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Resumen

Con 1.8 millones de nuevos casos anuales y una mortalidad de 19.4% a nivel mundial, el
cancer pulmonar se coloca como el cancer de mayor incidencia y mortaldad. Diversos
estudios han identificado una subpoblacion de células dentro de la masa tumoral que
poseen una alta capacidad de formacion de nuevos tumores tras su implantacion,
llamadas células troncales del cancer (CSCs). Estas ademas poseen caracteristicas
similares a las poblaciones de células troncales fisiolégicas, como divisién celular lenta y
resistencia a quimio y radioterapia. Al respecto, las pautas tradicionales de tratamiento
basadas en quimioterapia probablemente fallan en eliminar CSCs, pues tienen como
blanco las células tumorales en proliferacion, por esto es probable que la regulacion de la
autorenovacion y la quiescencia sea central en la patologia de las CSCs. Hallazgos de
nuestro grupo de investigacion mostraron aumento en la variaciéon del nimero de copias
de MEOX2 (gen involucrado en la quiescencia) y de la expresion génica (mMRNA) de
MEOX2 y TWIST1 (gen involucrado en la transicidbn epitelio-mesénquima vy
guimiorresistencia) en muestras de pacientes con cancer de pulmon, en relacién con
tejido pulmonar histolégicamente normal. Por lo que este trabajo analizé la participacion
de MEOX2 en la capacidad de quimiorresistencia en células de cancer pulmonar in vitro,
complementandolo con el analisis de marcadores moleculares de la transicion epitelio-
mesénquima asociados a la expresibn de MEOX2. Esto mediante tratamientos que
involucran la induccion 6 inhibicion de MEOX2 (utilizando TGF-B1 6 siRNAS) en tres
modelos celulares de NSCLC frente a un reto farmacoldgico con cisplatino, analizando los
niveles de mRNA por gPCR, de proteinas por Western Blot, y de proliferacion celular y

apoptosis por citometria de flujo.

Los resultados obtenidos mostraron: la confirmacién de la dependencia de la expresion

MEOX2 a la densidad celular y al suero fetal bovino, la similitud de los patrones de
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expresion entre MEOX2 y E-cadherina y la consistente deteccién de altos niveles de
MRNA de MEOX2 en tumores solidos de pacientes contra los de las tres lineas celulares
utilizadas. Sin embargo, las evidencias obtenidas no permitieron apoyar la participacion

de MEOX2 en mecanismos de quimiorresistencia en cancer pulmonar.



Introduccidén

Céncer

Diversas caracteristicas celulares y moleculares definen al cancer, entre ellas la
capacidad de dividirse y proliferar de manera descontrolada, evadiéndo mecanismos y
procesos de control celular y tisular, por lo que suele desarrollarse un proceso de invasion
hacia regiones tisulares adyacentes y diseminarse a diferentes 6rganos (este ultimo
proceso conocido como metastasis) (OMS, 2011). Sin embargo, destacan caracteristicas
adicionales que Hanahan y Weinberg han clasificado y llamado en el afio 2000 como las
marcas moleculares del cancer, entre ellas destacan cinco: 1) mantenimiento de la sefal
proliferativa, 2) resistencia a muerte celular, 3) induccién de angiogénesis, 4) inmortalidad
replicativa y 5) evasidbn de supresores de crecimiento. Debido al avance en la
investigacion del cancer durante la dltima década, estos mismos autores en 2011
propusieron 4 nuevas caracteristicas: 1) promocion tumoral causada por procesos
inflamatorios, 2) inestabilidad genémica y mutacién, 3) evasion del sistema inmune y 4)

alteraciones del metabolismo energético celular (Hannahan y Weinberg, 2011).

De todos los tipos de cancer, los de origen epitelial (conocidos como carcinomas)
representan el 85%, y de entre éstos, los principales tipos de carcinoma por niumero de
casos estimados en 2012 a nivel mundial son: cancer de pulmén, cancer de mama,
cancer de colon y cancer de préstata (GLOBOCAN 2012). En ese mismo afio se
detectaron 1.8 millones de nuevos casos de cancer pulmonar a nivel mundial, lo que por
si solo representa el 13% de todos los canceres diagnosticados en ese afio, con una
mortalidad del 19.4%, en comparacion con el cancer de mama que posee una incidencia
de 11.9% y una mortalidad de 6.4%, el cancer de colon con una incidencia de 9.7% y
mortalidad de 8.5%, y cancer de prostata, con 7.8% y 3.7% respectivamente, colocando al

cancer de pulmén como el de mayor incidencia y mortalidad (Ibidem).
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Histopatologicamente, el cancer pulmonar esta dividido en dos grupos: cancer pulmonar
de células pequeiias (SCLC por sus siglas en inglés) y cancer pulmonar de células no-
pequeiias (NSCLC). Mientras que el SCLC es el subtipo mas agresivo y le corresponde
del 10 al 15% del cancer pulmonar, el grupo NSCLC representa el 85-95% de todos los
casos, Yy este Ultimo grupo a su vez se encuentra subdividido en cuatro tipos histolégicos:
el tipo adenocarcinoma, el cancer de células escamosas, el cancer de células grandes y

“otros”, por ejemplo los de origen neuroenddcrino (Anglim et al. 2008).

Céancer pulmonar

De acuerdo con reportes del GLOBOCAN en 2012, fueron registradas cerca de 8.2
millones de defunciones a nivel mundial, de las cuales el cancer pulmonar ocupa la
primera causa de mortalidad dentro de los padecimientos oncolégicos (GLOBOCAN 2012)
y posee altos indices de metastasis (Klein et al., 1991). En México durante el periodo de
1998 a 2008, la tasa de mortalidad por cancer se increment6, pasando de 57.7 a 66.6 por
cada 100 mil habitantes, destacando ligeras diferencias entre género, pues en el género
femenino aumento de 59.6 a 66.7 por cada 100 mil habitantes, mientras que en el género
masculino el aumento fue de 55.6 a 66.5 cada 100 mil habitantes. En 2008, de acuerdo
con la tasa de mortalidad observada de tumores malignos para la poblacion mayor a 60
afos, los tumores en traquea, bronquios y pulmén presentan la tasa mas alta (60.19 por
cada 100 mil habitantes) (INEGI 2011). De acuerdo con registros del Instituto Mexicano
del Seguro Social (IMSS) se cuantific6 el efecto en términos econdmicos de las
enfermedades atribuibles al consumo de tabaco en México durante el afio 2004,
seflalando que el costo promedio anual por paciente con cancer pulmonar ascendio a
cerca de 150 mil pesos, mientras que los gastos totales generados por el IMSS debido a

este padecimiento llegaron a poco mas de 66 millones 800 mil pesos anuales (Reynales-



Shigematsu et al., 2006). En relacion a esto, para el control del cancer pulmonar la
quimioterapia juega un papel muy importante, en el que el agente mas ampliamente
utilizado para el tratamiento del NSCLC ha sido el cisplatino (Schiller et al. 2002). Sin
embargo, su eficacia se ve mermada por el desarrollo de quimioresistencia, dificultando la
completa erradicaciéon de la enfermedad. Por este motivo, el entendimiento de los
mecanismos que subyacen a esta patologia es de vital importancia para el desarrollo de

tratamientos mas efectivos (Wang et al., 2013).

Células Stem del Cancer (CSCs)

Las poblaciones celulares neoplasicas han sido fenotipicamente descritas como
razonablemente homogéneas hasta relativamente tarde en el curso de la progresion
tumoral, cuando la hiperproliferacion combinada con el incremento de la inestabilidad
genética y epigenética dan lugar a distintas subpoblaciones clonales (Hanahan y
Weinberg 2011). En afios recientes se ha acumulado evidencia suficiente que sefala la
existencia de un nuevo tipo de células dentro de la masa tumoral, llamadas células
troncales (stem) del cancer (CSCs). Tales subpoblaciones de células, que comparten
perfiles transcripcionales semejantes a poblaciones de células troncales fisiologicas,
poseen una alta capacidad para formar nuevos tumores tras su implantacion en ratones
inmunodeficientes (Hannahan y Weinberg, 2011; Cho y Clarke, 2008; Lobo et al., 2007).
Esta definicion funcional es complementada por la expresion de marcadores fenotipicos
de CSCs normalmente expresados en las células troncales alojadas en tejidos epiteliales
histolégicamente normales (Al-Hajj et al., 2003). Basado en lo anterior las CSCs han sido
implicadas en la patogénesis de enfermedades malignas de origen hematopoyético (Reya
et al., 2001) y tumores solidos entre otros cancer de mama, tumores neuroectodermales

(Gilbertson y Rich, 2007; Al-Hajj et al., 2003), cancer de colon (Ricci-Vitiani et al., 2009),



glioma (Bao et al., 2006), adenocarcinoma de pancreas (Dembinski y Krauss, 2009) y
cancer de pulmoén (Zhang, et al., 2012). Se ha descrito también que patrones de
expresion aberrante de genes que codifican para factores de la transcripcion logran
inducir un estado celular semejante a células troncales (Mohammad y Baylin 2010). Dado
que las células madre de adulto ya presentan un potencial replicativo ilimitado, se
hipotetiza que la transformacion de estas células logra constituirse en el origen de
diversos tumores solidos malignos (Blanpain y Fuchs, 2009; Kangsamaskin et al., 2007).
Las células troncales de vida larga tienen la oportunidad de acumular mutaciones
genéticas de caracter oncogénico a través del tiempo, las cuales se derivan de fuentes
mutagénicas comunes como la inflamacién aguda y/o crénica, la radiacion, agentes
quimicos y/o infecciones, a diferencia de las células de rapida proliferacion y
diferenciacion (Dean, 2006; Woodward et al, 2005). Se considera factible que las CSCs
posean caracteristicas comunmente presentes en poblaciones celulares tipo troncal
fisiol6gicamente normales, como una actividad metabdlica diferencial (por ejemplo
quiescencia), actividad especifica de ciertas vias de sefializacion (como NOTCH, SHH y
WNT) y regulacion de ciertas caracteristicas del ciclo celular (como evasion de la
apoptosis), aunque de manera aberrante (Reya et al., 2001; Jordan et al., 2006). Dichas
caracteristicas han sido asociadas con el fendmeno de quimiorresistencia y alto potencial
metastasico en células neoplasicas de tumores sélidos (Anderson et al., 2007; Levina et

al., 2008).

