi muchos responden mal a los tratamientos convencionales y actualmente el éxito de
las terapias oncoldgicas depende de una deteccidn temprana de la enfermedad.

Los tumores comparten una serie de caracteristicas metabdlicas vy fisioldgicas diferentes
del metabolismo de las células normales entre las que destacamos, modificaciones en los
mecanismos encargados de regular el pH tumoral y la alteraciéon del metabolismo glucolitico
que, han dado lugar a la aparicion de nueva linea de investigacion, centrada en estudiar y
atacar éstas caracteristicas comunes con objeto de desarrollar un tratamiento que permita
tratar selectiva y eficazmente el cancer sin dafar las células sanas

Algunas células tumorales se desarrollan en ambientes de hipoxia debido una perfusion
pobre, consecuencia de una vasculatura anormal y un crecimiento incontrolado, lo que
provoca una distribucion irregular del flujo sanguineo tumoral; encontramos asi regiones con
bajas tensiones de oxigeno dentro de un tumor. Ademas, consecuencia de la hipertensiéon
intersticial que suelen presentar los tejidos neoplasicos, las presiones hidrostatica y
oncética entre los espacios intravascular y extravascular son casi iguales, comprometiendo
aun mas la llegada de nutrientes a las células tumorales.

Otto Warburg observé hace mas de 80 afios que, los tumores metabolizaban la glucosa
por la via de la glucdlisis en lugar de la fosforilacion oxidativa incluso en presencia de una
tensidon de oxigeno normal, este fendmeno se denomind glicolisis aerobia y hoy en dia se
conoce como “efecto Warburg”. Esta glicdlisis es, aproximadamente, 18 veces menos
eficaz que la fosforilacion oxidativa en la produccion de ATP, los elevados requisitos
energéticos que tienen las células tumorales (ademas de ATP), unido a la deficiente llegada
de nutrientes en determinadas zonas llevaria a la célula a buscar alternativas a esta carencia
y la glicdlisis seria la solucion porque, en ella una parte de los intermediarios del
metabolismo de la glucosa son empleados en la sintesis de diversos precursores como
acetil-CoA, aminoacidos no esenciales y nucleétidos.

El metabolismo glucidico alterado en los tumores provoca excesiva produccién de
acido lactico, que es bombeado en forma de lactato junto con los protones fuera del
citoplasma de la célula tumoral provocando la acidificacién de los tejidos que rodean al
tumor (acidosis extracelular) manteniendo un pHi neutro o alcalino (alcalosis intracelular).
Este microambiente tumoral acido e hipoxico podrian favorecer la seleccidon de células
capaces de sobrevivir en estas condiciones desfavorables y contribuir a la progresion desde
un crecimiento benigno a uno maligno®©9).

La alteracion del metabolismo glucidico y la hipoxia son las principales caracteristicas
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comunes del microambiente tumoral por ello, las células neoplasicas poseen mecanismos
enzimaticos reguladores del flujo de glucosa necesario para su supervivencia y crecimiento
en las condiciones del medio externo en las que se encuentren, independientemente de la
cantidad de sustrato presente, de la concentracion de quimioterapicos o de las fase del
ciclo celular en el que se encuentren.

Este flujo de glucosa en las células tumorales que, favorece el crecimiento y regulacion
de la sefalizacion hacia la proliferacién neoplasica esta controlado por transportadores de
membrana de naturaleza protéica (GLUT), en particular algunas isotermas especializadas.
Asi pues la sobreexpresion de éstos transportadores (sobre todo las isoformas GLUT1 y
GLUTS5), en las membranas de células tumorales, se ha visto relacionada con el aumento de
presencia de otros elementos implicados en el mantenimiento de la alteracion del pHi/pHe
en el microambiente tumoral como pueden ser los transportadores de monocarboxilato
MCT1 y MCT4 y la Anhidrasa Carbdnica (AC) IX, posiblemente debido al acumulo de acido
lactico extracelular.?)

De entre ellos, destacamos el MCT1, presente en la membrana basolateral de las células,
como uno de los que mayor papel fisioldégico tiene, ya que, facilita la entrada de acido
lactico a la célula o contribuye a su salida en dependencia del estado metabdlico y de las
necesidades de éstas. Este acido lactico producido durante la glicdlisis unido al
transportador MCT sale al medio extracelular, contribuyendo asi a reducir el pH del medio
intracelular en los periodos de repercusidon o reoxigenacion siguiente a una isquemia o
hipoxial®8.

Como se ha visto en diferentes estudios, las células tumorales utilizan la via de la
glicdlisis como fuente de energia metabdlica y, del mismo modo se ha comprobado que
expresan en su membrana elevado numero de transportadores para mantener este
microambiente tumoral acidificado, entre los que encontramos también MCT®8),

La acidificacion extracelular ha mostrado ser importante en la resistencia a la
quimioterapia, proliferacién y comportamiento metastasico de los tumores®°49, De hecho,
la acidez tumoral contribuye a la agresividad de las células tumorales, provocando un
incremento en al tasa de mutaciones y contribuyendo a la seleccién de células con defectos
genéticos adicionales®?).
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Figura 2. Principales transportadores de membrana implicados en el mantenimiento del disbalance
pHe/PHi de las células tumorales y su papel en el transporte de los farmacos quimioterapicos. La
glucosa es internalizada por los transportadores GLUT1 principalmente y, una vez en el citoplasma celular,
mediante glicolisis, se transforma en Acido Lé&ctico acidificando el medio intracelular. Este &cido lactico es
transportado hacia el exterior celular mediante transportadores Na+/H+ (NHE1), transportadores
monocarboxilato (MCT1 y 4), bombas deprotones| vacuolares (V-ATPasa) y anhidrasas carboénicas (AC IX) que,
pueden ser inhibidos con farmacos especificos (cuadros en rojo).

FUENTE: Jaleh Barar, Yadollah Omidi. Dysregulated pH in Tumor Microenvironment Checkmates Cancer Therapy.

Biolmpacts, 2013, 3(4), 149-162

2.1 CON SECUENCIAS DE LA ACIDEZ TUMORAL

a) Capacidad invasiva

El pH acido del microambiente tumoral es un factor importante en la capacidad invasiva,
angiogénesis y crecimiento independiente de anclaje. El pHe acido aumenta la actividad de
enzimas proteoliticas implicadas en la degeneracion de la matriz extracelular e induce su
secrecion“243), Se ha observado que este pHe acido aumenta la capacidad invasiva®*49 y
favorece la liberaciéon de factores pro-angiogénicos (IL-8, VEGF), que contribuye a la
formacién de nuevos vasos sanguineos que favoreceran la diseminaciéon de las células

tumorales“9),
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b) Resistencia a quimioterapia

Los mecanismos de entrada de farmacos a las células dependen del gradiente de
concentraciones y pH, asi la alteracién del pH puede afectar a la distribucion, entrada y
actividad de los farmacos en la célula tumoral.

