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RESUMEN

El cancer de pulmon representa el tipo de cancer con mayor incidencia y mortalidad
en hombres; mientras que el cancer de cérvix se ubica como el cuarto lugar en
incidencia y mortalidad en mujeres a nivel mundial. En ambos casos a pesar de las
terapias que existen, uno de los mayores obstaculos en la terapia oncologica es la
resistencia farmacoldgica de las células tumorales. Diversas alteraciones genéticas
y epigenéticas se han propuesto para abordar el reto de superar la resistencia al
tratamiento farmaco-oncoldgico basado en platino en pacientes. Al respecto, en
cancer pulmonar se han descrito aberraciones de caracter genético, como
epigenético entre este ultimo destaca, patrones de metilacion del DNA y cédigo de
histonas, asi como la participacién de RNAs largos no-codificantes involucrados en
la escritura y lectura del cédigo histonico y remodelacion de la cromatina en cancer,
cuya funcién durante los procesos de adaptacion y resistencia al tratamiento
oncologico no ha sido dilucidada. Basado en lo anterior, en el presente trabajo
fueron seleccionados un perfil de RNAs largos no codificantes (IncRNAs) algunos
de los cuales se encuentran representados en diversos tipos de cancer de origen
epitelial entre ellos el CaCu y cancer pulmonar. No obstante se desconoce si estan
involucrados en procesos de adaptacion y resistencia a largo plazo al tratamiento
oncolégico por cisplatino; generando para ellolineas celulares de cancer de cérvix y
cancer de pulmoén resistentes a cisplatino a largo plazo (4, 6, 8 y 12 meses), evalud
la expresion de marcadores asociados al inmunofenotipo de células tipo troncal
quimiorresistente para finalmente evaluar la expresién de un perfil de nueve

IncRNASs asociados a cancer.

Nuestros resultados indican que modificaciones en los perfiles y niveles expresion
de IncRNAs en modelos celulares in vitro de cancer pulmonar y cancer de cérvix
parentales y quimiorresistentes a cisplatino, probablemente, representan
mecanismos epigenéticos transitorios en respuesta que contribuyenal proceso
adaptativo de quimiorresistencia, el cual queda estable con variaciones a largo plazo
durante 4 6, 8 y 12 meses en presencia continua a cisplatino, sobresaliendo

induccion y/o pérdida de UCA1 y Sox20T en ambos tipos de tumores de origen
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epitelial: cancer pulmonar y cancer de cérvix dondeUCA1 probablemente se

encuentre asociado en CaCu a infeccion por HPV18+.

Palabras clave: INcRNA, pulmon, cérvix-uterino, cisplatino.
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ABSTRACT

Lung cancer remains as the leading cause of death in both male and female genders,
meanwhile cervical cancer is the fourth place by incidence and mortality in female gender
at worldwide. In both cases despite therapy protocols, one of the greatest obstacles in
cancer therapy is resistance mechanism in front of anti-cancer drugs. Diverse genetic and
epigenetic alterations have been associated or involved in this drug resistance platinum-

based cancer treatment in oncological patients.

At this regard, in lung cancer several genetic and epigenetic aberrations have been
described, highlight DNA methylation and histone code modifications, as well as, long non-
coding RNAs (IncRNAs) some of them involved in writing and reading mechanisms of the
histone code and chromatin remodeling mechanisms, whose function through oncologic

treatments and chemoresistance phenomena remains to be elucidated.

Based on that, in the present study a set of IncRNAs some of which overexpressed in several
types of cancer of epithelial origin including cervical cancer and lung cancer, were selected.
However is unknown it's involving in long-term adaptation chemoresistance process in front
to cisplatin treatment. Therefore, at this study inducible chemoresistant cellular models from
cervical cancer cells and lung cancer cells, were generated, in addition, the expression of
cancer stem-like cell markers were evaluated and finally the expression of a profile of nine

IncRNAs, was evaluated.

Our findings suggest that a INcRNA expression profile and expression level were inducible
and modulated through an adaptive process by in vitro cultures 4, 6, 8, and 12 months, using
lung cancer and cervical cancer cells in front to cisplatin. Highlighting such as the UCA1 and
Sox20T induction is involved in lung cancer chemoresistance mechanisms, meanwhile in
cervical cancer it was quantified a UCA1 inducible and Sox20T decreased expression

pattern, where UCA1 is probably associated with HPV18+ viral infection.

Key words: IncCRNA, lung, uterine cervix, cisplatin.
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2. INTRODUCCION
2.1 CANCER

El cancer es un grupo de enfermedades que se caracteriza por la division celular no
controlada y la propagacion de células anormales, los factores de riesgo externos
asociados al cancer son: el tabaco, infecciones por diversos organismos y una dieta
no saludable, mientras los factores de riesgo internos son: mutaciones genéticas,
hormonas y condiciones inmunoldgicas'. El cancer se encuentra dentro de las
principales causas de muerte a nivel mundial, los tratamientos son: cirugia,
radiacién, quimioterapia, terapia hormonal, inmunoterapia y en algunos casos
terapia dirigida, el objetivo del tratamiento es la cura o prolongar la vida de los

pacientes con enfermedad avanzada?.

2.1.1. TUMORES (NEOPLASIAS MALIGNAS) DE ORIGEN EPITELIAL

Los carcinomas se originan a partir de tejidos epiteliales como la piel, también
cubren y delinean todos los 6rganos dentro del cuerpo y cavidades. Los carcinomas
son el tipo de cancer mas comun, aproximadamente el 85% de los casos de cancer

diagnosticados. Entre los distintos tipos de carcinoma, se encuentran?®:

Carcinoma de células escamosas: comienza en células escamosas, como la piel o

esofago.
Adenocarcinomas: comienzan en células glandulares.

Carcinoma transicional o urotelio: formado de células epiteliales que pueden
hacerse mas grandes o mas pequefias se encuentran en el revestimiento de la

vejiga, uréteres y en parte de los rifiones.

Carcinoma Basal: son formas de cancer que se originan en la capa mas profunda

del epitelio.

2.1.2. CANCER CERVICOUTERINO
CLASIFICACION ETAPAS
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A principios de los afnos 70 Harald zur Hausen postuldé por primera vez que la
infeccion persistente con el Virus de Papiloma Humano (VPH) promueve el
desarrollo del cancer cervicouterino,ocupando actualmente el segundo lugar en

incidencia y mortalidad en paises en vias de desarrollo. 4

El diagndstico en cancer de cérvix se realiza mediante estudio histopatoldgico
derivado de una biopsia dirigida, ya sea mediante colposcopia 0 mediante toma
directa, si es que el tumor es visible. La estadificacion se lleva a cabo utilizando la
ultima modificacién de la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia
(FIGO) en el aiio 2012, la cual se muestra en la tabla 1°.

Tabla 1. Clasificacion de acuerdo a estudios clinicos en cancer de cérvix (FIGO,
2012)

ETAPA CARACTERISTICAS

| Carcinoma estrictamente limitado al cuello uterino

Identificado sélo microscopicamente. La invasion se limita a la invasion del
1A estroma medida con una profundidad maxima de 5 mm (es decir 56 mm) y no

mayor de 7 mm (es decir <7 mm).

1A1 Medida de invasion del estroma <3 mm de profundidad y <7 mm de diametro

A2 Medida de invasion del estroma> 3 mm pero <5 mm de profundidad y <7 mm
de diametro

IB1 Lesiones clinicas <4 cm en su dimension mayor.

IB2 Lesiones clinicas> 4 cm en su dimensiéon mayor.

A Sin participacion parametrial Explicar brevemente el significado

A1 Participacion parametrial obvio. La participacion de los 2/3 superiores de la
vagina, sin invasién del parametrio, < 4 cm en su mayor dimension

A2 Sin participacion parametrial obvio. La participaciéon de los 2/3 superiores de la
vagina, sin invasién del parametrio,> 4 cm en su dimensién mayor

B Complicacion obvia del parametrio, pero no a la pared pélvica.

A Ninguna extension en la pared lateral de la pelvis, pero la participacion del
tercio inferior de la vagina.

nB Extension a la pared pélvica o hidronefrosis o rindn con ausencia de funcion

17



IVA Diseminacién de tumor a los érganos pélvicos adyacentes.

VB Propagado a érganos distantes.

TRATAMIENTOS

Los tratamientos seran normados de acuerdo al estadio clinico (EC), el tratamiento
para pacientes con EC tempranas el tratamiento ideal es el quirurgico. Para
pacientes con EC IA1 los tratamientos van desde conizacién (entre paréntesis
indicar brvemente en qué consiste) hasta histerectomia y se obtiene una curacion
del 99-100%, en el caso de IA2-IB1 el tratamiento es histerectomia radical y la
curacion llega a ser del 85-90%. Las recurrencias en estas pacientes es del 10% a
25%, las cuales se presentan hasta en el 64% en los primeros dos afos (6,8-14), y
los sitios de presentacion de recurrencias son: en la pelvis (60%), en la pelvis y a
distancia (20%) y solamente a distancia (20%). El tratamiento establecido para las
etapas localmente avanzadas (IB2 - [IA2 - IVA) es la quimio-radioterapia
concomitante, y EC IVB el tratamiento con quimioterapia sistémica es el indicado
(Tabla 2)3.

Tabla 2. Eleccion de tratamiento oncolégico de acuerdo a la estadio clinico en
cancer de cervix.

Etapa Tratamiento
IA2-1B1 Histerectomia.
[I1B-111B Tratamiento neoadyuvante con quimioterapia.

IB2, IIA2, IVA | Quimio-radioterapia concomitante.

IVB quimioterapia sistémica.

* Quimioterapia con Cisplatino, Carboplatino y Paclitaxel.

2.1.3. CANCER PULMONAR
El cancer de pulmén es la primer causa de muerte en hombres y el segundo en
mujeres a nivel mundial, con un estimado de 1.6 millones de muertes en el 20125,

El tabaquismo es el principal factor de riesgo y representa aproximadamente el 80%
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de las muertes por cancer de pulmén en hombres y el 50% en mujeres a nivel
mundial, otro factor es la contaminacion del aire, ademas la susceptibilidad genética

juega un papel que contribuye al desarrollo de la enfermedad a edad temprana*

CLASIFICACION ETAPAS

El cancer de pulmdn o carcinoma broncogénico se divide, para su estudio y

tratamiento, en dos grandes grupos:

e Carcinoma de células pequefas.

e Carcinoma de células no pequefas: carcinoma escamoso, adenocarcinoma,
carcinoma de células grandes y carcinomas combinados, con sus diferentes
grados de diferenciacion.

Cerca del 85 — 90% de los casos de cancer de pulmén son de células no

pequefas, mientras que del 10-15% son de células pequefias

6-

Para la estadificacion del cancer de pulmon se utiliza el sistema TNM acordada por
la Unidn Internacional Contra el Cancer (UICC) la clasificacion por estadios se

muestra en la Tabla 3 7.

Tabla 3. Clasificacion de la estadificacion del cancer de pulmén (UICC, 1997).

ETAPA CARACTERISTICAS
0 Carcinoma in situ.
A Tumor tres centimetros de diametro mayor. Libre de metastasis ganglionares
regionales. No se detectan metastasis a distancia.
Tumor con cualquiera de los datos siguientes:
* > 3 cm de diametro mayor.
* Afectacion de bronquio principal, pero a 2 cm o mas de carina traqueal o
IB principal.

* Invasion de pleura visceral.
* Atelectasia o neumonitis obstructiva que llega al hilio y que no afecta a todo

el pulmon.
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Sin metastasis ganglionares regionales. No se detectan metastasis a distancia.

Tumor < 3 cm de diametro mayor, rodeado de pulmén o pleura visceral libre de

signos broncoscopicos de invasion mas proximal que el bronquio lobular.

1A Metastasis en ganglios peribronquiales y/o hilares o laterales, incluida la
extension directa. No se detectan metastasis a distancia.
Tumor de cualquier tamanio:
* Que invade directamente cualquiera de lo siguiente: pared toracica (incluido
el surco superior), diafragma, pleura mediastinica o pericardio parietal. Libre de
metastasis ganglionares regionales. No se detectan metastasis a distancia.

IiIB O « > 3 cm de diametro mayor.
» Afectacion de bronquio principal, pero a 2 cm o mas de carina traqueal o
principal.
Metastasis en los ganglios peribronquiales y/o hilares ipsolaterales, incluida la
extension directa. No se detectan metastasis a distancia.
Tumor de cualquier tamano:

A * que invade directamente cualquiera de lo siguiente: pared toracica (incluido
el surco superior), diafragma, pleura mediastinica o pericardio parietal.
Tumor de cualquier tamafo que:
* Invade cualquiera de lo siguiente: mediastino, corazén, grandes vasos,
traquea, esodfago, cuerpo vertebral, carina; nddulos tumorales separados del
tumor primario en el mismo Iébulo; tumor con derrame pleural o pericardico
maligno.

B * Metastasis en ganglios mediastinicos ipsolaterales y/o subcarinales. No se
detectan metastasis a distancia.
* O Metastasis en ganglios peribronquiales y/o hilares ipsolaterales, incluida la
extension directa. Metastasis en los ganglios mediastinicos ipsolaterales y/o
subcarinales. Con metastasis en los ganglios mediastinicos contralaterales,
hilares contralaterales, escalénicos o supraclaviculares (ipsolaterales o
contralaterales). No se detectan metastasis a distancia.

v Cualquier caracteristica de las antes mencionadas. Metastasis a distancia.

Incluye nédulo tumoral en otro I6bulo, diferente del tumor primario.
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ESQUEMAS TERAPEUTICOS

Para cancer de pulmén en estadios |, Il y llIA se recomienda intervencion quirurgica
como tratamiento estandar, para carcinoma de células pequenas en el caso de
enfermedad extendida la terapia que se recomienda como opcidén de consenso es
la quimioterapia paliativa; en el caso de carcinoma de células no pequenas los
pacientes en estadio | en los pacientes inoperables debe considerarse tratamiento
con radioterapia radical y en caso de enfermedad extendida las combinaciones de
farmacos sugeridas son cisplatino o carboplatino y etopdsido. El cancer de pulmén
de células no pequefias es el mas comun, las terapias que se aplican de acuerdo a

las etapas se muestra en la tabla 3.

Tabla 4. Esquemas de tratamiento de acuerdo a estadio en cancer de pulmon.

Etapa Tratamiento

| En pacientes inoperables debe considerarse radioterapia radical.

El tratamiento posquirdrgico con quimioterapia basada en cisplatino debe
[l considerarse en aquellos casos que presenten una buena situacion

funcional.

En pacientes operables: quimioterapia prequirurgica y la quimioterapia-
" radioterapia prequirurgica con valoracién post-quirurgica.
En pacientes no operables, la combinacién de quimioterapia y

radioterapia radical

N En pacientes en estadio 1V, con estado funcional 0 y 1, se recomienda la

quimioterapia.

* La quimioterapia debe incluir cisplatino (o carboplatino como segunda eleccién) en

combinacion con otro farmaco activo: vinorelbina, gemcitabina, paclitaxel y docetaxel.

2.2. EPIDEMIOLOGIA
El cancer de pulmén es el tipo de cancer con mayor incidencia y mortalidad en
hombres; mientras que en mujeres el cancer de cérvix ocupa el segundo lugar

después del de mama en México. 8
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Figura 1. Incidencia y mortalidad en paises en vias de desarrollo. Tasa de incidencia 'y
mortalidad por cada 100,000 habitantes por ano a nivel mundial en paises en vias de
desarrollo en hombres (A) y mujeres (B). Tomado de GLOBOCAN 2012,
http://globocan.iarc.fr/ (Consultado en Junio de 2015).

