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Resumen

Las neoplasias malignas pulmonares representan al grupo de enfermedades de mayor
indice de mortalidad a nivel mundial, siendo los adenocarcinomas aquellos de mayor
incidencia. La quimioterapia es un componente importante del tratamiento,
principalmente en estadios clinicos tardios del cdncer pulmonar, representando las escasas
opciones terapéuticas disponibles. No obstante, la resistencia a farmacos oncologicos
representa una barrera significativa para disminuir la mortalidad y relapsos neoplasicos
pulmonares. Dicha quimioresistencia, ha sido relacionada con la sobreexpresiéon de
marcadores involucrados en la troncalidad celular, tales como BMI-1, CD133 y ABCG2,
entre otros, considerados clave en el mantenimiento de células tipo stem del céncer.
Debido a lo anterior, en el presente trabajo nos propusimos analizar la expresién inducible
del marcador de troncalidad BMI-1, durante eventos de quimioresistencia de tumores
pulmonares tipo adenocarcinoma. Para ello, se realizo analisis de la expresion relativa de
BMI-1 y marcadores de fenotipo stem-quimioresistente, tales como CD133 y ABCG2, en
presencia de esquemas farmacolégicos de cisplatino y/o doxorrubicina; asi como en
presencia de inhibidores epigenéticos, como 5-aza y TSA para analizar los posibles
mecanismos epigenéticos involucrados. Aunado a esto, para evaluar la participacion de
BMI-1 en la quimioresistencia, fueron realizados ensayos de silenciamiento genético por
siRNAs, bajo distintas condiciones de tratamiento oncol6gico tinico o combinado con
inhibidores epigenéticos antes mencionados.

Los resultados permitieron observar que bajo distintos esquemas de tratamiento por
Cisplatino y/o Doxorrubicina se indujo un fenotipo stem quimioresistente en lineas
celulares tipo adenocarcinoma de origen caucésico y mestizo mexicano, que correlaciona
con mecanismos de regulacion epigenética basados principalmente en la metilacion del
DNA de secuencias promotoras. Asi mismo, fue posible identificar que el silenciamiento
del gen BMI-I, permite reducir el fenémeno de quimioresistencia en carcinomas
pulmonares tipo adenocarcinoma, probablemente representando un blanco terapéutico

frente al cancer pulmonar.

Palabras clave: cancer pulmonar, quimioresistencia, BMI-1, células stem del céncer.



1.- Introduccién
1.1.- Epidemiologia del Cancer

El cancer es un grupo de enfermedades que representan la segunda causa de muerte en
paises econémicamente desarrollados y paises en desarrollo, solo después de las
enfermedades cardiovasculares. Lo anterior como resultado del envejecimiento de la
poblacién y la adopcion de habitos de vida que involucran la exposiciéon a factores de
riesgo, entre ellos, tabaquismo, alcoholismo, falta de actividad fisica y una alimentacion
deficiente. A nivel mundial en el 2008, se estimaron cerca de 12.7 millones de nuevos casos
y 7.6 millones de muertes ocurridas por cancer (Jemal et al, 2011). Al respecto, se prevé que
el namero de decesos por cancer, supere los 13,1 millones para el afio 2030 a nivel mundial

(Ferlay et al, 2010).

Actualmente se describen cerca de 100 tipos de cancer, entre ellos el cancer pulmonar con
el mayor indice de mortalidad, con mas de 1.37 millones de muertes a nivel mundial,
mientras que el cancer gastrico con 736,000, cdncer hepatico con 695,000, el cancer
colorectal 608,000, cancer de mama 458,000 y el cancer cervico uterino con 275,000

muertes son los tipos de cancer con mayor mortalidad a nivel mundial (Ferlay et al, 2010).

Mantenimiento
. descontrolado Evasion de
1.2.- Procesos de Identidad Molecular de las sefiales de supresores
(Hallmarks) del Cancer proliferacicn de tumor
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Figura 1: Hallmarks del Cdncer propuestos por Hanahan y




constituyen un principio de organizacion que permiten el desarrollo ordenado de
enfermedades complejas y multifactoriales como las enfermedades neoplasicas malignas
(Fig. 1), de este modo los llamados Hallmarks del cancer, incluyen procesos tales como: 1)
mantenimiento descontrolado de las sefiales de proliferacion, ii) evasién a supresores de
crecimiento, iii) resistencia a la muerte celular por apoptosis, iv) potencial replicativo
ilimitado, v) induccién de angiogénesis, vi) reprogramacion del metabolismo energético,
vii) invasion y metdstasis, viii) evasion al sistema inmune ix) procesos inflamatorios e x)

inestabilidad genémica (Hanahan & Weinberg, 2011).

1.3.- Factores Moleculares del Cancer

1.3.1.- Alteraciones Genéticas

La adquisicién de estos Hallmarks del cancer, dependen de una serie de alteraciones a
nivel genémico y genético (deleciones, recombinacién, amplificacion, mutaciones, etc.) que
durante cada division dichas alteraciones proporcionan ventaja selectiva a las células en
transformacion, permitiendo su extension y eventual dominancia (Hanahan & Weinberg,
2011; Bertram, 2001). Estas alteraciones proveen la capacidad de incrementar la actividad
de proliferacién celular y/o inactivar la funcién de genes involucrados en el control del

ciclo celular y encargados de la reparacién del dafio al DNA (Bertram, 2001).

Los genes blanco en estos procesos de transformacion neoplésica se conocen como proto-
oncogenes que en su forma mutante o hiperactiva se les denominan oncogenes (Bertram,
2001), los cuales codifican moléculas capaces de estimular el crecimiento celular y sus
receptores (Ej. Ras), proteinas antiapoptéticas (Ej. Bcl-2), factores de transcripcion (Ej. Myc)
y genes supresores de tumor los cuales codifican proteinas intracelulares que regulan o
inhiben la progresién a través de un estadio especifico del ciclo celular (Ej. pl6 y Rb),
receptores o transductores de sefiales para hormonas secretadas o sefiales de desarrollo
que inhiben la proliferacién celular (Ej. TGFpB), proteinas de control de puntos clave del
ciclo celular que participan en eventos de dafio al DNA (Ej. p53) y proteinas capaces de
estimular la apoptosis (Lodish et al. 2005). Aunado a estas alteraciones gendmicas, se ha
reportado que alteraciones epigenéticas también, contribuyen al establecimiento y

progresioén del cancer (Herceg, 2007; Hanahan & Weinberg, 2011).



1.3.2.- Alteraciones Epigenéticas

La epigenética juega un papel importante en la regulacion de diversos procesos celulares,
entre los cuales podemos encontrar, la regulacién de la expresion génica, interacciones
DNA-proteinas, diferenciaciéon celular, embriogénesis, inactivacién del cromosoma X e
impronta gendémica, esto mediante mecanismos que alteran la actividad génica sin
involucrar cambios en la secuencia lineal del DNA, siendo a su vez modificaciones

reversibles y heredables -a nivel replicativo- (Portela & Esteller, 2010).

Al respecto, se han descrito distintos mecanismos de regulaciéon epigenética:

Metilacién del DNA: Constituye la modificacién epigenética més estudiada en humanos.
Proporciona un mecanismo de silenciamiento génico estable que juega un papel
importante en los mecanismos de regulacién transcripcional. La metilacion del DNA
ocurre principalmente por modificaciones covalentes en las bases de citocinas localizadas
en el contexto de dinucleétidos CpGs, catalizada por las enzimas DNA metil-transferasas
(DNMTs); estos dinucledtidos tienden a agruparse en regiones llamadas islas CpG
localizadas preferentemente en la region 5 de los genes, ocupando aproximadamente el
60% de los promotores (Portela & Esteller, 2010). Tales patrones de metilacién del DNA
puede inhibir la expresiéon mediante el reclutamiento de proteinas de unién al DNA
metilado conocidas como "MBDs” por sus siglas en inglés, que a su vez, reclutan
complejos proteicos modificadores de histonas y/o remodeladores de la cromatina,

modulando la unién de factores de transcripcién a sitios blanco (Lopez-Serra & Esteller,

2008).

Modificacion de Histonas: El octdimero de histonas agrupadas en dimeros (H2A-H2B) y
tetrdmeros (H3-H4) de histonas, enrolladas con un segmento de aproximadamente 147
pares de bases de DNA, constituyen al nucleosoma como unidad minima de regulacién de
la cromatina (Kouzarides, 2007). Dichas estructuras proteicas con dominios globulares C-
terminal y colas N-terminal son objeto de modificaciones covalentes post-transduccionales
que incluyen metilacién, acetilaciéon, ubiquitinizacién, sumoilacién y fosforilaciéon en
residuos de aminoécidos en los tetrameros de histonas (Bannister & Kouzarides, 2011). En

este sentido dichas modificaciones son clave en procesos celulares de la transcripcion,
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replicacion, reparaciéon del dafio al DNA y condensacién de la cromatina (Berstein et al,

2007; Kouzarides, 2007; Huertas et al, 2009).

Al respecto se propone que, modificaciones covalentes en histonas permiten adquirir un
cédigo de memoria molecular o identidad molecular epigenética, capaz de establecer
programas funcionales a nivel de la fisiologia celular a partir de la estructura de la
cromatina (Delage & Dashwood, 2008). Dichas modificaciones acttan ya sea reprimiendo
o promoviendo la actividad de la cromatina y/o reclutando proteinas no-histénicas
efectoras, estableciendo un “cédigo histonico” particular para cada estirpe celular definido
(Sharma et al, 2010); estas configuraciones pueden estar definidas por distintos niveles de
acetilaciéon y/o metilacién, por ejemplo, la eucromatina (cromatina laxa) que se encuentra
transcripcionalmente activa, se caracteriza por altos niveles de acetilacion y trimetilacion
en la histona 3, en lisinas 4, 36 y 79 (H3K4, H3K36 y H3K79); mientras que la
heterocromatina (cromatina condensada) que se encuentra transcripcionalmente inactiva,
se caracteriza por niveles bajos de acetilacion y niveles altos de metilacion en las histonas 3
y 4 en lisinas 9, 27 y 20 (H3K9, H3K27 y H4K20) (Li et al, 2007). Bajo este contexto, estudios
recientes han reportado que patrones en el cédigo histénico logran ser predictivos de los
patrones y niveles de expresion génica, ejemplo de ello, la activacién transcripcional
correlaciona con variaciones del nivel de H3K4me3, H3K27ac, H2BK5ac y H4K20mel
localizados en secuencias promotoras; mientras que, H3K79mel y H4K20mel localizadas
dentro del marco abierto de lectura del gen, por otra parte, la trimetilacién de H3K9me3 y
H3K27me3 presentes en secuencias promotoras modulan negativamente la expresion

transcripcional (Sharma et al, 2010; Karlic et al, 2010).

Remodelacion de la Cromatina, Nucleosomas y Variantes de Histonas: Los nucleosomas
constituyen una barrera en el proceso de la transcripcion, al bloquear el acceso a los
factores activadores y/o represores de la transcripcién a secuencias promotoras del DNA
gendmico. En particular, el posicionamiento de los nucleosomas cercanos al sitio de inicio
de la transcripciéon (TSSs) influye en las etapas de inicio de la transcripcién, ya que, la

pérdida del nucleosoma rio abajo del TSS correlaciona estrechamente con la activacion



génica, mientras que la compactacion u oclusién del TSS por el nucleosoma esta asociado

con la represién génica (Cairns, 2009).