Los agentes quimioterapicos que son bases débiles (doxorrubicina, vinblastina,
vincristina, etc.) se encuentran protonados en el estroma tumoral acido y en los organulos
intracelulares acidos (lisosomas), lo que disminuye su entrada en el citosol y provoca su
secuestro en compartimentos intracelulares y su extension.

La alcalinizacion del pHe ha mostrado aumentar la entrada en la célula y la actividad
de farmacos citotdxicos“’48), asi los farmacos que son &acidos débiles (camptotecina,
ciclofosfamida) muestran un incremento de actividad a bajo pHe“9),

¢) Inmunosupresion

Se desconoce el impacto que el pH tumoral puede tener sobre la respuesta inmune
antitumoral pero, existe la hipdtesis de que la acidosis tumoral podria afectar negativamente
a la funcién de las células inmunes infiltradas en el tumor.

Esta idea surge consecuencia de la inmunosupresién observada en personas con
acidosis y otras formas de acidemias, el pHe acido provoca la inhibicién de las células
natural millar (NK) y de los linfocitos T citotdxicos®0.

(a) | rp——— Lactate”  Acidified
e naon Lactate” \ (5157 extracellular fluid
i B pHe=6.6-6.8
H+ H+
Nat Na*
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&
Hy0 +C0, & H'+HCO3
HO \‘&"’O
-0, g HM/OH
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Figura 3. Regulacion del pH en condiciones de hipoxia y normoxia. A) El metabolismo de la glucosa en
condiciones de hipoxia produce acido lactico y disbalance del pHe/pHi en la células tumorales. B) En
condiciones de normoxia se produce el metabolismo de la glucosa mediante fosforilacion oxidativa, donde el
acido lactico es introducido en la célula mediante el transportador MCT1 para ser consumido como sustrato.

FUENTE: Jaleh Barar, Yadollah Omidi. Dysregulated pH in Tumor Microenvironment Checkmates Cancer Therapy.
Biolmpacts, 2013, 3(4), 149-162

2.2 ACIDIFICACION TUMORAL COMO DIANA TERAPEUTICA

Los principales mecanismos reguladores del pHi en las células tumorales son los
intercambiadores Na*/H*, (NHE), las bombas de protones vacuolares (V-ATPasa), las
anhidrasas carbédnicas (AC) y los transportadores monocarboxilato (MCT)5-53),

a) NHE1

Intercambiador de Na*/H* presente de forma ubicua en las membranas celulares de los
mamiferos, existen 5 isoformas (NHE1-NHE5) caracterizadas por presentar diferente
respuesta y sensibilidad a la carga acida del medio extracelular®¥

b) V-ATPasas

Enzimas multiméricas que, parecen jugar un papel clave en el control del pHi tumoral
y en el desarrollo y progresién tumoral, son bombas de protones dependientes de ATP
ubicuamente expresadas en células humanas, con preferencia en la membrana de
compartimentos intracelulares cuyo pH es acido (lisosomas, endosomas, vesiculas
secretoras, osteoclastos y células del tubulo distal del rifién) y donde, se encargan de
regular su pH5569)., Se encuentran sobreexpresadas en muchos tumores humanos56©7), en
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especial en los que presentan multirresistencia a farmacos57©9. Los niveles de expresion
elevados y la localizacidon en la membrana plasmatica se relacionan con un mayor potencial
metastasico®8),

c) MCT1y MCT4

Transportadores monocarboxilato que catalizan mediante union a protones el paso de
moléculas acidas a través de la membrana plasmatica. Las isoformas 1-4 son
especialmente importantes por su localizacion subcelular y por su rapida accioén, en
determinados tejidos con necesidades metabdlicas especiales, como puede ser el
transporte del exceso de acido lactico producido en las células tumorales®®)

Dado que la acidificacién del estoma tumoral contribuye de manera importante en la
agresividad del tumor, la resistencia a los tratamientos e incluso en la evasion de la
respuesta inmune, el restablecimiento del pHe tumoral es una potencial diana terapéutica
en el tratamiento de los tumores.

Los experimentos realizados hasta ahora indican que la alcalinizacion del estroma
tumoral tiene efectos beneficiosos en el tratamiento de la enfermedad. Asi, la acidificacion

del pHi disminuye la eficiencia de la glucolisis y por si sola tiene un efecto antiproliferativo y
proapoptotico“l).
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3. IBP COMO FARMACOS ANTINEOPLASICOS

La alteracion del gradiente de pHi/pHe es una caracteristica de las células neoplasicas
con gran impacto en el metabolismo energético de la célula y ésta implicado en la
transformacion, progresion y diseminacién neoplasica de diferentes extirpes celulares.

La reversion de esta alteracidon del gradiente acido/base del medio intersticial e
intracelular podria abrir nuevos caminos la terapéutica en cualquier tipo de tumor
independientemente de su extirpe celular, del tejido de origen o de las causas genéticas.

Estudiar este fendmeno y el papel de los diferentes transportadores de protones asi
como su situacion en la transformacion neoplasicas de EB a ACE parece de gran relevancia,
primero porgue su modulacién farmacoldgica podria formar parte de una nueva via de
prevencion y tratamiento del ACE y segundo, por la posibilidad de usar farmacos conocidos
y empleados en la practica clinica habitual, de los cuales conocemos su seguridad y
posibles efectos adversos.

Por una parte, la presencia de una lesién preneoplasica (EB) puede servir para instaurar
un tratamiento de quimioprevencién secundaria en pacientes que cumplan las condiciones
y, por otra, el desarrollo de terapias efectivas es también prioridad, para frenar el
crecimiento y diseminacién tumoral en casos en los que ya esté instaurado el tumor.

Existe una caracteristica comun en todas las células tumorales,
independientemente de su tipologia u origen genético, y es que todos los tumores muestran
una alteracion de la homeostasis del ion hidrégeno H*, lo que se traduce en una inversién
del gradiente del ion, de modo que en las células tumorales encontramos pHi aumentado,
ligeramente alcalino (7,12-7,7; normal 6.99-7,01) y pHe disminuido, acidificado (6,2-6,9;
normal 7,3-7,4). Esta inversion es considerada muestra de identidad tumoral provocando,
una alteracién del balance termodinamico y del metabolismo energético y, mostrando su
influencia también en la transformacion y progresién del proceso neoplasico.

Asi la induccién y/o mantenimiento de niveles de pHi alcalinos produce un aumento de la
proliferacion y crecimiento tumoral independiente de factores de crecimiento o sustrato y, la
consiguiente acidosis del medio extracelular favorece la supervivencia de la célula tumoral,
aumentando su resistencia frente a algunos farmacos.