Respecto a lo anterior las pautas tradicionales de tratamiento basadas en quimioterapia
tienen como blanco las células tumorales en proliferacion, probablemente fallando en
eliminar CSCs de division lenta, las cuales deben ser erradicadas para proveer una
sobrevivencia larga, libore de enfermedad (Visvader y Lindeman, 2008). Dadas las

similitudes entre células troncales de adulto y CSCs, es probable que la regulacion de
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autorenovacion y quiescencia pueda ser central en la patologia de CSCs (Jordan et al.,
2006, Ricci-Vitiani et al., 2008). En pulmon las células Clara han mostrado representar a
las células troncales de las vias respiratorias, y han sido implicadas como el origen
tumoral del grupo NSCLC. A este respecto Ceteci y colaboradores en 2012 investigaron
en dicho tipo de celulas de un modelo murino el papel del gen E-cadherina, y observaron
gue la inactivacion post-natal de E-cadherina afectaba su diferenciacion celular y
comprometia la regeneracion de las vias respiratorias. Asimismo, la pérdida de su
expresion en tejido pulmonar adulto llevaba a la expansion de las células troncales (stem)
bronquiales y a una diferenciacion celular disminuida asociada a la via de sefalizacion de
WNT. Esto asociado a una proliferacion celular fuera de control que dio lugar a una
hiperplasia, y en algunos ratones, a la formacién de tumores solidos, los guié a la
conclusién de que la pérdida de expresion de E-cadherina en estas células stem conduce
a la formacion de tumores cuando se mantienen mutaciones adicionales. Ademas,
muchas de las vias de sefalizacion intracelular en las células stem fisiologicas resultan
también prominentes en las CSCs de pulmén, entre ellas las vias de WNT, NOTCH y
SHH (O’Flaherty et al., 2012), algunas de las cuales se han sugerido como probables

marcadores de prondstico y sobre-vida en cancer pulmonar.

Busqueda de marcadores de cancer pulmonar

Existen distintos mecanismos moleculares que regulan la expresién genética en cancer,
entre ellos los genéticos y epigenéticos, sobre este ultimo destacan la metilacion del DNA
en islas CpG de regiones promotoras por enzimas DNA metil-transferasas (Plass, 2002) y
la participaciéon de complejos proteicos que modifican quimicamente los residuos amino-
terminales de las histonas en la estructura de la cromatina (metilacion, acetilacion,

fosforilacion, ubiquitinacion, sumoilacion, biotinilacion, ADP ribosilacion) (Delage y



Dashwood, 2008), asi como la regulacién negativa de la expresiéon del RNAmM por medio

de miRNAs (op. cit.).

Basado en lo anterior, hace una década surgio la necesidad por el estudio del epigenoma
del cancer, caracterizado por cambios globales en la metilacién del DNA, modificaciones
en los patrones de histonas y diferentes perfiles de expresion de enzimas que modifican la
estructura de la cromatina (Esteller, 2007). Asimismo, es cada vez mas evidente que
genes que participan en el desarrollo embrionario se encuentran aberrantemente
expresados en las neoplasias malignas, y que el grado de malignidad se encuentra
estrechamente relacionado con dicho patrén epigenético y transcripcional del control de la
expresion genética (Mohammad y Baylin 2010). Como en otros tipos de cancer, el de
pulmoén se encuentra afectado por el grado de metilacidon de las secuencias promotoras de
genes, como CDKN2A, RARbeta, APC (Liloglou et al., 2012), DAPK, RASSF1, RASSF5, y
PTEN, asociados con alta recurrencia, 6 MGMT y pl16, cuya hipermetilacion ha sido
correlacionada con pobre sobrevida (Buckingham et al., 2010). Asi mismo, se ha
mostrado que la hipermetilacion global del genoma estad asociada con la inestabilidad
genomica, la sobreexpresion de transcritos aberrantes (Daskalos et al., 2009), y pobre
pronostico en pacientes con cancer pulmonar (Saito et al., 2010) donde juegan un papel
determinante la participacion de factores de la transcripcion, entre ellos los del tipo

Homeobox.

Factores de la transcripciéon (genes homeobox) en cancer

Los genes homeobox cuyos transcritos se traducen en factores de la transcripcion
contienen un dominio de unién a DNA de 60 aminoacidos (llamado homeodominio), que
participan en la creacion de patrones mesodermales y que dan lugar a los principales ejes

antero-posterior y bilateral del cuerpo durante el desarrollo embrionario (Candia et al.,
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1992). A pesar del gran numero de estudios que han reportado la expresion desregulada
de genes homeobox en cancer, escasos trabajos han profundizado sobre su papel
funcional en la carcinogénesis. Originalmente se pensaba que los genes homeobox eran
activadores transcripcionales que promovian la oncogénesis a través de su
sobreexpresion en células neoplasicas. Sin embargo, actualmente se sabe que la suma
de cambios en la pérdida o ganancia de expresién de genes HOX estan asociadas con
tumorigénesis y progresion bioldgica del tumor, no obstante reportes de hace mas de una
decada mencionaban la falta de relacion o evidencia entre las propiedades
transcripcionales de factores Homeobox con su capacidad de potencial oncogénico
(Abate-Shen, 2002). Como ejemplo de ello, previamente se ha documentado que la
expresion de los genes HOX y MSX (mutator S homolog homeobox) se encuentran
generalmente restringidos a células indiferenciadas o proliferativas (ibidem), como ocurre
en la formacion de patrones tisulares durante la embriogénesis. Adicionalmente, los
trabajos de Takahashi y Yamanaka en 2006 evidenciaron 4 factores de la transcripcion
indispensables en la induccion de pluripotencialidad en fibroblastos de ratén, entre ellos
destaca el gen homeobox SOX2 expresado en diferentes células progenitoras o troncales,
mientras que adicionalmente se encuentra presente en un amplio espectro de
enfermedades malignas promoviendo el crecimiento tumoral (Rodriguez-Pinilla et al.,
2007; Gangemi et al., 2009; Ikushima et al., 2009; Laga et al., 2010). En contraste, los
patrones de expresion de otras sub-familias de genes homeobox son consistentes con
sus funciones como efectores positivos de la diferenciacién, como NKX3.1, CDX2 y
BARX2, los cuales ven disminuida su expresion durante la carcinogénesis (Abate-Shen
2002), o bien el aumento en la expresion de miembros de la subfamilia de MEOX
(mesenchyme homeobox), como ocurre para MEOX2 durante la progresion

histopatolégica del cancer pulmonar, asi como su asociacién con un pobre prondstico y



resistencia al tratamiento oncologico in vitro y en pacientes con cancer pulmonar (Avila

Moreno F, et al., 2014).

MEOX2 en CSCs y cancer pulmonar

Por su cercania filogenética, la familia de genes MEOX (mesenchyme homeobox) se
encuentra dentro del tipo de genes homeobox, a su vez dentro de la clase de genes ANTP
especifica para animales (Garcia-Fernandez, 2005), al igual que las familias de genes
EVX, HOX y PARAHOX (Dush y Martin, 1992). Sin embargo aun se desconoce con
absoluta certeza la funcionalidad del gen MEOX2 en el cancer, también llamado GAX (por
las siglas en inglés de growth arrest-specific homeobox). No obstante la presencia de
MEOX2 ha sido relacionada con procesos anti-angiogénicos y anti-inflamatorios, cuyas
evidencias han apoyado su definiciébn funcional como un gen supresor de tumor. Al
respecto, Gorski en 1993 expuso células no-neoplasicas vasculares de musculo liso
(VSMC) obtenidas de rata a diferentes concentraciones del factor de crecimiento derivado
de plaguetas (PDGF), evaluando que la expresion de GAX (o MEOX2) fue negativamente
afectado por la presencia de suero fetal bovino en condiciones de cultivo in vitro, en
contraste fue posible detectar aumento en su expresién durante la induccion de

quiescencia provocada por ausencia de PDGF in vitro.

Por otra parte, Patel y colaboradores, en 2005 demostraron mediante ensayos de tipo
EMSA (Electrophoretic Movility Shift Assay) que GAX impedia la unién del factor
transcripcional NF-kB (actuando como factor proangiogénico en células endoteliales y pro-
inflamatorio en células del sistema inmune) a sus secuencias genéticas promotoras
blanco. Adicionalmente, mediante el uso de microarreglos de expresion de RNAm vy
ensayos de induccion controlada de MEOX2 mediante su transfeccion por adenovirus,
demostré alteraciones en los patornes de expresion genética entre los que destacan:
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MADH7/SMAD7 (con aumento de 4.3 veces (inducido por TGF-1, y capaz por degradar
a TGFBR1), TNF-a induced protein 3 con disminuciéon de 6.4 veces (involucrado en
procesos de apoptosis extrinseca), SELE (E-selectina) con disminucion cercana a 62.6
veces (adhesion celular) y el factor de crecimiento CXCL1 con disminucion de -238.9
veces (involucrado en el crecimiento de tumores como melanoma y cancer de mama,

inflamacion y quimiotaxis).

Sin embargo, Wu y colaboradores en 2005 describieron los efectos angiogénicos directos
de MEOX2 sobre células endoteliales de cerebro humano. Al respecto los autores
demostraron que la menor expresion de MEOX2 en dichas células endoteliales derivadas
de pacientes con Alzheimer (etapas Braak V y VI) se encuentra involucrada con la pobre
formacion de tubos capilares in vitro en contraste con la expresion de células del grupo
control (etapas Braak 0 y I). Asimismo MEOX2 fue implicado en la formacion de tubos
capilares bajo condiciones de hipoxia, actividad esencial en la formacién y progresion de

tumores (Hanahan y Weinberg, 2000).