2.3. MECANISMOS DE ACCION DEL CISPLATINO.

El cisplatino (cis-diaminodicloroplatino) se activa mediante una serie de reacciones
acuosas en las que se reemplazan los enlaces cloro-cis con moléculas de agua, la
molécula hidratada es altamente reactiva, sin embargo cuando el cisplatino entra a
las células es potencialmente vulnerable a la inactivacion citoplasmatica con
muchos nucledfilos enddgenos como glutation (GSH), la metionina, la
metalotioneina, y proteinas®. La citotoxicidad del cisplatino se atribuye
principalmente a su interaccion con sitios N7-nucleofilicos de las purinas en el ADN
para formar entrecruzamientos intercatenarios DNA-proteina, DNA-DNA (entre
cadenas) e intracatenarios'®. Los mecanismos de citotoxicidad de cisplatino se

resumen en la Figura 2.

2.3.1. Aductos y reconocimiento de dano en el DNA.

En su mayoria los entrecruzamientos intracatenarios en el DNA son ApG y GpG.
Existen cerca de veinte proteinas que pueden reconocer aductos en el DNA,
ejemplo de estas proteinas son hMSH2 y MutS que forman parte del complejo de
reparacion de mismatch, por otro lado las proteinas de reconocimiento de dafo al
DNA activan vias que permiten la apoptosis'!, otro mecanismo es que los aductos
en el DNA secuestran proteinas involucradas en la transcripcion como: hUBF vy
TBP'2,
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2.3.2. Activacion de puntos de control en el ciclo celular. El
dafo al DNA producido por el cisplatino activa diversas vias entre las que se
encuentran la activaciéon de los puntos de control dentro del ciclo celular, los cuales
inducen temporalmente el arresto en la fase S, seguido de la inhibicidn de la quinasa
dependiente de ciclina 1 A o B para afectar una detencién duradera en la fase
G2/M'2. Una vez que hay dafio al DNA es necesaria la activacion de mecanismo de
reparacion para la escision de nucleotidos (NER), para remover lo aductos y
promover la sobrevivencia celular, de lo contrario, la célula sufrird apoptosis'3. Este

proceso esta intimamente ligado con la molécula p53.2.3.1.4.

2.3.3. Activacion de P53 y MAPK.

Para que se lleve a cabo la activacion de p53, es necesario que se activen las
quinasas involucradas en la activacion del punto de control, llamadas ATM (ataxia
telangiectasia mutada) y ATR (proteina ATM y Rad3), generalmente con el
cisplatino se activa la quinasa ATR, la cual fosforila a p53 en la serina-15 para
activar la proteina’, ATR también media la fosforilacion de p53 por otras proteinas,
por ejemplo CHK1 fosforila a p53 en la serina-20'°. Se ha reportado que los tres
miembros de las MAPK se activan después de la exposicidén a cisplatino y se ha
sugerido que la activacion de ERK es critica para inducir la apoptosis. Sin embargo
en otros reportes de observa que la activacion de ERK y JNK por la exposicion a
cisplatino antagoniza la apoptosis, se ha propuesto que ambos efectos son posibles

dependiendo del contexto celular y de la extension del daifio al DNA'S,

2.3.4. Induccién de apoptosis.

La apoptosis se induce cuando el dafio al DNA excede el limite y no puede ser
reparado, se inicia el proceso de apoptosis, este proceso comienza con la
translocacion de la proteina pro-apoptética Bax del citosol a la mitocondria inducida
por el cisplatino, donde se activa la via de caspasa 9- caspasa 3. Para que la
apoptosis ocurra Bax debe incrementar en relacion a su contraparte Bcl-2 (proteina
anti-apoptdtica)’®.
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2.4. HETEROGENEIDAD TUMORAL

Se han propuesto diez “hallmarks” que son capacidades distintivas del cancer que
permiten el crecimiento, tumoral y diseminacién metastasica, entre las que se
encuentran: la proliferacion sostenida, desregulacion energética, evasion de
supresores de crecimiento, evasion de la respuesta inmune, inmortalidad
replicativa, inflamacion, activaciéon de invasién y metastasis, angiogénesis,
inestabilidad gendmica y evasion de la muerte celular. Los tratamientos dirigidos se
pueden clasificar de acuerdo a sus efectos en las capacidades “hallmarks” (Figura
3A), sin embargo la respuesta clinica es generalmente transitoria siendo seguida
por la recurrencia, se ha observado que en respuesta a la terapia las células de
cancer utilizan distintos mecanismos para seguir teniendo capacidades “hallmark”
particulares’’, lo cual responde a la existencia de la heterogeneidad tumoral, y en
ese sentido la quimioterapia actua como una presion selectiva favoreciendo las
clonas resistentes.A partir de estas observaciones, se han propuesto dos modelos
que podrian estar participando en la resistencia a terapia, el modelo estocastico y

el modelo jerarquico (Ver Figura 3B y C).

En el modelo estocastico poblaciones celulares que conforman el tumor tienen la
capacidad de modular o adaptar su resistencia o bien responder con base en su
resistencia intrinseca (Figura 3B), mientras que en el modelo jerarquico apoya la
hipétesis donde una pequefia subpoblacion celular con caracteristicas tipo troncales
(Figura 3C), se caracterizan por su habilidad para formar tumores, auto-renovarse,
asi como mayor capacidad proliferativa, ademas pueden dar origen a tumores con
alta potencial invasor y metastasico; asi mismo se han asociado con la resistencia

a terapia en diversos tumores'®
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Figura 3. Hallmarks of cancer y modelos de quimioresisencia. A) Hallmarks del cancer
y esquemas de terapias blanco asociadas capacidades a hallmarks del cancer. Tomado y
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adaptado de Hanahan, D., y Weinberg, R. A. 2011. B) Modelo estocastico en la resistencia
a terapia. C) Modelo jerarquico en resistencia a terapia. Tomado y adaptado de Crea, F., et
al., 2011.

3. ANTECEDENTES

3.1 QUIMIORRESISTENCIA

Aun con los avances en los tratamientos para el cancer, la quimioterapia continua
siendo un componente importante del tratamiento para el cancer, sin embargo la
resistencia del tumor a quimioterapéuticos es comun y en cancer metastasico el
90% de las veces la terapia falla'. En pacientes con cancer de cérvix en etapas
tempranas después del tratamiento quirdrgico se obtiene una curacion del 99% al
100%, mientras que para las pacientes en etapa IA y IB la recurrencia es del 10% a
25 % y en el 64% de los casos se presentan en los primeros dos afos. El tratamiento
establecido para las etapas localmente avanzadas (IB2 - IIA2 — IVA) es la quimio-
radioterapia concomitante, siendo el cisplatino el agente radio-sensiblizador mas
utilizado, el tratamiento concomitante de cisplatino y radioterapia presenta mejores
resultados tanto en control de la enfermedad con una reduccion del riesgo de
recurrencia entre el 30 y 50% en comparacion con radio-terapia Unicamente3. Esta
informacion sugiere que dentro de los factores de recurrencia podrian participar los

mecanismos de resistencia molecular a cisplatino.

En el caso del cancer de pulmon el porcentaje de sobre vida a 5 afos en pacientes
en etapa | es del 75%, en etapa Il es del 35%, en etapa lll es del 15% y en etapa

IV es menor al 5%.2°

3. 1. 2. MECANISMOS DE QUIMIORRESISTENCIA FRENTE A CISPLATINO.

El cis-Diamminodicloroplatino (ll) (cisplatino o cis-DDP) es un agente
quimioterapéutico ampliamente utilizado exhibe una actividad antitumoral
significativa contra distintos tipos de cancer entre los que se encuentran el cancer
de cérvix y cancer de pulmédn, sin embargo la principal limitacién en el uso del

cisplatino contra el cancer es la alta incidencia en la quimiorresistencia.?’
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Existen diversos mecanismos asociados a la resistencia a terapia, algunas de las
moléculas involucradas en la quimiorresistencia, son marcadores del inmuno-

fenotipo troncal del cancer, lo cual concuerda con el modelo jerarquico?.

En cancer de cérvix, entre los marcadores de troncalidad asociados a la
quimiorresistencia identificados hasta el momento destacan: ALDH1, SOX2, Bcrp1,
CD133, CD44, CD49f, CK17, Oct423

Mientras que los marcadores de troncalidad asociados a quimiorresistencia
reportados en cancer de pulmoén destacan: ABCG2, CD133, CD44, ALDH, SOX2 y
Oct4?,

Al respecto ABCG2 es un gen lozalizado en el locus 4922, que a diferencia de otros
transportadores ABC que usualmente se expresan en la membranas celulares,

ABCG?2 se localiza predominantemente en la membrana plasmatica?®.

Los mecanismos de regulacion molecular de ABCG2 permanecen no del todo
descritos, sin embargo se han identificado elementos de respuesta a estrogenos en
el promotor de ABCG2, otras hormonas que también estimulan la expresién de
ABCG?2 son la progesterona y la prolactina 2ABCG2 es uno de los transportadores
mas importantes en la resistencia a multiples farmacos y muchos de los sustratos

de ABCG2 son farmacos comunmente utilizados en la terapia para el cancer?’

La proteina Oct4 u Oct3/4 también conocida como Pou5f1 es un factor de
transcripcion se ha encontrado en ovocitos, en embriones de ratén preimplantados,
en el ectodermo de la gastrula (pero no en otras capas germinales) y células
germinales primordiales, asi como en las células madre embrionarias pero no en
sus hijas diferenciadas, se ha sugerido que es un gen requerido para la
totipotencialidad. En cancer se ha observado la expresion de Oct4 en algunas
células, pero no en tejido normal?8. En quimiorresistencia se ha sugerido que Oct4
regula positivamente a TCL1 que consecuentemente deriva en la activacién de AKT
y de esta manera tener un efecto anti-apoptoético, una via alterna es la de Oct4-
TCL1-AKT-ABCG2, lo cual también resultaria en el incremento de la

quimiorresistencia’’.
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La glicoproteina CD44 que tiene actividad de receptor “homing” de leucocitos, tiene
distintas variantes, actua como un factor de remodelacién de tejido regulando la
adhesion de la matriz extracelular de célula a célula y la migracion celular. Este
antigeno se ha utilizado como marcador de células troncales del cancer, en cancer

de mama, ovario, colon, pancreas y cabeza y cuello?*.

El papel de CD44 en resistencia a terapia no ha sido del todo descrita sin embargo
se ha establecido el mecanismo mediante el cual CD44 participa en la resistencia a
tratamiento mediante la regulacién positiva de MDR12°, en otros reportes se ha

asociado a la quimiorresistencia mediante la regulacion de positiva de Bcl-xL°.

ALDH pertenece a la superfamilia de proteinas que comprende un grupo de enzimas
que metaboliza una gran variedad de aldehidos enddgenos y exdgenos se ha
detectado su expresion de células troncales normales y de cancer en mama vy
colon?4. El retinol y sus derivados juegan un papel importante en el crecimiento,
diferenciacion y apoptosis celular, son utilizados en distintos tratamientos, también
es utilizado para mejorar la respuesta a la quimioterapia, el retinol es oxidado por la

ALDH en un proceso irreversible®!.

3.2. RNAs NO CODIFICANTES

Los RNAs no codificantes son RNAs que son transcritos, pero no se traducen a una
proteina, sin embargo, regulan expresion de otros genes. Los RNAs no codificantes
se dividen en dos grandes grupos: RNAs no codificantes pequefios y RNAs no

codificantes largos.

3. 2.1. RNAs no codificantes pequenos.

Los RNAs no codificantes pequefios, son RNAs menores a 200 nucledtidos. Muchos
de los RNAs no codificantes pequefios se asocian a proteinas para formar
complejos ribo-nucloeproteicos, los cuales se clasifican en distintos tipos de

acuerdo a su funcion:3':32 entre ellos:
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e miRNAs (microRNA’s): Son RNAs de cadena sencilla que se doblan para
formar un RNA de doble cadena y después de ser procesados se unen al
complejo RISC para regular la traduccién mediante el mMRNA.

¢ siRNA (snmRNA): Son RNAs que regulan a genes especificos mediante una
secuencia complementaria, esta regulacién es postranscripcional.

e PiRNAs: Interactuan con las proteinas PIWI para la regulacion de la
cromatina y el silenciamiento de transposones. Los Scan RNAs son un tipo
de piRNAs.

¢ snRNAs: incluyen RNAs del spliceosoma,

¢ snoRNAs: Estan involucrados en la modificacion de RNA ribosomal

o StRNA: RNA pequefo temporal por ejemplo: lin-4 y let-7 Caenorhabditis

elegans.

3.2.1.1. miRNAs en cancer y quimiorresistencia.
Al respecto, recientemente diversos miRNAs han sido identificados asociados a

eventos de quimiorresistencia frente a diversos esquemas farmaco-oncoldgicos.

Entre ellos, la expresion de mir-125b involucrado como marcador predictivo de
quimiorresistencia en cancer de mama33, mir-298 asociado con resistencia al
tratamiento por doxorubicina (Adriamicina) en cancer de mama3*; mientras que mir-
221 en pacientes con cancer de mama, bajo esquemas de quimioterapia

adyuvante®.

En contraste, otros miRNAs se han reportado asociados con reversion de
quimiorresistencia frente al tratamiento por taxoles (Docetaxel), tales como mir-100b
y mir-200b, entre otro tipo de tumores de origen epitelial, como en adenocarcinomas

pulmonares?®®37. Asi como mir-22 en lineas celulares de cancer de colon y recto®.

3. 2. 2. RNAs no codificantes largos (IncRNA).
3.2.2.1 Caracteristicas de IncRNAs.
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Los RNAs no codificantes largos (IncRNAs) son aquellos mayores a 200
nucleotidos. Esta clase de RNAs incluye ncRNAs intergénicos, pseudogenes y
muchos RNAs antisentido, la mayoria de los IncRNAs son transcritos por la RNA
polimerasa I, sufren la adicion de la CAP en el extremo 5°, sufren splicing y estan
poliadenilados como los mMRNAs??, sélo una minoria de este grupo es transcrita por

la RNA polimerasa 1140,

Algunos de los criterios utilizados para diferenciar entre los INcRNAs y mRNAs son
la longitud del marco de lectura abierto. El consorcio FANTOM utiliza un punto de
corte de 300 ntds para ayudar a identificar mRNAs, sin embargo, hay algunos
IncRNAs que se han confundido con RNAs codificantes, como Xist que tiene un
marco de lectura abierto de 298 nucledtidos, por otra parte con un punto de corte
de 300 ntds*', las proteinas menores a 100 amino acidos en tamafo podrian ser
clasificados como ncRNAs de manera incorrecta®?. Otro criterio utilizado para
diferenciar a los IncRNAs de los mRNAs es si el marco de lectura abierta es

conservado, esta es una caracteristica de mRNAs.43

En la actualidad existen diversas herramientas para evaluar el potencial codificante
de un transcrito que toman en cuenta tanto la longitud del marco de lectura abierto

como el hecho de que este conservado**.

Se han asociado con funciones regulatorias tanto de genes codificantes como de
otros no codificantes. Recientemente se han descrito 111, 685 IncRNAs de 23,000

que se estima existen y solo el 9% (9,625 IncRNAs) ha sido caracterizado*®.

Los IncRNAs tienen funciones a nivel transcripcional y postranscripcional. Algunas

de sus funciones postranscripcionales son las siguientes:

Las funciones transcripcionales de los IncRNAs se clasifican en cuatro arquetipos:

sefalizacion, guia, sefiuelo y andamiaje.

Senalizacion. En este arquetipo el IncRNA funciona como sefial en diversos

procesos bioldgicos?.

Un ejemplo de este arquetipo es Xist, la transcripcion de este INcCRNA sirve de senal

para la inactivacién de algunas regiones del uno de los cromosomas X en las
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hembras, Xist es activado por una proteina llamada Jpx, mientras que e el
cromosoma X que permanecera activo Xist es inhibido por otro IncRNA llamado

Tsix47.

