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Abreviaturas

Asp Aspartato

DNA Mtases DNA metil transferasas

EC Células de carcinoma embrionario

GCT Tumores de células germinales

HDACs Histonas deacetilasas

HES Célula tronacal embrionaria humana

His Histidina

iIHDACs Inhibidores de histonas deacetilasas

OKSIM Vector policistronico de los genes Oct-4, Sox2, KIf4 y cMyc
QPCR PCR cuantitativo

Tir Tirosina

TSA Tricostatina

TSS Sitio de inicio de la transcripcion



Resumen

En el afio 2006 el grupo de investigacion de Yamanaka logré perturbar un estado
celular diferenciado para regresarlo a un estado de célula troncal embrionaria
mediante la induccion de factores definidos. Posterior al trabajo de Yamanaka
Oct4, Sox2 y Nanog son descritos como los factores de transcripcion mas

importantes para el establecimiento del fenotipo pluripotente.

A partir de este descubrimiento diversos laboratorios en todo el mundo han
centrado su atencion en el estudio de los genes Oct4, Sox2 y Nanog en diferentes

sistemas bioldgicos.

Recientemente se ha demostrado en diversos sistemas de cancer que los factores
de transcripcion Oct4, Sox2 y Nanog son responsables de conferir un fenotipo de

células troncales de cancer.

El presente trabajo de tesis aborda un estudio de los efectos del inhibidor de
deacetilasas apicidina en la expresion y el estado de metilacion de regiones
reguladoras de los genes Oct4, Sox2 y Nanog en el sistema celular NCCIT.
Debido a que las células NCCIT son las células troncales pluripotentes de un
teratocarcinoma el estudio de los efectos de la apicidina en esta linea celular
podrd generar nuevas perspectivas en el tratamiento contra el cancer bajo el

enfoque de células troncales de cancer.



Marco Teodrico

CONCEPTO DE CELULAS TRONCALES DE CANCER

Actualmente la masa tumoral es comprendida como un sistema celular
heterogéneo en cuanto a las caracteristicas de proliferacion celular, resistencia a
farmacos, potencial clonogénico y potencial tumorigénico [1-21].

Basado en estas caracteristicas se aceptada que no todas las células de un tumor
son capaces por si solas de regenerar todo el sistema tumoral por completo
cuando son xenotransplantadas a un hospedero. Las células de cancer que por si
solas son capaces de regenerar todo el sistema tumoral de forma seriada cuando

son xenotransplantadas, son referidas como células troncales de cancer [1-6].

AISLAMIENTO DE LAS CELULAS TRONCALES DE CANCER
La derivacién de células troncales de cancer de tumores sélidos puede efectuarse
mediante el uso de una o mas combinaciones de las siguientes estrategias

metodoldgicas: [7-21]

» Por medio de la tecnologia de citometria de flujo, discriminando células
positivas a los marcadores CD44 y CD133 comunmente expresados en
células troncales y en las células troncales de cancer.

» Por medio de la tecnologia de citometria de flujo, discriminando células

negativas para tincion de Hoechst 33342. Esta exclusion se debe a la



expresion del transportador dependiente de ATP ABCG2, cuyo fenotipo
esta asociado a células troncales y células troncales de cancer.

» Mediante la formacion de cuerpos esferoides en medios libres de suero
adicionando algunos factores de crecimiento de tumores o células
cancerosas.

» Por medio de la tecnologia de citometria de flujo discriminando a células
infectadas con los vectores lentivirales de GFP-promotor de Nanog, Oct 4 o
Sox2 que expresen GFP. Esta exclusién se fundamenta en la expresion de

los factores Nanog, Sox 2 y/o Oct4 en células troncales de cancer

ESTUDIO DE LA RELACION ENTRE LOS FACTORES DE PLURIPOTENCIA
OCT-4, SOX2 Y NANOG Y EL FENOTIPO DE CELULAS TRONCALES DE
CANCER.

Las células troncales embrionarias son células derivadas de la masa celular
interna del blastocisto. Estas células son inmortales y tienen la capacidad de
diferenciarse a cualquier célula de las tres capas embrionarias, esta capacidad es

referida como pluripotencia.

En el aflo 2006 el grupo de investigacion de Yamanaka logra perturbar un estado
celular diferenciado para regresarlo a un estado de célula troncal embrionaria.
Este proceso se conoce como reprogramacion celular. La légica de este trabajo
se baso en transfectar un grupo de 24 genes de alta relevancia en el estado
pluripotente mediante el uso de vectores lentivirales. Estos genes lograron

transformar el fenotipo de células diferenciadas a un fenotipo de células troncales



embrionarias. Yamanaka se ocup6 de reducir al minimo los genes necesarios para
llevar adelante el proceso de reprogramacion celular. Los genes Oct4, Sox2, Kilf4,
cMyc y Nanog fueron definidos por Yamanaka como los factores mas relevantes

en la adquisicion del estado pluripotente [22].

Sin embargo estudios anteriores y posteriores al trabajo de Yamanaka establecen
que existe jerarquia en los factores Oct4, Sox2, Nanog, KIf4 y cMyc para el
mantenimiento y establecimiento del estado pluripotente. Los factores Oct4, Sox2 y
Nanog ejercen y controlan la mayoria de los mecanismos moleculares que
gobiernan el estado pluripotente. [23, 24, 25]. Mientras que los factores KLF4 y
cMyc estdn descritos Unicamente como factores que facilitan y hacen mas

eficiente el proceso de reprogramacion celular [26, 27, 28, 29].

Los genes Oct4, Sox2 y Nanog codifican para factores de transcripcion que
presentan uno varios homodominios. La regulacion del fenotipo pluripotente no
solo depende de la expresion de Oct4 Sox y Nanog, sino de una relacién
estequimétrica entre estos 3 factores de transcripcion. Un desbalance en la
expresion de estos genes corresponde a la pérdida del estado pluripotente y

diferenciacion [30-37].

Los factores de transcripcion Oct4, Sox2 y Nanog comparten una fraccion
substancial de genes blanco. Se tiene reportado que del total de los genes blancos
de Oct4 el 50% también son blancos del factor de transcripcion Sox2 y el 90% de
los genes blancos de Oct-4 y Sox 2 también son blancos de Nanog [38]. Esto
concuerda con la evidencia de que los factores de transcripcion Oct4, Sox2 vy

Nanog regulan y establecen el fenotipo pluripotencial en complejos combinatorios



que incluyen los homodominios de Nanog y heterodimeros Oct-4-Sox2 y Oct4-

Nanog [39].

Los factores de transcripcion Oct4, Sox2 y Nanog intervienen en el
establecimiento y mantenimiento del estado pluripotencial de dos formas: Una es
co-ocupando y activando genes necesarios para el fenotipo pluripotencial y la otra
es reprimiendo la expresion de genes asociados a procesos de diferenciacién [40,

41, 42, 43].

En sistemas biolégicos pluripotente se ha observado de forma general que los
promotores de genes asociados al fenotipo pluripotencial transcripcionalmente
activos interactian con combinaciones de los factores de transcripcion Oct4, Sox2
y/o Nanog. Mientras que los genes de diferenciacion transcripcionalmente
reprimidos interactiian con uno solo de los factores de transcripcion Oct4, Sox2 o

Nanog [44].

Los mecanismos involucrados en la activacion transcripcional de genes asociados
a un fenotipo pluriopotencial por los factores de transcripcion Oct4/Sox/Nanog
consisten en la interaccion de moléculas coactivadoras con los factores de

pluripotencia para el reclutamiento de DNAPOLII [45].

Los mecanismos moleculares mediante los cuales los factores de transcripcion
Oct4, Sox2 y Nanog reprimen genes asociados a un estado diferenciado es por
medio de las proteinas reguladoras de la cromatina SETDB1 y del grupo Policomb
(PcG). De tal forma se tiene definido que el factor de transcripcion Oct4

interacciona con genes asociados a un fenotipo pluripotencial y recluta a la enzima



SECDB1 que cataliza el estado de cromatina H3K9M3.Posterior a este evento

PcG interacciona con H3K9M3 y suscita una represion transcripcional [46, 47, 48].

KLF4 pertenece a la familia de factores de transcripcion tipo Kruppel. El factor de
transcripcion KLF4 ejerce una regulacion transcripcional positiva de genes
asociados a la inhibicion de la proliferacion celular y una regulacion transcripcional
negativa de genes asociados asociados a proliferacion celular [26, 27]. Se ha
observado que la expresiéon de KLF4 es nula en diversas lineas celulares de
cancer. En cancer gastrointestinal el promotor de KLF4 presenta un patrén de
metilacion de residuos CpG metilados. También se ha observado que la inhibicion
de KLF4 en sistemas de epitelio gastrico promueve la aparicion de fenotipos pre-
maligmos. Estas evidencias sugieren que KLF4 presenta la funciébn de gen
supresor de tumores. Sin embargo este factor de transcripcién presenta un
caracter dual. Existen reportes en donde se ha demostrado que KLF4 interacciona
con P53 y que esta interaccion suscita la represion transcripcional de P53. Por

otro lado KLF4 incrementa la expresion de P21 [27].

Bajo este punto de vista KLF4 inhibe el ciclo celular pero también inhibe la
apoptosis dependiente de P53. En el contexto de reprogramacion celular el papel
de KLF4 parece estar relacionado a la inhibicion de P53. Existen trabajos
posteriores al de Yamanaka en el 2006 en donde la inhibicién de la expresion de
P53 se relaciona con una mayor eficiencia del proceso de reprogramacion celular.
También se sabe que P53 ejerce una regulacion negativa sobre la transcripcién de

Nanog [49]. De tal forma el factor transcripciéon Klf4 induce de forma indirecta la



expresion de Nanog y por ende permite el establecimiento y mantenimiento del

fenotipo pluripotencial.

Los proto oncogenes Myc codifican para factores de transcripcion que pertenecen
a la superfamilia de proteinas bHLHZ. Los miembros de esta familia estan

involucrados en procesos de proliferacion, diferenciacion y apoptosis [28,29].

cMyc esta ampliamente expresado durante la embrionogénesis y en tejidos
adultos con gran capacidad de proliferacion. La desregulacion de este gen esta

asocido con tumores agresivos y poco diferenciados [29].

Los principales mecanismo mediante los cuales el factor de transcripcion cMyc
promueve la eficiencia del proceso de reprogramacién asi como la adquisicién de
un fenotipo asociado a cancer estan relacionados con la promocién del ciclo

celular y bloqueo de procesos de diferenciacion celular [28, 29]

cMyc interacciona con el promotor de P21 y recluta DNMT3a que establece un
patron de CpGs metilados en este promotor, lo cual corresponde a un
silenciamiento transcripcional de P21 y a una induccion del ciclo celular [50]. Por
otra parte cMyc reprime la expresion de genes asociados a procesos de
diferenciacion que resulta de gran importancia en las etapas iniciales del proceso

de reprogramacion celular [28].

Posterior al trabajo de Yamanaka en el afio 2006 los factores de transcripcion
Oct4, Sox2 y Nanog fueron explorados y estudiados en diversos sistemas

bioldgicos. La expresion de los factores de pluripotencia Oct-4, Sox2 y Nanog ya



sea en forma individual o en combinaciones ha sido reportada en varios sistemas

tumorales.

En los Ultimos afios varios trabajos han asociado la expresion de los genes Oct4,

Nanog y Sox2 al fenotipo de células troncales de cancer.

El razonamiento metodolégico de los trabajos que relacionan los factores de
pluripotencia con el fenotipo de células troncales de cancer presenta gran
similitud en los diversos sistemas tumorales donde se ha comprobado esta

hipotesis.

