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RESUMEN

La segunda causa de muerte en México es debida al cancer de pulmdn en varones y
la quinta en mujeres. Debido a su alta letalidad, la cifra de mortalidad es muy parecida
a la incidencia. Actualmente se sabe que la biologia del desarrollo y el cancer
comparten diversas similitudes en cuanto a las bases de sus origenes moleculares y
se sabe en particular que la proliferacion celular y la diferenciacion comparten
aproximaciones en las vias de sefializacién requeridas para estos procesos.

La via de desarrollo embrionaria de Hedgehog (Hh), el Factor de Crecimiento
Transformante-B (TGF-B) y el fendmeno denominado Transicion epitelio Mesénquima
TEM se han visto implicados trabajando independiente o en conjunto en el desarrollo
de ésta enfermedad aumentando la proliferacion, crecimiento, migracion y agresividad
del tumor. En particular la via de Hh, la cual mantiene una estabilidad para controlar la
proliferacion y crecimiento celular en el embrién puede ser inhibida por la proteina
Human Hedgehog Interacting Protein HHIP.

El objetivo del presente trabajo fue identificar si HHIP se ve aumentado o disminuido
en células de adenocarcinoma pulmonar A549 al ser estimuladas con TGF-B1 y por lo
tanto obtener un fenotipo TEM.

Las células se estimularon con TGF-B 5ng/ml durante 72 horas para obtener el
fenotipo de TEM. EIl fenotipo de transiciéon se analizé por medio de microscopia
observando su cambio morfolégico, por medio de citometria de flujo midiendo los
marcadores E-caderina y vimentina. El analisis de la proteina Shh y HHIP se hizo por
western blot.

Las observaciones de la morfologia y los resultados por citometria indican que el
estimulo con TGF-f indujo la transicion epitelio-mesénquima en las células A549.

Se pudo observar la expresion de la proteina Shh y de la proteina HHIP. Se sabe que
Shh esta altamente expresado en células cancerosas y su expresion aumenta al tener
un fenotipo TEM. En particular el inhibidor endégeno se mostré aumentado en las 24 y
48 horas, lo cual no concuerda con estudios previos en los cuales se ha visto que éste
disminuye. Esto puede estar hablando que diversas vias estan actuando permitiendo
la expresion de los factores de transcripcion GLI los cuales permiten la expresion de la
molécula y no requieren del axis de la via candnica de Hh. Se pudo observar la
disminucion de la proteina a las 72 horas lo cual era lo esperado, indicando que
probablemente el aumento de la malignidad celular durante la TEM pueda estar

disminuyendo aun mas la expresion de esta proteina.
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INTRODUCCION

El cancer de pulmoén es la principal causa de muerte por cancer en el mundo, la tasa
de supervivencia maxima de 5 afios es aproximadamente de un 15%. Los pacientes
por lo general son diagnosticados en etapas avanzadas y menos del 25% son
considerados para una terapia quirurgica. (Xiao & He, 2010)Diversos pacientes son
diagnosticados con metastasis distantes y muchos de estos mueren por causa de ésta
en lugar del tumor primario.(Wang & Su, 2011)

Las vias de sefalizacion que son responsables de la embriogénesis conllevan un
papel muy importante en el mantenimiento de células troncales en la vida del adulto y
en las respuestas celulares al dano. La disfuncionalidad de estas vias durante la
homeostasis en el adulto conllevan a diversos eventos resultantes en neoplasia.
(Velcheti & Govindan, 2007)

Algunas de estas vias de sefializacion son la Hedgehog Hh o la conversion fenotipica
denominada Transicién Epitelio mesénquima (TEM) de la cual uno de los inductores
mas estudiado es TGF- B. Durante un desarrollo embrionario normal han sido de las
mas estudiadas y en los ultimos afios enfocandose en particular en el desarrollo de
cancer, particularmente la relacion entre estas dos vias y el proceso de TEM y su
implicacion en el crecimiento tumoral, metastasis etc.

Particularmente la via de sefializacion de Hh consta de diversos componentes que
permiten que los genes blanco se transcriban, uno de los cuales es Human Hedgehog
Interacting Protein HHIP, el cual es un inhibidor endégeno, atenua la sefalizacion a
través de un mecanismo de retro-alimentacion negativa por medio de la interaccion
con las proteinas de ésta. Se conoce que HHIP se encuentra disminuida en diversos
tipos de cancer hepatico, gastrico y meduloblastoma, otros reportes indican que la
des-acetilacion y remodelacion de la cromatina contribuyen al silenciamiento de HHIP
en cancer pancreatico y gastrointestinal (Kobune et al., 2012)(Shahi et al., 2014) lo
que indica que este inhibidor al encontrarse disminuido en cancer junto con otros
factores, permite la proliferacién, crecimiento tumoral por tanto la presencia de
metastasis.

En el presente trabajo se llevo a cabo el estudio de la proteina HHIP en la linea celular
A549 previamente estimuladas con TGF- 31 para que estas llevaran a cabo una

transicion epitelio mesénquima (TEM).
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| ANTECEDENTES

i. Cancer

El cancer es definido como el crecimiento anormal de células causado por multiples
cambios en la expresion de los genes, lo que conlleva a una desregulacion de la
proliferacion y muerte celular y en ultimo término evolucionando a una poblacion de
células que puede invadir tejidos y hacer metastasis a distintos sitios, causando
morbilidad y si no es tratado, la muerte del hospedero. Este proceso puede aparecer
en cualquier tejido u érgano (Ruddon, 2007). EI Cancer comienza cuando las células
en una parte localizada del cuerpo comienzan a crecer sin control; existen diversos
tipos de cancer, pero todos comienzan por el crecimiento anormal y descontrolado de

las células. (Dna.,2013)

A nivel mundial se estima que en 2008 ocurrieron aproximadamente 12.7 millones de
casos de cancer y 7.6 millones de muertes. En mujeres el cancer que mas predomina
es el de mama, mientras que en hombres el que mas frecuentemente se diagnostica
es el de pulmon. En paises desarrollados la incidencia del cancer es muy alta, pero en
los paises en desarrollo la mortalidad es mayor. Estas diferencias se deben a diversos
factores, incluyendo tipo de cancer, diferencias regionales en la prevalencia y
distribuciéon de los factores de mayor riesgo, las practicas de deteccién y/o la
disponibilidad y uso de tratamientos, entre otros. Se ha sugerido que el incremento en
la prevalencia e incidencia de cancer en paises desarrollados puede ser resultado de
una mayor longevidad y estilos de vida incluyendo el fumar, falta de actividad fisica y
diversidad de dietas. Por el contrario la mortalidad en paises en desarrollo se ve
reflejada por la carencia de acceso a los servicios médicos para su diagnéstico
temprano y por el pobre recurso de terapias apropiadas y medicinas. (Siegel,
Naishadham, & Jemal, 2013)

ii.. Cancer Pulmonar

El cancer de pulmén, es la primera causa de muerte por cancer en el mundo, con la
particularidad de que este tipo se diagnostica en etapas avanzadas. Histologica y
biolégicamente es una neoplasia compleja, con diferentes tipos y subtipos celulares.

Este puede comenzar en las células que revisten los bronquios y partes que
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componen al pulmén como son los alveolos y bronquiolos. (Dna, 2013) De los mas
frecuentes son el cancer de células no pequefias NSCLC (non-small cell lung cancer,
por sus siglas en inglés) dentro del cual se encuentra el adenocarcinoma. Cerca de un
40% del cancer de pulmoén son adenocarcinomas, estos ocurren en uno o multiples
focos y forman tumores con una gran variedad de tamafos. (Kernstine & Reckamp,
2010)

En 2008, el cancer de pulmén fue el mas diagnosticado como la principal causa de
muerte por cancer en hombres, mientras que en mujeres fue el cuarto con mas
diagnosticos y la segunda causa de muerte por cancer.

El cancer de pulmén tuvo una incidencia del 13% (1.6millones) del total de casos y un
18% (1,4 millones) de las muertes en este afo. Los paises con mayor incidencia de
cancer de pulmén se presentaron en el sur y este de Europa, Norte Ameérica,
Micronesia y Polinesia, y Asia del este, mientras que las tasas fueron bajas en Africa.
En mujeres, la mayor tasa de incidencia se encontr6 en Norte América, norte de
Europa, Australia y Nueva Zelanda.

La OMS estima que las muertes por cancer de pulmon a nivel mundial continuaran en
aumento, esto debido al incremento del consumo de tabaco. (Dela Cruz, Tanoue, &
Matthay, 2011)

Most commeon cancef
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Figura 1.- Mapa que representa la mortalidad de cancer de pulmén en el mundo, asi como

otros tipos de canceres. Globocan 2012 (Ferlay, 2010)
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De los factores de riesgo mas conocidos causantes de cancer de pulmén son: la
exposicion a diversos carcindgenos ya sea en el ambiente o por ocupacién como el
asbesto, arsénico, radén e hidrocarburos aromaticos policiclicos. Solo para el caso de
mujeres, se sabe que uno de los mayores factores de riesgo es la contaminacion en el
interior de los hogares, causados por el cocinar con estufas de carbén y otros

combustibles organicos. (Siegel et al., 2013)

iiii. Etiologia del cancer de pulmén

Hace un siglo no se conocia ninguna causa ocupacional del cancer de pulmén. Una
asociacion entre esta enfermedad y el trabajo en las minas de Schneeberg en
Alemania fue descrita por Harting y Hesse en 1879. Subsecuentemente, a principios
del siglo XX se encontraron altos niveles del gas radon en las minas y se asocio
etioldgicamente con el tabaco como una posible causa de cancer de pulmén ya que
hubo un aumento en el nimero de pacientes con esta rara enfermedad para este
entonces casualmente coincidia en que todos eran fumadores de cigarro. (Miller,
2005)

El humo de tabaco es el factor de riesgo mas importante para el desarrollo de cancer
de pulmén. Aproximadamente el 85% de los casos de este tipo de cancer estan
relacionados al habito de fumar. Hay una fuerte relacion de la respuesta a la dosis,
entre el tiempo y frecuencia de fumar cigarro y desarrollar cancer de pulmon. Los
fumadores tiene diez veces mas probabilidad de tener cancer de pulmén que los no

fumadores.

Los fumadores pasivos tienen un 30% mas de probabilidades de contraer cancer de
pulmén, comparados con aquellos que habitan en lugares libres de humo de tabaco.
Las estimaciones indican que 3000 de las muertes por cancer de pulmén en los
Estados Unidos son de fumadores pasivos. En fumadores pasivos se han
identificados cambios que son Unicos en comparacion con aquellos relacionados con
fumadores activos. Estos incluyen anormalidades cromosomicas, activacion de
oncogenes, inactivacion de genes supresores de tumores y mutaciones de genes
envueltos en la reparacion del ADN.

