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Resumen

La hipoxia es un factor fundamental en el proceso de génesis tumoral, asi como en patologias pre-
cursoras de cancer, como es el Liquen Plano Oral (LPO).
Objetivo: Determinar si es posible establecer una correlacién entre las alteraciones que sufren

queratinocitos normales en un microambiente hipdxico in vitro y alteraciones que aparecen en los
queratinocitos en el epitelio de la mucosa oral en el contexto de la patologia LPO.

Métodos: Se estudiaron los cambios morfolégicos mediante microscopia de contraste de fases, y
la deteccion de marcadores asociados a hipoxia de queratinocitos humanos (HaCaT), como mo-
delo celular oral, en un microambiente hipdxico generado por la variante del método “Hipoxia
inducida por cubreobjetos”.

Resultados: Mediante microscopia confocal se observo la presencia de los marcadores de hipoxia
GLUT-1 y aductos de pimonidazol (Hipoxyprobe) en los cultivos celulares de HaCaT expuestos a
un microambiente hipéxico. Ademas, se observo la presencia del marcador GLUT-1 mediante in-
munohistoquimica en tejido epitelial humano derivado de biopsias de la patologia LPO.
Conclusiones: Se establecié una correlacion entre las alteraciones detectadas en queratinocitos

humanos inducidos a un microambiente hipdxico in vitro y las alteraciones detectadas in vivo en

tejido epitelial de la mucosa oral.
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Abstract

Hypoxia is a fundamental factor in the process
of tumor genesis, as well as in precursor pa-
thologies of cancer, such as Oral Lichen Planus
(OLP).

Objective: To determine if it is possible to es-
tablish a correlation between the alterations
that normal keratinocytes suffer in a hypoxic
microenvironment in vitro and alterations
that appear in the keratinocytes in the epithe-
lium of the oral mucosa in the context of OLP
pathology.

Methods: Morphological changes were stu-
died by phase contrast microscopy, and the
detection of markers associated with hypoxia
of human keratinocytes (HaCaT), as an oral
cell model, in a hypoxic microenvironment ge-
nerated by the variant of the method “Hypoxia
induced by coverslips”.

Results: Using confocal microscopy, the pre-
sence of hypoxia markers GLUT-1 and Hi-
poxyprobe was observed in HaCaT cell cultu-
res exposed to a hypoxic microenvironment.
In addition, the presence of the GLUT-1 mar-
ker was observed by immunohistochemistry
in human epithelial tissue derived from biop-
sies of OLP pathology.

Conclusions: A correlation was established
between the alterations detected in human
keratinocytes induced in a hypoxic microenvi-
ronment in vitro and the alterations detected
in vivo in epithelial tissue of the oral mucosa.

Resumo

A hipdxia é um fator fundamental no processo
de génese tumoral, bem como em patologias
precursoras do cancer, como o Liquen Plano
Oral (LPO).

Objetivo: Determinar se é possivel estabelecer
uma correlagdo entre as alteragdes que os que-
ratinécitos normais sofrem em um microam-
biente hipoxico in vitro e as alteragdes que
aparecem nos queratinécitos no epitélio da
mucosa oral no contexto da patologia do LPO.
Métodos: As alteragdes morfologicas foram
estudadas por microscopia de contraste de
fase e a deteccdo de marcadores associados a
hipéxia de queratindcitos humanos (HaCaT),
como modelo de célula oral, em um microam-
biente hipoxico gerado pela variante do méto-
do “Hipdxia induzida por laminulas”.
Resultados: Por microscopia confocal, obser-
vou-se a presenca dos marcadores de hipéxia
GLUT-1 e Hipoxyprobe em culturas de células
HaCaT expostas a um microambiente hipdxico.
Além disso, a presen¢a do marcador GLUT-1 foi
observada por imuno-histoquimica em tecido
epitelial humano derivado de biépsias de pa-
tologia de LPO.

Conclusoes: Foi estabelecida uma correlacao
entre as alteracoes detectadas em queratindci-
tos humanos induzidas em um microambiente
hipoéxico in vitro e as alteracdes detectadas in
vivo no tecido epitelial da mucosa oral.

Keywords: Hypoxia, Oral Lichen Planus,
cancer, keratinocytes.

Palavras-chave: Hipoxia, Liquen Plano Oral,
cancer, queratinocitos.

Introduccion

La hipoxia es un estado de deficiencia del oxi-
geno necesario para llevar a cabo los procesos
metabdlicos requeridos por las células. El nivel
de oxigeno es uno de los parametros fundamen-
tales del microambiente que rodea a las células,
tanto in vitro como a nivel tisular, por lo que una
disminucién de este puede llevar a condiciones
que impactan profundamente tanto en la fisiolo-