El razonamiento metodoldgico general en la relacion célula troncal de cancer con

factores de pluripotencia, involucra los siguiente sucuencia de acciones: [8-21]
v Aislamiento de las células troncales de cancer del sistema cancerigeno
dado, mediante el uso de una estrategia o combinaciones de estrategias

descritas anteriormente para la seleccion de células troncales de cancer.

v Valoracion de la expresion relativa del mMRNA 'y de proteina de los factores
de transcripcion Oct-4, Sox2 y/o Nanog en las células troncales de cancer y
en las células parentales de cancer, mediante QPCR y Western Blot.

v Valoracion del indice de proliferacion, resistencia a farmacos oncoldgicos,
potencial clonigénico mediante ensayos en agar suave Yy potencial
tumorigénico mediante xenotransplantes en ratones atimicos de células

troncales de cancer y de las células parentales de cancer.
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v' Comprobacién de la dependencia de las caracteristicas de proliferacién
celular, resistencia a farmacos oncologicos, clonigenicidad vy
tumorigenicidad a la expresion de factores de pluripotencia Oct-4, Sox2 y
Nanog mediante ensayos de knockdown usando tecnologia lentiviral
ShRNA o siRNA.

v' Formacion y comprobacion de hipotesis de los posibles mecanismos
moleculares suscitados por los factores de transcripcion Nanog, Oct4 vy

Sox2 al fenotipo de células troncales de cancer.

Aunque son muchos los sistemas biologicos cancerigenos positivos para la
expresion de los factores de transcripcion Nanog, Oct4 y Sox 2 ya sea de forma
individual o en combinaciones, aun no se ha demostrado la relacién entre fenotipo
de célula troncal de cancer y la expresion de factores de pluripotencia en el total

de los sistemas biolégicos Oct4, Sox2 y/o Nanog positivos.

En los sistemas biolégicos donde ha sido estudiada la relacion entre fenotipo de
célula troncal de cancer con factores de pluripotencia, existe un aumento en la
expresion relativa de los genes Oct-4, Nanog y/o Sox2 en células troncales de
cancer con respecto a las células parentales de cancer. Las caracteristicas
asociadas a fenotipo de células troncales de cancer como alto indice de
proliferacion, resistencia a farmacos oncolégicos, alto potencial clonigénico y alto
potencial tumorigénico estan presentes en células Nanog, Oct4 y/o Sox positivas,
y no estan presentes en las células Nanog, Oct4 y Sox2 negativas. Experimentos
knockdown de los factores de transcripcion Nanog, Sox2 y/o Oct4 en células

troncales de cancer muestran una franca disminucién de las caracteristicas
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asociadas a fenotipo de células troncales de cancer como son un alto indice de
proliferacion, resistencia a farmacos oncolégicos, alto potencial clonigénico y

potencial tumorigénico[8 -21].

Los mecanismos por los cuales los factores de transcripcion Oct-4, Sox2 ylo
Nanog favorecen el fenotipo de célula troncal de cancer estdn descritos

parcialmente.

Se sabe que Nanog y P53 promueven estados fisioldgicos celulares opuestos;
Nanog favorece la proliferacion vy el fenotipo pluripotencial mientras que P53 esta
relacionado con arresto del ciclo celular y diferenciacion [23]. También se tiene
conocimiento de la represion transcripcional que ejerce P53 sobre Nanog y de la
represion transcripcional que ejerce Nanog sobre P53 [13]. Por otro lado se ha
descrito una isoforma de Nanog, referida como Nanog P8. Aunque Nanog y
Nanog P8 guardan una semejanza del 99% a nivel proteico estudios de Chip-Seq
indican que Nanog y Nanog P8 difieren en el 25% de sus sitios de union al

genoma.

Nanog P8 es la isoforma mas abundante en cancer y su expresion promueve un

fenotipo mayormente ligado a células troncales de cancer. [10,11, 21]

La influencia que ejerce Sox2 en un fenotipo de célula troncal de cancer reside
parcialmente en la promocién de la transicion G1/S en el ciclo celular. Sox2 en
asociacion con [ catenina presentan como blanco de activacion al gen CCND1
gue codifica para ciclina D1, la expresion de esta ciclina logra inducir la

proliferacion celular via transicion GO0/G1. [19]
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La influencia del factor de transcripcion Oct 4 en el estado fenotipo de una célula
troncal de cancer parece estar relacionado con la inhibicibn de procesos

apoptaoticos. [7]

TERATOCARCINOMAS Y CELULAS DE CARCINOMA EMBRIONAL (EC)

Los tumores de células germinales (GCT) se dividen en seminomas y no
seminomas. Los seminomas consisten de células que asemejan a las células
primordiales germinales; los no seminomas son histologicamente heterogéneos y
frecuentemente contienen tejidos somaticos como nervio, hueso y musculo etc
[61, 52]. Los teratomas estdn comprendidos dentro de la clasificacion de no
seminomas, y son tumores encapsulados con componentes de tejidos u érganos
que asemejan a los derivados de las 3 capas embrionarias. Un ejemplo de
teratomas son los tumores benignos que se desarrollan en los ovarios conocidos

comunmente como quistes ovaricos [51].

Tumores similares ocurren en los testiculos, pero en este caso estos tumores son
altamente malignos y son referidos como teratocarcinomas. Los teratocarcinomas
son un subgrupo de tumores de células germinales (GCT) que contienen un
arreglo desorganizado de células somaticas, extraembrionarias y células EC
(carcinoma embrional). Las células EC son células indiferenciadas y son las

células troncales pluripotentes de este sistema tumoral [51, 53].

Las células de teratocarcinoma que comprenden el fenotipo diferenciado
derivadas a patir de las células EC son tipicamente no malignas, mientras que las

células EC son altamente malignas. Esta propiedad de malignidad fue demostrada
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al observar la capacidad de una solo célula EC para regenerar todo el sistema
tumoral al ser transplantadas a un hospedero murino. Estas caracteristicas del
sistema tumoral teraotocarcinoma ilustran de forma destacada el concepto de

cancer y células troncales [53].

Las células EC al igual que las células troncales embrionarias ES expresan los
factores Oct4, Sox2 y Nanog descritos a partir del trabajo de Yamanaka en el afio
2006 como los responsables de conferir el estado pluripotencial. Estos factores
también han sido descritos en publicaciones recientes como responsables del
fenotipo asociado a células troncales de cancer. Bajo esta perspectiva las células
ES y EC comprenden 2 versiones de la pluripotencialidad, una encaminada al

desarrollo embrionario y otra encaminada al crecimiento tumoral [51, 54].

LINEA DE CARCINOMA EMBRIONARIO NCCIT

La linea de carcinoma embrional NCCIT fue aislada de un tumor no
seminomatoso ubicado en el mediastino. Esta linea celular presenta diferencias y

similitudes con respecto a similares EC y a sus contrapartes HES [55].
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Caracteristicas de las Células NCCIT, EC y HES

Las células NCCIT expresan los
marcadores SSEA 1, SSEA3, SSEA4,
TRA-1-81 y TRA-1-60.

Las células NCCIT expresan la
isoenzima de fosfatasa  alcalina
placentararia.

Las células NCCIT son negativas para
las proteinas de adhesién celular E-
caderina y desmoplakina.

Las células NCCIT se mantienen en un
estado indiferenciado en la ausencia de
sistemas alimentadores (feeders).

El rango de cromosomas en las células
NCCIT varia entre 54 a 64 cromosomas
Las células NCCIT presentan una mayor
expresion de los genes Nanog, Oct4 y
Sox2 con respecto a las células HES.
Las células que comprenden el sistema
de teratacinoma formado a partir de un
xenotransplante son capaces de formar
un nuevo teratocarcinoma cuando son
xenotransplantadas de nuevo

Al contrario de otros tumores de células
germinales las células NCCIT no
presentan un isocromosoma 12.

El &cido retinoico disminuye el
crecimiento e induce diferenciacion de la
linea NCCIT de forma similar a otras
lineas de EC.

A diferencia de otras lineas EC las
células NCCIT son negativos a keratina
en este contexto las células NCCIT
asemejan a los seminomas.

>

Las células HES y EC expresan los
marcadores SSEA3, SSEA4, TRA-1-
81y TRA-1-60

Las células EC y HES expresan lo

isoenzima de fosfatasa alcalina
higado- hueso-rifion.
Las células HES expresan las

moléculas de adhesion E-caderina
Las células HES requieren la
presencia de sistemas alimentadores
(feeders) para mantenerse en un
estado indiferenciado.

Las células HES presentan un
cariotipo normal.

Las células HES presentan una menor
expresion de los genes Nanog, Oct4 y

Sox2 con respecto a las células
NCCIT.

Las células que comprenden el
teratoma formado por el

xenotransplante de células HES no
pueden formar un nuevo teratoma
cuando son xenotransplantadas de
nuevo.

Tabla 1: Similitudes y diferencias de la linea NCCIT con otras lineas de EC y HES
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METILACIONES EN CpG DEL ADN

Aunque el descubrimiento de citosinas metiladas en el carbono 5 en el ADN fue
realizado hace medio siglo, en la ultima década se han realizado grandes
descubrimientos en varios campos del conocimiento biolégico que destacan la

relevancia del estado de metilacion de residuos CpG en el genoma.

Estudios experimentales y clinicos demuestran que perturbaciones en el estado de
metilacion en CpG puede inducir diversos tipos de cancer, diversas
padecimientos tales como enfermedad de Huntington, ataxia espinocerebelar,
lupus eritromatosa sistémica, sindrome de anomalias faciales (ICF) entre otras.
Adicionalmente la metilaciébn dindmica y programada resulta esencial para el

desarrollo embrionario. [56]

Aungue la reaccién de metilacion sobre el carbono 5 del nucleésido de citocina es
realizada de forma casi idéntica por las diferentes variantes de DNA metil
tranferasas (DNA Mtases), existe diferencia en la selectividad y especificidad por

los sustratos y una activacion espacial y temporal diferente. [56, 56]

La metilacion en mamiferos es regulada por DNA Mtases, DNMT1, DNMT3A y
DNMT3B. La enzima DNMT1 prefiere DNA hemimetilado como sustrato,

mientras que DNMT3A y DNMT3B realizan la metilacion de novo. [57, 58].

Generalmente la metilacion de citosinas en residuos CpG de regiones reguladoras
de genes en el ADN es una modificacion epigenética asociada con silenciamiento
transcripcional. La inactivacion transcripcional se da por falta de interaccién de
los factores de transcripcion con sus elementos de respuesta o por la atraccion
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que tienen los CpG metilados por proteinas MeCP2, que a su vez reclutan HDACs

e histonas metil tranferasas [58, 59, 60].

MECANISMO DE CATALISIS DE LAS DNAMTases

Para lograr la reaccion de metilacion en el carbono 5 del anillo de citosina debe
realizarse un ataque nucleofilico del carbono 5 de la citosina al centro sulfonio de
S-adenosilmetionina (Ado-Met). Sin embargo, la distribucion de electrones
reactivos en el anillo de citosina esta deslocalizado, lo cual desfavorece la
reaccion. Bajo este contexto la aromaticidad en el anillo de citosina debe ser
eliminada para llevar a cabo la reaccién de metilacion. Las DNAMTases facilitan
este proceso disminuyendo la barrera energética del proceso. EI mecanismo de
catalisis, resulta en la formacion de un intermediario covalente de la citosina con
la DNAMTases [56]. Este mecanismo se origina de un ataque nucleofilico de un
residuo de cisteina del asa activa de la DNAMTase al carbono 6 de la citosina.
Este proceso es favorecido por la protonacién del nitrégeno en posicion 3 de la
citosina facilitado por un residuo de glutamato del motivo conservado de la
DNAMtase (Figura 1A) [56]. Como resultado, una vez que resulta la
desprotonaciéon del nitrégeno 3 de la citosina, el C5 es potencialmente activado
para llevar a cabo el ataque nucleofilico al centro sulfonio de Ado-Met (Figura2B).
Finalmente, el complejo 5-metil-citocina — enzima es eliminado por la eliminacion

de un proton del carbono 5 de la 5-metil- citosina (FiguralC) [56].
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Figura 1: Mecanismo de catalisis de las DNAmtases (Modificado de 56).