El cancer de pulmon en fumadores pasivos afecta predominantemente a mujeres, con
un 20% de mujeres afectadas que en su vida han fumado. El adenocarcinoma,

particularmente el subtipo in situ (anteriormente conocido como cancer bronquio

22



alveolar, BAC por sus siglas en inglés) es la histologia mas comun en los fumadores
pasivos, siendo el 60% de los casos. En contraste, el cancer de células pequefas
ocurre casi exclusivamente en pacientes que son fumadores activos. (Miller,
2005)(Dela Cruz et al., 2011)(Molina, Yang, Cassivi, Schild, & Adjei, 2008)

Otros compuestos y factores que pueden inducir cancer de pulmén incluyen a los
asbestos, la radiacion ionizante y el radon. En el caso de asbestos, la exposicion
ocurre por la inhalacién de particulas de asbesto, la continua exposicién puede
incrementar el numero de fibras que se quedan en el pulmén incrementando el riesgo
de dano. El periodo de latencia oscila entre 10 y 40 afios. Los fumadores que estan
expuestos a particulas de asbesto tienen un efecto multiplicativo en el desarrollo de
cancer de pulmoén. (Ganti & Gerber, 2013) (P. N. Lee, 2001) (Levine, 1989)

Estudios han demostrado una asociacion entre el cancer de pulmén y la exposicién a
la radiacién ionizante. Sin embargo, la exposicién a bajas dosis de radiacién como los
rayos X y tomografias computarizadas han sido dificiles de caracterizar.

El radén es un gas inerte producido por uranio. Estudios en mineros expuestos al
radon han demostrado una asociacion con el desarrollo de cancer de pulmoén. De igual
forma el radén existe como un contaminante al interior de los edificios que entra a
estos por el suelo. La exposicion al radon en las casas se ha llegado a estimar en un
10% de las muertes por cancer de pulmén en Estados Unidos cada afo. (Ganti &
Gerber, 2013)

Los factores ambientales, causan cancer de pulmén en una pequefa proporcion de los
pacientes expuestos, llevando a la hipdtesis que la susceptibilidad genética juega un
papel muy importante en el riesgo de contraer cancer de pulmén. Estudios
epidemioldgicos han demostrado que la historia familiar del cancer de pulmén predice
un incremento en el riesgo de contraer cancer de pulmon. Alteraciones en los genes
supresores de tumores y oncogenes han sido asociados con el desarrollo del cancer
de pulmén. Asimismo, polimorfismos de ciertos genes especificamente aquellos
involucrados en el metabolismo carcindégeno y la reparacion del ADN, se piensa que
alteran la capacidad de reparacién del ADN y estan asociado un alto riesgo de
contraer cancer. Estudios han demostrado diferentes interacciones entre estas
variaciones genéticas y el fumar en el riesgo de contraer cancer de pulmoén. (Ganti &
Gerber, 2013) (Dela Cruz et al., 2011)(Molina et al., 2008)
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Se ha sugerido que la dieta es causante de un 30% de todos los canceres, diversos
reportes indican que los factores que complementan una dieta contribuyen el riesgo de
tener cancer de pulmén. De igual forma el llevar una vida mas activa disminuye el
riesgo de tener cancer de pulmon, se registré que el llevar a cabo una actividad de
impacto moderada a alta conllevé a una disminucidon del riesgo de tener cancer de
pulmén de un 13% a 30%. (Dela Cruz et al., 2011)(Molina et al., 2008)

iv. Clasificacion del cancer de pulmoén

Por sus diferencias en cuanto a su historia natural, supervivencia y tipo de tratamiento,
los carcinomas primarios broncogénicos son comunmente divididos en dos grupos:
cancer de pulmén de células no-pequefias NSCLC (non-small cell lung cancer por sus
siglas en inglés) y cancer de pulmoén de células pequefias SCLC (small cell lung

cancer por sus siglas en inglés).

Por su histologia el cancer NSCLC se puede subdividir en cancer de células
escamosas (SCC, 30%) carcinoma de células grandes (9%) y adenocarcinoma (45%).
El cancer de pulmén de células no pequefias equivale de un 75% a 80% de todos los
canceres de pulmén. Las células en estos subtipos difieren en tamafio, forma vy
composicion quimica al ser observadas al microscopio. (American Cancer Society). El
cancer de células escamosas llegé a ser el tipo mas comin de NSCLC en Estados
Unidos, sin embargo ha habido un aumento considerable en casos de

adenocarcinoma. (Kernstine & Reckamp, 2010)

Adenocarcinoma

El adenocarcinoma es el tipo de cancer mas comun con cerca del 40% de todos los
canceres de pulmoén. La OMS clasifica al adenocarcinoma en cinco subtipos: acinar,
papilar, sélido con produccion de mucina, BAC y adenocarcinomas mixtos. La
mayoria de los adenocarcinomas se categorizan como mixtos porque consisten en
uno o mas subtipos histolégicos. Los adenocarcinomas ocurren en focos simples o
multiples y tienen un amplio rango de tamafos, los mas comunes ocurren en la
periferia del pulmoén con invasion de la pleura y tienen una diseminacion primaria por
rutas linfaticas y hematdgenas. Tiende a crecer lentamente en comparacion con otros

tipos de cancer y es mas comun encontrarlo externo al pulmén. (Dna, 2013)
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Cancer pulmonar de células pequerias (SCLC)

Aproximadamente el 15% de los canceres de pulmoén son de células pequeias
(SCLC) Estos se caracterizan porque las células tumorales epiteliales son pequenas,
mas pequefas que el diametro de dos o tres linfocitos maduros, con cromatina
granular y sin nucleolo. La presencia de necrosis es frecuente y extensiva. Menos del
10% de este tipo de carcinomas muestran una mezcla con carcinomas de tipo
histolégico de células no-pequefias. Pero cuando esto llega a ocurrir, estas
combinaciones generalmente consisten en adenocarcinoma, SCC o carcinoma de
células grandes.

La mayoria de los carcinomas de células pequefias presentan un perihilio largo de
masas con una necrosis extensiva y una metastasis extensiva a los ganglios linfaticos.
Estos tumores se localizan frecuentemente en una region peri-bronquial con infiltracion
de la submucosa bronquial y el tejido peri-bronquial. (Kernstine & Reckamp, 2010)
Este tipo de cancer por lo general comienza en el bronquio cerca del pecho y tiende a

extenderse por todo el cuerpo en etapas tempranas de la enfermedad. (Dna, 2013)

V. Epidemiologia

El carcinoma pulmonar es actualmente la primera causa de muerte por cancer en el
mundo. La enfermedad se ha convertido en una epidemia por las tasas de incidencia y
las muertes a causa de este cancer han aumentado considerablemente en el ultimo
siglo, lo que correlaciona con un incremento en el consumo del cigarro. (de Groot &
Munden, 2012)

vi. Estadificaciéon del cancer del pulmén

El estado del cancer describe que tan rapido se disemina o se ha diseminado.

En particular se ha utilizado un sistema denominado TNM (por sus siglas en inglés) el
cual sirve para describir el crecimiento y diseminacion. La informacion que provee este
sistema es:

T: Indica el tamafio del tumor primario y hacia donde ha crecido en las areas cercanas.
N: Describe la diseminacién del cancer a los nédulos linfaticos cercanos.

M: Indica hacia que érganos del cuerpo el cancer se ha diseminado (metastasis).
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Numeros y letras después de la TNM proveen de mas detalle acerca de estos
factores. Por ejemplo del cero al 4 indican el incremento de la severidad del cancer.

Este sistema puede ser complejo y dificil de entender. (Dna, 2013)

vii. Estadificacion molecular del cancer de pulmoén

La estadificacion de tumores se ha establecido y ha sido validada como la mejor forma
de predecir la supervivencia del paciente. Sin embargo el criterio actual de
estadificacién se basa en caracteristicas morfoldégicas y anatémicas y estas no
capturan la complejidad total que tiene el NSCLC.

Los subtipos morfolégicos estan pobremente correlacionados con el prondstico de
cada paciente y los tumores con caracteristicas histologicas similares seguido
prosiguen diferentes cursos clinicos o responden diferente a la quimio o radio terapias.
Cerca de un tercio de pacientes en estadio | de NSCLC mueren ya que la enfermedad
recurre a pesar de la reseccion curativa. Esto indica que diversos pacientes con un
alto grado de recaida no fueron identificados en la clasificacion temprana TNM.

La clasificacion molecular ha sido exitosamente utilizada para identificar, diferenciar y
clasificar diversos tipos de cancer, asi como resolver diversos dilemas en cuanto a
diagnésticos. El perfil molecular de un tumor es una técnica de diagndstico promisoria
para determinar el tejido de origen en pacientes con metastasis de sitios primarios
desconocidos. La diferenciacién del cancer de pulmén con metastasis intrapulmonar
es esencial para que los médicos guien las diferentes estrategias de tratamiento. (Yu
& He, 2013)

vili. Tratamiento

La cirugia sigue siendo la opcion mas consistente y exitosa para la cura de los
pacientes con cancer de pulmon. Para poder llevar a cabo ésta opcidén, el cancer debe
ser completamente resecable y el paciente debe ser capaz de soportar la intervencion
quirurgica.

La quimioterapia es otra de las opciones mas utilizadas, esto se debe a que cerca del
70% de los casos de pacientes presentan estadios avanzados o metastasicos al
tiempo del diagnéstico. La quimioterapia es benéfica para la paliacion en los pacientes

que presentan la enfermedad local-avanzada o metastasica.
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También se utiliza terapia dirigida, esto se refiere a utilizar ciertos compuestos o
moléculas que vayan dirigidos a contrarrestar algin cambio que hayan sufrido las
células por ejemplo alteraciones en vias de sefalizacion y regulacion celular, asi como

sobre-expresion o variacion de secuencias de genes. (Molina et al., 2008)

ix. Transicion Epitelio Mesénquima

Los organismos multicelulares han desarrollado tipos celulares especializados asi
como una diversificacion de diferentes fenotipos celulares. Una de las divergencias
mas primitivas en cuanto al fenotipo celular es la distincion entre células epiteliales y
mesenquimales.