Por otro lado, el estudio de Ohshima en 2009 mostré6 que MEOX2 se encuentra deletado
en algunos tumores de Wilms (una de las malignidades pediatricas mas comunes), y
propone que la pérdida de este gen podrian causar la progresion de dichos tumores.
Asimismo, analizando el grado de metilaciéon del DNA en 3 islas CpG, demostraron en 4
tumores y 3 lineas celulares derivadas de tumores Wilms, menor expresiéon de MEOX2
solo durante la pérdida de metilacion de la isla CpG del primer exén. Por el contrario,
mediante el uso de microarreglos de DNA gendmico y analisis de hibridacion gendmica
comparativa, empleando muestras de cancer pulmonar fue posible detectar no sélo
aumento en el numero de copias de los genes AHR, MEOX2 y TWIST1, sino variaciones

en patron y nivel de metilacion de secuencias promotoras (Alvarez, 2010 Tesis
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Especialidad Oncologia Toréacica), siendo previamente TWIST1 relacionado a fendmenos
de la transicion epitelio mesenquima (EMT) y quimioresistencia (Wen-Lei et al., 2008;
Yang et al., 2004). Datos similares han sido recientemente encontrados por nuestro grupo
de investigacion, donde ambos genes MEOX2 y TWIST1 localizados en la region
citdgenética 7p21, poseen no solo alteraciones genéticas sino epigenéticas, entre ellas
alteraciones en los niveles de metilacion del DNA y recambio aberrante del codigo de
histonas H3k27me3 y H3k4me3 asociados a quimioresistencia y pobre prondstico en
cancer pulmonar (Avila Moreno et al., 2014). Adicionalmente, el trabajo generado por
nuestro grupo de investigacion (Armas Lopez L. 2011, Tesis Maestria en Ciencias) ha
propuesto describir los blancos genéticos (secuencias promotoras) del factor MEOX2
mediante una estrategia de andlisis masivo del epigenoma, con el objetivo de identificar y
profundizar sobre el posible papel central de MEOX2 en los procesos de control
transcripcional en cancer pulmonar. A este respecto, nuestro grupo de investigacion ha
profundizado sobre diversas evidencias que sefilalan a MEOX2 como el factor
transcripcional capaz de posicionarse transcripcionalmente en secuencias promotoras de
genes miembros de vias de sefializacidbn embrionaria, entre ellas Sonic Hedgehog en
carcinomas solidos pulmonares participando en la capacidad de resistencia innata al
tratamiento por farmacos oncolégicos, (Armas Lopez L, 2016 tesis doctoral), asi como, en
la respuesta y prondstico clinico frente a esquemas de terapia dirigida en pacientes con

cancer pulmonar (Armas Lépez et al., 2016 sometido a publicacion).

Por otra parte, en el estudio masivo del genébma realizado por Frullanti y colaboradores
(2011) se identificaron polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en 600 pacientes con
adenocarcinoma de pulmén, evidenciando al SNP en rs10278557, con localizacion en el
cromosoma 7 en la region intronica del gen MEOX2, como una asociacion estadistica

importante, vinculandolo con el riesgo de progresion clinica en pacientes con cancer
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pulmonar del grupo NSCLC. Adicionalmente, estudios sobre el estado de metilacion de
secuencias promotoras del gen MEOX2 (Cortese et al. 2008) identificaron aumento en la
metilaciéon del gen MEOX2 en células tumorales pulmonares, en contraste con células
pulmonares en estadio fetal y tejido pulmonar de adulto histolégicamente normal,
postulandolose como un probable marcador de deteccion temprana en cancer pulmonar.

Aunado a lo anterior, el mecanismo de quiescencia asociado a MEOX2 ha sido abordado
en condiciones de normalidad histolégica a través de un conjunto de estudios medulares
realizados por Gorski en 1993, Valcourt en 2007 e Irelan en 2009; destacando la
induccién de quiescencia en fibroblastos, la cual se regula bajo 3 mecanismos: i) privacion
de mitdgenos, ii) inhibicion por contacto y iii) pérdida de adhesion, destacando un perfil
transcripcional propio. Sin embargo, existe un cuarto programa transcripcional inducido
por la sobreexpresion de inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas, como p21 y
p16™“? (Coller et al., 2006). Basado en lo anterior, Irelan y colaboradores (2006)
transfectaron (infectaron) diferentes lineas celulares humanas (U20S células de
ostrosarcoma, IMR9O0 fibroblastos de pulmon, WI38 fibroblastos, HEKn queratinocitos) con
retrovirus que sobreexpresan MEOX2, logrando induccién de arresto celular de manera
similar a lo sucedido con la exposicidn a retrovirus que sobreexpresan el oncogen RAS, el
cual se sabe que puede activar este mecanismo (Ohtani et al., 2001). Posteriormente, al
agregar el mismo retrovirus con MEOX2 en fibroblastos, por medio de western blot

observaron aumento en la expresion de p16™<4?

, capaz de inhibir la proliferacion.
Posteriormente, en fibroblastos transfectados con retrovirus/MEOX2, mediante
inmunoprecipitacion de Meox2 y ensayos de amplificacion del DNA por PCR
semicuantitativo sobre la secuencia promotora de pl6, los autores demostraron la union

de MEOX2 a secuencias promotoras de p16, sugiriendo asi la induccion de arresto celular

a través de la activacion de la transcripcion de p16™<*® mediado por la actividad del factor
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transcripcional MEOX2. Por su parte, Valcourt en 2007 sugiere que MEOX2 interactla con
SMAD3 y SMAD4 en la via de sefializacion de TGF-3 para activar al gen pro-apoptotico
p2l en lineas celulares HaCaT (queratinocitos), NMuMG (células epiteliales no-
neoplasicas de mama) y MCF-7 (células de cancer de mama) a través de la union al
promotor del gen p21. Asi mismo, se demostré que TGF-B1 aumenta la expresion de
MEOX2 en células HaCaT y NMuMG, por lo cual se intentd discernir si MEOX2 participa
en el fendmeno de la transicion epitelio-mesenquima en células no-neoplasicas HaCaT y
NMuMG evaluando la expresion de E-cadherina (utilizada comunmente como marcador
del fenotipo epitelial), bajo cuyas evidencias los autores deducen que MEOX2 no participa
en el establecimiento de la EMT, no obstante dichos resultados se aprecian poco
concluyentes. Por ejemplo: 1) La recuperacion o aumento de los niveles del mRNA de
MEOX2 coincide con la “segunda ola” de expresion de factores de transcripcion inducidos
por TGF-B1 (como SNAIL o TWISTL1), los cuales regulan genes criticos para la EMT. 2)
La expresion ectopica de MEOX2 (mediante adenovirus) no aumenté los niveles de E-
cadherina en los 2 modelos celulares utilizados (HaCaT y NMuMG). 3) El uso de
inhibidores proteosomales agrega un grado de incertidumbre no cuantificable a la
regulacion fisiolégicamente normal de los genes y proteinas involucrados en la EMT, lo
anterior no permite distinguir con claridad si MEOX2 se encuentra o no involucrado en el

fendbmeno EMT.

Quiescenciay transicion epitelio-mesénquima

Durante el desarrollo embrionario y postnatal, la reorganizacion del tejido, curacion de
heridas y carcinogénesis, las células epiteliales pierden de forma estable o transitoria su
polaridad epitelial adquiriendo un fenotipo mesenquimal (Janda et al., 2002), el cual se

encuentra caracterizado en neoplasias por el incremento en la capacidad de invasion,
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metastasis, quimiorresistencia y evasion del sistema inmune (Kurimoto et al., 2016). La
molécula TGF-B ha sido ampliamente implementada en la inducciéon de la transicion
epitelio-mesénquima (Thiery, 2002), y recientemente se ha observado que sus efectos en
conjunto con el uso de FGF-2 en lineas de adenocarcinoma de pulmén (PC-9 y HCC827)
reduce la sensibilidad a los farmacos gefitinib y cisplatino (op. cit.). Asi mismo, en el
estudio de Janda y colaboradores en 2002, la exposicidén de células epiteliales mamarias
de ratén (que sobre-expresan el oncogen RAS) a la molécula de TGF-f3, resulté en la
pérdida progresiva de la morfologia epitelial y reduccidén en la expresion de marcadores
epiteliales, incluyendo citoqueratinas y E-cadherina. Al mismo tiempo tales células
transformadas adquirieron la expresion de marcadores mesenquimales, como Vimentina,
y adquirieron morfologia fusiforme semejante a fibroblastos, todas éstas caracteristicas
propias del fendmeno de la EMT. Efectos similares se han observado en lineas celulares
de NSCLCs (A549 y HCC4006), donde también se ha observado una mayor migracion
celular en contraste con las células que no han sufrido EMT (Koeck et al., 2016). Adicional
a los cambios morfoldgicos, las células en proceso de transicion comienzan a producir su
propio TGF-B, promoviendo un proceso autocrino de estimuacion, permitiendo mantener
el fenotipo mesenquimal por periodos prolongados incluso posterior al retiro del
tratamiento in vitro con TGF-fB (Oft et al., 1996). Asi mismo, ha sido reportado que el
mantenimiento de la sefializacion de TGF-B a través de retroalimentacion positiva logra un
papel destacado en el mantenimiento de la expresion de la integrina a Bs (con bajos
niveles en tejido epitelial normal y sobreexpresada durante el desarrollo embrionario,
heridas y tumores epiteliales), asi mismo se ha descrito que el proceso de la EMT ocurre
en células tumorales de origen epitelial (carcinomas) en humano (Van Aarsen et al.,
2008). La via de sefalizacion por TGF-B resulta una via fundamental, compleja y

finamente regulada, que desarrolla un papel importante durante el desarrollo emrbrionario,
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la vida post-natal y adulta, todo ello en el contexto de alteraciones en el epigenoma
(Kubiczkova et al., 2012; Mohammad y Baylin, 2010). Paraddjicamente, TGF-3 es capaz
de promover y suprimir la formacion de tumores, destacando ampliamente los efectos
antiproliferativos y apoptoticos, por lo que se ha descrito a TGF-8 como supresor de tumor
en epitelio normal, inhibiendo la proliferacion celular e induciendo la apoptosis. No
obstante, durante la progresion del cancer, el tumor frecuentemente evita las actividades
supresoras, beneficiandose de dicha ventaja durante la aparicibn de mutaciones en
componentes de sefializacion que inhiben la respuesta antiproliferativa. Ello permite que
el tumor emplee a TGF-B como factor oncogénico induciendo la motilidad, invasioén,
metastasis, asi como el proceso de transicion epitelio-mesénquima (op. cit.). Ademas,
durante la progresion del tumor, la sensibilidad a efectos de TGF-B se pierde
frecuentemente, mientras que en estadios neoplasicos avanzados TGF-B promueve la
formacion neoplasica, por lo que células malignas adquieren resistencia a efectos
supresores de TGF-3, ya sea por mutacion y/o inactivacion de receptores de TGF-f3, asi
como alteraciones de la via de sefializacion a través de moléculas SMADs (Kubiczkova et
al., 2012). A este respecto, a menudo se observan niveles elevados de TGF-B1 en
muchos tipos de cancer en correlacion con pobre prondstico en pacientes, ejemplos de
ellos: carcinoma hepatocelular, cancer de colon, prostata, pulmén y cancer de mama
(Teicher et al., 2001; op. cit.). Resulta interesante hacer notar que Bierie y colaboradores
en 2008, observaron en células de cancer de mama de un modelo murino, que la pérdida
de sefalizacion de la via de TGF-[3 resultaba en el incremento de la expresion de CXCL1,
gue como ya se menciond anteriormente, es el mayor blanco de represion de MEOX2.
Adicionalmente, otros estudios sugieren que TGF-3 es uno de los reguladores criticos de
los procesos de inflamacion; relacionado a esto se piensa que el proceso de metastasis