Guia. En este arquetipo el IncRNA funciona reclutando remodeladores de la

cromatina hacia un locus especifico, esta funcion puede ser en cis o en trans?*®,

Un ejemplo de IncRNA que tiene la funcién de guia en cis es HOTTIP, es cual es un
RNA que se transcribe en el extremo 5°del locus HOXA, se une al complejo
WDRS5/MLL promoviendo la marca de histonas H3K4me3 y la transcripcion en el
locus HOXA (Ver Figura 4)*.

Senuelo. Esta funcion se lleva a cabo cuando un IncRNA se une a la proteina blanco

y de esta manera evita que dicha proteina realice su funcion?6.

El IncRNA PANDA tiene la funcidén de sefiuelo, este INcRNA es inducido de manera
dependiente de p53, PANDA se expresa en respuesta a dafio a DNA e interactua
con el factor en NF-YA para limitar la expresion de genes pro-apoptéticos, la
delecién de PANDA en fibroblastos humanos ocasiona que los fibroblastos sean

mas sensibles a apoptosis después de ser expuestos a doxorrubicina®®.

Andamiaje. En este arquetipo el IncRNA sirve de puente entre dos distintos
complejos remodeladores de la cromatina, para establecer distintas marcas de

histonas en un locus“®.

HOTAIR es un IncRNA que tiene la funcién de andamiaje, este INcRNA se une a
dos distintos complejos remodeladores de la cromatina, en el extremo 5'se une a
PRC2, mientras que en el extremo 3'se une al complejo LSD1/CoREST/REST,
proporcionando superficies de unién para ensamblar las enzimas que modificaran
las histonas, en este caso ambos complejos remodeladores establecen marcas de
histonas de represién, el complejo PRC2 promueve la marca H3K27me3 y el
complejo LSD1/CoREST/REST que promueve la desmetilacion de la marca
H3K4me272.

La regulacion postranscripcional mediada por INcRNAs se resume en la figura 4E)

y puede ser de la siguiente manera®:
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. Regulacion de del splicing alternativo, un ejemplo de este tipo de regulacién
es MALAT1, ya que influencia la distribucion de proteinas SR.

Protegiendo el mRNAs. El IncRNA se hibrida con el mRNA y previene el
decaimiento del mensajero.
. Decaimiento para mRNAs. Se promueve el decaimiento del mensajero
mediante, la union del IncRNA a la proteina STAU1.
. Represidon de la traduccién. Reprime la traduccion mediante la unién
complementaria del IncRNA al mRNA y el reclutamiento de los represores
traduccionales Rck and Fmrp.
. Activacion de la traduccién. El IncRNA se une al mensajero y ayuda a
reclutar ribosomas.
. RNAs esponja: el IncRNA se une a la secuencia semilla del miRNA blanco y

evita que realice su funcion.

B.
SENALIZACION

D.
ANDAMIAJE

IncRNA
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Figura 4. Arquetipos funcionales de IncRNAs y regulacion postranscripcional. A)
Arquetipo de guia. B) Arquetipo de senalizacion. C) Arquetipo de sefiuelo. D) Arquetipo de
andamiaje. E) regulacion postranscripcional mediada por IncRNAs (Inciso E tomado de
Yoon, J. H.,, et, al., 2013).

3.2.2.1. LncRNAs asociados a cancer
Los IncRNAs han sido asociados diversos procesos biologicos, entre los cuales se

encuentra el cancer.

Se ha descrito el perfil in silico del transcriptoma de INcRNA en cancer, con base en
el analisis de 272 librerias de SAGE (Serial Analysis Genome Expression),
registrando 2,649 IncRNA de los cuales se identificaron patrones de expresion
aberrante en diversos tipos de cancer, entre ellos: pulmén, mama y cerebro;
destacando: AC058791.1, CTA-55110.1, NCRNA00263, AC080037.2, AC012652.1,
RP11-18C24.6, RP11-238K6.1, y SNHG1; asi como otros previamente reportados
como MALAT; NEAT1, HOTAIR y H19%".
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En 2011 se analizo6 in silico la expresion de IncRNAs de datos obtenidos a partir de
274 librerias de SAGE en 26 tejidos comparando cancer versus tejidos normales,

encontrando alterada la expresion de diversos IncRNAs en cancer.

En el caso de cérvix se ha descrito el perfil de expresién de IncRNAs en tejidos con
distintos grados de neoplasias y tejidos normales, se construyeron cuatro librerias
para evaluar el perfil de expresion de los tejido no neoplasicos, tres para tejidos con
neoplasia intraepitelial cervical grado 1 (CIN1), tres para las neoplasias
intraepiteliales cervicales grado 2 (CIN2) y seis para grado 3 (CIN3), llegando a un
consenso de trece INcRNAs diferencialmente expresados en los tres distintos
grados de neoplasias versus normales, la mayoria de los IncRNAs reportados como
diferencialmente expresados aun no habian sido descritos, sin embargo los
IncRNAs descritos reportados son: MIAT, WWTR1, RUSC1y PVT1%2,

3. 2.2.2. LncRNAs en resistencia a tratamiento oncoldgico

Uno de los primeros INcCRNAs reportados en resistencia a farmacos es H19, el cual
se reportd en resistencia a doxorrubicina en cancer hepatocelular ello mediante la
regulacion positiva de MDR1. Mientras que CUDR (UCA1) es otro IncRNA reportado
en quimiorresistencia, el cual ha sido descrito sobreexpresado en cancer de vejiga,
ademas se ha reportado su participacion en la resistencia a doxorrubicina®® y
cisplatino esta ultima mediante la regulacion a la alta de Wnt6.Recientemente se
reportd la regulacion a la baja de p21 mediada por HOTAIR en resistencia a
cisplatino en NSCLC®, esta asociacion entre p21 y HOTAIR se ha reportado

asociada a radio-resistencia en cancer de cérvix®>.
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4. JUSTIFICACION

El cancer de pulmdn y cancer de cérvix ocupan los primeros lugares en incidencia
y mortalidad en paises en vias de desarrollo, asi como en paises desarrollados a
nivel mundial. A pesar de los avances en el tratamiento oncoldgico con respuesta
adecuada en estapas iniciales del tratamiento en los pacientes, uno de los
principales obstaculos resulta en la persistencia del fenémeno de resistencia a
farmacos oncoldgicos. Al respecto, uno de los probables elementos involucrados se
encuentran representados por mecanismos de regulacidbn epigenética,
recientemente abordado por la participacion de algunos IncRNAs durante el
fendbmeno de quimiorresistencia, por lo que, nuestro grupo de investigacion
enfocado al estudio de mecanismos epigenéticos en cancer y resistencia al
tratamiento, se ha propuesto necesario el estudio e identificacion de IncRNAs en
este proceso de resistencia al tratamiento farmaco-oncolégico, para su posible

explotacion cientifica en la oncologia epitelial.

5. HIPOTESIS
Alteraciones epigenéticas representadas por INcCRNAs en modelos celulares de
cancer pulmonar y cancer de cérvix ocurren como resultado del reto farmacolégico
continuo a cisplatino, el estudio de un perfil de IncRNAs en el proceso de
quimiorresistencia inducible a largo plazo en modelos celulares in vitro permitira
determinar la participacion de un patron de IncRNAs involucrado en los mecanismos

de quimiorresistencia del cancer pulmonar y cancer de cérvix.
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6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL
Identificar alteraciones en la expresion de un perfil de IncRNAs, durante el fenbmeno
de quimiorresistencia inducible a largo plazo en modelos celulares in vitro derivados

de tumores de origen epitelial.

6.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Seleccionar IncRNAs de acuerdo a lo reportado en la literatura.

2. Establecer modelos de quimiorresistencia in vitro basado en cisplatino en

lineas celulares de carcinomas pulmonares y cervicouterino.

3. Analizar el inmuno-fenotipo quimiorresistente tipo troncal de modelos

celulares.

4. lIdentificar cambios en el perfil de expresion de IncRNAs candidatos de
manera comparativa entre modelos celulares quimiorresistentes versus

parentales.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Seleccion de IncRNAs in silico

Para la seleccidn de los INcCRNAs se establecieron tres criterios: el primero consistio
en consultar la literatura sobre INcRNAs desregulados en cancer, el segundo criterio
consisti6 en consultar los reportes que existentes de IncRNA ‘s en
quimiorresistencia y como ultimo criterio, se tom6é en cuenta las funciones

reportadas para dichos INncCRNAs.

7.2. Cultivos celulares in vitro

Las lineas celulares de cérvix (HeLa, Caski) y de pulmén (A549 y A427) fueron
adquiridas en la ATCC (American Type Culture Collection). Las lineas de cérvix
fueron expuestas a tres distintas concentraciones de Cisplatino (1uM, 1.5 uM y 2
MM), mientras que las de pulmén fueron expuestas a sélo a una concentracién de
Cisplatino (5 uM). Todas las lineas celulares fueron cultivadas en medio RPMI 1640
(Gibco, BRL, Grand Island NY) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%

y de gentamicina en una atmosfera a 5% de CO2 con humedad a 37°C.

7.3. Ensayos de quimiorresistencia inducida a largo plazo in vitro

Las concentraciones del farmaco se establecieron tomando en cuenta la morfologia
observada al microscopio, la confluencia celular y la proliferacion mediante el conteo
celular, en base a estos criterios fue que se determind las concentraciones finales

a las cuales fueron expuestas las células a cisplatino.

Las lineas celulares de cancer de cérvix (HeLa y CaSki) fueron expuestas a una
concentracion inicial de 1uM de cisplatino y posteriormente se aislé una fraccion del
cultivo para exponerla a 1.5uM de cisplatino, mientras que para las lineas celulares
de pulmén (A427 y A549) la concentracion inicial fue de 1.5uM de cisplatino,
posteriormente tomando en cuenta los criterios de estabilidad antes mencionados,

se escalaron las concentraciones hasta llegar a una concentracion maxima de 5uM.

7.4. Ensayos de viabilidad celular para determinar quimiorresistencia por
Método de MTS in vitro.

39



Las células fueron sembradas en platos de 96 pozos (3X102 células por pozo) por
triplicado, a las 24hrs se expusieron a un reto farmacologico con distintas
concentraciones de cisplatino (OuM, 5uM, 10uM, 17uM, 30uM, 53uM, 95uM vy
169uM, a las 48 horas se agregaron 20yl de la soluciéon MTS (sigma, MO, USA) y
después de un periodo de 1- 4 horas se leyo la absorbancia a 490nm en cada pozo
utilizando un espectrofotometro (EPOCH) para poder evaluar la viabilidad celular y
obtener la IC50.

7.5. Extraccion de acidos nucleicos.
El RNA total de las lineas celulares fue extraido utilizando TRIZOL (Invitrogen, USA)
y RNeasy Plus Uiversal mini kit (QIAGEN).

7.6. Analisis de expresion génica mediante ensayos por RT-qPCR

Para los ensayos de RT-qPCR, el RNA se retrotranscribié a cDNA a partir de 1ug
de RNA total con el kit High Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosy tipo troncal). El
analisis de RT-qPCR realizado utilizando Light Cycler480 Probes Master y sondas
UPL (ROCHE), todos los protocolos fueron realizados siguiendo las instrucciones
del fabricante. Para ver las condiciones y las secuencias de los oligos utilizados

para analizar la expresién de los distintos INcRNAs ver Tabla suplementaria 1y 2.

7.7. Analisis de expresién de proteina mediante ensayos por
inmunocitoquimica.

Se realizaron arreglos con las lineas celulares (parentales y tratadas) de cérvix y de
pulmén y se realizé inmunocitoquimica para evaluar marcadores (CD133, ABCG2,
CD44, ALDH) asociados a células tipo troncal del cancer. Se realizo
inmunocitoquimica, con las siguientes especificaciones: Titulacion del cuerpo 32
minutos, contraste: hematoxilina 4min, post contraste: bluing. El analisis de las
imagenes se realizd con el programa de Image J mediante los pluggins de
immunoratio e immunomembrane, mediante los cuales se evalua el numero de
células tefidas con diaminobencidina en un total de cinco campos por cada

marcador.
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Las proteinas ABCG2, y CD44 se evaluaron con la herramienta “pluggin”
immunomembrana, el analisis le otorga un valor arbitrario a la expresion de proteina,
tomando en cuenta el numero de membranas positivas e intensidad de la expresion.
La expresion de CD44 en las lineas celulares de pulmén se analiz6 mediante la
herramienta immunomembrana para obtener un analisis representativo. Mientras
que las proteinas ALDH y Oct4 se evalu6 con el programa immunoratio, el cual

otorga un porcentaje a la expresion de acuerdo al numero de células positivas.

7.8. Analisis estadistico.
El analisis estadistico se llevd a cabo utilizando el programa GraphPad Prism 6.0.
Los datos fueron analizados mediante pruebas de t y ANOVA de una via. Los

valores de P<0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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8. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Seleccion de IncRNA's in
silico

Lineas Celulares
Cervix: HelLa y CaSki
Pulmon: A549 y A427

Lineas celulares
parentales y
quimiorresistentes

Tratamientocon
cisplatino.

Ensayos de
viabilidad celular por Extraccion de acidos
MTS vy calculo de nucleicos
IC50

Ensayos de expresion de
IncRNA’s seleccionados in
silico mediante RT-gPCR
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9. RESULTADOS

9.1. Seleccién de IncRNAs

Con el objetivo de seleccionar IncRNAs involucrados en cancer y potencialmente en
mecanismos de quimiorresistencia, se llevo a cabo un analisis bibliografico asociado
con alteraciones en perfiles de expresion de IncRNAs en diferentes neoplasias de
origen epitelial, entre ellas cancer de cérvix y cancer pulmonar, asi mismo se llevo
a cabo analisis in silico y bioinformatico para la identificacion de secuencias para
transcritos de IncRNAs. Para ello, con base en los arquetipos funcionales descritos
a la fecha para IncRNAs fueron tomados en cuenta aquellos IncRNAs cuyo
mecanismo funcional (guia y/o andamiaje) que pudiera estar involucrado en
conducir patrones de expresion genética durante la progresion oncolégica y/o

quimiorresistencia a farmacos de tratamiento de primera linea como cisplatino.

Al respecto, el primer criterio a evaluar consistié en analizar perfiles y niveles de
expresion de IncRNAs reportados en diferentes cohortes de pacientes y/o modelos
celulares in vitro de cancer de origen epitelial, para ello fueron consultados
diferentes reportes, entre ellos los datos depositados del perfil de expresion del
transcriptoma sobre diferentes tipos de cancer mediante la técnica de SAGE (Serial
Analysis of Gene Expression), a través del cual Gibb y cols., en 2011 demostraron
la expresién diferencial de miles de transcritos destacando la sobre-expresion de
los siguientes INcRNAs: MALAT1, H19, NEAT1, SNHGH1, etc., sobre tejidos de 19
tipos de cancer, en contraste con tejido epitelial histologicamente normal'®.
Adicionalmente, Gibb, y cols., en 2012 demostraron el nivel de expresion de INcCRNA
en neoplasias intraepiteliales cervicales (CIN, por sus siglas en inglés). Al respecto
demostraron la presencia de un perfil de expresion diferencial de IncRNAs a lo largo
de la progresion histopatologica de CaCu, destacando trece IncRNAs con mayor
significancia estadistica (tasa de falso descubrimiento Benjamini-Hochberg
corregida P <0,05 y 2 veces 0 mas la expresién diferencial entre normal y CIN) en
términos de su expresion en los distintos grados de CIN, con respecto a tejidos
epiteliales histologicamente normales'® (Tabla 5).
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Basado en lo anterior y en nuestra busqueda informatica fue seleccionado NEAT1
el cual representa un INcRNA de 22.7kb, el cual se ha descrito asociado al arquetipo
funcional de andamiaje para la formacion de los cuerpos subnucleares paraspeckle,
los cuales estan involucrados en la regulacion de la expresion génica mediante la
retencion nuclear de RNA y regulando la tasa transcripcional o dirigiendo el
splicing®®. Asi mismo, NEAT1 ha sido previamente reportado sobre-expresado en

cancer de proéstata, leucemia y cancer de pulmén®’

Por otro lado, Malat1 representa un IncRNA con longitud de 8.7kb, el cual se ha
reportado participando en el mantenimiento de la integridad de las proteinas
paraspeckle y asociado con Suz12%8, |la sobrexpresion de este IncRNA en cancer
se ha reportado en diversos tejidos entre los cuales se encuentran pulmon, rifidn,
glioma, prostata y recientemente en cancer de cérvix asociado con la expresion de

las oncoproteinas E6/E7°°.