Basado en lo anterior, se conoce que diversos complejos macromoleculares mueven,
desestabilizan, eyectan o reestructuran a las unidades minimas de la cromatina, los
“nucleosomas”, de forma dependiente de ATP, estos complejos son conocidos como
remodeladores de la cromatina y clasificados en 4 familias principales tales como,
SWI/SNF, ISWI, CHD e INO80 (Ho & Crabtree, 2010). Adicional a esto, las alteraciones
fisicas en el posicionamiento nucleosomal a través de los remodeladores nucleosomales,
son capaces de incorporar variantes de histonas, ej. H3.3, H2A.Z, H2A.X y macroH2A
entre otras, que también influyen en la ocupacién nucleosomal y por tanto en la actividad
génica, por ejemplo la incorporacién de la variante de histona H2A.Z protege al DNA

contra la metilacién (Sharma et al, 2010; Vardabasso et al, 2013).

Estos mecanismos epigenéticos experimentan aberraciones importantes en cancer, que en
conjunto con alteraciones a nivel genémico y genético conducen al establecimiento y
progresiéon de las enfermedades neoplasicas (Ellis et al, 2009). Entre ellas, destacan la
hipometilacién en secuencias repetitivas del DNA, retrotransposones y oncogenes,
induciendo inestabilidad genémica y expresiéon aberrante de proto-oncogenes, e
hipermetilacién de islas CpG en secuencias promotoras de genes supresores de tumor,
capaces de provocar su inactivacion transcripcional (Sandoval & Esteller, 2012; Dawson &

Kouzarides, 2012).

Asi mismo, destacan otro tipo de cambios en el epigenoma de células neoplasicas, tales
como, reduccién de acetlacion de H4K16 mediada por deacetilasas de histonas (HDACsS),
sobre-expresadas en diversos tipos de cancer. Asi como la pérdida o ganancia de marcas
de activaciéon vs represion transcripcional H3K4me3-H4k20me3 y H3K9me-H3K27me3,
respectivamente, lo cual se debe principalmente a la expresion aberrante de
metiltransferasas de histonas (HMTs) vs desmetilasas de histonas (HDMet) (Esteller, 2007).
Aunado a esto, subunidades de complejos proteicos pertenecientes al grupo Polycomb y
Trithorax cuya funcién en condiciones de normalidad, es establecer patrones o
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modificaciones histénicas que conducen al balance represién vs activacién transcripcional,
capaces de controlar la senescencia, ciclo celular, apoptosis y estabilidad genémica; asi
como el desarrollo embrionario y establecimiento de la memoria epigenética, se
encuentran alterados en diversos tipos de cancer, ejemplo de esto, son alteraciones en la
funcién de metiltransferasas de histonas como EZH2 (subunidad del grupo Polycomb),
dando como resultado aumento en la proliferacion celular e influyendo en la progresién

de diversos tipos de cancer (Gieni & Hendzel, 2009; Mills, 2010).

Basado en las propiedades reversibles de los mecanismos epigenéticos de metilacién del
DNA y modificacion del c6digo de histonas, ha tenido lugar la terapia epigenética como
una opcioén de tratamiento frente del cancer (Kelly et al, 2010). En este sentido, han
destacado los inhibidores de metilacion del DNA, como 5-azacytidina (5-aza/CR o
azacitidina) y 5-aza/2’-deoxycytidina (5-aza/CdR o decitabina) como los primeros
farmacos epigenéticos propuestos para su uso en la terapia oncolégica, asi como el uso de
inhibidores de HDAC:sS, entre los que se encuentran el 4cido hidroxdmico suberoilanilido
(SAHA) y tricostatin A (TSA), farmacos que han sido aprobados por la Administracién de
Alimentos y Medicamentos (FDA) (por sus siglas en inglés: Food and Drug
Administration de E.U.A), para el tratamiento de leucemias y otros tipos de céncer de
origen hematopoyético, o bien linfomas cutdneos de células T (Kalebic, 2003; Yoo & Jones,

2006; Kelly et al, 2010).

En este sentido, los diversos estudios que han incorporado el papel de la regulacion
epigenética, incluyen distintos tipos de cancer de alta incidencia y mortalidad, entre ellos

el cancer pulmonar (Bowman et al, 2006; Tooyoka et al, 2006; Portela & Esteller, 2010).



2.- Cancer de Pulmén

El cancer pulmonar es un grave problema de salud puablica en México y a nivel mundial
debido a su alta incidencia y letalidad (Godoy et al, 2007; Jemal et al, 2011); es la principal
causa de muerte por neoplasias malighas representando el 22.5% de todas las muertes
debidas a cancer a nivel mundial (Ferlay et al, 2010). En este escenario, México no es la
excepcion, causando altos costos econdémicos para instituciones del sector salud y
productivo, debido en parte a la incapacidad de los servicios de salud para ofrecer un
diagnoéstico y tratamiento oportunos (Franco-Marina y Villalba-Caloca, 2001; Cerecedo-

Zapata et al, 2009).

La clasificacion histopatologica de esta enfermedad comprende dos grupos: carcinomas
pulmonares de células pequefias (SCLC) y carcinomas pulmonares de células no pequefas
(NSCLC), siendo este ultimo el més frecuente representado por tres tipos histolégicos
principales: i) carcinoma de células grandes (LC), ii) carcinomas epidermoides o
carcinomas de células escamosas (SCC) y iii) adenocarcinomas (AD), siendo éste el de
mayor incidencia y que se ha incrementado de forma dramatica durante los tltimos 40
aflos, en mujeres no fumadoras y personas menores de 40 afios de edad (Minna et al, 2002;

Sun et al, 2007; Donnem, 2009).

Entre los factores de riesgo, el tabaquismo esta directamente asociado al cancer de
pulmoén, donde prevalece una relacién dosis respuesta, entre la duracién e intensidad de la
exposicién al humo del tabaco; no obstante, estadisticas globales estiman que 15% de los
carcinomas pulmonares en hombres y 53% en mujeres no son atribuidos al tabaquismo
(Sun et al, 2007). Adicional a ello, dentro de los factores de riesgo ocupacional-ambiental
mas comunes se encuentran la exposicién a: radiacién ionizante, asbestos, radon, arsénico,
cromo, niquel y cloruro de vinilo. Asi mismo, enfermedades de pulmoén preexistentes tales
como: fibrosis idiopética pulmonar, tuberculosis y enfermedades pulmonares obstructivas
crénicas estan asociadas al incremento en los indices de cancer pulmonar (Collins et al,

2007).



El tratamiento de pacientes con cancer de pulmon sigue siendo un desafio para la Biologia
y la Medicina (Chang, 2011) a pesar de que esta enfermedad puede ser curable en etapas
tempranas (Chang, 2011; Spira & Ettinger, 2004). La mayoria de los pacientes se
diagnostican de manera tardia, es decir cuando el tumor ha progresado maés alla del sitio
primario, en este sentido, los pacientes se enfrentan a un régimen de tratamiento intensivo
e invasivo el cual comprende cirugia, radioterapia y/o quimioterapia, al igual que,
esquemas combinados de tratamiento fisico y quimico en funcién del estadio de la
enfermedad y eficacia del esquema terapéutico. Cabe mencionar que, los pacientes con
diagndstico tardio, es decir con enfermedad clinica avanzada la opcién de primera eleccion
es la quimioterapia, incluso para pacientes candidatos a cirugia curativa, mediante
esquemas neo-adyuvantes y adyuvantes (Chang, 2011). Por lo que, la disponibilidad de
agentes quimioterapéuticos eficaces y técnicas quirtrgicas avanzadas, podran contribuir
de manera gradual al éxito terapéutico en contra de esta enfermedad. (Chang, 2011). Sin
embargo, la disminucién en la tasa de mortalidad debido entre otros criterios, al éxito del
tratamiento farmaco-oncolégico asociada con el grupo NSCLCs, en la actualidad se
encuentra muy lejana a indices de mortalidad observados para otros tipos de cancer de

alta prevalencia, tales como cancer de mama, préstata, colon y recto (Jemal et al, 2008).

2.1.- Quimioterapia y Quimioresistencia en Cancer de Pulmén

La quimioterapia se reconoce como un componente importante del tratamiento en las
distintas etapas clinicas del cancer pulmonar. Sin embargo, debido al diagnéstico en
etapas tardias de la enfermedad (clinico avanzado), la quimioterapia constituye la base de
su tratamiento y es fundamental para determinar la supervivencia, sobrevida y calidad de
vida del paciente (Chang, 2011). El uso de farmacos oncolégicos con base en derivados de
platino (cisplatino y carboplatino) constituyen el pilar de la quimioterapia en pacientes con
diagnostico de esta enfermedad, debido a su potencial citotéxico (Chang, 2011), causando
estrés a organelos celulares mediante la induccién de especies reactivas de oxigeno (ROS)
y dafio al DNA, de esta forma activan distintas vias que evitan la replicaciéon del DNA y
proliferacién celular, conduciendo a la muerte celular por apoptosis (Sancho et al, 2012;
Florea & Biisselberg, 2011). Este grupo de antineoplasicos generalmente se administran en

combinacién con agentes de unién a tubulina (TBA), que incluyen a los taxanos (paclitaxel,
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docetaxel) y vincalcaloides como vinorelbina, y vincristina, asi como también, andlogos de
la camptotecina (irinotecan, topotecan) que inhiben la actividad de la topoisomerasa I,
antimetabolitos como la gemcitabina o pemetrexed (Chang, 2011) y agentes inhibidores de

la topoisomersa II como la doxorrubicina (Spira & Ettinger, 2004).

A pesar de la diversa gama de posibles esquemas de tratamiento farmacolégico, el
cisplatino permanece como el farmaco por excelencia en el tratamiento de cancer
pulmonar con una tasa de respuesta del 15%-25%(Sandler et al, 2000; Basu &
Krishnamurthy, 2010); no obstante su éxito se ve comprometido por los efectos
secundarios que éste induce, por ejemplo, dafio al rifiéon, dafio a neuronas e
inmunosupresién, entre otros, asi como la resistencia a éste en el transcurso del
tratamiento (Florea & Biisselberg, 2011) y frente a esquemas combinados de tratamiento
oncolégico pulmonar (Chang, 2011); tal como ocurre frente a esquemas basados en
doxorrubicina, la cual es una antraciclina quimioterapéutica, perteneciente a la clase de
productos naturales antineoplésicos efectiva para el tratamiento de cancer pulmonar de
células pequenas (SCLC), en contraste con su baja efectividad en tumores del grupo
NSCLC (Shingal et al, 2006). Esta quimioresistencia en carcinomas pulmonares ha sido
asociada con la detoxificacion por la inactivacion del farmaco mediante enzimas que
contienen azufre tales como las metalotineinas (MTs) y el glutation (GSH), asi como la
participacion de la maquinaria de reparacion del DNA por escision de nucleétidos (NER)
y la reduccion de la acumulacion del fdrmaco mediante proteinas transportadoras
dependientes de ATP, pertenecientes a la familia ABC.(Arora et al, 2010; Shanker et al,
2010; Seve & Dumontet, 2005; Wu et al, 2003)

A pesar de los avances en el desarrollo de agentes quimioterapéuticos y datos emergentes
sobre estrategias eficaces de administracién de dichos farmacos oncolégicos, la resistencia
a los farmacos por parte de la células neopldsicas (quimioresistencia) continua
representando un reto importante en el tratamiento de neoplasias humanas, por lo que, el
manejo exitoso de esta enfermedad se encuentra en funcién de la seleccion de los farmacos
apropiados, basados en la probabilidad de respuesta e induccién de sensibilidad al

tratamiento (Chang, 2011).