Las células tumorales consiguen mantener este gradiente inverso de pH gracias a su
capacidad para secretar protones H* y, mediante la accién de una serie de transportadores
unidos a la membrana NHE-1, H*VATPasas, CA IX y XIl, MCT1 y 4 que consiguen evitar la
acidificacion del medio intracelular que conduciria a la muerte por apoptosis®“2.

Las células que mantienen los mayores gradientes de pH en los compartimentos
intracelulares acumulan mayor cantidad de farmacos y poseen una mayor quimiorresis-
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tencia, por este motivo la inhibicion de la V-ATPasa sensibiliza a las células a la accion de la
quimioterapia®3.

Los IBP son capaces de inhibir esta bomba de manera menos selectiva que otros
farmacos aunque a concentraciones superiores a las necesarias para la inhibicién de la
bomba gastrica. Su uso habitual en terapéutica, a nivel global hace que conozcamos datos
sobre su seguridad, tolerabilidad y efectos secundarios, siendo éstos poco frecuentes y
leves, incluso a dosis altas®4.

El potencial de los IBP como inhibidores de la H*VATPasa tumoral se fundamenta en
el hecho de que necesitan ser protonados para transformarse en molécula activa. Se
administran como pro-farmacos y, de manera analoga a lo que sucede en la camara
gastrica, podrian ser protonados y transformados en metabolito activo en el espacio
extracelular (microambiente tumoral) bloqueando la H*VATPasa y revirtiendo el pH tumoral
alterado, induciendo la muerte celular por apoptosis e inhibiendo la proliferacién y
diseminacién de las células tumorales. Esta hipotesis ha sido confirmada por el grupo de
Fais, utilizando IBP a dosis altas en un modelo de xenoinjertos de melanoma en ratén
nude®d),

El nimero de estudios sobre el uso antineoplasico de los inhibidores de transportadores
de protones es escaso pero, ha aumentado en los ultimos afios en todo el mundo (Jaques
Pouysségur, Francia; Stefano Fais y Stephan Reshkin en ltalia; Robert Gatenby en EEUU;
Angelo de Milito en Suecia; Salvador Hardinguey en Espafa y otros), porque demuestran
que la inhibicién farmacoldgica de las bombas de protones tiene un potente efecto
antineoplasico sobre diversas extirpes tumorales(®9:42:45-51),

En estudios in vitro de distintos tumores solidos y hematolégico se ha visto que poseen
efecto antiproliferativo, aumentan la apoptosis y diminuyen la capacidad invasiva de los
tumores sin afectar a las células sanas normales y, cuando son administrados en conjunto
con quimioterapia convencional aumentan la entrada de farmacos a la célula tumoral
elevando la eficacia antineoplasica de éstos.

Los estudios in vivo realizados en modelos animales tratados con IBP muestra un
aumento de la supervivencia global, disminucién del tamafio y crecimiento tumoral,
provocando escasos efectos secundarios sobre el animal, incluso a dosis elevadas.

Estos estudios también muestran que el protocolo de administracién de los IBP podria
ser importante, siendo la pauta de administracién mas adecuada a dias no consecutivos
debido a que, los efectos de la regulacién del pHe in vivo a nivel tumoral tuvieron una
duracion maxima de 48 horas, regresando a niveles basales después; y que necesitan un
pH acido para activarse al ser administrados como pro-farmacos®7-53.54),

Dado estos resultados sobre el efecto antineoplasico de los IBP en diversos tipos de
tumores, tanto in vitro como in vivo, sugieren que su administracion como
quimiosensibilizadores junto con quimioterapia convencional podria tener un enfoque
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innovador y efectivo en el tratamiento del cancer, y podria mejorar la efectividad de estas
terapias ya que, la combinacion de ambos mejora la disponibilidad del farmaco antitumoral.

Ademas de esta alteracion del gradiente, las células tumorales presentan alteraciones en
su metabolismo glucidico, caracterizada por el aumento de la captacion de glucosa
mediante el aumento de expresidon de moléculas transportadoras de glucosa (GLUT), no
insulinodependientes, asi en las células neoplasicas la captacion de glucosa se rige en
funcion de las concentraciones extracelulares, (esto ya se usa en clinica para el diagndstico
precoz de tumores y para evaluar la respuesta tumoral al tratamiento mediante PET
asociado a un analogo de glucosa '8FDQ). Y, por la preferencia de las células neoplasicas
para metabolizar la glucosa via glicolitica (incluso en presencia de 02), Glicdlisis Aerobia o
Efecto Warburg, consecuencia del cual, se produce en la célula gran cantidad de &cido
lactico, expulsado al medio extracelular a través de los transportadores de membrana,
acidificando mas el medio externo tumoral.

Existen diversos estudios que avalan la hipotesis de que la alteracidn primaria del cancer
seria la alteracion del pH intracelualr (alcalosis celular) inducida por diversos estimulos,
desde oncogenes a factores crecimiento, virus u hormonas®®%), Los resultados de éstos
estudios avalan esta hipdtesis, demostrando que laalcalosis celular no sélo activa la
glicdlisis sino que también dificulta la fosforilacidon oxidativa y la entrada de piruvato en el
ciclo de Krebs. En cualquier caso, sea cual sea el origen de esta alteracion metabdlica, las
alteraciones del metabolismo glucidico que presentan las células tumoralespodrian ser
utilizadas para el diagnostico (como hemos comentado) y para fines terapéuticos. A nivel
experimental se ha demostrado que la administracion de glucosa por via intravenosa
disminuye el pH a nivel tumoral sin afectar el pH a nivel sistémico. Esta acidosis selectiva a
nivel tumoral inducida por hiperglucemia podria aplicarse para aumentar la citotoxicidad de
drogas inmunoterapicas (las que requieren pH acido para su activacién) o para aumentar el
efecto de la hipertermia.

Otro de los transportadores que podria ser importante en la progresion neoplasica y
metastasica, es el NHE-1, expresado de forma mayoritaria en los tumores, donde tiene
importante funcién en la regulacién del pH, transformacién celular, proliferacién, motilidad,
migracién, invasion, activacion del proceso metastasico y resistencia a la quimioterapia. Se
ha demostrado que su inhibicidn produce retraso del crecimiento celular, acidificaciéon del
medio intracelular y apoptosis selectiva.
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HIPOTESIS

La inhibicion del transporte de protones en células de adenocarcinoma de esoéfago
induce un cambio en el pH intra/extracelular que desencadena la inhibicién del
crecimiento tumoral asi como la muerte celular programada por apoptosis.

