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RESUMEN

Una de las principales causas de muerte por cancer tanto en hombres como en
mujeres a nivel mundial es el cancer de pulmon. Se ha determinado que el fenotipo
neuroendocrino esta presente en el 20 % de los pacientes de cancer de pulmoén,
siendo este un factor determinante del aumento de la agresividad, causando
pronésticos desfavorables, pobre respuesta a tratamientos convencionales, y
debido a la identificacion inadecuada, tratamientos erroneos.

En afos recientes, el interés en los avances en el campo de la inmunoterapia contra
el cancer ha ido en aumento. Uno de los inmunomoduladores ampliamente
estudiado por su participacion en enfermedades autoinmunes, pero poco estudiado
en cancer es el gen AIRE, que codifica su proteina Aire encargada de la regulacién
del sistema inmune al expresar antigenos especificos de tejido. El gen AIRE se ha
caracterizado como un regulador multifacético, dependiendo el contexto, por lo que
el objetivo de este trabajo fue caracterizar la expresion del ARNm de AIRE en las
células adenocarcinoma de cancer de pulmon (A549) y A549 mas agresivas con
diferenciacion al fenotipo neuroenddécrino (A549 NED). Con nuestros hallazgos tras
realizar RT-PCR evidenciamos que en nuestro modelo de estudio de células de
adenocarcinoma pulmonar no se observa la expresion de AIRE en las condiciones
evaluadas. Aungque AIRE no se expresa naturalmente en células A549, los hallazgos
(expresion de sus genes blanco NEUROD1 y NEUROGL1) sugieren que su red
transcripcional si puede activarse en estados celulares especificos, como la
conversion epitelial a neuroendocrina. Se requieren experimentos mas detallados
para confirmar dicha aseveracion.

Palabras clave: Regulador autoinmune, AIRE, A549, neuroenddécrino
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ABSTRACT

Lung cancer is one of the leading causes of cancer death in both men and women
worldwide. The neuroendocrine phenotype has been determined to be present in
20% of lung cancer patients, and this is a determining factor in increased
aggressiveness, leading to poor prognoses and poor response to conventional
treatments due to inadequate identification and mistreatment.

In recent years, interest in advances in the field of cancer immunotherapy has
increased. One of the immunomodulators widely studied for its role in autoimmune
diseases, but little studied in cancer, is the AIRE gene, which encodes the Aire
protein, which is responsible for regulating the immune system by expressing tissue-
specific antigens. The AIRE gene has been characterized as a multifaceted
regulator, depending on the context. Therefore, the objective of this study was to
characterize Aire mRNA and protein expression in lung cancer adenocarcinoma
cells (A549) and more aggressive A549 cells with differentiation toward the
neuroendocrine phenotype (A549 NED). Our findings after performing RT-PCR
analysis show that in our lung adenocarcinoma cell model, AIRE expression is not
observed under the conditions evaluated. Although AIRE is not naturally expressed
in Ab49 cells, the findings (expression of its target genes NEUROD1 and
NEUROG1) suggest that its transcriptional network can be activated in specific
cellular states, such as epithelial-to-neuroendocrine conversion. More detailed
experiments are needed to confirm this assertion.

Keywords: Autoimmune regulator, AIRE, A549, neuroendocrine
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1. INTRODUCCION

A nivel mundial, el cancer de pulmén es la neoplasia maligna con mayor tasa de
letalidad en ambos sexos.

Algunas células de cancer de pulmon pueden transdiferenciarse hacia un fenotipo
neuroendocrino, adquiriendo la capacidad de adaptarse a cambios en su
microambiente tumoral, favoreciendo la tumorigénesis y disminuyendo la esperanza
de vida de los pacientes. En el cancer de pulmon la presencia de un ambiente
inflamatorio crénico puede alterar o desviar la diferenciacion de las células
inmunitarias, lo que resulta ademas en un desequilibrio de la actividad antitumoral,
favoreciendo asi la evasion del tumor y, posteriormente, la resistencia al sistema
inmune.

Diversos factores de transcripcion participan en la regulacion del sistema inmune.
El gen regulador autoinmune (AIRE) es un factor de transcripcién que se expresa
principalmente en las células epiteliales del timo medular (NTEC) y que es
responsable de regular la expresion génica en el timo y cuyo producto proteico, Aire,
es esencial para la tolerancia inmunologica.

Las mTEC utilizan factores de transcripcion para definir el linaje de los tipos de
células extratimicas en varias subpoblaciones, en funcién de su parecido con tejidos
extratimicos particulares, llamandolas “células miméticas”, demostrando que la
mayoria de ellas se encuentran en la etapa “post-Aire”. En particular, el ARNm de
AIRE se ha detectado en diversos tejidos linfoides y no linfoides periféricos; sin
embargo, no se ha demostrado firmemente la expresion de la proteina Aire fuera
del timo. Los genes inducidos por AIRE constan de dos contextos en los que AIRE
promueve los genes a través de distintos mecanismos reguladores; genes inducidos
por la actividad transcripcional genuina de AIRE y genes expresados
preferentemente en células miméticas.

El gen AIRE en un grupo de células miméticas, ademas de sus genes caracteristicos
del grupo correspondiente se detectaran como genes inducidos por AIRE, como lo
son las células neuroenddcrinas con sus genes NEUROD1, NEUROG1, CHGA. El
objetivo de este trabajo fue determinar la expresion del gen AIRE en la linea celular
de cancer de pulmdn A549 y A549 con fenotipo neuroenddcrino verificando ademas
la expresion de sus genes diana.