2.1.1.- Quimioresistencia Asociada a Células Tipo Stem del Cancer

Distintas evidencias, sugieren que neoplasias malignas de origen hematopoyético y
tumores s6lidos de origen epitelial, estin conformados por grupos de poblaciones
celulares responsables de la iniciacion, progresién y mantenimiento de tumores, llamadas
células stem del cancer (CSCs) o células iniciadoras del cancer, debido a caracteristicas
moleculares y funcionales semejantes en células stem fisiologicas (troncales) (Lobo et al,
2007; Houghton et al, 2007; Zhou & Zhang, 2008; Veldzquez y De la Fuente, 2009). Entre
estas caracteristicas destacan la capacidad de auto-renovaciéon, pluripotencialidad,
expresion de marcadores de superficie y genes relacionados con células stem y desarrollo

embrionario (Guo et al, 2006; Zhou & Zhang, 2008).

Los agentes terapéuticos mas comunes han sido desarrollados con base a su actividad por
inhibir o inducir la muerte de células neoplésicas. No obstante, dicho enfoque tradicional
ignora en gran medida la presencia de poblaciones celulares tipo stem del cancer, que
prevalecen en el tumor. Ademads de que, ésta poblacion celular posee propiedades que a
menudo provocan resistencia inherente a terapias convencionales. Esta resistencia ha sido
reportada en distintos tipos de cdncer, incluyendo en cancer de pulmoén. Por tanto, se
considera que el fracaso de las terapias oncoldgicas se debe en parte al fracaso por
erradicar a poblaciones celulares tipo CSCs, las cuales prevalecen por su alta capacidad de
proliferacién y generacién de micrometastasis, logrando restaurar el crecimiento tumoral y

generar nuevos focos neoplasicos (Zhou & Zhang, 2008; Wu et al, 2012).
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3.- Antecedentes

3.1.- Expresién de Marcadores Relacionados a Quimioresistencia y Células Tipo Stem
del Cancer

En cancer, resulta cada vez mas evidente que los diversos genes involucrados en el
desarrollo embrionario, correlacionan con eventos que gobiernan los sistemas de des-
diferenciacion en células adultas hacia el desarrollo de patrones de expresion y
epigenéticos que conducen al desarrollo de enfermedades malignas, a la vez de que, han
sido relacionados con diversas sub-poblaciones celulares dentro del tumor, con
caracteristicas similares a las células stem (Mohammad & Baylin, 2010). Ejemplo de ello,
es la participacion de factores de transcripcion como SOX, Nanog, Oct-4 y miembros de
reguladores epigenéticos como BMI-1, capaces de mantener el estado indiferenciado, la
capacidad de autorenovacién y pluripotencialidad de las células stem fisiologicas y
probablemente sobre-expresados en CSCs en distintos tipos de cancer (Mohammad &

Baylin, 2010; Loh et al, 2006; Hu et al, 2010, Wang et al, 2011).

3.1.1.- Quimioresistencia Asociada a BMI-1
Dentro del anélisis de neoplasias pulmonares, se han identificado numerosos genes
desregulados, entre estos se encuentra BMI-1, el cual se ha distinguido por valores altos de
expresion en tumores del grupo NSCLC (Vrzalikova et al, 2008; Volanthen et al, 2001), que
a su vez representa un componente clave del grupo Polycomb (especificamente del
Complejo Represor 1) que mediante cambios estructurales en la cromatina asociados a
modificaciones histénicas a través de la formacién de dos complejos multiproteicos: el
Complejo Represor Polycomb 1 y el Complejo Represor Polycomb 2, regula la represion
transcripcional de genes que durante el desarrollo embrionario codifican factores
transcripsionales 6 reguladores importantes en el control de la identidad celular y que

juegan un papel importante en el desarrollo del cancer (Sparman & Van Lohuizen, 2006).

BMI-1 (por sus siglas en ingles: Polycomb group protein B lymphoma Mo-MLV insertion
region 1 homolog - sitio de insercién 1 del virus Mo-MLV de linfoma de células-B) fue
inicialmente identificado como oncogén capaz de cooperar con c-myc en la generacion de

linfomas de células B (Van Lohuizen et al, 1991). El potencial oncogénico de BMI-1 se
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explica en parte, debido a la regulacion negativa del locus Ink-4a/Arf que codifica para 2
proteinas clave con funcién de genes supresores de tumor, como son pl6 y p19, quienes
acttan inhibiendo la proliferacion celular y promoviendo la apoptosis, de forma directa
mediante la capacidad de p16 (InK-4a) para inhibir la progresién del ciclo celular, a través
de la inhibicién de la cinasa dependiente de ciclina D1, que conduce a la prevencién de
fosforilacién del gen supresor de tumor Rb (Jacobs et al, 1999a), mientras que p19 (ARF),
de forma paralela previene la degradacién e inactivacion del supresor de tumor p53
mediante la unién a MDM-2 (Jacobs et al, 1999b).

Asi mismo, con el fin de investigar posibles mecanismos responsables de la sobrexpresiéon
de BMI-1 en NSCLC, Volanthen y colaboradores, en el afio 2001 reportaron que dicho
aumento en los patrones de expresion no responde a fenémenos de amplificacion en la
region Chr:10p13 donde se localiza el gen BMI-1, esto mediante el andlisis de 48 tumores
de pacientes (Volanthen et al, 2001), lo que sugiere que la sobreexpresion y participacién
de BMI-1 en céncer, podria deberse a mecanismos de control epigenético.

Distintos estudios han demostrado que BMI-1 es requerido durante la auto-renovacion de
CSCs (Crea et al, 2009). Al respecto, Chiba y colaboradores, demostraron que la
disminucién en la expresiéon de BMI-1 conduce a la reduccion del potencial tumorigénico
en lineas celulares de hepatocarcinoma (Chiba et al, 2008). Mientras que, Dovey y
colaboradores, reportaron que BMI-1 es fundamental durante la carcinogénesis pulmonar,
asi como en la expansiéon de células tipo stem de origen bronquioalveolar mediante el

estudio de modelos murinos knockout para el gen BMI-1 (Dovey et al, 2008).

Por otra parte, se ha demostrado que la sobre-expresion de BMI-1 esté relacionada con el
fracaso de la quimioterapia en pacientes con cancer pulmonar, como es el caso de
Vrzalikova y colaboradores, que en el 2008 mostraron que pacientes con NSCLC en
estadios I y II bajo terapia adyuvante, los indices de sobrevida fueron superiores en
pacientes con bajos niveles de expresion de BMI-1, en contraste con pacientes que
presentaban sobre-expresion (Vrzalikova et al, 2008).

Aunado a lo anterior, se ha descrito que BMI-1 se encuentra involucrado en eventos de
quimioresistencia en lineas celulares de cancer ovérico, demostrando que, el
silenciamiento de dicho gen restaura parcialmente la sensibilidad de células neoplasicas al
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tratamiento farmacolégico basado en cisplatino (Wang et al, 2011). Mientras que, Crea y
colaboradores en el mismo afio demostraron que, el silenciamiento de BMI-1 en lineas
celulares de cancer de prostata, aumenta la actividad antitumoral del farmaco Docetaxel y
correlaciona con la disminucién en la expresiéon de genes de respuesta frente a estrés
oxidativo, afectando asi la respuesta antioxidante. Adicional a ello, Wu y colaboradores en
el 2011 evidenciaron que el silenciamiento de BM-I en lineas celulares de osteosarcomas,
aumenta la sensibilidad al cisplatino, mediante la induccién de apoptosis a través de la
inhibicién de la via PI3KAKT. Frente a ello, es posible que la activacién de receptores
multidrogo-resistencia y la participaciéon de receptores tipo ABC, como ABCG2, se

encuentren promoviendo la quimioresistencia.

3.1.2.- Correlacion Transcripcional en la Expresiéon de BMI-1 vs ABCG2
Como se mencion6 previamente, distintas evidencias indican que las poblaciones celulares
tipo CSCs, son responsables de sostener el crecimiento tumoral, en modelos celulares in
vivo de cancer de mama, proéstata, colon y cdncer pulmonar (Al-Hajj et al, 2003; Collins et al,

2006; Ricci-Vitiani et al, 2007; Eramo et al, 2008).

Respecto a lo anterior, previamente Goodell y colaboradores han descrito la presencia de
poblaciones celulares en médula 6sea, con actividad funcional tipo CSCs, denominada
“Side pupulation” (SP) debido a su localizacion lateral de la poblacion celular principal,
detectada por citometria de flujo (Goodell, 1996). Dichas células SP se caracterizan por su
actividad de exclusién del colorante Hoechst 33342, directamente atribuida a la funcion
del receptor ABCG2, miembro de la familia de proteinas transportadoras de membrana,
ATP dependientes tipo ABC. Dicha expresion se encuentra involucrada en la capacidad de
quimioresistencia a diferentes farmacos, entre ellos doxorrubicina y mitoxantreno (Wu et
al, 2012).

Al respecto en lineas celulares de cancer de pulmoén se ha identificado dicha poblacion
celular SP, con amplia capacidad tumorigenica, invasividad, y resistente a multiples
farmacos oncolégicos (Ho et al, 2007; Sung et al, 2008). Adicionalmente, se ha reportado
que la presencia de BMI-1, es fundamental en el mecanismo de autorenovaciéon de

poblaciones SP, en diversas neoplasias de origen epitelial (Chiba et al, 2008).
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Es importante mencionar que el receptor ABCG2 se co-expresa con la glicoproteina
transmembranal (five-transmembrane glycoprotein) CD133 (prominina-1), considerado el
marcador més frecuente de CSCs. Por lo que, se ha propuesto que poblaciones celulares
CD133+ en distintos modelos celulares de cancer pulmonar, desarrollan dicha capacidad
tumorigénica, de autorenovacion y quimioresistencia (Levina et al, 2008; Eramo et al, 2008,
Wu et al, 2012). Lo anterior, sin que hasta la fecha existan evidencias concluyentes, sobre
los mecanismos que favorecen la expresion de BMI-1 frente al reto farmacolégico y que a

su vez favorece la capacidad de quimioresistencia en cdncer pulmonar.

4.- Planteamiento del Problema

Actualmente la disminucién de la tasa de mortalidad asociada al cdncer pulmonar, se
encuentra alejada de los indices de mortalidad reportados para otros tipos de cancer, ello
debido a deficiencias en el diagnéstico y esquemas de tratamiento oncolégico en pacientes.
Los mecanismos de quimioresistencia a largo plazo son consecuencia de dichas fallas del
tratamiento, representadas por las CSCs, a las cuales se atribuye el establecimiento,
progresiéon y mantenimiento de esta enfermedad, asi como a la participacion de
subunidades pertenecientes al grupo polycomb, como BMI-1 que interacttan con gran
namero de genes involucrados en la adquisicion de tales capacidades oncolégicas. Por lo
que, el estudio y disefio de nuevas terapias dirigidas para abatir esta capacidad de
quimioresistencia, pueden contribuir al mejoramiento de los resultados terapéuticos en

contra de esta enfermedad a nivel mundial.

5.- Justificacion

A la fecha, el prondstico de los pacientes con cancer pulmonar sigue siendo malo, con tasas
de respuesta a la quimioterapia por lo general menores a 30% y la adquisiciéon de
quimioresistencia durante el tratamiento; por lo que el anélisis de la expresién inducible
de BMI-1 frente a diferentes esquemas de tratamiento farmaco-oncolégico, asi como el
andlisis de sus patrones de regulacion epigenética, en carcinomas pulmonares de alta
incidencia permitird nuevo conocimiento que apoye el posible desarrollo de estrategias

terapéuticas de mayor eficacia en pacientes con cancer pulmonar.
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6.- Hipoétesis

El silenciamiento de BMI-1, frente a esquemas de fdrmacos oncolégicos en conjunto a la
inhibiciéon de los mecanismos epigenéticos involucrados en la inducciéon de su expresion
permitird el abatimiento controlado de la capacidad de quimioresistencia en modelos

celulares de cancer pulmonar.

