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Resumen

La resistencia al cisplatino es la principal causa de la falla del tratamiento en el
adenocarcinoma pulmonar. Las células tolerantes-persistentes son responsables de la
resistencia intrinseca, debido a que sobreviven de forma subsecuente a los primeros ciclos
del tratamiento y representan un reservorio para la aparicibn de clonas mostrando
resistencia adquirida. Aun cuando los mecanismos moleculares de las células tolerantes-
persistentes han sido descritos, pocos estudios han investigado las alteraciones
moleculares iniciales de estas células en la resistencia intrinseca al cisplatino. En el
presente trabajo se reporta una firma transcripcional asociada a la apariciéon de las células
tolerantes-persistentes al cisplatino en lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar.
Después de una unica exposicion al cisplatino, el transcriptoma de las células tolerantes-
persistentes fue secuenciado para identificar genes diferencialmente expresados. La
importancia clinica de los genes més relevantes, con respecto a la sobrevida total de los
pacientes tratados con cisplatino, fue analizada empleando datos obtenidos de la base “The
Cancer Genome Atlas”. La expresion de los genes candidatos y su correspondiente
proteina fue validada en las lineas de adenocarcinoma pulmonar empleando RT-gPCR y
Western Blot; la distribucion celular de estas proteinas fue detectada por
inmunofluorescencia. La contribucién del gen SOCS1 en la resistencia intrinseca al
cisplatino fue evaluada mediante el silenciamiento con siRNA.

Los analisis bioinforméticos revelaron que las células tolerantes-persistentes a cisplatino
desregulan vias de sefalizacion asociadas al metabolismo y a la proliferacién para
sobrevivir al efecto citotdéxico del compuesto. Los andlisis de redes de interaccion
permitieron identificar tres mddulos altamente conectados, en los cuales SOCS1 mostrd
una participacion importante al controlar la proliferacibn de las células tolerantes
persistentes al cisplatino. Empleando siRNA para silenciar la expresion de SOCST,
demostramos que este gen contribuye a la resistencia intrinseca al cisplatino. Empleando
informacién clinica de la base de datos TCGA, encontramos que la expresion de los genes
mas relevantes se asoci6 con la sobrevida total de los pacientes tratados con cisplatino. La
asociacion entre el nivel de expresion y la sobrevida de los pacientes indica que estos genes
pudieran ser empleados como biomarcadores predictivos o potenciales blancos

moleculares para incrementar la sobrevida de los pacientes con cancer de pulmon.




Abstract

Resistance to cisplatin is the main cause of treatment failure in lung adenocarcinoma. Drug-
tolerant-persister cells (DTPs) are responsible for intrinsic resistance, since they survive
after initial cycles of treatment and represent a reservoir for the emergence of clones that
display acquired resistance. Although the molecular mechanisms of DTPs cells have been
described, few studies have investigated the earliest molecular alterations of DTPs in
intrinsic resistance to cisplatin. In this work, we report a gene-expression signature
associated with the emergence of cisplatin-DTPs in lung adenocarcinoma cell lines. After a
single exposure to cisplatin, we sequenced the transcriptome of cisplatin-DTPs to identify
differentially expressed genes. The clinical relevance of candidate genes, according to
overall survival of cisplatin-treated patients from The Cancer Genome Atlas, was analyzed.
Expression of candidate genes and their corresponding protein was validated in lung
adenocarcinoma cell lines by RT-gPCR and Western Blot, and their cellular distribution was
detected by immunofluorescence. The contribution of the candidate gene SOCST to
cisplatin intrinsic resistance was evaluated using siRNA-targeted knockdown.
Bioinformatic analysis revealed that early cisplatin-DTPs deregulate metabolic and
proliferative pathways to survive the drug insult. Interaction network analysis identified three
highly connected sub-modules, in which SOCS1 had an important participation in controlling
proliferation of cisplatin-DTPs cells. Using siRNA-targeted knockdown of SOCST in lung
adenocarcinoma cell lines, we demonstrated that this gene contributes to the intrinsic
resistance to cisplatin. Survival analysis showed that expression of hub genes was
associated with overall survival of cisplatin-treated patients. The association between the
level of expression and the survival of patients indicates that these genes could be employed

as predictive biomarkers or potential targets to improve the survival of lung cancer patients.




1. Introduccion

La alta tasa de crecimiento poblacional a nivel mundial, el incremento en la esperanza de
vida, el avance en el desarrollo socioecondmico y los cambios asociados al estilo de vida
han impactado en el incremento de la incidencia y prevalencia de distintas enfermedades,
entre ellas el cancer. Actualmente, el cancer se ubica como una de las enfermedades de
mayor incidencia y mortalidad a nivel mundial. Para el afio 2018 se estim6 que el cancer
caus6 alrededor de 18.1 millones de casos nuevos, asi como 9.6 millones de muertes (1).
Los tumores con mayor incidencia y mortalidad son los canceres de pulmén, mama,
prostata, colon y estbmago (1). A nivel mundial el cancer de pulmén es la principal causa
de muerte por cancer en ambos sexos (1). Una estimacion similar se ha reportado en
México, en donde el cancer pulmonar es el tumor de mayor incidencia y la principal causa
de muerte por cancer (2).

De acuerdo a las caracteristicas histologicas que presenta, el cancer de pulmon se divide
en dos grupos: el carcinoma pulmonar de células pequefias (SCLC por sus siglas en inglés)
con un 15% de incidencia y el carcinoma pulmonar de células no pequenas (NSCLC por
sus siglas en inglés) con un 85% de incidencia (3). Este ultimo a su vez se clasifica en tres
tipos histoldgicos: el carcinoma de células grandes, el carcinoma de células escamosas y

el adenocarcinoma, siendo este ultimo el mas frecuente (3).

El gran avance en la tecnologia para el diagnéstico del cancer, asi como en los
procedimientos moleculares ha permitido detectar el cancer en etapas tempranas de su
desarrollo y estratificar de forma robusta y exacta a los pacientes de acuerdo a las
alteraciones gendmicas presentes en los tumores pulmonares. Sin embargo, aun con estos
avances, la mayoria de los pacientes con cancer pulmonar son diagnosticados en estadios
avanzados de la enfermedad, donde se presenta metastasis a otros 6rganos como cerebro,
higado y hueso. Adicionalmente, la sobrevida a 5 afios es del 15% y para estadios
avanzados menor del 5% (3,4).

Aproximadamente, entre el 50-75% de los pacientes con cancer pulmonar presentan
expectoracion frecuente, hemoptisis, dolor de pecho y disnea (5) al tiempo del diagnéstico.
Para confirmar el diagnéstico se requieren de estudios de laboratorio clinico, imagen,
patologia y moleculares (3). De acuerdo a los hallazgos de estos estudios, la reseccion
quirurgica del tumor por lobectomia es la opcidn de tratamiento y curacibn mas adecuada

para tumores localizados y en estadios tempranos de la enfermedad (1 y Il). Adicionalmente,




la quimioterapia neoadyuvante y adyuvante, empleando la combinaciéon de compuestos
platinados y taxanos, se encuentra indicada para pacientes cuyos tumores se encuentran
en estadios tempranos (ll-llla), son candidatos a reseccion quirurgica y las lesiones
metastasicas presentan tamafio reducido (4). Sin embargo, en aquellos pacientes
diagnosticados en estadios avanzados de la enfermedad, en donde las lesiones
metastasicas son de mayor tamano, la administracién sistémica de quimioterapia estandar,

basada en compuestos platinados, se encuentra indicada como terapia paliativa.

1.1. Quimioterapia

La quimioterapia consiste en la administracion sistémica de compuestos citotdxicos, los
cuales tienen como mecanismo de accién interferir en la sintesis del ADN, causar estrés
oxidante en la célula e inducir la eliminacion de las células tumorales activando distintos
mecanismos de muerte celular. Una diversidad de compuestos citotéxicos son empleados
en el tratamiento de diferentes tipos de tumores y se clasifican en: antimetabolitos como el
5-fluorouracilo; antraciclinas; los compuestos analogos a los nucleétidos como la 2’-desoxi-

5’-azacitidina y los agentes alquilantes como la ciclofosfamida y los compuestos platinados

(6).

El reciente avance de las técnicas de secuenciacién de nueva generacién ha permitido
identificar las alteraciones genéticas mas frecuentes en los distintos tipos de NSCLC,
pudiendo clasificar a los tumores con respecto a las mutaciones que presentan (7). Diversos
estudios han reportado que los tumores de tipo adenocarcinoma presentan con alta
frecuencia mutaciones en los genes de EGFR, KRAS, PI3BKCA, BRAF, MET, ROS, entre
otros (8). Especificamente, para los tumores de tipo adenocarcinoma pulmonar con
mutaciones en el gen de EGFR existen terapias blanco conocidas como los inhibidores de
las tirosina cinasas (TKI’s), las cuales participan bloqueando el sitio activo del receptor con
actividad de cinasa para residuos de tirosina (9). El empleo de estos farmacos en pacientes
cuyos tumores presentan mutaciones en EGFR ha incrementado la sobrevida libre de
progresion (10). Sin embargo, la sobrevida total de los pacientes no se incrementa con la
administracion de estos TKI’s, debido a que los pacientes desarrollan resistencia adquirida
a los farmacos. En este caso la administracion subsecuente de la terapia estandar, basada

en compuestos platinados, se encuentra indicada (11).




En los ultimos 50 anos, la administracién de compuestos platinados se ha constituido como
el pilar de los esquemas de tratamiento de tumores testiculares, préstata, ovario, vejiga,
pulmédn, colon, entre otros. Es por ello que desde el descubrimiento de su actividad biol6gica
antitumoral se han realizado avances en la sintesis de una variedad de moléculas, algunas
de las cuales han sido aprobadas para el tratamiento de primera linea de tumores

pulmonares, de ovario, cerebro, colon, entre otros (12).

1.2. Compuestos platinados

Histéricamente, a mediados del siglo XIX, el quimico italiano Michele Peyrone sintetiz6 el
compuesto de coordinacién cis-diaminodicloro Platino (lI) (CDDP) (13). Sin embargo, las
propiedades bioldgicas antitumorales del CDDP fueron descubiertas un siglo después por
Barnett Rosenberg (14). Este grupo realizé los primeros hallazgos en bacterias,
encontrando que el CDDP afectd la divisibn celular de estos microorganismos.
Posteriormente, sus ensayos fueron ampliados a modelos animales de sarcomay leucemia,
demostrando que la administracion del CDDP inhibi6 el crecimiento tumoral (14). Nueve
anos mas tarde, la FDA aprob6 el CDDP para su empleo en el tratamiento de diferentes
tipos de canceres (12). Con el transcurrir del tiempo, las principales limitaciones observadas
tras la administracion del CDDP fueron los efectos adversos, tales como la nefrotoxicidad,
neurotoxicidad y mielosupresién (15). Para contrarrestar estos efectos toxicos, un
importante nUmero de compuestos derivados del CDDP fueron sintetizados (15). Esto se

ha realizado modificando los ligandos que se unen al atomo de Platino.

Dentro de los derivados platinados que se han sintetizado se encuentran el ormaplatino,
nedaplatino, piriplatino, carboplatino y oxaliplatino (16). Aunque la mayoria de estos
compuestos han mostrado ser efectivos en estudios pre-clinicos, solamente el cis-diamino
(ciclobutano-1, 1-dicarboxilato) Platino (Il) (carboplatino) y el ciclohexano-1, 2-diamino
oxalato Platino (ll) (oxaliplatino) han sido aprobados para su administraciéon en el
tratamiento de tumores de ovario, pulmon, colon, entre otros. Estas moléculas exhiben
menor toxicidad y parametros farmacocinéticos superiores, comparados con el CDDP
(12,16). En los ultimos 20 afios se han sintetizado otros derivados platinados tales como el
satraplatino, el picoplatino, o el tetraplatino. Actualmente el satraplatino y el picoplatino se
encuentran en estudios clinicos de fase Il y lll, mostrando mejores parametros de absorcion
y menor susceptibilidad a ser inactivados por enzimas detoxificantes (12). Ademas, el

satraplatino ha sido empleado en la elaboracion de formulaciones farmacéuticas enterales,




permitiendo su administracion oral (17). En este sentido, también se han buscado y
desarrollado nuevas presentaciones farmacéuticas para el CDDP, cuyo objetivo es
optimizar su administracion, disminuir la toxicidad e incrementar la liberacion del compuesto
de forma selectiva en el tumor. A este respecto, se encuentra en desarrollo el empleo de
nanoparticulas como sistemas de acarreamiento y liberacion para el CDDP y otros
compuestos platinados (15). En la elaboracidén de las nanoparticulas han sido empleados
diversos materiales de origen organico como micelas poliméricas, liposomas vy
dendrimeros; materiales de origen inorganico elaborados de Hierro, Oro o silica, asi como
la combinacién de ambos materiales en la produccién de nanotubos de Carbono (15).
Dadas las caracteristicas de las nanoparticulas propuestas, se estudia la posibilidad de que
el compuesto citotoxico se distribuya y concentre selectivamente en la masa tumoral. Lo
anterior se logra debido al fendmeno de permeabilidad y retencion incrementada, que es
exclusiva de los vasos sanguineos del tumor, los cuales exhiben arquitectura aberrante y
la alta permeabilidad (18). Distintos estudios pre-clinicos reportaron que la administracion
de los compuestos platinados encapsulados en nanoparticulas result6 en mayor
distribucion, liberacién y efecto citotdxico de los farmacos en el tumor. Ademas, causaron
menor toxicidad en comparacion con la administracién de CDDP de manera convencional
(19-21).

Actualmente, algunas de las formulaciones en micelas o liposomas se encuentran en
estudios clinicos de fase Il y lll (22,23). Los resultados clinicos indican menor nefrotoxicidad
y neurotoxicidad tras la administracion de las nanoparticulas en pacientes, asi como mayor
distribucion del farmaco en la masa tumoral. Sin embargo, el efecto terapéutico observado
en los pacientes aun es similar al obtenido en la administracion sistémica de los compuestos
platinados. Una de las explicaciones a estos resultados es que el farmaco contenido en las
nanoparticulas no se libera completamente. Para resolver este problema, actualmente se
investiga la incorporacion de nuevos ligandos a los compuestos platinados los cuales

permitiran su completa liberacion de las nanoparticulas (15).

Mientras se avanza en el desarrollo de las nuevas formulaciones farmacéuticas, en la
practica clinica se administran los compuestos platinados solos 0 en combinacién con
farmacos como gemcitabina, taxanos y camptotecinas (24). Dependiendo de las guias

terapéuticas y el esquema de tratamiento para cada tipo de cancer, la quimioterapia




combinada a base de compuestos platinados ha demostrado incrementar la sobrevida total

de los pacientes en comparacion con la monoterapia de los compuestos platinados.

1.3. Mecanismo de accién de los compuestos platinados

Los compuestos platinados se administran por via intravenosa a los pacientes y en forma
de infusion, con una duracion de dos horas aproximadamente (25,26). En el torrente
sanguineo, los compuestos platinados se unen a proteinas plasmaticas tales como la
albumina sérica, hemoglobina y transferrina (27). Los farmacos son distribuidos
principalmente a rifiones, higado y prostata y en menor proporcibn a musculos, vejiga,
pancreas y bazo. Estudios clinicos realizados en pacientes con cancer pulmonar reportan
que la distribucidon de los agentes antitumorales en el tumor se correlaciona con la

disminucion de la masa tumoral e incremento en la sobrevida total (28).

Una vez que los compuestos platinados son distribuidos al tejido tumoral, estos ingresan a
las células mediante distintos mecanismos de transporte como la difusion pasiva y el
transporte facilitado (29). Con respecto a la difusién pasiva, se ha demostrado que las
caracteristicas fisicoquimicas de los ligandos presentes en los compuestos platinados les
confieren distinta hidrofobicidad, la cual repercute en la difusién a través de la membrana
celular (30). Por otro lado, la difusién facilitada de estos compuestos es principalmente
controlada por los transportadores de membrana como los transportadores de Cobre y
distintos miembros de la familia de acarreadores de solutos, especificamente los
transportadores de cationes organicos (31,32). La difusién por los transportadores de Cobre
fue inicialmente descubierta en levaduras, en donde la inhibicion de la expresion de estas
proteinas de membrana disminuy6 la acumulacién de CDDP en las células. Por lo anterior,
la expresion de estas proteinas de membrana es esencial en el transporte de compuestos
platinados (33). Posteriormente, los genes ortdlogos de estos transportadores fueron
encontrados en mamiferos, en donde los transportadores CTR-1 y CTR-2 estan implicados

en el transporte de CDDP, carboplatino y oxaliplatino (34).

Una vez dentro de la célula, los compuestos platinados reaccionan de manera inmediata
con las moléculas de agua, promoviéndose su activacién. En este sentido y en el caso
particular del CDDP los grupos cloruro son sustituidos por moléculas de agua (35).
Respecto al carboplatino y al oxaliplatino, los grupos ciclobutanodicarboxilato y oxalato son

sustituidos por dos moléculas de agua, respectivamente (35). La adiciébn de moléculas de




agua a los compuestos platinados promueve la adquisicion de caracteristicas electrofilicas.
De esta manera, reaccionan y forman enlaces covalentes con un considerable nimero de
sustratos nucleofilicos en el citoplasma, tales como el glutation (GSH), la metionina y el
grupo sulfhidrilo presente en las proteinas (36) Este mecanismo, aun no completamente
investigado, propone que el efecto citotoxico de los compuestos platinados pudiera estar
asociado al dafo causado por el estrés oxidante, ya que se consumen las reservas

citoplasmaticas de estos antioxidantes endégenos.

Sin embargo, el mecanismo mas comprendido y caracterizado por el cual los compuestos
platinados inducen su efecto citotoxico involucra la formacién de lesiones en el ADN. La
forma activa de los compuestos platinados presenta gran reactividad ante los atomos de
Nitrogeno de los acidos nucleicos (37). Los compuestos platinados forman distintos tipos
de aductos bifuncionales en el material genético, los cuales se producen por la unién
covalente entre el Nitrdgeno de la posicion 7 en las purinas y el atomo de Platino. Por
ejemplo, el CDDP vy el carboplatino forman principalmente lesiones intracatenarias de tipo
1,2 entre dos guaninas adyacentes (1-2-d(GpG)) o entre adenina y guanina adyacentes (1,
2-d(ApG)), las cuales representan el 90% de las lesiones causadas (12). El mismo tipo de
lesiones en el ADN son causadas por el oxaliplatino, pero en un porcentaje distinto.
Ademas, la retencion del grupo 1, 2-diaminociclohexano en el oxaliplatino incrementa el
volumen estérico de las lesiones, lo cual se asocia con mayor eficiencia para bloquear la

replicacién del ADN y la reparacion de las lesiones (38).

Las lesiones causadas en el ADN por los compuestos platinados son reconocidas por
distintas proteinas, principalmente por la proteina relacionada a RAD3 y ATM (ATR) y la
cinasa 1 de punto de control (CHK1) (39), las cuales estabilizan y activan al factor de
transcripcién p53, el cual controla la transcripcién de genes que regulan el ciclo celular y la
muerte por apoptosis (37). Adicionalmente, las proteinas ATR y CHK1 transmiten sefales
por medio de la activacidén de la via de sefializacion de proteinas cinasas activadas por
mitdbgenos (MAPK), la reparacién de ADN por escision de nucleétidos (NER) y por el mal
apareamiento de bases (MMR) (40). Estas vias de sefalizacion favorecen el arresto del
ciclo celular, principalmente en las fases S y G2-M, para promover la reparacién de las
lesiones causadas en el ADN, actuando como mecanismos citoprotectores (41). Sin
embargo, si la cantidad de lesiones causadas supera la capacidad que tiene la célula para

repararlas, entonces se induce la muerte por apoptosis en las células tumorales (39). Para




ello, las proteinas p53 y p73 favorecen la expresidn de genes con actividad pro-apoptética
tales como Bax, Bak y PUMA (37,40,42). De esta manera, estas proteinas inducen la

muerte de las células mediante la apoptosis intrinseca.

1.4. Resistencia a los compuestos platinados en cancer

Como se menciond previamente, hasta la fecha no existe algun tratamiento efectivo para
curar el cancer de pulmén en etapas avanzadas. El principal impedimento en el tratamiento
del cancer es el desarrollo de la resistencia, la cual se designa como la disminucién en la
efectividad de los tratamientos terapéuticos y en ella participan mecanismos celulares y no
celulares (43,44). La resistencia se divide en intrinseca y extrinseca considerando el tiempo
de aparicion durante el tratamiento con los agentes antitumorales. La resistencia intrinseca
se caracteriza por la ausencia de respuesta a los tratamientos y la répida progresion de la
enfermedad en etapas iniciales del tratamiento y es atribuida a que las células tumorales
ya presentan mecanismos de resistencia de manera previa al tratamiento (45). Por otro
lado, la resistencia adquirida se presenta en tumores que inicialmente se comportaron
sensibles a las terapias; sin embargo, durante el curso del tratamiento los tumores se

vuelven insensibles al efecto de las terapias debido a la adquisicidn de resistencia (45,46).

Con respecto a los compuestos platinados, hasta la fecha se han descrito distintos
mecanismos moleculares de resistencia. La mayoria de estos estudios se han enfocado en
el estudio de la resistencia adquirida. Es importante mencionar que algunos de estos
mecanismos moleculares asociados a la resistencia se comparten entre los compuestos
platinados. Lo anterior debido a las similitudes que presentan en su activacion y al
mecanismo de accion. Los mecanismos de resistencia a los compuestos platinados se han
clasificado en: disminucion de la acumulacion del farmaco dentro de la célula, inactivacion
del farmaco, alteracion de los blancos moleculares, evasion de la muerte celular y la
activacion de vias de senalizacion que promueven la sobrevivencia celular (46). A

continuacion, se revisara cada uno de estos mecanismos.
1.4.1. Disminucion de la acumulacion del farmaco dentro de la célula

La administracion de los tratamientos antitumorales involucra una serie de procesos
farmacocinéticos, los cuales favorecen la llegada y la acumulacion de los farmacos en el
tumor en concentraciones adecuadas para ejercer su actividad biolégica. Sin embargo, la

acumulacion intracelular de los compuestos terapéuticos es afectada, principalmente por




distintas proteinas de membrana que controlan su transporte. Distintos transportadores de
membrana que participan en el eflujo de agentes antitumorales han sido relacionados con
los fendmenos de resistencia intrinseca y adquirida. Especificamente, la familia de
transportadores del cassette de unién a ATP (ABC por sus siglas en inglés) controla el flujo
de farmacos hidrofobicos del interior al exterior de la célula mediante la hidrolisis de ATP
(43,46). Dentro de esta familia de proteinas transportadoras, la proteina 1 de multi-
resistencia a farmacos o glicoproteina-P (MDR1 o P-gp), la proteina 1 asociada a MDR y la
proteina de resistencia en cancer de mama, han sido las mas estudiadas debido a su
expresion en distintos tipos de tumores y a la diversidad de compuestos antitumorales que

expulsan (46).