Las células epiteliales proveen a la interaccion célula-célula la cohesion esencial para
mantener la integridad de un organismo multicelular y funcionan como una barrera
necesaria para establecer un ambiente interno regulado e independiente del externo.
El desarrollo de estructuras y ciertas funciones requiere de flexibilidad, la cual la
provee la célula mesenquimatosa. Las células que exhiben un fenotipo mesenquimal
proveen de soporte y estructura a las células epiteliales particularmente a través de la

produccion de una matriz extracelular. (Micalizzi, Farabaugh, & Ford, 2010)

Dependiendo del tipo celular y de su ambiente particular, los fenotipos epiteliales y
mesenquimatosos pueden ser muy dinamicos. Existe una conversion entre estos
fenotipos denominada Transicion Epitelio-Mesénquima (TEM) asi como su forma
reversible Transicion Mesenquimal-Epitelial (TME) esto provee una flexibilidad
particular adicional durante la embriogénesis; asi mismo, permite una remodelacién
dinamica durante la cicatrizacién de heridas o regeneracién de cierto numero de

tejidos diferenciados. (Micalizzi et al., 2010)

La TEM se caracteriza por pérdida de proteinas asociadas con un fenotipo epitelial
polarizado y la sintesis de novo de proteinas asociadas con células mesenquimatosas
de morfologia migratoria o transitorias. La demostracion de la ausencia o presencia de
proteinas epiteliales y mesenquimales especificas es usada para denotar etapas de la
plasticidad epitelial de células en transicion in vivo e in vifro en el desarrollo
embrionario, homeostasis del tejido, estrés epitelial, dafio en 6rganos maduros y en la

progresion de carcinoma. (Jiri Zavadil & Béttinger, 2005)
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La transicion epitelio mesénquima es un cambio de fenotipo que ocurre en las células
epiteliales. Estas pierden la polaridad apico-basal, las uniones y adherencias célula-
célula (adherentes y uniones gap) comienzan a romperse, la membrana basal y hay
remodelaciéon del citoesqueleto (Micalizzi et al., 2010)(Kang & Massagué,
2004)(Klymkowsky & Savagner, 2009)

Para que suceda el cambio de una célula epitelial a una mesenquimatosa se
requieren de alteraciones en morfologia, arquitectura celular, adhesién y la capacidad
migratoria. (J. M. Lee, Dedhar, Kalluri, & Thompson, 2006). Las proteinas de superficie
de membrana de las células epiteliales también sufren cambios, la E-caderina (la mas
estudiada) e integrinas se ven afectadas ya que estas median las conexiones con las
células aledafas y la membrana basal. (Kang Y., 2004). Las células sufren un cambio
morfolégico y pasan de un fenotipo cubico a tener forma ovalada o de estrella.
(Micalizzi D., 2010). Las células obtienen la expresibn de marcadores
mesenquimatosos como fibronectina, vimentina, a-actina de musculo liso y N-
caderina, que proveen a las células propiedades motiles, por lo que la célula obtiene

un fenotipo migratorio. (Micalizzi D., 2010, Kang Y., 2004).
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Figura 2.- Ciclo de eventos que suceden durante la transformacion de células epiteliales a

mesenquimatosas y viceversa (Thiery & Sleeman, 2006)
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Células epiteliales

Un epitelio normal es un conjunto (capa) de células, epiteliales individuales apoyadas
unas contra otras en una matriz uniforme. Las uniones y adhesiones célula-célula
entre células epiteliales colindantes les permite unirse fuertemente y evitar el
movimiento de células individualmente lejos de la monocapa epitelial. La adhesividad
interna le permite a la capa epitelial formar un espacio tridimensional, lo que le provee
definicion estructural y rigidez mecanica. La capa esta polarizada, lo que significa que
las superficies basales y apicales son visualmente diferentes, se adhieren a diferentes
substratos o tienen diferentes funciones. (J. M. Lee et al., 2006)

El epitelio pulmonar esta compuesto por células alveolares epiteliales tipo | y tipo Il
También denominadas neumocitos, estos tipos celulares se diferencian por
caracteristicas morfolégicas y funcionales. (Tabla 1)

Las células alveolares tipo | son escamosas, contienen pocas mitocondrias e
inclusiones celulares y componen el 90% de la superficie epitelial.(Wise, 2002)

Las células alveolares epiteliales tipo Il constituyen un 60% del epitelio alveolar y un
15% de todas las células del parénquima pulmonar y cubren un 5% de toda la
superficie alveolar en mamiferos. Su funcién principal es la sintesis y secrecion de
material activo de superficie, contienen organelos distintivos denominados cuerpos
lamelares que contienen capas de fosfolipidos sufractantes rodeados por una
membrana limitante. Ademas conllevan el mantenimiento del epitelio alveolar por su

capacidad de diferenciarse en células alveolares tipo I. (Fehrenbach, 2001)

Células tipo I Células tipo |

Descripcion Células cuboidales que Células escamosas con un
contienen cuerpos citoplasma extendido vy
lamelares distintivos e pequefias inclusiones
inclusiones citoplasmaticas.

citoplasmaticas.

Funciones Transporte activo de iones. | Constituyen la delgada
Procesamiento alveolar | interface de la regién de
surfactante. intercambio gaseoso.

Progenitor de células tipo |

Tabla 1.- Caracteristicas de las células alveolares tipo | y tipo Il Modificada de (Wise, 2002)

29




Células mesenquimatosas

Por otro lado las células mesenquimatosas no presentan una estructura definida como
tal ni una adhesion intercelular, de igual manera no son uniformes en su composicion
o densidad. En estos tipos celulares las uniones son mucho mas laxas lo que permite
que éstas tengan una capacidad migratoria. Tienen una forma mas alargada vy
elongada. La estructura irregular de las ceélulas mesenquimales no permiten una
especializacidn topoldgica rigida y su movimiento o migracion es mecanicamente
diferente al movimiento epitelial. Estas células tienen la capacidad de moverse
individualmente y pueden dejar atras la regién de donde provienen. (J. M. Lee et al,,
2006) Las principales moléculas que llegan a expresar este tipo de células son los

arreglos en microfilamentos (actinas) N- caderina, vimentina, etc.

Transicién Epitelio Mesénquima en Cancer

Durante el desarrollo tumoral algunas células adquieren nuevas caracteristicas como
la expresion de marcadores mesenquimatosos y pierden marcadores epiteliales,
sufren profundos cambios morfogenéticos colectivamente denominados como
Transicion Epitelio-Mesénquima (TEM). La TEM originalmente fue descrita como una
conversioén fenotipica durante el desarrollo embrionario. (Shih & Yang, 2011)

La implicacién de esta observacion es que las células cancerosas facilmente reactivan
propiedades embriogénicas fuera de contexto del adulto, que después contribuyen a
una tumorogénesis por medio de una proliferacion acelerada, resistencia a la
apoptosis y evasion a la senescencia. (Micalizzi et al., 2010)

Conforme progresa el tumor se desarrolla un fenotipo mas agresivo. Estas células
cancerosas mas agresivas adquieren una forma estrellada, pierden desmosomas vy
uniones adherentes, comienzan a expresar vimentina y secretan gran cantidad de
enzimas proteoliticas, como las metaloproteasas de matriz MMP-2, MMP-3 y MMP-9,
para degradar la matriz extracelular e incrementar la habilidad de movimiento. La TEM
es un paso clave en la progresién de tumores hacia metastasis e invasion. Ademas, se
ha encontrado que las células cancerosas que experimentan TEM muestran un
incremento en la resistencia a apoptosis y a drogas quimioterapeuticas. (Shih & Yang,
2011)

La TEM oncogénica se ha visto asociada con la perdida de la polaridad apico-basal,

desintegracion de uniones adherentes, cambios en el citoesqueleto, incluyendo la
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desregulacién de las citoqueratinas y el aumento en la vimentina, asi como en la
adquisicion de un fenotipo mévil e invasivo. En el contexto de un cancer epitelial, la
TEM le provee un mecanismo a las células tumorales para abandonar el tumor
primario e invadir el tejido local y los vasos sanguineos estableciendo la etapa de
esparcimiento metastasico.

Normal epithelium Dysplasia/adenoma Carcinoma in situ

- Basement membrane

Extravasation Intravasation

Q/ S T~
— Lymph/blood
vessel

= D
é @ % ég—'—?ir}?omehal
Mlcrometaslass J @ = =) @ B

Macrometastasis

Figura 3.- Sitios de la TEM y TME en el desarrollo y progresion de carcinoma. Un epitelio
normal delimitado por la membrana basal puede proliferar localmente y dar lugar a un
adenoma. Cambios epigenéticos y genéticos dan lugar a una transformacion lo que desarrolla
un carcinoma in situ que sigue delimitado por una membrana basal. Alteraciones consiguientes
a esto pueden inducir una diseminacion local de células de carcinoma posiblemente por la TEM
y la membrana basal se comienza a fragmentar. Las células pueden llevar a cabo una
intravasacion a los vasos linfaticos o sanguineos, lo que les permite transportarse a érganos
distantes. En sitios secundarios, las células de carcinoma pueden llevar a cabo el proceso de
extravasacion y pueden permanecer solitarias o formar un nuevo carcinoma secundario a
través de la TME. (Thiery, 2002)

Esta ocurre en un contexto de cambios genéticos impredecibles presentes en las
células tumorales, asi como un ambiente tumoral local anormal. En cancer es mas
dificil de identificar y observar in vivo, ya que solo un numero de células tumorales se

someten a la TEM una sola vez. (Micalizzi et al., 2010)

Una excesiva proliferacion de células epiteliales y angiogénesis son indicadores de
iniciacion y de un crecimiento temprano de cancer epitelial primario. El control genético
y los mecanismos bioquimicos que conllevan a la adquisicién de un fenotipo invasivo y

la subsecuente diseminacion de la célula cancerigena se han convertido en areas de
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intenso estudio. En muchos de estos, la activacion de la TEM se ha propuesto como
un mecanismo critico en la adquisicion de fenotipos malignos por medio de células
epiteliales cancerigenas. Se sabe que la TEM puede ser un mecanismo importante
para la progresion del carcinoma a un estado metastasico que implica una TEM

durante el subsecuente proceso de colonizacion. (Kalluri & Weinberg, 2009)

Moléculas implicadas en la transicion Epitelio Mesénquima

Se han identificado numerosos inductores de TEM en lineas celulares de cancer
incluyendo el Factor de crecimiento Transformante-B (TGF-f3), Wnt, Snail/Slug, Twist y
Six1. Estos inductores oncogénicos son igual de criticos durante la embriogénesis.
(Micalizzi et al., 2010)

Actualmente se sabe que para que la TEM se lleve a cabo requiere de diferentes
inductores. Por ejemplo por medio de factores oncogénicos como la mutacion K-Ras
o la sobre expresion de Her2, de igual forma estimulos externos que emanan del
microambiente, de lo que esta compuesta la matriz extracelular, fibroblastos asociados
a cancer, miofibroblastos, células del sistema inmune o factores solubles como Wnt,
Hedgehog, el factor de crecimiento epidermal, citosinas etc. (Shih & Yang, 2011) Uno
de los factores mas importantes en este proceso es el TGF- B, Transforming Growth
Factor (por sus siglas en inglés) el cual se describié por primera vez como inductor de
la transicion epitelio mesénquima en células epiteliales normales de glandulas
mamarias, por medio de la sefalizacion a través del complejo receptor serina/treonina
cinasa. (Jiri Zavadil & Bottinger, 2005)

Anadlisis de diferentes formas fenotipicas de la transicion en células epiteliales
estimuladas con TGF- B, sugieren que los cambios ocurren durante una secuencia
temporal coordinada donde las uniones celulares pierden su estabilidad,
reorganizacion del citoesqueleto, pérdida de la polaridad epitelial y remodelacion de
las adhesiones de la matriz extracelular. (J Zavadil et al., 2001) En cuanto a la
remodelacion del citoesqueleto, sefales activadas por medio del TGF- B que tienen
por blanco a los factores de guanina nucleotidica de intercambio (GEFs) para activar a
las GTPasas de la familia Rho, regulan la remodelacion asociada con la ganancia de

la movilidad celular. (Bhowmick et al., 2001)

Otros Factores como el FGFs, HGF e IGF1/2 contribuyen a la transicién epitelio
mesénquima por medio de una produccion de via autocrina. Los niveles de 3-catenina

su estabilidad y funcion a través del factor de células T/ factor inductor de linfocitos
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(TCF/LEF) reguladores transcripcionales, son aumentados si la E-caderina es
degradada o se reprime transcripcionalmente. Otras vias como la de Notch, también
estan implicadas en la transicion durante el desarrollo y la oncogénesis. (Huber, Kraut,
& Beug, 2005) Adicionalmente, se ha demostrado que diversos represores dedos de
zinc transcripcionales, como Snail pueden controlar la expresién de E-caderina en las

células epiteliales. (Thiery, 2003)

Clasificacion de la Transicion Epitelio Mesénquima

La TEM se puede clasificar en tres tipos que conllevan diferentes consecuencias
funcionales. La TEM tipo 1 se asocia con la implantacion, la formacién del embrién y
el desarrollo de los 6rganos. En este tipo se generan diversos tipos celulares que
comparten fenotipos comunes mesenquimatosos.