Las modificaciones epigenéticas de residuos CpG del ADN juegan un papel
relevante en la iniciaciébn y evolucion del cancer asi como en el desarrollo

embrionario y la diferenciacion celular.
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Estados de metilacion aberrantes en residuos CpG han sido observados en una

amplia variedad de sistemas tumorales [61].

Por otra parte, se ha reportado una expresion elevada de la enzima DNMT1 en
diversos sistemas cancerigenos. Células de la linea NIH 3T3 han sido
transformadas y son capaces de formar tumores cuando se sobre-expresa la
enzima DNMT1, lo cual también corresponde a un patron de metilacién en

residuos CpG del ADN incrementado [62].

Los mecanismos moleculares por los cuales la enzima DNMT1 promueve
transformacién celular se han estudiado solo parcialmente. Pero se sabe que la
sobreexpresion de DNMT1 promueve la metilacion y silenciamiento de genes
supresores de tumores [63, 64], lo cual concuerda con documentacién sobre
genes supresores de tumores metilados en diversos sistemas tumorales [65]. Esta
evidencia se ha comprobado al observar una desmetilacion y activacion de genes

supresores de tumores como pl6 y p21 posterior al knockdown de DNMT1 [66].

HISTONAS DEACETILASAS Y SUS INHIBIDORES

El nucleosoma es la unidad basica de la cromatina con un peso molecular de
aproximadamente 206 KDa. El nucleosoma es un octamero de histonas con dos
moléculas de H2A, H2B, H3 y H4. Alrededor del nucleosomas el ADN es enrollado

en una extension de 147 pares de bases [67].

Las proteinas que conforman el nucleosoma son pequefias y altamente basicas.
Las histonas estan compuestas de un dominio globular y un dominio amino

terminal flexible (colas de histonas). La cola de las histonas presenta una longitud
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de 16 a 44 aminoacidos y no adoptan alguna estructura secundaria definida
[68].Las colas de las histonas son objeto de gran diversidad de modificaciones
postransduccionales que consecuentemente funcionan como plataformas de

regulacion en el proceso de transcripcion [69].

Se han reportado docenas de proteinas involucradas en el proceso de
modificacion en la estructura de la cromatina. Estas proteinas pueden expresar
diferentes funciones como catalizar la reaccién de cierto sustituyente en un
residuo especifico de histona, reconocimiento de cierta estructura en histona o

reconocimiento de proteinas asociadas a histona. [70]

Gran numero de experimentos han determinado que la acetilacion en residuos de
lisina corresponde con transcripcién activa y que un estado desacetilado
corresponde a un estado transcripcional inactivo. Sin embargo, fue hasta
mediados de los afios 90 cuando se aislaron las primeras enzimas que acetilan
referidas como Histonas Acetilasas (HATs). Dado que todas las modificaciones
covalentes a histonas son de caracter reversible tiempo después se reporté la
existencia de enzimas capaces de deacetilar referidas como Histona Deacetilasas
(HDACs). La actividad de estos dos grupos de enzimas regula el estado de
acetilacion de los extremos amino de las histonas y es fundamental para la

activacion o represion transcripcional.

Las enzimas Histonas Deacetilasas (HDACs) catalizan la eliminacion de grupos
acetilo en los grupos € amino de los residuos de lisina agrupados cerca del amino
terminal de las histonas. Esta modificaccion corresponde a un silenciamiento

transcripcional [71].
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Basadas en la homologia esctructural con HDACs en levadura, existen 3
clasificaciones de HDACs en mamiferos HDAC |, HDAC Il y HDAC lIl. Las HDACs
I y Il comprenden enzimas evolutivamente similares [34] que requieren para su
actividad la presencia de Zn**, estas enzimas presentan homologia en los 390
aminoacidos que comprenden el nucleo catalitico de las deceatilasas [45]. Las
HDACIII son evolutivamente distintas a las HDACs | y I, con un mecanismo

catalitico dependiente de NAD * que no esta presente en las HDACs | y Il. [72]

En estudios cristalogréaficos de las HDAC | y HDAC Il se ha observado que el Zn %
esta coordinado por los residuos de amninoacidos Asp 168, His 170, Asp 258 y
una molécula de H,0. Los ligandos proteicos y la molécula de agua que deberian
estar coordinando al Zn?* en una geometria tetrahedrica, sin embargo no lo estan
ya que la molécula de H,O presenta interacciones de puente de hidrégeno con
residuo de His 131 y esta interaccidon logra perturbar la geometria tetrahedrica

[72].

Ademas de los ligandos del Zn?*, estan presentes los residuos de aminoéacidos
His 131, His132, Asp 166 173 y Tir 297. Los hidrogenos del nitrégeno 81 de las
histidinas 131 y 132 forman puentes de hidrogeno con el oxigeno de un acido
aspartico ubicado en el plano del anillo de imidazol. Este arreglo His-Asp es
caracteristico del sistema “charge relay” comun en los sitios activos de serin
proteasas. Este sistema genera una polarizacion del Ne del anillo de imidazol e

incrementa su basicidad considerablemente [71].

El mecanismo de accién de las HDAcs sobre las lisinas acetiladas comprende la

polarizacion del oxigeno del grupo carbonilo del enlace N-acetilamida por el Zn#*,
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esta polarizacion genera que el grupo carbonilo sea un mejor electréfilo. El
potencial nucleofilico del agua es aumentado por accion de la carga negativa del

nitrégeno &1 de las histinas generada por el sistema charge relay Asp166-His131.

Una vez que se logré aumentar el pontencial nucleofilico del agua se realiza el
ataque nucleofilico del agua al grupo carbonilo del enlace N-acetilamida. El
oxianién intermediario puede ser estabilizado por el Zn?*"y por el hidroxilo de Tyr
297. En el ultimo paso de la reaccion se rompe el enlace nitrdgeno-oxigeno del

residuo de lisina(Figura 2) [71].
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Figura 2: Mecanismo de catalisis de las enzimas HDACs | y Il. (Tomado de 71)

Un estado alterado en el patrén de acetilacién/desacetilacion en oncogenes o

genes supresores de tumores ha sido descrito en varios tipos de cancer [72, 73].

Los mecanismos que explican un estado de acetilacion/desacetilacion alterados
estan parcialmente estudiados pero existen evidencias de una sobreexpresion de
HDACSs en diversos sistemas de cancer [73]. De tal forma que en los ultimos afios

se han descubierto o disefiado una amplia gama de moléculas con la facultad de
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inhibir la actividad catalitica de las HDACs (iIHDACSs), con el propdésito de utilizarse

en la terapia contra el cancer [74].

Los iHDACs estan clasificados de la siguiente manera de acuerdo a sus

estructuras quimicas [74].
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B) Acidos Hidroxamicos
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D) Epoxicetonas

H,N 9]

AQE

E) Peptidos Ciclicos

2 HN = N lo] — /
s NH o s
I,-"f \\\) | NH
o— =0 A — L-"
I'-.I‘ HN -‘"\‘;‘/
N /\ Ny e ~ \ = e
e - ~ PNy ] A2 \
r—__NH { o° ~—1 o o
h y | O
- O
Apicidina Desipeptido

Figura 3: Estructuras quimicas de las principales clasificaciones de iIHDACs

La forma general en la cual diversas moléculas con estructuras quimicas
diferentes inhiben la actividad de las HDACs es formar enlaces de coordinacion
con el Zn*" y evitar que la molécula de agua ejecute el ataque nucleofilico sobre el
grupo carbonilo de la lisina. Un modelo que sirve para ilustrar este mecanismo de
inhibicion comun para la mayoria de los inhibidores de deacetilasas es el del acido
hidroxamico tricostatina A. La tricostatina forma puentes de hidrogeno con las
histidinas del sistema “charge relay” y el grupo hidroxilo de Tyr 297 y reemplaza a

la molécula de agua mediante su grupo hidroxilo mientras que forma otro enlace
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de coordinacién con el Zn®>* con el grupo carbonilo, lo cual resulta en un zZn?

penta-coordinado.(Figura 4) [71].
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Figura 4: Interaccién Tricostatina (TSA) con HDACs | y Il. ®) Zn** (Tomado de

71).

EL INHIBIDOR DE DEACETILASAS APICIDINA.

El inhibidor de deacetilasas apicidina es un tetrapéptido ciclico aislado de
Fusarium sp (Figura 5). La apicidina se caracteriza por la presencia de una
cadena lateral coordinadora de Zn?* que consta del grupo terminal etil cetona y por
simular isostericamente a una lisina acetilada. De tal forma los mecanismos por

los cuales la apicidina inhibe la actividad de las HDACs estan sustentados en
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simular una lisina acetilada y al igual que el resto de los iIHDACSs sustituye al agua

de la estructura de coordinacién del Zn?* [75].

La apicidina ha demostrado tener un potente efecto antiproliferativo en diversas
lineas de cancer asociado con la sobreexpresion de P21, efectos apoptoticos via
activacion de cascadas de caspasas dependientes de la mitocondria y efectos de

cito-diferenciacion en diversas células de mamifero [76].

También se ha demostrado que la apicidina disminuye la expresion del gen
DNMT1 pero no las de los genes DNMT3A y DNMT3B de forma significativa en
varias lineas celulares de cancer como el cervicouterino Hela, en la linea de
cancer embrionario NCCIT, en la linea de cancer de mama MEF-7 y en la linea de

carcinoma ductal HCC1954 [58].

La sobreexpresion de la proteina P21 inducida por la apicidina es independiente
de la expresion de P53 y se ha demostrado que este incremento esté relacionado
con la disminucién en la expresion de DNMT1 y al efecto directo de la apicidina

[58].
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Figura 5: Estructura quimica del inhibidor de deacetilasas apicidina.
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Obijetivo General

Investigar los cambios en el estado de metilacion de regiones reguladoras del

ADN y de expresion de los genes Oct4, Nanog y Sox2 en la linea celular NCCIT al

ser admnistrada con el inhibidor de deacetilasas apicidina. Asi como evaluar el

efecto de la apicidina y la sobreexpresion de los genes Oct4, Sox2, Klf4 y cMyc

sobre el potencial tumorigénico de las células NCCIT.

Objetivos Especificos

>

Determinar cambios en el patron de metilaciones de regiones reguladoras
de los genes Oct4, Sox2 y Nanog al administrar el inhibidor de deacetilasas
apicidina a las células NCCIT mediante la metodologia de bisulfito de sodio.
Determinar los cambios de expresion de los genes Oct4, Sox2 y Nanog al
administrar el inhibidor de deacetilasas apicidina a las células NCCIT
mediante la metodologia de QPCR.

Determinar si el gen Nanog P8 se expresa en células NCCIT y si hay
cambios en su expresién al administrar el inhibidor de deacetilasas
apicidina mediante la metodologia de QPCR.

Determinar si existe reversibilidad en el tratamiento con apicidina.
Determinar si existe un disminucién del potencial tumorigénico en las
células NCCIT tratadas con apicidina mediante la metodologia de
xenotransplantes.

Determinar si existe un aumento en el potencial tumor génico de las células

NCCIT al sobreexpresar los genes Oct4, Sox2, Klf4 y cMyc.
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» Determinar si la sobreexpresion de los genes Oct4, Sox2, Klf4 y cMyc

puede revertir el efecto antitumorigénico de la apicidina.
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Hipotesis
Se propone que la disminucion de la expresion de los genes de
pluripotencia Oct4, Sox2 y Nanog en células NCCIT inducida por el
inhibidor de deacetilasas de histonas apicidina perturbard el estado
pluripotencial de las células NCCIT y forzara a estas células a diferenciarse
de forma irreversible. De tal forma que se espera observar cambios en el

estado de metilacion de las regiones reguladoras de los genes Oct4, Sox2 y

Nanog.