Por ejemplo, el transportador MDR1 se ha encontrado con expresion incrementada en
tumores de mama, higado, laringe, cérvix, entre otros. Ademas, la sobre-expresion de
MDR1 en las células tumorales de manera previa al tratamiento, esta asociada con un mal
pronéstico de la enfermedad (47—49). Con respecto a los compuestos platinados,
alteraciones genéticas en el gen MDR1 se han asociado con la efectividad del tratamiento
por CDDP en tumores del tracto urinario (50). Adicionalmente, se reporté que las lineas
celulares de cancer de vejiga con resistencia adquirida al CDDP, expresan el transportador
MDR1. Esta expresion es controlada por la activacion y estabilizacion del factor inducible
por hipoxia (HIF) (51).

Las proteinas que presentan mayor relevancia en el eflujo de los compuestos platinados y
por lo tanto al fenédmeno de resistencia, son los transportadores de eflujo de Cobre ATP7A
y ATP7B (52). Empleando un modelo de resistencia adquirida a CDDP en lineas celulares
de carcinoma oral escamoso, se reportd que las células resistentes al tratamiento
incrementaron la expresion de la proteina ATP7B, la cual se relacioné con la activacion de
la proteina asociada a Yes (YAP) (53). Katano et al. reporté la sobre-expresion de ATP7B
en lineas celulares de cancer de ovario con la subsecuente disminucién del 61% en la
acumulacién intracelular de CDDP vy carboplatino (54). Estudios posteriores realizados por
este mismo grupo de trabajo demostraron que, adicionalmente al eflujo de los compuestos
platinados, los transportadores ATP7A y ATP7B secuestran a estos farmacos en
compartimentos vesiculares, principalmente en endosomas tardios, impidiendo su
transporte al nicleo (55). Particularmente, el transportador ATP7B se encontré distribuido

en vesiculas periféricas y cercanas a la membrana, las cuales pueden fusionarse y expulsar




de la célula a estos farmacos (56). Investigaciones realizadas en pacientes con cancer de
ovario en tratamiento de carboplatino post quirargico, mostraron la asociacion de

polimorfismos en el gen ATP7A con resistencia al tratamiento (57).

Ademas del incremento en la expresion de transportadores de membrana que expulsan a
los compuestos platinados, alteraciones en la expresién de los transportadores que
introducen los farmacos a la célula han sido asociadas a la disminucién en su acumulacion
intracelular. Como se mencion6 previamente, los transportadores de Cobre CTR-1y CTR-
2 estan involucrados en dicho proceso. En cancer de ovario se ha asociado la presencia de
polimorfismos en el gen CTR1 con la resistencia al oxaliplatino (57). Adicionalmente,
investigaciones realizadas en lineas celulares de céancer de pulmoén con resistencia
adquirida a CDDP, reportaron que la exposicién prolongada a CDDP favoreci6é la sub-
expresion del transportador CTR1 (58). Resultados similares han sido reportados en
biopsias de pacientes con cancer de pulmén, en donde la expresion disminuida de CTR1
se asocid con menor acumulacién de CDDP en los tejidos y pobre respuesta al tratamiento
(59).

Con el propésito de contrarrestar el efecto causado por los transportadores que expulsan
los farmacos de las células, se han sintetizado inhibidores para bloquear su actividad.
Aunque estos inhibidores han mostrado ser efectivos en modelos in vitro, estudios iniciales
realizados en pacientes muestran resultados inconsistentes, ya que la administracion
combinada de estos inhibidores con taxanos no impacté significativamente en mejorar la
respuesta clinica (46). A la fecha no se han realizado estudios que investiguen el efecto
que tienen estos inhibidores en el tratamiento con compuestos platinados. El desarrollo de
nuevos inhibidores debe de tomar en cuenta que la resistencia no es atribuida
exclusivamente a un solo transportador de membrana. Por ello se requiere analizar la
expresion de un mayor numero de transportadores de membrana en las muestras
provenientes de los pacientes. Ademas, desarrollar moléculas que bloqueen a distintos
grupos de receptores o bien aplicar combinaciones de inhibidores que incrementen
sustancialmente la sobrevida libre de progresion o la sobrevida total de los pacientes con

cancer.




1.4.2. Inactivacion del farmaco

Durante el desarrollo de los tumores, el estado redox de las células se encuentra alterado,
principalmente por la reprogramacion metabdlica, caracteristica considerada como
“hallmark” del cancer (60). El metabolismo aberrante de las células tumorales, asi como la
activacion de oncogenes, favorecen la produccion de especies reactivas de Oxigeno y de
Nitrogeno (RONs). El incremento de las especies reactivas causa estrés oxidante y dafio a
las biomoléculas como proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Para contrarrestar el dafo
producido por las RONSs, las células tumorales expresan los genes que controlan la
respuesta antioxidante enddégena (61). Uno de los principales productos formados por la
activacion de esta respuesta es el glutation (GSH), tripéptido conformado por los residuos
de glutamina, cisteina y glicina (62). Debido a la presencia del grupo tiol, el GSH neutraliza
las RONs de forma dependiente e independiente de enzimas (62). Las enzimas GSH-
peroxidasa y GSH-S-transferasa (GST) oxidan dos moléculas de GSH o conjugan una

molécula de GSH para neutralizar las RONs, respectivamente.

Como se mencion6 previamente, cuando los compuestos platinados ingresan a la célula
reaccionan de manera inmediata con las moléculas de agua, adquiriendo alto potencial
electrofilico y pro-oxidante (35). En este sentido, el GSH tiene la capacidad de neutralizar
la forma activa de los compuestos platinados, impidiendo que éstos reaccionen con las
proteinas o el ADN y asi induzcan dano oxidante en la célula. Estudios iniciales realizados
en lineas celulares de cancer de ovario y de cancer de pulmén reportaron un incremento
en los niveles intracelulares de GSH en modelos de resistencia adquirida a diversos
compuestos platinados, entre ellos el CDDP y el carboplatino (63,64). Estudios posteriores
realizados en lineas celulares y en muestras de autopsias de pacientes con cancer de
pulmédn, evidenciaron que la administracion de compuestos platinados indujo la expresion
de la enzima y-glutamilcisteil sintetasa, la cual cataliza el paso limitante en la sintesis de
GSH (65). Por lo anterior, el incremento en la expresion de esta enzima se ha asociado con
resistencia al CDDP, carboplatino y oxaliplatino (61). Sin embargo, hasta la fecha no existen

estudios clinicos que muestren resultados concluyentes respecto a este tema.

Ademas de neutralizar las especies activas de los compuestos platinados, el GSH también
favorece la expulsion de estos farmacos de la célula (62). Se ha descrito que la eliminacion

de los conjugados entre el GSH y CDDP, producidos por la enzima GST, es regulada por




el transportador dependiente de ATP, MRP2 (62). Estudios realizados en lineas celulares
de osteosarcoma con resistencia adquirida al CDDP reportaron que las células resistentes
sobre-expresan el ARN mensajero (mRNA) del gen de MRP2, asi como el del gen de la
subunidad y de la enzima GST (66).

Ademas del GSH, la expresion de metalotioneninas esta relacionada a la resistencia a
compuestos platinados. Las metalotioneinas son un grupo de proteinas conformadas por
alrededor de 60 residuos de aminoacidos, de los cuales 20 son residuos de cisteina y por
lo tanto son proteinas abundantes en grupos tiol (67). Las metalotioneinas participan en
diversos procesos celulares tales como la homeostasis y transporte de metales esenciales
como Zinc y Cobre; la eliminacién de metales toxicos; la neutralizacion de RONs y en la
regulacién de la proliferaciéon y la apoptosis celular (67). Estudios realizados en lineas
celulares de osteosarcoma, mostraron que la expresion de las metalotioneinas se
increment6 en las células resistentes al CDDP. Las metalotioneinas se encontraron
principalmente localizadas en el nacleo, pudiendo participar en la neutralizacion de la forma
activa del CDDP e impedir su unién al ADN (68). Asimismo, en las muestras de tumores de
ovario, la expresion nuclear de las metalotioneinas se asocié con un mal pronéstico de la
enfermedad (69). Hasta la fecha no se han realizado mas estudios clinicos que permitan
concluir la relevancia de estas proteinas en la resistencia a compuestos platinados, por lo

que esta area queda abierta a la investigacion.
1.4.3. Alteracion de los blancos moleculares

Como se menciond anteriormente, el principal blanco molecular y el mas caracterizado de
los compuestos platinados es el ADN. Estos compuestos dafian el ADN formando lesiones
intra- e inter- catenarias, las cuales al acumularse y no ser debidamente reparadas
favorecen la activacion de diferentes vias que inducen arresto del ciclo celular y la muerte
por apoptosis de las células tumorales (70). Para contrarrestar el dafio causado en el ADN,
las células activan distintos mecanismos de reparacion del material genético. En este
sentido, la principal via que reconoce y repara las lesiones causadas por los compuestos

platinados al ADN es el sistema de reparacion de NER.

Brevemente, el sistema NER se activa cuando existe dafio en el ADN causado por luz
ultravioleta, mutagenos del medio ambiente y algunos farmacos antitumorales. Las

principales proteinas que participan en la via del NER, son la proteina del grupo C de




Xeroderma Pigmentoso; la proteina de reparacibn por escision del grupo de
complementacion cruzada 1 (ERCC1) y las proteinas del grupo F y G de Xeroderma
Pigmentoso (XPF y XPG). Estas proteinas tras reconocer las lesiones realizan el corte de
la cadena dafada en ambos extremos (71). Dentro de estas proteinas, el heterodimero
ERCC1-XPF lleva a cabo el paso limitante en la reparacion del dafio, al cortar el extremo 5’
la cadena danada. Finalmente, un complejo de ADN polimerasa se encarga de sintetizar

una nueva cadena reparando el dafo (71).

Estudios iniciales realizados en lineas celulares de cancer de ovario demostraron que la
sobre-activacion del sistema de reparacion de NER se asocié con la resistencia a
compuestos platinados (72). Estudios clinicos posteriores en tumores de ovario, pulmén,
colon y vejiga confirmaron los hallazgos previos (73—76). Estas investigaciones reportaron
que la sobre-expresioén, medida mediante mRNA, de ERCC1 se asocidé a menor efecto de
los compuestos platinados y por lo tanto a la resistencia al tratamiento. De manera contraria,
aquellos pacientes que presentaron la expresion de ERCC1 disminuida se beneficiaron con
la administracion de la terapia a base de compuestos platinados (73—76). A pesar de que
en estos estudios la capacidad de reparacion del sistema NER no fue evaluada, la expresion
de ERCC1 se constituye como un posible biomarcador para predecir la respuesta al

tratamiento con los agentes platinados.

Con relacién al sistema de reparacién por mal apareamiento de bases (MMR), las lesiones
causadas por los compuestos platinados son reconocidas, pero no reparadas (36). Este
sistema participa principalmente en la reparacibn de inserciones, deleciones o mal
apareamiento de bases nitrogenadas causadas durante los procesos de replicacion y de
recombinacién del ADN (77). Respecto a los compuestos platinados, se ha propuesto que
las proteinas del sistema MMR al reconocer, pero no reparar el dafio en el ADN, tienen la
capacidad de transmitir sefiales que inducen la muerte por apoptosis (78). Las proteinas
homoélogas a MutS 2 (MSH2) y MutL 1 (MLH1) son las responsables de detectar los aductos
formados entre el atomo de Platino y las dos guaninas adyacentes (36). De esta manera,
el sistema MMR constituye un elemento clave en el mecanismo de accién de los

compuestos platinados.

El silenciamiento del gen MSH2 en lineas celulares de cancer de vejiga caus6 incremento

en la resistencia al tratamiento con CDDP, caracterizada por una menor expresion de las




proteinas con actividad pro-apoptética y por lo tanto, una disminucién en la muerte celular
(79). Estudios realizados en tumores de eséfago, de manera posterior al tratamiento con
CDDP, reportaron que la disminucidn en la expresion de la proteina MLH1 se asoci6 con
mal pronéstico de la enfermedad (80). Una de las posibles causas de la sub-expresion de
MLH1 de manera posterior al tratamiento es la hipermetilacion del promotor del gen, la cual
fue reportada en muestras histologicas provenientes de pacientes con cancer de ovario de
manera posterior al tratamiento (81). La disminucién en la expresion de las proteinas MSH2
y MLH1 esta asociada con la resistencia intrinseca y adquirida al CDDP. Ya que el
carboplatino induce el mismo tipo de lesiones en el ADN que el CDDP y, ademas, se ha
modelado que son reconocidas por MSH2 y MLH1 (82), es posible especular que la pérdida
en la expresion de estas proteinas se asocia con el fenébmeno de resistencia adquirida al

carboplatino. Sin embargo, se requieren de estudios que comprueben esta propuesta.

Otro mecanismo de reparacioén del ADN que participa en la resistencia a los compuestos
platinados es la sintesis a través de la lesion. Durante este proceso, la célula continua con
la replicacidbn del ADN a pesar de la presencia de las lesiones, actuando como un
mecanismo de tolerancia al dafio. Para ello, un grupo de ADN polimerasas especificas tales
como POLH, POLI, POLK, POLZ participan en este proceso (83). Adicionalmente, la POLH,
asi como la POLZ reconocen con alta afinidad los aductos 1-2-d(GpG) causados tanto por
el CDDP como por el oxaliplatino (84). Estudios recientes realizado en lineas celulares de
adenocarcinoma pulmonar y de cancer de vejiga demostraron que la expresion
incrementada de la POLH se relaciond con la resistencia al tratamiento por CDDP (85). Este
trabajo demostr6 que modificaciones post-transcripcionales como la poli-adenilacién
alternativa del mRNA de la POLH produce tres isoformas de distinto tamafo. La isoforma
del mRNA de menor tamano participé principalmente en la resistencia al CDDP. Estos
resultados muestran la relevancia que presentan las isoformas de un gen en el fenémeno
de la resistencia intrinseca al CDDP. Resultados similares se han obtenido en modelos de
resistencia adquirida, en donde las células resistentes al CDDP incrementaron la expresion
del mRNAy de la proteina de la POLH en comparacion con las células sensibles (86). Estos
hallazgos se han replicado en estudios clinicos que reportan la expresion incrementada de
POLH en muestras provenientes de cancer de pulmdn posterior al tratamiento. Estos

resultados se asociaron con menor sobrevida de los pacientes (87).




De manera colectiva, los hallazgos antes mencionados remarcan la relevancia que tienen
los sistemas de reparacién del ADN como mecanismos de resistencia a los compuestos
platinados. Las observaciones realizadas en estudios clinicos sugieren que el nivel de
expresion de las proteinas que participan en estos procesos pudiera ser empleado como
marcador predictivo de respuesta a los tratamientos. Actualmente, como estrategia para
contrarrestar la reparacion de las lesiones causadas al material genético, diversos
compuestos derivados del Platino IV se encuentran en desarrollo. Este tipo de compuestos,
por su estructura conformacional, tienen la capacidad de inhibir el sistema NER cuando se
unen al ADN (88).

1.4.4. Evasion de la muerte celular

Las lesiones causadas al material genético y el dafno por estrés oxidante inducido por los
compuestos platinados activan distintas vias de senalizacion intracelular, las cuales
provocan la muerte celular, principalmente por apoptosis. La muerte celular apoptética es
denominada como un tipo de muerte celular regulada, debido a que es controlada por la
expresion de distintos genes cuyos productos favorecen el desmantelamiento de las células
(89). La apoptosis participa en diferentes procesos fisiologicos como en el desarrollo
embrionario y en el constante recambio celular de los tejidos. La apoptosis también es
inducida por alteraciones del microambiente extracelular e intracelular que causan
perturbaciones en la homeostasis (89). En este ultimo caso, la via intrinseca de la apoptosis
se activa por la presencia de estrés intracelular como el dafio causado por RONs, el estrés
del reticulo endoplasmico o dafio en el ADN (89). En el cancer, debido al proceso de
transformacién celular, se presentan alteraciones genéticas y epigenéticas en los genes
que forman parte de la maquinaria apoptética. Diversas evidencias implican que las
alteraciones moleculares en la via de la apoptosis estan asociadas con la resistencia a

compuestos platinados (36).

Como se mencioné previamente, el factor de transcripcion p53 es estabilizado y activado
por las proteinas que detectan el dafio causado por los compuestos platinados en el ADN.
Este factor de transcripcion participa en la integracidén de sefiales causadas por dafo en el
material genético, principalmente controlando la transcripcion de genes que regulan el ciclo
celular y la muerte por apoptosis (90). El gen que codifica para p53, con actividad supresora

de tumor, se encuentra alterado en mas del 50% de los tumores humanos (91). Modelos in




vitro en lineas celulares de cancer de ovario, pulmoén, testicular y osteosarcoma con el gen
silvestre de p53, mostraron sensibilidad al efecto citotoxico de los compuestos platinados
en comparacion con lineas celulares que presentan mutaciones en este gen o expresion
disminuida (92,93).

Estudios clinicos en pacientes con cancer de ovario que presentan mutaciones en el gen
p53 se asociaron con menor respuesta al tratamiento empleando oxaliplatino (94). En este
sentido, las alteraciones en el gen de p53 pudieran ser empleadas como marcador
pronéstico al tratamiento con compuestos platinados. Sin embargo, investigaciones
realizadas recientemente empleando modelos in vitro demostraron que, bajo ciertas
condiciones biologicas, la sobre-expresion del gen silvestre de p53 también se encuentra
asociada con el fenbmeno de resistencia. En este sentido, las lineas celulares
pluripotenciales de cancer de ovario mostraron que, posterior a la exposicidbn de
carboplatino, sobre-expresaron la proteina ARF que antagoniz6 la funcion de MDM2 e
inhibi6 la degradacion de p53, favoreciendo la formacién de agregados de p53 en el nucleo
celular. Los agregados de p53 se unen con distintas proteinas que participan en las vias de
sefializacion asociadas con la progresién tumoral y el fenbmeno de resistencia al
tratamiento (95). Adicionalmente, se ha observado que las células tumorales tetraploides
exhiben resistencia al tratamiento con CDDP y oxaliplatino. La eliminacion de p53 en estas
células tetraploides las sensibiliza al tratamiento con estos compuestos platinados (96).
Estos hallazgos remarcan la importancia del contexto biol6gico sobre la funcion de p53, en
donde bajo ciertos estadios de diferenciacién o ploidia puede contribuir al fendmeno de

resistencia en el tratamiento con agentes antitumorales.

Adicionalmente, diversas alteraciones moleculares en las proteinas que controlan la muerte
apoptética han sido asociadas al fendbmeno de resistencia a compuestos platinados.
Distintos estudios in vitro reportaron que alteraciones en las proteinas de la familia 2 del
linfoma de células B (BCL-2) con actividad pro-apoptética como BAX y BAK, y
antiapoptética como BCL-2, BCL-XL y MCL-1, impactan en la sensibilidad al CDDP (97—
99). Asimismo, alteraciones en las enzimas que controlan la apoptosis como las caspasas
y las calpainas se encuentran asociadas al fendbmeno de resistencia a los compuestos
platinados en lineas celulares (100). A la fecha existen pocos estudios clinicos que
investiguen la asociacion entre la expresion de estas proteinas con el fendmeno de

resistencia a compuestos platinados. Sin embargo y con base en estudios in vitro,




actualmente se encuentran en desarrollo moléculas analogas a los miembros pro-
apoptoéticos de la familia de BCL-2. Estas moléculas han sido disefiadas para interactuar
con BCL-2, BCL-XL y MCL-1 causando la liberacién de BAX y BAK e induciendo la
apoptosis. Investigaciones recientes en lineas celulares de cancer de pulmén reportan que
la combinacién de estas moléculas con CDDP incrementa la eliminacién de las células

tumorales (42,101).
1.4.5. Activacion de las vias que favorecen la sobrevivencia celular

Como respuesta al dafio causado por diversos agentes fisicos, quimicos o bioldgicos, las
células activan mecanismos endodgenos que estimulan su sobrevivencia (102). Estas vias
son principalmente activadas por distintos receptores con actividad de cinasa para residuos
de tirosina (RTKs). En el cancer, estos receptores de superficie se encuentran
constitutivamente activos debido a su sobre-expresion o a mutaciones presentes en el
dominio intracelular tipo cinasa (103). En los tumores de mama, ovario y pulmén, el receptor
para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR) presenta distintas alteraciones
moleculares, que promueven el crecimiento, la angiogénesis y la metastasis de los tumores
(104). La constitutiva activacion de estas vias, las cuales no participan directamente en el
mecanismo de accidn de los compuestos platinados, contrarrestan el dafio producido por

los agentes antitumorales.

Granados et al. report6 que las células de cancer de ovario en exposicion continua a CDDP,
en concentraciones similares a las detectadas de manera sistémica en los pacientes, indujo
la activacion del EGFR (105). Las células con resistencia adquirida incrementaron la
metilacion en el ADN de manera dependiente a la activacion de las enzimas con actividad
de metilasas para el ADN, fenémeno regulado por el EGFR. Otro estudio realizado en lineas
celulares de cancer gastrico reporté que la exposicion prolongada al oxaliplatino promovio
la adquisicion de resistencia al tratamiento, asociada a la sobre-expresion de la proteina 2
parecida a ataxina (ATXN2L) (106). Esta proteina regula la formacidn de granulos de estrés,
los cuales se forman en la célula para resguardar los complejos bloqueados de pre-
iniciacion de la transcripcion, contrarrestando el dafo causado por agentes antitumorales
(107). Este trabajo demostrd que la expresion de ATXN2L fue regulada por la activacion del
eje de EGFR/PISK/AKT. En este sentido, el silenciamiento del gen EGFR sensibiliz6 a las

células al tratamiento con oxaliplatino. Estudios en muestras histolégicas provenientes de




pacientes con cancer gastrico, reportaron que la sobre-expresion de ATXN2L se encuentra
asociada a mal pronéstico de la enfermedad (106). De manera contrastante, otros estudios
clinicos reportan una asociacion débil entre la sobre-expresion de los receptores de la

familia de EGFR y la resistencia a los compuestos platinados (108).