La TEM tipo 2 se asocia con la cicatrizacion de heridas, regeneracion del tejido y la
fibrosis en los 6rganos, como parte de un evento de restauracién/reparacién que
normalmente genera fibroblastos y otras células relacionadas con el fin de reconstruir
tejidos, seguidos de trauma y dafo inflamatorio.

La TEM tipo 3 ocurre en células neoplasicas que previamente han sufrido cambios
genéticos y epigenéticos, especificamente en genes que favorecen el crecimiento

clonal y en desarrollo de tumores locales. (Kalluri & Weinberg, 2009).

X. TGF-B

Es una citosina ubiquitinada que se une a una célula blanco a través de los receptores
tipo | y Il, iniciando una cascada multiple de sefiales incluyendo la via canonica de
sefializacién Smad, la cual regula la transcripcién en combinacién con cofactores. Es
miembro de un grupo de factores diferentes con multiples funciones en diversos
organos, es notable por su capacidad de modular diversos procesos celulares
incluyendo la proliferacion, la diferenciacién y la apoptosis. Las isoformas de esta
citosina se saben son esenciales para un desarrollo embrionario y fetal normal asi
como en la homeostasis de los érganos; de igual forma se conoce de anormalidades
en la regulacion o sefializacion de ésta molécula en enfermedades agudas y crénicas.
Es el estimulador directo de la produccion de colagena de igual manera induce la
transcripcién y sintesis de otros componentes de la matriz extracelular como la

fibronectina, glicosaminoglicanos y proteoglicanos. (Micalizzi et al., 2010)
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Analisis de modulaciones fenotipicas en la TEM estimuladas por TGF-f3 en diferentes
cultivos celulares epiteliales, sugieren que ocurre en una secuencia coordinada
temporal de desmontaje de uniones celulares, reorganizacién del citoesqueleto,
pérdida de la polaridad epitelial y la remodelacién de adhesiones de la matriz celular.
(Jiri Zavadil & Bottinger, 2005)

Tiene la habilidad de inhibir o estimular la proliferacién celular. La actividad anti
proliferativa es la que mejor se ha registrado en células epiteliales, mientras que el
efecto de crecimiento estimulatorio se ha observado mas en células de origen

mesenquimatoso como los fibroblastos. (Miettinen, Ebner, Lopez, & Derynck, 1994)

TGF-B y cancer

La expresion del TGF- 3 se ha estudiado en casi todos los tipos del cancer incluyendo
préstata, mama, pulmon, colorectal, pancreatico y piel. A través de estos estudios se
ha demostrado que esta molécula funciona como un supresor o promotor del tumor.
En epitelios benignos y en tumores de estadificacion temprana, se ha visto que es un
potente inductor del arresto del crecimiento. Sin embargo en tumores avanzados, las
vias de sefalizacién del TGB- B se ven severamente desregularizadas. En lugar de
inhibir la carcinogénesis, TGF- 8 promueve el crecimiento del tumor y la progresion a
estadios mas avanzados, en parte por su habilidad por inducir TEM. (Principe et al.,
2014)(Micalizzi et al., 2010)

TGF-pB regula la proliferacion de diversas células normales, sin embargo, en las células
tumorales ocurre la pérdida de respuesta de ésta citosina. Evidencias indican una
correlacion entre el aumento de la expresion de la proteina y del RNAm del TGF-f con
los estadios avanzados de la tumorogénesis, asi como la disminucion de la sobrevida
en canceres de origen epitelial, neuroectodérmicos y de origen mesenquimal, por lo
que esto indica que el aumento en la expresion del TGF-B lleva a la pérdida de la
respuesta inhibitoria de la proliferacion inducida por éste y puede representar un
mecanismo de escape de la célula tumoral que favorece el proceso neoplasico. Los
mecanismos que aumentan la expresion del TGF- pueden explicarse en parte por los
procesos de la regulacidn de la expresién de este gen; pero una vez que la célula
tumoral pierde su capacidad para inhibir su proliferaciéon por esta molécula, produce
cantidades excesivas de ésta misma. Esta condicion proporciona una ventaja selectiva

a la célula tumoral, ya que el TGF-B induce de novo a la angiogénesis y el desarrollo
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de un estado de inmunosupresién, incluyendo la inhibicidén de la respuesta antitumoral
por parte de las células NK. (Peralta-Zaragoza, Lagunas-Martinez, & Madrid-Marina,
2001).

Se reconoce a TGF-B como un clasico inductor de la TEM en una amplia gama de
sistemas. En cancer de mama se conoce que es supresor de tumor en etapas
tempranas a través de sus efectos inhibitorios. En contraste TGF-B promueve la
metastasis en etapas avanzadas de la tumorogénesis en parte por su capacidad de
inducir la TEM. En diversos modelos de invasidn y metastasis de cancer de mama, la
via de sefializacion de TGF-f activada induce un incremento en la agresividad.
Adicionalmente evidencia clinica sugiere una correlacion entre la expresion de los
ligandos de TGF-B y una muy baja mejoria en el paciente. De igual forma, la via de
sefializacién activada se ha observado en metastasis de cancer de mama y hueso, la

cual contribuye a al establecimiento de estas lesiones. (Micalizzi et al., 2010)

Recientemente numerosos estudios han indicado que el TGF-$ induce la TEM en
diversos tipos de células epiteliales. La TEM es un importante paso en la invasion y
metastasis del cancer, por lo tanto el TGF-B induce la progresion del cancer a través
de la TEM. TGF-B induce la expreson de diversos factores de transcripcion vy
reguladores de la transcripcion envueltos en la TEM, incluyendo 8EF1, SIP1, y Snail
esto en células epiteliales de mama de raton NMuMG.

O0EF1 y SIP1 son dos factores transcripcionales con estructura de dedos de zinc
envueltos en la TEM. Los niveles de expresién de 8EF1 y SIP1 son gradualmente
incrementados por TGF-B, hasta después de 24 horas, con prefiles de expresion
reciprocos a la E-caderina en células NMuMG. De igual forma se ha visto que estos
factores reprimen la expresion de E-caderina, no afectan la expresiéon o reprimen a

marcadores mesenquimatosos.

Se sabe que existe un sinergismo entre la sefializacién de TGF-f3, por ejemplo células
EpH4 son tranformadas por medio de Ras mutado, éstas se someten a la TEM por

medio del TGF- y exhiben un fenotipo tipo fibroblasto, metastasico e invasivo.

La induccién de Snail por medio del TGF-B Unciamente ocurre en cooperacion con
Ras activo en ciertos tipos celulares como las MDCK vy las células de carcinoma.
(Miyazono, 2009)

En estadios avanzados de la enfermedad, TGF- B induce la TEM en las células

cancerosas. En éstas la represion de la E-caderina y la induccion de la vimentina,
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metaloproteasas de matriz y otros factores que promueven la TEM pueden ser
activados por el TGF- B.

La pérdida de E-caderina se ha asociado a la senalizacion del TGF- 3 en las células
cancerosas a través de los mecanismos dependientes de SMAD e independientes.

En cancer pancreatico, TGF- 8 es suficiente para inducir la fosforilacion de la tirosina
de una a-catenina y la sefalizacién rio debajo de una catenina-f Wnt de manera via
independiente de SMAD. Esta accion es dependiente de PI3K/Akt y desestabiliza la
adhesion del complejo de E-caderina. Se sabe que E-caderina inhibe la via de
sefalizacion PI3K/Akt, la pérdida inicial de E-caderina puede llevar a futuros eventos
desestabilizadores, llevando a la pérdida de la adhesién célula-célula.
Alternativamente en células epiteliales, el TGF-B puede inducir la expresion y la
transcripcién del factor Snail reclutando el complejo Sin3A/HDAC1/HDAC2, lo que
lleva a una desacetilacion del promotor de la E-caderina, por lo tanto reprimiendo la
transcripcion.

Las vias de senalizacion TGF-B y WNT parece convergen en vimentina. Un estudio
previo indicé que el aumento en la expresién de vimentina por TGF-f en cancer
prostatico es mediado por NF-kB y TAK1.

TGF-B tiene una asociacion positiva tanto con la adquisicion de la TEM y de un
fenotipo denominado células troncales cancerigenas. Este promueve la metastasis
interrumpiendo la adhesién célula-célula, aumentando la expresidén de la vimentina y
las MMP’s. (Principe et al., 2014)

Xi. Via de senalizacion de Hedgehog

La familia de genes Hedgehog es una via de sefalizacion que es crucial en la
embriogénesis, asi como en la reparacion y regeneracion del tejido adulto. En
mamiferos la via de sefalizacién de Hedgehog esta compuesta de los ligandos Sonic
Hedgehog (Shh), Indian Hedgehog (lhh) y Desert Hedgehog (Dhh) de los cuales Shh
es el mas estudiado. (Velcheti & Govindan, 2007) (Olsen, Hsu, Glienke, Rubanyi, &
Brooks, 2004) (Nybakken & Perrimon, 2002).

La via fue originalmente descubierta en el proceso de segmentacion durante el
desarrollo embrionario de la mosca de la fruta Drosophila melanogaster. De los tres
miembros de la familia Dhh es el homdélogo mas cercano con Hh de Drosophila.
(Rodriguez-Blanco, Jezabel., Robbins, 2013)
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También la componen las moléculas de superficie Patched (PTCH) y Smoothened
(SMO). En ausencia de un ligando Hh, PTCH causa una supresion de SMO, sin
embargo tras la union del ligando con PTCH, la proteina SMO se transloca y activa al
factor de transcripciéon GLI1, que después se transloca al nucleo e induce la expresion
de los genes blanco Hh. Por su parte el factor de transcripcién GLI2 tiene la funcion de
activador y represor mientras GLI3 reprime la transcripcion al no haber unién con el
ligando. (Velcheti & Govindan, 2007)

Sonic Hedgehog participa en diferentes procesos como la diferenciacion celular y la
formacion de érganos. Los tejidos requieren de niveles especificos de la via de
sefalizacion de Hh para poder llevar a cabo una funciéon adecuada; un incremento o
decremento de la actividad de la via resulta en severos defectos, por ejemplo estudios
recientes indican que el aumento de la via causa cancer en diversos o6rganos
incluyendo los pulmones, el tracto gastro-intestinal y el pancreas. (Pasca di Magliano
& Hebrok, 2003).