7.- Objetivo General:
Analizar la expresiéon inducible de BMI-1 y sus mecanismos de regulaciéon epigenética

frente a eventos de quimioresistencia en carcinomas pulmonares tipo adenocarcinoma.

8.- Objetivos Particulares:
e Utilizar modelos celulares in vitro que permitan evaluar la quimioresistencia en

cancer pulmonar tipo adenocarcinoma.

e Analizar el patrén de expresion relativa de marcadores asociados al fenotipo stem-
quimioresistente, entre ellos BMI-1, ABCG2 y CD133, frente a esquemas de reto

farmacolégicos por cisplatino y doxorrubicina.

e Evaluar los posibles mecanismos de regulacion epigenética involucrados en el
control de la expresion de BMI-1 frente al reto farmacolégico con cisplatino y
Doxorrubicina, mediante la inhibicién de DNA metiltransferasas y deacetilasas de

histonas.

e Analizar la participacion de la expresion de BMI-1 en el mecanismo de resistencia a

cisplatino y doxorrubicina.
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9.-Estrategia Experimental

Cultivo Celular de las lineas:
A549 v A427, INER-37 e INER-51
|

’ v ;

Tratamientos Farmacoldgicos Tratamientos Epigenéticos Inhibicién de BMI-1
48h 48h 48h
Cisplatino SuM TSA 300nM siRNA anti BMI-1
(48h) (48h)
Doxorrubicina 100nM 5-nza duM Analizar niveles de
(48h) (4:;‘; " expresion relativa por

g-PCR, de marcadores
de células tipo stem-

Secuencial 1: 5-aza 4uM + quimioresistentes
Doxorrubicina 100nM (24h) + TSA 300nM (BMI-1 ABCG2 Y
Cisplatino SuM (24h
i # (48h) CD133).
" . .
Secuencial 2: Analizar niveles de expresion e B s
Cisplatino 8uM (24h) + relativa por g-PCR, de ;;;ﬁ:;;;cf
Doxorrubicina 100nM (24h z i
(24h) marcadores de células tipo + Tratamiento
stem-quimioresistentes (BMI-1 Epigenético (48h)
ABCG2Y CD133).
v
l Andlisis de Viabilidad
v
. . - s lul MTS
Analizar niveles de -Analisis de Viabilidad G ey
expresion relativa por g- celular por MTS
PCR, de marcadores de -Conteo celular por
células tipo stem- azul de tripano

quimioresistentes (BMI-
1 ABCG2 y CD133).

!

Analisis Estadistico: T-student, Anova
de una cola y prueba de Fisher
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10.- Material y Métodos

10.1.- Cultivos Celulares
Se emplearon lineas celulares de tipo adenocarcinoma pulmonar de células no pequenias,
A549 y A427 de origen caucasico, obtenidas del ATCC y las lineas celulares INER-37 e
INER-51 de origen mestizo mexicano; de estas 4 se realizaron cultivos celulares en
monocapa, empleando para ello, medio RPMI1 1640 complementado con 10% de Suero
Fetal Bovino (Biowest), 0.1% de gentamicina (Biowest), 1% de L-glutamina (Biowest), 1%
de Piruvato de sodio (Biowest) y 2.5% de Buffer Hepes (Biowest), los cuales se
mantuvieron bajo 37°Cy 5% de CO.. Los cultivos se realizaron en cajas T25 y/o T75, cajas
de 96 pozos y cajas de 6 pozos, a las cuales se les agregé 1, 000, 000 de células, 1800 células
y 200 mil células respectivamente, lo cual dependié de las condiciones experimentales que

cada ensayo requirio.

10.2.- Ensayos Farmacolégicos
Tras 12h de incubacién de las distintas lineas celulares en cajas T25, se administraron los
monofarmacos doxorrubicina 100 nM (SIGMA) y cisplatino 8uM (SIGMA) asi como los
secuenciales doxorrubicina 100nM vs cisplatino 8uM y cisplatino 8uM vs doxorrubicina
100nM. En el secuencial 1 se administré inicialmente doxorrubicina 100nM y a las 24hr se
administré cisplatino 8uM, mientras que en el secuencial 2 se administré inicialmente
cisplatino 8uM y a las 24h doxorrubicina 100nM; el tratamiento con monofdrmacos y

secuenciales fue por 48h.

10.3.- Ensayos de Inhibicién Epigenética Mediante el Uso de 5-aza y TSA
Tras 12h de incubacién de las distintas lineas celulares en cajas de 6 pozos, se administro el
inhibidor de DNMTs, 5-aza/2'-deoxicitidina a 4uM (5-aza) y el inhibidor de deacetilasas
de histonas (HDACS) tricostatin A a 300nM (TSA) (SIGMA), tratamientos que duraron por
48h; posterior a este tiempo, el medio fue retirado cuidadosamente por pipeteo y las
células fueron lisadas y homogenizadas directamente en los pozos con el reactivo TRIzol®

(Invitrogen ™) para la extraccién de RNA y su posterior analisis de expresion relativa.
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10.4.- Evaluacién de Proliferacion Celular
Transcurridas las 48h de tratamiento farmacolégico se tripsinizaron (Tripsina 5x)
(Biowest) las distintas lineas celulares con sus respectivos tratamientos. Para detener la
reaccion de la tripsina se agregé 2ml de medio RPMI complementado y se homogenizo,
posteriormente se recolectaron las células en tubos Falcon de 15 ml, lo cual se centrifugé
por 5 min a 1500rpm, a continuacion se decanté y se resuspendié con 5ml de medio RPMI
complementado, de lo cual se tomaron 15ul y se le afiadi6 15 pl de azul de Tripano para la
determinacion del ntimero de células por mililitro con cdmara de Neubauer mediante la
siguiente formula: # células / # campos) * factor de diluciéon * 1x105, asi como, la
viabilidad celular mediante la siguiente férmula (# células muertas / total de células) *

100) (Phelan, 2007).

10.5.- Ensayos de Viabilidad Celular Mediante la Técnica de MTS
Para realizar los ensayos de citotoxicidad se utilizaron placas de 96 pozos, a las cuales se
les agreg6 1800 células en cada pozo, que se dejaron incubar por 12h, transcurrido este
tiempo se administraron por duplicado los tratamientos farmacolégicos respectivos:
cisplatino 8uM, doxorrubicina 100nM, secuenciales 1 y 2, utilizando como control, células
sin tratamiento; posterior a las 48h de tratamiento farmacolégico, para evaluar la
viabilidad celular a través de la actividad metabdlica de las células, se evalué
colorimétricamente, esto al administrar 10ul de la sal 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenill)-2H-tetrazolium (MTS), dejando incubar por 3 h y
posterior lectura de la densidad optica (D.O.) mediante el espectrofotometro de
microplacas Epoch™ de Biotek® instruments a 550nm. La viabilidad celular se calcul6

conforme a la siguiente formula:

Viabilidad celular = (D.O. de la muestra/D.O. del Control) X 100
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10.6.- Inhibicién de BMI-1 Mediante siRNA
Se realiz6 el knock-down de BMI-1, para lo cual se utiliz6 el RNA pequefio de interferencia
(siRNA) (Marca Santa Cruz Biotecnology, E.U.A), que consiste de tres secuencias
especificas de 19-25 nucleétidos, el cual fue transfectado con lipofectamine® RNAIi
Reagent (Invitrogen™). El grupo control fue transfectado con secuencias Scramble que no

llevan a la degradacion especifica de ninguna secuencia de mRNA conocida.

Para llevar a cabo la transfeccién, inicialmente se realiz6 la siembra de las células en medio
con 3% de SFB sin antibiético, las cuales se incubaron por 12h. Transcurrido este tiempo,
se prepararon mezclas para transfectar de acuerdo a la tabla 1 y 2 (dependiendo del
ensayo a realizar), donde los tubos A y B fueron incubados por 5 minutos a temperatura
ambiente y posteriormente el contenido de ambos tubos fue mezclado en un tercer tubo

(tubo C), el cual se dej6 incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Tubo Componente Caja 6 pozos Concentracion final
(por pozo) en un Vol. de 500ul
Medio 47ul -
A . .
Lipofectamina 3ul -
B Medio 47.5ul -
siRNA o Scramble (10uM) 2.5ul 50nM
Total por pozo Tubo A+ Tubo B= Tubo C 100ul

Tabla 1: Componentes para transfeccion en cajas de 6 pozos.

Tubo Componente Caja 96 pozos  Concentracion final
(por pozo) en un Vol. de 100ul
A Medio 4.85ul -
Lipofectamina 0.15ul =
B Medio 4.5ul -
siRNA o Scramble (10pM) 0.5ul 50nM
Total por pozo Tubo A+ Tubo B= Tubo C 10pl

Tabla 2: Componentes para transfeccion en cajas de 96 pozos.
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Para la transfeccion en cajas de 6 pozos se prosiguié a retirar el medio de las cajas para
después agregar 400ul de medio con 3% de SFB libre de antibittico, llevandolo a un
volumen de 500ul con 100ul del tubo C (Tabla 1). La transfeccion se llevé a cabo en
condiciones de cultivo durante 24h, transcurrido este tiempo, fueron agregados 500ul de
medio al 3% de SFB sin antibiético, las células se mantuvieron en condiciones de cultivo
durante 48h totales, posteriormente se retir6 el medio, se lis6 y homogenizé directamente
en los pozos con el reactivo TRIzol® (Invitrogen ™) para la extraccion de RNA y su

posterior andlisis de expresion.

Para las cajas de 96 pozos las células fueron sembradas en 50uL en medio sin
complementar con 3% de SFB sin antibiético, dejandose incubar por 12h; posterior a este
tiempo, se preparo la transfeccion de acuerdo a la tabla 2 y el volumen total del cultivo fue
llevado a 100ul con el mismo medio sin complementar y los tratamientos que se sefialan en
la tabla 3, lo cual se dejo incubar por 48h. Como control se utilizaron las secuencias
Scramble. Transcurrido este tiempo se evalué la viabilidad celular por MTS como

previamente se describio.

Tratamientos + siRNA BMI-1
Medio
Cisplatino 8uM + Scramble
Doxorrubicina 100nM + Scramble
Cisplatino 8uM
Doxorrubicina 100nM
5-aza 4uM
TSA 300nM
5-aza 4uM + TSA 300nM
Cis 8uM + 5-aza 4uM
Cis 8uM+ TSA 300Nm
Cis 8uM+ 5-aza 4uM+ TSA 300uM
Doxo 100nM+5-AZA 4uM
Doxo 100nM+ TSA 300nM
Doxo 100nM+5-aza 4uM+ TSA 300 nM

Tabla 3: Tratamientos farmacolégicos utilizados en combinacion con la inhibicién de BMI-1
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10.7.- Extraccion de RNA
Para la extraccion de RNA de células en monocapa en cajas T25 y cajas de 6 pozos se
utilizo6 el reactivo TRIzol® de la marca Invitrogen™, proceso que se llevé a cabo siguiendo

su respectivo protocolo, que consiste en:

- Fase de separacion: en donde la muestra se dejo incubar por 5 minutos a
temperatura ambiente tras agregar 1ml de Trizol. Posteriormente se afiadié 0.2ml
de cloroformo, lo cual se homogeniz6 vigorosamente por 15 segundos, dejando
incubar a temperatura ambiente por 3 minutos y centrifugar por 15 minutos a

13,000 rpm a 4°C.

- Precipitacion del RNA: De las tres fases obtenidas, la fase acuosa (superior e
incolora) se transfiri6 a un tubo nuevo a la cual se le ahadi6 0.5ml de isopropanol
(SIGMA), lo cual se dej6é incubar a temperatura ambiente por 10 minutos y

posteriormente se centrifugé a 13,000rpm a 4°C.