OBJETIVOS
El objetivo concreto de este estudio ha sido estudiar el efecto que la inhibicion
farmacoldgica de diferentes transportadores de protones, en concreto la bomba de
protones V-H*ATPasa y el transportador MCT1, ejerce sobre los fendmenos de
proliferacion y apoptosis en un linea celular de adenocarcinoma de eso6fago.
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MATERIAL Y METODOS

1. LINEAS CELULARES / MANTENIMIENTO

Para llevar a cabo este estudio, hemos utilizado una linea de células de ACE humano,
linea OE33, que se obtuvo de la European Collection of Authenticated Cell Cultures
(ECACC, Salisbury, UK), (ECACC 96070808).
La linea celular OE33, también conocida como JROECLS33, fue establecida a partir de un
adenocarcinoma de esodfago distal (originado sobre un Eséfago de Barrett) de una mujer
caucasica de 73 afos. Dicho tumor correpondié a un estadio IIA (UICC) y en el andlisis
histoldgico mostro escasa diferenciacion.

Las células OE33 expresan de forma constitutiva antigenos HLA-A, -B and -C (MHC
clase l) asi como moléculas de adhesion intercelular (ICAM-1).
La expression de HLA-DR (MHC clase Il) puede ser inducida mediante tratamiento con
interferon-gamma. Las células expresan citoqueratinas y se ha demostrado que son
tumorigenicas en ratén atimico.®

En estudios previos realizados por el grupo de investigacion de Patologia Digestiva, se
comprobd mediante microscopia confocal y citometria de flujo, que esta linea celular
expresa la bomba de protones V-H*ATPasa a nivel citoplasmatico pero también a nivel de
membrana plasmatica (datos no publicados). Ademas, estas células en condiciones
normales de cultivo muestran un valor de pH intracelular de 7.8, lo que concuerda con lo
descrito en la bibliografia en células tumorales.

Las células se mantuvieron en incubador a 37°C en una atmosfera saturada de
humedad y con un 5% de CO.. Se cultivaron en frascos T75 con medio RPMI-1640
(Sigma Aldrich, Madrid, Espafa) suplementado con 10% de FBS y 1% de solucion
antibidtica-antimicotica (10*U/mL penicilina, 10*ug/mL estreptomicina, 25ug/mL
anfotericina B) (Life Technologies) de acuerdo a las recomendaciones de la ECACC.

2. METODOS DE CULTIVO
2.1. Descongelacion de Células

Para llevar a cabo los experimentos utilizamos una alicuota de células de la linea
OE33 del stock que el grupo de Patologia Digestiva tiene en los laboratorios del CIBA
congeladas en tanque de nitrogeno liquido. La criopreservacion celular implica mantener a
las células en un medio el cual contiene un agente criopreservador como dimetilsulféxido
(DMSO) a -80 °C o -196 °C, lo cual disminuye las funciones vitales de las células y las
mantiene en condiciones de vida suspendida por tiempos prolongados.. El medio que
utilizamos para la congelacion es suero bovino fetal 90% + 10 % DMSO.

Para descongelar las células, sumergimos el criovial en un bafio de incubacion a 37°C,
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con el objeto de llevar a cabo la descongelacion de manera rapida y minimizar asi el tiempo
que las células estan expuestas al DMSO, ya que éste puede resultar toxico para las
células. Tan pronto como observamos que la suspensién celular se ha descongelado,
pasamos esta suspension a un tubo Falcon de 15 mL que contiene 9 mIL de medio de
cultivo RPMI-1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal . Centrifugamos a 1300
rpm durante 5 minutos, eliminamos el sobrenadante que contiene el DMSO vy finalmente

resuspendemos el pellet celular en 10 mL de medio de cultivo con 10% SBF y sembramos
en un frasco de cultivo T75.

2.2 Subcultivo Celular.

Una vez que las células proliferan activamente y alcanzan una confluencia del 70-80%,
son tratadas con una solucion de tripsina suplementada con EDTA al 0.05%, para despegar
las células del sustrato donde estan adheridas y separarlas entre si para disgregarlas. Para
separar las celular de cultivo, aspiramos el medio con pipeta Pasteur de vidrio estéril,
lavamos con DPBS sin Ca?* ni Mg?* (solucién de sales para eliminar restos de FBS e iones
del medio de cultivo antes de la disociacion celular), posteriormente afiadimos la soluciéon
de tripsina-EDTA (serina-proteasa empleada para disociar del substrato los cultivos
adherentes por su capacidad de cortar enlaces peptidicos entre aminoacidos bésicos y
puesto que la adhesién celular depende de iones como Ca?*, contiene EDTA, quelante de
iones divalentes) e incubamos 1 min, a temperatura ambiente. A continuacion, aspiramos la
tripsina e introducimos el Flask en la estufa a 37°C (durante 6 minutos en las células OE33 y
a minutos en la linea SKGT-4). Posteriormente resuspendemos las células en medio de
cultivo con 10% FBS y efectuamos el recuento mediante una camara de Neubauer.Una vez
levantadas las células, las recogemos en medio de cultivo que distribuiremos a otros
frascos de cultivo con objeto de tener siempre células disponibles, o bien sembararemos un
numero especifico de células para realizar los experimentos.

2.3 Adicion de tratamiento a los cultivos.
En este estudio hemos utilizado las siguientes drogas:

a) Esomeprazol sodico (Abcam, Esparia)

Es un farmaco perteneciente a la familia denominada inhibidores de la bomba de
protones (IBP’s). Estos son los farmacos mas potentes y mas utilizados en la practica clinica
para el tratamiento de las enfermedades en las que esta implicada una exceso de secrecién
acida gastrica. Su mecanismo de accidn se basa en la inhibicién selectiva e irreversible de
la H*/K+-ATPasa de la celular parietal gastrica). EI ESOM (S-Omeprazol) es el primer IBP
desarrollado como un isdmero éptico. Dado que se ha demostrado que es capaz de inhibir
también la H*V-ATPasa, en este estudio lo utilizamos con ese fin. Las concentraciones
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testadas han sido: 0, 10, 50, 100 y 200 pM. Este compuesto es soluble en medio acuoso,
por lo que se disuelve en el medio de cultivo.

b) AZD3965 (Medchemexpress LLC, USA)

Inhibidor selectivo del transportador de monocarboxilatos 1 (MCT1). En algunas lineas
celulares, la inhibicidn del trasnporte de lactato induce un efecto citotoxico. Asi, se ha
demostrado en células de linfoma que tanto el transporte de lactato como el crecimiento
celular son inhibidos de forma potente por el AZD3965.