Hedgehog Signaling Pathway
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Figura 4.- Via de sefalizacion de Hedgehog (Velcheti & Govindan, 2007)

Sonic Hedgehog y cancer

Una activacion patologica de la via de Hedgehog se asocia con meduloblastoma, un
tumor maligno del cerebro que se cree que proviene de células del granulo del
cerebelo. (Velcheti & Govindan, 2007)

Diversos estudios indican que un aumento en la via causa cancer en otros 6rganos
que incluyen a los pulmones, el tracto gastro-intestinal y el pancreas. Sin embargo, el

tejido adulto conserva la capacidad para responder a las sefales de la via de Hh,
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cuando se ven elevadas la expresion de Shh y PTCH en tejido en regeneracién
causado por un dafio.

Diferentes componentes de la via tienen mutaciones activadas y se han identificado
diferentes mutaciones en Shh en un pequefio porcentaje de carcinoma de células
basales, meduloblastoma e incluso en cancer de mama. El papel de Shh como
oncogen se ha demostrado en estudios de ratones y humanos, donde la expresion
ectépica de Shh resulta en carcinoma de células basales. También mutaciones activas
de SMO se han encontrado en un 10-20% en cancer de células basales, y el factor de
transcripcién GLI1 fue originalmente identificado como un gen que amplificaba en
glioma.

Mutaciones en PTCH se asocian con carcinoma de células basales asi como
meduloblastoma y rabdomiosarcoma, de igual manera una forma oncogénica de Shh
se ha asociado con carcinoma de células basales. La desregulacion de la sefializacion
de la via de Hedgehog también se ha asociado con adenocarcinoma pancreatico,
cancer de esofago, estdbmago y cancer de células pequenas; sin embargo, se conoce
muy poco acerca de los mecanismos moleculares por los cuales la via de Hh se ve

sobre-expresada en estos tumores. (Pasca di Magliano & Hebrok, 2003)
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Figura 5.- Via de sefializacién de Hedgehog y cancer. La desregulacion de la via de Hh causa

cancer en diversos tejidos. (Pasca di Magliano & Hebrok, 2003)
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En condiciones normales, la via de Hedgehog esta inactiva en el epitelio pulmonar del
adulto a excepcion de las células progenitoras o madre (epitelio progenitor). La
presencia de la via en el este epitelio progenitor ayuda al mantenimiento de estas
células que desempefian un papel critico en respuesta a un dafio al epitelio de las vias
aéreas. Estudios en modelos de dafio y regeneracion en animales sugieren que un
dafo persistente a las vias aéreas es un estimulo potente para la activacién de la via
de Hedgehog, lo cual ayuda a la expansidén de las células epiteliales progenitoras.
(Velcheti & Govindan, 2007) Diversos estudios en lineas de cancer de células
pequenas (SCLC) y de cancer de células no pequefias NSCLC mostraron la expresién
de la proteina Shh. (Watkins et al., 2003)

La via de sefnalizacién de Hedgehog es un mediador crucial para el desarrollo normal
de dérganos durante la embriogénesis y la reparacién del tejido durante la existencia de
dafos a éste especificamente en el tejido pulmonar. La via de Hh regula estos
procesos a través de la induccion de la TEM. Reactivacion de la via de sefializacién de
Hh con la induccién de la TEM se ha visto altamente implicada en la carcinogénesis de
diversos canceres. Estudios pre-clinicos indican que la inhibicién de la via de Hh
puede revertir la TEM, que a su vez se asocia con una mayor sensibilidad del tumor a
agentes citotdxicos. Se sugiere que ésta via esta activada en diversos NSCLCs. Se
demostré que una exposicion crénica a TGF-B induce la TEM en NSCLC en la linea
celular A549, llevando a éstas células a expresar caracteristicas mesenquimales las
cuales denominaron A549M. La induccién de la TEM en estas células se asocio con la
activacion de la via de Hh. (Ahmad et al., 2013)

En un estudio de células de cancer pancreatico los datos sugieren que la red
molecular de la TEM mediada por la sefalizacion de Shh puede contener al menos
dos circuitos de retroalimentacion. El primero es la retroalimentacion positiva en la
sefializaciéon entre Shh y TGF-B. Evidencia in vitro e in vivo sugiere que la
comunicacion entre TGF-B y Shh resulta en una induccion reciproca. TGF- aumenta
la expresién de Shh y activa GLI1 durante la induccién de la TEM, sin embargo, la via
de sefalizacion de Hh aumentd la expresion de TGF-pf2 y TGF-B3. La segunda

retroalimentacion positiva es entre las sefializacién de Ras y Shh. (Xu et al., 2012)
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Inhibidores de la via de Hedgehog

La via de Hedgehog Hh puede ser bloqueada a diferentes niveles, los inhibidores de
la via Hh pueden funcionar como agentes anticancerigenos gracias a sus efectos
especificos en un pequefno numero de células en tejido adulto.

Diversos antagonistas de la via se han identificado y probado. La inhibicion de la
actividad de ligando se ha reportado con anticuerpos dirigidos contra Sonic Hedgehog
Shh. La ciclopamina, un alcaloide natural derivado y aislado de una planta de la familia
de las lilis Veratum californicum representa el primer miembro de una pequefia clase
de compuestos quimicos que inhiben especificamente la via de Hh. Es un teratdgeno
de alta especificidad que inhibe la actividad de SMO. La proteina Cinasa A (Pka)
mantiene a los factores de transcripcion en un estado inactivo, por lo que la activacion
de la Pka por medio de agonistas como la forskolina puede prevenir la activacion de
GLI por medio de genes de transcripciéon blanco. GLI también se puede inhibir a nivel
de RNA tomando en cuenta como blancos sus transcritos por medio de

oligonucledtidos anti sentido. (Pasca di Magliano & Hebrok, 2003)
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Figura 6.- La via de sefalizacién de Hh puede ser bloqueada a diversos niveles, por diversos

inhibidores especificos de ésta. (Pasca di Magliano & Hebrok, 2003)
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xii. HHIP- molécula inhibidora de la via de Hedgehog

‘Human Hedgehog Interacting Protein” (HHIP) codifica para una proteina de
membrana que se une a las tres proteinas de la via de Hedgehog (Sonic, Desert e
Indian Hedgehog) con una afinidad nanomolar, similar a la de PTCH. Se adhiere a la
superficie celular por medio de una hélice-terminal C. (Chuang & McMahon,
1999)(Bishop et al., 2010)

La proteina HHIP de humano es una proteina GPI con una N terminal HFN-CRD, un
dominio Beta- propeller y dos dominios C terminales EGF. (Pei & Grishin, 2012).

La disponibilidad del ligando Hh para la sefializacion es regulada por la expresion de
HHIP en la superficie de membrana. La proteina HHIP atenua la senalizacion de la via
de Hh a través de un mecanismo de retro-alimentacion negativa por medio de la
interaccion con las proteinas, es uno de los genes blanco por lo que actua como un
gen supresor de tumores, asimismo aumenta su expresion en respuesta a la seial de
Shh. (Shahi et al., 2014)(Torroja, Gorfinkiel, & Guerrero, 2005)

El papel de HHIP en el control del gradiente de Shh ha sido muy bien documentado
durante el desarrollo del tubo neural, donde se sabe que Shh actia como un
morfogén. Es interesante que el mecanismo de restriccion de Shh por parte de PTCH
es mediado por la internalizaciéon y degradacion de Shh, mientras que HHIP se
acumula en la superficie celular donde es capaz de interactuar con Shh previniendo
asi su movimiento e interaccion con el mecanismo de traduccion de sefial. No se sabe
si HHIP tiene otro papel ademas de restringir la difusién de Shh y competir con PTCH
por el ligando Shh. Se ha sugerido que tal vez existe de forma soluble y que tanto ésta
como la asociada a membrana estan implicadas en la regulacion de la via. (Torroja et
al., 2005)

Esta posible version soluble de la proteina HHIP también es capaz de secuestrar a
Shh, por lo tanto interfiriendo con la senalizacién de Hh. HHIP tienen funcién en el
desarrollo del cartilago, desarrollo normal de los nervios y la orientacion del axon y se
sabe que su expresion se encuentra alterada en diversos tipos de canceres. (Bishop et
al., 2010)
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Figura 7.- Esquema de la organizacion del receptor de HHIP. SP- Peptido sefial; L1-L2

regiones de uniones de interdominios; EGF1, EGF2 Dominios repetidos tipo factor de
crecimiento epidermal; Hx Hélice de anclaje a la membrana; Residuos de sitios de rompimiento

proteolitico Arg189 y Arg210 identificado por una secuencia N-terminal; (Bishop et al., 2010)

Papel inhibidor de HHIP en cancer

La expresion del gen de HHIP se ha visto reducida o ausente en diferentes lineas
celulares tumorales, por ejemplo células de cancer hepatico, gastrico vy
meduloblastoma.

También se conoce de la restauracion de la expresion de HHIP en lineas de cancer
pancreatico, gastrointestinal y hepatico después de un tratamiento con un agente
desmetilizante, esto indica la metilacién del promotor de HHIP en estos tipos de
canceres. De igual forma otros reportes indican que la des-acetilacién y remodelacion
de la cromatina contribuyen al silenciamiento de HHIP en cancer pancreatico y
gastrointestinal. (Kobune M., 2012)(Shahi et al., 2014)
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Il JUSTIFICACION

Las vias de seinalizacidén embrionarias como la de Hedgehog, el proceso denominado
transicion epitelio-mesénquima o la regulacion y diferenciacion celular por medio de
TGF-B (Peralta-Zaragoza et al., 2001) son de suma importancia para que el embrion
logre desarrollarse con éxito. Lo que se ha observado en cancer particularmente, es
que las células tumorales reactivan facilmente propiedades del desarrollo embrionario
fuera de contexto en el adulto (Micalizzi, 2010) lo que contribuye al desarrollo de
tumorogénesis por medio de la induccién de una acelerada proliferacion, resistencia a
apoptosis y evasidn de la senescencia.

HHIP la proteina de membrana que se une a las tres proteinas de la via de Hedgehog,
fue descubierta en un modelo murino por Chuang y McMahon en el afio 1999 y lo que
observaron fue que la expresion ectépica de HHIP en ratones transgénicos resultaron
en severos defectos similares a los observados en mutaciones de Indian Hedgehog
Ihh, demostrando que HHIP esta envuelta en la atenuacion de la via de sefalizacion.
(Bak, Hansen, Henriksen, & Tommerup, 2001) Por tal HHIP es una molécula
“recientemente” descubierta la cual ha sido mas estudiada en modelos de desarrollo
embrionario y no asi en cancer, de la cual hay poca informacién particularmente de
pulmoén. Asi como se ha observado la expresion andmala de diversos componentes
de la via de sefalizacion de Hedgehog en cancer, HHIP no es una excepcién, es por
esto que se le ha dado importancia a esta molécula ya que cumple con la funcién de
inhibir a Shh y que la via se active, lo cual evita que los genes blanco se expresen y
con esto no haya un proceso de proliferacion celular en el caso de cancer. Se ha
comprobado que HHIP se ve disminuida en los procesos oncoldgicos, por o que no
hay una inhibicién de Shh para evitar la proliferacion celular. Por tal motivo es que esta
molécula es de suma importancia en la regulacién de la via de sefalizacion para
mantener una estabilidad en la célula /sistema y en patologias como cancer su
disminucion o casi nula expresion permite, conjunto con otros procesos el desarrollo
de la enfermedad.