2. ANTECEDENTES

2.1 Céancer

El cancer es una enfermedad multifactorial que presenta una proliferacion
descontrolada de células causada por una serie de mutaciones genéticas y
epigenéticas, permitiendo a las células autorrenovarse y formar tumores (excepto
leucemias). Los comportamientos de las células cancerigenas no solo dependen
del genotipo del huésped, sino que también se ven afectados por factores
ambientales, factores del huésped, por ejemplo, su estilo de vida que incluye su
alimentacion, sedentarismo y los vicios, que aumentan la probabilidad de
tumorigénesis y promocion del cancer [Yin et al., 2021].

Las caracteristicas esenciales o “hallmarks” del cancer se han conceptualizado
como un conjunto de funciones que las células adquieren al cambiar de un estado
normal a etapas de crecimiento neoplasico, especificamente aquellas cruciales para
la formacion de tumores malignos. En la actualidad, estas habilidades incluyen
conservar el control de sefales sobre la proliferacion, evadir los inhibidores de
crecimiento, evasion inmune, facilitar la replicacion celular, promover la inflamacion
tumoral, estimular la invasién y angiogénesis, acceder a la vasculatura, promover la
inestabilidad y mutacibn gendmica, oponerse a la apoptosis, alteraciones del
metabolismo celular y la plasticidad fenotipica. Estudios recientes han sefialado que
las células cancerigenas también pueden reprogramarse epigenéticamente, cada
individuo puede presentar un microbioma polimérfico y tener células en
senescencia, no obstante, éstas aun no pueden ser reconocidas como
caracteristicas esenciales, porque no existen suficientes estudios que lo respalden
[Hanahan, 2022].

A pesar de ésto, las caracteristicas esenciales, de manera aislada, no abordan
completamente las complejidades de la patogénesis del cancer, es decir, los
mecanismos moleculares y celulares especificos que posibilitan que las células
neoplasicas evolucionen y adquieran estas capacidades fenotipicas andémalas
durante el desarrollo tumoral y la progresion maligna. Como resultado, se han
introducido las "caracteristicas habilitantes”, las cuales son resultado de la
anormalidad de la neoplasia y ofrecen vias a través de las cuales las células
cancerosas Yy los tumores pueden adoptar estas caracteristicas funcionales. Las
caracteristicas habilitantes se reflejan en los mecanismos moleculares y celulares
mediante los cuales se adquieren las caracteristicas habilitantes en lugar de las
caracteristicas esenciales. Entre las caracteristicas habilitantes se encuentran la
inestabilidad del genoma y la inflamacion que promueven los tumores [Hanahan,
2022].



Adicionalmente, el microambiente tumoral (TME), definido como una composicion
de poblaciones heterogéneas que interactian con las células cancerosas y células
madre cancerosas, junto con una variedad de tipos de células estromales reclutadas
(el parénquima transformado y el estroma asociado), desempefia un papel
fundamental en el desarrollo de tumores y la progresion maligna [Hanahan, 2022].

El cancer representa una de las principales causas de mortalidad a nivel global. En
el aflo 2022, de acuerdo con estadisticas de Globocan se estimaron 2.48 millones
de casos nuevos de cancer de pulmén y para el 2045 se prevé que habra un
aumento del nimero de casos, con aproximadamente 4.25 millones. Por tanto, el
cancer de pulmon se encuentra entre los canceres mas comunes y, con el mayor
namero de fallecimientos en 2020 fue el primer lugar (1.8 millones de defunciones)
[Globocan, 2024].

2.2 Cancer de pulmon

El cancer de pulmdn representa un reto importante para la salud publica, al ser
reconocido como una de las principales causas de muerte por cancer en México y
en el mundo [ISSSTE, 2023; Cabrera-Miranda et al., 2023]. Debe ser considerado
una prioridad en la toma de decisiones en cuanto a diagndéstico, manejo y control
[Cabrera-Miranda et al., 2023]. En 2022 se reportaron cerca de ocho mil casos
nuevos de cancer de pulmén en México; y aproximadamente siete mil fallecieron.
Posterior al diagnéstico de este padecimiento se registra mortalidad de 90 por ciento
indicando una alta letalidad [ISSSTE, 2023].

El cancer pulmonar se clasifica principalmente en dos tipos histoldgicos: el cancer
de pulmén de células pequefias (SCLC) y el cancer de pulmén de células no
pequefias (NSCLC). NSCLC es el mas comun; comprende subtipos como el
adenocarcinoma, el carcinoma escamoso y el carcinoma de células grandes [Ruiz-
Cordero et al., 2020]. EI SCLC es un carcinoma que presenta mayor agresividad y
un rapido crecimiento, que se muestra en fumadores activos o exfumadores y tiene
un pronostico excepcionalmente malo [Rudin et al., 2021]. Ademas de la
clasificacion principal se ha detectado que ambas histologias presentan un subtipo
de cancer neuroenddcrino [Shyu et al., 2018].

En la metastasis del cancer del pulmén los principales érganos afectados son los
ganglios linfaticos, el cerebro y los huesos [Figura 1] [Rudin et al., 2021; Xie et al.,
2021]. En la metastasis existe la compleja interaccion en el microambiente tumoral
(TME) con las células inmune infiltradas, que a su vez interactuan con las células



madre cancerosas donde mecanismos como la linfangiogénesis y la angiogénesis
subyacen el crecimiento tumoral y la resistencia terapéutica [Bayik y Lathia, 2021].
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Figura 1. Sitios comunes de metastasis en SCLC [Rudin et al., 2021].