Estudios realizados en lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar con resistencia
adquirida al CDDP, reportaron que la via PIBK/AKT/NF-xkB se encuentra sobre-activada
(109). La activacién de esta via de senalizacién favoreci6 la sobrevivencia de las células
mediante la induccion de la transicidén epitelial-mesenquimal y la expresion de moléculas
antiapoptéticas (109). Adicionalmente, en este trabajé se reportd que la administracion del
flavonoide baicalina en las células resistentes inhibi6 la activacion de la via PISBK/AKT/NFkB,

promoviendo la sensibilidad de estas células al CDDP.

Otro mecanismo que se activa como respuesta a la diversidad de condiciones estresantes
es la autofagia (110). La autofagia es una via catabdlica conservada a través de la
evolucion, en la cual organelos, moléculas y porciones del citoplasma son secuestradas
dentro de estructuras de doble membrana, llamadas autofagosomas, para su posterior
degradaciéon lisosomal (111). La autofagia es activada en células tumorales por la
disminuciéon en la concentracién de Oxigeno en el ambiente (hipoxia), la escasez de
nutrientes o la presencia de dafio en el ADN y actia como un mecanismo de citoproteccion
(112,113). Lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar bajo condiciones de hipoxia
inducen la autofagia favoreciendo la resistencia al CDDP. Asimismo, la exposicion inicial a
CDDP de estas lineas celulares estimul6 la activacidén de la autofagia, fenbmeno que se
acentud cuando las células se cultivaron en condiciones hipdxicas (114). En este sentido,
la autofagia tiene la capacidad de degradar moléculas u organelos dafiados a causa del
estrés inducido por los compuestos platinados, impidiendo que se propague el dafio en la
célula (112). Estos hallazgos explican, en parte, el por qué las células presentes en zonas
hipdxicas de un tumor son refractarias no solamente a la quimioterapia, basada en
compuestos platinados, sino a otros agentes antitumorales. Ademas, remarcan el impacto

que tiene el microambiente tumoral en la efectividad del tratamiento.

Pagotto et al. reportd en células pluripotenciales de cancer de ovario la asociaciéon entre la
activacion de la autofagia con la resistencia al carboplatino. En este estudio la inhibicion

farmacolégica o genética de la autofagia, empleando cloroquina o mediante el




silenciamiento del gen ATGS5, respectivamente, sensibiliz a las células a la exposicion con
carboplatino (115). En este sentido, la administracion simultanea de la quimioterapia con
moléculas inhibidoras de la autofagia parece ser una estrategia prometedora para eliminar
la resistencia a moléculas platinadas. Sin embargo, resultados contrastantes se han
obtenido en lineas celulares de cancer de laringe. La administracién simultanea de CDDP
con moléculas andlogas a la rapamicina estimula la autofagia con incremento en la
proporcion de células muertas (116). Debido a los resultados anteriores, se estan realizando
grandes esfuerzos que permitan diferenciar entre la actividad citoprotectora de la autofagia

de la actividad relacionada a la muerte celular mediada por este mismo proceso.

2. Antecedentes

A pesar de la alta respuesta clinica que tiene la administracion del CDDP en tumores
testiculares, en el cancer de pulmén se ha reportado que alrededor de un 20 — 25% de
pacientes tratados con CDDP como monoterapia presentan una respuesta inicial favorable
(117). Sin embargo, de manera eventual los pacientes experimentan progresion de la
enfermedad caracterizada por el crecimiento del tumor, el cual se vuelve refractario al efecto
de la quimioterapia. A este fendbmeno de resistencia se le ha denominado como resistencia
secundaria o adquirida.

Adicionalmente, se ha reportado que un grupo de pacientes tratados con CDDP no
presentan de manera inicial una respuesta clinica favorable y por lo tanto no se benefician
con la terapia. A este fendmeno se le ha denominado como resistencia intrinseca (118). A
pesar que las causas biologicas de este fendmeno aln se desconocen, en afos recientes
se han realizado investigaciones en tumores distintos al cancer pulmonar para explicar la
resistencia intrinseca en una diversidad de compuestos antitumorales. Una de las
principales causas de la reistencia intrinseca es la presencia de mutaciones en genes que
codifican para proteinas que forman parte de los blancos moleculares del CDDP, o bien
participan en las vias de sefalizacidn responsables del efecto citotoxico. Recientemente, Li
et al., identificd que las mutaciones en el gen GREB1 estan asociadas a un mal prondstico
de la enfermedad en pacientes con adenocarcinoma pulmonar (119).
Sin embargo, los mecanismos genéticos no son la Unica causa asociada a la resistencia
intrinseca al CDDP. Adicionalmente, la heterogeneidad celular, representada por una vasta
cantidad de poblaciones celulares, cada una exhibiendo caracteristicas moleculares

particulares, también contribuye de manera significativa al fenbmeno de resistencia




intrinseca. Diversos estudios reportan que en biopsias de pacientes con cancer pulmonar,
existen zonas que muestran subclonas de células tumorales con distintas mutaciones asi
como en el grado de inestabilidad cromos6mica (120). Ademas de los mecanismos
genéticos asociados a la resistencia intrinseca al CDDP, recientemente se ha demostrado
que existen distintas poblaciones celulares las cuales muestran diferencias “estocasticas”.
Estas diferencias estocasticas repercuten en la expresion de moléculas, tales como mRNA
o RNA no codificantes, que en conjunto confieren una ventaja selectiva de manera previa
o posterior al tratamiento con diversos agentes antitumorales. Estudios iniciales en lineas
celulares de adenocarcinoma pulmonar con mutaciones en el gen EGFR (121) demostraron
que un grupo de células sobrevivié de manera posterior a una sola exposicion a TKI’s. Estas
células, denominadas como células tolerantes persistentes a los farmacos (DTPs por sus
siglas en inglés), muestran proliferacién reducida mediada por la disminucion de la
replicacién del DNA y el control del ciclo celular (122); remodelamiento de la cromatina
controlado por demetilasas de histonas (123); alteraciones en el metabolismo oxidante de
acidos grasos y glucosa (124,125); y la activacion de DNA polimerasas con mayor margen
de error (126). Las células DTPs muestran diversos grados de proliferacion cuando se
encuentran expuestas al farmaco. Estudios recientes reportan que las células DTPs
derivadas de lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar en presencia de osimertinib
muestran la capacidad de proliferar (127). Durante este fendmeno, esta clona de células
DTPs que prolifera reprograma su metabolismo, activando genes que controlan la oxidacion
de acidos grasos y la produccion de moléculas antioxidantes. Sorprendentemente, las
células DTPs que proliferan en presencia del farmaco se originan de una clona de células
que muestra un programa metabolico y transcripcional completamente distinto al de las

células DTPs que inhiben su proliferacion.

Por el contrario, cuando las células DTPs son cultivadas en ausencia del farmaco,
adquieren nuevamente la capacidad de proliferar mostrando caracteristicas morfologicas y
de sensibilidad al farmaco similares que el cultivo parental (121). Este estado transitorio de
resistencia se encuentra gobernado por modificaciones epigenéticas que controlan la
activacion de las vias relacionadas con la proliferacion, el metabolismo celular y la
traduccion de mRNA (128). Sin embargo, cuando estas células se cultivan durante mayor

tiempo en presencia del farmaco, de manera eventual surgen clonas de células mostrando




mecanismos de resistencia mas estables; por lo que a las células DTPs se les considera

un reservorio de células que desarrollan resistencia adquirida a los farmacos (129).

Dada la importancia de las células DTPs, las investigaciones actuales estan enfocadas en
el estudio de biomarcadores expresados exclusivamente por estas células y que pudieran
ser empleados como potenciales blancos moleculares. A este respecto se ha reportado que
las células DTPs derivadas del tratamiento con TKIs son vulnerables a inhibidores de
demetilasas de histonas e inhibidores de enzimas que participan en el metabolismo del
glutation o en la oxidacién de los &cidos grasos (123,127,130). De esta manera, la inhibicion
de las vias que favorecen la sobrevivencia de las células DTPs al CDDP pudiera representar

una prometedora estrategia para eliminarlas.

A pesar del progreso obtenido en este campo, las investigaciones actuales se han enfocado
en el empleo de modelos que evaltan los eventos moleculares de las células DTPs después
de dos 0 mas semanas de exposicion a los farmacos antitumorales y no en etapas
tempranas de su desarrollo, en donde pudieran ser mas vulnerables. Con respecto al
CDDP, solamente un trabajo ha reportado las alteraciones transcripcionales de las células
DTPs de osteosarcoma, posterior a la exposicion a este compuesto (131). Sin embargo, los
mecanismos moleculares asociados al desarrollo de células DTPs en adenocarcinoma

pulmonar de forma posterior a la exposicion con CDDP aun son desconocidos.

Estudios in vitro realizados por nuestro grupo han demostrado que en lineas de
adenocarcinoma pulmonar que llevan el gen silvestre para el EGFR, el efecto inducido por
el CDDP es variable entre cada una de ellas. Con estos resultados iniciales nosotros
esperamos que existan diferencias en el transcriptoma entre las células tratadas y las no
tratadas, asi como entre cada una de estas lineas celulares, de manera que algunas
podrian presentar resistencia inicial al farmaco, fendbmeno que explicaria la diferencia en la
respuesta clinica al CDDP en los pacientes. El objetivo del presente trabajo es investigar
en lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar, que presentan el gen silvestre para
EGFR u otras mutaciones asociadas a mal pronéstico, las alteraciones transcripcionales
inducidas por la exposicién al CDDP en etapas iniciales del desarrollo de las DTPs. Los
hallazgos derivados de esta investigacion contribuyen en la identificacion de genes que en

un futuro puedan ser empleados como marcadores moleculares que permitan predecir el




prondstico y la respuesta al tratamiento en pacientes con cancer pulmonar, y por lo tanto

mejorar la sobrevida total del paciente.




3. Hipétesis
Las lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar con el gen silvestre del EGFR o
mutaciones asociadas a mal pronostico presentan resistencia intrinseca al CDDP, por lo
que el estudio del transcriptoma en las células persistentes soslayara estos mecanismos e

identificara biomarcadores asociados a mejor respuesta al tratamiento.

4. Objetivos

General

Analizar por secuenciacibon de mRNA el transcriptoma de lineas celulares de
adenocarcinoma pulmonar con el gen silvestre del EGFR o mutaciones asociadas a mal
prondstico, de manera previa y posterior a la exposicidn a CDDP, para identificar genes

asociados con la resistencia intrinseca.
Particulares

. Estudiar el efecto citotdxico que induce la exposicion al CDDP en las lineas celulares

y conocer la CLso.

. Obtener y secuenciar el mRNA total de las lineas celulares expuestas y no

expuestas al CDDP.

. Realizar el analisis bioinformatico del transcriptoma de las lineas celulares en las

condiciones experimentales mencionadas.

. Identificar y seleccionar los posibles blancos moleculares en las células persistentes

al tratamiento comparado con células no expuestas al CDDP.

. Validar la expresion y funcionalidad de los genes seleccionados.




5. Metodologia
5.1. Lineas celulares

Las lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar empleadas fueron las siguientes: A549,
SKLU-1 (mutacion en KRAS), H1299 (mutacién en NRAS), H1437 y H1573 (mutacién en
KRAS) obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC, Manasas VA); las lineas
1.3.11 (mutacién en PIBKCA) y 3B1A (sin mutaciones detectadas) fueron derivadas a partir
de derrame pleural de pacientes con diagnoéstico de adenocarcinoma pulmonar sin
tratamiento (132-134).

Las lineas celulares se cultivaron en medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis MO)
suplementado con suero fetal bovino (SFB) (Hyclone, Issaquah WA) (10% v/v) y antibi6ticos
(Gibco, Waltham MA). Los cultivos celulares se mantuvieron en un ambiente humidificado
a 37°C y 5% de CO.. Los cultivos a confluencia fueron tratados con una disolucion de
tripsina-verseno (InVitro, Ciudad de México, México) y tratamiento mecanico para facilitar
su desprendimiento.

Los ensayos fueron realizados en placas de 96 pozos y cajas de cultivo T2s y T17s. Ya que
las lineas celulares mostraron una especifica rapidez de crecimiento, previamente a los
experimentos se determiné la cantidad necesaria de células para que al iniciar los ensayos
los cultivos tuvieran una sub-confluencia aproximada al 60 — 70% y el control sin

tratamiento, al final del cultivo, llegara a una sub-confluencia aproximada del 90%.

5.2. Preparacioén del compuesto

El cis-diaminodicloroplatino (II) (CDDP) se obtuvo de Sigma (St. Louis MO) y se disolvid en

disolucion salina isotonica (SSI) para obtener un stock a concentracién de 2 mM.

5.3. Analisis del estatus mutacional de las lineas celulares por
secuenciacion dirigida

Con la finalidad de identificar en las lineas celulares empleadas las mutaciones en genes
driver de importancia clinica en tumores soélidos, se empled la secuenciacion dirigida
utilizando el TruSight tumor 15 kit (lllumina, San Diego CA). Las células fueron cultivadas
en cajas T7s a una densidad de 5.5x108 (A549, H1437, SKLU-1, H1299 y 1.3.11), 1.1x107
(H1573) y 1.2x107 (3B1A) células por caja. De los cultivos a confluencia se extrajo el DNA
total utilizando el Pure link genomic DNA mini kit (Thermo Fisher, Waltham MA). La pureza
del DNA excedié el valor de 1.8 con respecto a la relacidén de la absorbancia a 260/280 nm.

Las librerias de DNA se prepararon empleando las instrucciones del kit y fueron




secuenciadas en el equipo MiSeq (lllumina, San Diego CA) para detectar la presencia de
mutaciones en 15 genes driver del cancer (AKT1, BRAF, EGFR, ERBB2, FOXL2, GNA11,
GNAQ, KIT, KRAS, MET, NRAS, PDGFRA, PIK3CA, RETy TP53).

5.4. Curvas dosis-respuesta y calculo de la CLs, del CDDP

Las células se cultivaron en placas de 96 pozos a una densidad de 1.2x10* células (A549,
SKLU-1 y H1299), 2x10* células (1.3.11, H1437 y A427) y 5x10* células (3B1A y H1573)
por pozo durante 24 h para permitir su adhesion a la superficie. Para estudiar el efecto que
induce el CDDP, se retir6 el sobrenadante de los cultivos y se adicionaron 100 yL de
diluciones seriadas desde 5 pyM hasta 160 yM hasta cumplir 24 h. En este rango de
concentraciones se incluyé la concentracion plasmatica de CDDP detectada en pacientes,
la cual es de 10 a 20 uM (135,136). Como control, se emplearon células en presencia de
medio de cultivo sin CDDP. Al finalizar el tiempo de incubacién, se cuantifico la citotoxicidad
inducida por el CDDP empleando el kit TACS MTT Cell proliferation assays (Trevigen,
Gaithersburg MD). Se adicionaron 10 uL del reactivo MTT a cada pozo y la placa se incubd
durante 4 h, a 37°C y en la oscuridad. Posteriormente, se retir6 el sobrenadante y
adicionaron 150 pL de dimetilsulfoxido (DMSQO) a cada pozo y la placa se agité durante 90
min a temperatura ambiente (T.A). Finalmente, se cuantific6 la absorbancia del producto
colorido (formazéan) a 560 nm de longitud de onda empleando el lector de placas Multiskan
Ascent (Thermo, Waltham MA).

El porcentaje de viabilidad de cada pozo se calcul6 considerando los pozos sin tratamiento
como el porcentaje de maxima viabilidad. Con los datos obtenidos, se calcul6 el porcentaje
de citotoxicidad inducida por el CDDP y se obtuvieron las curvas dosis — respuesta para
cada linea celular. Con base en las curvas obtenidas, los datos se linearizaron empleando
los modelos de Linweaver-Burke (comportamiento hiperbdlico) o de Schild (comportamiento
sigmoideo) y se obtuvo la CLso.

Para los experimentos subsecuentes, las lineas celulares fueron tratadas con CDDP a una
concentracion que indujera el maximo efecto citotdxico. Las concentraciones de CDDP
empleadas fueron de 40 yuM para las lineas A549 y H1437; 60 uM en las lineas 1.3.11 y
3B1A; 80 yM para la linea H1299 y 100 uM para las lineas celulares H1573 y SKLU-1. Los

cultivos celulares fueron expuestos al CDDP por 24 h.




5.5. Cambios morfolégicos asociados a la muerte celular e inducidos por
el CDDP

Con el fin de detectar los cambios morfolégicos inducidos por la exposicién a CDDP, las
lineas celulares fueron cultivadas en placas de 96 pozos empleando las condiciones
experimentales mencionadas previamente. Los cambios morfolégicos evaluados fueron: la
disminucion del tamano celular, el blebbing de la membrana, la presencia de cuerpos
apoptéticos y el incremento en el volumen celular. Los cultivos celulares fueron observados
a lo largo del tratamiento para detectar el tiempo en el cual se presentan estos cambios y
se obtuvieron micrografias a diferentes aumentos empleando el microscopio de campo
claro EVOS FL (Thermo, Waltham MA).

5.6. Cuantificacion del porcentaje de células apoptéticas y necroéticas

Con lafinalidad de cuantificar las células viables, apoptéticas y necréticas tras el tratamiento
con CDDP, las células se cultivaron en cajas Tzs a 7x105 (A549, SKLU-1, y H1299) y 3x108
(1.3.11, H1573 y 3B1A) y fueron tratadas bajo las condiciones experimentales previamente
mencionadas. El porcentaje de células viables, apoptéticas y necréticas se cuantificd
empleando el ensayo de FITC-Annexin V Apoptosis Detection Kit (BD Biosciences, Franklin
Lakes NJ). Ya que el proceso de muerte celular es un evento dependiente del tiempo, se
realizé una cinética del tratamiento a lo largo del experimento. En breve, al finalizar los
tiempos de cultivo, las células fueron recuperadas y la suspension de células fue dividida
en dos fracciones: la primera se emple6 para realizar la cuantificacion de células viables,
apoptoéticas y necréticas y la segunda para cuantificar la actividad de las enzimas caspasa-
3/7. De la primera fraccion, las células se lavaron con una disolucion de PBS libre de Ca?*
y Mg?* y se contaron para tomar un volumen conteniendo 1x108 células. Las suspensiones
se centrifugaron a 1600 rpm por 7 min a T.A y el boton de células se resuspendi6 en Binding
Buffer. Posteriormente, se transfirieron de 2 — 3x10° células a un tubo y se tifieron con FITC-
Anexina V y yoduro de propidio (Pl) y se incubaron 15 min a T.A en la obscuridad. Finalizado
el tiempo de incubacién, se adquirieron por lo menos 15, 000 eventos empleando el
citbmetro de flujo FACS CANTO Il (BD, Franklin Lakes NJ). Los porcentajes de células

apoptéticas y necréticas se analizaron empleando el programa FlowJo V10 (Ashland OR).




5.7. Deteccion de la liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa

Con el propésito de estudiar el efecto citotdxico inducido por el CDDP, se cuantificé la
liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes de los cultivos
celulares empleando el Cytotoxicity Detection Kit LDH (Roche, Indianapolis IN).
Brevemente, las lineas celulares fueron cultivadas en placas de 96 pozos y tratadas con el
CDDP bajo las condiciones experimentales previamente mencionadas. Adicionalmente,
algunas células fueron expuestas a una disoluciéon de Tritdn X-100 al 2%(v/v) (control
positivo de liberacion maxima de LDH) o a medio de cultivo sin CDDP (control negativo). Al
finalizar el tratamiento, los sobrenadantes de los cultivos celulares fueron recolectados y
centrifugados a 2000 xg por 5 min a T.A. Posteriormente, se transfirieron 50 yL de los
sobrenadantes a una placa de 96 pozos y mezclaron con 150 pL de la mezcla de reaccion.
La placa se incub6 en la oscuridad por 30 min e inmediatamente se midi6 la absorbancia a
492 nm en el lector de placas Multiskan Ascent (Thermo, Waltham MA). El porcentaje de

liberacion de la LDH fue calculado empleando la siguiente ecuacion (137):

Doproblema - Docontrol negativo

% Liberaciéon de la LDH = X100

Docontrol positivo — Docontrol negativo

5.8. Cuantificacion de la actividad de caspasa-3/7

Con el objetivo de estudiar si la muerte celular detectada fue mediada por las caspasas 3/7,
la actividad de las enzimas se cuantificé en la fraccion restante del ensayo anterior. Las
células se lavaron con disolucion salina isotonica, el botdn se resuspendié en 80 pL de
amortiguador de lisis y se incubd durante 10 min en hielo. Posteriormente, los extractos
celulares se centrifugaron a 10,000 xg durante un min y del sobrenadante se transfirieron
50 pL a una placa oscura de 96 pozos, el resto fue almacenado a -80°C para cuantificar
proteinas. A cada pozo de la placa oscura se adicioné 50 puL de 2X Reaction Buffer y 5 L
de sustrato DEVD-AFC del kit Caspase-3 Fluorometric Assay (R&D Systems, Minneapolis
MN). Como control de células en apoptosis se tomaron los sobrenadantes de los cultivos
que contienen preferentemente células apoptéticas y como control negativo se emplearon
células en medio de cultivo sin CDDP. La placa se incub6 durante 2 h en la oscuridad a
37°C. Finalmente, la fluorescencia fue medida en el lector de placas Fluoroskan Ascent
(Thermo, Waltman MA) empleando los filtros de excitacion y emisién 390 nm y 485 nm,

respectivamente.




5.9. Cuantificacion de proteinas

De los extractos celulares obtenidos se cuantificaron las proteinas utilizando el ensayo
Micro BCA Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL). Los extractos celulares provenientes
del ensayo de caspasa-3/7 se diluyeron 1:50 con agua desionizada. Se adicionaron 150 uL
de las diluciones de los extractos celulares en una placa de 96 pozos y se adicionaron 150
ML de la solucidén de BCA. Se realizé la curva estandar de calibracion empleando diluciones
del estandar de albumina. La placa se incubd durante 2 h a 37°C en la oscuridad y las
lecturas de la absorbancia de cada pozo se obtuvieron en el lector de placas Multiskan
Ascent (Thermo, Waltman MA) a 562 nm de longitud de onda. Los valores de la absorbancia
de las muestras problema se interpolaron en la curva de calibracion y el valor de la

concentracion obtenida se multiplicd por el factor de dilucion.