Es por esto que el estudio de la via de Hedgehog en particular del inhibidor HHIP,
durante la transicion epitelio-mesénquima estimulada por TGF-B en una linea celular
de cancer de pulmoén podria proveer informacion importante que ayude a comprender
por qué estas vias embrionarias se reactivan de forma andémala en el adulto,

favoreciendo procesos patolégicos como el cancer.
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Il ANTECEDENTES

Maitah et al. demostraron que una exposicidén crénica de las células A549 a TGF- B
conlleva a la adquisicion de un fenotipo TEM con un concomitante aumento en la
expresion de Sonic Hedgehog tanto a nivel mMRNA como proteico. Este aumento en la
regulacion de Shh fue consistente con un incremento en la movilidad, invasién y
agresividad del tumor. También este proceso puede ser atenuado por un Shh siRNA,
asi como inhibidores de la via como son la ciclopamina. Por lo tanto, todo lo que
llevaron a cabo sugiere que la adquisicion de un fenotipo TEM por TGF- B en células
de NSCLC esta mecanisticamente mediado por la activacién de la via de sefializacion
de Shh, ya que al silenciar a Shh por medio de un siRNA Shh especifico atenud el
fenotipo TEM inducido por TGF- B . De igual forma ellos proponen un modelo (Figura
8) por el cual las células epiteliales tumorales pueden ser crénicamente expuestas a
TGF- B secretado por células del estroma, células del sistema inmune o células del
micro ambiente tumoral, resultando en el aumento de la expresién de Shh a nivel
mRNA como proteico lo que consecuentemente estaria causando la activacion de la

via de Hh y la adquisicion de un fenotipo TEM.
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Figura 8.- Propuesta en la que el receptor de TGF- 3 se activa por medio de la unién de su
ligando lo que lleva al aumento en la regulacion de la expresion de Shh. La proteina secretada
activa a la via de Hh (canodnica) lo que da como resultado la activacion de los factores de
transcripcion GLI1 y su posterior translocacion al nicleo. Después de esto los genes blanco se
activan lo que conlleva a la adquisicion de un fenotipo TEM, contribuyendo a la invasion,

metastasis y resistencia a tratamientos.(Maitah, Ali, Ahmad, Gadgeel, & Sarkar, 2011)
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IV HIPOTESIS

Durante la transicion epitelio-mesénquima inducida por TGF-1 en células epiteliales

A549, HHIP se encuentra disminuida.
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V OBJETIVOS

i. Objetivo general

Evaluar la expresion HHIP y Shh durante la transiciéon epitelio-mesénquima en la linea

celular A549 inducida por TGF-B1.

ii. Objetivos especificos

* Desarrollar un modelo in vitro de transicién epitelio-mesénquima en células
A549 inducida por TGF- B1.

* Confirmar la TEM mediante la evaluacidon de la expresion de E-caderina y
vimentina en las células diferenciadas.

* Analizar la presencia de HHIP y Shh por Western blot.
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VI METODOS

i. Cultivo celular

La linea celular de adenocarcinoma A549 se obtuvo de la ATCC. Las células se
mantuvieron en medio F12 suplementado con suero fetal bovino al 10%, en la
incubadora a 37°C y 5% de CO; con aire. Las células se crecieron en cajas de cultivo
de 75cm? y se subcultivaron hasta lograr tener células entre los pasajes 15-20 para
hacer todos los experimentos.

Para inducir la transicién epitelio mesénquima se plaquearon 1.5x 10° células. Una vez
que las células se adhirieron, el medio se remplazé por medio sin suero y se dejaron
por 24 horas para sincronizar el cultivo. Después de este tiempo, las células se
estimularon con TGF-B1 (R&D) (5ng/ml) durante 24, 48 y 72 horas. Como controles se
utilizaron cultivos en medio sin suero. Al finalizar los tiempos de exposicion, las células
fueron fotografiadas con ayuda de un microscopio Floid Cell Imaging Station- Life

Technologies con un aumento 20X.

Dia1l Dia 2 Dia3
cajas T75 24 hrs. adherir

1.5x10° 1.5x10° 1.5x10°

Control A P e
Sincronizacion Afadir estimulo
TGF-8 5 ng/ml
TGE-B 1.5x10° 1.5x10° 1.5x10°
A w L
Dia 6 Dia 5 Dia 4
Observar al microscopio. Observar al microscopio. Observar al microscopio.
Marcar cajas y Marcar cajas y portaobjetos Marcar cajas y
portaobjetos rotulados con rotulados con el portaobjetos rotulados
el Dia3(72hrs) con Dia2(48hrs) con con el Dial(24hrs) con
anticuerpo. anticuerpo. anticuerpo.
Lisar el nimero de células Lisar el numero de células Lisar el nimero de células
indicado para WB. indicado para WB. indicado para WB.

Figura 9.- Modelo experimental.
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ii. Extraccion de proteinas
Una vez que se cumplié con los tiempos de estimulo, las células se cosecharon con
Tripsina/EDTA, se centrifugaron a 200 g durante 10 minutos y se lavaron 2 veces con
PBS. Las células se resuspendieron en 1 ml de PBS y se contaron en un
hemocitometro. A una fraccién de las células (1x10°) se le adicionaron 50ul de buffer
RIPA (Thermo Scientific) con un coctel de inhibidores proteasas 100x (Thermo
Scientific) mas PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (Sigma) 1mM y se dejaron en
hielo durante 10 min. Para obtener los extractos celulares las células se sonicaron 2
veces durante 6 segundos a una amplitud de 60 watts, con un sonicador Ultrasonic
Processor y después se centrifugaron 10 min a 12000g a 4°C. El sobrenadante se

transfirié a tubos de 0.5ml y se mantuvieron a -80 °C para su uso posterior.

iii. Cuantificacion de proteinas
Se hizo la cuantificacién de proteinas mediante el método de Bradford utilizando el
reactivo comercial Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad). Se extrapolaron las absorbancias
de las muestras en una curva estandarizada de albumina sérica. La absorbancia se

midié en un espectofotémetro Bio-Rad iMark Microplate Reader.

iv. Western Blot
Muestras de proteinas totales de los lisados (40ug) se mezclaron con buffer Laemmli
4X (Tris-HCI 0.5M pH 6.8- SDS- glicerol azul de bromofenol 0.05%, B Mercaptoetanol)
y fueron sujetas a electroforesis SDS-PAGE en geles al 10%. La electroforesis se
realizé en condiciones reductoras en una camara BIO-RAD que se corri6 a 150 V
durante 70 min a 4°C. Para establecer el peso aproximado de las bandas, se incluyé
un marcador de pesos molecular pretefiido. El gel se transfiri6 a una membrana de
nitrocelulosa en una camara de transferencia semi-seca (Bio-Rad Trans-Blot Turbo
Transfer System) durante 20 min. Después de este tiempo la membrana se bloqued
con leche semidescremada al 5% en Buffer PBS-T con el fin de bloquear los posibles
sitios de pegado inespecifico durante 1 hora. Para preparar 1 litro de PBS-T se
requirieron de 800ml de PBS 1X en un vaso de precipitados y se agregaron 500ul de
Tween 20. Se mantuvieron en agitacién y se ajusté el pH de la solucién a 7.4. Para
finalizar se transfirié a una probeta y se aforé con PBS 1X estéril a 1L. Las membranas
se incubaron con los anticuerpos primarios mouse anti-Hhip (Abcam 1:500) y rabbit
anti-Sonic Hedgehog (Abcam 1:100) durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente las

membranas se lavaron 4 veces con PBS-T durante 10 minutos y se incubaron con los
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anticuerpos secundarios correspondientes anti-Mouse (1:10000) o anti-Rabbit (1:5000)
conjugados a peroxidasa de rabano (Amersham), durante una hora a temperatura
ambiente. Después de esto las membranas se lavaron 4 veces con PBS-T durante 10
minutos.

La marca se visualizé con el sistema de deteccién de quimioluminiscencia (West Pico
Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific) en un fotodocumentador (Bio-Rad
Molecular Imager, ChemiDoc XRS+BIO-RAD). Como control de carga se utilizé un
anticuerpo mouse anti-GAPDH 1:10000 (Invitrogen).

Las imagenes obtenidas se analizaron en el software Image J (V1.7) para obtener
datos semicuantitativos de la intensidad del area de cada banda obtenida comparada
contra el control de carga. Como controles positivos para HHIP y Shh se utilizaron 2
lineas comerciales Hela de ATCC, fibroblastos normales de pulmén (NHLF, de Lonza)
y la linea celular de mama MDA-231 también de ATCC.

v. Caracterizacion fenotipica de los marcadores epiteliales vy
mesenquimatosos por citometria de flujo

Las células fueron tomadas de los cultivos de cajas T75, se llevo a cabo la
inmunofenotipificacion en 4x10° células de la linea celular A549 y se incubaron con el
anticuerpo monoclonal dirigidos contra antigenos de superficie CD324 E-Cadherin 2ul
para 4x10° células (PerCP/Cy5.5) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Al
pasar este tiempo se hicieron los lavados correspondientes con PBS y se fijaron las
células con paraformaldehido para después incubarlas con el anticuerpo monoclonal
dirigido contra antigenos intracelulares Vimentin 2ul para 4x10° células (Alexa Fluor
488). La células fueron adquiridas en un citdmetro de flujo (BD Biosciences, San José,
Cal. USA) vy se analizaron con el Software FlowJo V. X (Treestar, Inc, Ashland,Or,

USA) Se adquirieron en todos los casos 50,000 eventos.
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VIl RESULTADOS

I. Morfologia
Las células se mantuvieron en medio con suero o se trataron con TGF-B y se

fotografiaron en los tiempos correspondientes (Figura 10). Como se puede observar, a
las 24 horas de cultivo las células control mantienen una morfologia caracteristica de
células epiteliales, cuboidales o redondas formando una monocapa. Las células
estimuladas con TGF- 8 a las 24 horas se observan aun unidas, pero con un ligero
alargamiento con respecto a su morfologia. A las 48 y 72 horas las células control
mantienen la misma morfologia y unién, mientras que en las estimuladas con TGF- 3
se comienza a observar una notoria separacion entre estas y finalmente a las 72 horas
de haber sido estimuladas, las células se observan alargadas y con un fenotipo mas

perecido a células tipo fibroblasto.