2.3 Céancer de pulmén neuroenddcrino

Las neoplasias neuroendocrinas de pulmén se definen como una familia de
neoplasias pulmonares heterogéneas que muestran morfologia neuroenddécrina e
inmunofenotipo. A pesar de la diferenciacion neuroendécrina comun y la expresion
de marcadores neuroenddcrinos, los miembros de esta familia difieren
significativamente en términos de morfologia, inmunofenotipo, perfiles moleculares,
comportamiento biolégico y comportamiento clinico. Cuatro entidades tumorales
pertenecen a esta variada familia: carcinoide tipico, carcinoide atipico, SCLC y
carcinoma neuroendocrino de células grandes. Los SCLC representan el 15 % de
todas las neoplasias malignas pulmonares primarias, seguidos por los canceres
neuroendocrinos de células grandes (3 %) y los carcinoides pulmonares (2 %), con



una relacion carcinoide tipico con carcinoide atipico de 10:1 [WHO, 2021; Vocino et
al., 2024].

La capacidad de las células tumorales para transdiferenciarse en células
neuroendocrinas posibilita la variedad celular dentro del tumor, facilitando su
supervivencia en entornos con escasez de oxigeno o nutrientes. Ademas, esta
habilidad les permite adaptarse a las alteraciones en el microambiente durante el
proceso metastasico y enfrentar el estrés ocasionado por la exposicion a
tratamientos farmacoldgicos como la quimioterapia [Thankamony et al., 2021].

La hiperplasia de células neuroenddcrinas determina un mayor numero de células
neuroendocrinas en el epitelio respiratorio y se asocia con muchos factores
causales. En la poblacion adulta, las alteraciones del compartimento de las células
neuroendocrinas se asocian generalmente con enfermedades obstructivas
cronicas, enfermedades bronquio-alveolares relacionadas con el tabaquismo y
neumonia, o mas en general con cualquier condicion que conduzca a lesion y
reparacion pulmonar, asi como a inflamacion intersticial y fibrosis [Shyu et al., 2018].

Los patrones histopatolégicos de la hiperplasia de células neuroenddcrinas se
recapitulan en hiperplasia lineal y nodular. Dichos patrones se definen como un
crecimiento excesivo irregular de células neuroenddcrinas triangulares o en forma
de matraz, ubicadas en estrecho contacto con la membrana basal de las vias
respiratorias pequefias o grandes, mientras que la segunda estd formada por
pequefios grupos de 10 a 20 células neuroenddcrinas en contacto con la membrana
basal [Vocino et al., 2024].

2.4 Marcadores neuroenddcrinos

Los marcadores inmunohistoquimicos neuroenddcrinos tradicionales que se utilizan
ampliamente en la practica de patologia por su sensibilidad y especificidad incluyen
a la sinaptofisina (SYP), la cromogranina A (CHGA) y la proteina 1 asociada a
insulinoma. La enolasa neuronal especifica es otro marcador, aunque menos
recomendable debido a su baja especificidad [Rekhtman, 2022; Vocino et al., 2024].

En estudios recientes se ha identificado que, a pesar de la homogeneidad
gendmica, el SCLC comprende distintos subtipos basados en las diferencias
globales en la expresion genética y los perfiles de metilacién. Estos subtipos se
definen principalmente por expresar reguladores transcripcionales maestros como:
ASCL1, NEUROD1 y POU2F3, siendo el ASCL1 el mas comun [Rekhtman, 2022].

NEURODL1 es un factor de transcripcion neurogénico basico de hélice-bucle-hélice
y desempeiia un papel fundamental en la diferenciacién neuronal. Todavia no esta
8



claro cdmo NEUROD1 activa su transcripcién genética y qué genes, y en qué grado,
dependen de él en el SCLC [Chen et al., 2023].

2.5 Inmunovigilancia en el cancer

Existe una asociacibn ya conocida entre las células cancerosas y células
inmunitarias; es uno de los temas criticos en el cdncer, dado que el sistema inmune
ayuda y combate la enfermedad, asi como su desarrollo. Por otro lado, también se
sabe que las células inmunitarias pueden actuar en paralelo para regular y promover
la formacion de tumores [Rezaie et al., 2024].

Las principales células que actian en la supresion de tumores del sistema
inmunolégico incluyen células T efectoras CD4 +, células T citotoxicas CD8 +,
macréfagos M1, neutréfilos N1, células dendriticas (DC) y células asesinas
naturales (NK) [Lei et al., 2020; Rezaie et al., 2024]. No obstante, algunas células
del sistema inmunoldgico pueden provocar respuestas inmunosupresoras, incluidas
las células supresoras derivadas de mieloides (MDSC) o los macréfagos asociados
a tumores (TAM); por su parte el microambiente tumoral también est4 conformado
por el factor de necrosis tumoral a (TNFa), la IL-18, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-23, y células
T reguladoras (Treg) [Lei et al., 2020; Romero, 2020; Rezaie et al., 2024]. Mientras
tanto, algunas células como las células Th17, las Treg CD4 + CD25 + Foxp3 +y las
citocinas que regulan el sistema inmunoldgico (p. ej., TGF-B) tienen un doble papel
a la hora de provocar o prevenir el cancer, dependiendo del microambiente tumoral
y de los factores asociados con la tumorigénesis [Romero, 2020; Rezaie et al.,
2024]. Ademas, las células tumorales pueden cambiar sus rasgos fisiol6gicos, como
el metabolismo y las propiedades de tumor primario, a través de interacciones con
células inmunes y estromales, para evitar la deteccion por parte del sistema
inmunolégico [Bayik y Lathia, 2021].