Adicionalmente SNHG1 el cual mide 1.1kb, es sobre-expresado en cancer asi
mismo ha sido reportado asociado a cuerpos ribosomales'® Mientras que MIAT
presenta cuatro isoformas de longitud de aproximadamente de 10kb. En ambos
casos, ha sido reportada su inhibicion en neoplasias intraepiteliales cervicales grado

I, grado Il y grado Ill, en contraste de tejido epitelial normal™®.

Por otro lado, el IncRNA PVT1 posee una longitud de 1.7kb, el cual se encuentra
asociado a genes que regulan la formacion de la matriz extracelular. En cancer
hepatocelular y colorectal se ha reportado la sobre-expresion, ademas ha sido

asociado con la expresion del oncogen C-Myc®0. 61,62,

Tabla 5. Sintesis del arquertipo funcional, y blancos génicos de IncRNAs
seleccionados para el presente estudio con base en diferentes reportes, cohortes
de pacientes y/o modelos celulares derivados de tumores de origen epitelial.
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NEAT1

Andamiaje

Formacion de los cuerpos
subnucleares paraspeckle

Formacién de los cuerpos
paraspeckle e interaccion

Proteinas paraspeckle

Proteinas paraspeckle
N-cadherina, E.cadherina,
fibronectiona,Zeb1,2,

IncRNA’s con expresidn
alterada en distintos tipos

MALAT1 Guia y andamiaje a0 TR (Gl T MAF;:;,(?, 3, éoo,gllNM'ﬂ de cancerSy:(;IEglitrabajo de
Represor Polycomb 2) ROBO1,ABCA1, CXCLS, :
CCTA.ADAMTS12, BMPER.
Localizado en el citoplasma
SNHG1T e y asociado con ribosomas. 00—
Parece a mantener la
MIAT/RNCR2 e expresionde Oct4 para
mantener a IncRNAs que tiene
pluripotencialidad en ESC. a
expresién alterada en CIN®2
Regula a los genes
i COL4A1, FN1, PAI1, TGFB1,
! Sl involucradosenla

formacion de la matriz C-Myc
extracelular

El segundo criterio tomado para la seleccion de nuevos INcRNAs, fue el analisis de
la funcién (Tabla 6), al respecto fueron seleccionados IncRNAs de importancia
biolégica como Sox20T el cual presenta seis isoformas, todas ellas con longitud
alrededor de 3kb. Sox20T es un IncRNA el cual ha sido asociado con la induccidn
de la expresion de los factores reprogramadores de células troncales como Sox2 y
Oct4 quienes actuan como factores de transcripcion en la pluripotencialidad celular,

ademas se han reportado sobre-expresados en eventos de resistencia a farmacos®®
64

Por ultimo el tercer criterio tomado en cuenta para la seleccién de los IncRNAs fue

su posible asociacion con eventos de resistencia a farmacos oncoldgicos (Tabla 6).

Al respecto, fueron seleccionados tres INcCRNAs previamente reportados asociados
a quimiorresistencia, uno de ellos es UCA1 (RNA Asociado a Carcinoma Epitelial
Urotelial 1), este INCRNA presenta dos isoformas, de 1.4kb y 2.2kb de longitud. Se
ha reportado sobre-expresion en distintos tipos de cancer como gastrico,

hepatocelular, mama y principalmente en cancer de vejiga®, en este Ultimo se ha
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asociado con proliferacién®, también se ha propuesto como biomarcador en la
progresion del cancer de vejiga, al respecto se ha reportado asociado con
resistencia a doxorrubicina mediante la inhibicion de apoptosis y recientemente con

resistencia a cisplatino potenciando la proliferacién celular®’: 68,

Otro IncRNA que ha sido previamente reportado en quimiorresistencia es H19con
longitud de 2.3kb y sobre-expresado en cancer hepatico, cancer de ovario, musculo,
pulmén y vejiga, asi mismo asociado a quimiorresistencia frente a doxorrubicina

mediante la induccion de MDR1 e inhibicion de miRNAs®89.70,

Por ultimo, fue seleccionado HOTAIR (RNA Transcrito Antisentido de HOX)
recientemente asociado a quimiorresistencia, sin embargo ampliamente estudiado
en cancer de mama, el cual presenta tres isoformas con longitud del transcrito
principal de 2.369kb, asi mismo presente en la region intergénica entre HOXC11 y
HOXC12, donde se transcribe con direccion antisentido’'. Se ha reportado
desempefando la funcion de andamiaje, uniéndose a dos distintos complejos
remodeladores de la cromatina, en el extremo 5" al complejo Polycomb-2 (PRC2)
mientras que en el extremo 3" a LSD1/CoREST’?, asi mismo sobre-expresado en
en diversos tipos de cancer entre los que se encuentran, mama, pulmén, y
recientemente sobre-expresado en CaCu, entre otros’®, actualmente se ha
reportado su participacion frente a la resistencia a diversos farmacos como
doxorrubicina, cisplatino, asi como radio-resistencia mediante la regulacién puntos

de control del ciclo celular®* %5,

Tabla 6. Sintesis del arquertipo funcional, y blancos génicos de IncRNAs
seleccionados para el presente estudio con base en diferentes reportes previos de
quimiorresistencia en tumores de origen epitelial.
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SOX20T

UCA1/CUDR

HOTAIR

H19

Probablemente regulacion
dirigida hacia Sox2u
Oct4, individual o
sinérgicamente.

Guia

Isoforma 2,2 kb provocala
resistenciaa la apoptosis
inducida por drogas.

Transcrito intergénico del
locus HOXC, interactta
con proteinas del grupo
PRC2, para reprimir a la

expresion de genes.

Guiay andamiaje

Promueve la proliferacion

Sefiuelo (esponja) celular

Sox2, Octd, EZH2

AKT, AKT3, ARNT2, ATM,
BCR, CDKN2B, CREB,
CRKLEP300, EPAST,
FAS, FGF1,FN1, FZD5,
LAM3, MAOK1, PDGFB,

PRKARZA, SUFU,

PTGS2, TGFB1, WNT5A,

P21y WNT6

HOXAS,
MMP1, MMP3,
MMPS,

PTEN, VEGFA, WIFI,
HER2

HOXD10

P21,P27 efc...

miR-let7,E-cadherina,
BAX, HMGA2, COL2A,
miR200A, mir200By
miR200C, miR-429, miR,
miR-675, COL2A1,
HMGAZ, Vimentina.

Justificacion

IncRNA elegido por su
funcion

IncRNAs asociados a
distintos tipos de cancery
a resistencia a farmacos.

Posteriormente, se disefiaron oligonucleétidos con base en analisis bioinformatico

in silico del contexto gendémico y diferentes isoformas de IncRNAs, con la finalidad

por detectar la expresion de todas las isoformas posibles. Ejemplo de este

procedimiento o estrategia experimental, en figura 5 se muestra el contexto

genomico y distintas isoformas del transcrito de HOTAIR, ampliamente reportados

en cancer y asociado a quimiorresistencia, el cual fue incluido como control de

expresion de IncRNAs en cancer. En figura 6 se muestra el contexto gendmico del

IncRNA UCA1, mientras que en figura 7 se muestra el contexto gendmico del

IncRNA H19 previamente reportados en quimiorresistencia (Ver Secuencias de

oligonucledtidos en Tabla Suplementaria 2).
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HOTAIR
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Go to reference sequence details
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Figura 5. Contexto gendmico e isoformas de HOTAIR. Imagen que representa el
cromosoma y region citogenética donde se localiza HOTAIR, asi como longitud e isoformas
del transcrito de HOTAIR. Tomado de http://www.ncbi.nlm.nih.gov, septiembre 2015

UCA1

Chromosome 19 - NC_000019.10

(15806957 p (15871852
OR10HL 2NF361P UCA] s LOC102724279
L0C105372290 L0C105369202
CYP4F3I6P
~| Genomic regions, transcripts, and products A2

Go to reference sequence details

Genomic Sequence: NC_000019.10 Chromosome 19 Reference GRCh38.p2 Primary Assembly v

Go to nucleotide: Graphics FASTA GenBank
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Genes, NCBI Homo sapiens Annotation Release 107, 2015-03-13
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Figura 6. Contexto genémico de UCA1. Imagen que representa el cromosoma y region
citogenética donde se localiza UCA1, asi como longitud del transcrito. Tomado de Tomado
de http://www.ncbi.nim.nih.gov, septiembre 2015
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H19

Chromosome 11 - NC_000011.10

[1947272 [2161200
HRPL23 INS-IGF2
MRPL23-AS1 HIR4B3
LINCO1219 IGF2
HIRGTS IGF2-RS
Hi9 4
~ Genomic regions, transcripts, and products A7

Go to reference sequence details
Genomic Sequence: NC_000011.10 Chromosome 11 Reference GRCh38 p2 Primary Assembly

Go to nucleotide: Graphics FASTA GenBank

NC_000011.10: 2.0M..2.0M (3.5Kbp) C~ | Find v e - + 6 peTools~ £ | fConfigure P 7 -
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Genes, NCBI Homo sapiens Annotation Release 107, 201

Figura 7. Contexto genémico de H19. Imagen que representa el cromosoma y region
citogenética donde se localiza H19, asi como longitud del transcrito. Tomado de National
Center for Biotechnology Information, 2015. Tomado de htip://www.ncbi.nim.nih.gov,
septiembre 2015

9.2. Induccioén y caracterizacion de modelos celulares quimiorresistentes de

cancer de cérvix y cancer pulmonar

Con la finalidad de evaluar procesos de adaptacién y memoria epigenética a corto
y largo plazo en tumores de origen epitelial, se establecieron modelos celulares de
cancer de cérvix resistentes a ocho meses de exposicion continua a cisplatino
empleando dos concentraciones: 1uM y 1.5uM; en los modelos celulares de cancer
de cérvix HeLa (HPV18) y CaSki (HPV16), posterior a lo cual se evaluaron
diferencias en el perfil y nivel de expresidn de IncRNAs frente a las diferentes
concentraciones de cisplatino a largo plazo, para ello fueron evaluados los tiempos
de seis y ocho meses. En la figura 8A se muestra el proceso inducible de

quimiorresistencia a largo plazo en linea celular HelLa resistente a 1uM, mientras a
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que figura 8B muestra el proceso inducible de quimiorresistencia de linea celular

CaSki resistente a concentracion de 1uM de Cisplatino.
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Figura 8. Grafica de la evolucién en tiempo del modelo quimioresistente inducible en
modelos celulares de cancer de cérvix frente a Cisplatino. A) Grafica en la que se
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muestra un periodo de tiempo de la induccién y el establecimiento del modelo resistente en
la linea celular HeLa a 1uM de Cisplatino. B) Grafica en la que se muestra un periodo de
tiempo de la induccién y el establecimiento del modelo resistente en la linea celular CaSki
a 1uM de Cisplatino. Las fechas en las que se colectaron células para la extraccion de
acidos nucleicos, se indican con un circulo rojo.

Por otra parte, también se establecieron modelos celulares de cancer de pulmén
resistentes a doce meses de exposicion continua a cisplatino frente a
concentraciones de 5uM. En figura 9A se muestra el seguimiento (meses) del del
proceso de induccion del modelo celular resistente a cisplatino en células A-427,
mientras que en figura 9B, se muestra el tiempo de induccidén del modelo celular

resistente a cisplatino en modelo celular de cancer pulmonar A-549.

Cabe mencionar que las concentraciones de cisplatino aplicadas al modelo
inducible de quimioresistencia fueron seleccionadas con base en el analisis de
curvas de viabilidad celular frente a cisplatino, a partir del cual fueron determinadas

las concentraciones de inhibicion 50 (I1C:50).
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Figura 9. Grafica de la evolucién en tiempo del modelo quimioresistente inducible en
modelos celulares de cancer pulmonar frente a cisplatino. A) Grafica en la que se
muestra el periodo de tiempo de induccion y establecimiento del modelo celular resistente
en células A427 frente a 5uM de cCisplatino. B) Grafica que muestra el periodo de
adaptacion y establecimiento del modelo resistente en linea celular de cancer pulmonar

A549 frente a 5uM de cisplatino. Es sefialado el tiempo en meses donde se colectaron
lineas celulares para su analisis de extraccion y expresion, con circulos en rojo.

9.2.1. Calculo de la concentracion inhibitoria 50 (IC50) de Cisplatino para las

lineas celulares parentales y quimiorresistentes

Con el objetivo de demostrar diferencias en el fendbmeno de quimiorresistencia
inducible a largo plazo, fueron realizados ensayos de viabilidad celular mediante
MTS en lineas celulares parentales y quimiorresistentes de cancer de cérvix y
cancer pulmonar. Al respecto se obtuvieron valores de IC50 frente a cisplatino para
determinar la capacidad de quimiorresistencia innata y adquirida entre lineas

celulares parentales y resistentes (inducibles).
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Nuestro analisis de contraste mediante de IC50 de cisplatino obtenida para cada
linea celular de cancer de cérvix HeLa y CaSki parentales permitié determinar que
células CaSki parental poseen IC50 de 33.52uM, de mayor resistencia comparado

con HelLa parental la cual posee IC50 de 16.24uM (Figura 10A).

Mientras que nuestro analisis en HelLa parental (16.2uM) en contraste de HelLa
(inducible) expuesta a 1uM de Cisplatino (HeLa 1uM) mostrd una IC50 de 36.55uM;
mientras que Hela expuesta a 1.5uM (HeLa 1.5uM) fue de 49.58uM (Figura 10B).
Con lo cual, se determiné que el modelo celular HeLa parental es menos resistente
que los modelos celulares quimioresistentes inducibles a largo HeLa 1uM y Hela
1.5uM.

Posteriormente, se determind la IC50 de Cisplatino en CaSki parental (33.52uM) en
contraste de CaSki expuesta a 1 yM de cisplatino (CaSki 1 uM) la cual fue 54.99uM;
mientras que CaSki tratada por 1.5 yM (CaSki 1.5 pM) mostro IC50 de 69.67uM
(Figura 10C). Con lo anterior, se determin6é el éxito del modelo inducible de

quimioresistente a largo plazo en CaSki 1uM y CaSki 1.5uM.

Respecto a lo anterior, nuestros resultados confirmaron el aumento en la capacidad
de quimiorresistencia inducible a largo plazo por Cisplatino en cancer de cérvix y

cancer pulmonar.
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Figura 10. Analisis de la viabilidad celular mediante ensayos de MTS. A) Viabilidad
celular e IC50 de las lineas celulares de cancer de cervicouterino parentales (n=3). B)
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Viabilidad celular e IC50 de HelLa parental, HeLa1uM y HelLa1.5uM (n=2). C) Viabilidad
celular e IC50 de CaSki parental, CaSki 1uM y CaSki 1.5uM (n=2). Se determind que las
lineas celulares HelLa y CaSki expuestas a farmaco son significativamente mas resistentes
que sus respectivas lineas celulares parentales, esto se determind mediante ANOVA
(p=<0.05), asi mismo se indica la desviacion estandar (S.D.) en cada punto de las curvas.