5.10. Analisis del ciclo celular en células tolerantes-persistentes al CDDP

Para estudiar las alteraciones en el ciclo celular inducidas por el CDDP, las células fueron
cultivadas en cajas Tzs bajo las mismas condiciones experimentales previamente
mencionadas. Al finalizar el cultivo, se recuperaron las células adherentes (viables) y las
células del sobrenadante (muertas), se lavaron con PBS, se fijaron con etanol frio al 70%
(v/v) y se almacenaron a -20°C por al menos 24 h. Posteriormente, las células fueron
permebilizadas con una disolucion de PBS conteniendo Triton X-100 al 0.1% (v/v) y
RNAasa A (30 pg/mL) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) para evitar la tincidén
inespecifica del RNA. Finalmente, el DNA fue tefid6 con PI (Invitrogen, Waltham, MA) y las
células se incubaron en la oscuridad a T.A por 30 min. Finalizada la incubacién, el contenido
de DNA se midié utilizando el citbmetro FACS CANTO Il (BD, Franklin Lakes NJ).

Para el andlisis de los resultados, primero se seleccionaron los eventos individuales
empleando una gréafica de puntos FSC-A/FSC-H. Posteriormente, a partir de esta region,
una nueva regién para las células DTPs al CDDP se establecié y se obtuvo una grafica de
puntos PI-A/FSC-A. Finalmente, se elaboraron los histogramas para cuantificar el
porcentaje de células en cada una de las fases del ciclo celular utilizando el el programa
FlowJo V10. Para este andlisis, un total de 10,000 eventos se adquirieron de la regién de
células DTPs al CDDP.




5.11. Extraccion de RNA y preparacion de las bibliotecas

Las células fueron cultivadas en cajas T175 bajo las mismas condiciones experimentales
previamente mencionadas. Para aislar las células viables o DTPs al CDDP, finalizado el
tiempo de cultivo, los sobrenadantes conteniendo células muertas se descartaron y las
células adherentes se lavaron con medio RPMI hasta no observar células muertas.
Posteriormente, las células adherentes se tripsinizaron y preservaron en RNAlater (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA) a -30°C.

El RNA total se extrajo empleando el RNeasy kit (Qiagen, Hilden, Alemania). La
concentracion del RNA se midi6 utilizando el Qubit RNA HS Assay Kit y empleando el
flurbmetro Qubit 2.0 (Life Technologies, Carlsbad, CA).

A partir de 2 ug de RNA total se construyeron las bibliotecas empleando el TruSeq RNA
Sample Prep kit v2 (llumina, San Diego, CA) y siguiendo las recomendaciones del
fabricante. En breve, el RNA poliadenilado se purific6 empleando perlas magnéticas
acopladas al oligonucle6tido poly-dT. El polyA-RNA purificado se fragmentd y la primera
cadena de cDNA se sintetiz6 utilizando hexameros de primers aleatorios y a la transcriptasa
reversa SuperScript Il. Subsecuentemente, la segunda cadena de cDNA se sintetiz6. Las
cadenas de cDNA fueron adeniladas en los extremos 3’ y se ligaron con el set A de
adaptadores TruSeq RNA Single Indexes. Las cadenas de cDNA ligadas a los adaptadores,
fueron purificadas empleando perlas magnéticas acopladas a secuencias complementarias
de los adaptadores. Posteriormente, las cadenas de cDNA purificadas se amplificaron por
PCRy la calidad de los productos amplificados se analiz6 empleando el 2100 expert High
Sensitivity DNA kit en el equipo 2100 Bioanalyzer Instrument (Agilent. Santa Clara, CA).
Posteriormente, se realiz6 la formaciéon de los clusters de las secuencias empleando el
NextSeq 500/500 Mid Output Reagent Cartridge v2 (lllumina, San Diego, CA). Finalmente,
las librerias fueron secuenciadas en el lllumina NextSeq 500 (lllumina, San Diego, CA)
generando lecturas pareadas (Paired End) y con una longitud de 75 pb cada una y a una

profundidad de aproximadamente 30 millones de lecturas por muestra.

5.12. Analisis bioinformatico de los datos de secuenciacion

El analisis bioinformatico de las lecturas obtenidas por secuenciacion se realiz6 siguiendo

el flujo de trabajo representado en la figura 1 y empleando programas validados y

reportados en diversas publicaciones en revistas de impacto (138).
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Figura 1. Flujo de trabajo empleado para el andlisis bioinformatico de los datos de secuenciacion de
RNA (RNA-seq)

La calidad de lecturas fue evaluada empleando el software FastQC v0.11.8 (139) y MultiQC
v1.6 (140) y el calculo del porcentaje del Q30 se realizo con BBTools v38.69.
Posteriormente, las lecturas fueron filtradas para seleccionar aquellas que tuvieran una
calidad igual o mayor a 25 (escala de phred +33) y eliminando aquellas con la posible
presencia de los adaptadores, empleando los softwares Trimmomatic v0.38 y Cutadapt
v2.1-0, respectivamente (141,142). Para identificar los adaptadores, se emplearon las
secuencias AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCA para la lectura 1 (forward)
y AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT para la lectura 2 (reverse). La
calidad de los datos generados por el procesamiento anterior fue nuevamente analizada.
Una vez filtradas las lecturas, se realiz6 el alineamiento y el mapeo con respecto al
ensamble mas reciente del genoma humano vGRCh38/hg38 y empleando el software
STAR v2.7.0f-0 (143). El conteo de las lecturas alineadas se realiz6 empleando el programa
RSEM v1.3.1-1 (144), el cual permite estimar la abundancia de las lecturas alineadas a nivel
de isoforma o de gen. Posteriormente, las matrices de cuentas crudas fueron exportadas al
lenguaje de programaciéon R v4.0.4 y el andlisis de expresion diferencial se realizé con la
libreria edgeR v3.32.1 (145). Los genes mostrando un valor de p ajustada (FDR) < 0.01y
el logaritmo base 2 de las veces de cambio = |1l fueron considerados con expresion

diferencial significativa (DEG).




Adicionalmente, la anotacién de los transcriptomas se realizd por medio del analisis de
enriquecimiento por set de genes (GSEA) empleando el programa de fGSEA v4.1. El
andlisis se efectu6 empleando 10,000 permutaciones por set de datos y utilizando las bases
de datos de KEGG, Reactome y Gene Ontology Biological Processes.

A partir de las listas de DEG, se obtuvieron aquellos que fueran comunes entre las células
DTPs de las lineas celulares analizadas y anotados como codificantes. A partir de esta lista
de genes se construy6 una red de interaccion proteina — proteina (PPI por sus siglas en
inglés), descargando la informacion de las interacciones de la base de datos de STRING.
La red obtenida se cur6 utilizando la libreria de igraph v1.2.6, removiendo nodos que
mostraran multiples conexiones redundantes. Posteriormente, para cada gen se obtuvieron
los valores de cuatro métricas asociadas a la centralidad de la red: la intermediacion
(betweenness), el grado de conexién (degree), la cercania (closeness) y los valores eigen.
La seleccion del parametro de centralidad mas preponderante se realizé por medio de un
andlisis de componentes principales, seleccionando aquel que explicara el mayor
porcentaje de variacion en la red. Los genes con mayor centralidad de la red se extrajeron
tomando en cuenta el valor logaritmico del parametro de centralidad mas relevante y
seleccionando aquellos ubicados en el percentil 75. Finalmente, para detectar las
comunidades de genes mas importantes de la red, se realiz6 un analisis de deteccion de
comunidades basado en la intermediacion de las conexiones. La anotacion funcional de las
comunidades detectadas se efectu6 empleando la libreria de clusterProfiler v4.0.5 (146)
mediante el analisis de enriquecimiento por sobre-representacion (ORA por sus siglas en

inglés) con respecto a las vias la base de datos de Gene Ontology Biological Processes.

5.13. Validacidon de los resultados de secuenciacion

Las lineas celulares fueron cultivadas en cajas Tas y tratadas bajo las mismas condiciones
experimentales previamente mencionadas. Al finalizar el cultivo, las células se centrifugaron
y se lavaron con SSI estéril. El botdn de células se dividi6 en dos fracciones: en una se
extrajo el RNA total para cuantificar la expresion de los genes centrales por RT-gPCR y la

segunda se empleé para extraer las proteinas totales y medir la expresion por Western Blot.

La extraccion de RNA se realiz6 empleando el Purelink RNA Mini Kit (Ambion, Austin TX)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se sintetizd el cDNA utilizando

el High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Ambion, Austin Tx). La qPCR se realiz6




en el termociclador 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City CA)

empleando sondas Tagman para cada gen.

5.14. Analisis de sobrevida

A partir de la lista de los genes con mayor centralidad de la red, se procedi6 a realizar el
andlisis de sobrevida empleando los datos del proyecto Lung Adenocarcinoma (LUAD) de
la base de datos publica GDC-TCGA. Los datos clinicos y de expresioén se descargaron
empleando las librerias RTCGA v1.22.0 y TCGAbiolinks v2.20.0, respectivamente. Los
datos fueron curados eliminando muestras duplicadas y seleccionando aquellas
procedentes de tumores primarios de pacientes tratados con CDDP y con datos existentes
de sobrevida. Posteriormente, las muestras fueron categorizadas en dos grupos de acuerdo
al nivel de expresion de los genes seleccionados y empleando el método de estadisticos
de maximo rango seleccionado (147). El anadlisis de sobrevida se realiz6 mediante la
regresion de cox univariada, utilizando el paquete de survival v3.2 y calculando el valor log-
rank p. Valores de p < 0.05 fueron considerados como significativos.
Adicionalmente, se comparé la expresion de los genes detectados con mayor centralidad
de lared, a nivel de mRBNA, entre el tejido normal adyacente y el tumoral utilizando los datos
de la cohorte del TCGA. Para cada gen se analiz6 la distribucién de los datos empleando
la prueba de Shapiro y la diferencia en la expresion se compar6 mediante la prueba de

Kruskall-Wallis. Valores de p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.

5.15. Western Blot

La extraccion de proteinas de membrana y citoplasma se realizé empleando buffer de lisis
preparado con NaCl 150 mM, Tris-HCI 50 mM y Triton X-100 al 1%. A partir de los extractos,
se tomd una alicuota para cuantificar las proteinas empleando el Micro BCA Protein Assay
Kit y siguiendo la metodologia previamente mencionada. Un total de 20 uyg de proteinas
fueron separadas en un gel al 15% de SDS-PAGE y posteriormente transferidas a una
membrana de nitrocelulosa. Después de bloquear las uniones inespecificas durante 1 h con
una disolucién de albumina al 2% en PBS, las membranas fueron incubadas con los
anticuerpos primarios en contra SOCS1 (Abcam, RU) o B-actina (Sigma, Burlington, MA)
(1:300) a 4° C durante toda la noche. Después de lavar, las membranas fueron incubadas
con anticuerpos biotinilados (1:300) en contra de conejo o ratén (Dako, Santa Clara CA)

durante 1 h a temperatura ambiente. Las bandas de las proteinas furon visualizadas




empleando el Vectastain Elite ABC peroxidase kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA) y
diaminobenzidina-H20- (Sigma, Burlington, MA)

5.16. Localizacion celular de SOCS1 en células tolerantes-persistentes a
CDDP

Con el propoésito de estudiar la localizacidon celular de la proteina SOCS1 en las células
DTPs a CDDP, las células se cultivaron en “chamber slides” de 4 pozos y expusieron al
CDDP empleando las condiciones experimentales previamente mencionadas. Al finalizar el
tratamiento, las células se lavaron con PBS y se fijaron con etanol absoluto. Las células se
rehidrataron y permeabilizaron con una disolucién de SDS al 1% en PBS. Posteriormente,
las células se lavaron e incubaron por 30 min a TA con una disolucién de suero de cerdo al
2% en PBS para bloquear las uniones inespecificas. A continuacion, las células se
incubaron con el anticuerpo anti-SOCS1 (Abcam, RU) toda la noche a 4°C. Al dia siguiente
las células se lavaron e incubaron con el anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a
Alexa Fluor 488 (Thermo Scientific, Waltham, MA USA) por 1h a TA. Después del lavado,
las células se incubaron con DAPI durante 15 min a T.A. Finalmente, las laminillas se
montaron y sellaron con VectaShield (Vector Laboratories, Burlingame CA) y fueron
observadas en el microscopio de epifluorescencia Leica DMLB 1005 (Leica, Wetzlar). Como
control de tincion, se incluyd una laminilla en donde se omitié la adicién del anticuerpo

primario o secundario.

5.17. Silenciamiento de SOCS1

Debido a que la linea celular 3B1A mostré menor sensibilidad al tratamiento con CDDP y
presentd mayor expresion de SOCS1 previamente al tratamiento, se estudio el impacto que
tiene el silenciamiento de SOCS1 en la sensibilidad al CDDP en estas células. Las células
fueron cultivadas en placas de 48 pozos a una densidad de 1x10% células por pozo durante
24 h para permitir la adhesion al plastico. Posteriormente, las células se lavaron con medio
RPMI libre de suero fetal bovino y se mantuvieron en este medio por 4 h. El silenciamiento
de SOCS1 se efectué empleando el TriFECTa RNA kit (IDT, San Diego, CA) diluido en
medio OptiMEM (Thermo Fisher, Waltham, MA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Las células se incubaron con lipofectamina 3000 (Invitrogen, Carlsband, CA) conteniendo
diferentes RNA de interferencia (DsiRNA) dirigidos en contra de los genes SOCS1y HPRT1
a una concentracion de 10 nM por 48 h. Los controles empleados para el ensayo fueron

células tratadas con solamente lipofectamina (Mock), el control negativo conteniendo de




una secuencia no presente en el genoma humano y un control positivo de transfeccion
consistiendo de lipofectamina y el fluorocromo TYE 563.

La eficiencia del silenciamiento se evalu6 por medio de RT-gPCR. Después de 24 h de
exposicion, las células fueron expuestas a CDDP vy la viabilidad celular se cuantificd
mediante el ensayo del MTT, como se describié previamente. La expresion de SOCS1 se

detect6 por medio de inmunofluorescencia.

5.18. Analisis estadistico
Los resultados, obtenidos de experimentos independientes realizados por triplicado, se
muestran como la media + SEM. Se empleé la prueba de t de Student para comparar la
diferencia entre dos grupos, utilizando el software Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla

CA). Valores de p<0.05 fueron considerados estadisticamente significativos.




6. Resultados
6.1. Curvas dosis-respuesta y calculo de la CLs, del CDDP

Con el propésito de estudiar el efecto inducido por el CDDP y determinar la CLso en las
lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar estudiadas, los cultivos celulares fueron
expuestos a concentraciones seriadas del compuesto durante 24 h. En la Figura 2A se
muestran las curvas dosis — respuesta del CDDP en las distintas lineas celulares. Se
observé que en la mayoria de las lineas celulares el CDDP indujo un efecto citotdxico tras
24 h de exposicién, el cual incrementd conforme a la concentracion del compuesto. La
citotoxicidad maxima alcanzada en la mayoria de las lineas celulares fue entre 60 — 90%.
Sin embargo, las lineas celulares 3B1A y SKLU-1 mostraron resistencia al tratamiento con
CDDP. En la linea celular 3B1A, concentraciones menores a 80 yM indujeron un efecto
citotéxico cercano al 40% y en la concentracion de 160 uM se mantuvo este efecto sin llegar
al 50%. En el caso de la linea celular SKLU-1, en el rango de concentraciones evaluadas,
la citotoxicidad se mantuvo entre 10 — 20% vy sin alcanzar el 50% de efecto en la
concentracion maxima evaluada.

En la Tabla 1, se muestran los valores de la CLso del CDDP en cada una de las lineas

celulares estudiadas.

Tabla 1. CLso del CDDP en cada una de las lineas celulares de adenocarcinoma

pulmonar.

Linea celular CLso CDDP (uM)
A549 25 +6.0
H1437 3020
1.3.11 39 +3.0
H1299 77 £7.0
H1573 100 £ 15.0
3B1A NA

SKLU-1 NA

NA: No aplica




6.2. Cambios morfolégicos asociados a la muerte celular inducidos por el
CDDP

Ya establecidas las condiciones experimentales y las concentraciones de CDDP a emplear
en cada linea celular, se procedi6 a estudiar si la exposicién al compuesto induce cambios
morfolégicos asociados a la muerte celular. En las observaciones microscopicas se
evaluaron cambios en la morfologia celular asociados a la apoptosis tales como la
disminucion en el tamafio celular, la formacién de blebbing y la produccion de cuerpos
apoptéticos; a la necrosis como la presencia de células de mayor tamano y a la autofagia
como la aparicion de vacuolas en el citoplasma.

La linea celular A549, a las 9-12 h de exposicién a CDDP, presentd disminucion del tamano
celular y blebbing en aproximadamente 30 — 40% de las células (Figura 3). A las 24 h de
tratamiento, se observd un incremento en la cantidad de cuerpos apoptéticos y de células
necrobticas.

Cuando los cultivos de la linea celular H1437 fueron expuestos al CDDP, los primeros
cambios morfolégicos asociados a la apoptosis se observaron a las 2 h de tratamiento.
Conforme transcurrid el tiempo de exposicion al compuesto, la proporcion de células
apoptéticas observadas increment6 a 40% aproximadamente. A las 24 h de tratamiento se
observé la presencia de una mayor proporcion de cuerpos apoptéticos y de células
necroticas, en aproximadamente 80% de las células (Figura 3).

Con respecto a la linea celular 1.3.11, se observo la aparicidn de cambios morfolégicos
alrededor de las 8 — 12 h de exposicién al CDDP sugiriendo muerte por apoptosis. Al
transcurrir el tiempo de exposicion al compuesto, entre las 18 — 24 h, se detectd un
incremento en la cantidad de células con morfologia necrética en aproximadamente 80%
de las células (Figura 3).

Por otro lado, en la linea celular H1299 durante las primeras 8 h de tratamiento con CDDP
no se observaron células con alteraciones morfoldégicas asociadas a la muerte. Sin
embargo, alrededor de las 12 — 15 h de tratamiento se detect6 incremento en la cantidad
de células con blebbing, cuerpos apoptéticos y células muertas (Figura 3). A las 24 h de
tratamiento, se visualiz6 que la proporcion de células con morfologia apoptética se mantuvo
respecto a los tiempos previos e incrementd la proporcion de células necréticas en
aproximadamente 50 — 60%.

De manera similar en la linea celular H1573, durante las primeras 10 horas de exposicidén

a CDDP, no se observaron cambios morfologicos en la mayoria de las células y de manera




aislada se detectaron algunas células con morfologia apoptética. Sin embargo, entre las 15
y 24 h de tratamiento, el 60 — 70% de las células se observaron con signos de apoptosis y
de necrosis.

Con relacion a la linea celular 3B1A, se observdé que durante las primeras 24 h de
tratamiento con CDDP no se indujeron alteraciones morfolégicas asociadas a la muerte y
de manera esporadica se observaron células con blebbing o morfologia necrobtica.
Adicionalmente, en los cultivos se observé una menor cantidad de células adherentes
(viables) con respecto al control, lo cual pudiera estar asociado a un efecto de arresto en la
proliferacion.

Finalmente, en la linea celular SKLU-1, el tratamiento con CDDP no indujo la aparicién de
cambios morfolégicos asociados a algun tipo de muerte celular tras 24 h de tratamiento. De
manera esporadica se lograron observar células con morfologia apoptética y otras con

morfologia necrética (Figura 3).

6.3. Cuantificacion del porcentaje de células apoptéticas y necroéticas

Ya que el CDDP indujo muerte en los cultivos celulares y por observaciones microscépicas
iniciales se visualizaron células en apoptosis y necrosis, se cuantifico el porcentaje de
células viables, apoptéticas y necroticas mediante el ensayo de Anexina-V/PI. En la linea
celular A549 tras 15 h de exposicion al CDDP, el porcentaje de células viables disminuy6 a
33% y la proporcion de células apoptéticas incrementé significativamente 10 veces al igual
que las células necroéticas (p <0.0001) (Figura 2C). A las 24 h de tratamiento, el porcentaje
de células viables se mantuvo similar al detectado en la condicion anterior, la proporcion de
células apoptéticas disminuy6 a 21% vy las células necréticas incrementaron a 49% (p <
0.0001).

Con respecto a la linea celular 1.3.11, a las 20 h de exposiciéon al CDDP se detect6 un
incremento significativo de 28 veces en la proporcion de células apoptéticas y de 45 veces

la proporcion de células necréticas (p < 0.005).

En relacién con la linea celular H1299, a las 15 h de tratamiento las células apoptéticas
incrementaron de manera no significativa minetras que la proporcidén de células necréticas
se mantuvo sin cambios. Sin embargo, a las 24 h de exposicion al CDDP las células viables
disminuyeron a 60%, el porcentaje de células apoptéticas incrementé significativamente 8

veces respecto a la condicion control y las células necréticas incrementaron 2.5 veces (p <




0.005). Un resultado similar se obtuvo después de 24 h de exposicion a CDDP en la linea
celular H1573 (Figura 2C).

Con respecto a la linea celular 3B1A, después de 24 h de exposicion al CDDP se encontrd
un incremento significativo de 3 veces en los porcentajes de células apoptéticas y

necroticas (p < 0.05) respecto a los cultivos de células no tratadas.

Finalmente, en la linea celular SKLU-1 el tratamiento con CDDP indujo un incremento
significativo de 2 veces (p < 0.05) en las proporciones de células apoptéticas y neréticas

después de 24 h de exposicion (Figura 2C).

6.4. Liberacion de la enzima LDH

Con el proposito de confirmar el efecto citotoxico observado en los cultivos celulares tras la
exposicion al CDDP, se cuantificé la liberacidon de la enzima LDH al medio extracelular. Las
lineas celulares en las cuales se obtuvo mayor efecto del CDDP por medio del ensayo del
MTT (A549, H1437 y 1.3.11) liberaron de forma significativa (p < 0.001) de 40 — 80% la
LDH, confirmando el efecto citotoxico inducido por el compuesto. Por otro lado, las lineas
celulares que mostraron mediana sensibilidad al CDDP (H1299 y H1573) liberaron de forma
significativa (p < 0.01) un menor porcentaje de entre 15 — 20% de la LDH. Finalmente, las
lineas celulares mostrando mayor resistencia al CODP (3B1A y SKLU-1) marginalmente
liberaron la enzima LDH (Figura 2C). Estos resultados sugieren que las lineas celulares
presentan sensibilidad especifica al tratamiento con CDDP, algunas comportandose como

susceptibles y otras como resistentes.