Los tumores pueden crear un microambiente que tiene una accién supresora del
sistema inmunologico al secretar citocinas que provocan la apoptosis de los
linfocitos T activados [Rezaie et al., 2024]. El microambiente tumoral (TME) forma
una barrera metabdlica debido a las desregulaciones metabdlicas en las células
neoplasicas para desarmar la inmunidad antitumoral del huésped y las estrategias
inmunoterapéuticas actuales [Chuang et al., 2024].

También es importante sefialar que existen mecanismos epigenéticos los cuales
son importantes no solo en el inicio y avance del cancer, sino también en la
inmunidad tumoral. Estudios recientes en epigenética del cancer han revelado
varios moduladores epigenémicos involucrados en la remodelacién de la cromatina,
la modificacién de histonas, la metilacion del ADN y la modificacién del ARN, que
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tienen un impacto significativo en la inmunogenicidad del tumor, las funciones de
las células inmunes y la respuesta a la inmunoterapia [Yang et al., 2023; Sun et al.,
2024].

Los hallazgos anteriores contribuyen a evaluar si AIRE participa en la
inmunomodulacion del cancer de pulmén, dado que opera como un factor de
transcripcion para promover una amplia gama de objetivos transcripcionales, no
reconociendo secuencias particulares de ADN sino involucrando mecanismos
epigenéticos [Matsumoto et al., 2023].

2.6 Gen regulador autoinmune (AIRE)

El gen regulador autoinmune (AIRE) esta ubicado en la region 22q.3 del cromosoma
22. Las variantes patdgenas de AIRE causan el sindrome poliglandular autoinmune
tipo 1 (APS1), caracterizado por candidiasis superficial crénica y diversas
enfermedades autoinmunes que afectan principalmente a las glandulas enddcrinas
[Perniola, 2018].

AIRE pertenece al grupo de proteinas capaces de unirse a la cromatina y regular el
proceso de transcripcion genética. A partir del extremo N, AIRE comprende un
dominio de reclutamiento y activacién de caspasa (CARD), una sefial de localizacion
nuclear (NLS), un dominio SAND y dos dedos homeodominio (PHD) [Figura 2]. A
nivel subcelular, AIRE se localiza en pequefias particulas distribuidas
uniformemente en el nucleoplasma, con una organizacién subcelular asociada con
la matriz nuclear como se observa en cultivos de mTEC humanos y lineas celulares
transfectadas con AIRE [Perniola, 2018].
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Figura 2. Representacion del gen AIRE humano [Perniola, 2018].

El gen AIRE se expresa en el timo y su producto proteico, Aire, es esencial para la
tolerancia inmunoldgica [Besnard et al., 2021; Duarte et al., 2021]. Las mTEC
expresan marcadores de superficie como citoqueratinas, moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad 1l (MHC-I11) y los grupos de diferenciacion CD80, CD86
y CD40. Una minoria de células timicas AIRE+ expresaron CD11c y CD83, que
identifican DC maduras de linaje mieloide [Heino et al., 1999; Perniola, 2012].
También se detectdé ARNm de AIRE en linfocitos B timicos y timocitos CD4+ CD8+
doble positivo, mientras que en la sangre periférica se limitd Unicamente a los
linfocitos B [Suzuki et al., 2008]. Las mTEC presentan una gran variedad de
antigenos, dada por la expresion de AIRE, que les permite a las mTEC expresar y
presentar estos autoantigenos llamados ectopicos. La seleccidén negativa ocurre
debido a la exposicién de multiples autoantigenos en el timo, los cuales tienen la
capacidad de unirse al MHC. Aquellas células que no se unen al MHC y muestran
un alto grado de autorreactividad son eliminadas, con el objetivo de reducir la
probabilidad de desencadenar respuestas autoinmunes. Aunque una pequefia
fraccidon de estas células logra evadir la eliminacién, estas células se diferencian en
una subpoblacion con caracteristicas fenotipicas y funcionales especificas,
conocidas como células Treg, que desempefian un papel supresor en el sistema
inmunoldgico [Chavez et al., 2017].

El mecanismo molecular del gen AIRE se acciona desde la proteina de unién a
CREB (CBP), que se localiza en los cuerpos nucleares (NB) y es un coactivador de
varios factores de transcripcion. La acetilacion (Ac) por CBP estabiliza la distribucion
subcelular de AIRE (proteina). El factor b de alargamiento de la transcripcion
positiva (P-TEFb) y la proteina quinasa activada por ADN (DNA-PK) son otros
coactivadores de AIRE. DNA-PK fosforila AIRE, junto con otras moléculas que co-
inmunoprecipitan con AIRE, como la ADN-topoisomerasa (DNA-TOP) lla. La DNA-
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TOPIlla realiza cortes de ADN de doble cadena y atrae DNA-PK y poli-(ADP-ribosa)
polimerasa 1 (PARP1), DNA-Topl es un compariiero de AIRE preeminente aguas
arriba de DNA-Toplla y DNA-ToplIB [Figura 3]. AIRE ejerceria una funcion similar a
la camptotecina que regula negativamente la topoisomerasa | en muchas células
tumorales incluyendo cancer de pulmén, con actividad antitumoral en el proceso de
tumorigénesis [Liu et al., 2000; Wen et al., 2021], y al etoposido capaz de inhibir la
actividad de religacion de DNA-TOP de tipo | y Il [Jang et al., 2025]. A ésto le siguen
cambios en la cromatina atribuibles a DNA-PK 'y PARP1, y activa la transcripcion de
genes de baja expresion. La proteina quinasa 2 que interactiia con el homeodominio
(HIPK2), otra proteina quinasa serina-treonina localizada en los NB, fosforila AIRE
(y CBP) y ejerce una influencia represiva sobre las propiedades relacionadas
[Perniola, 2018]. Ademas, para la regulacion de la proteina Aire, Yoshida et al.
encontraron que la proteina 4 que contiene bromodominio (Brd4) forma un puente
entre Aire y P-Tefb, y que la fosforilacion equilibrada y Ac de Aire son necesarios
para la movilizar los mecanismos de transcripcion y empalme e inducir la
transcripcion [Yoshida et al., 2015]. En este contexto, se ha destacado que la
histona desacetilasa del grupo Il Sirtuin 1 preserva la expresion de genes
codificantes de TRA dependientes de Aire por desacetilacion de dichos residuos
[Chuprin et al., 2015].