es coordinado entre células tumorales y las células del hospedero a través de
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mecanismos de inflamacion (Mareel y Leroy, 2003). Los efectos proinflamatorios y
prometastasicos de TGF-B son regulados a través de la via de NF-kB, considerado uno
de los reguladores maestros de la inflamacion y control de la expresién de vias de
proliferacion y supervivencia celular (Rahman y Fazal 2011). Asi mismo, TGF-f3 induce a
la baja la expresion de NF-«B, como se ha mostrado en tejido intestinal, estimulando de
forma directa la actividad transcripcional del promotor de IkB-a in vitro. Sin embargo, la
molecula SMAD7 mantiene alta actividad de NF-kB al bloquear la sefializacion de TGF-1
(Monteleone et al., 2004), formando un bucle que mantiene regulada la transcripcion de

estas dos moléculas.

En células del grupo NSCLC la expresion elevada de TGF-B se correlaciona con la
progresion clinica del padecimiento oncologico (Sterlacci et al., 2011). Asi mismo, se ha
propuesto que la expresion y niveles criculantes elevados de TGF-B representan un factor
de prognosis el cual podria servir como prueba de diagnéstico complementario en la
deteccidén de cancer de pulmén (Gonzélez-Santiago et al., 2011). Al respecto, el estudio
de Xu y colaboradores en 2011 demostré que en células A549 de adenocarcinoma
pulmonar, el knockdown de TpBRII (receptor de TGF-BIl) provoca supresion de la
proliferacion celular, invasién y metastasis, mientras que induce procesos apoptoticos. Asi
mismo, Jeon y colaboradores en 2008 observaron correlacion entre menor supervivencia
de pacientes con cancer pulmonar, con la presencia de SMADG6, molécula que contribuye
a la progresion del cancer pulmonar al promover el crecimiento mediado por TGF-B, lo
cual quedo demostrado al evaluar el knockdown de SMADG6 resultando en incremento del

indice de apoptosis en células de cancer pulmonar del grupo NSCLC H1299.

Por otro lado, altos niveles de TGF-3 son secretados en otros tipos de cancer, como en

las células de mieloma mdltiple (MM), asi como por células estromales de médula 6sea
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(CEMO) (Urashima et al., 1996). La secrecion de TGF-f aumenta con relaciéon al estado
de diferenciaciéon de las células B, mientras que el incremento en la produccion de TGF-f3
es seguido por el aumento en la secrecién de interleucina 6 (IL-6) y el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) en muestras CEMO (lbidem). En este contexto
TGF-B resulta el mayor inductor de IL-6 y VEGF, dos citocinas importantes en MM y
relacionadas con proliferacion celular, mientras que en contraste este mismo factor inhibe
la proliferacion y secrecion de Ig en células B normales (Urashima et al., 1996). Con
relacion a ello, al bloquear la acumulacion nuclear de SMAD2/3 (perteneciente a la via de
TGF-B) mediante el uso de SD-208 (TBRI kinase inhibitor) se disminuye la produccion de
IL-6 y VEGF, reduciendo la migracién celular, e inhibiendo el crecimiento del MM, lo cual

adicionalmente conduce a resistencia a farmacos oncoldgicos (Hayashi et al., 2004).

Adicionalmente, TGF-3 representa uno de los reguladores endégenos negativos mas
importantes de la hematopoyesis, modulando la proliferacion, diferenciacion y funcién de
todos los tipos de linfocitos, macréfagos y células dendriticas, regulando asi la inmunidad
innata y adquirida (Yang et al., 2010). En contraste, hallazgos experimentales publicados
por Kulkarni y colaboradores en 1993, mostraron que en ratones adultos, la
administracion de altas dosis de anticuerpo neutralizante para TGF-3 durante 12 semanas
bajo exposicion continua, asi como la exposicion de por vida a TPRII soluble (receptor II
de TGF-B) en ratones transgénicos, no afecto de manera significativa la salud de la
poblacibn murina estudiada. Lo cual sugiere que los tratamientos anti-TGF-B (o la
inhibicion de alguno de los elementos de la via) sean relativamente seguros, y puedan
emplearse como esquemas de tratamiento en conjunto con medicamentos tradicionales
(enfocados de manera preferente con la erradicacion de las células neoplasicas en

division) constituyendo probables esquemas terapéuticos contra mecanismos de
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quimiorresistencia y/o reincidencia del cancer en pacientes del grupo NSCLC, asi como

otros padecimientos oncolégicos.

Planteamiento

Evidencias recientes obtenidas por nuestro grupo de investigacion sefialan la pertinencia
en profundizar sobre la participacion de factores de transcripcion tipo Homeobox, entre
ellos MEOX2 en fenbmenos de quimioresistencia del cancer pulmonar. Asi como, la
participacion de MEOX2 inducible mediante el estimulo por TGF-3, cuya citocina se
encuentra desregulada en cancer. Recientemente, se ha demostrado la induccion de
MEOX2 mediada por TGF-1, cuya via de sefializacién desarrolla funciones ambivalentes
en procesos neoplasicos malignos (Pardali y Moustakas 2007; Kubiczkova et al., 2012).
Aunque se ha relacionado comunmente a MEOX2 como un posible gen supresor de
tumor, su participacion a través de la via TGF-3, asi como en la induccion de quiescencia,
pérdida de expresion de integrinas y posible induccion de TWIST1 indican que
probablemente MEOX2 forme parte de los mecanismos de quimioresistencia en cancer
pulmonar, e incluso que se encuentre involucrado en la transicion del fenotipo

mesenquimal, contribuyendo a procesos de migracion, invasion y metastasis tumoral.
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Hipotesis
-MEOX2 promueve mecanismos de quimiorresistencia en el cancer pulmonar de células

no pequenas.

Objetivo General

-Analizar la participacion de MEOX2 en la capacidad de quimiorresistencia en células de

cancer pulmonar de células no pequefas in vitro.

Objetivos Particulares

-Analizar tres modelos celulares in vitro con base en la expresion de MEOX2 en cancer
pulmonar de células no pequenfas (lineas celulares A549, A427 e INER51).

-Analizar la induccion de la expresion de MEOX2 mediante el uso de TGF-B1 y su posible
impacto en los niveles de proliferacion celular.

-Evaluar la capacidad de quimiorresistencia in vitro en respuesta al silenciamiento de
MEOX2 mediante el uso de siRNAs y su posible impacto en la muerte celular por
apoptosis.

-Analizar la posible correlacién de capacidad de quimioresistencia con la expresion de
marcadores moleculares asociados con el fenotipo de la transicidén epitelio-mesénquima

(TWISTL, Vimentina y E-cadherina), dependiente de MEOX2.

20



Estrategia experimental
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Materiales y métodos

Modelos celulares

Se utilizaron las lineas celulares de adenocarcinoma de pulmén de células no pequefias
de origen caucasico A427 y A549, obtenidas del American Type Culture Collection
(ATCC), y la linea celular de adenocarcinoma de células no pequefias de origen mestizo
mexicano INER51, establecida dentro de la Unidad de Investigacion del Instituto Nacional
de Enfermedades Respiratorias (INER) (Ponce de Ledn & Barrera, 2005; De Lucio et al.,
2005). Las muestras de tejido tumoral se obtuvieron del banco de muestras de nuestro
grupo de investigacion. Asi mismo, se utilizaron como control de expresion células

mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de donantes sanos separadas por Ficoll.

Cultivos celulares

Las lineas celulares fueron cultivadas en medio RPMI 1640 adicionado con 10% de suero
fetal bovino (SFB), 0.1% de Gentamicina/Penicilina, 1% de L-Glutamina, 1% de Piruvato
de Sodio y 2.5% de Buffer HEPES, en condiciones de 37°C y 5% de CO, (cultivo
estandar). Debido a que la expresion de MEOX2 a mostrado ser suero-dependiente, 48
horas antes de cualquier medicion o experimento fueron incubadas en medio con 3% de
SFB con el fin de facilitar la deteccion de MEOX2 (cultivo tratamiento). El conteo y

viabilidad celular se realizaron en una camara de Neubauer por azul de tripano.

Tratamientos

Cada linea fue dividida en 2 grupos: 1) tratamiento con cisplatino y 2) control negativo. A
Su vez estos grupos se dividieron en 3 subgrupos: ) TGF-B1, 1) RNAi de MEOX2 (iMx) y

[II) control negativo siRNA scramble.
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Tratamiento farmacoldgico por cisplatino

Las concentraciones de cisplatino fueron obtenidas a partir de curvas de citotoxicidad
realizadas por nuestro grupo de investigacion, las cuales se encuentran en la seccién de

anexos.

Inducciéon de MEOX2 por TGF-B1

Se administraron a las lineas celulares 7.5 ng/ml de TGF-B1 analizando cambios en la
expresion del RNAmM de MEOX2 en tiempos (16, 24 y 48 h) posterior a su administracion.
La concentracién y tiempo de mayor induccién se emplearon como referencia para el

desarrollo de ensayos y analisis final correspondiente.

Silenciamiento genético de MEOX2 por siRNAs

Los siRNAs de MEOX2 y Scramble se obtuvieron de Santa Cruz Biotechnologie, INC
(“MOX-2 siRNA (h): sc-106233” y “Control siRNA (Flurescein Conjugate)-A sc-36869”) y

fueron transfectados mediante Lipofectamine 2000 de Invitrogen.