gia celular como en la homeostasis tisular. A nivel
molecular, una disminucién de la disponibilidad
de oxigeno necesario para las células lleva a la
activacion de factores de transcripcién conoci-
dos como “Factores inducidos por Hipoxia” (HIFs
- Hypoxia-inducible factors). Particularmente,
HIF-1 es un complejo proteico compuesto por
dos subunidades, HIF-1a y HIF-1BW. Este hetero-
dimero se encuentra inactivo cuando hay abun-
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dante oxigeno y, por el contrario, es activado en
condiciones de hipoxia . Su funcién como factor
de transcripcion es la de aumentar la transcrip-
cion de determinados genes que codifican para
proteinas que participan en diferentes procesos
celulares como la proliferacion celular y el meta-
bolismo energético. De esta forma, HIF-1 permi-
te a las células adaptarse a condiciones adversas,
como es el caso de las células alteradas por pa-
tologias inflamatorias y por formacién de tumo-
res ¥, A su vez, se ha visto que la hipoxia, par-
ticularmente por la expresion de los factores de
transcripcion HIFs, tiene un rol muy importante
en la diferenciacién terminal de los queratinoci-
tos, regulando la queratinizacion de las células
epiteliales de la epidermis ¥, A nivel tisular, el
estado de hipoxia se encuentra frecuentemente
asociado a procesos inflamatorios, pudiendo ser
tanto un desencadenante de la inflamacién como
una consecuencia de esta . Se ha visto que es
un factor fundamental en el proceso de génesis
tumoral y en el desarrollo de los tumores. En di-
versos tipos de cancer, como por ejemplo el can-
cer oral, se ha observado que los marcadores de
hipoxia aumentan a medida que se incrementa el
grado de displasia de la mucosa oral hasta llegar
a la formacion de un carcinoma oral ©®. Por otra
parte, la hipoxia también conduce a la reprogra-
macién metabdlica de las células tumorales, que
adquieren un fenotipo mas glucolitico, secretan-
do lactato y produciendo por ende una marcada
acidificacion del medio extracelular, que ha sido
detectada asimismo en cancer oral ©,

Para comprender el proceso por el que la mu-
cosa oral puede llevar a lesiones precursoras de
cancer oral, y al cancer en si mismo, es necesa-
rio comprender la composicion de la misma. La
mucosa oral esta constituida por tejido epitelial
y tejido conjuntivo. Dentro de la misma, se dife-
rencia y clasifica a la mucosa oral de acuerdo a
las funciones que cumple. Es asi que en la cavi-
dad oral existen tres tipos de mucosa: la mucosa
oral masticatoria, la mucosa oral especializada
y la mucosa oral de revestimiento. La primera

recubre al paladar y las encias, la segunda es la
que recubre la superficie dorsal de la lengua, y
la mucosa de revestimiento es la que recubre la
superficie interna de las mejillas, la superficie
ventral de la lengua, el piso de la boca y la super-
ficie interna de los labios. El tejido epitelial de la
mucosa oral, al igual que la epidermis, es un epi-
telio escamoso estratificado con una capa basal y
una capa espinosa, y las células que lo componen
son los queratinocitos . El Liquen Plano Oral
(LPO) es una patologia inflamatoria, autoinmu-
ne, que afecta el tejido epitelial de la mucosa oral.
Se trata de una patologia cronica con una gran
relevancia clinica. Se estima que el liquen plano
oral afecta hasta un 4% de la poblacién mundial
(), De etiologia ain no bien definida, hay eviden-
cias de que en el LPO se podria producir un ata-
que autoinmunolégico por parte de linfocitos T
citotoxicos a las células epiteliales de la mucosa
oral ®, Clinicamente se caracteriza por la pre-
sencia de lesiones a nivel de la mucosa oral como
manchas blancas reticuladas y elevadas, man-
chas rojas con edemas, asif como llagas abiertas,
que pueden causar ardor o dolor. Estas lesiones
pueden aparecer en la mucosa que comprende
el interior de las mejillas, siendo ésta la ubica-
cion mas frecuente, asi como en el tejido interno
de los labios, las encias, el paladar y la lengua®.
Desde el punto de vista histoldgico, el LPO se ca-
racteriza por un denso infiltrado de linfocitos T
a nivel del epitelio oral, un aumento de las capas
superficiales de queratinocitos terminalmente
diferenciados y degeneracién de los queratino-
citos de la capa basal del epitelio oral®. Existen
evidencias de su asociacion con el desarrollo de
cancer, especificamente de carcinoma oral de
células escamosas (OSCC - Oral squamous cell
carcinoma). Se ha demostrado a través de va-
rios estudios que pacientes diagnosticados de
LPO han desarrollado OSCC™. Incluso, pacientes
con carcinoma oral desarrollado a partir de OLP
presentan un mayor riesgo frente a los que no
presentan un diagnostico proveniente de LPO,
debido a que se ha visto un mayor aumento de la
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metastasis.) Por estos motivos es que la OMS ha
clasificado a esta patologia como una condicion
precursora del carcinoma oral y se la ha reco-
nocido como una patologia oral potencialmente
maligna (OPMD - Oral potentially malignant di-
sorder)®. De acuerdo a investigaciones realiza-
das sobre el mecanismo de transformacion, se ha
visto que la inflamaciéon crénica en LPO estaria
involucrada en la tumorigénesis y en el desarro-
llo de los tumores. A su vez, otra caracteristica
del microambiente tumoral de la que hay eviden-
cia de su existencia en LPO, es un microambiente
hipéxico. Sin embargo, la presencia de marca-
dores de hipoxia en esta patologia atiin no ha sido
estudiada en profundidad.