- Lavado del RNA: Se removio el sobrenadante y el pellet obtenido se re-suspendi6
con 1ml de etanol frio (4°C) al 75%, lo cual se centrifugé a 12,000 rpm por 5

minutos a 4°C. Este paso se llev6 a cabo 2 veces.

- Por dltimo, el etanol restante de dicho lavado se dejé evaporar para posteriormente

resuspender las muestras en 30ul de agua libre de RN Asas.
La determinacién de su concentracién se llevé a cabo mediante el espectrofotémetro para

microplacas Epoch™ de Biotek® Instruments, utilizando el cociente 260/280 para

observar la pureza del RNA, tomando como valor aceptable A260/280 > 1.8.
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10.8.- Ensayos de Expresion Relativa
10.8.1.- Sintesis de cDNA
Tras llevar a cabo la extraccion de RNA de las distintas muestras, se realizo la sintesis de
cDNA de cadena simple, siguiendo el protocolo del Kit Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Version 6.0 (Roche) (Tabla 4), utilizando 1pg de RNA por 20ul de reaccién.

Componente Volumen para 1 reaccion = Concentracién Final
H>;O Variable -
Anchored-Oligo(dT) Primer (50pmol/ul) Tul 2.5uM

Random Hexamer Primer (600pmol/ul) 2ul 60uM

RNA Total Variable lug

Buffer Transcriptasa Reversa (5X) 4pl 1X (8mM MgCly)
Inhibidor RNasa (40 U/ul) 0.5ul 20U

ANTPs Mix (10mM) 2ul 1mM

Transcriptasa Reversa (20U/ul) 0.5ul 10U

Total 20ul -

Tabla 4: Componentes requeridos para la reaccion de sintesis de cDNA.

Las reacciones se llevaron a cabo en el termociclador MaxyGene™ de Axygene bajo las

siguientes condiciones:

Paso 1 Paso 2 Paso 3
Temperatura (°C) 25 55 85
Tiempo 10 min 30 min 5 min

Tabla 5: Condiciones utilizadas en el termociclador para sintesis de cDNA.

10.8.2.- Analisis de Expresion Relativa del mRNA Mediante PCR en
Tiempo Real (q-PCR)
Posteriormente se realizaron ensayos de expresion relativa mediante PCR en tiempo real,
utilizando ProbeMaster de Roche y Sondas de la Universal Probe Library UPL (Roche) que
permiten medir la cantidad del transcrito durante el proceso de amplificacién a través de

la emisién de fluorescencia tras su hidrélisis; sondas que se encuentran marcadas con
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fluoresceina (FAM) en el extremo 5 (donador) y con un marcador oscuro en el extremo 3’

(aceptor).

Inicialmente se llevaron a cabo dos mezclas por separado, tal y como se indican en las

tablas 6 y 7, las cuales se mezclaron en una placa de 96 pozos (con una réplica de cada

pozo por ensayo) especifica para tiempo real de Roche, esto en un volumen final de 10pl.

Componente  Volumen
cDNA 1pl

H»0 1.5ul
Total 2.5ul

Tabla 6: Componentes para la mezcla que contiene el cDNA (muestra).

Componente

H,O

UPL

ProbeMaster (2X)
Oligonucleétidos (10uM)
Total

Volumen paral Concentracién final
reaccion

2.2ul -

0.1 ul -

5 ul 1X

0.2 ul 0.2 uM
7.5 ul -

Tabla 7: Componentes requeridos para llevar a cabo la reaccién.

Las condiciones necesarias para llevar a cabo las reacciones y por consiguiente la

obtencién de los datos, fueron programadas en el equipo LightCycler 480® de Roche (tabla

8).
Temperatura (°C) Tiempo
Pré-incubacion 95 5 min
95 10 min
Amplificacion 60 17 segs
(50 ciclos) 72 01 segs
Enfriamiento 40 10 segs

Tabla 8: Condiciones utilizadas para llevar a cabo las reacciones.
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Para la el andlisis de expresion relativa de los genes en cuestion, se disefiaron

oligonucle6tidos de expresion correspondientes a cada gen, asi como oligonucleétidos

para los genes constitutivos que fueron utilizados como controles endégenos y por tanto

contra los cuales se normalizaron los datos obtenidos. Dichos oligonucleétidos se

disefiaron por medio de la herramienta bioinformatica ProbeFinder© ubicada en el Assay

Design Center de Roche. En la siguiente tabla se describen las caracteristicas de cada uno:

Gen Oligonucleétido | Longitud Posicion | Tm | % GC Secuencia
BMI-1 Sentido 22 nt 1048-1069 | 59 41 ttctttgaccagaacagattgg
(112nt) Antisentido 20 nt 1140-1159 | 60 | 50 gcatcacagtcattgetget
CD133 Sentido 24 nt 1471-1494 | 59 38 | tccacagaaatttacctacattgg
(77nt) Antisentido 20 nt 1528-1547 | 60 55 cagcagagagcagatgacca

ABCG2 Sentido 21 nt 1135-1155 | 60 52 tggcttagactcaagcacagc
(67 nt) Antisentido 20 nt 1182-1201 | 60 55 tegtecctgettagacatee

GAPDH Sentido 19 nt 83-101 60 58 agccacatcgctcagacac
(66nt) Antisentido 19 nt 130-148 60 53 gcccaatacgaccaaatec
HPRT Sentido 24 nt 218-241 59 33 tgaccttgatttattttgcatacc
(102nt) Antisentido 20 nt 300-319 60 35 cgagcaacgttccagtect

Tabla 9: Caracteristicas de los oligonucleétidos de expresion.

10.9.- Analisis Estadistico

Se realiz6 analisis de ANOVA de una sola cola, para observar diferencias entre grupos de

tratamientos, sobre el andlisis de viabilidad celular, considerando una diferencia

significativa un valor de p<0.05; asi como prueba exacta de Fisher. Para observar

diferencias significativas en los valores de expresion relativa del RNAm, obtenidos a partir

de experimentos independientes y analisis por duplicado en placas de 96 pozos de PCR en

tiempo real, se emple6 la prueba estadistica T-student.
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11.- Resultados

11.1.-Establecimiento in vitro de Modelos Celulares Quimioresistentes de Cancer
Pulmonar Tipo Adenocarcinoma
Como primer objetivo fue necesario establecer modelos celulares de cancer pulmonar que
permitieran evaluar la resistencia a tratamientos farmacolégicos de empleo actual en la
clinica oncolégica en pacientes con cancer pulmonar. Para ello, se administraron distintas
concentraciones de farmacos oncoldgicos (cisplatino y/o doxorrubicina) sobre lineas
celulares A549, A427, INER-37 e INER-51, como parte del trabajo desarrollado por nuestro
grupo de investigacion. A partir de curvas de resistencia concentracién-respuesta se
determinaron las concentraciones inhibitorias para cada modelo celular, estableciendo
concentraciones para cisplatino de 8uM, mientras que para doxorrubicina 100nM, cuyas
concentraciones permitieron evaluar la induccién de fenotipo quimioresistente, asi como

la obtencion de muestras de calidad suficiente para su posterior anélisis.

Con base en lo anterior, se realizaron ensayos farmacolégicos en los diferentes modelos
celulares antes mencionados, por 48h, seguido de su tripsinizacién para el conteo celular
respectivo con azul de Tripano, mediante lo cual se obtuvo el porcentaje de cambio de
células vivas con respecto al control, representando aquellas sobrevivientes al tratamiento
(Fig. 2 y 3). Cabe mencionar que, adicional a la administraciéon de monofdrmacos, se
aplicaron esquemas combinados de tratamiento en forma secuencial llamados secuencial 1
“doxorrubicina 100nM/cisplatino 8uM” y secuencial 2 “cisplatino 8uM/doxorrubicina
100nM”, puesto que, el tratamiento estdndar actual del cancer pulmonar incluye la
administracion de esquemas de primera y segunda linea de farmacos oncoldgicos,
empleando en primera instancia aquellos farmacos a base en cisplatino, seguido de
farmacos que permiten incrementar el efecto citotéxico del primer farmaco administrado.

(Grossi et al, 2007; Spira & Ettinger, 2004).

En la linea celular A549 se logré observar que existe susceptibilidad de las células de
forma dependiente del fdrmaco empleado en las primeras 24h, resultando los tratamientos
con cisplatino 8uM (Fig. 2A) los de mayor efecto adverso sobre la células con respecto al

control, con una disminucién de hasta 65% (p<0.05), mientras que, en aquellos
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tratamientos con doxorrubicina 100nM fue menor dicho efecto con una disminucién de
37% y 54%, patron que se asemeja en las lineas celulares A427 (Fig. 2B) e INER-37 (Fig.
3A). No obstante, la linea celular A427 present6 una mayor resistencia a los distintos
tratamientos con disminucién del 31%, 24%, 48% (p<0.05) y 40% respectivamente,
resultado que no era esperado y por tanto se deba a errores metodologicos durante el
conteo celular. A pesar de las variaciones observadas en el nimero de células, éstas no

fueron significativas con respecto al control.

Por otra parte, la linea celular INER-51 (Fig. 3B) bajo los distintos esquemas de
tratamiento, mostré los menores porcentajes de células sobrevivientes a comparacién de
los otros modelos celulares, siendo el monofarmaco cisplatino 8uM, el que mas redujo a la
poblacion celular hasta un 96%, indicando que el modelo celular INER-51 es el de mayor
sensibilidad a los distintos esquemas de tratamiento farmacolégico. Cabe destacar que los
resultados graficados de dicha linea celular, son representativos de un mismo efecto

observado en ensayos farmacolégicos realizados por el grupo de investigacion.
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Figura 2: Porcentaje de cambio de células sobrevivientes en modelos celulares de adenocarcinoma
pulmonar A) A549 y B) A427 bajo distintos esquemas de tratamiento farmacolégico. Los valores fueron
normalizados y comparados con relacién al control. n=3 *(p<0.05).
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A) INER-37 B) INER-51

.
[
=]
-
[
=]

-
=
=
o
=]
=

Porcentaje de cambio
N OB g 8
o o S S
“ [
", .
“ - -
Porcentaje decambio
o B & & 8
%,
~

& & >
& 9 & @ @
¢ & & & & S & & & &
¥ & & ¥ ¥ &
& & »® & 663"” & &
< S S
o o o+
Qo‘i' \QQ §o+ 0°+ S §o
u\'
o o o o
X 0 > .
o ® &
ol > A
J ™ Q
& ) 4 e
9 & &8 &

Figura 3: Porcentaje de cambio de células sobrevivientes en modelos celulares de adenocarcinoma
pulmonar A) INER-37 y B) INER-51 bajo distintos esquemas de tratamiento farmacolégico. Los valores
fueron normalizados y comparados con relacion al control. n=3. *(p<0.05).

11.2.- Analisis de Viabilidad Celular Mediante Ensayos de Citotoxicidad en

Lineas Celulares de Cancer de Pulmén
Con el objetivo de determinar los efectos causados sobre la viabilidad celular, frente a
retos farmacolégicos, se realizaron ensayos de citotoxicidad por MTS sobre las distintas
lineas celulares. En donde podemos sugerir que de acuerdo a la tendencia observada entre
las distintas lineas celulares, la linea A549 (Fig. 4A) es aquella que tuvo un mayor
porcentaje de viabilidad en presencia de cualquier tratamiento, ya que los tratamientos
solo disminuyeron de 0.5% a 6% la viabilidad, indicando que dicho modelo celular posee

mayor resistencia al efecto citotéxico causado por los farmacos administrados.