Nuestro analisis de IC50 frente a Cisplatino determino que las lineas celulares de
cancer de pulmon A427 parental y A549 parental fueron de 150.43uM y de 83.48uM,
respectivamente, permitiendo concluir que el modelo celular A-427 parental es mas

resistente que A-549 parental (Figura 11A).

Al comparar la IC50 de A427 parental (150.43uM) con IC50 obtenida para A427
expuesta a 5uM de Cisplatino (347.4uM), asi como la IC50 de A549 parental
(83.484uM) respecto de A549 5uM (301.94uM) (Figura 11B y C), se determin6 que
los modelos celulares inducibles a largo plazo poseen mayor capacidad de

resistencia a cisplatino comparado con modelos celulares parentales.
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Figura 11. Anadlisis de la viabilidad celular mediante ensayos de MTS. A) Viabilidad
celular e IC50 de las lineas parentales de pulmén (n=1). B) Viabilidad celular e IC50 de
A427 parental versus A427 5uM (n=1). C) Viabilidad celular e IC50 de A549 parental versus
A549 5uM(n=1). Se determind que la linea celular A549 expuesta a cisplatino es
significativamente mas resistente que la linea celular parental mediante prueba de t
(p<0.05), asi mismo se indica el error estandar (S.E.) en cada punto de las curvas.

9.2.2. Quimiorresistencia Inducible a Largo Plazo Promueve Cambios

Morfolégicos en Ambos Cancer de Cérvix y Cancer Pulmonar

Con el objeto de evaluar cambios celulares en nuestros modelos quimioresisitentes,
se llevaron a cabo el analisis morfolégico de células parentales y quimiorresistentes
mediante la medicion del diametro celular comparando modelos celulares
parentales y quimiorresistentes mediante el uso de microscopia optica con aumento
final de 40X, se determiné que modelos celulares quimiorresistentes de cancer de
cérvix (HeLa y CaSki) (Figura 12) y cancer de pulmén (A427 y A549) aumentaron
su tamafio significativamente con respecto de las lineas celulares parentales (Figura
13).
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Figura 12. Morfologia celular de las lineas celulares parentales y quimiorresistentes
de cancer de cérvix. A) HelLa parental, B) HeLa 1uM, C) CaSki parental, D) CaSki 1uM.
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Figura 13. Morfologia celular de las lineas celulares parentales y quimiorresistentes
de cancer de pulmén. A) A427 parental B) A427 5uM, C) A549 parental, D) A549 5uM.

El analisis microscopico del diametro en lineas celulares de cancer de cérvix
quimiorresistentes a cisplatino, con respecto a lineas celulares parentales determiné
que en todos los casos el diametro de lineas celulares quimiorresistentes se

incrementd con respecto a su linea celular parental.

Al respecto el diametro de HeLa 1uM en promedio incrementd 0.6 veces, mientras

que su longitud en HelLa 1.5uM aumento 1.1 veces, con respecto a HelLa parental.

Mientras que respecto del CaSki parentales y quimiorresistentes se observo que la
linea CaSki 1uM incrementd 0.5 veces respecto a la parental, mientras que CaSki

1.5uM incrementd su diametro 0.4 veces respecto a la parental.
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En resumen nuestros modelos celulares quimiorresistentes a diferentes
concentraciones de Cisplatino en HelLa y CaSki incrementaron su tamarfo, con

respecto a su linea celular parental (Figura14).
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Figura 14. Analisis del cambio en el diametro celular en lineas celulares de cancer
cervicouterino. Analisis de cambios en longitud celular .A) En grafica se muestra la longitud
de células parentales, con respecto a células quimiorresistentes de cancer de cérvix Hel a.
B) En gréafica se muestra longitud de células parentales, con respecto a quimiorresistentes
de lineas celulares de cancer de cérvix CaSki. Se determind que la longitud del diametro
de lineas celulares HeLa y CaSki expuestas a farmaco es significativamente mayor
comparado con células parentales (Prueba de ANOVA con *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001,
**** P<0.0001). Se indica la desviacion estandar (S.D.) en cada caso.

9.3. Alteraciones en el Inmunofenotipo de Células Tipo Troncal

Quimiorresistentes del Cancer

Se evaluo la expresion a nivel de proteina de cuatro marcadores asociados a células
tumorales quimiorresistentes previamente identificados como posibles marcadores
de células troncales del cancer de cérvix y cancer pulmonar, destacando las
proteinas ABCG2, Oct4, CD44 y ALDH.
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Nuestro analisis de expresion de marcadores nucleares fue realizado sobre
microfotografias obtenidas a partir de ensayos de inmunocitoquimica en lineas
celulares parentales y quimiorresistentes, empleando para ello la aplicacion del
immunoratio dentro del programa image J, el cual nos permitio detectar expresion
de la proteina en el area nuclear, otorgando un valor en porcentaje del nivel de

expresion de proteina.

Mientras que para el caso de las proteinas a nivel de membrana se utilizé la
herramienta llamada immunomembrane del programa de Image J, el cual detecta la
intensidad de la reaccion en membrana celular asignando criterios de valor

numeérico de 0-10 representando la suma de los dos criterios mencionados.

Se analizaron un total de cinco microfotografias (5 campos, 10X) sobre cada modelo
celular tanto parental como quimiorresistente, y se obtuvo la media a partir de
valores obtenidos de microfotografias para cada marcador, ademas del calculo de

su desviacion estandar.

9.3.1. Cambios en la Expresion del Marcador ABCG2 en Lineas Celulares

Quimiorresistentes Inducibles

Con el objeto de evaluar la proteina ABCG2 en modelos celulares parentales y
quimiorresistentes de cancer de ceérvix y cancer de pulmon, se realizaron ensayos
de inmunocitoquimica empleando un anticuerpo dirigido contra ABCG2,
posteriormente se tomaron microfotografias y el analisis de expresion en membrana

fue realizado mediante la aplicacion immunomembrane del programa Image J.

A partir de las microfotografias, se obtuvo la media obtenida a partir de los valores
de expresion de la proteina ABCG2 por cada linea celular quimiorresistente de
cancer de cérvix HelLa, siendo en promedio de 3.2, mientras que en células
parentales no fue detectada su expresion de la proteina (Figura 15), esto permitié
observar que la expresion de la proteina ABCG2 se incrementa en la linea celular

quimiorresistente HeLa sometida a 1uM de cisplatino.
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Figura 15. Analisis de Expresion del Marcador ABCG2 en Lineas Celulares HelLa
Parentales y Quimiorresistente Mediante Inmunocitoquimica. A) y B) Imagen de la
expresion de ABCG2 en Hela parental expresion de ABCG2 en lineas celulares HelLa
parental y HelLa resistente a 1uM de cisplatino. C) Gréfica que representa el indice de
expresion arbitrario de ABCG2. En la grafica se muestran las medias de la linea celular
parental y la linea celular resistente +/- S.D., se determiné aumento en la expresion de la
proteina ABCG2 en células HelLa resistentes con respecto a su linea celular parental
aplicando prueba t de Student (p<0.0001).

Posteriormente se realizo el analisis de la expresion de ABCG2 mediante la toma

de microfotografias obtenidas a partir de lineas celulares parental y
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quimiorresistente a 1uM de CaSki; sin embargo no fue posible detectar niveles de
expresion de la proteina ABCG2 tanto en lineas celulares parental como resistente

a cisplatino (Figura 16).
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Figura 16. Analisis de Expresiéon de ABCG2 en Lineas Celulares CaSki Parentales y
Quimiorresistente Mediante Inmunocitoquimica. A) Imagen del analisis de expresion de
ABCG2 en CaSki parental, B) Imagen del analisis de expresion de ABCG2 en CaSki
resistente a 1uM de cisplatino.

Al realizar el analisis de expresion de la proteina ABCG2 en lineas celulares de
cancer de pulmon se determiné que el modelo celular quimiorresistente A-427, tiene
escasa diferencia en la expresion alcanzando un valor de 5.6, cuyo nivel de
expresion de la proteina respecto a su linea parental con un valor de expresion de
5.8, (Figura 17).
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Figura 17. Anadlisis de Expresion de ABCG2 en Linea Celular A-427 Parental y
Quimiorresistente Inducible Mediante Inmunocitoquimica. A) Imagen del nivel de
expresion de ABCG2 en A-427 parental, B) Imagen del Nivel de Expresion de ABCG2 en
Modelo Celular A-427 Resistente a 5uM de cisplatino. C) Grafica que representa la
expresion de ABCG2 en lineas celulares A427 parental y A427 resistente a 5uM de
cisplatino. En la gréfica se muestran las medias de la linea celular parental y la linea celular
resistente +/- S.D.
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El analisis de microfotografias a partir de inmunocitoquimica en lineas celulares
parental y quimiorresistente mostré escasas diferencias no significativas en la
expresion de la proteina ABCG2 entre células quimiorresistentes con respecto a

células parentales (Figura 18).
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Figura 18. Anadlisis de Expresion de ABCG2 en Lineas Celulares Parentales y
Quimiorresistentes de Cancer de Pulmén A549 Mediante Inmunocitoquimica. A)
Imagen que Representa la Expresion de ABCG2 en A549 parental, B) Expresion de ABCG2
en A549 resistente a 5uM de cisplatino. C) Grafica que Representa el Nivel de Expresién
de ABCG2 en Lineas Celular A549 Parental y A549 Resistente a 5uM de cisplatino. En la
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grafica se muestran las medias de la linea celular parental y la linea celular resistente +/-
S.D.

9.3.2. Alteraciones en la Expresion de Oct 4 en Lineas Celulares

Quimiorresistentes Inducibles

Nuestro analisis para evaluar Oct4 en células parentales y quimiorresistentes en
cancer de ceérvix y cancer de pulmon, se realizé empleando anticuerpo dirigido a Oct
4 y empleo de la herramienta del immunoratio del programa Image J. A partir de los
datos derivados del andlisis de imagen se determind que 0.42% de las células HelLa
parentales expresan Oct4; mientras que en células HeLa quimiorresistentes a 1uM

se detectd un aumento cercano al 16% de células Oct 4 positivas (Figura 19).
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Figura 19. Andlisis de Expresion de Oct4 en Lineas Celulares HeLa Parentales y
Quimiorresistente Mediante Inmunocitoquimica. A) Oct 4 en HelLa parental B) Oct4 en
Hela resistente a 1uM de cisplatino. C) Grafica que representa la expresion de Oct 4 en
las lineas celulares HelLa parental y quimiorresistente. En la grafica se muestran las medias
de la linea celular parental y la linea celular resistente +/- S.D., se determiné aumento en la
expresion de proteina Oct4 en linea celular HelLa resistente con respecto a su parental, con
diferencias estadisticamente significativas aplicando prueba t de Student (p<0.0001).

Adicionalmente en células CaSki se determiné un aumento en la expresion de Oct4
cercanos al 39% en células quimioresistentes a 1uM de cisplatino, en contraste de
su linea celular parental con 3.32%. Esto permitié confirmar el incrementé en la

induccion de la proteina Oct-4 en células resistentes a cisplatino (Figura 20).
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Figura 20. Analisis de Expresion de Oct4 en Linea Celular CaSki Parental y
Quimiorresistente Inducible Mediante Inmunocitoquimica. A) Oct4 en CaSki parental
B) Oct4 en CaSki resistente a 1uM de cisplatino C) Grafica que representa la expresion de
Oct 4 en lineas celulares CaSki parental y quimiorresistente. En la grafica se muestran las
medias de la linea celular parental y la linea celular resistente +/- S.D., se determiné el
aumento en la expresion de Oct4 en células CaSki resistentes con respecto a su linea
celular parental aplicando prueba t de Student (p<0.0001).
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De acuerdo a nuestro analisis en linea celular de cancer pulmonar A-427, se

determiné la falta de cambios estadisticamente significativos en la expresion de

proteina Oct4 entre células parentales cercano a 96% y células quimiorresistentes

con 99.84% de células Oct4 positivos (Figura 21).
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Figura 21. Analisis de Expresiéon de Oct 4 en Lineas Celulares Parentales y
Quimiorresistente de Cancer de Pulmén A427 mediante inmunocitoquimica. A) Oct 4
en A427 parental B) Oct 4 en A427 resistente a 5uM de cisplatino. C) Grafica Que
Representa el Valor Promedio de Expresion de la proteina Oct4 en A427 Parental y
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Quimiorresistente Inducible. En la grafica se muestran las medias de la linea celular
parental y la linea celular resistente +/- S.D.

Adicionalmente, el porcentaje de expresion de la proteina Oct4 obtenido para la
linea celular de cancer de pulmén A549 parental fue de 96.22%, mientras que para
la linea celular quimiorresistente fue de 98.78%, sin embargo no existen diferencias

significativas (Figura 22).
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Figura 22. Analisis de Expresiéon de Oct 4 en Linea Celular A549 Parental y
Quimiorresistente Mediante inmunocitoquimica. A) Oct4 en A549 parental B) Oct4 en
A549 resistente a 5uM de cisplatino. C) Grafica que Representa la Expresion de la proteina
de Oct4 en ambos modelos celulares A549 parental y quimiorresistente inducible. En la
grafica se muestran las medias de la linea celular parental y la linea celular resistente +/-
S.D.

9.3.3 Expresion de CD44 en lineas celulares quimiorresistentes inducibles

Nuestros analisis para evaluar CD44 en modelos celulares parentales vy
quimiorresistentes de cancer de cérvix y cancer de pulmon, mediante el uso de
anticuerpo dirigido a CD44, y empleando la aplicacién immunoratio del programa
Image J, permitio identificar que la linea celular de cancer de cérvix HelLa, CD44 se
expres6 en cerca del 100% de células parentales, mientras que modelo
quimiorresistente no mostré cambios significativos con el 97.5% de células CD44

positivas (Figura 23).
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Figura 23. Analisis de Expresion de CD44 en Lineas Celulares HeLa Parentales y
Quimiorresistente Mediante Inmunocitoquimica. A) CD44 en HelLa parental B) CD44 en
Hela resistente a 1uM de cisplatino. C) Grafica que representa la expresion de la proteina
de CD44 en células Hela parental y quimiorresistente. En la grafica se muestran las medias
de la linea celular parental y la linea celular resistente +/- S.D.

Mientras que nuestro analisis de expresion de la proteina CD44 en linea celular
CaSki parental y quimiorresistente, evidencié cambios en la induccion del modelo
celular quimioresistente a cisplatino con cerca del 81% de células CD44 positivas,
con respecto a su linea celular parental en la cual no fue posible detectar niveles

del expresion (Figura 24).
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Figura 24. Analisis de Expresion de CD44 en Linea Celular CaSki Parental y
Quimiorresistente Mediante Inmunocitoquimica. A) CD44 en CaSki parental B) CD44
en CaSki resistente a 1uM de cisplatino. C) Grafica que representa la expresion de proteina
de CD44 en CaSki parental y quimiorresistente. En la grafica se muestran las medias de la
linea celular parental y la linea celular resistente +/- S.D., se determiné el incremento de la
expresion de la proteina CD44 en la linea celular CaSki resistente con respecto a su linea
celular parental aplicando prueba t de Student (p<0.0001).
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Adicionalmente nuestro analisis de expresion de la proteina CD44 en lineas
celulares parental y quimioresistente de cancer pulmonar A-427, se determind la
falta de diferencias significativas, ya que en ambos grupos de células fueron

cercanas al 100% células CD44 positivas (Figura 25).
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Figura 25. Analisis de Expresion de CD44 en Linea Celular A427 Parental y
Quimiorresistente Mediante Inmunocitoquimica. A) CD44 en Células A427 Parental B)
CD44 en A-427 resistente a 5uM de cisplatino. C) Grafica que Representa la Expresion de
CD44 entre Células A-427 Parental y Quimiorresistente. En la grafica se muestran las
medias de la linea celular parental y la linea celular resistente +/- S.D.
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Nuestro analisis de expresion de la proteina CD44 en la linea celular A549 arrojé
que la expresion de CD44 incremento en la linea celular quimiorresistente (77.7%
de células positivas) respecto a la linea celular parental (24% de células positivas)

(Figura26).
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Figura 26. Analisis de Expresion de CD44 en Linea Celular A-549 Parentales y
Quimiorresistente Mediante Inmunocitoquimica. A) CD44 en A549 parental B) CD44 en
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A549 resistente a 5uM de cisplatino. C) Grafica que Representa la expresion de CD44 en
A549 parental y quimiorresistente. En la grafica se muestran las medias de la linea celular
parental y la linea celular resistente +/- S.D, se determiné el incremento de la expresion de
la proteina CD44 en células A549 resistentes a cisplatino con respecto a su parental
aplicando una prueba t de Student (p<0.0001).