En este trabajo se utilizo6 la linea celular HaCaT,
que consiste en queratinocitos humanos in-
mortalizados no transformados derivados del
tejido epitelial de la epidermis. Esta linea celu-
lar es ampliamente utilizada en investigaciones
sobre tejido epitelial por su alto potencial para
diferenciarse y proliferar en cultivos celulares in
vitro (19, La epidermis es un tejido muy similar

al epitelio de la mucosa oral, por lo que la linea
celular HaCaT ha sido utilizada frecuentemente
como modelo de queratinocitos orales en estu-
dios in vitro de biologia celular oral 9, Debido
a la evidencia de un microambiente hipdxico en
LPO, en este trabajo se recapitulara dicho mi-
craoambiente en la linea celular HaCaT emplean-
do la variante del modelo “Hipoxia inducida por
cubreobjetos”(*?, Dicha variante del método fue
disefiada por Arocena y colaboradores ¥, y con-
siste en cubrir una pequefa placa de cultivo con
un cubreobjetos de acrilico con un pocillo en el
centro, al igual que el método original, pero con
un cubreobjetos perforado en el centro (figura
1), de forma que la difusidn de oxigeno a todas
las células presentes en el pocillo de la placa solo
ocurre a través de dicha perforacidn, en el centro
de la misma. De esta manera, se puede eviden-
ciar las diferencias entre las células que se en-
cuentran en el centro de la placa, zona donde se
encuentra la Unica entrada de oxigeno, con res-
pecto a las que se encuentran alejadas de la en-
trada de oxigeno, zonas periféricas de la placa!?.

Figura 1: Esquema de la variante del método “Hipoxia inducida por cubreobjetos” tomado de
Arocena et al.,, 2019 3

Materiales y métodos

Linea celular de estudio

La linea celular empleada fue HaCaT, que corres-
ponde a queratinocitos humanos inmortalizados
espontaneamente, no transformados. Estos, fue-
ron mantenidos en el medio de cultivo DMEM
low glucose (Dulbecco’s modified Eagle’s me-
dium) con 10% de SFB y antibioticos (Penicili-

na, Estreptomicina y Anfotericina), e incubados
a372Cy 5% de CO2. Se realizaron pasajes de las
células por tripsinizacién cada vez que las mis-
mas alcanzaron la confluencia.

Método de inducciéon de un microambiente
hipdxico in vitro mediante la variante por
cubreobjetos

El método utilizado para inducir a los querati-
nocitos a un microambiente hipdéxico es una va
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riante del modelo “Coverslip Hypoxia” o “Hipoxia
inducida por cubreobjetos”, que consiste en cu-
brir las placas de cultivo celular con cubreobje-
tos de acrilico perforados en el centro. A las 24
horas de haber realizado el pasaje de las células
a las placas, se agrego el cubreobjetos de acri-
lico perforado en el centro. Una placa se utilizé
como control, por lo que no se le agregd un cu-
breobjetos para no inducirles a las células un mi-
croambiente hipdxico. Estas placas conteniendo
los cultivos celulares, con el cubreobjetos y sin
cubreobijetos, fueron incubadas a 372C y 5% de
CO,, por un tiempo de 48 horas.

Observacion de la morfologia de las células
por microscopia de contraste de fases

Las células incubadas con y sin el cubreobjetos
luego de 48 horas, fueron observadas mediante
microscopia de contraste de fases. Para ello se
utiliz6 un microscopio invertido Nikon Diaphot,
y objetivos de contraste de fase de 10X y 20X,
perteneciente al Instituto de Investigaciones
Biologicas Clemente Estable (IIBCE).

Observacion de cambios morfolégicos de las
células por microscopia confocal

Para la visualizaciéon de cambios morfolégicos a
nivel del citoesqueleto de las células, se realiz6
un marcado con la sonda fluorescente de detec-
cion de filamentos de actina, faloidina conjugada
a Alexa Fluor 488. Para ello, se fijaron las células
HaCaT con cubreobjetos con PAF 4% y se las in-
cub6 por 10 minutos a temperatura ambiente, y
pasados los 10 minutos se las lavé con PBS 1X.
Luego del ultimo lavado, se realizé la tincion de
las células con faloidina conjugada a Alexa Fluor
488 (Invitrogen, Waltham, MA) a una dilucién de
1/200, y se las dej6 incubando por 30 minutos.
Se realizaron tres lavados con 500 uL de PBS
1X, de 5 minutos cada uno. Luego de descartar
el PBS del dltimo lavado, se agregé DAPI (Invi-
trogen) a una dilucién 1/1000 para tefiir los
nucleos, y se incubd durante 15 minutos en os-
curidad a temperatura ambiente. Finalmente las
células fueron observadas mediante microscopia

de fluorescencia en el microscopio confocal Zeiss
LSM 800 del Instituto de Investigaciones Biologi-
cas Clemente Estable (IIBCE).

Inmunocitoquimica con el kit Hipoxyprobe in
vitro

Para evaluar la presencia de la hipoxia induci-
da en las células de estudio, se empleo la técni-
ca de inmunocitoquimica utilizando un kit de
deteccion de hipoxia denominado Hipoxyprobe
(Hypoxyprobe, Burlington, MA). Para esto se in-
cub6 a las células HaCaT con cubreobjetos por
48 horas y luego se les anadié pimonidazol, un
nitroimidazol que forma aductos con proteinas
a bajos niveles de oxigeno intracelular, a una
concentracion final de 200 uM, durante 2 horas.
Luego se fijo las células con PAF 4% y se las in-
cub6 por 10 minutos a temperatura ambiente, y
pasados los 10 minutos se las lavo con PBS 1X. Se
permeabilizo las placas con 200 uL de Trit6n al
0,1% durante 5 minutos. Luego, se agregd 200 pL
de BSA como bloqueante y se incubaron las pla-
cas durante 30 minutos a temperatura ambien-
te. Finalmente se agregé 2 pL de un anticuerpo,
que reconoce los aductos proteicos de pimoni-
dazol, conjugado a un fluoréforo (Hypoxyprobe
Red Mab Dylight 549 Mab), y se dej6 incubando
la placa toda la noche a 42C. Luego de descartar
el PBS del ultimo lavado, se agregé DAPI (Invi-
trogen) en una dilucion de 1/1000 para teifiir los
nucleos, y se incubé durante 15 minutos en os-
curidad a temperatura ambiente. Finalmente las
células fueron observadas mediante microsco-
pia de fluorescencia por el microscopio confocal
Zeiss LSM 800.