Por otra parte, en los modelos celulares A427 (Fig. 4B) e INER-37 (Fig. 5A) el
monofarmaco cisplatino 8uM caus6 una disminucién del 10% sobre la viabilidad celular,
mientras que el tratamiento combinado cisplatino 8uM/doxorrubicina 100nM causé hasta
un 17%. En cambio con los tratamientos monofdrmaco doxorrubicina 100nM y el
secuencial doxorrubicina 100nM/cisplatino 8uM, no se observaron cambios sobre la

viabilidad celular.
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En cuanto al modelo celular INER-51 (Fig. 5B) se observ¢ alta sensibilidad a los esquemas
farmacolégicos monofarmaco cisplatino 8uM y secuencial cisplatino 8uM/doxorrubicina
100nM, que lograron disminuir la viabilidad hasta un 61%, en contraste con los
tratamientos monofarmaco doxorrubicina 100nM que disminuy¢ la viabilidad celular 5% y
el secuencial doxorrubicina 100nM/ cisplatino 8uM que disminuy6 hasta un 42%. Cabe
destacar que, existe un patrén similar en las 4 lineas celulares, donde los tratamientos que
causaron una mayor disminucién en el porcentaje de viabilidad fueron el monofarmaco
cisplatino 8uM vy el secuencial cisplatino 8uM/doxorrubicina 100nM. No obstante, entre
los distintos tratamientos en las 4 lineas celulares no hubo diferencia significativa, por lo

que en base a esto, los tratamientos farmacol6gicos administrados en los modelos celulares

la viabilidad no es afectada.

A) A549 B) A427
120 120

100 - - T 100 - T T T

80 - 80 -

60 - T 60 -

40 - > 40

20 - 20 -

0 : : : : 0 - : :
§F & & & s & &

U4 Viabilidad
U4 Viabilidad

> > .§$

3 3

St 9 & S Q @

& & D '&9 D & 600 D ‘&0 D
& & N o & & & s
M

. aﬁ\ «é& -{ﬁ o c,Q\ «q‘c -\63 o

¢ & © & © & © &
° °

Figura 4: Ensayos de citotoxicidad por MTS indicando porcentajes de viabilidad celular en las lineas
celulares de adenocarcinoma pulmonar A) A549 y B) A427 bajo distintos tratamientos farmacolégicos;
dichos valores fueron normalizados y comparados con relacion al control. n=2. *(p<0.05)
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Figura 5: Ensayos de citotoxicidad por MTS, indicando porcentajes de viabilidad celular en las lineas
celulares de adenocarcinoma pulmonar A) INER-37 y B) INER-51 bajo distintos tratamientos
farmacoldgicos; dichos valores fueron normalizados y comparados con relacién al control. n=2. *(p<0.05).

11.3-Analisis de la Expresion Relativa de Marcadores de Células Tipo Stem
Quimioresistentes: BMI-1, ABCG2 y CD133 en Modelos Celulares de Cancer
Pulmonar, bajo Tratamiento Farmacolégico
El estudio de las poblaciones celulares resistentes a esquemas de tratamientos
farmacolégicos sobre los diferentes modelos celulares de céncer pulmonar tipo
adenocarcinoma, mediante el analisis de expresion relativa de BMI-1, ABCG2 y CD133 por

g-PCR, revel6 cambios cuantitativos tal como se describe a continuacion.

11.3.1-Cambios en el Perfil de Expresion Relativa del Modelo Celular de

Cancer Pulmonar A549
El modelo celular A549 mostré induccién en la expresiéon de BMI-1, bajo la presencia de
todos los tratamientos farmaco-oncoldgicos, siendo los tratamientos doxorrubicina 100nM
y la combinacién cisplatino 8uM/doxorrubicina 100nM, aquellos que presentaron una

mayor induccién de la expresion genética con respecto al control (Fig. 6).

29



Por otra parte, la induccién de ABCG2 fue mayor en los tratamientos con cisplatino 8uM
monofarmaco (p<0.05) y cisplatino 8uM/doxorrubicina 100nM secuencial; mientras que el
tratamiento con doxorrubicina 100nM y doxorrubicina 100nM/cisplatino 8uM la
induccién fue menor. Asi mismo se observé induccién en la expresion de CD133, bajo los
tratamientos con doxorrubicina 100nM y cisplatino 8uM/doxorrubicina 100nM. Cabe
destacar que la induccién de BMI-1 y CD133 fue menor en los distintos tratamientos, en
contraste con la induccién de ABCG2. Ello a pesar de ausencia de cambios en la viabilidad

celular bajo los diferentes tratamientos (Fig. 4A).
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Figura 6: Expresion Relativa (nRNA) de BMI-1, ABCG2 Y CD133 en la linea celular A549, bajo distintos
tratamientos farmacoldégicos. Valores normalizados con GAPDH. Analisis de resultados por duplicado,
*(p<0.05).
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11.3.2- Cambios en el Perfil de Expresion Relativa del Modelo Celular de Cancer
Pulmonar A427

En la linea celular A427 (Fig. 7) podemos observar que comparado con el control existe
induccion significativa (p<0.05) de la expresion de BMI-1 en todos los tratamientos
farmacolégicos; asi como también de ABCG2 y CD133, llamando la atencién que el
tratamiento secuencial doxorrubicina 100nM/ cisplatino 8uM generé mayor induccién de

la expresion para todos los genes: BMI-1, ABCG2 y CD133.
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Figura 7: Expresion Relativa (mRNA) de BMI-1, ABCG2 Y CD133 en la linea celular A427, bajo distintos
tratamientos farmacolégicos. Valores normalizados con GAPDH. Analisis de resultados por duplicado,
*(p<0.05).
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11.3.3.- Cambios en el Perfil de Expresion Relativa del Modelo Celular de
Cancer Pulmonar INER-37

En la linea celular INER-37 (Fig. 8) pudimos observar inducciéon de la expresiéon de BMI-1
en casi todos los tratamientos farmacolégicos, siendo el tratamiento monofarmaco
cisplatino 8uM y secuencial cisplatino 8uM/doxorrubicina 100nM los de mayor induccién
en su expresion (p<0.05). Por otra parte, el monofarmaco doxorrubicina 100pM fue el tnico
capaz de inducir la expresion de ABCG2. Mientras que, la induccién de CD133 con

cisplatino 8uM y secuencial cisplatino 8uM/doxorrubicina 100uM fueron de mayor efecto.
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Figura 8: Expresion Relativa (nRNA) de BMI1, ABCG2 Y CD133 en la linea celular INER-37, bajo distintos
tratamientos farmacoldgicos. Valores normalizados con GAPDH. Analisis de resultados por duplicado,

*(p<0.05).

11.3.4-Expresion Relativa en la Linea Celular INER-51
En esta linea celular no hubo induccién de los distintos marcadores antes sefialados, por lo
que no se pudo obtener la representacién gréfica de estos resultados. Esto concuerda con
los resultados de indice de cambio y viabilidad celular, en donde dicha linea es la mas
sensible a los distintos tratamientos farmacolégicos administrados. Por tal razén, esta linea

celular no se incluy¢ en los siguientes ensayos.
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11.4- Analisis de la Expresion Relativa de Marcadores de Células Tipo Stem
Quimioresistentes: BMI-1, ABCG2 y CD133 en Modelos Celulares de Cancer
Pulmonar, bajo Tratamiento Epigenético
Para analizar los posibles mecanismos de regulaciéon epigenética que controlan la
expresion de los marcadores relacionados con la quimioresistencia, se realiz6 el analisis de
expresion relativa de BMI-1, ABCG2 y CD133, en lineas celulares de cdncer pulmonar tipo
adenocarcinoma bajo tratamiento epigenético con 5-aza (Inhibidor de DNA

metiltransferasas) y TSA (Inhibidor de deacetilasas de histonas).

11.4.1-Expresion Relativa en la Linea Celular A549, bajo Tratamiento
Epigenético
Como podemos observar en la linea A549 (Fig. 9) bajo los distintos tratamientos
epigenéticos, existe induccién significativa (p<0.05) de la expresiéon de BMI-1 con el
tratamiento TSA, mientras que el tratamiento 5-aza caus6 un efecto adverso en la
deteccion del RNAm. Por lo que, estos resultados sugieren que la regulacién en la
inducciéon de la expresiéon de BMI-1 se debe de forma preponderante a modificaciones

histénicas.
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Figura 9: Expresion Relativa (nRNA) de BMI1, ABCG2 Y CD133 en la linea celular A549, bajo distintos
tratamientos epigenéticos. Valores normalizados con GAPDH. Anailisis de resultados por duplicado,
*(p<0.05).
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Por otra parte, en los tratamientos TSA y 5aza-TSA (Fig.9) se observé una induccion
significativa (p<0.05) en la expresion de ABCG2 y CD133, en contraste con lo obtenido bajo
el tratamiento 5aza, lo cual sugiere que la induccién de su expresion se podria deberse a

modificaciones histénicas.

11.4.2-Expresion Relativa en la Linea Celular A427, bajo Tratamiento

Epigenético
En la linea celular A427 (Fig. 10) se observa que los tratamientos con 5-aza y TSA
generaron induccién significativa (p<0.05) de la expresion de BMI-1, sugiriendo que tanto
mecanismos de metilacién y modificaciones covalentes de histonas estén regulando la
expresion de dicho gen. Mientras que, bajo los tratamientos con TSA y 5aza-TSA se
observa una tendencia de induccién de ABCG2, lo que sugiere que el posible efecto
preponderante en la regulaciéon de la expresion de éste gen, sea mediante modificaciones
histonicas. Por otra parte los tratamientos 5aza y 5aza-TSA causan un efecto adverso en la

expresion de CD133.
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Figura 10: Expresion Relativa (mnRNA) de BMI1, ABCG2 Y CD133 en la linea celular A427, bajo distintos
tratamientos epigenéticos. Valores normalizados con GAPDH. Anilisis de resultados por duplicado,
*(p<0.05).
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11.4.3-Expresion Relativa en la Linea Celular INER-37, bajo Tratamiento

Epigenético
En la linea celular INER-37 (Fig. 11) a pesar de que bajo ningtn tratamiento epigenético se
induce significativamente la expresiéon de BMI-1, se observa que tiende a aumentar bajo el
tratamiento con 5-aza, sugiriendo que su regulaciéon podria deberse a modificaciones a
nivel metilacién del DNA en esta linea celular. Por otra parte, la induccién de ABCG2 y
CD133 fue significativa (p<0.05) bajo los tratamientos con TSA y su combinacién 5-
aza/TSA, indicando que las modificaciones histénicas podrian tener un mayor peso en la

induccién transcripcional de estos genes.
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Figura 11: Expresion Relativa (mRNA) de BMI1, ABCG2 Y CD133 en la linea celular INER-37, bajo distintos

tratamientos epigenéticos. Valores normalizados con GAPDH. Anilisis de resultados por duplicado,
*(p<0.05).