Se ha visto que el bloqueo del transporte de lactato in vitro produce ademas una rapida
inhibicién de la captacion de glucosa en la linea celular de linfoma de Burkitt Raji. In vivo, se
ha demostrado que el AZD3965 se tolera bien e induce una acumulacion de lactacto de
forma dependiente del tiempo y de la dosis, suprime el crecimiento tumoral y potencia el
efecto de drogas quimioterapicas como Rituxan, Doxorrubicina y Bendamustina en el
modelo de linfoma Raji. En este estudio hemos testado 2 concentraciones diferentes: 10 y
100 nM. Este compuesto se disuelve en DMSO

c¢) Solucion de D-(+)-Glucosa (Sigma Aldrich, Madrid, Espafia) o

Los compuestos anteriormente descritos los hemos utilizado en dos condiciones
experimentales diferentes, con y sin sobrecarga de glucosa en el medio. Con la sobrecarga
de glucosa pretendemos inducir mayor produccion de acido lactico y por tanto provocar
mayor acidificacion a nivel celular. Para ello afiadimos solucion de Glucosa para alcanzar
una concentracion final en el medio de cultivo de 30 mM, lo que equivaldria a una

concentracién de glucosa en sange de 540 mg/dL. El medio RPMI 1740 contiene Glucosa
en concentracién 11 mM.

3. DETERMINACION DE LA EXPRESION DEL TRANSPORTADOR MCT1 MEDIANTE
INMUNOCITOQUIMICA.

La expresion del transportador MCT1 se evalud en la linea celular OE33 mediante
inmunocitoquimica utilizando un anticuerpo monoclonal de ratén que reconoce la secuencia
de aminodacidos 191-260 del transportador MCT1 humano (sc365501, Santa Cruz
Biotechnology). Para ello, se obtuvo mediante centrifugacion el pellet de células
correspondientes a un frasco de cultivo T75 en un estado de confluencia de
aproximadamente 80%, y se procedid a su fijacion en paraformaldehido al 4% durante 24
horas para ser posteriormente incluido en parafina. Para la tincion inmunohistoquimica, se
utilizaron cortes de 3 micras. La recuperacién antigénica se realizd mediante el sistema
PTLINK de DAKO a 95°C durante 20 minutos. Las muestras se incubaron con el anticuerpo
primario a dilucion 1:150 durante 30 minutos y posteriormente se procedid al revelado de
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las mismas con el sistema ENVISIONFLEX de DAKO. Como control positivo se incluyé una
muestra de carcinoma de colon siguiendo las recomendaciones de la casa comercial.

4. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE LACTATO INTRACELULAR

La concentracion de lactato en las células OE33 se determind utilizando un kit
comercial (Lactate assay kit, Sigma Adrich). Con este kit, la concentracion de lactato se
determina mediante un ensayo enzimatico colorimétrico, en el que la concentracion de
lactato es proporcional al color desarrollado (3=570 nm). Los valores de lactato de las
muestras problema se obtuvieron a partir de la recta de calibracién que se obtuvo con
los estandares de lactato incluidos en el kit.

Para ello, la células una vez sometidas a los diferentes tratamientos se despegaron
de la placa de cultivo con tripsina-EDTA y se centrifugaron a 1500 rpm 10 minutos. El
pellet celular obtenido se sonicé en 4 volumenes de buffer de ensayo suministrado en
el kit. Tras centrifugar el lisado celular, se recogi6 el sobrenadante y se congelé a -80°C
hasta la realizacidon del analisis. Con objeto de evitar la degradacién de lactato por la
LDH presente en la muestras, antes de realizar la determinacion, las muestras se
desproteinizaron utilizando un filtro que retiene aquellas proteinas con peso molecular
superior a 10 kDa (10 KDa cut-off spin filter, AMICON ULTRA-15 10K CENTRIFUGAL
DEVICE). Los valores de lactato se normalizaron con la concentracién de proteina
presente en el sobrenadante del lisado celular. La cuantificacion de proteina se llevd a
cabo mediante técnica colorimétrica utilizando el método del Acido Bicinchoninico
(BCA). Este método depende principalmente de que, en un medio alcalino, los enlaces
peptidicos de las proteinas reducen Cu**. Los iones Cu* producidos, se unen a dos
moléculas de BCA y al hacerlo, les cambian la estructura electrénica de tal manera que
absorbe luz a 562 nm y aparecen purpura. En las condiciones de la reaccién, la
absorcion del compuesto es proporcional a la concentracién de proteina presente. Se
utilizé albumina de suero bovino (BSA) como estandar para construir la recta patron.

5. DETERMINACION DE APOPTOSIS

La muerte celular programada es un proceso genéticamente regulado por el
que las células inducen su propia muerte en respuesta a determinados estimulos.
En este estudio, determinamos la apoptosis de forma cuantitativa mediante
citometria de flujo, realizando el marcaje celular con anexina V conjugada con
FITC (ANXV) y yoduro de propidio (IP) (Annexin V-FITC apoptosis detection kit,
Immunostep, Salamanca, Espafia). La anexina V es una proteina con capacidad
para unirse a los residuos de fosfatidilserina, que en condiciones normales se
encuentran en la cara interna de la membrana plasmatica pero que al comenzar el
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proceso apoptdético quedan expuestos en la cara externa de la membrana, por lo
que entonces se puede unir la ANXV con alta afinidad. El IP es una molécula
fluorescente que se intercala entre los acidos nucléicos. Dado que no es capaz de
atravesar la membrana plasmatica, solo accede al nlcleo cuando la membrana se
encuentra seriamente comprometida. Usando de forma simultanea ANXV y IP
podemos diferenciar entre células viables (ANXV- y IP-), células apoptéticas
tempranas (ANXV+ Pl-, ya que todavia mantienen integra la membrana plasmatica
por lo que el IP no puede acceder al interior celular), células apoptéticas tardias y
necréticas (ANXV+ y IP+) y células necréticas (ANXV- Pl+).

En nuestro estudio consideramos apoptoticas las células que marcaban sélo
ANXV y las que eran positivas tanto para ANXV como para IP.

Para evaluar los efectos de los diferentes tratamientos sobre la apoptosis de las
células OE33, las células fueron sembradas en placas de 25 cm2 dejandolas
crecer un minimo de 48h, hasta que alcanzaron aproximadamente 50-60% de
confluencia. Posteriormente cambiamos el medio y afadimos los diferentes
tratamientos o bien el solvente utilizado para resuspender las drogas a la misma
concentracioén en el caso de los controles, e incubamos durante 48h a 37°C y 5%
de CO2. Levantamos el cultivo, conservando tanto el pellet como el sobrenadante
(ya que contiene una cantidad importante de células muertas) y lavamos con PBS.

Resuspendemos a una concentracion de 106 cels/mL en PBS e incubamos con
la solucién de ANXV y IP (5uL/100pL suspension celular) durante 15 min a
temperatura ambiente en la oscuridad.

Finalmente analizaremos apoptosis mediante citometria de flujo (Facsaria, BD).