Inmunocitoquimica con GLUT1 in vitro

Se evalud la presencia del marcador de hipoxia
GLUT1 in vitro mediante inmunocitoquimica.
Para ello se fijaron las células HaCaT con cu-
breobjetos con PAF 4%, y se las incubé por 10
minutos a temperatura ambiente. Se realizaron
lavados con PBS 1X, y se permeabilizaron las cé-
lulas con 200 pL de Tritéon al 0,1% durante 5 mi-
nutos. Luego, se bloquearon con 200 pL de BSA
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y se incubaron las placas durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente se agreg6 el
anticuerpo primario anti-Glutl (anticuerpo mo-
noclonal de ratén, Santa Cruz), a una dilucién de
1/200, y se dejo incubando la placa toda la noche
a 4°C. Se descartd el anticuerpo primario, se rea-
lizaron tres lavados con PBS, y luego del ultimo
lavado se agreg6 200 pL del anticuerpo secun-
dario (anticuerpo anti-ratén conjugado a Alexa
Fluor 488, de Invitrogen) diluido en BSA (dilu-
ci6n 1:1000 - 0,5 pL. de anticuerpo secundario en
450 uL de BSA) y se las dejé incubando durante
una hora a temperatura ambiente en oscuridad.
Luego de descartar el anticuerpo, se realizaron
tres lavados con 500 pL de PBS 1X, de 5 minutos
cada uno. Luego de descartar el PBS del ultimo
lavado, se agregé DAPI (Invitrogen) 1/1000 para
tefiir los nucleos, y se incub6 durante 15 minu-
tos en oscuridad a temperatura ambiente. Final-
mente las células fueron observadas mediante
microscopia de fluorescencia por el microscopio
confocal Zeiss LSM 800.

Marcado con la sonda fluorescente Nile Red
in vitro

Para la deteccion de lipidos se realizé un marca-
do con la sonda fluorescente Nile Red (Invitro-
gen, Waltham, MA), la cual tifie las gotitas lipidi-
cas que se forman intra-celularmente. Con este
objetivo, se fijé las células HaCaT con cubreobje-
tos con PAF 4% y se las incubd por 10 minutos a
temperatura ambiente. Una vez pasados los 10
minutos se las lavo con PBS 1X. Luego se reali-
z0 la tincién de las células con la sonda Nile Red
a una concentracion de 0,1 pg/ml y se las dejo
incubando por 15 min. Se realizaron tres lava-
dos con PBS 1X, de 5 minutos cada uno. Luego
de descartar el PBS del ultimo lavado, se agrego
DAPI (Invitrogen) a una diluciéon de 1/1000 para
tefiir los nucleos, y se incubé durante 15 minu-
tos en oscuridad a temperatura ambiente. Final-
mente las células fueron observadas mediante
microscopia de fluorescencia por el microscopio
confocal Zeiss LSM 800. Esta sonda de deteccion
de lipidos, Nile Red, tiene distintos picos de emi-

sién/excitacion, segun si se une a lipidos neutros
o a fosfolipidos, emitiendo en verde para lipidos
neutros y en naranja/rojo para fosfolipidos. La
fluorescencia de Nile red se detectd con excita-
cibn/emisién de 510/582 nm para detectar li-
pidos neutros, y de 540/624 nm para detectar
fosfolipidos®314),