Extraccion de RNA y proteinas

La extraccion de RNA y proteinas se realizd siguiendo el protocolo de TRIzol de
Invitrogen. La concentracion de RNA de las muestras fue determinada utilizando los
espectrofotometros NanoDrop ND-1000 UV 6 Epoch™ Microplate. Se determind el
cociente 260/280 para observar la pureza del RNA tomando como valor aceptable
Azsor280> 1.8. Para la concentracion de proteinas se usé el método de Bradford (Sigma-

Aldrich) en una placa de 96 pozos leyendo en un equipo Epoch™.
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Analisis de expresion por RT-gPCR

El cDNA de cada muestra fue sintetizado a partir de 2 pg de RNA siguiendo el protocolo
del kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis de Roche®. Se utilizé el software en linea
“Probe Finder’” de Roche® para el disefio de los primers y la eleccion de la sondas
Tagman y posteriormente los primers fueron corroborados utilizando la herramienta en
linea de BLAST desde el sitio del NCBI. Todos fueron sintetizados por Sigma Aldrich.

(tabla de oligonucleétidos en la seccion de anexos).

PCR en tiempo real

Para los PCR en tiempo real se utilizo el kit Probe Master y el termociclador Light Cycler
480 de Roche® en un volumen final de 10ul y 100ng de cDNA totales por pozo. El
programa de temperaturas fue el siguiente: pre-incubacion: 3 min a 95°C 1 ciclo,
amplificacion: 10 s a 95°C, 17 s a 60°C, 30 s a 72°C por 40 ciclos, enfriamiento: 10 s a
40°C por un ciclo. Para corroborar la amplificacion de algunos transcritos por qPCR, se
realizd electroforesis en geles de agarosa de baja electro-endosmosis (marca Roche) al

3%.

Western Blot

Se realiz6 electroforesis de las proteinas en geles al 12% de poliacrilamida y stack
agregando de 20 a 30ug de proteina por pozo en una soluciéon 1:1 con buffer de carga
(Laemmli Sample Buffer de BIO-RAD y B-Mercaptoetanol de Sigma-Aldrich) y se corrieron
a 80 V por 20 min (stack) y posteriormente 130 V por 1 h 20 min. Se transfirio a
membranas de nitrocelulosa de 0.45 um BIO-RAD con ayuda del equipo Turbo Transblot

por 13 min a 25 V y 1.5 A. Se utilizé rojo de Punceau para corroborar la transferencia de
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proteinas y se lavo con PBS-Tween. Se bloque6 con 5% de leche en polvo descremada
sin grasa Svelty en PBS-Tween, agitando durante 2 h. Se lavé 3 veces por 10 min con
PBS-Tween en agitacion rapida. Se incub6 con anticuerpo primario (GAPDH 1:3000, B-
actina 1:3000, Meox2 1:1500, Twistl 1:1500) y se dej6 incubando en agitacion baja
durante la noche a 4°C posteriormente se realizaron 5 lavados de 10 min con PBS-Tween
en agitacion alta y 2 lavados con PBS para incubar con anticuerpo secundario (Anti-
mouse 1:10000, Anti-rabbit 1:10000) por 2 h. Se lavo 5 veces con PBS-Tween, 2 veces
con PBS y una con agua destilada. Se agregd 250 pl de Luminol + su catalizador y se
revelé con el equipo “C-Digit” de LI-COR. Para el stripping se colocaron las membranas
dentro bolsas de plastico selladas con solucién de stripping por 30 min en agua a 55 °C y
se lavé 3 veces con PBS-Tween por 5 min para comenzar de nuevo con los bloqueos

(tabla de soluciones en la seccion de anexos).

Analisis de proliferacién celular mediante colorante PKH26

Para los ensayos de proliferaciéon se uso6 el fluorocromo anfifilico PKH26 de la marca
comercial Sigma Aldrich, capaz de intercalarse en la membrana plasmatica, mismo que al
aumentar el numero de mitosis disminuye su intensidad de fluorescencia en las
poblaciones celulares en proceso de division. El protocolo se realiz6 de la siguiente forma:
Lavado de 2,000,000 de células en medio sin SFB, centrifugado a 400g por 5 min,
decantar sobrenadante, formar “suspension celular 2x” agregando 250ul de Diluent C al
boton de células, formar “solucion de marcaje 2x” agregando 1pl de PKH26 en 250 ul de
Diluent C (en otro tubo), mezclar la “suspension celular 2x” en la “solucién de marcaje 2x”,
incubar de 1 a 5 min, detener marcaje afladiendo 2.5 ml de medio completo (SFB10%),
Centrifugar a 400 g por 10 min y decantar el sobrenadante, lavar 3 veces resuspendiendo
en 10 ml de medio completo, centrifugando a 400 g por 5 min y descartando el
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sobrenadante (cambiar a un tubo nuevo después del primer lavado), resuspender a la
concentracion deseada. La lectura de las muestras se realizé en el citometro FACS

calibur en el canal FL2.

Analisis de apoptosis (Anexina V contra Sytox)

Los ensayos de apoptosis se llevaron a cabo mediante la tincion con el kit de Anexina V'y

Sytox de BD Pharmingen™ segun lo indica su protocolo.

Anadlisis estadistico

Se realiz6é prueba de t de student para dos poblaciones independientes con un valor de
significancia no menor a p<0.05 utilizando el programa StatPlus. Los analisis ANOVA
multifactorial balanceado o desbalanceado (segun se indigue) se realizaron basandose en

el procedimiento de Cohen (2002) con un valor de significancia no menor a p<0.05.
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Resultados

Analisis morfoldgico y de viabilidad celular in vitro en cancer pulmonar

Con el fin de establecer las condiciones basales de morfologia y expresion de marcadores
moleculares en modelos celulares de cancer pulmonar, en primer lugar fueron analizadas
las caracteristicas morfologicas, de viabilidad, adhesién y tiempo de duplicacion celular en
condiciones estandar de homeostasis. En la figura 1 se puede observar que la células
INER51 presentan una morfologia mas alejada del fenotipo epitelial en contraste con las
lineas celulares A549 y A427. También, el andlisis con azul de tripano sobre lineas
celulares evidencio a INER51 como la linea con menores indices de viabilidad y adhesion
con 90.48% y 46.33%, seguida de A427 con 94.73% y 87.1%, respectivamente, y
destacando A549 como la de mayor viabilidad (97.25%) y adhesion, con un 100% de las
células viables adheridas (Fig. 2A). Asi mismo, nuestro andlisis demostré que el tiempo de
duplicacién celular para las células INER51 mostré la mayor tasa de duplicacién, mientras
gue los modelos celulares restantes, de la casa commercial ATCC, mostraron una tasa de

duplicacién celular similar (Fig. 2B).

A549 A427 INER51

Fig. 1. Microfotografias (40x) de modelos celulares de cancer pulmonar en condiciones de

cultivo in vitro estandar (ver materiales y métodos).
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A) B)

Viabilidad entre AS49  A427  INERS1
lineas celulares T75 4965h 451h 32.68h
100 _
T E9 Muertas T25 2435h 24.93h 17.07h
50 medio
. % Muertas
0 adheridas

A549 A427 INER51

Fig. 2. A) Viabilidad celular expresada en porcentaje de células adheridas o células en
suspension en el medio de cultivo. B) Tiempo de duplicacion celular in vitro obtenido a
partir del cultivo celular inicial de 2 millones de células para cajas de cultivo T75 (n=2) y

666 mil células para T25 (n=3).

Analisis de la expresion basal de MEOX2 y TWIST1

Con el fin de conocer los niveles de expresion de los modelos celulares en referencia a
células normales, se analiz6 la expresion comparativa de MEOX2 y TWIST1 en células de
cancer pulmonar (INER51, A549 y A427) bajo condiciones basales de suero fetal (SFB
10%) en contraste con un grupo de células no neoplasicas derivadas de células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs). La expresion de MEOX2 mostré
diferencias significativas en todos los modelos celulares contra las PBMCs de donantes
sanos (INER51 p<0.05, A427 y Ab49 p<0.01; n=2) (Fig. 3). Mientras que
inesperadamente, respecto al nivel de expresion de TWIST1, las células de cancer
pulmonar no mostraron diferencias significativas en contraste con las PBMCs, aunque su
expresion se encontraba cerca del limite de significancia (INER51 p=0.05325, A427

p=0.06834 y A549 p=0.05956; n=2) (Fig. 4).
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Fig. 3. Andlisis de expresion de MEOX2 mediante gPCR (SYBR Green) en PBMCs y
lineas celulares de adenocarcinoma de pulmén. Se muestran resultados representativos;

n=2 *p<0.05 y *p<0.01.
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Fig. 4. Andlisis de expresion de TWIST1 mediante gPCR (SYBR Green) en PBMCs y
lineas celulares de adenocarcinoma de pulmén. Se muestran resultados representativos;

n=2.

Anadlisis de la expresion inducible de Meox2 mediante TGF-f1

Fueron evaluados los niveles inducibles de MEOX2 mediante el empleo in vitro de TGF-
B1, analizando los niveles de expresion a las 16, 24 y 48 horas posterior a la aplicacion de
la citocina, mostrando aumento del transcrito a las 16 h post-induccion con TGF-B1 en
células A427 con respecto a su control negativo libre de TGF-B1, mientras que se observo
el nivel maximo de expresion a las 48 h en ausencia de suero y TGF-B1 (Fig. 5A n=3,
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p<0.01), siendo esta la Unica linea con un patron de expresion fuera del esperado. En el
caso de la linea celular INER51, el nivel maximo de expresion de MEOX2 ocurrié a las 24
h en presencia de TGF-B1 (Fig. 5B n=3, p<0.01). Debido a dificultades técnicas para
identificar niveles cuantificables del transcrito de MEOX2 en células A-549, se opt6 por
evaluar la deteccibn de MEOX2 a nivel de proteina, evidenciando su nivel maximo de

expresion a las 24 h en presencia de TGF-B1 (Fig. 6).
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Fig. 5. Andlisis de expresion de MEOX2 mediante gPCR (SYBR Green) en A) células
A427 y B) células INER51 bajo tratamiento con TGF-3. Muestra “48h 7.5ng” con n=2 de

un total de n=3; *p<0.05 y **p<0.01.
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Fig. 6. Analisis cuantitativo de expresion de proteina MEOX2 y TWIST1. Valores

normalizados contra B-actina, empleando células A549 bajo tratamiento con TGF-1
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(izquierda). Gel de acrilamida correspondiente (derecha). Carriles: 1) 16 h 0 ng, 2) 16 h

7.5ng,3)24h0ng,4)24h7.5ng,5)48h0ngy6)48 h 7.5 ng. (n=1).