6.5. Actividad de la caspasa-3/7

Debido a que el CDDP indujo muerte en las lineas celulares, se estudio si este fenébmeno
fue mediado por la activacién de las caspasas-3/7. En la linea celular A549, el CDDP indujo
un incremento significativo de la actividad de la enzima en aproximadamente 20 veces (p <
0.005) con respecto al control de células no tratadas. Un fenémeno similar se obtuvo en las
lineas celulares H1437 y 1.3.11, en donde las células tratadas con CDDP incrementaron 18
y 24 veces (p < 0.005) la actividad de la caspasa-3/7, respectivamente. Por otro lado, las
lineas celulares H1299, H1573 y 3B1A incrementaron significativamente entre 9 y 6 veces
(p < 0.05) la actividad de la caspasa-3/7 en comparacidén con sus respectivos controles de

células no tratadas. La linea celular SKLU-1 mostré la menor actividad de la enzima ya que




solamente increment6 2 veces la actividad de la caspasa 3, corroborando que esta linea

celular muestra resistencia al efecto citotdxico inducido por el CDDP (Figura 2D).

g 1007 — As49 RS T
T g0 -13.11 8 - F W Viable
X % H O Apoptdticas
2 - H1437 o O Necréticas
£ 60 e
8 : —H1299 o 50
2 404 ] —H1573 g I
5 -3B1A 8
S 204 - ’ £
S SKLU-1 S
0 T T T 1 0-
0 40 80 120 160 A549 13.11 H1299  H1573  3B1A  SKLU-1
Concentracién CDDP (uM) CT CDDP  CT CDDP  CT CDDP ~ CT CDDP  CT CDDP CT CDDP
100+

40+

80+ l
304

T ﬁﬁﬁﬁﬁ%

A549 H1437 1311 H1200 H1573 3B1A SKLU-1

60+

40 =
i ﬂﬁﬁ%i%

A549 H1437 1.3.11 H1573 H1299 3B1A SKLU-1

Porcentaje de LDH liberada
Actividad de caspasa 3/7
(Veces de cambio)
N
(=)
3

Figura 2. Efecto citotdxico inducido por el CDDP en las lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar. (A)
Curvas dosis-respuesta del CDDP en las lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar. Se muestra el
porcentaje de citotoxicidad con respecto al cultivo control (células sin tratamiento). (B) Cuantificacion de la
muerte celular causada por la exposicién al CDDP en las lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar. Las
graficas de barras muestran los porcentajes de las poblaciones de células viables, apoptéticas y necroéticas en
cada linea celular a las 24 h de exposicién. (C) Porcentaje de liberacion, con respecto al control positivo
(células tratadas con TritdbnX-100 al 2%), de la enzima LDH en los cultivos celulares tras 24 h de exposicion a
CDDP. (D) Activacion de la caspasa-3 causada por el CDDP. Se muestra la actividad de la caspasa-3 a las 24
h de tratamiento. Los valores se expresan como las veces de cambio de las unidades relativas de
fluorescencia (RFU) de las células expuestas a CDDP comparadas con su respectivo control sin tratamiento
en cada linea celular. En cada gréfica, se muestran resultados de tres experimentos independientes por
triplicado y se indica la media + SEM. **** p < 0.0001, *** p < 0.001, ** p < 0.01, * p < 0.05, n.s no significativo.
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6.6. Analisis del estatus mutacional de las lineas celulares

Ya que cada linea celular mostr6 sensibilidad especifica al CDDP y por reportes previos en
la literatura se ha sugerido que este fenomeno pudiera atribuirse a la presencia de
mutaciones en diferentes genes driver (148), se analizd la presencia de mutaciones por
secuenciacion dirigida en 15 genes driver asociados a tumores sélidos. Los resultados
obtenidos de este andlisis corroboraron la ausencia de mutaciones en el gen del EGFR en
todas las lineas celulares. Interesantemente, la mayoria de las lineas celulares mostraron
mutaciones en el gen de TP53 sin relacionarse con la sensibilidad al CDDP detectada en
los experimentos previos. Otras mutaciones de importancia clinica fueron detectadas en los
genes de KRASy NRAS en la mayoria de las lineas celulares. Sorprendentemente, la linea

celular 3B1A no present6 mutaciones en los 15 genes driver estudiados (Figura 4)
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Figura 4. Estatus mutacional de las lineas celulares de adenocarcinoma de pulmén. El mapa de calor muestra
la presencia o ausencia de mutaciones clinicamente relevantes en las lineas celulares de adenocarcinoma

pulmonar empleando el TruSight 15. Se muestran resultados de dos experimentos independientes.

En resumen, el CDDP indujo un efecto citotoxico mediado por la apoptosis, el cual fue
diferente en las lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar estudiadas y no depende de
las mutaciones que presentan en diferentes genes driver. Es importante resaltar que tras la
exposicién al CDDP se observd una fraccion de células viables las cuales pudieran estar

relacionadas con las células DTPs.




6.7. Alteraciones en las fases del ciclo celular inducidas por el CDDP en
las células tolerantes-persistentes

Reportes previos indican que las células residuales o DTPs muestran proliferacién reducida
debido a la induccién de dormancia (149,150). Por esta raz6n, se evaluaron las alteraciones
en las fases del ciclo celular en las células DTPs al CDDP de adenocarcinoma pulmonar.
En la linea celular A549, el tratamiento con CDDP indujo una disminucion significativa de
células en las fases S y Go/M y un incremento significativo de 1.4 veces (p < 0.0001) en la
proporcion de células en las fases Go/G1 (Figura 5C). Respecto a la linea celular H1299, el
CDDP redujo el numero de células en las fases Go/Gi1 y Go/M. Interesantemente, el
tratamiento con CDDP indujo un incremento significativo (p < 0.001) en 3.5 veces en el
porcentaje de células en la fase S. En la linea celular H1573, la exposicién a CDDP causbé
un ligero incremento en el porcentaje de células en las fases S y Go/M y una simultanea
disminucion de células en las fases Go/G1. En la linea celular 3B1A, el CDDP indujo una
acumulacién significativa (p < 0.005) de dos veces en la proporcion de las células en las
fases Go/M. Estos resultados sugieren que las células DTPs a CDDP muestran alteraciones

en el ciclo celular las cuales limitan su proliferacion.
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Figura 5. Analisis de las alteraciones en el ciclo celular en células DTPs al CDDP. (A) Estrategia del analisis de
los datos obtenidos por citometria de flujo en células sin tratamiento (control) o expuestas al CDDP. (B) Graficas
de puntos e histogramas mostrando la distribucion de las células control o expuestas a CDDP en cada una de
las fases del ciclo celular. (C) Cambios en el porcentaje de células en las fases Go/G1, S y G2/M en las células
control (CT) o DTPs al CDDP (CDDP). Se muestran los resultados de tres experimentos independientes
realizados por triplicado. Los datos se muestran como la media + SD. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p

< 0.0001, n.s no significativo.

6.8. Analisis de los datos de secuenciacion

Con el objetivo de estudiar las alteraciones transcripcionales que participan en la resistencia
primaria al CDDP en las células DTPs, se procedi6 a realizar la secuenciacion del
transcriptoma por medio de la técnica del RNA-seq en los cultivos celulares. Después de
haber obtenido los datos de secuenciacidn, se analiz6 su calidad calculando el niUmero de
lecturas en cada muestra (profundidad de secuenciacion) y el porcentaje de lecturas con
calidad igual o mayor a 30 (escala phred +33). El promedio de dichos parametros se

muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Resumen estadistico de los datos de secuenciacion.

Parametro Valor
Lecturas totales 6.3 x 107
Lecturas limpias 6.1 x 107

Profundidad (lecturas) 3.1 x107
% lecturas >=Q30 82.92

Este analisis de calidad de los datos crudos mostr6 que, en las lecturas de todas las
muestras, la asignacion de bases fue adecuada. Como ha sido previamente reportado, la
calidad de las lecturas disminuy6 en el extremo 3’ (Figura 6A). Por esta razén, las lecturas
fueron filtradas para seleccionar especificamente aquellas que tuvieran una calidad igual o
mayor a 25, con longitud minima de 70 nucleétidos y sin la presencia de secuencias de los
adaptadores empleados en la construccién de las bibliotecas. La calidad de las lecturas

filtradas mejor6 (Figura 6B) y sin la pérdida de lecturas de manera considerable (tabla 2).




Adicionalmente, se corrobordé que las librerias estuviesen libres de secuencias

contaminantes (FigAura 6C).
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Figura 6. Andlisis de la calidad de los datos de secuenciacion. (A) Calidad de las lecturas crudas (columna
izquierda) y procesadas (columna derecha) con Trimmomatic y Cutadapt. La calidad de las lecturas se analiz6
empleando los software FastQC y MultiQC y se encuentra expresada en la escala Phred +33. (B) Porcentaje
de secuencias sobre-representadas y asociadas a los adaptadores empleados en la preparacién de las
bibliotecas en las lecturas crudas (columna izquierda) y procesadas (columna derecha). (C) Distribucion del

porcentaje de guanina y citocina en las librerias secuenciadas.

Posteriormente, se realiz6 el alineamiento de las lecturas filtradas con respecto al genoma
humano vGRCh38/hg38. En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos del

alineamiento de las secuencias.

Tabla 3. Resumen de los resultados del alineamiento

Parametro Valor
NUmero de lecturas 3.1 x107+1.1 x 107
Lecturas alineadas a un gen 78.78 £ 0.15%




Lecturas alineadas a varios genes 17.95 + 0.14%

Con el proposito de conocer la anotacién de las lecturas alineadas, se calcul6 el porcentaje
de alineamiento a una categoria o biotipo en cada uno de los archivos .bam obtenidos en
el alineamiento. Aproximadamente el 75% de las lecturas fueron alineadas a regiones
anotadas como exones, el 22% a regiones de RNA largos no codificantes y el resto ( <3%)
se distribuyeron en regiones de RNA no codificantes tales como micro RNA, RNA pequenos

nucleares y RNA pequefos nucleolares (Figura 7A — B).
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Figura 7. Anotacion de las lecturas alineadas y mapeadas. (A) Se muestra el porcentaje de lecturas (media +
desviacion estandar) que alinearon a las categorias de exon, RNA largo no codificante (Inc_RNA), RNA no
codificante (ncRNA_gene), micro RNA (miRNA), RNA pequefio nuclear (snRNA), RNA pequefio nucleolar
(snoRNA) y RNA ribosomal (rRNA). (B) Mapa del alineamiento local de las lecturas en una region del

cromosoma 15. Las lecturas forward se muestran en color rojo y las lecturas reverse en color azul.

Ya cuantificadas las lecturas alineadas, se realiz6 el analisis de expresion diferencial
comparando los coeficientes de los genes en las células DTPs al CDDP con respecto a las
células sin tratamiento. En las células DTPs de la linea celular A549 2661 genes mostraron
expresion diferencial (1022 sobre-expresados y 1639 sub-expresados); en la linea celular
H1299, las células DTPs al CDDP presentaron 2570 genes con expresion diferencial (1324
sobre-expresados y 1246 sub-expresados); en la linea celular H1573 hubo 2467 genes con
expresion diferencial (1351 sobre-expresados y 1116 sub-expresados) y en la linea celular
3B1A, las células DTPs al CDDP mostraron 4055 genes con expresion diferencial (1866
sobre-expresados y 2189 sub-expresados). Los resultados se muestran en las graficas de

volcan de la Figura 8A .
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Figura 8. Analisis de expresion diferencial en las células DTPs al CDDP. (A) En las graficas de volcan cada

punto representa un gen diferencialmente expresado. En el eje “x” se expresa el logaritmo base 2 de las veces

“

de cambio y en el eje “y” el logaritmo negativo base 10 del valor p ajustado (FDR). Los puntos azules indican
los genes sub-expresados (veces de cambio < 0.5 y con valor de FDR menor a 0.01) y los puntos rojos
representan genes sobre-expresados (veces de cambio > 2 y con valor de FDR menor a 0.01). (B) En el
diagrama de Venn se muestra el numero de genes diferencialmente expresados y exclusivos de las células
DTPs de cada linea celular, asi como de los genes que compartieron las cuatro lineas celulares. En (C) se
representa en un mapa de calor la expresion (cuentas normalizadas por TMM) de los 705 genes compartidos
en las células DTPs de cada linea celular. El andlisis de agrupamiento jerarquico no supervisado de los datos

se realizé mediante el calculo de la minima distancia euclideana entre los puntos.

Posteriormente, se obtuvo la lista de genes con expresion diferencial significativa
compartidos entre las células DTPs al CDDP de las lineas celulares. El diagrama de Venn
de la figura 7B muestra que las células DTPs compartieron un total de 705 genes
diferencialmente expresados, de los cuales 343 se sobre-expresaron y 362 sub-expresaron.
El analisis de agrupamiento no supervisado, tomando en cuenta la expresidon normalizada
de estos genes, mostrd que las lineas celulares se agruparon con respecto al tratamiento
asi como a la sensibilidad al CDDP tanto en las células DTPs como en los controles (Figura
7C).

Adicionalmente, la anotacién del transcriptoma de las células DTPs se realiz6 mediante el
andlisis de enriquecimiento de set de genes (GSEA). En este analisis se obtuvo que las
vias asociadas al metabolismo oxidante, la activacién de enzimas del citocromo P450, el
metabolismo de farmacos, el proteasoma, entre otras, se enriquecieron de forma positiva
en las células DTPs al CDDP. Por otro lado, las vias de WNT y sefalizacién del TGF-b, la
apoptosis y el ciclo celular se encontraron enriquecidas de forma negativa en las células
DTPs (Figura 9A — C). El andlisis de extremo lider resulté en la deteccion de 27 genes los

cuales contribuyeron en el enriquecimiento de las vias con mayor significancia (Figura 9C).
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Figura 9. Anotacion funcional de del transcriptoma de las células DTPs.(A) El analisis de vias se realizd por
medio de GSEA. Se muestran las graficas de enriquecimiento significativo (padj < 0.05) para las vias activadas
(panel superior) e inactivadas (panel inferior) en las células DTPs al CDDP. (B) Gréaficas mostrando el
enriquecimiento positivo (panel superior) o negativo (panel inferior) de las vias identificadas en las células DTPs
al CDDP. (C) Mapa de calor mostrando las diferencias en la expresion (cuentas normalizadas por TMM) de los
genes asociados al ciclo celular entre las células sin tratamiento (CT) y las DTPs (CDDP). (D) Mapa de calor
representando en columnas los genes y en filas las vias enriquecidas de forma significativa. La escala de colores

indica el nUmero de veces que un gen aparece en la lista.

Con el propésito de comprender las interacciones existentes entre los genes
diferencialmente expresados y compartidos en las células DTPs al CDDP, se construyd una
red PPI descargando la informacion de la base de datos STRING. Los andlisis de validacion
de la red mostraron que los genes compartidos entre las células DTPs al CDDP tuvieron
una tendencia significativa a establecer una red en comparacién con un mismo numero de
genes seleccionados de forma aleatoria del genoma humano (valor p de enriquecimiento <

106). Adicionalmente, la cercania de los nodos fue la métrica més relevante de la red para




seleccionar los genes con mayor importancia. El andlisis topologico de la red resulté en la
identificacion de 99 genes codificantes para proteinas que mostraron alta centralidad en la
red (ubicados en en percentil 75 del valor -log 10 de la cercania) (Figuras 10A — B). Para
validar estos resultados, el analisis de deteccion de comunidades internas de la red detect6
un total de 34 sub-redes, de las cuales las tres mostrando mayor conexion contuvieron un
total de 74 de 99 genes centrales. Las tres comunidades con mayor conexion se asociaron
a procesos biolégicos como el metabolismo de cinasas de lipidos, la activacién de GTPasas
pequefias, el rearreglo en la estructura de la cromatina, las modificaciones post-
traduccionales de las histonas y el arresto en el ciclo celular (Figura 10C).

De manera colectiva, estos resultados sugieren que las células de adenocarcinoma
pulmonar DTPs al CDDP expresan diferencialmente genes que interaccionan entre si y
participan en procesos celulares que pudieran promover la resistencia intrinseca al

tratamiento con CDDP.
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Figura 10. Redes de interaccion entre los genes diferencialmente expresados en las células DTPs al CDDP.(A)

Red de interaccion PPI construida a partir de los genes diferencialmente expresados y compartidos entre las




células al CDDP. Los puntos rojos representan a los genes sobre-expresados y los puntos azules a los genes
sub-expresados. Para mayor claridad, se muestra la fraccion de genes mostrando alta centralidad. (B) Analisis
topolégico de la red de los genes asociados a las células DTPs al CDDP. En el eje “y” se grafica el -log10 del
valor de la centralidad para cada gen. Para mayor claridad, se muestran los genes mostrando alta centralidad.
(C) Analisis funcional de los genes pertenecientes a las comunidades detectadas. Se muestran los procesos
biologicos mas significativos (p < 0.05) detectados por el analisis de sobre-representacion con respecto a la

base de datos de Gene Ontology.

6.9. Validacion de los resultados de RNA-seq

Los resultados del analisis bioinformatico se validaron por medio de PCR en tiempo real
(RT-gPCR). Para ello, se seleccionaron los genes que mostraron mayor centralidad en la
red. Respecto a GADD45A, SOCS1, HEXIM1 y HBEGF las células DTPs a CDDP
incrementaron significativamente la expresion con respecto a los controles. Con relacion a
los genes BUB1B, KIF18A, ERCC6L y NR2F2 su expresion disminuy6 de forma significativa
en las células DTPs a CDDP en comparacion con las células no expuestas al farmaco
(Figura 11). Estos resultados son congruentes con los analisis bioinformaticos, ya que los
valores de las veces de cambio (valor log2) del AACT calculado por RT-gPCR de genes
sobre-expresados y sub-expresados mostraron una correlaciéon positiva y significativa con

los obtenidos por RNA-seq (Figura 11).
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Figura 11. Validacion de los resultados del andlisis bioinformatico. Veces de cambio en la expresion de los
genes hub por RNA-seq o RT-qPCR calculados por el método de AACT en las células DTPs a CDDP. En cada
grafica, se muestran resultados de tres experimentos independientes y se indica la media + SEM. En el panel
inferior se muestran las graficas de correlacion entre los resultados obtenidos por RNA-seq y RT-gPCR de los

genes hub. La correlacion se calcul6 por el método de Pearson.

6.10. Analisis de sobrevida de los genes hub

Con el propésito de estudiar el impacto clinico de los genes detectados con mayor
centralidad, se realiz6 un analisis de sobrevida empleando datos del GDC-TCGA para el
adenocarcinoma pulmonar. De los 99 genes con mayor centralidad, 9 mostraron valores de
p significativos (p < 0.05) (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados del andlisis de sobrevida de los genes centrales en la cohorte de

pacientes de TCGA
Gen Valordep Comunidad HR

TAF4 0.022 6 5.47394739
JARID2 0.013 6 4.05519997
TET3 0.022 6 3.66929667
MLLT3 0.022 6 3.32011692
NR2F2 0.023 6 3.32011692
IGF1R 0.038 3 3.00416602
NCOA3 0.033 6 3.00416602
PPP2R5E 0.04 3 2.71828183
SOCSH1 0.021 3 0.30119421

HR: Coeficiente de riesgo (Hazard ratio)

Este andlisis indicd que la expresion incrementada del gen SOCS1 correlaciona con una
menor sobrevida total a cinco afios en la cohorte de pacientes tratados con CDDP. Por otro
lado, la sub-expresion de los genes JARID2, MLLT3, NR2F2, TET3, TAF4y NCOA3 se

asocié a una menor sobrevida a 5 afios en la cohorte de pacientes analizada (Figura 12).
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Figura 12. Relevancia clinica de los genes hub. Se realiz6 un analisis de sobrevida total a 5 afios empleando
la regresion de Cox. En las gréaficas de Kaplan-Meier las curvas en color rojo muestran el grupo de pacientes

mostrando mayor expresion del gen y las curvas en color azul el grupo de pacientes con menor expresion.

Adicionalmente, se analiz6 la expresion de estos genes a nivel de mRNA entre las células
tumorales y el tejido normal adyacente en la cohorte de pacientes tratados con CDDP. La
expresion del gen GADD45A se encontrd significativamente incrementada en el tejido
tumoral, lo cual se asocia con los valores de sobre-expresién detectados en las células
DTPs al CDDP por RNA-seq o RT-qPCR (Figura 11). En contraste, la expresién de los
genes EPS15, GLI3, NR2F2, RCOR1y SOCS1 fue menor en el tumor en comparacion con

el tejido normal adyacente (Figura 13).
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Figura 13. Niveles de expresion (mRNA) de los genes centrales previamente al tratamiento. La expresion de
los genes centrales se muestra entre el tejido normal adyacente (azul) y el tumor (rojo) de la cohorte de pacientes
tratados con CDDP.

En resumen, estos resultados sugieren que la expresion basal de los genes GADD45A,
SOCS1, EPS15, GLI3, NR2F2, y RCOR1 esta alterada en los tumores previamente al
tratamiento y estos genes pueden ser empleados como potenciales biomarcadores

predictivos al tratamiento con CDDP en pacientes con adenocarcinoma pulmonar.

6.11. Evaluacion de la expresion de SOCS1 en las células tolerantes-
persistentes al CDDP

Ya que el gen SOCS1 mostrd expresidon incrementada en las células DTPs a CDDP (Figura
14A) y ademas se asocidé a una menor sobrevida en pacientes con adenocarcinoma
pulmonar y tratados con CDDP (Figura 12), se evalu6 su expresion a nivel de proteina. La
expresion de la proteina SOCS1 increment6 en las células DTPs a CDDP después de 24 h
de exposicion al CDDP. En las lineas celulares H1299 y H1573, las células DTPs al CDDP
incrementaron significativamente entre 2.5 y 3 veces (p < 0.05) la expresion de la proteina

SOCS1 (Figura 14B). Sorprendentemente, en la linea celular 3B1A las células DTPs al




CDDP mantuvieron la expresién basal de SOCS1 sin que hubiera cambios significativos.
En resumen, estos resultados sugieren que en las células DTPs al CDDP, la proteina
SOCS1 pudiera participar en el fenbmeno de resistencia al compuesto. Ademas, la

expresion de SOCS1 pudiera estar asociada a la sensibilidad especifica de cada linea

celular.
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Figura 14. Expresion de la proteina SOCS1 en células de adenocarcinoma pulmonar DTPs al CDDP. (A) Gréafica
de puntos mostrando la expresion (logaritmo de las cuentas normalizadas por TMM) del gen SOCST en las
células sin tratamiento (CT) o DTPs (CDDP). En el panel inferior se representan la diferencias a nivel de lecturas
alineadas al gen SOCST1 en células control o DTPs al CDDP. Se muestran los resultados representativos de la
linea celular H1573. (B) Se muestran las bandas correspondientes a la proteina SOCS1 detectadas alrededor
de 20 kDa de los extractos celulares totales. La B-actina (45 kDa) fue empleada como un control de expresion
constitutiva. En el panel inferior se muestran los resultados del analisis por densitometria. Los resultados se
expresan como las veces de cambio de la relacion SOCS1/B-actina entre las células DTPs al CDDP y el control.