Inmunohistoquimica con GLUT1 in vivo

Se evalu6 mediante inmunohistoquimica la ex-
presion del marcador de hipoxia GLUT1 en epite-
lio oral, utilizando cortes histolégicos provenien-
tes de biopsias de pacientes con Liquen Plano
Oral y de Hiperplasia fibrosa, siendo este tltimo
utilizado como control positivo, dispuestas por
la Catedra de Patologia Molecular de la Facultad
de Odontologia. Se utilizaron 6 laminas en total,
de las cuales 3 corresponden a biopsias de liquen
plano oral, y las otras 3 a Hiperplasia Fibrosa.
Primeramente se desparafinaron los preparados
en horno a 60°C durante 60 minutos, y luego en
Xilol durante 5 minutos. Seguidamente se reali-
z0 la hidratacion de los preparados en el tren de
hidratacion, realizando 15 bafios para cada uno
desde Xilol al 100% hasta agua destilada. Luego
se realizé el desenmascaramiento de los prepa-
rados en una olla a presion. Se los dejo enfriar
durante 8 minutos después de la salida de pre-
sién, y luego se los dejo reposando durante 10
minutos en agua corriente. Pasado ese tiempo,
se realizaron tres lavados con agua destilada, se
dejo los preparados en perdxido de hidrogeno al
0.9% durante 5 minutos, y luego se realizaron
tres lavados mdas con agua destilada. Se mon-
taron las laminas en los racks y “coverplates”
correspondientes, se realiz6 un lavado con PBS
1X durante 5 minutos y pasado ese tiempo se
agreg6 2 gotas a cada lamina de un bloqueador
de peroxidasa (Mouse/Rabbit Immuno detector
Peroxidase Blocker) y se lo dej6 actuar durante
5 minutos. Luego de varios lavados, se agreg6
a cada ldamina 100 pL del Ac primario Glut-1, el
mismo que fue utilizado para la inmunocitoqui-
mica in vitro, (dilucién 1:100 con diluyente Da
Vinci Green Diluent) y se dejé incubando duran-
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te 1 hora. Se lavo con PBS durante 5 minutos, y
luego se afiadi6 2 gotas a cada ldmina del Ac se-
cundario anti-ratén con Biotina, y se lo dejé incu-
bando por media hora a temperatura ambiente.
Pasada la media hora se realiz6 otro lavado con
PBS 1X durante 5 minutos y luego se agregé 2
gotas a cada lamina del detector inmunoldgico
de Mouse/Rabbit ImmunoDetector HRP Brown
y se dejaron las ldminas incubando durante me-
dia hora. Se realiz6 un nuevo lavado con PBS 1X
durante 5 minutos, se sacaron las laminas de
los “coverplates” y se agregd aproximadamente
5 mL del revelador DAB (diaminobencidina) y
se las dej6 incubando durante 5 minutos. Lue-
go se enjuagaron las ldminas con agua destilada
y agua corriente por 5 minutos. Pasados los 5
minutos se coloca las laminas en Hematoxilina
por 2 minutos, se enjuagan nuevamente en agua
destilada y agua corriente por aproximadamen-
te 3 minutos, y se realiza la deshidratacion (15
bafios desde agua destilada hasta alcohol Xilol
al 100 %). Se dejan secar las laminas y luego se
montan con una gota de Entellan en cada lami-
na y un cubreobjetos. Finalmente se observaron

las laminas al microscopio Nikon Eclipse Ci de la
catedra de Patologia molecular de la Facultad de
Odontologia de la UdelaR, equipado con una ca-
mara digital Nikon Ds-Fi2.

Resultados

Observacion de cambios morfoldgicos de las
células HaCaT sometidas a hipoxia inducida
por cubreobjetos

Mediante microscopia de contraste de fases, se
observaron las diferencias morfologicas de las
células control, que no contenian cubreobjetos,
y la morfologia de las células que se encuentran
en estado de hipoxia inducida por cubreobjetos.
Al observar las células por microscopia de con-
traste de fases se visualizaron diferencias mor-
fologicas con respecto a su ubicacién en la placa
(figura 2). Las células que se encuentran en las
regiones periféricas (figuras 2C y 2D) presentan
una forma mas alargada y estirada, con respecto
a las observadas en el centro de la placa, donde
se encuentra la entrada de oxigeno (figura 2B) y,
sobretodo, con respecto a las células control, a
las que no se les indujo hipoxia (figura 2A).

Figura 2: Observacion por microscopio de contraste de fases de células HaCaT

A) Cultivo de células control, cultivadas en un microambiente normal, sin induccién de un microam-

biente hipdxico. B) Células sometidas a un microambiente hipdxico por la variante del método

hipoxia inducida por cubreobjetos, ubicadas en el centro de la placa. C y D) Células sometidas a un

microambiente hipdxico por la variante del método hipoxia inducida por cubreobjetos, ubicadas en

una region periférica de la placa.
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En base a los cambios morfolégicos observa-
dos por microscopia de contraste de fases en la
condicién de hipoxia inducida, se estudié mas
en profundidad la morfologia celular mediante
la visualizacion del citoesqueleto de actina, em-
pleando la sonda Faloidina, la cual detecta acti-
na filamentosa. Dicha sonda estad conjugada a un
fluoréforo (Alexa Fluor 488), por lo que, a través
de microscopia confocal, fue posible observar
las células marcadas, y asi visualizar los cambios
morfolégicos de las mismas. Como resultado de

dicho marcaje, se vio que sobre las zonas perifé-
ricas de la placa, las células presentan una sefal
mas intensa de los filamentos de actina (figura
3B) con respecto a las células que se encuentran
cerca de la entrada de oxigeno, en el centro de la
placa (figura 3A). A su vez, se observa que dichas
filamentos de actina se encuentran en fibras de
estrés prominentes en las células de las regiones
periféricas (figura 3B), con respecto a las obser-
vadas en el centro de la placa (figura 3A).

Figura 3

Observacion por microscopio confocal de queratinocitos humanos cultivados con la variante del mé-

todo coverslip hypoxia, a los que se les realizé un marcaje con un marcador de actina (verde), y una

tincion con DAPI (azul). A) Células HaCaT en el centro de la placa, cerca de la entrada de oxigeno. B)

Células HaCaT en una region periférica de la placa, alejadas de la entrada de oxigeno.