Por otro lado se espera que el potencial tumorigénico de las células NCCIT
sea disminuido mediante el tratamiento con apicidina y que la inhibicion del
potencial tumorigénico ejercido por la apicidina sea contrarestada mediante

la sobreexpresion de los genes Oct4, Sox2, KIf4 y cMyc.
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Justificacion

» Las células NCCIT son un buen modelo de células troncales de cancer ya
gue estas células representan a las células troncales de un teratocarcinoma
y expresan lo genes de pluripotencialidad Oct4, Sox2 y Nanog descritos
como factores determinantes en el fenotipo de células troncales de cancer.
Estudiar los efectos del inhibidor de deacetilasas apicidina en células

NCCIT puede generar nuevas perspectivas en el tratamiento del cancer.
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METODOLOGIA

Planeacion Experimental General del Proyecto
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1.1Cultivo de Celular

Las células NCCIT (ATCC # Cat: CRL-2073) se cultivaron de acuerdo con las
especificaciones descritas por la casa comercial, con medio RPMI 1640
(ATCC # Cat: 30-2001), suero fetal bovino al 10%. Las condiciones de

incubacioén fueron 37 °C, 5% CO2.

1.2 Administracién de Apicidina

El inhibidor de deacetilasas apicidina (Aldrich # Cat A8851) se disolvid en
DMSO y se administr6 a las células NCCIT a una concentracion 1 pM por un
lapso de 24 hrs. Posterior a las 24 h se extrajo ADN y RNA o se realizd un
cambio de medio y se esper6 un tiempo de 72 h posterior a la administracién

de apicidina para extraer ADN y RNA.

1.3 Metodologia del Bisulfito de Sodio

La metodologia del bisulfito de sodio se basa en la reaccion que se presenta
entre el bisulfito de sodio y las citosinas no metiladas del ADN. Esta reaccion
culmina con la conversion de las citosinas en uracilos. Las citosinas metiladas
en el carbono 5 del anillo de pirimidina no reaccionan con el bisulfito de sodio
bajo las mismas condiciones

El primer paso en la conversion de citidina a uracilo, es la adicion de HSOg3™ en

el doble enlace 5,6 de los nucledsidos de pirimidina para formar 5,6
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dihidropirimidina 6 sulfonato. El segundo paso consiste en la liberacion de NH3
mediante un proceso de hidrdlisis, [C-SOg3] pasa a [U-SOg). El tercer paso es
un proceso reversible en donde bajo condiciones libres de HSO3 y condiciones
alcalinas el equilibrio de la reaccion se desplaza a la desulfonacion del uracilo

(Figura 7) [77].
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Figura 7: Reaccion de citosinas con el bisulfito de sodio

Una vez que termina la reaccion del ADN con el bisulfito de sodio, se
amplifican las regiones de estudios por PCR y se mandan a secuenciar. Las
secuencias obtenidas se comparan con secuencias reportadas en la
bibliografia y de esta manera se determina el patrén de metilacién de los

residuos CpG (Figura 8).
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Figura 8: Imagen que ilustra el proceso general de la metodologia del

bisulfito de sodio. C™ corresponde a una citosina metilada.

1.3.1 Extraccion del ADN

Células NCCIT con diferentes tratamientos fueron lavadas con
PBS 1X, posteriormente las células NCCIT fueron tripzinizadas. Una
vez tripzinadas las células NCCIT fueron lavadas por triplicado con
10 ml solucion de PBS 1X centrifugando entre cada lavado.
Después de esta operacion las células NCCIT fueron resuspendidas
en 3 ml de solucién amortiguadora de lisis (Tris EDTA, pH 8.0, 1 ml,
NaCl 5 M, 8 ml, EDTA 0.5 M, 0.4 ml, H,0 90.6 ml) a esta suspension
se le adicionaron 100 pul de proteinasa K(10 mg/ml) y 400 ul de SDS

al 10%. La suspensién se incubdé con agitacién por 10 ha 45° C.

Finalizado el tiempo de incubacion se adicioné a la suspensién
celular 1ml de NaCl 6M y se agitd vigorosamente. Los precipitados
se centrifugaron a 3500 rpm por 15 min. Finalizada la centrifugacion

se recolecto y centrifugd el sobrenadante a 3500 rpm por 15 min.
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La operacion de centrifugacion y recoleccion del sobrenadante se

realizé por triplicado.

Una vez concluidas las operaciones de cetrifugacion, el ADN
contenido en el sobrenadante se precipitdé adicionando una parte
equivalente a 1/10 volumenes de acetato de sodio 3M y una parte

equivalente a 3 voliumenes de isopropanol.

El precipitado se lavo con 13 ml de EtOH al 70% por 2 horas. El
ADN se lavé y resuspendié en agua mili Q. Finalmente la

cuantificacion y pureza del ADN se determind con equipo Nanodrop.

1.3.2 Reaccién del ADN con Bisulfito

El tratamiento de DNA con el bisulfito de sodio se realizé6 con el
producto comercial Epitect Bisulfite (Qiagen Cat 59104), siguiendo
los pasos descritos en el manual de este producto: 2 png de DNA se
llevaron a una concentracién de 0.1 ug/pl, se adicionaron 85 pl de
una solucion 5.4 M de bisulfito de sodio y 35 pl de una solucion
amortiguadora protectora del ADN. La mezcla de reaccién se

sometié al siguiente programa de temperaturas:
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Paso Tiempo Temperatura
Desnaturalizacion 5 min 95°C
Incubacion 25 min 80°C
Desnaturalizacion 5 min 95°C
Incubacion 25 min 8c
Desnaturalizacicn & min 95:C
Incubacion 175 min aC

Tabla 2: Condiciones de tiempo y temperatura para la reaccion del

ADN con el bisulfito de sodio.

Una vez finalizado el protocolo de temperaturas se afadi6o a la
muestra una solucién con tiocianato de guanidina y la mezcla se hizo
pasar por una columna de afinidad provista en el estuche de
reactivos de Quiagen. Posteriormente se realizé un lavado con 500ul
de una solucion BW y se procedié con la reaccion de desulfonacion
adicionando a la columna 500 pl de una solucion de NaOH y se dej6
incubar por 15 min a temperatura ambiente. Concluida la reaccion, la
muestra se lavo con el buffer BW por duplicado y finalmente la

muestra fué eluida con 40 ul de agua mili Q.

1.3.3 Amplificacion de los genes de estudio

Los oligonucleétidos usados para amplificar las regiones reguladoras

de los genes de estudio fueron diseflados para amplificar
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exclusivamente DNA tratado con bisulfito. Debido a que los
oligonucledtidos disefiados para amplificar DNA tratado con bisulfito
presentan una eficiencia baja de amplificacion no es posible mandar
a secuenciar los productos de PCR directamente con estos oligos.

Por este motivo los primers para amplificar DNA tratado con bisulfito
se diseflaron con una cola M13 en el extremo 5°(Figura 9). Los
primers M13 son comUnmente usados en reacciones de
secuenciacion. Los productos de PCR y clonas evaluadas en este
trabajo de investigacion se mandaron a secuenciar directamente con

los primers M13.

5-- TGTAAAACGACGGCCAGTTTTTTAGTTTTTTTTAGGTTTAA--3
Primer M13 Oligo disefiado para amplificar

DNA tratado con bisulfito

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo con el producto
comercial Platinum Taq High Fidelity (Invitrogene Cat 11304)
siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Las condiciones de
temperatura y tiempo de las reacciones de PCR para todos los

casos fueron las siguientes:
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Numero de ciclos Temperatura Tiempo
1 ciclo 95°C 1 min

35 ciclos 95°C 1 min
58°C 1 min
72°C 1min

1 ciclo 72°C 10min

Tabla 3: Condiciones de tiempo y temperatura usadas en la

amplificacion de DNA tratado con bisulfito.

1.3.4 Purificacion de los productos de PCR.
Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa y se
procedié a cortar la banda correspondiente. EI DNA se extrajo de la
agarosa empleando el producto comercial Purelink Quick Gel
Extraction Kit (Invitrogene # Cat K2100-12) siguiendo todas las
instrucciones descritas por la casa comercial. Los productos de PCR

se mandaron a secuenciar con los primers M13.

1.3.5 Clonacion de los productos de PCR mediante tecnologia método

TA

10 pg de plasmido PUC 19 se digirieron con 10 unidades de la

enzima SMAI (Invitrogen # Cat 15228-018) a una temperatura de
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30°C por una hora. La digestion de la enzima se verific6 mediante un
gel de agarosa al 1.0%. Posteriormente la enzima se inactivo y el
plasmido digerido se paso6 por una columna de afinidad del estuche
de los reactivos del producto comercial PureLink  Quick Gel
Extraction Kit (Invitrogene # Cat  K2100-12) siguiendo toda las
instrucciones de la casa comercial a partir del inicio de la
cromatografia en columna. El pldsmido digerido Puc 19 se eluy6 con

50 ul de H,O mili Q.

Posteriormente se realizd la siguiente mezcla de reaccion: 50 ul del
plasmido Pucl9 digerido + 10 ul de buffer para PCR 10x + 5 pl de
MgCl2 50 mM + 1 pl dTTP 100 mM + 5 unidades de Amplificasa
Tag-DNA- polimerasa (Biogénica) + 33 pyl de H,O. La mezcla de

reaccion se incub6 por2 ha 72° C.

Finalizada la incubacion el plasmido PUC19 se pas6 por una
columna de afinidad del estuche de3 reactivos del kit comercial
PureLink Quick Gel Extraction Kit (Invitrogene # Cat K2100-12)
siguiendo toda las instrucciones de la casa comercial a partir del
inicio de la cromatografia en columna. El plasmido digerido Puc 19

se eluyo con 50 pl de H,O mili Q.
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Una vez purificado el plasmido Pucl9 se realizo la siguiente mezcla
de reaccion: 44 pl del plasmido Puc19 digerido + 5 ul de solucién
amortiguadora de ligasa 10X + 3 unidades de T4 DNA ligasa
(Invitrogene Cat: 15224-017). La mezcla de reaccién se incubo a 16

°C toda la noche.

La mezcla de reaccion se corrié en un gel de agarosa al 1.2 % y se
recortd la banda correspondiente al plasmido Pucl9 digerido. La
extraccion del plasmido Puc 19 del gel de agarosa se llevé a cabo
con el estuche de reactivos del producto comercial PureLink Quick
Gel Extraction Kit (Invitrogene # Cat K2100-12) siguiendo todas las

descripciones de la casa comercial.

Finalmente se llevo a cabo la ligacion la reaccion de ligacién entre el
plasmido Pucl9 digerido con las colas de timidina y los productos de

PCR. La mezcla de reaccion fue la siguiente:

50 ng de vector Pucl9 con colas de timidina + 7 ng del producto de
PCR < 2ul( recién purificado) + 1pul de solucién amortiguadora de
ligacibn 10x + 3U de DNA ligasa (Invitrogene Cat: 15224-017) y
completar un volumen de 10pl con agua esteril. La mezcla de

reaccion se incubo a 14° C por 16 h.
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1.3.6 Transformacion en Células DH5a

Células competentes de la linea e DH5a se descongelaron y se les
adicionaron 2ul de la mezcla de reaccion producto de PCR -
plasmido puc 19. La suspension celular se incubd por 30 min en
hielo. Posteriormente las células se sometieron a un shock térmico
de 30 seg a 42°C e inmediatamente se incubaron en hielo por 2 min.
Finalizado el tiempo de incubacién se les afiadié a las células 2 ml
de medio LB sin antibiético y se incubaron por 1 h a 37° C con
agitacion. Concluida el tiempo de incubacion un volumen de 100 pl
fue sembrado en platos de agar LB con ampicilina, Xgal e IPTG. Los
platos se incubaron toda la noche y al dia siguiente se observé la
presencia de colonias blancas.