* p < 0.05, n.s no significativo.

6.12. Localizacion intracelular de SOCS1

Debido a que SOCS1 mostr6 expresion diferencial a nivel de gen y proteina en las células
DTPs al CDDP, se evalu6 su localizacion intracelular en las células de adenocarcinoma
pulmonar tras la exposicion al compuesto. En las lineas celulares H1299 y H1573 las células

sin tratamiento mostraron una tincion muy débil de SOCS1 a nivel de citoplasma y de




nucleo. Sin embargo, las células DTPs a CDDP incrementaron la sefal en citoplasma.
Interesantemente, las células 3B1A no modificaron la localizacién ni la senal de SOCS1 de
forma posterior a la exposicion a CDDP (Figura 14). Estas observaciones son congruentes
con la expresion de SOCS1 detectada por Western Blot.

H1299 H1573 3B1A

Control CDDP Control CDDP Control CDDP

Figura 14. Localizacién de SOCS1 en las células DTPs a CDDP. Se muestran micrografias representativas de
los cultivos celulares a un aumento total 400X (H1299 y 3B1A) o 600X (H1573). Tincién en azul DAPI, tincion
en verde SOCS1.

6.13. Contribucion de SOCS1 en la resistencia intrinseca al CDDP

Para estudiar el impacto que tiene SOCS1 en la resistencia intrinseca al CDDP, se procedi6
a realizar el silenciamiento de este gen en la linea celular 3B1A, la cual mostré resistencia
al tratamiento con CDDP. Aproximadamente, un 80% de las células cultivadas se
transfectaron de forma correcta (Figura 15A) y por medio de RT-qPCR se detect6 que el
gen SOCST disminuyd su expresion hasta 50% después de 48 h de transfeccion (Figura
15B). De manera similar, la expresion de la proteina SOCS1 disminuy6 en las células
transfectadas (Figura 15D). Con respecto a la viabilidad celular, el silenciamiento de SOCS1
caus6 una disminucion significativa (p < 0.05) del 30 y 40% de la viabilidad de las células
3B1A expuestas a 20 y 40 uM de CDDP, respectivamente, en comparacion con las células
tratadas solamente con lipofectamina (Figura 15C).

En resumen, estos resultados indican que SOCS1 contribuye de manera importante al

fenédmeno de resistencia intrinseca al CDDP en el adenocarcinoma pulmonar.
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Figura 15. Contribucion de SOCS1 en la resistencia intrinseca al CDDP. (A) Micrografia representativa
mostrando la eficiencia de la transfeccion de las células 3B1A con el control positivo (lipofectamina y el
fluorocromo TYE 563). Aumento total 200X. (B) Disminucion de la expresion de SOCS1 en las células 3B1A
transfectadas. La expresion de SOCST?T evalué por RT-gPCR y se calculdé por el método de AACT. (C)
Contribucion de SOCS1 en la sensibilidad al CDDP en la linea celular 3B1A. Las graficas de barras muestran
el porcentaje de viabilidad con respecto al control sin tratamiento de células expuestas a 20uM o 40uM de CDDP
en las distintas condiciones de transfeccion. (D) Expresion de SOCS1 tras la transfeccion. Se muestran
micrografias representativas de los cultivos celulares de la linea celular 3B1A en las distintas condiciones.
Aumento total 200X. Células no transfectadas (mock), transfectadas en contra del gen HPRT (siHPRT) y SOCS1
(siSOCS1). En las gréaficas de barras se muestran los resultados de tres experimentos independientes y se
indica la media + SEM. * p < 0.05.

7. Discusion

En afios recientes, los avances en las tecnologias de secuenciacion masiva de nueva
generacion han permitido conocer las alteraciones genéticas de mayor frecuencia en los
tumores de tipo adenocarcinoma pulmonar. Una de las implicaciones de este conocimiento
ha sido la identificacion de mutaciones en genes conductores del cancer, las cuales han
sido empleadas como blancos terapéuticos propiciando el desarrollo de farmacos dirigidos
en contra de alteraciones moleculares (151). En este sentido, las guias internacionales para

tratar el cancer de pulmén especifican que aquellos pacientes cuyos tumores muestran




mutaciones en genes como EGFR, ALK, cMET, ROS, entre otros deberan de ser tratados
con farmacos conocidos como los inhibidores de las tirosinas cinasas (11). Por el contrario,
los pacientes cuyos tumores lleven el gen silvestre para dichos genes o muestren
mutaciones en genes como KRAS, PISBKCA, BRAF, entre otros deberan de ser tratados con
quimioterapia estandar a base de compuestos platinados (11).

El cisplatino (CDDP), es el pilar del tratamiento estandar del adenocarcinoma pulmonar,
que en combinacion con otros farmacos como los taxanos, la vinrolebina, la doxorrubicina,
la gemcitabina o el pemtrexed incrementan la sobrevida de los pacientes (40,117). Por
ejemplo, en el cancer testicular alrededor del 85 — 90% de los pacientes tratados con CDDP
en combinacién con etoposido o bleomicina presentan remisiéon completa del tumor (152).
Sin embargo, en el cancer de pulmén la respuesta es considerablemente menor ya que
alrededor de un 60% de los pacientes administrados con CDDP no muestran una respuesta
favorable (117,153). Una de las principales causas asociadas a esta escasa respuesta es
la resistencia al farmaco, la cual puede ser adquirida o intrinseca. La resistencia adquirida
es aquella que se desarrolla en pacientes cuyos tumores inicialmente son sensibles a la
terapia y a lo largo del tratamiento desarrollan resistencia debido a la aparicion de
mutaciones o la activacién de vias que favorecen la sobrevivencia celular (46). En el caso
del CDDP, los mecanismos asociados a la resistencia adquirida han sido ampliamente
investigados en diversos tipos de tumores y dentro de estos mecanismos se encuentran: la
expulsion del farmaco fuera de la célula, la neutralizacion del farmaco por agentes
antioxidantes endogenos, la activacién de vias que reparan lesiones en material genético,
la evasion de la muerte celular y la activacién de vias de sefalizacion que favorecen la
sobrevivencia de la célula (39). Sin embargo, las causas bilégicas asociadas a la resistencia
intrinseca al CDDP aun no han sido esclarecidas completamente. El objetivo del presente
trabajo es estudiar los mecanismos moleculares de la resistencia intrinseca al CDDP en
lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar por medio de secuenciacién del

transcriptoma en un modelo de células DTPs.

Uno de los objetivos particulares de la presente investigacion fue evaluar el efecto citotdxico
que induce el CDDP en las lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar estudiadas.
Como se mencion6 anteriormente, el CDDP es un compuesto citotdxico que pertenece a la
familia de agentes alquilantes ya que causa la formacion de lesiones inter- e intra-catenarias

entre guaninas y citocinas adyacentes en el DNA, las cuales al acumularse causan la




muerte de las células por apoptosis intrinseca (40). En el presente estudio encontramos
que el CDDP indujo en las lineas celulares estudiadas muerte por apoptosis mediada por
la activacion de la caspasa-3 y liberacion de la enzima LDH, procesos que dependen del
tiempo de exposicién al farmaco (154,155). Sorprendentemente, los porcentajes de células
muertas inducidos en las lineas celulares fueron distintos entre ellas, sugiriendonos que las
células mostraron diferente sensibilidad al CDDP. Estos resultados corroboran los hallazgos
reportados previamente en donde la linea celular A549 se comporta como sensible ya que
hubo un 70% de efecto a la concentracién de 40 yM (156); la linea celular H1299 se
comporté como medianamente sensible al haber 40% de muerte a la concentracion de 80
UM (157) y en la linea celular SKLU-1 como resistente al inducirse un 20% de muerte a la
concentracion de 100 yM (158). Una posible explicacion a este fenbmeno pudiera ser la
presencia de mutaciones en genes driver en las distintas lineas celulares, las cuales
favorecen el fenébmeno de resistencia intrinseca al CDDP. A este respecto se ha reportado
que mutaciones en el gen GREB1 estan asociadas con resistencia al CDDP debido a la
activacion de vias que expulsan el farmaco de la célula (119). Adicionalmente, las
mutaciones en el gen TP53 estan asociadas con el fenébmeno de resistencia intrinseca
(159). En este sentido, se ha reportado en lineas celulares de cancer de mama que las
mutaciones en TP53 favorecen la activacion del factor de transcripcion nuclear Nrf2, el cual
induce la expresion de genes involucrados en la respuesta antioxidante endégena y que
finalmente neutralizan al CDDP (160). Adicionalmente, las mutaciones en TP53 se asocian
con un mal pronéstico y escasa respuesta al tratamiento con CDDP en pacientes con
adenocarcinoma pulmonar (161,162). Sin embargo, los hallazgos del presente trabajo
difieren de investigaciones anteriores ya que las lineas celulares con mutaciones en TP53
como la H1437 y la 1.3.11 se comportan como sensibles al CDDP, mientras que la linea
celular 3B1A fue resistente al tratamiento. Estos resultados pueden ser explicados por la
presencia de mecanismos no genéticos tales como alteraciones epigenéticas,
metabolémicas o transcriptbmicas los cuales contribuyen al fenbmeno de resistencia

intrinseca (39).

En afos recientes, las investigaciones de mecanismos no genéticos asociados a la
resistencia intrinseca a diversos agentes antitumorales se han enfocado en el estudio de
una poblacion de células conocida como tolerantes-peristentes. Las células DTPs se

establecen después de un periodo de exposicon a los farmacos el cual tiene una duracion




de hasta 6 semanas (130,163,164). En nuestro estudio encontramos que después de 24 h
de exposicion a CDDP, las células DTPs mostraron alteraciones en el transcriptoma, las
cuales pudieran permitirles adaptarse para sobrevivir al efecto citotoxico del farmaco. Los
hallazgos de este estudio indican que después de 24 h de exposicion al CDDP, las células
DTPs incrementan la expresion de genes relacionados con el metabolismo oxidante de la
célula, asi como en la degradaciéon de xenobibticos y farmacos por enzimas del citocromo
P450. La activacién de vias que favorecen el metabolismo oxidante de la célula favorece la
produccidén de metabolitos como el aspartato, los cuales son necesarios para la proliferacion
de las células (165). Estudios recientes realizados en muestras provenientes de pacientes
con cancer de mama triple negativo demuestran que la expresion incrementada de genes
asociados a la fosforilacion oxidativa, previamente al tratamiento, se asocia con un peor
pronéstico de la enfermedad (166). Adicionalmente, el incremento en la expresion de genes
que favorece el metabolismo oxidante de la célula, se asocia con la induccion de una
respuesta pro-inflamatoria debido a la produccién de citocinas como IL-6 o IL-8, las cuales
estimulan la expresién de las proteinas de membrana que expulsan al CDDP de la célula
(167). Nuestros resultados aportan nueva informacién a los hallazgos realizados en
investigaciones previas en donde se encontr6 que las células DTPs, desarrolladas por la
exposicion a TKis, reprograman su metabolismo antioxidante y de lipidos para sobrevivir el
efecto citotoxico de los agentes antitumorales (125,130).

Otro hallazgo importante de la presente investigacion fue que las células DTPs a CDDP
disminuyen la expresion de los genes implicados en las vias de senalizacion del TGF-j,
WNT vy ciclo celular. Como se ha mencionado previamente, las células DTPs en etapas
avanzadas de su desarrollo disminuyen su proliferacién de manera que entran en un estado
de quiescencia celular (129). Reportes previos indican que, en células tumorales de cancer
de ovario, la sobre-expresidn de genes involucrados en el control del ciclo celular se
encuentra asociada con la resistencia a CDDP (168). En estas células, el arresto en el ciclo
celular causa una disminucion en la acumulacion del CDDP dentro de la célula (169). Por
el contrario, la sobre-expresion de marcadores asociados con proliferacién, como Ki-67, en
pacientes con cancer cervical se relaciona con una mejor respuesta al tratamiento con
CDDP (170). Adicionalmente, reportes indican que después de 15 dias de exposicién a
TKils, las células DTPs entran en un estado de arrresto celular caracterizado por la
expresion de marcadores asociados a la fase Go del ciclo celular, asi como de senesencia

(171). Los resultados de nuestro estudio son consistentes con las investigaciones recientes




realizadas en lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar y osteosarcoma las cuales
indican que las células residuales o DTPs al CDDP se encuentran retrasadas en el ciclo
celular (164,172). Durante este proceso, las células DTPs al CDDP tienen la capacidad de
activar genes involucrados en la via de reparacién del dafo causado en el DNA por
recombinacién homoéloga y de esta manera sobreviven al efecto citotoxico causado por el
compuesto. En este sentido, nuestros resultados sugieren que las células DTPs a CDDP
en etapas tempranas de su desarrollo disminuyen su tasa de proliferaciéon y de manera

simultanea activan las vias que permiten la detoxificacién del farmaco.

Uno de los principales objetivos del presente estudio fue la identificacion de posibles
blancos moleculares asociados al fenébmeno de resistencia intrinseca a CDDP en las lineas
celulares de cancer de pulmén empleando el modelo de células DTPs en etapas tempranas
de su desarrollo. En nuestros resultados encontramos que las células DTPs a CDDP
compartieron un total de 705 genes diferencialmente expresados. Dentro de estos genes
asociados a la resistencia intrinseca a CDDP, 99 mostraron una alta relevancia biolégica
con respecto a las interacciones que se han reportado entre las proteinas codificadas por
estos genes. Estos genes centrales mostraron una alta asociacion con programas celulares
relacionados a las vias MAPK, PI3K, reprogramacion epigenética y proliferacién. Nuestros
resultados son congruentes con hallazgos reportados previamente en distintos modelos de
células DTPs y empleando farmacos diferentes al CDDP. Los grupos de investigacion de
Liau y Vinogradova han reportado que las células DTPs incrementan la expresion de las
demetilasas de histonas KDM5 y KDM6 como una estrategia para sobrevivir al tratamiento
(123,173). Adicionalmente, en lineas celulares de glioblastoma, las células DTPs ademas
de sobre-expresar las desmetilasas de histonas, disminuyen la expresion de genes que
controlan el ciclo celular (173).

Con respecto al CDDP, este compuesto tiene como principal blanco molecular el material
genético causando lesiones las cuales pueden modificar las marcas epigenéticas a nivel de
DNA o de histonas (174). Nuestros hallazgos son los primeros en reportar que la activacion
de vias participando en la modificacion de marcas epigenéticas es un evento que se

presenta desde etapas tempranas del desarrollo de las células DTPs.

La relevancia clinica del conjunto de genes centrales asociados al fenébmeno de resistencia
intrinseca al CDDP fue evaluada en la base de datos publica del proyecto de

adenocarcinoma pulmonar del atlas del genoma del cancer (TCGA por sus siglas en ingés)




en una cohorte de pacientes tratados con CDDP. De este andlisis encontramos que el nivel
de expresion de 9 genes impact6 significativamente con la sobrevida total de los pacientes
con cancer de pulmén tratados con CDDP y ademas mostraron congruencia con la
expresion obtenida en las células DTPs. Dentro de estos genes, destaca SOCS1, cuya
sobre-expresion se asoci® con un peor prondstico en los pacientes.
SOCS1, pertenece a una familia de ocho genes que codifican para proteinas intracelulares,
las cuales regulan la senalizacion inducida por citocinas pro-inflamatorias mediante las vias
de JAK/STAT, TLR y NF-xB (175). En el contexto del cancer, se ha discutido de manera
amplia su papel dual como gen supresor de tumores o0 proto-oncogen, funciones que
dependen del estadio del desarrollo tumoral (176). Con respecto al papel que juega en la
resistencia a la quimioterapia aun se desconoce su participacion. Nuestros resultados
indican que en las lineas celulares de adenocarcinoma pulmonar después de las 24 h de
exposicion a CDDP, la expresion de SOCS1 incrementa a nivel de mRNA como de proteina.
Un hallazgo interesante fue la incrementada expresidon basal de la proteina SOCS1 en la
linea celular 3B1A, la cual mostré resistencia al tratamiento con CDDP. Estos resultados
pudieran indicar que, en esta linea celular, de manera previa al tratamiento, las células se
comportan como DTPs, lo cual apoya resultados previamente reportados en melanoma y
en cancer de colén (177,178). En la linea celular 3B1A y en las células DTPs de las otras
lineas, SOCS1 se localizd principalmente en el citoplasma. Este resultado puede ser
explicado por las interacciones que establece SOCS1 con proteinas como STAT1, STAT3
0 p53. Reportes indican que SOCS1 bloquea la interaccidon entre STAT3 y STATI,
inhibiendo la formacién del heterodimero el cual exhibe propiedades pro-apoptéticas y
antitumorales (179). Adicionalmente, se ha reportado que SOCS1 al re-localizarse en
nucleo interactua con p53, promoviendo la reparacién del DNA y por lo tanto aliviando el
dafo genotoxico causado por el CDDP (180). El presente trabajo es el primero en reportar
la posible participacion de SOCS1 en el fendbmeno de resistencia al CDDP, especificamente
en el surgimiento de células DTPs. Uno de los resultados mas importantes fue el impacto
que tuvo el silenciamiento de SOCS1 en la resistencia intrinseca al CDDP. Estos hallazgos
sugieren que SOCS1 pudiera ser empleado como un potencial blanco terapéutico, de
manera que el bloqueo de su expresion previamente al tratamiento incrementaria la
sensibilidad al CDDP. Sin embargo, se requieren estudios adicionales que evalten la
participacion de SOCS1 en este fenbmeno, profundizando en los efectos a nivel celular que

tiene su silenciamiento, las vias que se alteran y los mecanismos que emplearia la célula




para compensar su inactivacion.

Los andlisis del presente trabajo se enfocan en las alteraciones transcripcionales de las
células DTPs al CDDP de adenocarcinoma pulmonar después de 24 h de exposicion al
farmaco. A pesar de los resultados prometedores encontrados en esta investigacion, se
desconocen si los cambios transcripcionales detectados se mantienen o modifican a
mayores tiempos de exposicion al farmaco. Adicionalmente, debido a que en la clinica el
tratamiento de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar se basa en la combinacion de
compuestos platinados con otros farmacos (principalmente vinrolebina, taxanos y
gemcitabina), el presente estudio no contempla el efecto de estos compuestos en la
resistencia intrinseca al CDDP. Por estas razones, se requieren mas estudios que evallen
el impacto en estos aspectos. De esta manera se podria tener un conocimiento mas
completo en el fendmeno de resistencia intrinseca, el cual de ser posible se trasladaria a

pruebas pre-clinicas y de ser exitosas trasladarse a estudios clinicos.

8. Conclusiones

En conclusion, en este trabajo hemos identificado, por medio de RNA-seq, una firma
transcripcional de genes asociados a la resistencia intrinseca al CDDP en lineas celulares
de adenocarcinoma pulmonar sin mutaciones en EGFRy empleando un modelo de células
DTPs. Mientras que la mayoria de los modelos de células tolerantes persistentes se
enfocan en estudiar las caracteristicas moleculares a partir de 2 semanas de exposicion a
distintos compuestos antitumorales, nosotros estudiamos los eventos moleculares mas
tempranos en células DTPs al CDDP. En nuestros resultados encontramos que, después
de 24 h de exposicion, las células tolerantes persistentes a CDDP alteran la expresion de
genes participan e interacttan en vias como como el metabolismo oxidante, la
reprogramacion epigenética y la proliferacion. El presente estudio ilustra la identificacion de
una firma molecular, basada en la expresién de estos genes, la cual se asocia con el
prondstico de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar y tratados con CDDP. Dentro
de esta firma molecular, SOCS1 destaca por su expresidn, asociacion con la sobrevida e
impacto en el fenbmeno de resistencia intrinseca al CDDP en adenocarcinoma pulmonar.
Los hallazgos de este estudio sugieren que el bloqueo o la inhibicion de SOCS1 pudiera
representar una excelente estrategia terapéutica para eliminar a las células tumorales
mostrando resistencia intrinseca al CDDP. Sin embargo, se requiere realizar mas

investigacion para conocer la participacion que tiene SOCS1 en la resistencia intrinseca al




CDDP en estudios pre-clinicos y clinicos, lo cual generaria conocimiento que permita

mejorar el prondstico y la sobrevida de los pacientes con adenocarcinoma pulmonar.
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Resistance to cisplatin is the main cause of treatment failure in lung
adenocarcinoma. Drug-tolerant-persister (DTP) cells are responsible for intrinsic
resistance, since they survive the initial cycles of treatment, representing a reservoir
for the emergence of clones that display acquired resistance. Although the
molecular mechanisms of DTP cells have been described, few studies have
investigated the earliest molecular alterations of DTP cells in intrinsic resistance
to cisplatin. In this work, we report a gene expression signature associated with the
emergence of cisplatin-DTP cells in lung adenocarcinoma cell lines. After a single
exposure to cisplatin, we sequenced the transcriptome of cisplatin-DTPs to identify
differentially expressed genes. Bioinformatic analysis revealed that early cisplatin-
DTP cells deregulate metabolic and proliferative pathways to survive the drug
insult. Interaction network analysis identified three highly connected submodules
in which SOCS1 had a significant participation in controlling the proliferation of
cisplatin-DTP cells. Expression of the candidate genes and their corresponding
protein was validated in lung adenocarcinoma cell lines. Importantly, the
expression level of SOCS1 was different between CDDP-susceptible and CDDP-
resistant lung adenocarcinoma cell lines. Moreover, knockdown of SOCSL in the
CDDP-resistant cell line partially promoted its susceptibility to CDDP. Finally, the
clinical relevance of the candidate genes was analyzed in silico, according to the
overall survival of cisplatin-treated patients from The Cancer Genome Atlas.
Survival analysis showed that downregulation or upregulation of the selected
genes was associated with overall survival. The results obtained indicate that
these genes could be employed as predictive biomarkers or potential targets to
improve the effectiveness of CDDP treatment in lung cancer patients.