La expresion de MEOX2 es dependiente de la densidad celular y la concentracion
de Suero Fetal Bovino (SFB) in vitro

Para demostrar que la expresion de MEOX2 es dependiente de la concentracion de suero
en condiciones in vitro, de manera inicial decidimos demostrar que la expresion de Meox2
pudiera ser afectada por la densidad celular. Por tal motivo se realizaron cultivos celulares
a distintas confluencias en presencia de 2 concentraciones de SFB, logrando detectar en
células A427 un aumento significativo en la expresion de MEOX2 durante el incremento
en la densidad celular a 3 % SFB, mientras que a 10 % SFB no se observo dicho cambio.
Ademas se detectd el aumento de MEOX2 bajo el tratamiento con 3 % SFB en
comparacion con el tratamiento a 10 % SFB (Fig. 7 con n=3 p<0.01; Fig. 8 n=2). Cabe
mencionar que no fue posible detectar el transcrito de MEOX2 en células A549 e INER51

bajo los tratamientos sefalados.
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Fig. 7. Andlisis de expresion relativa de MEOX2 en células A427 mediante ensayos por
gPCR empleando reacciones de amplificacion por SYBR Green. Fue utilizado mRNA de
tumor solido pulmonar de paciente (AEE T) como control de expresion. Muestras “3% 750

mil”, “3% 250 mil” y “AEE T” con n=2 de un total de n=3; *p<0.05 y **p<0.01.
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Fig. 8. Analisis de expresion de relativa de MEOX2 en células A427 mediante ensayos por
gPCR empleando sondas UPL. Fue utilizado mRNA de tumor sélido pulmonar de paciente
(HLL T) como control de expresion. Muestras “10% 1 millon” y “10% 250 mil” con n=1 de

un total de n=2; *p<0.05 y **p<0.01.
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Participacion de MEOX2 en la proliferacién celular versus quiescencia

Con la finalidad por establecer si MEOX2 participa en el proceso de induccion de
quiescencia celular, se estimo el nivel de proliferacién en repuesta al estimulo por TGF-
B1, a 48 y 96 horas mediante marcaje con el colorante vital de integracion en membranas
lipidicas PKH26. Al respecto, fue establecido el umbral de deteccion celular en relacion
con el tamafio y granularidad celular para discernir con mayor detalle cambios en el
marcaje fluorescente. No obstante no fueron observados cambios significativos en los
niveles de proliferacion en presencia del estimulo por TGF-1, en contraste con el control

negativo en las 3 lineas celulares de cancer pulmonar (Figs. 9, 10 y 11).

Fig. 9. Andlisis de proliferacion de células A427 en ausencia (panel superior) y presencia

(panel inferior) de TGF-B1 a 0, 48y 96 h.
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Fig. 10. Andlisis de proliferacion de células A549 en ausencia (panel superior) y presencia

(panel inferior) de TGF-f1 a 0, 48y 96 h.
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Fig. 11. Analisis de proliferacion de células INER51 en ausencia (panel superior) y

presencia (panel inferior) de TGF-B1 a0, 48y 96 h.
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Determinacién de MEOX2 involucrado en proceso de apoptosis

Para determinar la particpacion de MEOX2 en el proceso de apoptosis, fueron realizados
ensayos celulares bajo el silenciamiento transitorio de MEOX2 mediante el uso de RNA
interferente iMx2, con el cual se logré determinar un ligero aumento (7%) en la apoptosis
tardia en células A427, en contraste de su control negativo (iScramble). Mientras que en
presencia del farmaco cisplatino, los ensayos de silenciamiento por iIMx2 aumentan de

manera discreta el porcentaje (6.4%) de células en apoptosis tardia (Fig. 12).

Fig. 12. Andlisis de apoptosis en células A427 en ausencia y presencia de cisplatino en
combinacion con RNA interferente en contra de MEOX2 (neg = negativo, Scr = scramble,

Cis = cisplatino e iMox2= interferente de MEOX2).
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Respecto a la linea celular A549 (Fig. 13), nuestros ensayos de RNA interferente en
contra de MEOX2 lograron aumentar de manera discreta el porcentaje de células en
apoptosis tardia con respecto al control (1.5%), mientras que en presencia de cisplatino
(C.L. 5) elevo el nivel de apoptosis tardia 7.2%, aunque al aumentar la dosis (C.L. 25) no
fue posible detectar aumento en apoptosis adjudicada al silenciamiento de MEOX2. Cabe
mencionar que debido a problemas técnicos fue imposible obtener una poblacion inicial de
células INER51 con marcaje homogéneo, por lo que se optd por omitir esta prueba para

dicha linea celular.

contrl no cis no sira cis cl5 cis cl25

10*

10° —
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10° 10° 102 10° 10*
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sima no cis sima cis cl5 sima cis cl25

10*

10° 10° 102 10° 10* 10° 10° 102 10° 10* 10° 10° 102 10° 10*
FL3-H FL3-H FL3-H

Fig. 13. Andlisis de apoptosis en células A549 en ausencia y presencia de cisplatino en
combinacion con RNA interferente de MEOX2 “iMx2” (neg = negativo, Scr = scramble, Cis

= cisplatino e iIMx2 = interferente de MEOX2).
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MEOX2 involucrado en proceso de la transicién epitelio-mesenquima

Durante el desarrollo del presente trabajo de tesis fue posible establecer y analizar células
A549 resistentes a cisplatino en nuestro laboratorio. Al respecto se analizaron los niveles
de expression de las proteinas de MEOX2 y Vimentina, no obstante no fue posible

identificar diferencias estadisticamente significativas, como se puede observar con el valor

promedio de tres replicas experimentales en la figura 14.
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Fig. 14. Analisis de expresion de proteina de MEOX2 (grafica izquierda) y Vimentina
(grafica derecha) en células de cancer pulmonar parentales y quimioresistentes A549,
bajo tratamiento con RNA interferente para MEOX2 y su combinacion con cisplatino (n=3,
sin diferencias significativas). (P = Parental, R = Resistente, Scr = Scramble, iIMx2 =

interferente para MEOX2, Cis = Cisplatino, Med = Medio de cultivo, S = tratamiento

constante con cisplatino).

Al respecto, en la figura 15 se muestran a mayor detalle los resultados del experimento

anterior, donde se puede observar el revelado por Western Blot de MEOX2, Vimentina y la

proteina de referencia GAPDH.
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Fig. 15. Andlisis por Western Blot de células A549 parental y resistente a cisplatino, bajo
tratamiento con interferente de MEOX2 y/o cisplatino (C.L. 10). A la derecha se indica el

namero de replica biologica. S = tratamiento constante con cisplatino.

Cabe mencionar que debido a dificultades en la deteccién de E-cadherina, se analiz6é su
expresion bajo curvas de densidad celular y presencia de SFB para determinar si el SFB
induce también cambios en E-cadherina al igual que en Meox2. Al respecto, nuestros
hallazgos indicaron que la expresion detectable de E-cadherina y MEOX2, mostré ser

dependiente del SFB y la densidad celular en células de cancer pulmonar A427 y A549,

39




detectando aumento en su expresion al reducir el porcentaje de SFB, y reduccién en la
expresion al aumentar la confluencia celular (Figs. 16, 17 y 18), mientras que no fue
posible detectar diferencias significativas en células INER51 bajo tratamiento alguno (Fig.

19).
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Fig. 16. Izquierda: Analisis de expresion de E-cadherina mediante gPCR (SYBR Green)
en células A427 bajo condiciones de SFB y densidad celular. Muestra “3% 250 mil” con
n=1 de un total de n=3. Derecha: Comparacion de expresion de E-cadherina contra
MEOX2 del mismo ensayo (correspondiente a la figura 7). Muestras “3% 750mil” y “3%

250 mil” con n=2 para MEOX2 de un total de n=3; *p<0.05 y **p<0.01.
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Fig. 17. Analisis de expresion de E-cadherina mediante gPCR (Sondas) en células A427

bajo distintas condiciones de SFB y densidad celular. Izquierda: Se incluye muestra
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tumoral de paciente (HLL T) como control de expresion. Derecha: Se excluye muestra

tumoral para observar a detalle las muestras restantes; n=2 *p<0.05.
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Fig. 18. Analisis de expresion de E-cadherina mediante gPCR (Sondas) en células A549
con distintas condiciones de SFB y densidad celular. Izquierda: Se incluye muestra
tumoral de paciente (CLL T) como control de expresion. Derecha: Se excluye muestra

tumoral para observar a detalle las muestras restantes; n= 2 *p<0.05 y **p<0.01.
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Fig. 19. Andlisis de expresion de E-cadherina mediante qPCR (Sondas) en células
INER51 con distintas condiciones de SFB y densidad celular. Izquierda: Se incluye
muestra tumoral de paciente (RSCL T) como control de expresién (Unica muestra con
n=1). Derecha: Se excluye muestra tumoral para observar a detalle las muestras

restantes; n=2.