Se tomo6 una pequefia porcidn de las colonias blancas y se adicion6
a una mezcla de reaccion de PCR para verificar la presencia del
inserto (se utilizaron primers para amplificar el promotor de Nanog).
Las PCRs positivas para la expresion del inserto se reamplificaron
utilizando los primer M13-Nanog. Los productos de PCR se corrieron
en un gel de agarosa al 1.5%, se recortd la banda correspondiente y
el producto de PCR se extrajo del gel de agarosa con el estuche de
reactivos del producto comercial PureLink Quick Gel Extraction Kit
(Invitrogene # Cat K2100-12). Los productos de PCR se mandaron

a secuenciar con los primers M13.

42



1.3.7 Secuenciacién de los productos de PCR
Las clonas y los productos de PCR fueron mandados a secuenciar
en un equipo Applied Biosystems modelo M300 utilizando los primers

M13.

1.4Metodologia de las Reacciones de PCR Tiempo Real

1.4.1 De la extraccion del RNA

Las células de NCCIT se cultivaron en pozos de 3.5 cm de diametro;
posterior a su tratamiento se retiré el medio, se lavé con PBS1X y se
afadié 1ml de reactivo Trizol (Invitrogene Cat 10296). La mezcla se
pipete6 para promover la lisis celular y el homogenizado se dejo
incubar por 5 minutos. Concluido el tiempo de incubacién se
adicionaron 0.2 ml de cloroformo y el homogenizado se agit6
vigorosamente por 15 seg. La mezcla se incubdé 3 minutos a
temperatura ambiente previo a una centrifugacion de 12,000 x g por
15 min a 4°C. Una vez concluida la centrifugacion se aisl6 la fase
acuosa y se adicion6 un volumen de 500 pl de isopropanol. La
muestra de RNA se incub6 a temperatura ambiente por 10 minutos e
inmediatamente se procedié a centrifugar a 12,000 x g por 10
minutos a 4°C. El precipitado de RNA se lavo con 1 ml de EtOH al
75%, la operacion de lavado se realizo por duplicado centrifugando

a 7,500 por 5 min a 4°C entre cada lavado. Consecutivamente se
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procedio a secar el RNA y la muestra fue resuspendida en agua libre
de RNAasas. Por ultimo la integridad del RNA fue evaluada en un gel

de agarosa.

1.4.2 Tratamiento con DNAsas
El RNA se cuantificé en Nanodrop y se ajustaron las concentraciones
de acuerdo a lo requerido por el protocolo de la enzima comercial
DNase |, Amplification Grade ( Invitrogene # Cat 18068-015).
Posterior al tratamiento con DNAse se corrid el RNA en un gel de
agarosa para ver su integridad y se volvié a cuantificar ocupando el

dispositivo tecnoldgico de cuantificacion Nanodrop.

1.4.3 Reaccion de QPCR.

Las reacciones de PCR tiempo real se procesaron con el producto
comercial Quantifast SYBR Green RT-PCR Kit( Qiagen # Cat
204054) . El volumen de reaccién en todos los casos fue de 10 ply la
cantidad de RNA fue de 15 ng. Todas las reacciones de QPCR se
trabajaron a partir de la derivacion de mezclas stock. El gen de
housekeeping ocupado en todas las reacciones fue la B-actina. El

equipo tecnolégico de termociclacion de tiempo real ocupado fue
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Rotorgene y las condiciones de tiempo y temperatura se describen a

continuacion.

Ciclos Temperatura Tiempo
1 50°C 15 min

1 95°C 5 min
30 95°C 10 seg
60°C 30seg

Tabal 4: Condiciones de tiempo y temperatura utilizadas en las

reacciones de QPCR.

1.4.4 Del analisis de los resultados de QPCR
De forma general existen 2 métodos para establecer o determinar el
valor de ciclo, dentro de la fase exponencial de la reaccién de PCR,

que se utilizara para el analisis cuantitativo.

El método de Ct consiste en trazar una linea horizontal general sobre
la fase exponencial de todas las funciones sigmoidales descritas por
la reaccion de PCR en un gréafico de numero de ciclos vs florecencia.
El trazo de esta linea basal de amplificacion esta bajo el criterio del

usuario.
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El método de Cp consiste en determinar la segunda derivada de las
funciones sigmoidales descritas en las reacciones de PCR. Una vez
que se tiene la segunda derivada se determina el maximo de esta
funcion. Conceptualmente el maximo de la segunda derivada indica
el valor de ciclo exacto en donde la amplificacion exponencial no
puede ser sostenida y la amplificacion toma un crecimiento lineal
[78]. Una variacion de esta metodologia es el punto de despegue o
Takeoff, este punto esta definido como el 20 % del valor del maximo
de la segunda derivada sobre el eje de la fluorescencia. Interpolando
este valor sobre el eje de los ciclos se obtiene el valor de ciclo

exacto de la transicion ruido crecimiento exponencial [79].

En este trabajo se opt6 por usar el valor de “takeoff” para determinar

los valores de Cp.
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El gen constitutivo elegido para los experimentos de tiempo real fue
la B actina y la normalizacién de los datos se proceso6 con el método
de 2%2¢ Sin embargo cuando se presentaron diferencias en la
eficiencia de amplificacion de los oligonucleotidos se optd por usar

la ecuacion de Pfaffl [80].
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1.5 Ensayos de Apoptosis

Los ensayos de apoptosis se realizaron determinando la expresion de

caspasa 3 activa mediante ensayos de “Western Blot”.

1.5.1 Lisis Celular

Células NCCIT con diferentes tratamientos fueron lisadas con buffer RIPA
de acuerdo a la siguiente descripcién: platos de cultivo con células NCCIT
fueron colocados en hielo para evitar la degradacion de proteinas, se aspird
el medio de cultivo y los platos se lavaron con PBS 1X, posteriormente se
dren6 la solucion de PBS 1X y se adicionaron 500 pl de solucion
amortiguadora Ripa. Las células fueron despegadas por medio de un
gendarme vy transferidas a un tubo eppendorf frio. El tubo eppendorf se

mantuvo con agitacion constante por 30 min a 4°C.

1.5.2 Electroforesis

Los lisados celulares fueron hervidos en solucion amortiguadora Laemmli

por 5 minutos y posteriormente 15 pg de proteina se corrieron un gel de
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poliacrilamida al 15 % con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) utilizando

como solucién amortiguadora de corrida Tris-Glicina 1X.

1.5.3 Inmunodeteccién en membrana

Una vez realizada la separacion de proteinas, éstas fueron transferidas a
una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF) (BioRad, Cat.: 162
0177) de acuerdo al siguiente procedimiento: el gel de poliacrilamida se
equilibré durante 15 min en solucién amortiguadora de Transferencia; la
membrana de PVDF se humedecié durante 5 min en metanol, vy
posteriormente se equilibré durante 10 min en soluciébn amortiguadora de
transferencia; se armoé el sandwich de transferencia sobre una cdmara de
transferencia semi-seca Hoefer TE 70 (Amersham Biosciences), colocando
3 capas de papel filtro del tamafo del gel, previamente humedecido en
Buffer de Transferencia, seguidas de la membrana de PVDF, el gel, y otras
3 capas de papel filtro. Las condiciones de transferencia se establecieron

en base a las especificaciones del fabricante.

Concluida la transferencia, la membrana se bloqueé con solucion
amortiguadora TTBS-leche 5% utilizando leche descremada (Svelty,

Nestlé®) durante 2 h a temperatura ambiente y con agitacion.

Posteriormente la membrana se incubd con el anticuerpo primario

correspondiente: anticuerpo primario anti-caspasa 3 activa (ABCAM,
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catalogo AB13847) por 6 h a una dilucion 1:1000 en solucion
amortiguadora TTBS-leche 1%, a temperatura ambiente con agitacion 6 el
anticuerpo primario Anti -GAPDH clona 6C5 (Millipore, Catalogo CB1001) a

una dilucion 1:7500 por 1 hora.

Concluido el tiempo de incubacion del anticuerpo primario, la membrana se
lavé con TTBS-leche 1% por 3 veces, durante 10 min, a temperatura

ambiente con agitacion.

Posteriormente la membrana se incub6 con el anticuerpo secundario
correspondiente: anticuerpo secundario anti-conejo IgG- HRP  (Abcam
catalogo ab6721) ¢ el anticuerpo secundario anti-ratbn HRP (Santa Cruz
Biotechnology, Catalogo sc-2005) a una dilucién 1:10000 en TTBS-leche

1% durante 1 h a temperatura ambiente, con agitacion.

La membrana se lavé con buffer TTBS 3 veces, 10 min por lavado y la
sefal fue desarrollada utilizando el kit SuperSignal® West Femto Maximum
Sensitivity Substrate (Thermo Fisher Scientific Inc., Cat.:34095) de acuerdo
a las especificaciones del fabricante y utilizando peliculas X-OMAT (Kodak,

Catélogo 161 1342).

1.5.4 Remocion de anticuerpos de la membrana
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Para reutilizar una membrana previamente sometida a inmunodeteccion de
proteinas, la membrana se lavé durante 5 min en agua destilada;
posteriormente se traté con Solucion de “Stripping” durante 30 min a 50° C,
se enjuago 2 veces con agua destilada y se lavo durante 15 min con agua
destilada; posteriormente se prosiguié con el protocolo de inmunodeteccion
descrito anteriormente, retomando el procedimiento desde el bloqueo de la

membrana con TTBS-leche 5%.

1.6 Sobreexpresion forzada de los Genes Oct4, Sox2, Klf4 y Sox2 en células

NCCIT mediante la infecciéon con el vector lentiviral OKSIM.

El vector policistronico OKSIM comprende a los genes Oct4, Kif4, Sox2 y
cMyc. Este vector no cuenta con genes de resistencia a puromicina ni con un
gen reportero de GFP. De tal forma la produccion e infeccién lentiviral del
vector OKSIM se trabajé en paralelo con la produccion e infeccion lentiviral de
un vector de EGFP. El procedimiento de produccién viral e Infeccion se
describen a continuacion:

1.6.1 Produccion de vectores lentivirales utilizando lipidos catiénicos

Células 293T (ATCC numero de catalogo CRL-11268) se descongelaron y
se cultivaron en medio DMEM-F12 + piruvato suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB). Una vez que las células alcanzaron un 80 % de
confluencia se tripzinizaron y se pasaron a platos de 100 mm en medio

DMEM-F12 (+piruvato) + SFB 10%. Cuando las células alcanzaron una
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confluencia del 70% se adicioné nuevo medio DMEM-F12 (+piruvato) +
SFB 10% y dos horas después se preparo la mezcla de la transfeccion que
comprende. 6 mL de medio DMEM-F12 alto en glucosa, pladsmidos de
envoltura, empaque y vector genémico en una proporcién de 1:3:4 a un
total de 35 ug (envoltura 5ug, empaque 12 ug y el vector genémico
correspondiente OKSIM o GFP 18 ug) y 90 ul de reactivo TransFast
(Promega # E2431) a lug/ul de stock. Después de adicionar el Transfast
se agité en vortex a la mezcla de transfeccién y se incubé durante 15 min.
Posterior a la incubacion se retir6 el medio de cultivo de las células 293T,
se dio un vortex rapido a la mezcla de transfeccion y se adicionaron los 6ml
de la mezcla de transfeccion a cada plato y se incubaron durante 1 h a

37°C, 5% CO2.