11.5.- Inhibicién de BMI-1 en Lineas Celulares de Cancer de Pulmoén, bajo
Tratamientos Farmacolégicos y Epigenéticos
Con la finalidad de validar la participacion de BMI-1 en la quimioresistencia del cancer

pulmonar, se inhibié la expresiéon BMI-1 mediante el silenciamiento genético por siRNAs
especificos para éste gen. Sobre ello, se llevé a cabo el analisis de viabilidad celular,
mediante ensayos de citotoxicidad celular en lineas celulares de cancer de pulmoén de
mayor quimioresistencia intrinseca, frente a los diferentes esquemas farmacolégicos,

seleccionando aquellas de origen caucasico (A549) y origen mestizo mexicano (INER-37).
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11.5.1.-Expresién Relativa en la Linea Celular A549 e INER-37 Posterior a

la Inhibicién de BMI-1 Mediante siRNA Especifico para éste.
Inicialmente, para corroborar que la inhibicion de BMI-1 se esté llevando a cabo en los
modelos celulares seleccionados, se realiz6 el analisis de expresion del RNAm. En la figura
12, se observa que posterior a la inhibicion de BMI-1 mediante el siRNA especifico, en
lineas celulares A549 (A y B) e INER-37 (C y D), se redujo la expresién de manera
significativa (p<0.05) de BMI-1, asi como de los marcadores de asociados a CSCs
quimioresistentes, previamente mencionados. Cabe mencionar que debido a que el gen
HPRT presentaba una mayor estabilidad en su expresién dentro de estos ensayos de

inhibicién, los valores fueron normalizados con ambos genes enddgenos.
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Figura 12: Expresion Relativa (mRNA) de BMI1, ABCG2 Y CD133 en las lineas celulares A-B) A549 y C-D)
INER-37, posterior a la inhibiciéon de BMI-1. Valores normalizados sobre los genes endégenos GAPDH y
HPRT. Anilisis de resultados por triplicado, *(p<0.05).
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11.5.2.- Inhibicion de BMI-1 en la Linea Celular A549
En el anélisis sobre la linea celular A549 (Fig. 12) se observé que la inhibiciéon de BMI-1, no
redujo la viabilidad celular, mientras que, la administracién del monofdrmaco cisplatino
8uM solo redujo la viabilidad un 7.5%, no obstante al combinar este farmaco y la
inhibicién de BMI-1 la viabilidad disminuy¢ significativamente (p<0.05) hasta 37.7%. En
combinacion al cisplatino 8uM se administraron los tratamientos 5-aza, TSA y 5-aza/TSA,
que lograron reducir la viabilidad celular 12%, 45.5% y 46.5% respectivamente y que en

conjunto con la inhibicién de BMI-1, disminuy¢ hasta 53.7% (p<0.05), 53.8% y 61%.
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Figura 12: Porcentaje de Viabilidad Celular. Analisis de la inhibiciéon de BMI-1 en la linea celular A549
bajo tratamiento con cisplatino e inhibidores epigenéticos. Valores normalizados. * Indica cambios
significativos (p<0.05) en la viabilidad celular, posterior al silenciamiento de BMI-1; n=2.

Por otra parte, el tratamiento con el monofdrmaco doxorrubicina 100nM (Fig. 13)
comparado con su control respectivo, redujo la viabilidad 15% que al combinarlo con la

inhibicion de BMI-1 disminuy6 hasta 22%, esto sin que sea estadisticamente significativo.
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Al combinar doxorrubicina 100nM con los tratamientos 5-aza, TSA y 5-aza/TSA la
viabilidad disminuy6 en un 12.9%, 23.7% y 17.5% respectivamente, y al combinarse con la
inhibicion de BMI-1 disminuyeron 15.6%, 60% y 52% significativamente (p<0.05) en los

ultimos dos.
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Figura 13: Porcentaje de Viabilidad Celular. Analisis de la inhibicion de BMI-1 en la linea celular A549
bajo tratamiento con doxorrubicina e inhibidores epigenéticos. Valores normalizados. * Indica cambios
significativos (p<0.05) en la viabilidad celular, posterior al silenciamiento de BMI-1; n=2.

Los resultados obtenidos sugieren que el silenciamiento de BMI-1 aumenta la sensibilidad
de las células neoplasicas a farmacos oncoldgicos, cuyo efecto citotéxico mayor fue
observado en dicho modelo celular de cancer pulmonar frente a cisplatino, mientras que
con doxorrubicina se observé un efecto mayor solo en combinacién de inhibicién

epigenética al administrar TSA y 5-aza/TSA.
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11.5.3.- Inhibicion de BMI-1 en la Linea Celular INER-37
En la linea INER-37 (Fig. 14) se observa que la inhibicién de BMI-1 comparado con su
respectivo control, disminuy6 significativamente (p<0.05) la viabilidad celular hasta un
32%, mientras que el monofarmaco cisplatino 8uM solo redujo la viabilidad 14.4%; no
obstante la combinacién del farmaco y la inhibicion de BMI-1 logré reducirla
significativamente (p<0.05) hasta un 64%. Por otra parte, la combinacién de cisplatino 8uM
y los tratamientos epigenéticos 5-aza, TSA y 5-aza/TSA la viabilidad disminuy6
significativamente (p<0.05) 10.3%, 52.8% y 53.8% respectivamente, que al ser combinados
con la inhibicion de BMI-1, el efecto citotéxico fue mayor puesto que redujo

significativamente (p<0.05) hasta un 75.4%, 72.6%, y 74.71%.
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Figura 14: Porcentaje de Viabilidad Celular. Analisis de la inhibicién de BMI-1 en la linea celular INER-37
bajo tratamiento con cisplatino e inhibidores epigenéticos. Valores normalizados. * Indica cambios
significativos (p<0.05) en la viabilidad celular, posterior al silenciamiento de BMI-1; n=2.

39



Con respecto a la inhibicién de BMI-1 y el tratamiento monofarmaco doxorrubicina 100nM

(Fig. 15), se observa que este ultimo logro reducir la viabilidad hasta un 22% y que en

combinacién con la inhibicién de BMI-1, ésta disminuy6 significativamente (p<0.05) hasta

70.7%. Al respecto, la combinaciéon de doxorrubicina 100nM y tratamientos epigenéticos 5-

aza, TSA y 5-aza/TSA generaron un efecto considerable (p<0.05) sobre la viabilidad,

disminuyendo hasta un 18.3%, 56.3% y 59.1% respectivamente, que en conjunto con el

silenciamiento de BMI-1, el efecto generado fue mayor, logrando reducir la viabilidad

significativamente (p<0.05) hasta un 72.9%, 73.2% y 72.3%.
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Figura 15: Porcentaje de Viabilidad Celular. Analisis de la inhibicién de BMI-1 en la linea celular INER-37
bajo tratamiento con doxorrubicina e inhibidores epigenéticos. Valores normalizados. * Indica cambios

significativos (p<0.05) en la viabilidad celular, posterior al silenciamiento de BMI-1; n=2.
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12.- Discusién de Resultados
12.1.-Quimioresistencia en Modelos Celulares in vitro de Carcinomas
Pulmonares Tipo Adenocarcinoma
La resistencia a farmacos oncolégicos por parte de células neoplasicas, resulta en la causa
del fracaso al tratamiento basado en quimioterapia en pacientes con NSCLC, dicho
fenémeno resulta ampliamente comdn en diversos estudios (Chen et al, 2010; D’amato et
al, 2006). Aunado a esto, se ha descrito multi-drogo resistencia, entre ellos a cisplatino y
doxorrubicina (Chang, 2011; D’Amato 2006). Al respecto en el presente trabajo, se logré
evidenciar mediante ensayos de citotoxicidad (Fig. 4 y 5) que modelos celulares como
A549, A427, INER-37 e INER-51, poseen diferentes niveles de quimioresistencia, donde
Ab549 posee la mayor resistencia, como ha sido previamente reportado (Chen et al, 2010;

Sung et al, 2008).

12.2.- Induccién en la Expresion de Fenotipo Quimioresistente en Lineas

Celulares de Carcinomas Pulmonares Tipo Adenocarcinoma, Mediante

Tratamiento Farmacolégico y Epigenético
La sobreexpresion del miembro del grupo Polycomb BMI-1 se encuentra asociado al
cancer pulmonar, asi como al fracaso en la quimioterapia (Vrzalikova et al, 2008) y causa
importante del fracaso al tratamiento en pacientes del grupo NSCLC (Scagliotti et al, 1999)
siendo el principal obsticulo para el éxito del tratamiento contra esta enfermedad
(Shanker et al, 2010). A su vez, se han considerado diversos factores involucrados en la
quimioresistencia, por ejemplo, la disminucién en la absorcién de farmacos que requieren
transportadores de ingreso a la célula, alteraciones en genes reguladores del ciclo celular y
disminucién de la apoptosis (Roberti et al, 2006); asi como la adquisicién de un fenotipo de
CSCs (Ho et al, 2007). Asi mismo, factores como el dafio al DNA provocado por agentes
quimioterapéuticos a base de platino y su respectivo mecanismo de reparacién como la
reparaciéon por escision de nucledtidos (NER) también ha sido asociado a
quimioresistencia en cancer pulmonar (Seve & Dumontent, 2005; Chang, 2011), cuyo
mecanismo de reparacion se encuentra acoplado al mecanismo de la transcripciéon (Dinant

et al, 2008).
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Al respecto, dado que la replicacién y transcripcion requieren de modificaciones en la
estructura de la cromatina con el fin de permitir el reclutamiento y unién de los factores
implicados en dichos procesos, evidencias sefialan que dichas modificaciones se requieren
durante mecanismos de reparacion del DNA, donde ocurren también modificaciones
epigenéticas a nivel del DNA e histonas, capaces de influir en la estructura (laxa) de la
cromatina, y permitiendo mayor accesibilidad hacia el DNA de factores de transcripcién y
maquinaria de reparacién en paralelo (Dinant et al, 2008). Lo cual, sugiere la capacidad de
induccion de la sobre-expresion de genes relacionados a quimioresistencia
transcripcionalmente activos en poblaciones celulares como CSCs del cancer pulmonar,
probablemente enriquecidas posterior a la administracién de esquemas farmacolégicos
por cisplatino y doxorrubicina en correlacion con la induccién del RNAm de BMI-1, asi
como ABCG2 y CD133 (Fig.6, 7 y 8). Modelos in vitro e in vivo de AD pulmonares, han
reportado que la quimioresistencia a cisplatino induce la expresion de ABCG2 y CD133
(Bertolini et al, 2009). Mientras que BMI-1 se requiere para la ubiquitinaciéon de la histona
H2A en la lisina 119 en la reparacién de ruptura de doble cadena del DNA (Ginjala et al,
2011). Ademas Chekhum y colaboradores han reportado que en modelos celulares in vitro
de cancer de mama frente tratamientos con doxorrubicina y cisplatino, existe un cambio
global a nivel metilacién de DNA (hipometilacién) y cambios en los patrones del cédigo
histénico tales como: disminucién de la Histona H4K20me3, y aumento en la fosforilacion

de la histona H3510 (Chekhum et al, 2007).

Con relacién al uso de inhibidores epigenéticos como 5-aza y TSA (Fig. 9, 10 y 11), los
datos sugieren que la induccién de BMI-1 puede deberse a modificaciones histénicas,
teniendo en cuenta que el tnico reporte de estas modificaciones epigenéticas en BMI-1
sefiala que en un modelo de células mieloides 32D, ocurre un aumento en marcas de
activacion transcripcional H3K4me3 y H3K79me durante la transcripcion de BMI-1
mediada por SALL4 (Yang et al, 2007). Debido a ello, resulta importante profundizar sobre
las modificaciones histénicas involucradas en el control epigenético de la transcripcion de

BMI-1.
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En cuanto a ABCG2, con base en los resultados tras el tratamiento con los distintos
inhibidores epigenéticos, se sugiere que la induccion de su expresién ocurre mediante
modificaciones histénicas, contrario a lo reportado en lineas celulares de leucemia
linfoblastica y cancer ovérico, donde su tratamiento con agentes farmaco-oncolégicos -
sulfasalazina y topotecan- ocurre desmetilacion del promotor de ABCG2, resultando en la

re-expresion de ABCG2, asi mismo posterior a su tratamiento con 5-aza (Bram et al,2009).

Por otra parte, en base a los resultados, la regulacién de la expresion de CD133, puede
deberse principalmente a modificaciones histonicas, lo que, en parte concuerda con lo
reportado en céncer ovarico donde posterior al tratamiento con Decitabina y TSA,
observan un cambio en los niveles del transcrito en células CD133-, asi como en células
CD133+, donde a su vez los niveles de expresion se relacionan con metilaciéon parcial o
completa de su promotor (Baba, 2009).