41



Discusién

En contraste con las lineas celulares derivadas de paciente caucéasicos (con alrededor de
90 a 100%) apenas la mitad de las células viables de la linea INER51 se encuentren
adheridas a la superficie de la caja de cultivo (Figs. 1 y 2A), lo cual difiere del fenotipo
comunmente utilizado para el estudio de MEOX2 (Chen et al., 2014; Cunnington et al.,
2013; Douville et al., 2011; Chen et al., 2010; Patel et al., 2005; Pearlman et al., 1998;
Gorski et al., 1993). Todas las lineas presentaron diferencias significativas en la expresion
de MEOX2 en comparacion con células normales (PBMCs) de donantes sanos (Fig. 3),
aunque INER51 mostr6 mayor expresion, de manera similar a lo ya observado en
pacientes con NSCLC (Avila-Moreno et al., 2014), mientras que las lineas de pacientes
caucasicos mostraron menor expresion, lo cual podria deberse a algin mecanismos de
regulacion epigenética, siendo necesaria aun una confirmacioén experimental para estos
modelos celulares. Recientemente, un estudio relaciond directamente la presencia de
MEOX2 con la falta de adherencia en adipocitos perivasculares (PVAC) mediante la
inhibicion de IGF-1 y de las vias de FAK y Pyk2 (Liu et al., 2014), lo cual podria explicar el
por qué del fenotipo semiadherente de la linea INER51. Sin embargo, ese mismo estudio
mostro que la presencia de MEOX2 aument6 la cantidad de células en fase GO y G1, lo
gue contrasta con el menor tiempo de duplicacion observado en INER51 (Fig. 2B), por lo
gue resultaria interesante indagar mas sobre este fendmeno. Adicionalmente, aunque los
niveles en el transcrito de TWIST1 en los tres modelos celulares no presentaron
diferencias significativas (Fig. 4), los datos se encontraron muy cerca del limite de
significancia (INER51 p<0.05325, A427 p<0.06834 y A549 p<0.05956). En relacion a esto,
un articulo publicado por nuestro grupo de investigacion mostré6 que existe sobre
expresion de estos 2 genes en pacientes con NSCLC (Avila-Moreno et al., 2014), por lo

gue la expresiéon de ambos genes en las lineas celulares de cancer pulmonar podria ser
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significativamente distinta en contraste con las PBMCs, mas el tamafio de la muestra
hubiese sido insuficiente y pueda ser necesario un mayor tamafio muestral para

corroborarlo.

Mediante TGF-B1 se logré apreciar un pico maximo de induccién de MEOX2 a las 24 h
post estimulacion en las lineas INER51 (a nivel de mRNA) y A549 (a nivel de proteina)
(Figs. 5B y 6), siendo este un comportamiento ya observado en lineas de células
normales inmortalizadas de epitelio mamario (NMuMG) y queratinocitos (HaCat) (Valcourt
et al., en 2007). Por otra parte, la estimulaciéon con TGF-B1 en A427 no sélo no aumento
la expresion del transcrito en el rango de tiempo estimado, sino que la disminuyo (Fig.
5A), de manera similar al mecanismo de regulaciéon reportado en la curacién de heridas
en la piel y tejido cardiaco en el cual la expresion MEOX2 es inhibida via ZEB2 por TGF-
B1, este ultimo a su vez induciendo proliferacion (Chen et al., 2014; Cunnington et al.,
2013). Una posible explicacién para el contraste entre estos 2 patrones de expresion
podria ser una diferencia en los niveles del gen Ski, el cual inhibe a TGF-B1 y a ZEB2,
promoviendo asi la presencia de MEOX2 (op. cit; op cit). Es notable que la presencia de
las proteinas de TWIST1 y MEOX2 en A549 tenga un patrén mas o menos similar a
través del tiempo frente a la induccion con TGF-B1, donde ambas remontaron sus niveles
a las 24 h (Fig. 6). Dicha similitud reafirmaria la relacion de estos 2 genes, hallada con
anterioridad por nuestro grupo de investigacion, a nivel de mRNA y/o proteina (Avila-

Moreno et al., 2014).

La dependencia de suero y otros factores de crecimiento en la expresion de MEOX2 ya
habia sido documentada en VSMCs de rata y HUVECs (Gorski et al., 1993; Patel et al.,
2005) y solo habia sido especulada en la inhibicion del crecimiento debido a inhibicién por
contacto (op. cit.). En el presente trabajo se confirman la dependencia de SFB para la
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expresion de MEOX2 en células neoplasicas, y ademas se confirma la sospecha de la
relacion entre su expresion y la densidad celular (Figs 7 y 8), aunque esta ultima sélo fue
posible observarla a 3% de SFB y no a 10%, probablemente debido a que las sefales de
contacto intercelular no sean suficientes para contrarrestar la inhibicion de Meox2
provocada por esta concentracion de factores de crecimiento. Ademas de esto, se
observo que los niveles de MEOX2 en las dos distintas muestras de tumores fueron
mayores que en las lineas celulares (Figs 7 y 8), lo cual podria explicarse debido a la
mayor densidad celular en los tumores, pues a diferencia de las condiciones en los
cultivos monocapa, éstos presentan un contacto célula-célula tridimensional. Aunado a
esto, la forma desordenada del crecimiento produce comunmente hipoxia dentro del
microambiente tumoral (Brahimi-Horn et al., 2007) y se ha observado que esta condicion
induce la presencia de MEOX2 confiriendo resistencia a los bajos niveles de oxigeno (Wu
et al., 2005), y ésta a su vez, otorgandole resistencia a la quimio- y la radioterapia (op. cit,
Gu et al., 2015). Ademas, no seria extrafio encontrar a un gen relacionado con la
quiescencia como MEOX2 en un tumor, pues uno de los mecanismos de este estado para
hacer reversible el arresto celular es la supresion de la diferenciacion terminal (Coller et

al., 2006).

No se detectaron cambios en los niveles de proliferacion atribuidos a la induccion de
MEOX2 por medio de TGF-B1 en ninguno de los modelos celulares bajo las condiciones
utilizadas (Figs. 9, 10 y 11). Aun mas, hasta las 96h bajo tratamiento con TGF-B1 no se
logré observar un gran cambio en la proliferacion de A427 (Fig. 9), a pesar de que su
patrén de expresion coincide con el reportado en la curacion de heridas en la piel y tejido
cardiaco, en el cual el uso de TGF-B1 promueve la proliferacion celular (Chen et al., 2014;
Cunnington et al., 2013). Esto puede deberse a que TGF-B1 por si solo no sea suficiente

para inducir proliferacion bajo escases de mitdgenos, o bien, las condiciones de sus vias
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de sefalizacion sean propicias para su actividad como represor de la proliferacion, pues
esta citocina puede actuar de ambas maneras (Pardali y Moustakas 2007; Kubiczkova et

al., 2012).

Por otra parte se sabe que la quiescencia activa muchos mecanismos de proteccion
(Sang et al., 2010; Moore y Lyle 2011), mas los resultados obtenidos mostraron
Unicamente cambios marginales entre los niveles de apoptosis frente al reto
farmacoldgico y en conjunto con el silenciamiento de MEOX2 (Figs. 12 y 13). Quizas la
poblacién celular quiescente presente podria ser muy pequefia, pues se sabe que las
células stem (tanto normales como neoplasicas) forman so6lo un pequefio porcentaje de la
poblacion total (Tian et al., 2012; Pece et al., 2010; Reya et al., 2001). Esto explicaria la
dificutad en la deteccién de MEOX2 tanto a nivel de RNA como de su proteina, y reafirma
el por qué Valcourt y colaboradores en 2007 se vieron forzados a utilizar inhibidores del

proteosoma para detectarla.

No se lograron observar diferencias significativas en la presencia de proteinas de MEOX2
entre células resistentes y parentales con o sin cisplatino, ni con tratamiento de
interferente de MEOX2 (Fig. 14 y 15). Los resultados obtenidos en el presente trabajo
contrastan con los hallazgos relativamente recientes de nuestro grupo de investigacion
donde se demostré no solo la amplificacion en la regidén citogenética 7p21.1 donde
residen los genes MEOX2 y TWIST1, sino que la sobre-expresion de MEOX2 en
correlacion con la dismunicion de las marcas de represion del codigo de histonas
H3K27me3, asi como ensayos de silenciamiento genético mediante siRNAs anti-MEOX2
participan en la capacidad de resistencia frente a farmacos oncolégicos en células de
cancer pulmonar (Avila-Moreno et al., 2014). El hecho de que en esta ocasién no se
hayan observado diferencias entre tratamientos con interferente de MEOX2, y la gran
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dificultad con la que se logro revelar, podrian indicar una falta de sensibilidad, pues como
se menciond con anterioridad, es probable que los niveles de MEOX2 sean muy bajos, y
sea necesario el uso de inhibidores del proteosoma para mejorar su deteccion. Por otra
parte, los niveles de Vimentina parecen no tener un rol significativo en la
guimiorresistencia de A549, pues su presencia permanecio estable bajo todos los
tratamientos (Fig. 14 y 15). Si bien su presencia ha sido relacionada inversamente con la
expression de MEOX2 (Cunnington et al., 2013), quizas la ausencia de este ultimo no sea
suficiente para inducir aumento de Vimentina y requiera otro tipo de sefales

promesenquimales, por ejemplo TGF-B1 6 SOX2 (Vervoort et al., 2013).

Es interesante que tanto en modelos celulares de cancer de pulmon (Figs. 16) como en
muestras tumorales de pacientes (MEOX2 Figs. 7 y 8 contra E-Cadherina Figs. 17, 18 y
19), la expresion entre MEOX2 y E-cadherina mantiene un patrén similar, lo cual reafirma
la relacion de MEOX2 con el fenotipo epitelial incluso en células neoplasicas, pero
también se puede apreciar que los niveles de sus mRNAs fueron mucho mayores en las
distintas muestras tumorales de pacientes que en los modelos celulares, lo que
probablemente indicaria que las condiciones de factores de crecimiento, densidad celular
y concentracion de oxigeno del cultivo celular puedan no reflejar fielmente las
modificaciones transcripcionales de las neoplasias in vivo, y sea necesario ajustar las
condiciones del cultivo celular. Dejando esto a un lado, al igual que la expresion de
MEOX2 (Figs. 7 y 16) la de E-cadherina también fue dependiente de la densidad celular y
el porcentaje de SFB en el medio, tanto en A427 y A549 (Figs. 16, 17 y 18), mientras que
en INER51 no se presentaron cambios significativos (Fig. 19), lo que indica una
anormalidad en las vias de sefalizacion epitelial de esta linea, y podria estarse reflejando
en el hecho de que la mitad de su poblacién se encuentra en suspension a pesar de ser

derivada de tejido epitelial. Al respecto, se sabe que las uniones entre puentes de E-
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cadherina entre células resulta en la transmision de sefales antiproliferativas, y que esta
funcién se pierde en la mayoria de las neoplasias epiteliales mediante mecanismos como
la inactivacion por mutacion, la inhibicion transcripcional o la protedlisis de su dominio
extracelular (Christofori y Semb, 1999), siendo este ultimo mecanismo quizas el de mayor
importancia en INER51, pues explicaria su insensibilidad al contacto intercelular (Fig. 19),

su suspension en el medio (Fig. 2A) y su rapida proliferacion (Fig. 2B).