Concluida la hora de incubacion se adicionaron 12 mL de medio DMEM-
F12 + FBS al 7.5% a la mezcla de transfeccion contenida en cada plato
(concentracion final de FBS sera 5%) y se realiz6 una incubacion de los

platos por 12 h a 37°C, 5% CO2.

Una vez terminada la incubacion se retir0 la mezcla de transfeccion y se
adicionaron 12 ml de medio DMEM-F12 con FBS al 5% y se realiz0 una

incubacion de 24 h 37 °C, 5% CO2.

Posterior al periodo de incubacion se procedio a realizar las cosechas del

virus. El sobrenadante de cada plato se recuperd en tubos de 50 ml y se
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adicionaron a los platos de células 293T 12 ml de medio fresco con suero al

5%. Los sobrenadantes virales se mantuvieron a 4°C hasta su uso.

Después de 12 h de incubacion se realizaron 3 nuevas cosechas bajo las
mismas condiciones sefialadas en el punto anterior. El volumen final de
cosecha viral se filtr6 con filtros de 0.45 um y se almacend a 4°C hasta su

uso.

1.6.2 Transducciéon de células con el vector lentiviral

A células NCCIT con diversos tratamientos cultivadas en multipozos de 6
con medio RPMI y SFB al 10% se les retir6 el medio y se les adicion6 2ml
del sobrenadante lentiviral correspondiente (GFP u OKSIM), SFB al 5% y

polibreno a una concentracion de 4 pg/ml.

Las células NCCIT con sobrenadante viral se incubaron por 24 h a 37°C,
5% CO2. Una vez concluido el tiempo de infeccion se revisoé la expresion de
GFP en el control de infeccion. A 4 pozos de células NCCIT infectadas con
el vector lentiviral OKSIM se les retird el sobrenadante de infeccion y se les
adiciono nuevo medio RPMI y SFB al 10% y se espero un tiempo de 72 h
antes de extraer el RNA para la evaluacion de la sobreexpresion de los
genes de pluripotencia Oct4, Sox2, Nanog y P21.Los otros pozos de las

células NCCIT infectadas con el vector policistronico OKSIM se tripsinizaron
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y se pasaron a platos de 10 mm de diametro para su expansion y fururo

xenotransplante en ratones aitimicos.

1.7Formacioéon de Teratomas

Células NCCIT con diversos tratamientos fueron tripzinizadas y resuspendidas
en 8 ml de medio RPMI con suero fetal bovino al 10%. El nUmero de células
NCCIT fue determinado con la cdmara de Neubauer discriminando células
vivas 0 muertas mediante el uso del reactivo azul de tripano. Una vez que se
determind el numero de células por ml se ajustaron los volimenes para tener
el mismo numero de células por experimento de xenotrasplante. Las células
NCCIT fueron centrifugadas a 1200 rpm por 5 min y resuspendidas en 120 pl

de solucién amortiguadora PBS 1X.

Ratones atimicos de la cepa FOXNINU de 5 semanas de edad fueron
inyectados con 100 pl de suspension celular en forma subcutédnea en la zona
dorsal a la altura de la cadera. Finalizado el xenotransplante los ratones fueron

criados en el bioterio.
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Resultados

Cambios en la expresion relativa del gen P21 e inducciéon de apoptosis al tratar a

las células NCCIT con apicidina

Es aceptado que la administracién de apicidina al igual que otros iIHDACs aumenta
la expresion del gen P21 e induce apoptosis en diversas lineas de cancer. Con la
finalidad de observar si la apicidina también ejercia estos efectos en la linea
NCCIT, se determinaron los cambios en la expresion relativa del gen P21 al igual

gue la induccion de apoptosis al tratar a las células NCCIT con apicidina.

Las condiciones experimentales de este estudio comprenden células NCCIT sin
tratamiento (control), células NCCIT tratadas con apicidina 1 uM por 24 h y células
NCCIT tratadas con apicidina 1 uM por 24 h seguidas de un cambio de medio y
un tiempo de espera de 72 h después posterior al retiro del tratamiento de

apicidina.

La expresion relativa del gen p21 se determind mediante gPCR normalizando los
datos con el gen de housekeeping B actina. En los andlisis de gPCR se observa
un incremento del 500% en la expresion relativa del gen P21 al tratar a las células
NCCIT con apicidina 1 uM por 24 h con respecto a las células NCCIT control, a las
72 h después de retirar el tratamiento apicidina la expresion de P21 es el doble

con respecto a las células NCCIT control (Figura 11).
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Efectos de Apicidina: Aumento de la Expresidén
de P21 su Reversibilidad

Expresion Relativa
-
|

o [ T |

Control Apicidina 24 hrs Apicidina 24 hrs +
medio nuevo 72 hrs

Grafica 1: Expresion relativa del gen P21 en células NCCIT sin tratamiento, células NCCIT tratadas
con apicidina 1 uM por 24 hrs y células NCCIT tratadas con apicidina 1 uM por 24 h seguido de un
cambio de medio y un lapso de espera de 72 h antes de la extracién de RNA.

Al igual que otras lineas celulares de céancer la apicidina aumento la expresion de
P21 en el sistema celular NCCIT, la induccién de este gen esta relacionado con la
inhibicion del ciclo celular y por ende con una caida del indice de proliferacion. La
apicidina mantiene sobrexpresado al gen P21len la linea celular NCCIT inclusive

después de retirar el tratamiento.

La induccién de apoptosis se determind mediante Westerblot, utilizando el
anticuerpo anti-caspasa 3 activa. En estos experimentos se observa la expresion
de caspasa 3 activa a las 24 h después de haber tratado a las células NCCIT con
apicidina 1 uM. A las 72 h después de haber retirado el tratamiento de apicidina,

las células NCCIT dejan de expresar caspasa 3 activa (Figura 11F).

Estos resultados concuerdan con la morfologia de las células NCCIT durante el

tratamiento. Posterior a la administracion de apicidina 1 uM por 24 h las células
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NCCIT adquirieron un aspecto de células muertas y se observo un gran niumero
de células despegadas del medio de cultivo. A las 24 h después de haber retirado
el tratamiento con apicidina las células NCCIT ya no presentaban una morfologia
de células muertas. A los tiempos de 48y 72 h posteriores al retiro del tratamiento

con apicidina las células presentan una morfologia similar a las células NCCIT

control (Figura 10).

NCCIT apicidina
NCCIT apicidina 24 hrs +
cambio de medio 72 hrs

NCCIT control
24 hrs

F D Caspasa 3 activa
I o

Figura 10: A) Células NCCIT sin
tratamiento B) células NCCIT
tratadas con apicidina 1 pM por 24
h. C) Células NCCIT tratadas con
apicidina 1 uM por 24 h + medio
nuevo por 24 hrs D) células NCCIT
tratadas con apicidina 1uM por 24
hrs + medio nuevo por 48 h E)
células NCCIT tratadas con
apicidina 1 pM por 24 hrs + medio
nuevo por 72 h. F) Western Blott de
la expresion de caspasa 3 activa en
células NCCIT control, células
NCCIT tratadas con apicidina 1uM
por 24 h y células NCCIT tratadas
con apicidina 1 pM por 24 h +
cambio de medio por 72 h GAPDH
fue usado como control de carga
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Cambios en la expresion relativa de los genes Oct4, Sox2 y Nanog/p8.

Los cambios en la expresion relativa de los genes Oct4, Sox2 y Nanog/P8 fueron
evaluados en 3 condiciones experimentales: células NCCIT sin tratamiento
(control), células NCCIT tratadas con apicidina 1uM por 24 h y células NCCIT
tratadas con apicidina 1 pM por 24 h seguidas de un cambio de medio y un tiempo

de espera de 72 hrs después posterior al retiro del tratamiento de apicidina

La expresion relativa de los genes Oct4, Sox2, Nanog/P8 se determind mediante
gPCR normalizando los datos con el gen de housekeeping B actina. En los analisis
de QPCR se observa una menor expresion del gen Oct4 en las células NCCIT
tratadas con apicidina por 24 h con respecto a las células NCCIT control. La
expresion de Oct-4 en células NCCIT 72 h después de haber retirado el

tratamiento con apicidina es similar a la del control (Gréfica 2).

Efectos de Apicidina: Inhibicion de la Expresion
de Oct 4 y su reversibilidad

Expresion Relativa

0.0 I

Control Apicidina 24 hrs Apicidina 24 hrs +
medio nuevo 72 hrs

Gréfica 2: Expresion relativa del gen Oct-4 en células NCCIT sin tratamiento, células NCCIT
tratadas con apicidina 1 uM por 24 h y células NCCIT tratadas con apicidina 1 uM por 24 hrs

seguido de un cambio de medio y un lapso de espera de 72 h antes de la extraccion de RNA. .
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La expresion relativa del gen SOX2 disminuye aproximadamente un 40% después
de administrar las células NCCIT con apicidina por 24 hrs con respecto a las
células NCCIT control. A las 72 hrs después de retirar el tratamiento con apicidina
la expresion relativa de Sox2 es similar al de las células NCCIT sin tratamiento.
(Gréfica 3).
Efectos de Apicidina: Inhibicién de la Expresidn
de SOX 2 y su reversibilidad
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Grafica 3: Expresion relativa del gen SOX 2 en células NCCIT sin tratamiento, células NCCIT
tratadas con apicidina 1 uM por 24 hrs y células NCCIT tratadas con apicidina 1 uM por 24 hrs
seguido de un cambio de medio y un lapso de espera de 72 hrs antes de la extracién de RNA.

El sistema biologico NCCIT al igual que otras lineas de células troncales de cancer
expresa las dos isoformas de Nanog: Nanogl y NanogP8. Mediante el uso de
primers que amplifican Nanogl/P8 y primers que amplifican especificamente
NanogP8 se determind mediante qPCR que la isoforma predominante en la linea

celular NCCIT de Nanog, corresponde a Nanogl (Gréfica 4).

La expresion relativa de Nanogl evaluada mediante gPCR, disminuye

considerablemente después de administrar las células NCCIT con apicidina por 24
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hrs con respecto a las células NCCIT sin tratamiento. A las 72 hrs después de
retirar el tratamiento con apicidina la expresion relativa de Nanogl es similar al de

las células NCCIT sin tratamiento (Grafica 4).

La expresion de NanogP8 es disminuida alrededor de un 50% con el tratamiento
de apicidina y su expresion 72 h después de retirar el tratamiento con apicidina es

similar a los de las células NCCIT control (Gréfica 4 y 5).

Aunque la apicidina disminuye la expresion de las dos isoformas de Nanog:
Nanogl y Nanog P8, la disminucion en la expresion de la isoforma NanogP8 no es
similar a la disminucién en la expresion de Nanogl. Esto puede explicarse si se

considera que estas dos isoformas presentan promotores distintos.

Efectos de Apicidina: Inhibicion de la Expresion de Nanog / P8 vy su
Reversibilidad
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Gréfica 4: Expresion relativa de los genes Nanog 1/8, Nanogl y Nanog p8 en células NCCIT
sin tratamiento, células NCCIT tratadas con apicidina 1 uM por 24 hrs y células NCCIT
tratadas con apicidina 1 puM por 24 h seguido de un cambio de medio y un lapso de espera de
72 h antes de la extraccion de RNA. Los datos se encuentran normalizados con respecto a la
expresién de Nanogl1/P8 del control.

61



Efectos de Apicidina: Inhibicién de la Expresion de
Nanog P8 vy su reversibilidad

1.5+

0.5 | I

Expresién Relativa
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Control Apicidina24 hrs  Apicidina24 hrs +
medio nuevo 72 hrs

Grafica 5: Expresion relativa del gen Nanog P8 en células NCCIT sin tratamiento, células
NCCIT tratadas con apicidina 1 uM por 24 hrs y células NCCIT tratadas con apicidina 1 pM por
24 hrs seguido de un cambio de medio y un lapso de espera de 72 hrs antes de la extracion de
RNA. Los datos se encuentran normalizados con respecto a la expresion de NanogP8 control.