6. ANALISIS DEL CICLO CELULAR
El efecto de los diferentes compuestos sobre la proliferacion celular se

determind mediante citometria de flujo utilizando yoduro de propidio. Partimos de
1 millén de células, que resuspendemos en 200 pl de PBS, afadimos 1 mL de
etanol al 70% frio (-20°C) agitando suavemente para fijar las células. Una vez
fijadas, las células se guardan al menos 24 horas a 4°C. Pasado este tiempo se
centrifugan, se elimina el etanol, y el pellet se resuspende en 1 mL de buffer de
marcaje (IP) con el que se incuba 30 min a temperatura ambiente. La suspension
celular se pasa por el citbmetro hasta que por lo menos haya 10000 células
adquiridas en el ciclo (sin contar debris y agregados). La adquisicién debe hacerse
a la menor velocidad posible para que las fases del ciclo queden lo mejor
definidas posible. El buffer de lisis consta de 940 pL de PBS, 50uL de solucién
1mg/mL de yoduro de propidio (concentracion final 50 pg/mL) y 10 pL de solucién
10mg/mL de RNAsa (concentracion final 100 pg/mL) que se utiliza para eliminar el
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ARN ya que el yoduro de propicio no es especifico de ADN, sino que se une a
cualquier acido nucléico.

7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se expresan mediante la media + error estandar. El andlisis estadistico
se realizd mediante el test t-Student para datos pareados utilizando el software
GraphPad. Las diferencias se consideraron significativas cuando los valores de p
fueron < 0.05.
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RESULTADOS

1. Expresion del transportador selectivo de lactato MCT1 en la membrana basal de células
OE33

La tincién inmunohistoquimica demostré que la linea celular OE33 expresa el transportador
MCT1 como puede apreciarse en la Figura 6 (Imagen A), esta expresion se localizo
preferentemente a nivel de la membrana plasmatica y en menor medida a nivel del

citoplasma
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Figura 4: Microfotografias mostrando la tincion inmunohistoquimica del transportador MCT1

Imagen A) Expresion de MCT1 en la linea celular OE33. Se observa expresion localizada preferentemente a nivel
de la membrana plasmatica.40x’

Imagen B) control negativo de las mismas células en el que se omite la incubacién con anticuerpo primario, que
demuestra que la tincidon observada es especifica.40x

Imagen C) Como control positivo de técnica inmunohistoquimica se incluyé un carcinoma de coldn en el que se observa la
expresion del transportadorMCT1.40x".

Imagen D) corresponde al control negativo de la muestra de carcinoma de colén
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2. Efecto de la concentracion de Glucosa en el medio de cultivo en los niveles de
lactato intracelular

Como se puede observar en la figura X, cuando se incubaron las células en el medio de
cultivo con sobrecarga de glucosa (concentraciéon final 30 mM), los niveles de lactato
intracelular aumentaron respecto a los niveles de lactato que presentaban las mismas
células sin la adicidon de glucosa al medio RPMI (concentracién final de glucosa 11 mM), si
bien esta diferencia no alcanzé significacion estadistica.

-
S

o

4

29

lactato (nmol/ug proteina)

GLUCOSA11TmM  GLUCOSA 30 mM

Figura 5. Concentracion intracelular de lactato en las células OE33 en medio RPMI 1640 (concentracion
de glucosa 11 mM) y después de sobrecarga de glucosa en el medio (concentracion de glucosa 30 mM).
n=3
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3. Efecto del tratamiento con Esomeprazol con y sin sobrecarga de glucosa en la
apoptosis de las células OE33.

El efecto de la apoptosis se evalud tras 48 horas de tratamiento mediante citometria de flujo
mediante el marcaje con ANXV y IP. Consideramos apoptéticas aquellas poblaciones que se
encuentren en los cuadrantes Q2 y Q4, es decir, aquellas células positivas tanto para ANXV
y IP (apoptéticas tardias y necréticas) y positivas sélo para ANXV (apoptéticas tempranas).
Los resultados se expresan como porcentaje (%) de células apoptoéticas.
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Figura 6. Ejemplo de analisis de apoptosis por citometria de flujo. Fueron consideradas células
apoptéticas aquellas incluidas en los cuadrantes Q2

Como se muestra en la figura 9, la adicién de Esomeprazol al medio de cultivo incrementé
de manera significativa la tasa de apoptosis a una concentraciéon de 200 puM respecto a las
células sin tratamiento.

Por otra parte, cuando ademas del tratamiento con Esomeprazol se someti6 a las células a
una sobrecarga de glucosa (concentracion final en el medio de 30 mM), el aumento de la
tasa de apoptosis fue mayor, incluso la combinacién de la sobrecarga de glucosa junto con
esomeprazol mostrd diferencias significativas con respecto al control para una dosis mas
baja de Esomeprazol (100 uM dosis).
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Figura 7. Efecto de Esomeprazol con/sin sobrecarga de glucosa sobre la apoptosis de células
OES33. Las barras representan la media +/- error éstandar. n=4 *p<0.05; **p<0.01 respecto al control sin
tratamiento
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4. Efecto del tratamiento con Esomeprazol con y sin sobrecarga de glucosa en la
proliferacion de las células OE33

La proliferacién celular se cuantifico mediante analisis del ciclo celular por citometria
de flujo. Consideramos para ello las células qu se encontraban en fase S (sintesis de
ADN) y fase G2 (crecimiento). Como se puede observar en la figura X, el tratamiento
con Esomeprazol inhibié de forma significativa la proliferacion celular a dosis de 200 y
100 uM con respecto al control al que no se afadid esomeprazol. La adicion de
glucosa al medio RPMI a una concentracién final de 30 mM, paraddjicamente al efecto
que observamos en la apoptosis, estimuldé la proliferacion de las células OE33,
llegando incluso a revertir el efecto inhibitorio que indujo el Esomeprazol a dosis altas.

Diploid: 100.00%
Dip G1: 51.72% at 64.01
Dip G2: 11.67% al 115.97
Dip S: 36.61%
G1/G2: 1.81%
CV. 8.50

1241

e

Total S- Phase: 36.61%
Total B.A.D: 0.00%

Number
300
e N

Debris: 0.24%

Aggregates: 0.00%

Modeled events: 11895

All cycles events: 11866
Cycle events per channel: 224
RCS: 3.504

00
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Channels (FL3 INT LIN-FL3 INT LIN)

Figura 8. Imagen representativa de un experimento de ciclo celular por citometria de flujo.
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Figura 9. Efecto de Esomeprazol con/sin sobrecarga de glucosa sobre la proliferacion de las
células OE33. Las barras representan la media +/- error éstandar. n=4 *p<0.05 células
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5. Efecto del tratamiento con un inhibidor selectivo del trasnsportador MCT1
(AZD3965) en la apoptosis de las células OE33

Para bloquear el transportador MCT1 empleamos un inhibidor selectivo del mismo, el
AZD3965. El tratamiento con el inhibidor de MCT1 se testé tanto en medio de cultivo
normal como con sobrecarga de glucosa. Como puede observarse en la grafica
inferior, que muestra el porcentaje de células que se encuentran en fase apoptética, la
adicién de AZD3965 a concentraciones de 100 y 10 nM al medio de cultivo no indujo
ningun efecto significativo en la apoptosis de las células OE33 ni cuando se cultivaron

en medio RPMI estandar ni tampoco cuando se sometieron a sobrecarga de glucosa
(30 mM).