9.3.4. Cambios en la Expresion de ALDH en Células Quimiorresistentes

Inducibles

Para evaluar ALDH en los modelos parentales y quimiorresistentes de cancer de
cérvix y cancer de pulmon, se realizaron ensayos de inmunocitoquimica con un
anticuerpo dirigido a ALDH, posteriormente se tomaron microfotografias y la
expresion de la proteina fue evaluada tomando en cuenta el analisis obtenido con

la aplicacion immunoratio del programa Image J.

Nuestro analisis determiné incremento en la expresion de la proteina ALDH en
modelo celular quimiorresistente con cerca de 14.48% de células positivas, con
respecto a su linea celular parental donde se detecté 5% células ALDH positivas
(Figura. 27).
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Figura 27. Analisis de la Expresion de la Proteina ALDH en Linea Celular HelLa
Parental y Quimiorresistente Mediante Inmunocitoquimica. Expresion de la proteina
ALDH en lineas celulares HelLa parental y quimiorresistente mediante inmunocitoquimica.
A) Expresion de ALDH en Hela parental B) Expresion de ALDH en HelLa resistente a 1uM
de cisplatino. C) Grafica que Representa la expresion de la proteina de ALDH en HelLa
parental y quimiorresistente. En la grafica se muestran las medias de la linea celular
parental y la linea celular resistente +/- S.D., se determiné el incremento de la expresién de
la proteina ALDH en linea celular Hela resistente con respecto a su parental aplicando una
prueba t de Student (p<0.01).

Adicionalmente nuestro andlisis en lineas celulares CaSki parental y
quimiorresistente, identifico aumento en el porcentaje de células ALDH positivas de
89.92%, en contraste de 29.74% de células positivas para ALDH en linea celular

parental (Figura. 28).
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Figura 28. Analisis de Expresion de la Proteina ALDH en Linea Celular CaSki Parental
y Quimiorresistente Mediante Inmunocitoquimica. A) Expresién de ALDH en CaSki
parental B) Expresién de ALDH en CaSki resistente a 1uM de cisplatino. C) Grafica que
Representa la Expresidon de la Proteina de ALDH en CaSki Parental y Quimiorresistente.
En la grafica se muestran las medias de la linea celular parental y la linea celular resistente
+/- S.D., se determind Incremento en la Expresién de ALDH en Linea Celular CaSki
resistente con respecto a su Parental Aplicando Prueba t de Student (p<0.0001).
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Nuestro analisis de expresion de ALDH en linea celular de cancer de pulmon A-427
parental y quimiorresistente, no se detectaron diferencias en la expresién de ALDH,

en ambos casos el porcentaje de células positivas fue cercano 100% (Figura. 29).
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.Figura 29. Analisis de Expresion de ALDH en Lineas Celular A427 Parental y
Quimiorresistente Mediante Inmunocitoquimica. A) Expresién de la proteina ALDH en
Ad27parental. B) Expresion de la proteina ALDH en A427 resistente a 5uM de cisplatino.
C) Grafica que representa la expresion de la proteina ALDH en A427 parental y
quimiorresistente. En grafica se muestran las medias de la linea celular parental y la linea
celular resistente +/- S.D.
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Posteriormente nuestro analisis de expresion de ALDH en las lineas celulares A549

parental y quimiorresistente, arrojé6 que no hay diferencias significativas en la
expresion de ALDH en la linea quimiorresistente (97.2%) respecto la parental

(97.2%) (Figura 30).
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Figura 30. Analisis de Expresion de ALDH en Linea Celular A549 Parental y
Quimiorresistente Mediante Inmunocitoquimica. A) Expresién de la proteina ALDH en
A549 parental. B) Expresién de la proteina ALDH en A549 resistente a 5uM de cisplatino.
C) Gréfica que Representa la expresion de la proteina ALDH en Células A549 parental y
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quimiorresistente. En grafica se muestran las medias de la linea celular parental y la linea
celular resistente +/- S.D.

9.4. Alteraciones en perfil y nivel de expresion de IncRNAs en modelos

celulares de CaCu quimiorresistentes inducibles a largo plazo

En lineas celulares de cancer cervicouterino, fue evaluado el perfil de expresion de
IncRNAs a diferentes tiempos de induccién de resistencia in vitro a cisplatino, por lo
que el perfil de expresion en linea celular HeLa quimiorresistente fue evaluado a
seis y ocho meses de tratamiento por Cisplatino, mientras que el perfil de expresion

en células CaSki quimiorresistente inducibles fue evaluado a cuatro y ocho meses.

A este respecto los perfiles de expresiéon en células HelLa a seis meses se detecto
induccion de la expresion de la mayoria de InNcRNAs con excepcion de NEAT1 el
cual mantiene su nivel expresion semejante al basal en células HeLa1uM, mientras
que SOX20T disminuye en HelLa 1.5uM. Adicionalmente el IncRNA con mayor
induccion resulta UCA1 con ocho veces mayor expresion en células

quimiorresistentes con respecto a su linea celular parental (Figura 31 A).

Adicionalmente, nuestro analisis a ocho meses de exposicidn a Cisplatino evidencio
que la mayoria de INcRNAs poseen niveles de expresion basal, sin embargo destaca
el nivel de induccién de UCA1, el cual se expresa cuatro veces mas en HelLa 1uM,
asi mismo incremento en la expresion en células HeLa 1.5uM quimiorresistentes

con respecto a su parental (Figura 31A).

Por su parte, H19 se expresa una magnitud mayor en células HeLa 1uM y HelLa
1.5uM quimiorresistentes con respecto a su parental, por ultimo HOTAIR fue posible
detectar su induccion en cerca de 1.5 veces mayor en HeLa 1uM y 0.4 veces mayor
en HelLa 1.5uM, con respecto a su linea celular parental (Figura 31B). A este
respecto, es de llamar la atencion la perdida de la expresion de SOX20T desde 4
meses a 1.5uM, y 8 meses probablemente representando un proceso de
adaptacion dependiente del tiempo de induccion y concentracidn de cisplatino
(Figura 31A-B).
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Figura 31. Cambios en el perfil de expresion de IncRNAs en células parentales y
linea celulares quimiorresistentes a largo plazo de cancer de cérvix HeLa. A) Perfil de
expresion de IncRNAs en Hela parental y quimiorresistente a 1uM y 1.5uM a seis meses
de exposicién a Cisplatino. B) Perfil de expresién de IncRNAs en Hela parental y
quimiorresistente a 1uM y 1.5uM a ocho meses de exposicion a Cisplatino. Los valores de
expresion en células parentales se encuentran normalizadas a uno mediante el uso del gen
endogeno U1, ensayos por triplicado. En las graficas se muestran las medias de la linea
celular parental y las lineas celulares resistente +/- S.D., se determinaron diferencias
significativas del perfil de expresion entre ambas lineas celulares HelLa resistentes con
respecto a su linea celular parental, mediante ANOVA de una via (*P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001, **** P<0.0001).

Adicionalmente, respecto al perfil de expresion obtenido en lineas celulares
parentales y quimiorresistentes de CaSki a cuatro meses de induccién a resistencia
a cisplatino fue posible detectar aumento en la expresion de MALAT1 cerca de 0.7
veces en CaSki 1uM con respecto a su parental. La expresion de NEAT1 fue 0.6
veces mayor, mientras que la expresion de H19 fue mayor 2.7 veces en contraste
de su parental de manera similar en el modelo de CaSki resistente a 1uM de
cisplatino fue expresado 1 veces mayor respecto a su parental, mientras que la
expresion de SNHG1, UCA1 y HOTAIR disminuyé de manera significativa (Figura
32A).
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Adicionalmente, respecto del perfil de expresion en células CaSki resistentes a
1.5uM de cisplatino fue posible detectar la expresion inducible de PVT1, MALAT1,
NEAT1, H19, mientras que disminucion de Sox20T, HOTAIR, UCA1 y SNHG1,
cuyos cambios representando diferencias estadisticamente significativas (Figura
32A).

Por otro lado, al evaluar el perfil de expresion a ocho meses de quimiorresistencia
inducible, fue posible detectar que la mayoria de IncRNAs no muestran cambios en
el nivel de expresion semejante a su nivel basal en células parentales, excepto para
SNHG1 el cual disminuye su expresion en cerca de 50% para CaSki 1uM y CaSki
1.5uM, asi como disminucion de H19 en cerca del 70% en células CaSki 1uM y
cerca de 80% en CaSki 1.5uM (Figura 32B), cuyo perfil de expresién contrasta de
manera importante con el mismo modelo celular quimio resistente a 4 meses de

induccion (Figura 32A).
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Figura 32. Cambios en el perfil de expresion de IncRNAs en células parentales y
quimiorresistentes a largo plazo de cancer de cérvix CaSki. A) Perfil de expresion de
IncRNAs en CaSki parental y quimiorresistente a 1uM y 1.5uM a cuatro meses de
exposicion a cisplatino. B) Perfil de expresion de IncRNAs en CaSki parental y
quimiorresistente a 1uM y 1.5uM a ocho meses de exposicion a Cisplatino. Linea celular
parental normalizada mediante el uso del gen enddégeno U1, expresién basal ajustada a 1
en células parentales, mediante ensayos por triplicado. En las graficas se muestran las
medias de la linea celular parental y las lineas celulares resistente +/- S.D., se determinaron
las diferencias significativas del perfil de expresion en lineas celulares CaSki resistentes
con respecto a su linea celular parental, mediante el uso de ANOVA de una via (*P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001, **** P<0.0001),

Posteriormente, con el objeto de evaluar cambios en la expresion de IncRNAs a
corto plazo frente a exposicién a cisplatino, evaluamos el perfil de expresion en
células HelLa parental durante un reto farmacoldgico por Cisplatino a 48 horas,
observando que el uso de concentraciones 2uM y 5uM de cisplatino no provoca
cambios significativos sobre la mayoria de IncRNAs con respecto de su nivel de
expresion basal. Mientras que destaca de manera importante la induccién de UCA1
y HOTAIR con tres y dos veces una magnitud mayor, respectivamente, durante su

exposicion por 48 hrs a 8uM de cisplatino. Mientras que, de manera destacada fue
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posible detectar disminucién de 50-70% en la expresion SNHG1 en células

expuestas a 2uM, 5uM y 8uM de cisplatino (Figura 33).
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Figura 33. Perfil de expresion de IncRNAs en linea celular parental de cancer de
cérvix HelLa frente a reto farmacolégico de cisplatino de corto plazo (48 hrs). Linea
celular HelLa parental expuesta a 2uM, 5uM y 8uM de cisplatino. Expresién basal en linea
celular parental ajustada a uno, y normalizada mediante el gen endégeno U1, ensayos por
triplicado. Se determiné que la linea celular HeLa parental expuesta a reto farmacoldgico
por 48 horas empleando concentraciones de 2uM, 5uM y 8uM de cisplatino disminuye la
expresion de SNHG1, mientras que concentraciones de 8uM provoca aumento en la
expresion de UCA1 y HOTAIR de manera estadisticamente significativa con respecto a su
linea celular parental libre de farmaco, mediante el uso de ANOVA de una via (*P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001, **** P<0.0001). En las graficas se muestran las medias de la linea
celular parental y las lineas celulares expuestas 48hrs a distintas concentraciones de
cisplatino +/- S.D.

9.5. Alteraciones en el perfil y nivel de expresion de IncRNAs en células

quimiorresistentes inducibles de cancer pulmonar

Nuestro andlisis de expresibn en células de cancer pulmonar A-427
quimiorresistentes inducibles a doce meses sefaldé que la mayoria de IncRNAs
estudiados en el presente trabajo no mostraron cambios en la expresion con
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respecto de su linea celular parental. Mientras que fue posible detectar minimas
variaciones en la expresion de HOTAIR (Figura 34A).. Sin embargo, destaca la
significativa disminucion en la expresion de SNHG1 en cerca del 50%, mientras que
disminucion del 90% en la expresién de Sox20T en células quimiorresistentes A-

427 con respecto de su linea celular parental (Figura 34A).

Por otra parte, respecto del perfil y nivel de expresién para el modelo celular de
cancer de pulmoén A-549 resistente a doce meses fue posible detectar la expresién
inducible de practicamente todos los IncRNAs incluidos al presente trabajo
destacando Sox20t con aumento en la expresion de hasta doce veces superior
comparado con células parentales, asi como UCA1 con aumento en la expresion de
hasta diez veces superior con respecto a su linea celular parental (Figura 34B).
Adicionalmente, logré ser detectable un aumento moderado en la expresion
inducible de los INncRNAs SNHG1, MALAT y H19 (Figura 34B)

Los datos obtenidos en ambos modelos celulares, sugieren que las células recurren
a distintos mecanismos para adaptarse a la exposicion a cisplatino a largo plazo en

lineas celulares independientemente del origen epitelial.
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Figura 34. Perfil de expresion de IncRNAs en lineas celulares parentales y modelos
de cancer de pulmonar quimioresistente a largo plazo (doce meses) A) Perfil de
expresion de IncRNAs en A427 parental versus A427 5uM. B) Perfil de expresiéon de
INncRNAs en A549 parental versus A549 5uM. Linea celular parental ajustada a uno,
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expresion normalizada mediante gen endégeno U1, ensayos por triplicado. . En las graficas
se muestran las medias de la linea celular parental y la linea celular resistente +/- S.D., se
determinaron diferencias significativas del perfil de expresién en lineas celulares A427 y
A549 resistentes a cisplatino con respecto a su parental, aplicando prueba de t (*P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001, **** P<0.0001).
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10. DISCUSION

En cancer son diversos los mecanismos de resistencia a farmacos oncoldgicos
como fendbmeno de escape de células tumorales frente al tratamiento oncoldgico,
asegurando su permanencia en el huésped, cuyo término se conoce con el nombre
de resistencia a la quimioterapia o “quimiorresistencia”’* Una estrategia adecuada
para el estudio de los mecanismos de quimiorresistencia ha sido el empleo de lineas
celulares con capacidad de quimiorresistencia innata y adquirida frente a farmacos
basados en cisplatino, entre ellos cancer de cérvix y pulmén, donde la participaciéon
de IncRNAs constituye una manifestacion de adaptaciéon del tumor frente al

esquema de tratamiento oncoldgico’®.