La expresion de los genes Oct4, Sox2 y Nanog/P8 es disminuida después de
administrar apicidina 1 uM por 24 h. Bajo la perspectiva de células troncales de
cancer — factores de pluripotencia el efecto inhibitorio ejercido por el inhibidor de
deacetilasas apicidina a la expresion de los genes Oct4, Sox2 y Nanog/P8

representa un efecto negativo al fenotipo de células troncales de cancer.

Cambios en la expresion relativa de los genes de linaje celular FoxA2, fenotipo de

las Olig2, NKX3.1 y BMP4

Se tiene bien establecido la dependencia del estado pluripotente a la expresion y
balance estequiométrico de los factores de transcripcion Oct4, Sox2 y Nanog en

los sistemas celulares pluripotentes HES, IPsy EC.
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Debido a que la apicidina perturba la expresion de los genes de pluripotencia
Oct4, Sox2 y Nanog en el sistema bioldgico NCCIT es l6gico esperar que después
de la administracién de apicidina 1 pM por 24 h las células NCCIT expresen genes
de linajes celulares de las 3 capas embrionarias endodermo, mesodermo y

ectodermo.

Con la finalidad de relacionar la disminucién de la expresion de los genes de
pluripotencia Oct4, Sox2 y Nanog con procesos de diferenciacién se determin6
mediante gPCR la expresion relativa de los genes de linaje celular FoxA2, Olig2,
NKX3.1 y BMP4 en las condiciones experimentales que comprenden células
NCCIT sin tratamiento (control), células NCCIT tratadas con apicidina 1 pM por 24
hy células NCCIT tratadas con apicidina 1 uM por 24 h seguidas de un cambio de
medio y un tiempo de espera de 72 h después posterior al retiro del tratamiento de

apicidina.

En estos experimentos se observd un aumento en la expresion de los genes
FoxA2, Olig2 y NKX3.1 después de administrar a las células NCCIT con apicidina
1uM por 24 hrs. El aumento en la expresion de estos 3 genes concuerda con la

disminucién de los genes de pluripotencialidad Oct4, Sox2 y Nanog (Grafica 6).

La expresion relativa de los genes Foxa2, Olig2 y NKX3.1 a las 72 h después de
retirar el tratamiento de apicidina es similar al de las células NCCIT sin
tratamiento, esto también concuerda con la recuperacion de la expresion de los

genes Oct4, Sox2 y Nanog a las 72 h después de retirar el tratamiento con
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apicidina. Por otra parte la expresion relativa del gen BMP4 no varié durante el

experimento (Gréfica 6).

Efectos de Apicidina: Inhibiciéon de la Expresion de Genes de Linajes
Celulares y su Reversibilidad
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Griéfica 6: Expresion relativa de los genes FOXA2, OLIG2, NKX3.1 y BMP4 en células NCCIT sin tratamiento,
células NCCIT tratadas con apicidina 1 uM por 24 hrs y células NCCIT tratadas con apicidina 1 uM por 24
hrs seguido de un cambio de medio y un lapso de espera de 72 hrs antes de la extracién de RNA .

Reversibilidad del efecto de apicidina 6 células NCCIT resistentes a los efectos de

la apicidina

La expresion relativa de los genes de pluripotencia y de diferenciacion 72 hrs
después de haber retirado el tratamiento de apicidina, resultan similares a los de
las células NCCIT control, esto puede interpretarse como una recuperacion de la
expresion de los factores de transcripcion Oct4, Sox2 y Nanog o como un
incremento de proliferaciéon de una subpoblacion poblacion celular resistente a los

efectos de arresto celular y de diferenciacion de la apicidina.
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Los experimentos con un segundo tratamiento de apicidina en donde se compara
la expresion relativa de los genes Oct-4, Nanog y P21 en células NCCIT tratadas
con apicidina 1 puM por 24 h seguido de un cambio de medio por 72 h con respecto
a las células NCCIT tratadas con apicidina 1 uM por 24 hrs seguido un cambio de
medio por 72 h y un nuevo tratamiento de apicidina 1 uM por 24 h apoyan la
hipotesis de la recuperacion de la expresion de los factores de pluripotencia(Figura
11). En estos experimentos se observa un decremento en la expresion de los
genes Oct-4 y Nanog a niveles similares a los del primer tratamiento con apicidina.
Por otra parte también se observa un incremento en la expresion del gen P21 a

niveles similares a los del primer tratamiento con apicidina (Grafica 7).

Tratamiento Cambio de Segundo
apicidina medio tratamiento
con apicidina
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Figura 11: Esquema del experimento reversibilidad o resistencia del efecto de apicidina
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Grafica 7: Expresion relativa de los genes Oct-4, Nanog y P21 en células NCCIT control, NCCIT
tradas con apicidina por 24 h y células NCCIT tratadas con apicidina 1 uM por 24 h + cambio de
medio + 72 h, células NCCT tratadas con apicidina 1 pM por 24 h + cambio de medio + 72 h +
apicidina 1 uM por 24 h. Los datos del primer tratamiento con apicidina estdn normalizados con
respecto al control, los datos del segundo tratamiento con apicidina estan normalizados con
respecto a los datos de la células NCCIT tratadas con apicidina por 24 h +cambio de medio + 72 h.

Evaluacién del estado de metilaciones del ADN de regiones requladoras de los

genes Oct4, Sox2 vy Nanoqg.

En los estudios de metilacion del ADN se evalué el estado de metilacion de
residuos CpG en diversas regiones reguladoras del ADN de los genes Oct4, Sox2

y Nanog. (Fig 12).

Las condiciones experimentales de estos experimentos comprenden células
NCCIT sin tratamiento, células NCCIT administradas con apicidina 1 pM por 24 hy

células NCCIT tratadas con apicidina 1 uM por 24 h seguidas de un cambio de
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medio y un tiempo de espera de 72 hrs después posterior al retiro del tratamiento

de apicidina.

El estado de metilacion fue determinado mediante la metedologia de bisulfito de
sodio. Como control de esta metodologia se usé DNA tratado con bisulfito de
células 293T, la regién evaluada del control comprende los pares de bases -2073 a
-2724 con respecto al sitio de inicio de transcripciéon (TSS) del gen Oct-4, el patrén
de metilacion de esta region en la linea células 293T estd reportada en la

literatura.

Para las reacciones de secuenciacion se utilizaron los primers M13 F/R. En la
figura 13 se presenta un ejemplo de secuencia de una regioén amplificada de ADN

tratada con bisulfito.

En las 5 clonas del promotor de Nanog evaluadas no se observa ningan residuo

CpG metilado en ninguna de las condiciones experimentales. (Figura 14)

En los productos de PCR de las regiones reguladoras de los genes Oct-4 y Sox2
no muestran cambios en el patrén de metilaciones de residuos CpG con respecto

a las células NCCIT sin tratamiento (Figura 14).

La ausencia de metilaciones en las regiones reguladoras del ADN sugiere que la
epigenética relacionada con el silenciamiento de los genes Oct4, Sox2 y Nanog
ejercido por el inhibidor de deacetilasas apicidina esta circunscrita a nivel de la

cromatina.
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Los datos de las metilaciones en residuos CpG concuerdan con la descripcion de
una recuperacion en la expresion de los genes de pluripotencialidad Oct4, Sox2 y
Nanog 72 h después de retirar el tratamiento con apicidina, ya que un estado
epigenético de CpGs metilados generalmente se asocia a un estado de més dificil
reversibilidad con respecto a un estado silenciamiento epigenético asociado

Gnicamente a modificaciones a nivel cromatina [81, 82].

Por otra parte todas las clonas del promotor de Nanog describen un
comportamiento homogéneo de las células NCCIT al ser administradas con
apicidina. En estos experimentos no se observd una subpoblacién de células
NCCIT con el promotor de Nanog metilado que pudieran haberse dirigido a un
proceso de diferenciacion irreversible. Esto sugiere que todas las células en
cultivo después de retirar el tratamiento con apicidina estan en el estado

pluripotente.
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Figura 12: Regiones reguladoras de los genes Nanog, Oct4, Sox2 vy sus residuos CpG evaluados
en este trabajo experimental Los nimeros indican los pares de bases de los residuos CpG con
respecto al sitio de inicio de la transcripcion (TSS) 68



Ejemplo de Andlisis del Estado de Metilacion del ADN
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Figura 13: Secuencia ilustrativa del estado de metilacién de una region reguladora del gen Oct 4. Las letras
subrayadas corresponden a la secuencias reportadas en Genbank en modo de secuencia complementaria y
antisentido y las letras sin subrayar corresponden al resultado de la reacciéon de secuenciacion. Los
resultados de la secuenciacién describen 4 residuos CpG metilados.La secuenciacion se llevo a cabo con el
primer M13 reverse.
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Analisis del Estado de Metilacion de Regiones Reguladoras de los
Genes Oct4, Sox2 y Nanog

NCCITsin tratar NCCIT apicidina 24 hrs NCCIT apicidina 24 hrs + cambio de
medio + 72 hrs
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Figura 14: Estado de metilacién de regiones reguladoras de los genes Oct4, Sox2 y Nanog en
células NCCIT sin tratamiento, células NCCIT tratadas con apicidina 1 uM por 24 h y células
NCCIT tratadas con apicidina 1 uM por 24 h seguido de un cambio de medio y un lapso de
espera de 72 h antes de la extracion del DNA. Como control de esta metodologia se us6 DNA
tratado con bisulfito de células 293T, la region evaluada del control comprende los pares de
bases -2073 a -2724 con respecto al sitio de inicio de transcripcién (TSS) del gen Oct-4.
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Evaluacion del Potencial Tumorigénico.

La evaluacion del potencial tumorigénico se realiz6 mediante xenotransplantes en
ratones atimicos de la cepa FOXN1NU de 5 semanas de edad. Las condiciones
experimentales de la evaluacion del potencial tumerogénico comprenden: células
NCCIT sin tratamiento, células NCCIT tratadas con apicidina, células NCCIT
tratadas con apicidina e infectadas con el lentivirus OKSIM y células NCCIT que
solo fueron infectadas con el lentivirus OKSIM. Como control de la infeccion con el
lentivirus OKSIM en estos experimentos se usaron células NCCIT infectadas con
el lentivirus eGFP producido de forma paralela con el lentivirus OKSIM. (Figura

15).

En los experimentos del potencial tumorigénico se observd como era de
esperarse que el virus OKSIM aumentase el potencial tumorigénico de las células
NCCIT (Figura 16B Y 16C). A pesar de que la expresion de los genes Oct4, Sox2
y Nanog/P8 sefialados como responsables del fenotipo de células troncales de
cancer se recupera 72 hrs después de retirar el tratamiento con apicidina, las
células NCCIT administratadas con apicidina 1 uM por 24 h no desarrollaron masa
tumoral (Figura 15B). Las células NCCIT administradas con apicidina e infectadas
con el lentivirus OKSIM presentan un mayor desarrollo tumoral con respecto a las

células NCCIT control (Figura 15C).

Las células NCCIT infectadas con el virus OKSIM y las células NCCIT
administradas con apicidina 1 pM por 24 h e infectadas con el virus OKSIM

presentan el mismo potencial tumor génico. Por ende se sugiere que el virus
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OKSIM puede revertir de forma total los efectos negativos que la apicidina ejerce

al potencial tumorigénico de las células NCCIT (Figura 16C Y 16D).

Figura 14: A) Lentirus eGFP, control de infeccén OKSIM experimentos NCCIT apicidina 24 hrs "+
infeccién OKSIM B) Lentivirus eGFP, control de infeccién OKSIM experimetos NCCIT + OKSIM.