50
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6. Efecto del tratamiento con un inhibidor selectivo del trasnsportador MCT1
(AZD3965) en la proliferacion de las células OE33

El tratamiento con el inhibidor selectivo del transportador MCT1 a dosis de 100 y 10
NM no produjo ningun efecto en la proliferacién de las células OE33
independientemente de la concentracion de glucosa presente en el medio de cultivo
(11 mM o 30 mM). La grafica inferior muestra el porcentaje de células OE33 que se
encontraban en fase S o G2 tras 48 horas de tratamiento.
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7. Efecto del tratamiento con el inhibidor selectivo del transportador MCT1 en

Dado que el inhibidor de MCT1 no habia mostrado ningun efecto sobre la apoptosis ni
sobre el ciclo celular, con objeto de dilucidar si esta ausencia de efecto era debida a
una falta de inhibicién del transportador por la droga a las dosis testadas, medimos la
concentracion de lactato intracelular tras la incubacién de las células con AZD3965 con
y sin sobrecarga de glucosa.

Los resultados que se muestran corresponden a un experimento, por lo que es
necesario confirmarlos en nuevos experimentos pero indican que a las dosis
empleadas el AZD3965 inhibe de forma efectiva el eflujo de lactato ya que las células
control mostraron unos niveles de lactato de 4.51 nmol lactato/ug de proteina mientras
que los niveles en las células tratadas con AZD3965 a concentracién de 10 nM fueron
de 8.93 nmol lactato/pug de proteina y en las células tratadas con AZD3965 a 100 nM
fueron de 13.47 nmol lactato/ug de proteina. En las células con sobrecarga de glucosa
la cantidad de lactato a nivel intracelular era de 8.24 nmol lactato/ug proteina, y tras
tratamiento con el inhibidor MCT1 de 12.1 y 9.9 nmol lactato/ug de proteina a las dosis
de 10 y 100 nM respectivamente
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DISCUSION

En este estudio hemos evaluado el efecto que la inhibicién de dos transportadores
de protones, la bomba V-H*ATPasa y el transportador de monocarboxilato MCT1
produce en la proliferacién y apoptosis de células de adenocarcinoma de esofago
humano. Ademas hemos analizado si este efecto se ve influenciado por la
concentracion de glucosa en el medio de cultivo. Para tal propdsito, las células se
cultivaron en dos condiciones: con el medio de cultivo RPMI1640 que contiene glucosa
en una concentracién 11 mM, o con el mismo medio pero suplementado con glucosa
hasta alcanzar una concentracion de 30 mM. Para inhibir la V-H*ATPasa hemos
empleado un inhibidor de la bomba de protones de uso clinico, Esomeprazol y para
inhibir el transportador de lactato MCT1, un compuesto, AZD3965, que inhibe de forma
selectiva MCT1 y que se encuentra en fase clinica | (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT01791595).

Los resultados obtenidos muestran que Esomeprazol a dosis altas induce la
apoptosis e inhibe la proliferacion de las células OE33. Este efecto pro-apoptético se
vid incrementado en presencia de sobrecarga de glucosa, por el contrario la
sobrecarga de glucosa revirtid el efecto antiproliferativo de Esomeprazol. Por otra
parte, el tratamiento con un inhibidor selectivo de MCT1, transportador que hemos
constatado que expresa la linea celular utilizada en el estudio, OE33, no produjo ningun
efecto ni en la apoptosis ni en la proliferacién celular, a pesar de que a las dosis
utilizadas hemos observado que incrementa la concentracion de lactato a nivel
intracelular.

El adenocarcinoma de eséfago es un tumor con mal prondstico con una
supervivencia a 5 afos inferior al 20%, por lo que es necesario investigar nuevas vias
terapéuticas. Los estudios realizados en los Ultimos afios sobre las implicaciones que
la alteracidon del pH tumoral tiene en el desarrollo, progresion y resistencia a drogas
quimioterapicas de las células tumorales han puesto de manifiesto que los
mecanismos que regulan el intercambio de protones y otros metabolitos acidos
podrian ser una diana terapéutica prometedora en el tratamiento del cancer.

La inhibicion de la V-H+ATPasa mediante inhibidores especificos ha demostrado
ejercer importantes efectos antineoplasicos®8'), pero la elevada toxicidad que estos
farmacos tienen en el resto de tejidos sanos invalida su uso en la practica clinica. En
este sentido, los IBP, farmacos ampliamente utilizados para el tratamiento de
patologias relacionadas con el acido estomacal, han demostrado un efecto
antineoplasico, debido a su accion sobre la V-H*ATPasa, en diferentes tumores.

En nuestro estudio, el tratamiento de las células de adenocarcinoma de eséfago con
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Esomeprazol a altas concentraciones incremento la apoptosis e inhibid la proliferacion,
lo que concuerda con estudios previos que han demostrado un efecto antiproliferativo
y proapoptdtico de los IBP en otros tipos de tumores®®. Las concentraciones de
Esomeprazol que hemos empleado en el cultivo estaban en un rango de 0 a 200 pM.
Estas concentraciones no se consiguen con las dosis utilizadas en la practica clinica
para tratar el reflujo acido, que se encontrarian en torno a 7 uM tras la ingesta de 20
mg/dia®. En el tratamiento del sindrome de Zollinger-Ellison en el que se emplean
dosis de 120 mg/dia, se alcanzan concentraciones de farmaco en sangre de 42 pM®3).
El empleo de dosis mas altas no es habitual en la practica clinica, y existen pocas
evidencias de las consecuencias del uso de dosis tan altas. Sin embargo, existen
estudios realizados en ratones en los que se emplearon dosis mas altas sin observar
ningun efecto secundario®4.

Por otra parte, se ha sugerido que dado que tras su protonacién el esomeprazol
tiende a acumularse selectivamente en los compartimentos acidicos, tedricamente se
podrian alcanzar concentraciones elevadas en el interior del tumor suministrando dosis
mas bajas, si bien este hecho no se ha demostrado todavia. En este estudio, hemos
utilizado dos concentraciones diferentes de glucosa en el medio. El medio de cultivo
que se utiliza para esta linea celular, RPMI 1640, es un medio rico en glucosa, ya que
contiene una concentracion de 11 mM, lo que equivaldria a una concentracion
aproximada en sangre de 198 mg/dL. La razén de utilizar una concentracion aun
superior de glucosa (30 mM) fue la de forzar la produccién de acido lactico y conseguir
asi una mayor acidificacién a nivel intracelular al combinar una mayor produccién de
acido junto con el bloqueo de la extrusion de protones al espacio extracelular inducido
por el IBP, aumentando asi el efecto citotoxico del mismo. Por ello, en primer lugar,
realizamos experimentos para determinar si nuestra linea tumoral seguia el llamado
efecto Warburg, es decir, metabolizar la glucosa a acido lactico en situacion de
normoxia. En este estudio pudimos comprobar que la concentracion de lactato
intracelular de las células OE33 incubadas en medio con sobrecarga de glucosa (30
mM) era superior a las células cultivadas en medio estandar.

