Arquitectura celular y nuclear diferencial y respuestas microambientales de celulas
pretumorales y tumorales en respuesta a la hipoxia y otras fuentes de estres
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El microambiente tumoral es un entorno alterado que impone multiples presiones selectivas que conducen a la
supervivencia y diseminacion de subpoblaciones de cé€lulas tumorales agresivas que posteriormente puede
sobrevivir a otras fuentes de estrés, como la quimioterapia y la radioterapia. En este trabajo, sometimos células
pretumorales y tumorales a hipoxia inducida por cubreobjetos, que recapitula la hipoxia intracelular caracteristica
del microambiente tumoral temprano, y utilizamos una combinacidn de microscopia de fase cuantitativa y
epifluorescencia para analizar diversas respuestas celulares a este entorno alterado. En normoxia, las células
tumorales mostraron diferencias en la organizacion nuclear, evidenciadas por la disminucidon del nimero de focos
HPI, y en hipoxia se observaron cambios importantes en la arquitectura nuclear, con un aumento significativo en el
numero de focos de alta densidad de masa seca en el nucleo de las células tumorales, en comparacion con las
c¢lulas pretumorales y no tumorales. Por el contrario, en comparacion con las celulas pretumorales y normales, los
niveles de ATP mitocondrial disminuyeron notablemente en las celulas tumorales en hipoxia, mientras que la
activacion de las caspasas ejecutoras solo aument6 en las células tumorales en esta condicion. Por lo tanto, en
términos de organizacion celular, cambios metabdlicos y activacion de los procesos de muerte celular, las células
tumorales mostraron respuestas mas drasticas a un microambiente alterado que sus contrapartes pretumorales y
normales. También hemos comenzado a estudiar las respuestas de las células tumorales y pretumorales al cisplatino

y la radiacion UV, demostrando que ambos tratamientos causan alteraciones marcadas en la arquitectura nuclear,

que actualmente buscamos caracterizar con mayor profundidad.
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Figura 1. (A) Diferencias en la arquitectura nuclear
® entre queratinocitos normales (c¢lulas HaCaT),
queratinocitos pretumorales (células HaCaT que
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(D) En un microambiente hipoxico, la activacion de

la caspasa ejecutora es mayor en cé¢lulas tumorales.
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Figura 2. Respuestas tempranas de las c¢lulas tumorales CAL-27 a la hipoxia y a la rotenona (inhibidor
de la cadena de transporte de electrones), visualizadas mediante microscopia de fase cuantitativa. Tanto
la rotenona como la hipoxia inducen una marcada vacuolizacion citoplasmatica, asi como un aumento
del area del nticleo ocupada por regiones de alta densidad de masa seca.
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Figura 3. (A) Tanto en hipoxia como en c¢lulas tratadas con rotenona, se observaron cambios marcados y
transitorios en la densidad de masa seca, consistentes con la salida y posterior entrada de agua en las
etapas finales de un proceso necrotico. La flecha indica una ampolla necrotica. También se observan
grandes condensados nucleares. (B) En condiciones de hipoxia y baja glucosa, se observa una marcada
contraccion nuclear acompafiada de la formacidon de condensados nucleares de alta densidad. (C) En estas
condiciones, también se observan blebs necroticos simultaneamente con la contraccion nuclear (flechas).
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Figura 4. (A) La apoptosis inducida por cisplatino provoca la contraccion celular y un aumento de la densidad de masa
seca. Sin embargo, este aumento es mayor en el citosol y produce una mayor densidad de masa seca citosolica que
nuclear en las células apoptoticas, mientras que ocurre lo contrario en las células control. (B) Las c¢lulas que
sobreviven al tratamiento prolongado con cisplatino también mantienen una mayor densidad de masa seca citosodlica.
Ademas, los condensados nucleares con alta densidad de masa seca practicamente desaparecen en estas cé¢lulas.
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Figura 5. El tratamiento prolongado
con cisplatino causa apoptosis, pero
también  muerte celular  con
caracteristicas necroticas. Los blebs
necroticos (flecha roja) tienen una
densidad de masa seca mucho menor
que los apoptoticas (flecha amarilla).

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las células no tumorales, pretumorales y tumorales muestran respuestas distintas en un microambiente hipoxico.

Tanto la hipoxia como la muerte celular necrética inducida por rotenona muestran cambios drasticos en la densidad de masa seca, en
consonancia con cambios marcados en la entrada y salida de agua. En las etapas finales, las células se hinchan y forman blebs
necroticos de baja densidad, pero los nucleos se contraen, mientras que el area nuclear ocupada por condensados de alta densidad
aumenta notablemente. Esto concuerda con la hipdtesis de que los condensados nucleares liberan agua libre, que fluye del nucleo al
citosol.

La apoptosis causada por cisplatino muestra un fenomeno inverso, con contraccion celular y aumento de la densidad de masa seca
citosolica, formacion de blebs de alta densidad y disminucion de los condensados nucleares de alta densidad, que se mantiene en las
c¢lulas que sobreviven a una exposicion prolongada al cisplatino. La disminucion de los condensados nucleares podria ayudar a retener
agua nuclear en condiciones de aumento de la densidad de masa seca citosolica.

Las diferencias en la densidad de masa seca entre los blebs necroticos y apoptoticos podrian ayudar a distinguir ambos tipos de muerte
celular mediante microscopia de fase cuantitativa.

Se necesitan estudios futuros para abordar los mecanismos y el requerimiento energético de las disminuciones de los condensados
nucleares causadas por el cisplatino.
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