Il. Citometria de flujo
Adicional a la observacion morfolégica y para corroborar la transicion epitelio-

mesénquima, en los cultivos de células estimuladas con TGF-B también fueron
analizadas la presencia o ausencia de un marcador de células epiteliales (E-caderina)
y un marcador de células tipo fibroblasto (vimentina). La figura 11 representa un
ejemplo de los blots obtenidos por citometria de flujo de uno de los 3 experimentos
gue se hicieron mientras que las figuras 12 y 13 muestran el analisis de los resultados.
En primer lugar, se determiné el porcentaje de células positivas para E-caderina y el
porcentaje de células positivas para vimentina en la linea A549 en condiciones
basales. Los niveles basales de E-caderina fueron de 62.3 + 10.6 % (figura 12)
mientras que para vimentina fueron de 13.7 = 11.3 % (figura 13).

Posteriormente, a las células se les adiciond TGF-B y después de permanecer 72 en
cultivo se encontré que el porcentaje de células positivas para E-caderina disminuye
considerablemente en las células tratadas con TGF-B respecto al control (62.25 +
10.65% en TGF-B vs 30.65 = 3.4% en control) mientras que, por el contrario el
porcentaje de células positivas para vimentina aumento considerablemente, pasando
de 9.2 =+ 3.2 % en el control contra 37.85 + 7.4 % en los cultivos tratados con TGF-f3.
En ambos casos, ninguno de los resultados arrojé una diferencia significativa (figura
12y 13).
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Control TGF-B

24 h

Figura 10.- Imagenes representativas de cultivos de células A549 en medio sin suero (Control)
y tratadas con TGF- B (5ng/ml) a diferentes tiempos. Las imagenes se tomaron a un aumento
20X.
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Figura 11.- Dot blots representativos del analisis de vimentina y E-caderina en células A549
tratadas con TGF-B a 72 horas. Se puede observar que en los Controles de E-caderina lo
expresan un 51.6% de las células mientras que con TGF-B la expresan un 34.1% lo que
concuerda con un fenotipo epitelial. Para vimentina un 45.3% de células expresoé esta proteina
en experimentales demostrando un fenotipo mesenquimatoso, mientras que por su parte en

controles se observa que un 5.93% de células la expresaron.
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Figura 12.- Grafica del porcentaje de células que expresan E-caderina. N=3
Se puede observar que el porcentaje de células control que expresan E-caderina es mayor al

nuamero de células experimentales, en este experimento no hay significancia.

%celulas Vimentina+

Figura 13.- Gréfica del porcentaje de células que expresan vimentina. N=3
El porcentaje de células estimuladas con TGF- tuvieron un mayor porcentaje de expresion de

la proteina vimentina y este no fue significativo.
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. wB
Células A549 se cultivaron con o sin TGF-B y en ellas se analizdé la presencia o

ausencia de Shh y HHIP por inmunoelectrotransferencia en dos expermientos
independientes. Como se puede observar en la figura 14A, en ambos experimentos se
encontré6 que las células expresan la proteina Shh en condiciones basales. Sin
embargo, cuando las células se dejaron 24, 48 y 72 horas en presencia o ausencia de
TGF-B los resultados obtenidos fueron heterogeneos. A pesar de ello, el analisis
densitométrico (figura 14B) comparando los resultados de las dos membranas indica
que el tratamiento con TGF- induce un aumento de Shh a las 24 horas vs el grupo
control. En este andlisis, no se pudieron observar diferencias en la expresion de Shh a
las 48 y 72 horas entre las células control y las tratadas con TGF-.

En la figura 15 se muestran los resultados del analisis por western blot de HHIP. En
las células que permanecieron en cultivo sin TGF- se puede observar que HHIP se
incrementa a 48 y 72 horas. Por otro lado, en las células que fueron estimuladas con
TGF-B se encontré que HHIP aumenta considerablemente a las 24 y 48 horas. Sin
embargo, a las 72 horas de estimulo con TGF-B si se observé una disminucién de la

proteina.
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Figura 14.- Analisis de Shh por Western Blot. A) Fotos representativas de blots en dos
experimentos independientes. B) grafica del andlisis densitométrico de los blots comparando la

intensidad media de Shh vs la intensidad media de GAPDH como control de carga.
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Figura 15.- Analisis de HHIP por Western Blot. A) Foto representativa del western blot contra

HHIP y GAPDH como control de carga. B) Grafica del analisis densitométrico.
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VII DISCUSION

La caracterizacion de la biologia molecular del desarrollo in utero y del cancer han
revelado similitudes muy remarcables en sus origenes moleculares. Los
requerimientos para la proliferacion celular y la diferenciacion tienen paralelismos
considerables en las vias de sefalizacion que rigen estos procesos.

Investigacion reciente demuestra que la TEM tiene un papel importante en el
desarrollo temprano de metéastasis de células cancerigenas, de igual forma se sabe
que la via de sefializacién de Hedgehog y TGF-B se ven implicados en el desarrollo y

avance de esta enfermedad.

Esta demostrado que TGF-B es un precursor de la TEM como se puede observar en
las imagenes (Fig.10) en las cuales las células sufrieron un cambio fenotipico.
Morfolégicamente estd bien estudiado que las células epiteliales pierden su forma
cuboidal caracteristica y obtienen una forma tipo estrellada y alargada, en nuestras
células estimuladas con TGF- 3 se pudo observar este cambio mucho mas notable a
las 72 horas. Hoy en dia existen numerosos estudios que demuestran este proceso, el
cual se descubri6 a nivel embrionario ya que es esencial para la gastrulacién, el
desarrollo de corazén y otros tejidos. (Xiao & He, 2010)

Se sabe que en adulto es esencial para el proceso de reparacion celular, la re-
epitelizacién y sanacion de herida, asi como la generacién del tejido de fibroblastos
durante el proceso de fibrosis en los 6rganos (Shih & Yang, 2011) y en ultimos afios
se ha observado su expresion en diversas patologias como el cancer.

Otra caracteristica de la TEM es que las células pierden marcadores epiteliales como
la E-caderina y ganan marcadores de células tipo fibroblasto, como vimentina. En
nuestras condiciones, los porcentajes de células que expresan E-caderina muestran
que ésta proteina tiene una alta expresion en la linea celular A549, lo que concuerda
con estudios previos ya que estas células son epiteliales. Se observé que en
condiciones basales y en las células de los grupos control, esta tendencia de una alta
expresion se sigue manteniendo. Sin embargo, en las células que fueron estimuladas
con TGF-B el porcentaje de células que expresa esta proteina es menor, lo cual
concuerda con la literatura ya que estd comprobado esta proteina se va perdiendo al
ser transformadas a un fenotipo TEM. Se sabe que en cancer lo que caracteriza a la
TEM es la disminucion de la expresion de E-caderina, también se cree que es un
represor de la invasién y la metastasis. Esta proteina es una molécula de adhesién
que participa en interacciones dependientes de calcio, para formar las uniones

adherentes y secuestrar a B-catenina. Se conocen diversos factores de transcripcion
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que reprimen la transcripciéon de E-caderina como son Snail, Slug, Zeb 1 etc. Estos
factores suprimen el conjunto de genes que codifican a las caderinas, claudinas,
MUC1 y citoqueratinas para inducir la TEM. (Shih & Yang, 2011) Se sabe que los
mecanismos por los cuales E-caderina es inactiva en los tumores humanos se pueden
resumir a dos categorias, una en la cual resulta en la produccidn de una proteina no
funcional y la segunda que haya una completa ausencia de esta proteina. Se sugiere
que esta pérdida de E-caderina puede resultar en la activacion de una transduccién de
vias de senalizacion, que le confieren a las células cancerigenas la facilidad de
completar los pasos en la metastasis. (Onder et al., 2008)

Por otra parte, para el caso de la proteina vimentina el porcentaje de células que
expresaron la molécula en condiciones basales fue bajo lo que concuerda con lo
reportado para un fenotipo epitelial, mientras que con TGF- se observdé un aumento
del porcentaje de células que expresan vimentina, en particular a las 72 horas que es
cuando se observo la transicion epitelio-mesénquima. El aumento en la expresion de
vimentina se ha asociado directamente con la capacidad invasiva de diferentes tipos
de cancer.

Vimentina es una proteina de tipo filamento intermediario tipo Ill y se expresa
predominantemente en el desarrollo embrionario, pero se ve estrictamente restringida
a células mesenquimatosas en el adulto, incluyendo fibroblastos, linajes celulares
derivados de la médula ésea y células endoteliales. Es requerida para la adherencia
de linfocitos y para su migracién a través del endotelio, la movilidad de fibroblastos o
de células de cancer de mama. Por ejemplo, en diversos tipos de canceres epiteliales
se ha reportado una alta expresién de vimentina, en particular por los fenotipos
invasores de cancer de prostata, células de sarcoma y células de cancer de mama.
Los mecanismos que conducen al incremento de esta molécula no han sido
completamente dilucidados y siguen en constante estudio. En este sentido, el bloqueo
de la expresion de vimentina en un modelo de carcinoma escamoso no solo disminuyo
la movilidad, si no promovié un fenotipo epitelial y a si mismo, se ha reportado que en
células epiteliales de cancer de mama, la sobre- expresion del oncogén H-Ras-V12G o
del factor de transcripcion Slug, que estan implicados en la migracion celular y la TEM,
inducen la expresion de vimentina.(Chung, 2014)

En la progresion del cancer en particular, hay una afinidad para adquirir un patrén de
comportamiento mas agresivo. Las células mas agresivas obtienen una forma
ovalada, estrellada, perdida de desmosomas y uniones adherentes, comenzando a
expresar vimentina y un incremento de proteinas proteoliticas como metaloproteasas
de matriz para degradar la matriz extracelular e incrementar la movilidad de éstas.
(Shih & Yang, 2011)
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A pesar de los cientos de trabajos enfocados a establecer la TEM como un fendmeno
con utilidades para el diagndstico clinico, los resultados obtenidos han sido
controversiales. Diversos estudios indican una asociacién entre la pérdida de la
expresion de la E-caderina y de un mal prondstico en cancer de pulmoén. (Xiao & He,
2010) Sin embargo, también se ha reportado que, aunque diversos marcadores
asociados con la TEM como E-caderina o N-caderina con alto indice de expresion en
cancer de pulmon de células escamosas, no se asocian con una mala evolucion de los
pacientes. (Prudkin et al., 2009) Ciertamente esto indica que aun falta por hacer mas
investigacion relacionada con la Transicién Epitelio Mesénquima y particularmente en
cancer de pulmon, por lo que se requieren de mas estudios para poder entender como
funciona este proceso en la evolucién de la enfermedad.

Ademas, el fenotipo TEM se sabe que estd envuelto en la resistencia a agentes
terapéuticos. Por lo que llevar a cabo una transicién reversa TME, puede proveer de
una herramienta efectiva en la cual las células puedan responder a los agentes
terapéuticos convencionales.