Como resultado observado del microambiente
hipdxico inducido en dichas células, se detectd
un aumento en la queratinizacién o cornificacién
de las células que se encuentran mas alejadas
de la entrada de oxigeno, observandose células
con envolturas corneas (figura 4). La formacion
de estas envolturas cornificadas, de acuerdo a
estudios anteriores, es un evento tipico y muy
importante de la diferenciacién terminal de los

queratinocitos %, Se observé a lo largo de todo

el estudio que, 48 horas después de poner el cu-
breobjetos a las placas, se observaron elementos
de cornificacion mediante microscopia de con-
traste de fases, y que estos aumentaban a lo largo
de los dias. Esta caracteristica observada en las
células que se encuentran en un microambiente
mas hipoéxico, se pudo constatar también con el
marcador fluorescente de lipidos, Nile Red (ver
mas adelante, figura 7).
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Figura 4

Observacion por microscopio de contraste de fases de células HaCaT. Células inducidas a un mi-

croambiente hipéxico por la variante del método hipoxia inducida por cubreobjetos, ubicadas en

una region periférica de la placa, donde se puede observar una célula totalmente queratinizada en el

centro del campo, asi como burbujas de diferenciacion terminal (sefialadas con flechas).

Deteccion de hipoxia mediante el marcador
pimonidazol in vitro en células HaCaT some-
tidas a hipoxia inducida por cubreobjetos

Para la deteccion de hipoxia en células HaCaT a
las que se les indujo un microambiente hipdxi-
co, se realiz6 una inmunocitoquimica con la son-
da pimonidazol. Esta, forma aductos proteicos,
mayoritariamente con proteinas que presentan
grupos tioles, cuando los niveles de oxigeno son
muy bajos (pO2<10mmHg). Dichos aductos son

reconocidos mediante un anticuerpo conjugado
a un fluoréforo, por lo que pueden ser visuali-
zados por microscopia confocal®®, Por lo tanto,
a medida que las células se alejan del centro de
la placa se encuentran a niveles de oxigeno cada
vez mas bajos, y esto se evidencia mediante una
mayor sefial de pimonidazol hacia las zonas pe-
riféricas (figura 5C), y menor sefial de la misma
en las regiones alejadas de la periferia (figuras
5Ay 5B).

Figura 5

Observacién por microscopio confocal de queratinocitos humanos cultivadas con la variante del

método coverslip hypoxia, con la sonda de deteccion de hipoxia Hypoxyprobe (naranja) y tefidas

con DAPI (azul). A) Células HaCaT en el centro de la placa, donde solo se observa los nicleos mar-

cados con DAPI. B) Células HaCaT en una region intermedia de la placa, donde solo se observa los

nucleos marcados con DAPI. C) Células HaCaT en una zona periférica de la placa, donde se observa

los ntcleos marcados con DAPI y una notoria sefial de pimonidazol.
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Deteccion de GLUT1 in vitro en células HaCaT
sometidas a hipoxia inducida por cubreobje-
tos

Siguiendo con la caracterizacién del modelo de
inducciéon de hipoxia, y la identificacion de la
misma en las zonas alejadas de la entrada de oxi-

geno a la placa, se realiz6 una inmunocitoquimi-
ca con el marcador de hipoxia GLUT1. Como re-
sultado de esta inmunofluorescencia, al observar
las células a través del microscopio confocal, se
obtuvo una marcada sefial de GLUT 1 en las re-
giones periféricas de la placa (figura 6B), no asi
en el centro de la misma (figura 6A).

Figura 6

Observacion por microscopio confocal de células HaCaT cultivadas con la variante del método cover-

slip hypoxia, a los que se les realiz6 una inmunofluorescencia con GLUT 1 (verde), y una tincién con

DAPI (azul). A) Células HaCaT en el centro de la placa, préximas a la tinica entrada de oxigeno, donde

solo se observa los nucleos en azul marcados con DAPI. B) Células HaCaT en una zona periférica de

la placa, alejadas de la entrada de oxigeno, donde se observa los niicleos marcados con DAPI, en azul,

y una marcada expresion de GLUT 1.

Deteccidon de lipidos con el marcador Nile Red
in vitro en células HaCaT sometidas a hipoxia

Debido a la observacion de mayor cornifica-
cion de los queratinocitos, por microscopia de
contraste de fases, en las zonas periféricas de
la placa con cubreobjetos, se estudi6, mediante
microscopia confocal, la detecciéon de un un mar-
cador de lipidos de membrana, Nile Red. Dicha
sonda se detect6 con una excitacion/emision de
510/582 nm (en el caso de lipidos neutros), vi-
sualizandose en color verde, y de 540/624 nm en
caso de detectar fosfolipidos, en color rojo. Se ob-
servo en las regiones periféricas de la placa indi-
cios marcados de queratinizacién de las células,

observandose un comienzo de cornificaciéon con
un cumulo de lipidos (figura 7A), y una cornifi-
caciéon mas avanzada (figura 7B), existiendo una
correlacion con lo observado por microscopia de
contraste de fases. Comparando con células Ha-
CaT en el centro de la placa marcadas con Nile
Red (figura 8A), las células que se encuentran en
la periferia (figuras 7 y 8B) presentan una sefial
mas intensa de lipidos de membrana. También
se observd un aumento en la acumulacién de go-
titas de lipidos neutros en las zonas periféricas
(figura 8B), tal como se ha observado en estudios
previos 13, asi como una mayor intensidad de se-
nal tanto de lipidos neutros como de lipidos de
membrana.
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Figura 7

Observacién por microscopio confocal de células HaCaT cultivados con la variante del método co-

verslip hypoxia, a los que se les realizé un marcaje con Nile Red (rojo), y con DAPI (azul). En ambas

imagenes se observa a las células HaCaT en diferentes zonas periféricas de la placa, alejadas de la

entrada de oxigeno, con sus ndcleos marcados con DAPI, y una marcada sefial de lipidos, visualizan-

dose incluso envolturas corneas.