Figura 15: A) Ratones atimicos inyectados con 8 millones de células NCCIT sin tratamiento, 12
dias después de ser inyectado.B) Ratones atimicos inyectados con 8 millones de células NCCIT
tratadas con apicidina 1uM por 24 hrs, 12 dias después de ser inyectados. C) Ratén inyectado con
8 millones de células NCCIT tratadas con apicidina 1uM por 24 hrs e infecatdos con el virus
OKSIM, 12 dias después de ser inyectado.
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Figura 16: A) Ratones atimicos inyectados con 9 millones de células NCCIT sin tratamiento 13 dias
después de ser inyectados. B) Raténes atimicos inyectados con 9 millones de células NCCIT
infectados con lentivirus OKSIM, 13 dias despues de ser inyectado.C) Ratones atimicos inyectados
con 9 millones de células NCCIT infectadas con el lentivirus OKSIM. D) Ratones atimicos inyectados
con 9 millones de células NCCIT administradas con apicidina e infectadas con el lentivirus OKSIM.
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Analisis de Resultados

La disminucién de la expresion de los genes de pluripotencia y el aumento en los
genes de diferenciacion posterior al tratamiento con apicidina no llevé a las
células NCCIT a diferenciarse irreversiblemente como era de esperarse de
acuerdo al modelo de las células HES. En este sentido el tratamiento de las
células NCCIT con apicidina y el retiro del tratamiento de apicidina refleja un

fendbmeno de reversibilidad de la transicion estado pluripotente- diferenciacion.

La explicacion de este fendbmeno estd adscrito a particularidades fisocoquimicas

de la interaccion de la apicidina con HDACs vy la fisiologia de las células NCCIT.

En el contexto de fisicoquimico la interaccion entre el inhibidor de deacetilasas
apicidina y las HDACs parece tener caracter reversible. Aunque el inhibidor de
deacetilasas tricostatina desplaza al agua de la estructura tetracoordinada del Zn?*
y forma un enlace de coordinacién bidentado entre su grupo carbonilo e hidroxilo
para generar una estructura de Zn** pentacoordinado con geometria de bipiramide

trigonal, se tiene reportado el caracter reversible de esta interaccion [83, 84, 85].

La apicidina al igual que la tricostatina desplaza al agua de la estructura
tetracoordinada de Zn**, sin embargo la apicidina solo forma un enlace de
coordinacién con el Zn** mediante el carbonilo de su grupo la etilcetona. Bajo este
punto de vista se espera que la interaccion entre la apicidina que solo forma un

enlace de coordinacion con el zinc también sea reversible.

De tal forma que una vez que se retird el tratamiento con apicidina de las células
NCCIT, las condiciones de equilibrio de la interaccion entre apicidina y HDACs
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debieron desplazarse al estado disociado de apicidina y HDACs. Cuando la
condiciones cataliticas de las HDACs se recuperaron, se restablecieron las
condiciones epigenéticas que permiten una alta expresién de los genes Oct4,
Sox2 y Nanog/P8 y a su vez los genes de pluripotencia Oct4, Sox2 y Nanog

disminuyeron la expresion de los genes de diferenciacion.

En el contexto fisilbégico celular la recuperacion del estado pluripotencial en NCCIT
después de haber retirado el tratamiento con apicidina puede adjudicarse a la falta
de expresion del gen P53. Esta establecido que P53 ejerce una regulacién
negativa en la expresion de Nanog y que a su vez Nanog ejerce un efecto

negativo en la expresion de P53 [13, 49].

Existen trabajos que demuestran un incremento en la eficiencia del proceso de
reprogramacion celular cuando la expresion del gen P53 es inhibida; por otro lado
la sobreexpresion de P53 inhibe el proceso de reprogramacion celular. De tal
forma Nanog esté involucrado en un fenotipo pluripotencial y de células troncales
de cancer, mientras que P53 estd asociado con procesos de diferenciacion y
mantiene un perfil de gen supresor de tumores al inhibir el ciclo celular y disminuir
la expresién de Nanog [13, 49]. Bajo esta perspectiva fisiologica las células NCCIT
carecen de un mecanismo esencial para dirigir y completar el proceso de

diferenciacion.

Los mecanismos moleculares circunscritos en la disminucion de la expresion de
los genes de pluripotencia Oct 4, Nanog/P8 y Sox 2 son desconocidos. La accion

de inhibir la actividad catalitica de HDACs corresponde a una activacion
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transcripcional. La disminucion de la expresién de Oct4, Nanog/P8 y Sox2 debe
ser resultado de un incremento en la expresion de factores de transcripcion que

regulan de forma negativa a estos genes.

En el caso particular de Oct-4 se pensé que los mecanismos moleculares por los
cuales la apicidina disminuia la expresion de Oct-4 estaban asociados a la
expresion de la histona metil transferasa G9a, que es la enzima responsable de
silenciar a Oct-4 en el modelo embrionario, [81] sin embargo en el presente
estudio, después de administrar el inhibidor de G9-a, BIX-01294 [86] junto con
apicidina no se observaron cambios con respecto a los experimentos en donde

solo se administro la apicidina (datos no mostrados).

A las 24 hrs después de haber administrado las células NCCIT con apicidina se
observd la expresion de caspasa 3 activa. EI mecanismo de induccion de
apoptosis por apicidina en diversas lineas de cancer incluyendo la linea NCCIT
estd asociado principalmente al silenciamiento de DNMT1. El silenciamiento o
activacion de DNMT1 es regulado por el sistema pRB/E2F. En estudios con la
linea de cancer Hela se ha observado después de la administracion de apicidina
un aumento en la reclutacién de pRB en el promotor de DNMT1, a su vez pRB
recluta HDACI al promotor de DNMT1 lo que propicia el silienciamiento
transcripcinal de DNMT1. El incremento en la expresion de p21 es consecuencia
de una disminucién en los niveles de expresion de DNMT1 vy el efecto directo del

inhibidor de deacetilasas apicidina [58].
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A las 72 hrs después de haber retirado el tratamiento con apicidina ya no se
observo la expresion de caspasa 3 activa. Estos datos sugieren que a 72 hrs
después de haber retirado el tratamiento de apicidina el promotor de DNMT1 ya no
estaba interaccionando con pRB y que la expresion de DNMT1 estaba activa ya
que no se observaron indicios de apoptosis. Esto también concuerda con la
disminucién de P21 72 hrs después de haber retirado el tratamiento de apicidina.
Sin embargo, la expresion de P21 a las 72 hrs después de haber retirado el
tratamiento de apicidina es el doble con respecto al control, lo cual indica que
existen otros factores participan en el incremento y mantenimiento de la expresion

de P21.

La informacién obtenida de la metodologia de bisulfito sodio en este estudio no
describe cambios de metilacion en los residuos CpG de las regiones reguladoras
de los genes Oct4, Sox2 y Nanog. Esto sugiere que los cambios epigenéticos
involucrados en el silenciamiento transcripcional de Oct4, Sox2 y Nanog no siguen
el orden de cambios epigenéticos: metilaciones en el ADN seguido por un
reclutamiento de proteinas MeCP2 y un reclutamiento de HDACSs por las proteinas

MeCP2 [58, 59, 60].

Los mecanismos epigenéticos del silenciamiento de los factores de transcripciéon
Oct4, Sox2 y Nanog desencadenados por el inhibidor de deacetilasas apicidina en
este trabajo deben estar circunscritos a nivel de cromatina. De tal forma que los
efectos de inhibicion de la expresion de los genes de Oct4, Sox2 y Nanog desde

el punto de vista epigenético son facilmente reversibles.
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Una pregunta interesante que no fue averiguada en este trabajo son los cambios
en la expresion relativa de DNMT1, DNMT3A Y DNMT3B al administrar células
NCCIT con apicidina. Es posible que la apicidina disminuyera la expresion de
estos genes y que estos cambios de expresion sean un impedimento para la
promocion de metilaciones en los residuos CpGs de regiones reguladoras de los

genes Oct4, Sox2 y/o Nanog.

Los mecanismos por los cuales la apicidina disminuy6 el potencial tumerigénico de
las células NCCIT no estan determinados por la expresion de Oct4, Sox2 y
Nanog/P8. El gen P21 puede estar relacionado en este efecto, pero también es
posible que la apicidina perturbe la expresion de otros genes aun no identificados

asociados a la determinacion del fenotipo de células troncales de cancer.

La infeccion con el virus OKSIM, logré eliminar totalmente los efectos negativos al
potencial tumorigénicos ejercidos por la apicidina. Es posible que uno o
combinaciones de los factores del vector policistronico OKSIM perturbasen la
expresion del factor por medio del cual la apicidina ejerci6 su efecto

antitumorigénico.

Los posibles efectos de la apicidina a la expresion de Nanog/P8, Oct4 y Sox2 en
otros sistemas de células troncales de cancer son dificiles de descifrar. Es posible
que la apicidina sea expulsada de la célula por el transportador ABCG2,
comunmente expresado en células troncales de cancer. Sin embargo debido a la
gran variedad en cuanto a las estructuras quimicas de los iIHDACs es muy

probable que alguna de estas moléculas no sea reconocida por los
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transportadores ABCG2. También resulta dificil de descifrar si los mecanismos
moleculares por los cuales los factores de pluripotencia Oct4, Sox2 y Nanog/P8
fueron reprimidos después de administrar apicidina a las células NCCIT podran

ser activados de igual manera en otros modelos de células troncales de cancer.
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Conclusiones:

La disminucion de la expresion de los factores de transcripcion Oct-4, Sox2 y
Nanog/P8 en las células NCCIT tratadas con apicidina son de caracter reversible.
La apicidina no genera cambios en el estado de metilacion de las regiones
reguladoras del ADN de los genes Oct4, Sox2 y Nanog, lo que sugiere que los
mecanismos ligados a la disminucion de la expresion de estos genes estan
asociados a cambios postraduccionales en las colas de histona de los
nucleosomas que interactuan con los sitios de regulacién de estos genes en el
ADN.

Las células NCCIT que fueron tratadas con apicidina presentan un menor
potencial tumorgénico al ser xenotransplantadas a ratones atimicos con respecto a
las células NCCIT sin tratamiento. La disminucién del potencial tumorigénico en
las células NCCIT ejercido por el inhibidor de deacetilasas apicidina es revertido
por la sobreexpresion de los genes Oct4, Sox2, KLF4 y cMyc.

Los mecanismos moleculares que comprende la disminucion de la expresién de
los genes Oct4, Sox2 y Nanog/P8 ejercidos por el inhibidor de deacetilasas
apicidina, asi como la reversion del efecto antitumorigénico de la apicidina por la
sobreexpresion de los genes Oct4, Sox2, Klf4 y cMyc se desconocen y deben ser

estudiados. 74

Debido a que las células de NCCIT expresan los factores de transcripcion Oct4,
Sox2, Nanog/P8 y son las células troncales de pluripotentes de un
teratocarcinoma, esta linea celular es un buen modelo de células troncales de
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cancer. De tal forma que este trabajo describe un posible panorama del efecto de

los inhibidores de deacitalasas sobre otras lineas de células troncales de cancer.
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Perspectivas

» Evaluar el efecto de la apicidina y otros inhibidores de deacetilasas sobre la
expresion de los genes Oct-4, Sox2 y Nanog/P8 en diversas lineas de
células troncales de cancer.

» Evaluar el potencial tumorigénico, clonigénico, proliferacion y resistencia a
farmacos en células troncales de cancer cuando son administradas con
apicidina y otros inhibidores de deacetilasas..

» Establecer patrones de administracion de inhibidores de deacetilasas para

debilitar el fenotipo de células troncales de cancer.
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