La via de sefnalizacién de Hh esta posiblemente inactiva en el epitelio pulmonar adulto
del ser humano a excepcién de las células epiteliales progenitoras. Esta persistencia
de la via de sefalizacion de Hh en las células progenitoras pueden mantener a estas
células y conllevan un papel importante en la respuesta al dafo epitelial,
particularmente en las vias aéreas.(Velcheti & Govindan, 2007)

Como un primer acercamiento al estudio de esta via, analizamos la expresién de Shh
por western blot en dos experimentos independientes (figura 14). A diferencia de lo
reportado por Maitah et al. donde ellos sugieren que las células parentales no
transformadas no expresan Shh en condiciones basales, nosotros si pudimos observar
que las células A549 expresan Shh. Sin embargo, existen trabajos en donde la
expresion basal de Shh también ha sido reportada en diferentes lineas primarias de
SCLC y NSCLC. (Watkins et al., 2003). Estas diferencias son debidas a diversos
factores, entre ellos el tiempo de estimulacion para conseguir el fendmeno de TEM y
las condiciones de cultivo. En nuestro caso, nosotros utilizamos medio sin suero para
estos experimentos y mantuvimos un estimulo con TGF- durante 72 horas que fue el
tiempo en donde pudimos observar el cambio de fenotipo. A pesar de ello, nuestros
resultados en dos experimentos independientes fueron diferentes, se sugiere que Shh
se expresa considerablemente en las células A549 que crecen en medio sin suero y
que el estimulo con TGF-B incrementa la expresion de Shh a las 24 horas. Es
probable que nuestro hallazgo de expresion de Shh en la condicidon basal y en los
controles sea debida a la falta de nutrientes y a la generacién de un ambiente

hipoxico. Recientemente (Zhou et al., 2014) encontré que, en carcinoma de células
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renales la condicién de hipoxia incrementa la expresién de Shh a través del factor HIF-

2a. No obstante, falta comprobar esta hipotesis en nuestro experimento.

Se ha estimado que al menos un 25% de los tumores requieren de esta via de
sefializacién para mantener la viabilidad de las células tumorales. Yuan et al. reportan
que la via de Hh se encuentra constitutivamente activa en cierto nimero de NSCLCs
y sugieren la clasificacion de estos tumores en aquellos que no requieren de la via de
Hh, aquellos que requieren de la via de Hh y son sensibles a los inhibidores conocidos
de la via y finalmente aquellos que requieren de la actividad de la via de Hh pero no
responden a los inhibidores conocidos, ya que estos expresan niveles altos del factor
de transcripcién GLI1. Identificaron que en particular la linea celular A549 expresa
altos niveles de GLI1, es decir, que correlaciona con un incremento en el potencial del
crecimiento de la linea celular tumoral o del estado de metastasis del tumor in vivo
(Yuan et al., 2007)

Se sabe de la existencia de diversos inhibidores de la via y estos se han utilizado para
demostrar que diversos tipos de cancer requieren de la via de Hh, al demostrar que
estos antagonistas inhiben la proliferacion de estas células tumorales de forma dosis-
dependiente. (Yuan et al., 2007)

Como previamente se ha mencionado HHIP es un inhibidor de la via de Hedgehog el
cual secuestra a Sonic y no permite que este se una a PTCH por lo que la via de
sefializacién no se activa y por ende los genes blanco no se transcriben, lo cual indica
una retroalimentacidon negativa, ya que HHIP es parte de los genes blanco de la via.

Al ser parte de la via de Hedgehog y basandonos en lo previamente aportado por
Maitah et al. se esperaba que HHIP se encontrara disminuida en la linea celular A549,
pero aun mas disminuida en células en TEM estimuladas con TGF-. Se observé que
el estimulo con TGF-$ a las 24 y 48 horas aumenta la expresion de HHIP, pero a las
72 horas que es cuando observamos el fenotipo de transicién disminuye. Hay reportes
de que la expresion de HHIP se reduce en un xenotransplante de células A549 en
ratones desnudos; asi mismo se sabe que el silenciamiento de la proteina HHIP
induce un aumento en la sefalizacion de la via de Hh. Finalmente, se sabe que hay
una baja expresion de HHIP en células endoteliales cuando ocurre la angiogénesis
que puede potencialmente aumentar la via de senalizacion de Hh y facilitar este
proceso. (Velcheti & Govindan, 2007)

En este contexto, las células A549 que aumentan la expresion Shh en TEM no
permitiria una retroalimentacion y una regulacion en el medio de Shh por medio de
HHIP y esto podria explicar un aumento de la malignidad en las células, ya que nos

estaria hablando de una casi nula retroalimentacion negativa de la via por parte de
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ésta molécula y por lo tanto permitiria que mas moléculas de Shh se unieran a PTCH
en células blanco y permitieran de nueva cuenta la activacién de la via.

En nuestro experimento, las células control (sin TGF-B) tienen aumentada HHIP y
también se ve un aumento de esta proteina con el estimulo de TGF-B a las 24 y 48
horas. Este aumento puede ser debido en parte a la activacion de vias alternas que a
su vez podrian incrementar los niveles de HHIP, asi como una falta de réplicas
experimentales. Se sabe que TGF- es capaz de inducir la expresion de los factores
de trancripcién GLI, de los cuales existen tres proteinas en mamiferos GLI1 GLI2 y
GLI3 cada uno codificado por diferentes genes. Se sabe que GLI3 exhibe una baja
actividad transcripcional, por lo que es considerado un inhibidor de la actividad de Hh,
mientras que GLI2 funciona como el principal transductor de las respuestas de los
genes Hh. GLI1 carece de un dominio de represion y es también un activador
transcripcional muy potente (Javelaud, Pierrat, & Mauviel, 2012) via distintos
mecanismos y estos no incluyen el eje Ptch/Smo (via candnica). Existe la probabilidad
de que esto pudiera estar pasando en nuestras condiciones, que exista la activacién
de la via alterna que activa los genes blancos y permite la expresion de estos
incluyendo un aumento de HHIP.

Adicionalmente se sabe de la existencia de vias alternas a la via candnica que no
requiere el complejo Shh-Ptch-SMO-GIi. Por ejemplo, en adenocarcinoma pancreatico
el factor de transcripcién GLI es regulado por TGF- B y K-ras. (Bermudez, Hennen,
Koch, Lindner, & Eickelberg, 2013) En cancer de ovario se desarrollé6 un estudio en
lineas celulares en el cual se observé que la activacion de las senales Shh-GLI1
pueden inducir a una TEM. De igual forma observaron que para la activacién de las
sefales Shh-GLI1 se requeria del aumento en la expresion de la via PI3K-Akt. Por lo
que demostraron que hay una intercomunicacion entre las sefales Shh-GLI1 y la via
de senalizacion PI3K-Akt para que la TEM pueda ocurrir en cancer ovarico. (Ke,
Caiping, Qing, & Xiaojing, 2015)

Se sabe que la activacion de la via es necesaria para la invasion y que cuando TGF-f3
esta presente, la activacion de la via candnica estimula la expresion de factores que
promueven la TEM por medio de la disminucién de la expresién de la molécula E-
caderina. Se conoce que también induce la TEM por medio de otra via (no candnica)
activando directamente los factores GLI. Por ejemplo en adenocarcinoma de células
pancreaticas se ha reportado que TGF-B induce la activacion de GLI1 por medio de
Smad 3 y estos resultados podrian estar indicando una retroalimentacién asociando a
TGF-B con la activacion de Shh. (Maitah et al., 2011)

61



Hay que tener en cuenta como previamente se mencioné TGF-f actua a través de la
via de sefializacion canodnica de Smads la cual activa los factores de transcripcion
envueltos en el desarrollo de la TEM como son los factores Snail, Slug. También se
sabe que TGF-B puede activar la TEM por vias alternas o hacer sinergismo con
diversas vias de senalizacion como Notch, por lo tanto el adquirir un fenotipo
mesenquimatoso no solo es dependiente de la via de Hh sino de otras vias que actuan
en conjunto en el ambiente tumoral.

Todo esto indica que vias alternas participan en la activaciéon de los factores de
transcripcion GLI los cuales son los principales en permitir la expresion de los genes
blanco y a los cuales HHIP pertenece. Esto podria ser una posible explicacion del
porque nosotros encontramos un aumento de HHIP en las células sin estimulo. Asi
mismo, se puede inferir que HHIP estaria regulando los niveles de Shh en esta linea
celular.

Es importante hacer estudios mas a fondo en los que se observe que vias de
sefalizacion estan actuando en conjunto con la de Hh y activan los factores GLI para
permitir este aumento en la expresion de HHIP y éste no permita que la via candnica
se exprese, asi mismo el saber del porque HHIP deja de expresarse en estos
padecimientos ya que se sabe que la disminucion de esta molécula en cancer permite
el avance de esta patologia, asi como su malignidad. Nuestro estudio no es
concluyente, pero abre nuevas ventanas para el estudio del fendbmeno TEM en las
células A549 por lo cual se debe hacer un estudio mas a fondo de la Transicion
epitelio Mesénquima y la transicion reversa con marcadores tanto epiteliales como
mesenquimatosos, asi mismo utilizar otras lineas celulares para poder establecer si
alguno de estos marcadores puede ser utilizado en el ambito clinico.

Human Hedgehog Interacting Protein es una molécula “recientemente” descubierta y
por la previa y escasa informacion que se tiene, se sabe que es un supresor de tumor,
lo que indica que esta molécula podria funcionar como un blanco terapéutico.

La diseminacion de un tumor es un proceso complejo. La patogénesis de la metastasis
del cancer consiste en una serie de pasos ligados, unidos y selectivos que envuelven
procesos como la migracion, invasion, adhesioén, proliferacion y angiogénesis (Shih &
Yang, 2011), por esta razén es importante unificar diversos elementos como los son
las vias de TGF-B , la TEM y la via de sefalizacién de Hedgehog que en conjunto se
ha comprobado favorecen el avance de los factores previamente mencionados, no asi

dejando de lado otras vias que puedan estar influyendo en el ambiente tumoral.
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IX CONCLUSION

Se ha especulado por diversos investigadores que alteraciones genéticas en el gen
HHIP conllevan a una proteina no funcional, lo que permite un aumento en la
expresion de la via de sefalizacion de Hedgehog y posiblemente con esto el
desarrollo y crecimiento de tumores. Actualmente la identificacion de biomarcadores
de dependencia de la via de Hh y el desarrollo de potentes inhibidores de la misma
han aumentado relevantemente para el tratamiento de diversos tumores
humanos.(Yuan et al., 2007)

Las vias embrionarias estan estrechamente ligadas a factores que se desencadenan
posteriormente en el adulto, ya sea en la simple reparacion de una herida o en el
desencadenamiento de una enfermedad como el cancer al reactivarse de manera
andmala. Es por que el estudio de estas vias es de suma importancia ya que estas
pueden ayudar a revertir los procesos patoldgicos que implica el cancer, en particular
de pulmén. Es de suma relevancia hacer notar que estas vias y en particular la
proteina HHIP no han sido muy estudiadas en este tipo de cancer por lo que implican
posibles blancos terapéuticos que en un futuro puedan extrapolarse a protocolos con
pacientes, por lo que hay que tener en cuenta que debido a la heterogeneidad de cada
subtipo de cancer de pulmoén, adicionalmente a su caracterizacion histolégica vy

molecular se requiere de la seleccion de tratamientos mas especificos.
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