Con base en ello, se sugiere que la induccién de BMI-1, ABCG2 y CD133 en lineas celulares
de AD pulmonar, puede atribuirse a modificaciones epigenéticas como consecuencia de
mecanismos de reparacion de dafio al DNA, causado por tratamientos farmaco-
oncolégicos, no obstante es necesario un andlisis mds detallado de estos cambios

epigenéticos sobre los genes en cuestion en modelos celulares del cancer pulmonar.

12.3.- El Silenciamiento de BMI-1 Aumenta la Sensibilidad Celular en Modelos

in vitro de Carcinomas Pulmonares bajo Tratamientos Farmacolégicos
Como previamente se ha mencionado, BMI-1 se encuentra sobre-expresado en cancer
pulmonar, a su vez relacionado al fracaso en el tratamiento terapéutico de esta
enfermedad. Al respecto, en el presente estudio se valido la participaciéon de BMI-1 en
quimioresistencia en AD pulmonares in vitro, mediante el silenciamiento genético por
siRNAs para el gen BMI-1. Los resultados (Fig. 12-15) sefialan que posterior al
silenciamiento, el porcentaje de viabilidad celular mostr6 minimos cambios en células
libres de tratamiento antineoplasico, sugiriendo que dichas células tras la inhibicién de
BMI-1 podrian presentar arresto del ciclo celular, evitando la apoptosis (Fig. 16A),
posiblemente de acuerdo con lo reportado por Yu y colaboradores en 2007, donde

observan acumulacion de células en fase Go/G1 en linea celular A549 tras la inhibicién de
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BMI-1. Asi como, Dovey y colaboradores en el 2008, quienes reportan que modelos
murinos knock-out para BMI-1, no poseen diferencias significativas en apoptosis entre
murinos K-rast42 WT y K-rasLA2BMI-1-/-, mientras que, existe disminucién en la capacidad

de proliferacion celular en murinos K-rastA2 BMI-1-/- principalmente a través de p19ARF,

Aunado a esto, en los modelos celulares aqui utilizados, los resultados frente al
tratamiento por cisplatino (Fig. 12 y 14) 6 doxorrubicina (Fig. 13 y 15) tras la inhibicion de
BMI-1, la sensibilidad celular aument6 de manera importante, lo cual sugiere que se
requiere un dafio considerable al DNA para inducir el mecanismo de muerte por
apoptosis (Wang et al, 2011) y por tanto la disminucién en la viabilidad celular observada
en las distintas lineas celulares tipo AD como consecuencia de dicho mecanismo; ya que
BMI-1, como previamente se ha mencionado, se encuentra encargado de inhibir el locus
INK4a,4b/ ARF principalmente a p194RF en cancer de pulmén (Dovey et al, 2008), el cual
mediante la inhibicion de MDM2 permite aumento en la concentraciéon de p53,
conduciendo a la muerte celular por apoptosis posterior al dafio del DNA (Jacobbs et al,
1999b). Por tanto, la administraciéon de dichos farmacos oncolégicos e inhibicién de BMI-1,
actuaron de manera sinérgica (Fig. 16B), en congruencia con lo observado en modelos

celulares de cancer ovarico y de mama (Wang et al 2011; Wu et al 2011).

Asi mismo, el reclutamiento de BMI-1 contribuye a la eficiencia en la reparaciéon de
rupturas de doble cadena del DNA, sugiriendo que BMI-1 y proteinas asociadas al grupo
Polycomb pueden estar ligados a cambios estructurales de la cromatina, involucrados con
respuesta al dafio del DNA mediante la represion transcripcional cerca del sitio de dafio al
DNA (Ginjala, 2011). De manera que al inhibir BMI-1 en lineas celulares tipo AD
pulmonar, se sugiere que la eficacia de reparaciéon del dafio al DNA podria disminuir,
aumentando la sensibilidad de dafio al DNA causado por cisplatino principalmente (Fig.

12), provocando aumento de la muerte celular por apoptosis.

Por otra parte, en la linea celular A549 el efecto causado por combinacién de
doxorrubicina e inhibiciéon de BMI-1, no fue sinérgico en contraste con lo observado con
cisplatino, sugiriendo mayor eficacia del efecto citotéxico por cisplatino en distintos tipos
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de cancer (Florea & Biisselberg, 2011; Basu & Krishnamurthy, 2010), entre ellos el cancer
pulmonar (Chang et al, 2011); sin embargo, el de mayor citotoxicidad para el paciente

oncolégico.

siRNA BMI-1
p19°%F Daiio al DNA por agentes
antineoplasicos
MDM2 Cisplatino
A | B Doxorrubicina

Eid

CDK4/6 |— p21 <—— p53

pRB |—‘

Apoptosis

Arresto celular

Figura 16: Posibles formas de induccién del arresto celular y apoptosis mediante la inhibicién de BMI-1.
Tras la inhibicién de BMI-1, p194RF inhibe MDM2, evitando asi la degradacién de p53, lo que produce el
aumento en la concentracion de p53 en las células A) la cual estimula la transcripcion de p21, que codifica
para una proteina inhibidora de Cdk. Al inhibir CDK4/6, no se permite la fosforilacion de RB y por tanto
mediante la interaccion con E2F, bloquea la transcripcién de los genes de la fase S, provocando arresto
celular. B) Para que se induzca una muerte celular por apoptosis se necesita causar dafio al DNA
considerable por parte de los farmacos oncolégicos.
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12.4.- El Silenciamiento de BMI-1, la Combinacién de Tratamientos

Farmacoldgicos vs Inhibidores Epigenéticos Aumenta la Sensibilidad Celular en

Modelos in vitro de Carcinomas Pulmonares
Diversos farmacos contra el cancer tienen como blanco el DNA o enzimas que acttan
sobre el DNA y dado que la cromatina se puede encontrar fuertemente compactada, la
accesibilidad del farmaco a su blanco puede reducir la eficiencia de estos farmacos
oncolégicos (Kim et al, 2003). Actualmente los fadrmacos que se dirigen a procesos
enziméticos especificos implicados en la regulacién epigenética estan surgiendo como
métodos eficaces para el tratamiento y prevencion de algunos tipos de cancer. En este
sentido, el uso de inhibidores epigenéticos como desmetilantes e inhibidores de
desacetilsas de histonas, 5-aza y TSA respectivamente, en combinacién con los farmacos
cisplatino y doxorrubicina aumenta en mayor o menor medida el efecto citotéxico de estos
(Diyabalanage et al, 2013; Kim et al, 2003), tal como podemos observar en los resultados
obtenidos en las lineas celulares A549 e INER-37 (Fig. 12-15). Al respecto se han reportado
distintos mecanismos por los cuales, el uso de inhibidores epigenéticos pueden aumentar
la sensibilidad de las células neoplasicas a los farmacos oncolégicos, entre los cuales se
encuentran la alteracioén de la estructura de la cromatina que permite el relajamiento de la
cromatina, por tanto mayor accesibilidad del farmaco e induccién de la expresion de genes
que controlan el ciclo celular y proteinas asociadas a la induccién de apoptosis, tales como
P53, p21, citrocromo C, y caspasa-3 (Zhu et al, 2004; Carey & Thangue, 2006; Yoon et al,
2011; Diyabalanage et al, 2013).

No obstante, en el caso de inhibidores de metilacién, se ha reportado que puede provocar
la induccién en la expresion del fenotipo tipo-stem quimioresistente (Bram et al, 2009; Baba
et al, 2009), lo cual sugiere que, la moderada disminucién de la viabilidad celular en A549 e
INER-37 bajo los tratamientos con cisplatino 6 doxorrubicina en combinacién con 5aza
12% y 15.6% respectivamente se deba a dicho efecto (Fig. 12-15). Esto en contraste con los
resultados obtenidos bajo la combinacién cisplatino-5aza-siRNA de BMI-1 en A549, donde
la disminucién en la viabilidad es de hasta 53.7% (Fig. 12), en comparaciéon con lo
obtenido con doxorrubicina (Fig. 13), lo cual se podria atribuir, como se ha comentado

previamente, a la efectividad de cisplatino para causar dafio al DNA es mayor a
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comparacién con doxorrubicina, aunado a la reduccién en la eficiencia de reparacién del
DNA y la induccién de mecanismos de apoptosis a través pl194RF, dado por la inhibicion

de BMI-1.

Por otra parte, la disminucién de la viabilidad celular observada en las distintas lineas
celulares posterior a la administraciéon de TSA (Fig. 12-15), se puede deber al aumento en
la accesibilidad a la cromatina causada por la inhibiciéon de HDACs y por tanto un
incremento en la cantidad de lesiones al DNA (Lutter et al, 1992); y/o debido a la
induccién de apoptosis, toda vez que se ha reportado que A549 bajo tratamiento por TSA
en conjunto con radicacién gamma aumenta la expresién de p21, a su vez responsable del
arresto del ciclo celular, asi como de aumentar la actividad de la enzima proapoptoética
caspasa-3 y citocromo-C (Zhang et al, 2009). De esta forma los resultados obtenidos, al
combinar TSA, cisplatino ¢ doxorrubicina y la inhibicién de BMI-1, nos sugieren un
posible mecanismo sinérgico capaz de elevar la sensibilizacion de células
quimioresistentes del cdncer pulmonar, a través de la participacion de genes maestros
controladores del ciclo celular como p53 y p21 de forma dependiente e independiente de

la regulacion del locus INK4/ ARF por BMI-1.
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13.- Conclusiones

1. Las lineas celulares A549 y A427 poseen mayor quimioresistencia, mientras que
aquellas establecidas de pacientes mestizo-mexicano INER-51 e INER-37, poseen

mayor sensibilidad al tratamiento oncolégico.

2. Posterior al tratamiento farmacolégico por cisplatino y doxorrubicina se generé
inducciéon en la expresion del fenotipo stem quimioresistente en 3 modelos

celulares de cancer pulmonar, A549, A427 e INER-37.

3. La sensibilidad a farmacos oncolégicos en el modelo celular INER-51, se puede
relacionar con falta de induccién (RNAm) del fenotipo stem quimioresistente

representado en BMI-1, ABCG2 y CD133.

4. Los resultados sugieren que la induccién de BMI-1 en el modelo celular de cancer
pulmonar A549 e INER-37, bajo tratamiento por cisplatino 8uM y tratamiento
secuencial cisplatino 8uM/doxorrubicina 100nM, se deben posiblemente a

mecanismos de re-programacion epigenética por metilacion.

5. El silenciamiento de BMI-1 en linea celular A549 gener¢ sensibilidad al tratamiento
por cisplatino, mientras que en INER-37, fue tanto al cisplatino como a
doxorrubicina, lo cual demuestra su importancia en la quimioresistencia de
tumores pulmonares tipo AD, apoyando nuestra hipétesis como probable
estrategia de sensibilidad al tratamiento por quimioterapia en pacientes con AD

pulmonares de origen mestizo mexicano.
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14.- Perspectivas

Profundizar sobre el analisis del fenotipo stem quimioresistente inducible en
modelos de cancer pulmonar in vitro e in vivo, tomando como argumento
fundamental la re-programacion epigenética, resultando obligado su estudio

inmediato sobre el papel de BMI-1 a nivel biomédico.

Realizar el andlisis de los mecanismos de reparacion del DNA e inducciéon de
apoptosis a través de p53 involucrados en la quimioresistencia a través del control

de la expresion de BMI-1, frente a esquemas de tratamiento farmaco-oncolégico.

Llevar a cabo el andlisis de correlaciéon de la participacion de BMI-1 en la

progresion y prondstico de pacientes mexicanos con cancer pulmonar.
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