RNA-Polll

,—) Ts-gs genes codificantes

Cola de histona H3 no metilada

Figura 3. Mecanismos moleculares de accion del gen AIRE [Perniola, 2018].

El gen AIRE es expresado principalmente en 6rganos linfoides como médula 6sea
y bazo [Nagamine et al., 1997; Poliani et al., 2010]. Sin embargo, Aaltonen y sus
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colaboradores detectaron ARNm de AIRE en tejidos humanos como glandulas
enddcrinas y otros 6rganos no linfoides, aunque los linajes celulares que tienen
dicha propiedad no estaban definidos [Aaltonen et al., 1997].

Se ha reportado expresion AIRE negativa o insignificantemente positiva en higado,
musculo esquelético, cartilago, hueso, corazén, vasos sanguineos, sistema
respiratorio, sistema gastrointestinal, sistema genitourinario, sistema nervioso
central, glandulas endocrinas, piel y ojos [Nagamine et al., 1997; Heino et al., 1999;
Klamp et al., 2006; Poliani et al., 2010].

Michelson y sus colaboradores demostraron que las mTEC utilizan factores de
transcripcion que definen el linaje para reflejar los tipos de células extratimicas.
Realizando experimentos unicelulares (scRNA-seq), para investigar los
mecanismos de las expresiones de antigenos restringidos de tejido (TRA) en mTEC,
clasificaron las mTEC en varias subpoblaciones en funcién de su parecido con
tejidos extratimicos particulares, como queratinocitos, células de penacho, células
de micropliegues, células neuroenddcrinas/secretoras, células ciliadas y miocitos.
Llamaron a estas poblaciones “células miméticas” y demostraron que la mayoria de
ellas se encuentran en la etapa “post-Aire”. Es decir, la etapa del desarrollo de
ciertas células del timo, en particular las mTEC, ocurre después de la expresion del
gen AIRE. La etapa “post-Aire” corresponde a células que ya expresaron AIRE en
el pasado, aunque la expresion sea baja [Michelson et al., 2022].

Bautista y sus colaboradores al investigar la heterogeneidad del compartimento
medular y comprender mejor la relacion entre las mTEC y otros subconjuntos
epiteliales, identificaron las células neuroenddcrinas con genes inducidos (diana)
por AIRE (NEUROD1, NEUROG1, CHGA), ademas de los ionocitos con genes
promovidos por AIRE (CFTR, FOXI1, ASCL3, CLCNKB) [Bautista et al., 2021].
Curiosamente, los ionocitos pulmonares surgen de células basales (dan lugar a
células neuroenddcrinas) y de células timicas [Montoro et al., 2018].

Cabe mencionar que los genes expresados por las células neuroenddcrinas como
NEURODL1 se sobreexpresan en canceres neuroendécrinos agresivos como SCLC
promoviendo la supervivencia de las células tumorales y la metastasis [Osborne et
al., 2013; Ikematsu et al., 2020]; NEUROG1 y CHGA contindan en investigaciones
para comprender mejor el mecanismo del cancer de pulmén y lograr el objetivo final
de una mejor identificacion de las células cancerosas; hasta el momento se usan
como marcador potencial para el diagnéstico temprano del cancer de pulmén
neuroenddcrino [Pradhan et al., 2013; Shi, 2021].

Si bien aun falta por comprender la informacion sobre los genes dependientes de
AIRE en humanos, los datos unicelulares recabados hasta ahora de las células
epiteliales timicas humanas pueden ayudar a identificar los objetivos de AIRE
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[Matsumoto et al., 2023]. Dado que las células miméticas estan presentes
principalmente en los tejidos linfoides secundarios, es probable que cumplan un
papel accesorio en la regulacion inmunitaria. Esta hipétesis se ve apoyada por los
hallazgos de que las células miméticas expresan moléculas inmunomoduladoras,
como IDO, IL-10y PD-L1 [Tas et al., 2007]. Las células miméticas también expresan
altos niveles de MHCII, lo que podria sugerir que tienen la capacidad para presentar
antigenos a las células T CD4 + [Fergusson et al., 2019].