Un primer acercamiento al fendmeno de quimiorresistencia es el desarrollo de
ensayos farmacolégicos de citotoxicidad por la técnica de MTS, donde nuestros
resultados evidenciaron la capacidad de resistencia innata a cisplatino entre lineas
celulares parentales. Al respecto, se determind que el indice de letalidad de 50%
sobre la poblacion (IC50) para lineas celulares CaSki es mayor en contraste de linea
celular HeLa (ver Figura 10). Al respecto nuestros datos confirman lo previamente
reportado por Garcia-Lopez y cols, cuyos autores identificaron que la linea celular
CaSki presenta mayor resistencia innata respecto a la linea celular HelLa’®.
Adicionalmente nuestro trabajo analizo la quimiorresistencia innata entre lineas
celulares de cancer de pulmon A549 y A427, determinando que el indice IC50 para
la linea celular A427 fue mayor comparado con linea celular A549, cabe mencionar
que este es el primer reporte de la resistencia innata de A427 con respecto a células
A549.

Adicionalmente un objetivo del presente trabajo fue promover o establecer modelos
celulares de mayor capacidad quimiorresistente o considerada adquirida, para ello
lineas celulares de cancer de cérvix, expuestas a cisplatino de manera continua en
meses desarrollaron un mayor indice IC50 comparado con su lineas celulares
parentales (ver Figura 10). Al respecto, en modelo de celular de HeLa se alcanzo
quimiorresistencia con indice de IC50 3.05 veces mayor a células parentales.
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Mientras que, en el caso de células CaSki la IC50 fue 2.05 veces mayor que células
CaSki parental. Por otra parte, fueron comparados el indice IC50 frente a cisplatino
para las lineas celulares de cancer pulmonar parental, detectando que las lineas
celulares A427 y A549 desarrollaron 2.3 y 3.6 veces mas, respectivamente la
capacidad de resistencia en contraste de lineas celulares parentales. Se ha
reportado que al generar lineas celulares quimiorresistentes de pulmon entre las
que se encuentra A549, al ser expuestas a 5uM de cisplatino durante seis meses,

la resistencia a cisplatino incrementa hasta 15 veces respecto a la parental®’.

Asi mismo, en ambos casos de cancer de cérvix y cancer pulmonar, se detecté que
el diametro celular en lineas celulares de cancer de cérvix quimiorresistentes fue
mayor en HeLa y CaSki, con relacidn a su contraparte parental, siendo este el primer

reporte del incremento en el diametro en las lineas celulares quimiorresistentes.

Frente a lo anterior algunos mecanismos involucrados en el proceso de resistencia
a cisplatino intrinseca o adquirida han destacado: la absorcién de farmaco o eflujo,
la inactivacién de cisplatino por moléculas que contienen azufre, alteraciones en la
expresion de oncogenes y supresores de tumor, asi como mecanismos de
reparacion de darfio al DNA’. Algunas de las moléculas involucradas en los distintos
mecanismos de resistencia a terapia son utilizadas como marcadores de células
troncales del cancer’®, por lo tanto en el presente trabajo se evaluo la expresion de
proteinas propuestas para la identificacién del inmunofenotipo troncal del cancer,
que ademas pudieran estar contribuyendo a la resistencia a cisplatino en modelos

celulares de cancer de cérvix y pulmon.

Respecto a lo anterior, el primer marcador evaluado experimentalmente ha sido
ABCG2, el cual se ha reportado sobre-expresado durante la resistencia a farmacos

generalmente quimioterapéuticos’®.

En este trabajo incorporamos el analisis de expresion de ABCG2 en lineas celulares
CaSki parental y quimiorresistente, sin embargo no fueron detectados cambios en
la expresion de la proteina ABCG2; mientras que en linea celular HelLa
quimiorresistente, fue posible detectar induccién en la expresiéon de la proteina

ABCG2 con respecto a linea celular parental. Mientras que, los resultados obtenidos
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en linea celular HelLa concuerda con lo reportado en cultivos celulares
tridimensionales o esferoides (3D) provenientes de cultivos primarios de pacientes
con cancer de cérvix, y cultivados en condiciones de troncalidad, en donde las que
expresan mayores niveles de ABCG2, presentan mayor resistencia a doxorrubicina
en relacion a las negativas a la expresion de ABCG28%, Asi mismo, también se ha
reportado que células HelLa seleccionadas por expulsar el colorante Hoechst 33342,
poseen mayor resistencia a radioterapia y quimioterapia en contraste de aquellas
células que no expulsan Hoechst 333428'. Asi mismo, frente a resistencia a
cisplatino se ha reportado incremento en la expresion de ABCG2%2. Todo lo anterior
resulta contrario respecto a los resultados obtenidos en el presente trabajo donde
la expresion de ABCG2 no cambia en linea celular quimiorresistente A427 mientras
que en linea celular quimiorresistente A549 la expresiéon de ABCG2 disminuye,

aunque no de manera significativa.

Otro marcador utilizado para identificar a células tipo troncal del cancer es Oct4, el
cual es un factor de transcripcién involucrado en la pluripotencialidad. Se reportado
su expresion en condiciones de normalidad en ambas células troncales
embrionarias y en células troncales de adulto®3. En el presente trabajo logramos
determinar el incremento en la expresion de Oct4 en las lineas celulares resistentes
a cisplatino de cancer de cérvix (HeLa y CaSki), en congruencia con reportes
previos en células Hela resistentes a doxorrubicina y cisplatino, en las que se ha
observado el incremento de la expresion tanto de Oct4 como ABCG28+. En cancer
de pulmén se reportado la sobre-expresiéon de Oct4 en linea celular A549 resistente
a cisplatino, con respecto a su linea parental®, sin embargo, en el presente trabajo,
se detectdé que la expresion de Oct4 en células tanto parentales como resistentes

de ambas lineas celulares A427 y A549 es extremadamente elevada

Por otro lado, CD44 es una glicoproteina de superficie multi-estructural vy
multifuncional, implicada en procesos de inflamacion y se ha propuesto como un
marcador de células troncales del cancer en distintos tipos de cancer, entre los que
se encuentran, cancer de mama, préstata, pulmén y cérvix®. En cancer de cérvix

se ha reportado que durante ensayos de formacién de cuerpos esferoides cultivados
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in vitro en condiciones de troncalidad se induce incremento de células CD44+
adquiriendo la capacidad de resistencia a doxorrubicina®*; de manera semejante se
ha reportado el incremento enla expresion de CD44 en células Hel a resistentes a
diferentes farmacos quimioterapéuticos entre ellos cisplatino®. Adicionalmente el
incremento en la expresién de CD44 detectado en linea celular CaSki resistente
concuerda con lo reportado®®; sin embargo en la linea celular HeLa resistente no se

detectaron diferencias en la expresion de CD44 respecto a su linea celularparental.

Adicional a lo anterior, se ha reportado que al generar lineas celulares de cancer de
pulmén (A549, SKMES-1, MOR, H460) resistentes a cisplatino, incrementa la
expresion de distintos marcadores fenotipicos de troncalidad entre los que se
encuentra CD44% |o cual concuerda con datos obtenidos en el presente trabajo en
linea celular A549 resistente, dondese detectd el incremento en la expresion de la
proteina CD44 respecto a su linea celular parental, sin embargo en linea celular
A427 resistente no se detectaron diferencias en la expresion de CD44 con relaciéon

a su linea celular parental.

Mientras que respecto de la expresion de la enzima ALDH se ha observado tanto
en células histologicamente normales como en células tipo troncal del cancer; sin
embargo niveles altos de expresion de ALDH en cancer correlaciona con la
capacidad de resistencia a farmacos oncoldgicos®. En cancer de cérvix se ha
reportado que al generar in vitro cuerpos esferoides de células HeLa incrementa la
expresion de marcadores de células tipo troncal del cancer, entre los que se
encuentra ALDH favoreciendo la resistencia a cisplatino®. Al respecto nuestros
datos evidencian el aumento en los niveles proteicos de ALDH en lineas celulares

de cérvix resistentes (HeLa y CaSki), con respecto a lineas celulares parentales.

Reportes previos han demostrado un incremento en la actividad de ALDH en lineas
celulares de cancer pulmonar (A549, MOR y H460) resistentes a cisplatino en
relacion con sus lineas celulares parentales®'. En contraste en este trabajo no
encontramos diferencia entre lineas celulares resistentes A549 y A427 con respecto
a lineas celulares parentales. No obstante este posible contraste responde a que el
presente trabajo evalud los niveles proteicos en lugar de la actividad de ALDH.
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Por otro lado, se ha documentado ampliamente que el control de la expresion
genética ocurre también a través de la participacion epigenética del patron de
InNcRNAs a través de mecanismos transcripcionales o bien a nivel
postranscripcional®®. Asi mismo se ha reportado su participacion en la modulacion
diversos procesos biolégicos como ciclo celular, diferenciacion, apoptosis, daino al
DNA, entre otros. La expresion de IncRNAs se ha asociado a procesos de
carcinogeénesis, mientras que reportes del afio 2013 indicaban escasos reportes

sobre su participacién en mecanismos de quimiorresistencia®.

Nuestro proyecto iniciado en el afio 2012 propuso el estudio del IncRNA UCA1
sobre-expresado en distintos tipos de cancer entre ellos, cancer de mama, cabeza
y cuello, cancer hepatocelular, cancer colorectal y cancer de vejiga®'. Mientas que,
la sobre-expresiéon de UCA1 ha sido asociada con proliferaciéon e invasion tumoral.
Ejemplo de ello, se ha reportado en cancer de mama donde la expresién de UCA1
sugiere promueve el crecimiento tumoral mediante la regulacién negativa de p27%.
Asi mismo, en cancer de vejiga se ha propuesto la sobre-expresion de UCA1 como
un marcador de recurrencia®®. En nuestro caso al evaluar la expresion de UCA1 en
las lineas celulares resistentes de cancer de cérvix y cancer pulmonar, los hallazgos
demostraron que lineas celulares CaSki (cérvix) y A427 (pulmon) resistentes a
cisplatino no mostraron diferencias en la expresion, con respecto a su linea parental;
en contraste en linea celular HeLa quimiorresistente el IncRNA UCA1 posee la
mayor expresion a largo plazo a 6 y 8 meses de exposicidn a cisplatino.
Adicionalmente un reto farmacolégico dosis respuesta demuestra que UCA1 es el
IncRNA con mayor induccién en células parentales, alcanzo su pico maximo frente

a 8uM de cisplatino.

Mientras que en linea celular A549 resistente UCA1 representa el segundo IncRNA
con mayor expresion (Ver figuras: 31, 32, 33 y 34). Al respecto, los resultados
obtenidos en lineas celulares resistentes HelLa y A549 concuerdan con reportes en
cancer de vejiga, donde detectan incremento de la expresion de UCA1 en lineas
celulares resistentes a cisplatino y se propone que su participacion en la resistencia

farmacoldgica ocurre a través de la regulacion positiva de Wnt6°. Una posibilidad
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es que UCA1 podria estar participando en la resistencia a cisplatino en cancer de
cérvix y cancer de pulmén mediante la regulacion positiva de la via de sefializacidon
Wnt6.

Por otro lado, recientemente se reportd la sobre-expresion de Sox20T en cancer
hepatocelular °5, cancer de mama, esofago y cancer de pulmon. A este respecto en
cancer de mama y esofago se ha demostrado que la expresion de Sox20T
correlaciona con la expresion de Sox2 y Oct4, sugiriendo la participacion de Sox20T
regulando de manera positiva a Sox2 y Oct4% 97, Adicionalmente en muestras
cancer de pulmon de células no pequefias ha sido reportado que la alta expresion
del IncRNA Sox20T correlaciona con pobre sobrevida global®®. Sin embargo,
nuestro proyecto permitié advertir que la expresion de Sox20T disminuye en lineas
celulares quimiorresistentes CaSki y HelLa frente a 1.5uM de cisplatino a 4 y 6
meses de exposicion al farmaco. Mientras que esta condicion aberrante fue mas
significativa a 8 meses de exposicion al farmaco disminuyendo su expresion en
ambas lineas celulares bajo ambas concentraciones 1uMy 1.5uM; asi como frente

a condiciones de reto farmacoldgico por 48h en linea celular HelLa parental.

Sin embargo, llama la atencion que la expresién de Sox20T incrementa en lineas
celulares resistentes CaSki y HelLa solo frente a 1uM a mediano plazo de exposicion
a 4 y 6 meses frente a cisplatino, respectivamente (Ver figuras 31, 32 y 33),
sugiriendo que la sobre-expresién a bajas concentraciones de cisplatino y corto
plazo de exposicién in vitro, constituya un mecanismo de adaptacién temprano a la

resistencia.

Por su parte en lineas celulares de cancer de pulmon A427 resistente, también se
detectod disminucidn de la expresion de Sox20T, en contraste de linea celular A549
resistente quien incrementd su expresion, siendo Unicamente en este modelo
celular donde la expresion de Sox20T resulto mayor con respecto a su parental (Ver
Figura 34). Estos resultados representan el primer reporte donde se propone la
participacion de Sox20T probablemente asociado a mecanismos de adaptacién
tiempo y dosis respuesta en la quimiorresistencia adquirida, por lo que se propone
a Sox20T como probable blanco de tratamiento frente a cisplatino, donde
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probablemente la sobre-expresiéon de Sox20T regula negativamente a Sox2 y/o

Oct4; lo anterior contrario a reportes previos® %,

Por otro lado, el IncRNA HOTAIR ha sido ampliamente reportado involucrado en
regular la expresion de diversos genes, mediante su interaccion a complejos
remodeladores de la cromatina entre ellos LSD1/CoREST y PRC27". Al respecto se
ha reportado sobre-expresién asociada con pobre pronostico y metastasis en
diversos tipos de cancer, entre ellos cancer de mama, cancer de pulmodn, prostata,

hepatico, cancer de cérvix, gastrico, entre otros®.

A este respecto HOTAIR se ha reportado sobre-expresado en muestras de cancer
de cérvix en contraste de tejido histolégicamente normal adyacente, ademas su
expresion se encuentra asociada con metastasis a nddulos linfaticos y estadios
avanzados de la enfermedad'®. En el presente trabajo logramos determinar que la
expresion de HOTAIR en las lineas celulares de cancer de cérvix disminuye en linea
celular CaSki resistente a 1uM y 1.5uM de cisplatino a cuatro meses de exposicion,
mientras que a 8 meses no se observaron cambios en la expresién, respecto a su
parental (Ver figura 32). Sin embargo, en linea celular HelLa resistentes frente a
concentraciones de 1uM y 1.5uM se detecté incremento en la expresion de HOTAIR
con respecto a la parental, a 6 y 8 meses de exposicion a cisplatino (Ver figura 31).
Ademas se observo incremento en la expresion de HOTAIR de manera dosis
dependiente frente a reto farmacoldgico de 48 horas en linea celular HelLa parental
siendo las células expuestas a una concentracion de 8uM, las que presentan mayor
induccion de la expresion de HOTAIR (Ver figura 33). Nuestros resultados en lineas
celulares HelLa y CaSki concuerdan con lo reportado por Kim, Hee Jung y cols., en
2014, quienes determinan la expresion de HOTAIR en distintas lineas celulares de
cancer de cérvix, entre ellas HelLa y CaSki, observando mayor expresién en HelLa
con respecto a CaSki (Ver Fig, Supl. 1), en tejidos de cancer de cérvix también se
ha observado que hay mayor expresion de HOTAIR en adenocarcinomas respecto

a tumores escamosos’91,

Asi mismo dichos datos de expresion de HOTAIR en HelLa quimiorresistente,

concuerdan con lo reportado en fendmenos de radioresistencia donde se observo
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que al transfectar HOTAIR en linea celular C33A (cancer de cérvix con poca
expresion de HOTAIR) que la expresion de la proteina p21 disminuye e incrementa
la radioresistencia; mientras que cuando se inhibe HOTAIR en Hela, incrementa la

expresion de la proteina p21 y disminuye la radioesistencia®®.