KEYWORDS

lung cancer, non-small cell lung carcinoma, lung adenocarcinoma, cisplatin,
chemotherapy resistance, intrinsic resistance, drug-tolerant persister cells, SOCS1
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1 Introduction

Lung cancer is one of the leading causes of cancer-related
mortality worldwide, according to GLOBOCAN (1). Lung cancer
is divided into small cell lung carcinoma (SCLC) and non-small cell
lung carcinoma (NSCLC). The latter group accounts for 85% of
diagnosed cases and adenocarcinoma is the most frequent
histologic type (2). Despite the great efforts that have been made
in lung cancer diagnosis, most lung cancer patients are diagnosed at
advanced stages, where metastasis is already present, limiting the
treatment options to targeted or conventional therapy (2).
According to the National Comprehensive Cancer Network
guidelines for lung cancer treatment, patients whose tumors
harbor EGFR-activating mutations must be treated with targeted
therapy using tyrosine kinase inhibitors (TKIs) (3). However, not all
patients benefit from treatment with TKIs, since some patients do
not present favorable responses at treatment onset, or responders
eventually acquire resistance. In both cases, or in patients not
harboring EGFR mutant tumors, administration of cisplatin
(CDDP) is the standard care treatment (3, 4). CDDP mainly
affects cells that show high proliferation rates by forming adducts
at the N-7 position of purines, causing DNA lesions that inhibit cell
proliferation and induce cell death (5). However, the effectiveness of
CDDP treatment in lung cancer remains limited due to the
acquisition of therapy resistance (6). Although the mechanisms of
CDDP-acquired resistance have been extensively studied in distinct
types of cancer (7), little is known about the early molecular
alterations that could be related to CDDP intrinsic resistance.

Recent reports demonstrate that non-genetic processes play a
critical role in the development of resistance against different anti-
tumoral agents (8, 9). During this process, a sub-population of cells
known as drug-tolerant persister (DTP) cells survive the initial
exposure to chemotherapy or targeted therapy. DTP cells are
characterized by limited proliferation, altered metabolism
associated with dormancy, activation of chromatin-remodeling
enzymes, and activation of less error-prone DNA polymerases
(10-12). These DTP cells represent a reservoir for the emergence
of clones showing irreversible genetic drug resistance. Initial studies
from Sharma et al. demonstrated that EGFR-mutant lung
adenocarcinoma TKI-DTP cells exhibited altered chromatin
remodeling and overexpression of insulin-like growth factor
receptor 1 (IGF-1R). Thus, targeting IGF-IR and chromatin-
modifying enzymes allowed this resistance to be overcome,
eliminating DTP cells (13). Hangauer et al. demonstrated that
DTP cells of breast cancer cell lines upregulated their antioxidant
metabolism, rendering these cells susceptible to knockdown or
pharmacological inhibition of the enzyme glutathione
peroxidase-4 (14). Recently, research in osteosarcoma cell lines
revealed that CDDP-DTP cells reprogram their transcriptome by
altering the expression of genes of the MAPK, TGF-, and NF-xB
pathways, suggesting promising targets to ablate these cells (15).
Therefore, DTP cells represent an excellent target to overcome
resistance to antitumoral agents. Currently, most in vitro studies
using DTP cells are focused on molecular changes elicited after
several weeks of drug exposure. However, the key mechanisms
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governing the earliest stages of the emergence of CDDP-DTP cells
in lung cancer remain to be understood.

In the present work, lung adenocarcinoma cell lines were single
exposed to CDDP to analyze the earliest molecular changes
associated with the emergence of CDDP-DTP cells. After 24 h of
CDDP exposure, residual DTP cells exhibited transcriptional
changes, which allowed them to survive the initial insult of the
cytotoxic treatment. We employed RNA-seq to examine the
transcriptional changes of early CDDP-DTP cells and identify key
genes associated with this event. Interestingly, this early DTP state
was controlled by a network of protein-coding genes participating
in chromatin remodeling, metabolism of lipid kinases, and cell
proliferation. Clinical validation using public datasets revealed that
the overexpression or underexpression of these hub genes is
associated with better or worse overall survival (OS) of lung
cancer patients treated with CDDP. Among these genes,
overexpression of the Suppressor of Cytokine Signaling 1
(SOCS1) was notably associated with poor survival of lung cancer
patients. Furthermore, high expression of SOCS1 was associated
with resistance to CDDP in the lung cancer cell lines employed.
Further studies are needed to deepen the understanding of the role
of SOCSI in the chemoresistance process. These hub genes could
represent promising predictive biomarkers or potential therapeutic
targets, leading to improved efficacy of CDDP treatment and
clinical outcome for lung cancer patients.

2 Materials and methods
2.1 Cell lines and culture conditions

The A549, H1299, and H1573 cell lines acquired from the
ATCC (Manassas, VA, USA), and the 3BIA cell line, previously
established by our group, were studied (16). All cell lines were
obtained from treatment-free patients with lung adenocarcinoma,
and do not harbor mutations in the EGFR gene. All cell lines were
cultured in RPMI-1640 medium supplemented with 10% heat-
inactivated FBS and 1% antibiotics (complete media) and
incubated in a humidified atmosphere at 37°C with 5% CO,.
Cisplatin (CDDP) was purchased from Sigma-Aldrich, cat. P4394
(St. Louis, MO, USA) and dissolved in isotonic saline solution.
Dilutions were performed using complete media prior to
each experiment.

2.2 Dose-response curves of CDDP in lung
adenocarcinoma cell lines

After cell cultures reached 80% confluence, cells were harvested by
enzymatic treatment and their viability always exceeded 95%. Cells
were seeded in 96-well plates: A549 and H1299 cell lines at 1.2x10" cells
and H1573 and 3B1A cell lines at 5x10". Cells were cultured overnight
to allow cell attachment to plastic. Then, cell cultures were exposed to
serial dilutions of CDDP ranging from 5 to 160 pM for 24 h. The
plasmatic concentration of CDDP reported in lung cancer patients,
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which is 10 - 30 uM, was included in the concentration range tested in
cell lines (17, 18). After treatment, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) (Trevigen, Gaithersburg, MD,
USA, cat. 4890-25K) was added to each well and the plate was
incubated for 4 h at 37°C. Then, supernatants were discarded and
resulting formazan crystals were dissolved with 150 pL of DMSO.
Absorbance was recorded at 560 nm in a Multiskan Ascent plate reader
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA). The percentage of
cytotoxicity was calculated considering the readout of untreated cells as
0% cytotoxicity. From the results, dose-response curves were obtained.
Three independent experiments, each one in triplicate were performed.

2.3 Annexin-V/PI assay

To quantify the percentage of viable, early, and late apoptotic/
necrotic cells after CDDP exposure, the Annexin-V/PI assay was
employed. A549, H1299 (7x10° cells for both cell lines), H1573, and
3B1A (3x10° cells for both cell lines) cells were seeded in T-25 flasks
and cultured overnight to allow cell attachment. Next day, CDDP was
diluted in fresh complete media and added to cell cultures. After
treatment, floating cells were collected, adherent cells were detached
using trypsin, and both tubes were mixed. For a rigorous examination
of cell death events, cells were divided in two fractions. One fraction
was employed for performing the Annexin-V/PI assay and the other
fraction for caspase-3/7 activity measurement (see below). For the
Annexin-V/PI assay, cells were washed with ice-cold Ca**Mg**-free
PBS and rinsed in binding buffer. A total of 2-3x10” cells were stained
with FITC Annexin-V/P], following instructions of the FITC Annexin
V Apoptosis Detection Kit II (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA,
cat. 556570). A total of 15,000 events were immediately acquired in the
FACS Canto II flow cytometer (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA). Since cell death is a time-dependent process, events were
recorded at different times. However, only results from 24 h of
exposure are shown. Two independent experiments were performed
in triplicate. The percentages of viable, early, and late apoptotic/
necrotic cells were calculated using the FlowJo (v10) software
(Ashland, OR, USA).

2.4 LDH assay

To confirm the cytotoxic effect elicited by CDDP, lactate
dehydrogenase (LDH) released in the culture media was
measured using a cytotoxicity detection kit (Promega, WI, USA,
cat. J2380). Cell cultures were seeded in 96-well plates under the
same experimental conditions previously mentioned. After CDDP
exposure, 50 pL of supernatants were mixed with 150 pL of the
reaction mixture. Additionally, a positive control (cells treated with
19 Triton X-100) was included following instructions of the
manufacturer. The plate, protected from light, was incubated at
room temperature (RT) for 30 min and absorbance was
immediately recorded at 490 nm using the Multiskan Ascent
plate reader. The percentage of released LDH was calculated
according to the equation previously reported (19). Three
independent experiments, each one in triplicate were performed.
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2.5 Caspase-3/7 activity assay

To verify whether CDDP-induced cell death was mediated by
apoptosis, we measured the activity of caspase-3/7 in cell cultures
after CDDP exposure. The Caspase-3/7 fluorometric assay kit
(Promega, WI, USA, cat. G8981) was employed following
instructions of the manufacturer. As previously indicated, cells
from the remaining fraction of the Annexin-V/PI assay were
centrifuged and pellets were rinsed in ice-cold lysis buffer and
incubated on ice for 10 min. An amount of 50 pL of each extract was
mixed with 50 uL of reaction buffer containing the DEVD-AFC
substrate in a black 96-well plate. For each cell line, negative
(untreated cells), positive (only floating dead cells), and blank
controls were included. Once the substrate was added, the plate
was incubated at 37°C for 2 h and fluorescence was measured in the
Fluoroskan Ascent FL microplate reader (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, USA) using the 390 and 485 nm excitation/emission
filters. Caspase-3/7 activity was normalized per mg of protein.
Thereby, total protein was quantified from each cell extract using
the Micro BCA protein assay kit (Thermo Fischer Scientific, cat.
23235) in the Multiskan Ascent plate reader at 562 nm. The results
are reported as the fold-change in the activity of caspase-3/7 with
respect to untreated cells. Two independent experiments, each one
in triplicate were performed.

2.6 Cell cycle analysis in residual cells

To investigate cell cycle alterations, cell lines were cultured in T-
25 flasks under the same experimental conditions previously
mentioned. After treatment, cells were collected, washed in PBS,
fixed in 70% (v/v) cold ethanol, and stored at -20°C for at least 24 h.
Then, cells were permeabilized with PBS containing 0.1% (v/v)
Triton X-100 and treated with RNase A (30 pg/mL) (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA, USA, cat. EN0531) to avoid
non-specific RNA staining. Finally, propidium iodide (PI)
(Invitrogen, Waltham, MA, USA) was added for DNA staining,
and the cells were incubated for 30 min at RT. After incubation, the
DNA content was measured using the FACS Canto II flow
cytometer. The first step in the analysis was to gate the
population of singlet cells using an FSC-A/FSC-H dot plot. Then,
a new gate for residual viable cells (CDDP-DTP cells) was set, from
which a PI-A vs. FSC-A dot plot was obtained. Histograms were
constructed to quantify the proportion of cells in each phase of cell
cycle using Flow]Jo (v10) software. For this quantification, a total of
10,000 events were acquired from the gate of viable cells. Three
independent experiments were performed in triplicate.

2.7 RNA-seq

To identify the genes related to the CDDP intrinsic resistance of
lung adenocarcinoma cell lines, we sequenced the transcriptome of
CDDP-DTP and untreated cells and performed differential
expression analysis using bulk RNA sequencing. Cell lines were
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exposed to CDDP under the same experimental conditions
previously mentioned. After treatment, to guarantee the collection
of only adherent (CDDP-DTP) cells, we discarded the supernatants
containing dead cells and washed the cell cultures several times,
using fresh complete media, until floating/dead cells were not
visualized in the microscope. Then, adherent cells were harvested
by trypsinization, and cell viability was always higher than 95%.
Total RNA was isolated from CDDP-DTPs and untreated cells
(control) using the RNAeasy kit (Qiagen, Germany, cat. 74004).
The quality of RNA was evaluated using the Agilent Bioanalyzer
2100 system (Agilent, Santa Clara, CA, USA) and always exceeded
RIN > 8. For library preparation, we employed 2 pg of RNA per
sample as input using the TruSeq RNA Sample Prep Kit v2
(Illumina, San Diego, CA, USA) and following directions of the
manufacturer. Polyadenylated RNA was isolated using magnetic
beads with polydT. Libraries were sequenced on the NextSeq 500
platform (Ilumina, San Diego, CA, USA) at a depth of
approximately 30 million reads and 2 x 75 bp paired-end reads
were generated. We sequenced the libraries of three independent
experiments in duplicate.

2.8 Bioinformatic analysis

The quality of sequenced raw reads was examined using the
FastQC (20) (v0.11.9) and MultiQC (v1.6) software (21). Raw reads
were trimmed to eliminate low quality sequences (PhredScore < 25)
and the presence of Illumina adapters using Trimmomatic (v0.38)
and Cutadapt (v2.7), respectively (22, 23). Cleaned reads were
aligned and mapped to the human genome GRCh38 (release 95)
using STAR (v2.7.3a) (24) and abundance estimation of aligned
reads was quantified using RSEM (v1.3.1) (25). Then, genes were
tested for differential expression using edgeR (v3.32.1) (26),
preserving those genes with a mean of one count per million
across samples. The library size was normalized using the
Trimmed Mean of M-values (TMM) method, and data were fitted
to a negative-binomial model to estimate gene dispersion (common,
trended, and gene-wise). Differential expression analysis was
performed and genes showing a False Discovery Rate (FDR) of <
0.01 and |log2 fold change| > 1 were considered as differentially
expressed. For functional annotation of the transcriptome of
CDDP-DTP, Gene Set Enrichment Analysis (GSEA), employing
gene sets retrieved from the Molecular Signature database
(MSigDB), were performed using the fGSEA (v1.16.0) package.
Enriched pathways showing a p-adjusted value of < 0.05 were
considered as significant.

To construct the gene association network, the list of
differentially expressed genes was analyzed using the Search Tool
for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins (STRING) database
with the default parameters. Network analysis was conducted using
the igraph (v1.2.10) package from R. Self-loops, and node-
redundant connections were discarded. Additionally, only
empirical genes (i.e., those present in the original list) were kept.
Topological analysis of the network included the calculation of
centrality measures such as total degree, betweenness, closeness,
and eigenvalue. To select the most influencing centrality measure,
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PCA analysis was performed. For obtaining highly connected
subnetworks, community detection analysis was conducted and
functional annotation of the resulting subnetworks was performed
using clusterProfiler (v3.18.1) (27).

2.9 Real-time quantitative PCR

To validate the results obtained in the bioinformatic analysis of
RNA-seq data of CDDP-DTP cells, RT-qPCR was performed in the
lung adenocarcinoma cell lines. Briefly, cell lines cultured in T-25
flasks were exposed to CDDP under the experimental conditions
indicated above. After treatment, adherent cells from control or
CDDP-treated cell lines were collected for total RNA isolation using
the PureLink RNA Minikit (Ambion, Austin, TX, USA, cat.
12183018A). ¢cDNA was synthesized using the High Capacity
c¢DNA Reverse Transcription Kit (Ambion, Austin, TX, USA, cat.
4368814). A set of TagMan probes (Applied Biosystems, Thermo
Fischer, USA) was employed to amplify: SOCSI, GADD45A,
HEXIMI1, HBEGF, BUBIB, KIF184, ERCC6L, and NR2F2. The
housekeeping gene GAPDH was employed as an endogenous
control (Supplementary Table 1). Gene amplification was
performed in a StepOne Real Time PCR System (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, MA, USA). Data were normalized to the
expression of the housekeeping gene, relative expression was
calculated by the 2*“" method, and the log2 value is shown.
Two independent experiments, each one in triplicate,
were performed.

2.10 Survival analysis

By using clinical public data from the lung adenocarcinoma
(LUAD) project of The Cancer Genome Atlas (TCGA) database, we
investigated the relevance of the hub genes associated with patients’
OS. Clinical and expression datasets were retrieved using the
RTCGA (v1.20.0) and TCGA-biolinks (v2.18.0) packages (28).
Clinical data were curated by removing duplicated samples and
preserving those from patients treated with CDDP. Patients were
categorized using the maximally selected rank statistics method (29)
with respect to the expression of high central genes associated with
better or worse OS of patients. A Cox-regression test was conducted
and Kaplan-Meier survival curves were obtained for each gene with
their respective p-value (long-rank test) using the survival (v3.2-11)
(30) and survminer (v0.4.9) packages. Log rank p-values of <0.05
were considered as statistically significant.

2.11 Western blotting

The protein expression levels of SOCS1 were examined by
Western blot (WB). Total protein extracts from cell under the
aforementioned experimental conditions were obtained. For this,
cellular extracts from control and CDDP-DTP cells were obtained
using NaCl (150 mM), Tris-HCI (50 mM), and Triton X-100 (1%)
lysis buffer. Total protein was quantified using the MicroBCA
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Protein Assay Kit. A total of 25-40 pg of protein was loaded and
resolved in 12% SDS-PAGE and subsequently transferred onto a
nitrocellulose membrane using the Trans-Blot Turbo Transfer
System (Bio-Rad, USA). Then, membranes were incubated in 2%
BSA in PBS for 30 min to block non-specific binding sites. The
primary antibody for SOCS1 (dilution 1:150, Abcam, UK, cat.
ab137384) or actin B (dilution 1:10, 000, Sigma-Aldrich,
Burlington, MA, USA, cat A1978-200UL) were applied to
membranes, respectively, and incubated at 4°C overnight. After
washing, membranes were incubated with corresponding
biotinylated species-specific secondary antibodies, anti-rabbit or
anti-mouse, (dilution 1:1,000, Invitrogen, USA, cat. 65-6140 and
31803) for 1 h at RT. Membranes were washed and incubated with
the ABC complex at 1:300 for 30 min (Vector Laboratories, CA,
USA, cat. PK-6100) and protein bands were visualized using the
ECL kit (Cytiva, USA, cat. RPN2235) using the BioRad Universal
Hood II Gel Doc System (BioRad, Hercules, CA, USA). Images were
acquired using the Quantity One (v4.6) software (BioRad, Hercules,
CA, USA). Band density was analyzed using the Image] software
(v1.53), and results were normalized with respect to the signal of
actin . The results are expressed as the fold-change in intensity
with respect to control cells. Three independent experiments were
performed for each cell line studied.

2.12 SOCSI1 localization in CDDP tolerant-
persister cells

To detect the cellular localization of SOCSI in untreated and
residual cells after CDDP treatment, indirect immunofluorescence
(IF) staining was performed. Lung adenocarcinoma cell lines were
cultured in four-chamber slides (Lab-Tek, USA), washed, and fixed
with ethanol. Then, cells were washed and treated for 30 min with
blocking solution to avoid non-specific binding. The slides were
incubated with SOCS1 antibody (dilution 1:150, Abcam, UK, cat.
abl137384) for 2 h in a humidified atmosphere at 37°C. After
washing, the slides were incubated with Alexa Fluor 488-
conjugated secondary antibody (dilution 1:250, Invitrogen, USA,
cat. A11070) at 37°C for 90 min. Finally, the cells were incubated
with DAPI (dilution 1:150, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, cat.
62248) for nuclear staining during 15 min. The slides were mounted
with Vectashield (Vector Laboratories, CA, USA, cat. H1000) and
micrographs were acquired using the EVOS FL microscope
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Two
independent experiments were performed.

2.13 SOCS1 knockdown

Since the 3B1A cell line has high SOCS1 expression previous to
treatment, we studied the effect of SOCS1 knockdown in the
sensitivity to CDDP. Briefly, cells were seeded in 48-well plates
(1x10° cells per well) and cultured overnight to allow attachment.
Then, cells were washed with RPMI without FBS, and maintained in
serum-free media for 4 h. Knockdown was performed with
TriFECTa RNAi Kit in OptiMEM medium (Thermo Fisher,
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Waltham, MA, USA, cat. 31985), according to the manufacturer’s
instructions. Cells were incubated with 3uL of lipofectamine 3000,
(Invitrogen, USA, cat. L3000-015) and mixes of DsiRNAs SOCS1
(IDT, USA, HS.Ri.SOCS1.13.1-3) or HPRT1 (IDT, USA, HPRT1-
S1) at final concentrations of 10nM for 48 h, at which maximum
knockdown was obtained. Controls employed were lipofectamine
alone (Mock), negative control (DsiRNA nontargeting human
genes), and DsiRNA for an unrelated gene (HPRT1). DsiRNA
sequences for knockdown are provided in Supplementary Table 2.

Knockdown efficiency was determined by RT-qPCR. At 24h of
knockdown, cells were single exposed to CDDP, and cell viability
was evaluated by dose response curves employing MTT, as
described above.

2.14 Statistical analysis

Data were expressed as mean + SD. For comparison, experimental
and control groups were analyzed by Student’s t-test. For comparison
among groups, we used the ANOVA test, and Tukey’s post hoc test.
Unless otherwise specified, statistical analysis was performed using
Prism 8 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). A p-value of less than
0.05 was considered as statistically significant.

3 Results

3.1 Lung cancer cell lines show different
sensitivity to CDDP

CDDP is an antitumoral agent employed as a standard-care
treatment for cancer, owing to its cytotoxic activity. In our study, we
evaluated the cytotoxic effect of CDDP in four EGFR-WT lung
adenocarcinoma cell lines. In the A549 cell line, we observed a high
proportion of cell death at the higher concentration of CDDP
employed, which induced approximately 90% cytotoxicity
(Figure 1A; Supplementary Figure 1A). The H1299 and H1573 cell
lines showed a mild sensitivity, since the CDDP induced 60%
cytotoxicity (Figure 1A). After exposure to CDDP, both cell lines
presented a lower proportion of dead cells compared to A549 cells
(Supplementary Figure 1A). Conversely, the 3B1A cell line showed the
highest resistance to CDDP, since the drug induced 40% cytotoxicity
(Figure 1A). In this cell line, a scarce proportion of dead cells was
observed (Supplementary Figure 1A). These results indicate that each
lung adenocarcinoma cell line shows a specific sensitivity to CDDP.