2.7 AIRE presente en neoplasias

Se sabe que los tumores malignos pueden escapar a la eliminacién
inmunomodulacion por mecanismos que implican la inhibicién de la activacion de
las células T. En el linfoma cutaneo de células T, las células malignas muestran un
aumento dramatico en la expresion de AIRE en comparacion con las células T no
malignas, lo que puede contribuir a los mecanismos de evasion inmunoldgica
[Borcherding et al., 2023]. En el melanoma causa la infiltracion de células T CD8 +
en los tumores, esto estuvo acompafado por una alta expresion de factores
inmunorreguladores (es decir, IDO, PD-L1 y Tregs FOXP3+), lo que apunta a
mecanismos inmunosupresores en su lugar dentro del microambiente tumoral [Zhu
et al., 2016]. Otro vinculo entre el cancer y la transcripcion de AIRE proviene de
estudios in vitro en células tumorales escamosas orales que recientemente han
demostrado expresar AIRE. La expresibn de AIRE se correlacion6 con la
sobreexpresion de ETS1 que estd asociada con cambios prooncogénicos en la
expresion génica (es decir, quimiocinas, moléculas de adhesion vy
metaloproteinasas de matriz), que disminuyen en células knock-out de AIRE y
aumentan aun mas en ceélulas que sobreexpresan AIRE [Nguyen et al., 2020]. En
un estudio en carcinoma de préstata, donde una alta expresion de AIRE coincidié
con niveles mas altos de IL-6, tanto AIRE como IL-6 se asociaron con canceres mas
agresivos y linfadenopatia, o que sugiere una regulaciéon asociada a AIRE de la
inmunidad en el carcinoma de proéstata [Kalra et al., 2018]. En el cancer de mama,
se ha encontrado que la expresion de AIRE afecta la progresion del ciclo celular y
la apoptosis [Bianchi et al., 2016].

AIRE representa un caso fascinante de estudio dado que, de acuerdo al tipo celular,
y/o microambiente tumoral, puede promover el crecimiento tumoral, la invasion,
inmunosupresion o facilitar la muerte celular. Ademas, se ha observado que una
variante genomica (SNP rs2075876 G>A) se asocia con proteccion contra cancer
de mama evaluando en una poblacién de Oriente Medio, y niveles elevados de AIRE
se vinculan con mejor prondstico en subtipos triples negativos [Abdel et al., 2023].
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En este proyecto se busca comprobar la expresion de gen AIRE en células A549 y
A549 con fenotipo neuroenddcrino de cancer de pulmon, evaluando si AIRE se
relaciona con transdiferenciacion. Dado que de la misma manera que ocurre una
regulacion del gen AIRE en las mTEC se podria ver en las células A549

neuroendodcrina.
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3. JUSTIFICACION

En México actualmente las defunciones ocasionadas por el cancer de pulmén han
llegado a ser un problema de orden publico, como se menciona en la pagina oficial
del gobierno de México en 2022 de los 8 mil pacientes que fueron diagnosticados,
el 90 % de los pacientes fallecieron.

Tal cifra es alarmante porque no solo en México el cancer de pulmén ha jugado un
papel importante en defunciones por cancer, sino que se encuentra como la
principal causa de mortalidad relacionada con el cancer en todo el mundo,
representando hasta el 25% de todas las muertes por cancer. A pesar de los
recientes avances en el diagnostico y el tratamiento, la tasa de supervivencia a cinco
afos sigue siendo baja con un 22%. Las razones de esta supervivencia o recaida
es su gran adaptacion a sus tratamientos y microambiente tumoral, dado que
alrededor del 15 % y 20 % de todos los tipos de cancer de pulmén son de fenotipo
neuroendocrino, presentando un aumento de la agresividad y facil crecimiento,
teniendo como consecuencia diagnosticos y tratamientos erroneos, asi como
pronésticos desfavorables.

Conforme a la situacién actual, este trabajo es de importancia fundamental en el
estudio de factores que participan en la inmunomodulacion, evaluando sus posibles
mecanismos de adaptacién. Una de estas adaptaciones podria estar relacionada
con la presencia del fenotipo neuroenddcrino, cuyo comportamiento aln no ha sido
completamente comprendido. Hasta el momento, no se ha explorado
adecuadamente la expresién del gen regulador autoinmune (AIRE) en este tipo de
cancer.

Aunqgue varios estudios han examinado el gen AIRE en tejidos no linfoides, el efecto
inmunomodulador asociado con las respuestas inmunitarias antitumorales siguen
sin estar claros. Este estudio tuvo como objetivo evaluar la expresion de AIRE en la
linea celular de adenocarcinoma de pulmén A549 con fenotipo neuroenddcrino,
para analizar si mecanismos similares de regulacion transcripcional que realiza
AIRE en las mTEC, operan de manera semejante en las células neuroenddcrinas
del cancer de pulmon.
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4. HIPOTESIS

El gen AIRE y sus genes blancos (NEUROD1 y NEUROG1) se encuentran
expresados en la linea celular A549 neuroenddcrina.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar la expresion del gen AIRE y sus genes blancos (NEUROD1 y NEUROG1)
en células A549 neuroenddcrinas del cancer de pulmon.

5.2 Objetivos especificos

Analizar la expresion del gen AIRE y realizar la comparacion con la expresion en
células de cancer de pulmén A549 y con las células de cancer de pulmén con
fenotipo neuroenddcrino empleando RT-PCR.

Analizar la expresion de genes NEUROD1, NEUROG1, CHGA, SYP de células
neuroendocrinas y realizar la comparacion con la expresion en células de cancer de
pulmén A549 y con las células de cancer de pulmon con fenotipo neuroenddcrino
empleando RT-PCR.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales y células

Se empled la linea celular A549 de adenocarcinoma de pulmén humano de ATCC
(CCL-185). Se utilizaron los siguientes reactivos: suero fetal bovino (FBS) (Gibco
26140-079) al 10 % 100 U/mL de penicilina 'y 100 pg/mL de estreptomicina (Gibco
15140), DMEM-High glucose (GIBCO 11995-065 500 mL), tripsina-EDTA (Gibco
25200072), 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) (Sigma, cat: 15879-100MG), forskolina
(MedChemExpress, cat: HY-15371), Direct-zol RNA MiniPrep Plus (Zymo research,
cat. R2070), TRIzolReagent (Zymo Research, cat: R2050-1-50), RevertAid first
strand cDNA (Thermo Fisher Scientific, ref: K1622), GoTaq Green Master Mix
(Promega, cat: M7122), agarosa (Sigma, ref: A9539-100G), tampdén TAE 50X
(Invitrogen, cat: 24710-030), BioRad 500pb Molecular Mass RulerLadder
(LOO0768B), azul de tripano (Sigma-Aldrich T8).