Adicionalmente, nuestro analisis de expresidon en las lineas celulares de cancer
pulmonar parentales y resistentes demostr6 que en ambas lineas celulares
resistentes la expresion de HOTAIR es inducible, mientras que los niveles basales
de expresion de HOTAIR es reducida. Tales hallazgos concuerdan con lo reportado
en muestras de cancer de pulmon donde su asociacion con metastasis, correlaciona
con pobre sobrevida libre de enfermedad. Al respecto se ha sugerido su
participacion en la resistencia a cisplatino, ello a partir de ensayos realizados en
linea celular de cancer pulmonar A549, donde la induccion de HOTAIR frente a
cisplatino (3uM) se ha observado la disminucién de la proteina p21 sugiriendo un
mecanismo de regulacién epigenética mediante el reclutamiento del complejo PRC2

y el establecimiento de la marca H3K27me3 en la region del promotor de p21°4.

Por lo anterior el presente trabajo se sugiere que HOTAIR podria estar participando
en la resistencia a cisplatino en lineas celulares HelLa (cancer de cérvix), A427 y
A549 (cancer de pulmoén) mediante la regulacion a la baja de la proteina p21
mediante su interaccion con el complejo remodelador de la cromatina PRC2 y el

establecimiento de la marca H3K27me3.

Mientras que otro IncCRNA que ha sido reportado en distintos tipos de cancer es
MALAT1, el cual se ha reportado sobre-expresado en cancer de pulmon, higado,
rindn, mama, cancer de cérvix, de coldn, vejiga y osteosarcoma, dicho transcrito se
asocia a la regulacién del splicing alternativo contribuyendo a la funcion de las
proteinas paraspeckle en la transcripcién o procesamiento de transcritos'?. En
cancer de cérvix se ha detectado la sobre-expresiéon de MALAT1 en carcinomas,
con respecto a tejido normal adyacente; mediante ensayos funcionales en linea
celular CaSki se reportd la correlacion entre la infeccién por HPV y MALAT1, al
inhibir la expresion de las oncoproteinas E6 y E7 disminuyd la expresion de
MALAT1'93, Los datos del presente trabajo muestran que la expresion de MALAT1
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incrementa en las lineas celulares resistentes respecto delinea celular parental
CaSki a cuatro meses exposicion continua al farmaco, mientras que a ocho meses
la expresion de MALAT1 no se modifica con respecto a la linea celular parental. En
linea celular HelLa la expresion de MALAT1 incrementa en las células resistentes a
seis y ocho meses de exposicion a cisplatino. Un estudio previo demostré que al
inhibir MALAT1 en células CaSki disminuye la capacidad de invasién e incrementa
la expresion de caspasas 8, 3, y Bax, mientras que disminuye la expresion de Bcl-
2104 Sugiriendo lo anterior que MALAT1 participa en el proceso de
quimiorresistencia mediante la induccidén de proteinas anti-apoptéticas como Bcl-2

y la represién de proteinas pro-apoptoticas como caspasas 8, caspasa 3 y Bax.

Nuestros resultados indican que la linea celular A427 quimiorresistente no modifica
la expresion de MALAT1. Sin embargo en linea celular A549 resistente la expresion
de MALAT1 incrementa en relacion a su parental. Estos datos concuerdancon el
incremento en la expresion de MALAT1 reportado en linea celular de cancer de
pulmon H460 resistente a cisplatino e incremento en la expresion de marcadores de

inmunofenotipo troncal del cancer'%,

H19 es un IncRNA sobre-expresado en distintos tipos de cancer entre ellos cancer
hepatico, ademas de érganos reproductivos en etapas tempranas del desarrollo asi
mismo se ha reportado su induccién en condiciones de hipoxia, ya que es regulado
negativamente por p53'%. Adicionalmente se ha descrito que la induccion de H19
altera el perfil de expresion de genes involucrados en metastasis y angiogénesis'?.
Asi mismo, se ha demostrado su regulacion positiva por el factor de transcripcion c-
Myc en cancer de mama y pulmén'® mientras que reportes previos han demostrado
correlacion entre la expresion de H19 y E2F1 en cancer de mama'%®. Nuestro trabajo
demostré el incremento en la expresion de H19 en las lineas celulares resistentes
a cisplatino HelLa a seis y ocho meses, mientras que lo mismo ocurre en linea celular
CaSki resistente a cuatro meses exposiciéon al farmaco; no obstante el reto
farmacoldégico en la linea celular HeLa provoca disminucion de la expresion. Lo cual
sugiere que H19 podria estar participando de manera preferente en el proceso de

adaptacion de quimiorresistencia a largo plazo. Mientras que enlinea celular A427
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quimiorresistente no hay cambios en el nivel de expresion.Sin embargo en linea
celular A549 quimiorresistente se incrementa la expresion de H19. Respecto a todo
lo anterior el incremento en la expresion de H19 en las lineas celulares resistentes
a cisplatino concuerdan con lo reportado en lineas celulares resistentes a
doxorrubicina de cancer hepatico, donde al inhibir la expresion de H19 mediante
oligos anti-sentido, disminuye la expresion de MDR1 glicoproteina asociada a la

resistencia a multiples farmacos'°.

Por otro lado, se ha reportado la amplificacion de la region 8q24 en distintos tipos
de cancer, en dicha regién se localizan los genes PVT1, c-Myc, CCDC26 y
GSDMCS®. Reportes previos sefialan que el incremento en el nimero de copias de
PVT1 es fundamental para el incremento en los niveles de la proteina c-Myc, esto
quiere decir que la ganancia de PVT1 es necesaria para la conduccion de c-Myc en
cancer'. Al evaluar la expresion de PVT1 en las lineas celulares de cancer de
cérvix demostramos la induccion de su expresion en la linea celular HeLa resistente
a 6 meses de exposicidon al farmaco.Mientras que a 8 meses no se detectaron
diferencias, con respecto a su linea parental para el caso de linea celular CaSki

resistente a 1.5uM a 4 meses de exposicidon al farmaco.

En lineas celulares de cancer de pulmén A427 resistente la expresion de PVT1 no
se modificd con respecto a su parental, sin embargo A549 resistente incrementa la
expresion de PVT1 en relacion a su parental. Nuestros registros del incremento de
PVT1 en linea celulares quimiorresistentes concuerdan con lo reportado en cancer
gastrico, donde se ha reportado la sobre expresion de PVT1 en tejidos y lineas
celulares de cancer gastrico resistentes a cisplatino contribuyen a la
quimiorresistencia mediante la regulacion positiva de la via mTOR/ HIF1a/ MDR1 y
MRP1''2, Por lo que, en el presente trabajo se propone evaluar la regulacion positiva
de la via mTOR/ HIF1a/ MDR1 y MRP1 mediada por PVT1 en la resistencia a
cisplatino en cancer de pulmén y cancer de cérvix, dicho aspecto se espera abordar

como perspectiva del presente trabajo.

Respecto del IncRNA NEAT1 este forma una estructura estable y elongada con las
proteinas paraspeckle a nivel nuclear, la cual se sugiere podria estar modulando
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negativamente el proceso de apoptosis en respuesta al estrés’'3, ademas se ha
reportado la induccion de NEAT1 mediante HIF-2a en condiciones de hipoxia''4,
ademas de sobre-expresion en cancer hepatocelular''®. Los datos obtenidos por
nuestro grupo sefalan que la expresion de NEAT1 es inducible en lineas celulares
de cancer de cérvix Hel a resistente a seis meses y CaSki resistente a 4 meses de
exposicion a cisplatino, respectivamente. Ademas de su induccién en la linea celular
A549 quimiorresistente con respecto a su linea celular parental. No obstante en
lineas celulares parentales, frente a reto farmacolégico de corto plazo (48hrs), no
cambié su expresion. Respecto a todo lo anterior, nuestros datos de
quimiorresistencia concuerdan con lo previamente reportado en cancer de prostata
dénde NEAT1 se sobre-expresa en modelos celulares resistentes expuestos a
docetaxel durante seis meses a un afo''®. Basado en lo anterior, en estudios
posteriores se requiere evaluar la participaciéon de NEAT1 en la inhibicion apoptosis
para demostrar que es mediante este mecanismo que participa en la resistencia a
cisplatino en cancer de cérvix y cancer de pulmon, ya que se ha reportado que al

inhibir NEAT1 en fibroblastos, incrementa la apoptosis™'3.

Por ultimo respecto del IncRNA SNHG1, ha sido reportado sobreexpresado en
tumores sdlidos de cancer gastrico, en cancer mama y pulmoén, ademas se ha

sugerido que es regulado negativamente por p53'"7,

El presente trabajo demostré que la expresion de SNHG1 en lineas celulares
resistentes de cancer de cérvix CaSki disminuye tanto a 4 meses como a 6 meses;
mientras que lineas celulares resistentes de HelLa solo a 6 meses la expresion de
SNHG1 se incrementa. Sin embargo, a 8 meses y frente a reto farmacoldgico de
exposicién a cisplatino durante 48 horas en la linea celular HeLa parental, la
expresion de SNHG1 disminuye. Por lo que a la fecha, el presente trabajo
representa el primer reporte sobre la expresion inducible de SNHG1 en cancer de

cérvix y quimiorresistencia.

Adicionalmente en la linea celular resistente de cancer de pulmén A427 la
expresion de SNHG1 disminuye, mientras que en linea celular resistente A549 la
expresion de SNHG1 se incrementd. Al respecto, SNHG1 se ha reportado
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sobreexpresado en lineas celulares de cancer de pulmén respecto a lineas celulares
histologicamente normales del epitelio bronquial'8, sin embargo, el presente trabajo
constituye el primer reporte que demuestra la sobreexpresion de SNHG1 durante el

fendmeno de quimiorresistencia a largo plazo.

Mientras que a la fecha el IncRNA MIAT se ha reportado regulando el destino
celular de retina en mamiferos, y su expresion asociada a enfermedades
cardiacas''®. En su momento Gibb A. E. y cols. en 2012 reportaron la expresion
diferencial de 13 IncRNAs en los distintos grados de neoplasia intraepitelial
cervical dependiendo del espesor de la lesidén (CIN 1, CIN 2 y CIN 3) respecto a
tejido normal adyacente, entre los INcRNAs con expresion diferencial se encuentra
MIAT el cual se expresa en tejido normal, mientras que en lesiones neoplasica se
se pierde su expresion?®. Nuestro trabajo permitié6 demostrar la ausencia de MIAT
en todas las lineas celulares de cancer de cérvix parentales como resistentes; asi
como en linea celular A427 resistente y parental. Sin embargo en linea A549
resistente incrementd su expresion con respecto a su parental, por tal motivo se
sugiere que MIAT podria estar participando en el proceso de quimiorresistencia en
pulmon, siendo este el primer reporte de la sobre-expresion de MIAT en
quimiorresistenci
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11.

CONCLUSIONES

. Fue posible estudiar de forma reproducible el proceso de adaptacion

(quimioresistencia) a corto y largo plazo 4, 6 y 8 meses en cultivos in vitro del
cancer cervical uterino y cancer pulmonar..

Células de cancer cérvicouterino CaSki poseen mayor capacidad de
quimiorresistencia en contraste con céluas Hela, mediante ensayos de
viabilidad celular por MTT y determinacion de IC50

Células de cancer pulmonar A427 poseen mayor capacidad de
quimiorresistencia en contraste de células A549, mediante ensayos de
viabilidad celular por MTT y determinacion de IC50.

Analisis de expresion de marcadores de fenotipo determino aumento en la
expresion de todos los marcadores estudiados asociados a células tipo troncal
en al menos un modelo celular quimioresistente (Marcador ABCG2 en Células
HelLa y CD44 en Células CaSki). ES CONFUSO!!! REDACTAR DE NUEVO!!
Analisis del inmuno-fenotipo en células de cancer pulmonar indetifico la
expresion inducible del marcador CD44 durante el proceso de adaptaciéon a

cisplatino (quimioresistencia).

. Analisis de expresion del perfil de IncRNAs, identifico la mayor expresion

inducible del IncRNA UCA1 en células quimioresistentes HelLa y A549, durante

el proceso de adaptacion (quimioresistencia) a largo plazo (INDICAR MESES).

. La expresién del IncRNA Sox20T disminuye en células quimioresistentes

dependientes de la concentracion y tiempo de administracion de cisplatino, a lo
largo del proceso de adaptacion (quimioresistencia), excepto en células de

cancer pulmonar A549.
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12. PERSPECTIVAS

1. Determinar si la participacion de UCA1 en cancer de cérvix y cancer de pulmon
es determinante el proceso de induccion/adaptabilidad en el proceso de
quimiorresistencia y si este ocurre através de la regulacion positiva de Wnt6 y/o

regulacion negativa de p27.

2. Evaluar la participacion funcional de Sox20T en la capacidad de
quimiorresistencia en cancer de pulmén mediante ensayos de silenciamiento y/o

sobre-expresion.

3. Determinar si la funciéon de MIAT es tejido especifica en modelos celulares de

cancer de cérvix y pulmon.

4. Evaluar cambios en la actividad o participacion de la enzima ALDH en modelos

celulares quimiorresistentes de cancer de cérvix y cancer de pulmon.
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ANEXO: FIGURA'Y TABLA SUPLEMENTARIAS.

LncRNA Primers Tm?° Posicion Amplicén Sonda
F: acttgaaagatgggcgtca F: 59 F: 2642 - 2660
NEATH R: taaggggcagcgaaggat R: 60 R: 2685- 2702 61 ntd 84
F: gacccficaccectcace F: 60 F: 7829 - 7846
MALAT1/ NEAT 2 R: tatggatcatgcccacaag R: 59 R: 7871 - 7890 62 nid ?1
F: ttacticciccacggagtcg F: 60 F: 1500-1519
H19 R: gagctgggtagcaccatit R: 59 R: 1566 - 1585 86 ntd 46
F: gccfttcecctgetacttgtg F: 60 F: 42 -61
HOTAR R: cccticgcticctigtaatic R: 59 R:116-135 94 ntd 12
F: ccataactccacttcgtgictg F: 59 F: 898 -919
SNHG1 R: taaaggctcatgacgggaac R: 60 R: 944 - 963 66 nid 83
MIAT/RNCR2 F: cacaaagagcccictgcact F- 60 F:129-148 129 ntd 49
(Gomafu) R: ttggttaccectgtgatge R: 59 R: 237 - 255 n
F: cccaaggaacatctcaccaa F: 59 F:722-742
PV R: gatggtccaaggggctic R: 60 R: 820 - 839 118 nid 1
F: ccictictcaggtgtagatcacctat F: 60 F: 286 - 311
SOX20T R: aacagagctgtcttgtaagtgagg R: 59 R: 376 - 399 114 nid 33
F: ccctgcteccagtcgctate F: 60 F:235- 253
U1 R: ccacgtccgtctgatice R: 60 R:308 - 325 91nid 83

Tabla Suplementaria 1. Tabla de las secuencias de oligos. Secuencias, Tm, posicion y
tamano del amplicon de los oligos y sonda utilizada para evaluar la expresién de los
IncRNAs.
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Tiempo

Proceso T (segundos) Ciclos
Pre-incubacion 95 10 1
95 10
Amplificacion 60 30 45
72 1
Enfriamiento 40 30 1

Tabla Suplementaria 2. Tabla de las condiciones para la amplificacion. En esta tabla se
muestran las temperaturas, el tiempo y los ciclos en cada paso de la amplificacién
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Fig. Suplementaria 1. Expresion de HOTAIR entre lineas celulares de cancer de
cérvix. Expresion de HOTAIR en las lineas celulares de cancer cérvix parentales y
resistentes a Cisplatino de HeLa y CaSki, P.= Parental, 1uM= cultivos celulares resistentes
a 1uM, 1.5uM= cultivos celulares resistentes a 1.5uM.
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