Tal y como esperabamos, la sobrecarga de glucosa produjo un mayor aumento de la
apoptosis inducida por esomeprazol. Sin embargo, paraddjicamente, la presencia de
mayor concentracion de glucosa en el medio abolié totalmente el efecto
antiproliferativo del Esomeprazol. La conciliacion de estos dos efectos antagdnicos
observados con la sobrecarga de glucosa en las células tratadas con Esomeprazol,
aumento de apoptosis y estimulo de la proliferacion, pasa por considerar la existencia
de dos poblaciones celulares distintas en la linea OE33 con diferente grado de
diferenciacion neoplasica y con respuestas metabdlicas diferentes.

En cualquier caso, estos resultados invalidan la estrategia terapéutica de asociar un
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IBP junto con una sobrecarga de glucosa de cara a su aplicacién en la clinica, ya que
el efecto antiproliferativo de Esomeprazol es anulado por la glucosa.

El otro inhibidor que hemos empleado en nuestro estudio es el AZD3965, un
inhibidor selectivo del transportador de monocarboxilatos MCT1, desarrollado por
AstraZeneca. Este compuesto ha demostrado tener una buena biodisponibilidad
administrado por via oral y se encuentra ya en ensayo clinico fase | para el tratamiento
de tumores sélidos avanzados.

Las proteinas MCT1 y MCT4 estan implicadas en el transporte de lactato, y se ha
propuesto que su inhibicién tendria como diana selectiva aquellas células tumorales
altamente glicoliticas®. El &acido lactico se produce durante la glicdlisis, y el
transportador MCT1 transporta lactato junto a un proton, de forma que MCT1 ademas
disminuye la acidificacion intracelular durante condiciones de flujo glicolitico elevado.

Estudios previos en células tumorales de estbmago y de pulmon, han demostrado la
capacidad de este compuesto para inhibir tanto el eflujo como el influjo de lactato en
las células e inhibir el crecimiento tumoral tanto in vitro como in vivo en modelos
animales®®. En otro estudio, el AZD3965 combinado con radioterapia mostré un efecto
antitumoral sinérgico®”).

En nuestro estudio, el tratamiento con AZD3965 a dosis de 100 y 10 nM no indujo
ningun efecto ni en la apoptosis ni en la proliferacidon de las células de adenocarcinoma
de esodfago. Con objeto de comprobar si estas dosis no eran suficientes para bloquear
el transportador MCT1 en nuestra linea celular, determinamos la concentraciéon de
lactato intracelular tras la exposicion al compuesto. Aunque soélo se realizd un
experimento, los resultados mostraron mayor concentracion de lactato en aquellas
células que habian sido tratadas con AZD3965 que las que no habian recibido
tratamiento tanto sin como con sobrecarga de glucosa, y a las dos dosis testadas, lo
que indica que estas dosis son suficientes para inhibir el transportador MCT1.

Sin embargo, este aumento de lactato a nivel intracelular no provocd ningun efecto
apoptético ni antiproliferativo. Este resultado sugiere que el tratamiento con AZD3965
puede no ser una alternativa terapéutica en el adenocarcinoma de eso6fago, pero,
puesto que estos resultados corresponden a una Unica linea celular, es necesario testar
el compuesto con diferentes lineas de adenocarcinoma de esoéfago antes de concluir
que no es efectivo.

Por otra parte, algunos investigadores como Sonveaux y colaboradores han
propuesto la existencia de una simbiosis metabdlica en tumores sdlidos donde el
lactato producido por las células tumorales del compartimento hipdxico del tumor seria
captado por las poblacién de células oxigenadas del tumor y utilizado para obtener
energia®®. Desde este punto de visto, la inhibicion de la salida de lactato al espacio
extracelular podria tener un impacto negativo en el crecimiento del tumor y el
desarrollo de metastasis. Este aspecto también deberia ser investigado antes de
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descartar el uso de AZD3965 como agente terapéutico para el adenocarcinoma de
esofago.
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CONCLUSIONES

1. Esomeprazol a altas concentraciones ejerce efectos antineoplasicos in vitro en
células de adenocarcinoma de eséfago, inhibiendo la proliferacion e induciendo la
muerte por apoptosis. La presencia de altas concentraciones de glucosa en el medio
de cultivo potencia el efecto proapoptético de Esomeprazol pero revierte el efecto
antiproliferativo del mismo.

2. La linea celular de adenocarcinoma de esdfago OE33 aumenta la produccion de
lactato en presencia de mayor concentracion de glucosa en el medio de cultivo.

3. Las células OE33 expresan el transportador MCT1, mostrando localizacién a nivel de
membrana plasmatica preferentemente.

3. El tratamiento con AZD3965, un inhibidor selectivo del transportador de lactato
MCT1, a concentraciones de 10 y 100 nM, produce un aumento de la concentracion de
lactato intracelular, si bien, no ejerce ningun efecto en los fendmenos de proliferacién y
apoptosis en las células de adenocarcinoma de eséfago OE33.
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INSTRUMENTO

Agitador tipo Vortex

Agitador de placas

Campana de cultivo de flujo laminar
Citémetro de flujo

Centrifuga Refrigerada

Centrifuga NO Refrigerada
Contenedor de Congelacién

Equipo de Inmunotincién Automatico
Estufa de Cultivo

Frigorifico 42C

Frigorifico -20°C

Ultracongelador -80°C

Lector de Placas

Maquina de Hielo Triturado
Microcentrifuga Refrigerada
Micropipetas

Microscopio Confocal espectral
pH-Metro

Tanque de nitrégeno liquido

Unidad de Confeccién de bloques de parafina

MARCA
OVAN
EPPENDORF
TELSTAR
BD
EPPENDORF
EPPENDORF
Mr. Frosty
DAKO
186 JOUAN
LYNX

Sanyo

BIOTEK
B-LINE
EPPENDORF
Thermo
LEICA
CRISON
LINDE

LEICA
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MODELO
Vibra Mix
Thermomixer Confor
Bio Il Advance
FACSAria
5417R
Mini Spin Plus
Nalgene

Autostainer Plus Link

MDF-U333

SYNERGY
BF-85
5417R

Finnpipette

TCS SP2

pH-Meter Basic 20+

Leica EG1150

Tabla 1. Instrumentos empleados durante la realizacién de la investigacion.
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