6.2 Métodos

6.2.1 Mantenimiento y cultivo celular

Se utilizo la linea celular A549, las células se mantuvieron en el medio de cultivo
DMEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10 %, 100 U/mL de penicilina
y 100 pg/mL de estreptomicina a 37 °C con CO2z al 5 % en una incubadora (Thermo
Scientific Model:3110) de células con una atmdsfera humidificada (Mendieta et al.,
2018).

6.2.2 Viabilidad celular

Se preparé una suspension celular tripsinizada (2 mL de tripsina) y neutralizada 1:1
con medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10 %, 100 U/mL
de penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina. Se tomaron 100 pL de la suspension
celular y se transfirieron a un tubo Eppendorf de 2 mL, se tomo un volumen 1:1 de
solucion azul de tripano al 0.4 % (p/v) y se afadio al tubo, se homogenizé y reposo
de 5 - 15 minutos. Se transfirieron 20 pL de mezcla de suspension de células - azul
de tripano a ambas camaras de Neubauer. Se observé al microscopio y se contaron
ala camara 1y 2, se contaron todas las células en el cuadrado central de 1 mmy
cuatro cuadrados de esquina de 1 mm, se realizara el conteo por triplicado (ATCC,
2023).
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6.2.3 Transdiferenciacion neuroenddcrina de las células A549

Pasadas 24 h después de la siembra (obteniendo una confluencia del 40%), se
lavaron las células con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) 1X.
Posteriormente, se separaron las células en un grupo control, se trataron con medio
DMEM suplementado 100 U/mL de penicilinay 100 pg/mL de estreptomicina y otro
grupo de células con medio DMEM suplementado 100 U/mL de penicilina y 100
pMg/mL de estreptomicina, con 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) y forskolina (FSK)
cada uno a una concentracion de 0.5 mM. Ambos tratamientos se incubaron con
una duracién de 96 h, agregando los inductores de AMPc (FSK y IBMX) cada 24
horas y se realizaron cambios de medio a las 48 h. Este modelo fue probado
utilizando DMEM con SFB al 10% en presencia (tratamientos) o ausencia (control)
de los inductores de AMPc. Para confirmar la transdiferenciacion neuroenddécrina
exitosa de las células A549, se observaron los cambios en su morfologia empleando
un microscopio invertido y se documentaron tomando fotos a 48, 72 y 96 h
(Mendieta et al., 2018).

6.2.4 Preparacion de ARN total y PCR con transcripcion inversa (RT-PCR)

Se extrajo el ARN total de las células A549 y A549 neuroenddcrinas; se emplearon
TRIzol Reagent y kit Direct-zol RNA MiniPrep Plus siguiendo el procedimiento del
manual del fabricante (Zymo Research, 2023). Se determind la concentracion y
calidad del ARN obtenido en un espectrofotometro NanoDrop y su integridad por
electroforesis en gel de agarosa al 3 %. Posteriormente, se sintetizd el ADNc a partir
del ARN total utilizando Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit que incluye
cebadores hexaméricos aleatorios y Oligo(dT)18 (Thermo Fisher Scientific, 2024).
Se analizd el ADNc obtenido en un espectrofotometro NanoDrop
(Spectrophotometer ND-100) para determinar su calidad y concentracion.

Las secuencias de los genes AIRE, NEUROD1 y actina se recuperaron de la base
de datos NCBI GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), disefiando los siguientes
oligonucledtidos para cada gen [Cuadro 1]. La sintesis de las secuencias fue llevada
a cabo por la empresa OligoT4. La secuencia de NEUROGL1 fue tomada de Shu et
al., 2011.
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Cuadro 1. Secuencias especificas de cada gen utilizadas para RT-PCR

Secuencias Tm (°C) Productos (nt)

AIRE Fw: ATGACACTGCCAGTCACGAG 62.7 190
Rv: GTGCTGAGAAGGACACCTCC

NEUROD1 Fw: GAGACGCATGAAGGCTAACG 60 208
Rv: CTGAACGAAGGAGACCAGGT

NEUROG13® Fw: GCCTTTCTATCTGTCCGTCG 60 141
Rv: GTCTGGCACAGTCTTCCTC

CHGA! Fw: AACCGCAGACCAGAGGACCA 60.4 102
Rv: GTCTCAGCCCCGCCGTAGT

SYP? Fw: CTGCTGCAATGGGTGTTCG 60.2 349
Rv: CCGTGGCCAGAAAGTCCAG

Actina? Fw: CCATCATGAAGTGTGACGTTG 62 197

Rv:

ACAGAGTACTTGCGCTCAGGA

! [Fosado et al., 2023], ? [Soto-Hernandez, 2022], 2 [Shu et al., 2011].

La PCR se llevé a cabo en el termociclador (Bio-Rad T100 Thermal Cycler); se us6
GoTaq Green Master Mix, de acuerdo con el protocolo del fabricante (Promega,
2021) en 30 ciclos: primera extension por 5 min a 95 °C, desnaturalizacion por 30 s
a 95 °C y el alineamiento (Tm, seleccionada de acuerdo a cada secuencia para la
etapa de hibridacion), para la fase de extension por 1 min a 72 °C y elongacion final
por 5 mina 72 °C.