Figura 8

Observacion por microscopio confocal de células HaCaT cultivadas con la variante del método co-

verslip hypoxia, marcados con Nile Red, detectdndose con una excitacidon y emisiéon a 510/582 nm

(verde) y con una excitacién y emision a 540/624 nm (rojo), y una tincién con DAPI (azul). En rojo

se detectan lipidos de membrana, en verde se detectan gotitas lipidicas neutras y en azul los nucleos

celulares. A) Células HaCaT en la zona central de la placa, cerca de la entrada de oxigeno. B) Células

HaCaT en una zona periférica de la placa, alejadas de la entrada de oxigeno.

Deteccion de GLUT1 in vivo en preparados de
Liquen Plano Oral

Mediante la técnica de inmunohistoquimica se
llevé a cabo el estudio in vivo de queratinocitos
de la mucosa oral en el contexto de la patologia
Liquen Plano Oral, para la busqueda del marca-
dor de hipoxia GLUT 1, utilizando como control
positivo preparados de Hiperplasia Fibrosa. Rea-
lizando la observacién al microscopio de los di-
ferentes preparados, se obtuvo como resultado

una marcada expresién de GLUT 1 en todos los
preparados de Liquen Plano Oral (figuras 94, 9B
y 9C). Se observd a su vez un marcado aumen-
to de la queratinizacién en el epitelio oral de Li-
quen Plano Oral, lo cual se correlaciona con los
resultados obtenidos de los estudios in vitro de
queratinocitos humanos (figura 10). En la figura
10A se puede apreciar una extensa capa cornea,
y en la figura 10B se visualiza una zona interna
del epitelio cornificada.
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Figura 9

Observacidn al microscopio del resultado de la Inmunohistoquimica con GLUT 1 realizada en prepa-

rados de biopsias de Liquen Plano Oral y de Hiperplasia Fibrosa a modo de control. A) Liquen Plano
Oral a 10X. B) Liquen Plano Oral a 20X. C) Liquen Plano Oral a 40X. D) Hiperplasia Fibrosa a 20X.

Figura

te

- da e

10

Observacidn al microscopio del resultado de una Inmunohistoquimica con GLUT 1 realizada en

preparados de biopsias de Liquen Plano Oral, donde se observa un marcado aumento de la querati-

nizacién. A) Se destaca una hiperqueratinizacién en la capa cérnea. B) Queratinizacion aumentada

en zona central del epitelio.
Discusion
Observacion de cambios morfoldgicos de las

células HaCaT sometidas a hipoxia inducida
por cubreobjetos

Los resultados obtenidos al observar las células
por microscopia de contraste de fases se condi-
cen con los esperados, dado que las células que
se encuentran en la region central estan ubica-
das en la zona de entrada de oxigeno, donde se

encuentra la perforacién del cubreobjetos, y, por
lo tanto, no deberian encontrarse en condicio-
nes muy altas de hipoxia. A medida que la dis-
tancia entre las células y el centro de la placa va
aumentando, hacia las zonas periféricas, va dis-
minuyendo progresivamente el nivel del oxige-
no, por lo que las células que se encuentran mas
alejadas de la zona central, en la periferia, son
las que reciben menos oxigeno y, por lo tanto, las
que deberian encontrarse en un ambiente mas
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hipdxico, tal como se ha observado (ver figura
5), por lo que cabe suponer que dicho ambiente
alterado se correlaciona con los cambios morfo-
l6gicos observados. 7). Estos se confirman con la
observacion de las células mediante microscopia
confocal para la visualizacion del citoesqueleto
de actina, y esta en acuerdo con observaciones
previas de acumulacidn de fibras de estrés en hi-
poxia (17,

A su vez, se ha observado que, como parte del
proceso de diferenciacién terminal de los que-
ratinocitos, al formarse la capa cornea, se for-
man “burbujas” alrededor de las células quera-
tinizadas (figura 4, sefialadas con flechas). Estas
“burbujas” son vesiculas que se excretan de las
células terminalmente diferenciadas donde con-
tienen sus componentes citoplasmaticos que
son secretados en el espacio extracelular, posi-
blemente para ser reutilizados por otras célu-
las 518, La observacion de estas vesiculas y las
envolturas cérneas en células expuestas a un
ambiente hipoxico sugiere que la hipoxia es un
factor que estimula la diferenciacién terminal de
los queratinocitos, como ya se ha observado pre-
viamente®.

Deteccion de hipoxia mediante el marcador
pimonidazol in vitro en células HaCaT some-
tidas a hipoxia inducida por cubreobjetos

Al observar a las células HaCaT en un microam-
biente hipdxico, marcadas con pimonidazol, por
microscopia confocal, se obtuvieron los resulta-
dos que se esperaban, dado que las células que
se encuentran alejadas de la inica fuente de oxi-
geno, se encuentran en estado de hipoxia, a dife-
rencia de las células que se encuentran en el cen-
tro de la placa, validando asi la variante utilizada
del método “hipoxia inducida por cubreobjetos”
para estas células.