To examine whether CDDP-induced cell death was mediated by
apoptosis, the percentages of viable, early, and late apoptotic/
necrotic cells were measured using the Annexin-V/PI assay at the
final time of CDDP exposure (Supplementary Figure 1B). In A549
cells, CDDP induced a significant increase (p < 0.0001) of 8.5-fold
and 12-fold in the proportion of apoptotic and necrotic cells,
respectively, compared to control cells (Figure 1B). In the H1299,
H1573, and 3B1A cells, CDDP induced a similar effect, as apoptotic
and necrotic cells significantly (p < 0.05) increased 9 - 10-fold and 2
- 2.5-fold, respectively (Figure 1B). These results are in line with
those obtained in the MTT assay.
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To confirm the cytotoxic effect induced by CDDP, we evaluated
the release of the enzyme LDH as a biochemical marker of cell
death. In the AS549 cell line, the most sensitive to CDDP, a
significant increase of 80% (p < 0.0001) in the release of LDH was
detected. In contrast, in H1299 and H1573 cell lines CDDP
exposure caused a release of approximately 10 - 20% (p < 0.005)
of the enzyme. The 3BIA cell line, showing resistance to CDDP,
caused a marginal release of LDH of less than 5% (Figure 1C). To
corroborate the apoptotic cell death induced by CDDP, we
measured the activity of caspases 3/7. In the A549 cell line,
CDDP exposure significantly increased (25-fold, p < 0.005) the
activity of these caspases. H1299 and H1573 cells, which showed
mild sensitivity to CDDP, a significant increase of eight-fold (p <
0.05) in activity of caspases 3/7 was detected. In 3BIA cells, an
increase of five-fold (p < 0.05) in the activity of these executioner
caspases was detected. Comparisons were performed with respect to
the corresponding control cells of each cell line (Figure 1D).

In summary, all these results indicate that CDDP has a different
cytotoxic effect among lung adenocarcinoma cell lines. It is important
to highlight that in all cell lines after CDDP exposure we observed a
fraction of viable cells which could be related to DTP cells.

3.2 Identification of cell cycle alterations in
residual cells
Previous studies report that DTP cells exhibit limited

proliferation related to dormancy (8, 31). For this reason, we
decided to evaluate alterations in the cell cycle phases in CDDP-
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residual cells. In the A549 cell line, treatment induced a significant
reduction of cells in the S and G2/M phases and a significant
increase of 1.4-fold (p < 0.0001) in the proportion of cells in the GO/
G1 phase. In H1299 cells, CDDP exposure reduced the number of
cells in the GO/G1 and G2/M phases. Surprisingly, CDDP induced a
significant increase in the number of cells in the S-phase (3.5-fold, p
< 0.001). After exposure, H1573 showed a slightly increase in the
number of cells in the S and G2/M phases with a concomitant
decrease of cells in the GO/G1 phase. In 3B1A cells, CDDP caused
accumulation of cells in G2/M, since a two-fold (p < 0.005) increase
of cells in this phase was observed (Supplementary Figures 2A-C).
These results suggest that CDDP-residual cells show cell cycle
alterations related to the DTP state.

3.3 Transcriptomic profile of
CDDP-DTP cells

We performed RNA-sequencing of poly-adenylated RNA from
CDDP-DTP cells and control cells and tested for differentially
expressed genes. Unsupervised reduction of dimensions revealed
that the main source of variation in our datasets was the CDDP
treatment, since control and drug-persister cells tended to form
distinct clusters in the first component (PC1), indicating that
CDDP-DTP cells showed a different transcriptional profile
(Supplementary Figure 3). Additionally, a high degree of
reproducibility in the biological replicates from both experimental
groups in each dataset was found. Differential expression analysis
between DTP and control cells found distinct proportions of
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differentially expressed genes (DEGs) (|logFC| > 1 and FDR < 0.01)
for each cell line (Supplementary Figure 4). When all datasets were
analyzed, CDDP-DTP cells from the four cell lines shared a total of
705 DEGs (343 upregulated and 362 downregulated), showing
consistent expression across the persister cells of the four cell
lines (Figure 2A). Interestingly, unsupervised hierarchical
clustering analysis using the expression of these 705 shared
DEGs, showed that CDDP-DTP cells tended to cluster according
to the degree of sensitivity detected in previous assays (Figure 2B).
Gene-set enrichment analyses showed that the transcriptome of
CDDP-DTP cells is positively enriched in genes participating in
pathways associated with oxidative phosphorylation, cytochrome
P450-mediated detoxification of drugs, RNA metabolism and
proteasome activity (Figures 2C, D), suggesting that these
pathways are activated. Contrarywise, negatively enriched
pathways were involved in the activation of MAPK, TGF-p, and
WNT signaling, as well as the cell cycle and apoptosis (Figures 2C,
D), suggesting that these pathways are repressed in CDDP-DTP
cells. These results corroborate our previous observations of the cell
cycle alterations after treatment indicating that CDDP-DTP cells
disabled the expression of genes involved in the cell cycle control
(Figure 2D; Supplementary Figure 2).

To understand the functional interaction among shared DEGs
from CDDP-DTP cells, a protein-protein interaction (PPI) network
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was constructed using information from the STRING database
(Figure 3A). Validation analysis showed that gene interactions of the
resulting network were more significant (enrichment p-value < 10°)
than those obtained from a random selection of the same number of
genes from the human genome. This result indicates that the CDDP-
DTP-associated genes have a higher tendency to establish a network
than would be expected by random chance. Further topological
analyses of the constructed network showed that closeness was the
centrality measure which had most information related to central
nodes (Supplementary Figure 5). Using the -log10 of closeness value, 99
of 396 genes were identified as highly central (-logl0 of closeness in the
75th percentile) (Figure 3B; Supplementary Table 3). These 99 genes
were defined as hub genes. In support of these findings community
detection analysis detected 25 subnetworks with at least five members.
Almost 75% (74/99) of hub genes were distributed in the three largest
subnetworks. Functional annotation of these subnetworks included
activation of WNT, PI3KCA, and RAS GTPase pathways. Also,
biological processes such as chromatin remodeling, post-translational
modifications on histones, and regulation of mitosis were
listed (Figure 3C).

Overall, these results indicate that CDDP-DTP cells have a
specific transcriptomic profile in which genes related to pathways,
such as drug detoxification, cell proliferation, and survival are
altered. Additionally, the subset of CDDP-DTP-associated genes

T
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T 00

Transcriptional alterations in the early lung adenocarcinoma CDDP-DTPs cells. (A) Venn diagram showing the common differentially expressed
genes (|log: fold change| > 1 and p-adjusted value < 0.01) regulated in CDDP-DTPs cells from the four cell lines. (B) Heatmap showing the
unsupervised hierarchical clustering of control and CDDP-DTPs cells using the mean-centered log; TMM-normalized counts of the common
differentially expressed genes. Sample clustering was performed calculating the Euclidean distances and the single methed. (C) Gene set enrichment
analysis of the transcriptome of CDDP-DTPS cells using KEGG data sets retrieved from MSigDB. The normalized enrichment score (NES) is shown.
(D) Enrichment plots of the most significant gene sets detected in the GSEA analysis. CT (control cells), CDDP {CDDP-treated cells), and NS (not

significant).
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is strongly linked and participates in controlling the activation of
pathways related to gene expression and cell proliferation.

3.4 RT-gPCR of hub genes of DTP cells

We analyzed the expression of 8 of the 99 hub genes found in
CDDP-DTP cells by RT-qPCR, using RNA samples independent from
those employed for transcriptome sequencing. For this analysis we
selected four overexpressed hub genes (GADD45A, SOCSI, HEXIMI,
and HBEGF), and four underexpressed hub genes (BUBIB, KIFI8A,
ERCCS6L, and NR2F2). We found that the expression of the selected
hub genes was concordant between RNA-seq and RT-qPCR, showing a
significant correlation in the four lines studied (Figures 4A-C).

3.5 Different expression of CDDP-DTP-
associated hub genes between tumor and
normal tissue

Data retrieved from the LUAD project of the TCGA database were
used to analyze the clinical significance of the hub genes. First, we
compared the expression of hub genes between tumor and normal
adjacent tissue. Only the expression of GADD45A was significantly
increased in tumor samples (p < 0.05) compared to normal tissue,

Frontiers in Oncology
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which is in line with the overexpression we found in CDDP-DTP cells
(Figure 4). In contrast, the expressions of SOCSI, EPSI5, GLI3, NR2F2,
and RCORI were significantly decreased in tumor compared to normal
tissue (p < 0.05) (Supplementary Figure 6).

3.6 Association of CDDP-DTP hub
gene expression and overall survival of
LUAD patients

To validate in silico the clinical significance of the hub genes, the
association of their expression with the OS of CDDP-treated patients
was analyzed using data retrieved from the LUAD project of the
TCGA database. Analyses were conducted in the cohort of patients
(n= 87) treated with CDDP, and Cox regression testing showed that 9
of 99 hub genes reached statistical significance with the OS of patients
(p-value < 0.05, log-rank test). Low expression of JARID2, MLLT3,
TET3, TAF4, NCOA3, PPP2RSE, NR2F2, and IGFIR, and high
expression of SOCSI was associated with poor OS of the CDDP-
treated LUAD patients (Figure 5). Interestingly, we found the same
dysregulation of these hub genes in our transcriptomic analysis
(Supplementary Table 3), which suggest that these gene signature
may be related to the presence of CDDP-DTP cells and CDDP-
treatment resistance. Moreover, six of the nine (60%) clinically
relevant genes were part of the subnetwork 6 (Chromatin
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Validation of hub genes by RT-qPCR. Log2-fold change of the expression
correlation between RNA-seq and RT-qPCR data from the four cell lines te
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remodeling), suggesting a relationship between this process and the
response to CDDP in patients (Supplementary Table 3).

3.7 SOCS1 protein expression in lung
adenocarcinoma cell lines with different
sensitivity to CDDP

Since SOCS1 was found upregulated in CDDP-DTP cells and its
overexpression correlated with poor OS in the cohort of LUAD
patients treated with CDDP, we sought to analyze the protein

or (B) RT-gPCR
(Pearson’s

of CDDP-persister state hub genes from (A) RNA-s

expression of this molecule in the 3B1A cell line (resistant to
CDDP), and in the H1573 and H1299 cell lines (mild sensitive to
CDDP), in control and CDDP-DTP cells. Western blot (WB)
analysis showed that the mildly sensitive cell lines H1299 and
H1573 show low protein expression of SOCS1 before exposure,
but these levels are significantly (p < 0.05) increased in CDDP-DTP
cells, by 2.5-fold and 3-fold, respectively (Figure 6). In contrast, the
3B1A cell line has higher levels of SOCS1 before exposure to CDDP
and displays no significant changes after CDDP exposure
(Figure 6). This result supports the notion that high SOCS1
expression might be related to intrinsic resistance to CDDP.
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OS of patients are shown. High expression of eight hub

genes was associated with better OS, whereas only high expression of SOCS1 was associated with poor OS of CDDP-treated LUAD patients.

Frontiers in Oncology

09 frontiersin.org

88



Chavez-Dominguez et al.

10.3389/fonc.2023.1208403

H1299 H1573 3B1A

CT CDDP CcT CDDP CcT CDDP
Socs1 = =
(25 kDa) - e e L, W
p-actin
o [ — P w— w—

H1299 H1573 3B1A
FIGURE 6
Comparison of SOCS1 expression in untreated cells (CT) and CDDP-DTPs (CDDP) from H1299, H1573, and 3B1A cell lines. Actin beta (42 kDa) was
employed as an endogenous expression control. Fold change of SOCS1 expression respect to actin beta is indicated, comparing the relative units of
CDDP-DTPs and control cells. Three independent experiments were performed. Data are shown as the mean + SD. Significant difference between
control and treated cells is indicated with asterisks (* p < 0.05, ns, not significant)

3.8 Localization of SOCS1 in
CDDP-DTP cells

To assess the localization of SOCSI and corroborate the WB
results, we performed IF on control and DTP cells. In H1299 and
H1573 cells, a slight to no cytoplasmic expression of SOCS1 was
observed prior to treatment. However, the fluorescence increased in
CDDP-DTP cells. In comparison, 3B1A cells showed a higher signal
of cytoplasmic fluorescence of SOCS1 before treatment that was
maintained after CDDP exposure (Figure 7). These observations are
consistent with the protein expression detected by WB.

3.9 Effect of SOCS1 knockdown in
CDDP resistance

To further explore the role of SOCS1 in CDDP resistance, we
performed DsiRNA-mediated knockdown in the CDDP-resistant
3B1A cell line and assessed its effect on CDDP cytotoxicity.
Fluorescently labeled transfection control showed an efficiency of
transfection above 80% (Figure 8A). RT-qPCR showed a 50%
decrease in the mRNA expression of SOCS1, compared to mock
control and cells transfected with an independent DsiRNA
(HPRT1) (Figure 8B). The cell viability assay revealed that
knockdown of SOCS1 reduced approximately 30 to 40% of cell
viability of 3B1A cells, compared to control cells, at concentrations
tested of 20 and 40uM of CDDP (Figure 8C).

Cells with SOCS1 knockdown decreased fluorescent compared
to that of siHRTP and mock controls (Figure 8D).

Taken together, these results suggest that the differential
expression of SOCS1 before and after treatment may be related to
the phenomenon of intrinsic resistance as well as the differential
sensitivity to CDDP previously observed in cell lines.
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4 Discussion

Despite the development of new therapeutic strategies, CDDP
remains as the standard care treatment for advanced lung tumors
that do not harbor EGFR mutations or that show resistance to TKIs.
However, not all lung cancer patients show a favorable response at
treatment onset, and responders eventually acquire resistance to
CDDP therapy. Previous reports indicate that during the
development of acquired resistance to chemotherapy, a
population of cells survives since the initial exposure. These cells
are known as drug persister cells (10, 32). According to the drug
persister model proposed by Lin and Shaw (33), these cells
propagate and give rise to subclones that show acquired
resistance to chemotherapy, leading to tumor relapse. Most
reports indicate that DTP cells emerge after continuous exposure
to antitumoral agents (10, 13, 34). Recent studies performed in
osteosarcoma, melanoma, colorectal, and lung cancer cell lines
showed that, after two weeks of drug exposure, DTP cells
reprogram their transcriptome by altering key cellular pathways
which favor their survival (8, 15, 35, 36). However, current research
has not yet clarified the early molecular mechanisms underlying the
intrinsic resistance against CDDP in drug persister cells in lung
cancer. For this reason, we considered it necessary to investigate the
transcriptomic alterations in CDDP-DTP cells after a single CDDP
exposition and their impact on the emergence of drug resistant cell
populations and subsequent tumor relapse. To our knowledge, this
is the first study evaluating the earliest transcriptional changes
associated with the drug-tolerant persister state after a unique
exposure to CDDP in lung adenocarcinoma cell lines.

Bronte et al. (37) reported that one of the primary sources of
variable sensitivity to chemotherapy in patients is the presence of
pre-existing mutations in cancer driver genes. TP53 is one of the
most relevant genes controlling the cytotoxic effect induced by
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In order to investigate other factors that may be participating in
the early drug persistence or tolerant state related to CDDP
resistance, we sought to evaluate the interactions among DEGs
associated with the DTP state. Reports indicate that following
radiation or CDDP exposure, nasopharyngeal and osteosarcoma
cell lines reprogram their transcriptomes to survive the insult as
soon as 24 h (15, 46). Similarly, we found that CDDP-DTP cells
differentially expressed a subset of genes that could be related to the
early drug-tolerant persister state. Functional annotation of the
transcriptomes revealed that CDDP-DTP cells activate pathways
associated with oxidative phosphorylation, drug metabolism,
enzymes of cytochrome P450, and proteasome activity. These
results are in accordance with previous findings of models of
CDDP-acquired resistance in which detoxifying enzymes that
neutralize the oxidative species of the drug were detected (47).

Additionally, the activation of oxidative phosphorylation has
been reported to be linked with CDDP resistance in ovarian cancer
by stimulating the production of pro-inflammatory cytokines such
as IL-6 and IL-8, which favor the expression of membrane pumps
involved in the extrusion of CDDP (48). We found that CDDP-
DTP cells inactivate pathways associated with cell proliferation,
such as the canonical WNT, TGF-f signaling, and cell cycle
pathways. These results are in line with previous studies showing
that at advanced exposure times, a population of DTP cells lose the
capacity to cycle (8, 31). Moreover, Krtinic et al. reported that
ovarian cancer cells with decreased gene expression associated with
proliferation exhibit CDDP resistance (49). Accordingly, we found
alterations in the distribution of the cell cycle phases of CDDP-
residual cells. A possible explanation for this finding is that CDDP-
DTP cells might be delayed in the cell cycle due to the DNA
damaged caused by CDDP, as previously mentioned. Recent
evidence in osteosarcoma and lung adenocarcinoma cell lines
shows that after CDDP exposure, a residual population of tumor
cells survives because they are delayed in proliferation, since they
require time to activate DNA repair mechanisms to alleviate the
stress caused by CDDP (50, 51). Our findings suggest that CDDP-
residual cells survive the cytotoxic insult by altering the distribution
of cells in cell cycle phases and decreasing their proliferation rate,
which is associated with the DTP state.

One of the main objectives of the present work was to identify a
transcriptional signature related to the emergence of early CDDP-
DTP cells in lung adenocarcinoma cell lines. Prior studies have
reported the importance of genes participating in decreased cell
proliferation, chromatin remodeling, and metabolic alterations
associated with dormancy after prolonged exposure to
antitumoral drugs in cell lines (31, 34, 35). Liau’s and
Vinogradova’s groups demonstrated that persister cells upregulate
histone demethylases, such as KDM5 or KMD6B as a survival
strategy (34, 52). Glioblastoma DTP cells, in addition to
upregulating histone demethylases, also decrease the expression of
cell cycle genes as a strategy to survive the cytotoxic effect of kinase
inhibitors (52). These pathways remain altered for prolonged
exposure times, and, in our study, we found that these pathways
are involved since early stages of the persister state to CDDP.

The use of publicly available data bases such as the TCGA has
facilitated progress in the study of the different cancer types. The
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analysis of DEGs between tumor and normal tissue has enabled the
proposal of molecular markers for the diagnosis and prognosis of
treatment response, especially in lung cancer. Comparing the
expression of the CDDP-DTP-associated genes between tumor
and normal adjacent tissue, and its clinical relevance, we found
that six (GADD45A, SOCS1, EPS15, GLI3, NR2F2, and RCORI) of
the hub genes have significant differences. Interestingly, according
to the data analyzed, the expression of SOCSI is lower in the tumor
tissue than in normal adjacent tissue.

By analyzing the clinical relevance of the CDDP-DTP-associated
hub genes with the five-year OS of CDDP-treated patients from the
LUAD cohort of the TCGA, we found a positive correlation with the
expression of eight of these hub genes (JARID2, MLLT3, TET3, TAF4,
NCOA3, PPP2RSE, NR2F2, and IGFIR). With respect to the findings of
SOCSI in the OS of patients, which appear to be contrary to those
reported in tumor tissue, overexpression of SOCSI correlates with poor
OS of the CDDP-treated LUAD patients. This may be due to SOCSI
expression could be related to the abundancy of tumor cells that
pretreatment display the DTP state. These cells would be able to survive
CDDP exposure and expand to favor treatment resistance and eventual
tumor relapse. Further studies in tumor samples and liquid biopsies
evaluating the expression of the proposed genes at treatment onset,
with treatment, and incorporating results of Response Evaluation
Criteria in Solid Tumors (RECIST) are required to confirm their
biological relevance in lung adenocarcinoma patients.

Since overexpression of SOCSI was associated with poor OS of
CDDP-treated LUAD patients, which may suggest that it plays an
important role in resistance to treatment, we wanted to evaluate if
SOCSI expression was associated with the different sensitivity to
CDDP observed among cell lines. SOCS1 belongs to a family of
eight intracellular proteins that negatively regulate the signaling
induced by pro-inflammatory cytokines via JAK/STAT, TLR, and
NE-kB activation (53). Alterations in SOCS1 activity are implicated
in autoimmune diseases such as psoriasis, systemic lupus
erythematosus, recurrent uveitis, and cancer (53). In this regard, the
dichotomic participation of SOCSI in cancer has been extensively
discussed since, depending on the tumor stage, it displays both tumor-
promoting or antitumor activities (54, 55). However, its role in
chemotherapy resistance is not well understood. Our results suggest
a direct relationship between the level of SOCS1 expression and the
resistance of cell lines to CDDP. The 3BIA cell line, derived from an
untreated patient, showed the highest resistance to CDDP and the
highest expression of SOCS], suggesting the presence of CDDP-DTP
cells, which may emerge alongside tumor development. In comparison,
H1299 and H1573 cell lines showed mild sensitivity to CDDP and
lower SOCSI exp this expression augmented in residual cells.
This suggests the existence of tumor cells that survive the initial
exposure to CDDP and overexpress SOCS! in response to the insult
as another possible source of CDDP-DTP cells. It has been reported
that SOCSI interacts with proteins of the DNA damage response such
as ATM and ATR (56). In this setting, CDDP-DTP cells could alleviate
the stress in DNA caused by CDDP by increasing the expression of
SOCSI at the transcript and protein levels. These findings suggest the
role of SOCS! in the intrinsic resistance against CDDP of lung cancer
cell lines. However, further basic and clinical studies are needed to
examine SOCSI alterations and to precisely identify its molecular
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mechanism after CDDP exposure in lung adenocarcinoma and its
relationship with treatment efficacy.

In accordance with previous reports, we found that SOCS1 was
mainly localized in the cytoplasm, where it can interact with STAT
family members, such as STAT3 and STAT]1 (57). These results may
be explained by the fact that STAT1-STAT3 heterodimer displays
antitumor effects by regulating the transcription of genes
participating in cell death (58).

To further confirm the role of SOCS1 in CDDP resistance, we
transfected the 3BIA cell line with a DsiRNA against SOCS1. The
increase in cell death of transfected cells supports the proposal that
targeting of SOCSI expression sensitizes a previously resistant cell
line against CDDP.

In conclusion, our work provided a comprehensive network of
the genes participating in the early stages of CDDP-DTP cells. The
transcriptional changes associated with this state activated key
cellular processes regulated by the interaction of critical protein-
coding genes. We suggest that the genes in this signature display an
important functional and clinical relevance for lung
adenocarcinoma patients before CDDP treatment. This gene
signature could represent a promising alternative to improve the
outcome of lung cancer patients. Importantly, SOCSI could be used
as a response biomarker of CDDP treatment and as a potential
target to overcome resistance to this standard chemotherapeutic.
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