Es importante mencionar que si bien la expresién de E-cadherina resulté estar asociada
con la de MEOX2, también es posible detectar la expresion de TWIST1 tanto lineas
celulares como en carcinomas solidos pulmonares derivados de pacientes (Avila-Moreno
et al., 2014), lo cual resultaria paraddjico pues se sabe que TWIST1 reduce la expresion
de E-cadherina (Yang et al., 2004). Ademas de la estrecha relacién que se menciond con
anterioridad, tanto MEOX2 como E-cadherina comparten represores como ZEB1 y ZEB2,
que al igual que TWIST1 son activados por TGF-31 (Xu et al., 2009). Ejemplo de esto se
observa en un estudio reciente en células de NSCLC (HCC4006) resistentes al onco-
farmaco erlotinib. En dicha linea resistente, que presenta aumento en la via de TGF-1,
se observa un incremento en los niveles de mRNA de TWIST1 y un aumento sustancial
en los de ZEB1 (que como se menciond anteriormente inhibe a Meox2), lo que se ve
reflejado en la expresién de los genes bajo su control, aumento de Vimentina y
disminucién de E-cadherina, en comparacion con la linea control no resistente (Yoshida et
al. 2016). Sin embargo, en otro estudio se observé que al inducir quiescencia y
posteriormente EMT mediante 5-fluorouracilo, los niveles de expresion de E-cadherina
aumentaban, asi como los de marcadores mesenquimales como Vimentina, SLUG y
NCAD, ademas de los niveles de ZEB1, represor de E-cadherina y MEOX2 (Dai et al.,

2016), mostrando cierta similitud con los resultados obtenidos en este trabajo.
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Por ultimo, debido a que en el presente estudio solo se detectaron cambios marginales en
los niveles de apoptosis de los tres modelos celulares de NSCLC pulmonar bajo
tratamiento con cisplatino en conjunto con ensayos de silenciamiento de MEOX2, y a que
no se encontraron diferencias significativas en los niveles de proteina de MEOX2 entre
células parentales y resistentes a cisplatino, las evidencias no permiten apoyar los
hallazgos de nuestro grupo de investigacion en los que se ha demostrado que MEOX2
participa en fenbmenos de quimiorresistencia frente a cisplatino en modelos in vitro de
cancer pulmonar (Avila-Moreno, et al., 2014). Adicionalmente, un estudio en el mismo afio
mostr6 que la sobreexpresion de E2F1 en la linea celular de cancer gastrico
SGC7901/DPP resistente a cisplatino, conduce al aumento en la resistencia a farmacos-
oncologicos como cisplatino, doxorrubicina y 5-fluorouracilo, en correlacibn con aumento
en la expresion de ZEB1 y ZEB2, y disminucién de la expresion de MEOX2 (Yan et al.,
2014). Sin embargo, existe otro estudio por nuestro grupo de investigacion, actualmente
en proceso de publicacidn, en el cual se muestra la participacion del eje transcripcional
MEOX2-GLI1 en la resistencia a la terapia farmaco-oncolégica, a su vez asociado con
pobre sobre-vida y prondstico en pacientes con cancer pulmonar (Armas-Lépez, et al.,

sometido a publicacion 2016).
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Conclusiones

1. -Todas las lineas presentaron diferencias significativas en la expresion de mRNA
de MEOX2 en comparacién con células normales (PBMCs) de donantes sanos
(INER51 mostr6 mayor expresion mientras que A549 y A427 mostraron menor
expresion).

2. -Los niveles del transcrito de TWIST1 en células de cancer pulmonar no
presentaron diferencias significativas comparados con los de PBMCs.

3. -TGF-B1 induce la expresion de MEOX2 a 24 h post-estimulacion en células de
cancer pulmonar INER51 y A549, mientras que la disminuye gradualmente en
células A427.

4. -Se confirma la dependencia de SFB y densidad celular in vitro para la expresion de
MEOX2 en células neoplasicas de cancer pulmonar.

5. -Se detectd expresion elevada de mRNA de MEOX2 en tumores solidos de
pacientes en comparacion con los modelos celulares in vitro.

6. -La induccion de MEOX2 mediante TGF-B1 no mostré6 cambios apreciables en la
proliferacion de los modelos celulares de cancer pulmonar bajo las condiciones
utilizadas en el presente estudio.

7. -Se detectaron cambios marginales entre los niveles de apoptosis frente al reto
farmacoldgico por efecto del silenciamiento de MEOX2.

8. -No fue posible determinar diferencias significativas en la expresion de proteina de
MEOX2 entre células de cancer pulmonar resistentes a cisplatino y parentales.

9. -No fue posible determinar diferencias significativas en la presencia de proteinas de
Vimentina entre células resistentes a cisplatino y parentales, en ausencia y

presencia de MEOX2.
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10.—La expresion de E-cadherina mantiene un patrén similar a MEOX2 tanto en
células de cancer pulmonar, como en tumores soélidos obtenidos de pacientes.

11.-Las evidencias obtenidas en el presente trabajo no permiten apoyar la
participacion de MEOX2 en mecanismos de quimiorresistencia en modelos

celulares de cancer pulmonar.
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Perspectivas

Los resultados obtenidos en los ensayos de induccion de MEOX2 mediante TGF-B1 en
los 3 modelos celulares, sugieren identificar los elementos de la via de TGF-B1
encargados de la activacion de MEOX2, siendo una posibilidad la identificacién por medio
de inmunoprecipitacion de los elementos adheridos a las secuencias promotoras de este
gen, para posteriormente validarlos por medio de su inhibicion y el correspondiente
analisis de expresion de MEOX2. De igual manera, seria interesante estudiar si en células
neoplasicas, al igual que se mantuvo la sensibilidad a SFB y densidad celular, se
mantiene la induccién de MEOX2 bajo condiciones de hipoxia y este a su vez le confiera
resistencia hipoxica a la malignidad. Un ensayo asi podria requerir Unicamente de un
ambiente bajo en oxigeno, la inhibicion de MEOX2 y el analisis de la proliferacion celular.

Por otra parte, un analisis de la expresion y/o proteinas de elementos clave de la via de
TGF-B1 en ausencia, presencia y sobreexpresion de MEOX2 seria (til para vislumbrar si
la induccién de este ultimo gen por TGF-B1 tiene como resultado el enrobustecimiento del
programa transcripcional asociado a esta via, o si por el contrario se encuentra
inhibiéndola formando un bucle autoregulatorio. Ademas, la estrecha relacion entre la
expresion de MEOX2 y E-cadherina sugiere la posibilidad de que MEOX2 pudiera estar
induciendo a E-cadherina, o bien, que ambos genes sean inducidos por un programa
celular en comun, por lo que el analisis de los niveles de E-cadherina bajo condiciones de
sobreexpresion de MEOX2 podria ser de interés en el estudio de la EMT, en la cual tanto

E-cadherina como TGF-1 poseen un papel representativo.
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Abreviaturas

CEMO

C.L.

CSCs

EMSA

EMT

HUVECs

miRNAS

MM

MOl

NSCLC

SCLC

SNP

PBMCs

Células estromales de la médula 6sea.

Concentracion letal.

Células stem del cancer (Cancer Stem Cells).

(Electrophoretic Mobility Shift Assay).

Transicion epitelio-mesenquima (Epithelial-Mesenchymal Transition).

Células humanas endoteliales de la vena umbilical (Human Umbilical Vein

Endothelial Cells).

Micro RNAs.

Mieloma multiple.

Muliplicidad de infeccién (Multiplicity Of Infection).

Céancer pulmonar de células no pequefias (Non-Small Cell Lung Carcinoma).

Céancer pulmonar de células pequefias (Small Cell Lung Carcinoma).

Polimorfismo de un solo nucledétido (Single Nucleotide Polimorfism).

Células mononucleares de sangre periférica (Peripheral Blood Mononuclear

Cell).
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PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas (Platelet-Derived Growth

Factor).

VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular (Vascular Endothelial Growth
Factor).

VSMCs Células vasculares de musculo liso (Vascular Smooth Muscle Cells).

Glosario

Anoikis: Tipo de muerte celular programada que es inducida en células que dependen de

anclaje cuando se separan de la matriz extracelular que las rodea.

Multiplicidad de infeccién: El niumero aproximado de particulas de bacteriéfagos que

infectan a una célula bacteriana en un experimento especifico.

Stem (células): Células madre, células progenitoras, células troncales.
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Anexos

(1g)

Linea Celular A427 AB49 INER51
Concentracion

CL10 CL25 CL10 CL25 CL10 CL25
Letal (CL)
Concentracion
de Cisplatino|5.111uyM | 13.467uM | 9.537uM | 25.705uM | 2.787uM | 7.218uM

Tabla Al. Concentracion de cisplatino segun CL por linea celular.

Solucion PBS-Tween

0.1% de Tween en solucion PBS 1x

Solucién de Bloqueo

5% de leche en polvo descremada sin

grasa (Svelty) en solucion PBS-Tween.

Solucién de Stripping

Agua destilada.

3.2ml TRIS pH 6.8 0.5M, 5ml SDS 10%,

125ul de B -Mercaptoetanol, 16.75ml de

Tabla A2. Soluciones de Western Blot.
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Gen Secuencia Tamanfo del | Numero de sonda
amplicén

Meox2

Sentido ctggatctcactgaaagacaggt 126nt #17

Antisentido tccctttttcacattcaccag

Twistl

Sentido aaggcatcactatggactttctct 96nt #6

Antisentido gccagtttgatcccagtatttt

Vimentina

Sentido gaccagctaaccaacgacaaa 100nt #39
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Antisentido

gaagcatctcctcctgcaat

E-cadherina

Sentido agatccatttcttggtctacgc 140nt #39
Antisentido tgtgagcaattctgcttgga

GAPDH

Sentido agccacatcgctcagacac 66nt #60
Antisentido gcccaatacgaccaaatcc

Tabla AS3. Oligonucleétidos utilizados para PCR de mRNA.
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