Cabe destacar que, esta sonda de deteccion de
hipoxia, pimonidazol, detecta niveles de hipoxia
extremadamente altos. Es decir, el mismo forma
aductos proteicos a niveles de oxigeno muy por
debajo de lo normal (p0O2 < 10mmHg) (%19, 1o

que significa que en las zonas intermedias de la
placa, cuando comienza a aumentar la distancia
de la zona central, ya podria existir un microam-
biente hipo6xico o pre-hipoéxico, pero que no fuera
lo suficientemente hipéxico como para ser detec-
tado por la formacién de aductos proteinas-pi-
monidazol.

Deteccion de GLUT1 in vitro en células HaCaT
sometidas a hipoxia inducida por cubreobje-
tos

A través de la observacion de las células HaCaT
en un microambiente hipdxico, marcadas con
GLUT1, por microscopia confocal, se obtuvieron
los resultados esperados, que se condicen con
los obtenidos mediante la marcacién con pimo-
nidazol, confirmando asi que las células que se
encuentran alejadas de la tnica fuente de oxige-
no, se encuentran en estado de hipoxia y, por lo
tanto, con mayor expresiéon de GLUT1.

Deteccion de lipidos con el marcador Nile Red
in vitro en células HaCaT sometidas a hipoxia

Los resultados obtenidos a partir de la marcacién
de las células con Nile Red, confirman lo obser-
vado por contraste de fases respecto al aumento
de la queratinizaciéon en un ambiente hipdxico.
Por otra parte, el aumento observado en la in-
tensidad de marcacion de gotitas lipidicas conte-
niendo lipidos neutros en un ambiente hipoxico
es similar a lo que se ha observado previamente
en otros tipos celulares sometidos a hipoxia 1319

Deteccion de GLUT1 in vivo en preparados de
Liquen Plano Oral

Como se ha mencionado anteriormente, la pato-
logia Liquen Plano Oral presenta un microam-
biente alterado, eventualmente hipoxico, al igual
que el microambiente de las células tumorales.
De hecho, es una patologia precursora de car-
cinoma oral. Este aumento en la expresion de
GLUT 1 va en la linea de hallazgos previos de
otros estudios que reportan que la hipoxia con-
tribuye a la patogenia de esta enfermedad ?*21),
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Todos estos datos sugieren la existencia de un mi-
croambiente en el Liquen Plano Oral donde esta
inducida la expresiéon de GLUT 1 y, a su vez, hay
un aumento de la queratinizaciéon acompaiada
de diferenciacién terminal de los queratinocitos.
Esto es similar a lo que hemos observado en el
microambiente hipoxico in vitro, y dicha correla-
cioén sugiere entonces que las alteraciones en el
epitelio oral de Liquen Plano Oral podrian tener
su origen, en parte, debido a la presencia de un

microambiente hipodxico in vivo.

Conclusiones

A partir de este trabajo se logré detectar los mar-
cadores de hipoxia, pimonidazol y GLUT 1, en
queratinocitos humanos utilizados como mode-
lo de la mucosa oral y sometidos a un microam-
biente hipoxico in vitro, a través de la variante
del método hipoxia inducida por cubreobjetos.
Ademas, se detectaron marcados cambios mor-
fologicos en las células como respuesta al mi-
croambiente hipdxico inducido, asi como una no-
table presencia de cornificacion como parte de
la diferenciacién terminal de los queratinocitos.
También se ha detectado una marcada expre-
sion del marcador de hipoxia GLUT 1 en tejido
epitelial de la mucosa oral en Liquen Plano Oral
in vivo. Por otra parte observamos un marcado
aumento de la cornificacion en la mucosa oral en
Liquen Plano Oral, no solamente en la regién mas
externa (capa cdrnea) sino también en regiones
basales (queratinizacion ectépica). Nuestros re-
sultados sugieren una correlacién entre las alte-
raciones detectadas en queratinocitos humanos
inducidos a un microambiente hipoxico in vitroy
las alteraciones detectadas in vivo en tejido epi-
telial de la mucosa oral en el contexto de Liquen
Plano Oral, dada por la expresién del marcador
de hipoxia GLUT 1, tanto in vitro como in vivo, asi
como por el aumento de la queratinizacion. Estos
datos son consistentes con la posible presencia
de hipoxia en el microambiente de la patologia
de Liquen Plano Oral. Finalmente, nuestros re-
sultados muestran que la variante de hipoxia

inducida por cubreobjetos que hemos empleado,
es un método util para estudiar la respuesta de
los queratinocitos de la mucosa oral sometidos a
un microambiente hipoxico, asi como para corre-
lacionar estas observaciones a la mucosa oral in

vivo, en condiciones patolégicas.
Limitaciones del estudio

En cuanto al estudio de la deteccion de la protei-
na GLUT 1 in vivo en preparados de Liquen Pla-
no Oral (LPO), se utiliz6 una muestra de 6 LPO,
ya que fueron las inicas muestras que se logra-
ron obtener del servicio de Anatomia Patologica
de la Facultad. Ademas dichas muestras eran las
Unicas que reunian las condiciones optimas de
conservacion. Al ser una muestra pequeiia de es-
tudio, los resultados obtenidos son preliminares,
y por lo tanto al igual que los estudios reporta-
dos con tumores raros de baja frecuencia, pode-
mos hablar de una tendencia de los mismos. En
estos casos no es recomendado utilizar pruebas
estadisticas con un tamafio muestral pequefio.
Sin embargo, a pesar de ser pocos casos de LPO,
y que esto sea una limitante del estudio in vivo,
consideramos que nuestros resultados prelimi-
nares in vitro nos permiten apoyar la discusién
del articulo.
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