Se corrieron los productos de las reacciones por electroforesis en gel de agarosa al
2 % a 80 V por 45 min, se coloco 30 min de tincion con bromuro de etidio y se reveld
en un transiluminador de luz UV (VWR Scientific Model LM-20E) para su andlisis.

6.2.5 Condiciones de cultivo y manejo de residuos

La produccion del cultivo se llevé a cabo en areas estériles. Cada componente
utilizado se sometié a un proceso de esterilizacion, con reactivos debidamente
etiquetados, indicando claramente las fechas de apertura y de caducidad. Todo
material en contacto con las células se sometié a un proceso de inactivacion con
cloro y posteriormente fue desechado para prevenir cualquier forma de
contaminacion. Los desechos bioldgicos se depositaron en bolsas rojas. La
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eliminacién y tratamiento de los residuos generados es responsabilidad de
empresas especializadas, debidamente autorizadas por la Facultad de Quimica de
la Universidad Autonoma de Querétaro. Esta institucion sigue los procedimientos
necesarios para cumplir con los estandares establecidos por la NOM-087-ECOL-
SSA1-2002.

6.2.6 Andlisis estadistico

Los experimentos se realizaron por triplicado en tres ensayos independientes. Los
datos obtenidos se analizaron para media * error estandar. Las diferencias entre los
grupos experimentales fueron evidenciadas en las imagenes, con falta de expresion
en los grupos control (prueba t de student, p<0.0.5).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Transdiferenciacion neuroenddécrina de células A549 y expresién de marcadores
neuroendocrinos.

Las células A549 fueron tratadas con 0.5 mM FSK 'y 0.5 mM IBMX durante 96 horas,
presentando proyecciones similares a neuritas, a diferencia de las células A549 de
grupo control [Figura 4].

Control IBMX-FSK
(0.5mM)
oh RS
24 h
48 h
72 h
96 h

Figura 4. Transdiferenciaciéon de células de cancer de pulméon A549. Cambios
morfoldgicos en células A549 tratadas con IBMX-FSK. Células control sin tratar con
morfologia epitelial normal, y células IBMX-FSK tras 24, 48, 72 y 96 horas de
tratamiento con IBMX-FSK, que muestran proyecciones similares a proyecciones
tipo neuritas (10X).
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Los resultados obtenidos confirman la efectividad del modelo de transdiferenciacion
utilizado, demostrando que la elevacion de los niveles intracelulares de AMPc
pueden inducir la diferenciacién neuroenddcrina, de la linea celular de cancer de
pulmén analizada. Para lograr este efecto, se emplearon dos compuestos: la
forskolina (FSK), que actia como estimulante de la enzima adenilato ciclasa
responsable de sintetizar AMPc, y la 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), un inhibidor
de las fosfodiesterasas, encargadas de degradar dicho nucleétido. Ambos agentes
fueron administrados a una concentracion de 0.5 mM, conforme a los parametros
previamente estandarizados y optimizados por Mendieta y colaboradores en 2018,
permitiendo inducir exitosamente la diferenciacion neuroendocrina en células A549.

Para corroborar que la transdiferenciacion fue correcta se evaluaron marcadores
neuroenddcrinos como la sinaptofisina (SYN) [Figura 5] y la cromogranina A (CHGA)
[Figura 6], comparando la expresion de células A549 y células A549 con un fenotipo
neuroendocrino. Conforme a la literatura dichos marcadores neuroendécrinos son
empleados por su alta sensibilidad para la identificacion diferencial neuroendécrina.
Ademas, son utiles en la estadificacion de la enfermedad, lo cual es fundamental
para la formulacion de estrategias de tratamiento. Su deteccion contribuye a la
prevencion y el control de la enfermedad [Lu et al., 2022].

MPM Actina SYN

A549 A549 A549 A549
NED NED

500 pb
349 pb

197 pb

Figura 5. Expresion de SYN en células A549 y A549 neuroendocrinas (NED),
mediante RT-PCR a partir de ADNc de células A549 no tratadas y de células A549
tratadas con IBMX-FSK, sin SFB (NED). En el carril de extrema izquierda se
muestra el marcador de peso molecular (MPM); se aprecian las bandas
correspondientes de SYP con un peso de 349 pb (s6lo en A549 NED) y de actina
(197 pb) como gen de referencia.
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MPM Actina CHGA

A549 A549 A549 A549
NED NED

500 pb

197 pb
102 pb

Figura 6. Expresion de CHGA en células A549 y A549 neuroenddcrinas (NED),
mediante RT-PCR a partir de ADNc de células A549 no tratadas y de células A549
tratadas con IBMX-FSK, sin SFB (NED). En el carril de extrema izquierda se
muestra el marcador de peso molecular (MPM); se aprecian las bandas
correspondientes de CHGA con un peso de 102 pb (s6lo en A549 NED) y de actina
(197 pb) como gen de referencia.

7.2 Expresion del gen AIRE y sus genes blancos (NEUROD1 y NEUROG1)

El gen AIRE se expresa predominantemente en el timo, no obstante, la expresion
extratimica de AIRE tanto en el linaje mieloide como en el epitelial ha sido
reconocida desde los primeros estudios sobre este gen [Nagamine et al., 1997;
Heino et al., 1999; Klamp et al., 2006; Poliani et al., 2010]. En nuestro modelo
experimental de fenotipo neuroenddécrino de cancer de pulmén observamos que el
gen AIRE, evaluado por RT-PCR, no se expresa en las células A549 ni en su estado
epitelial, ni en el inducido a fenotipo neuroenddécrino, en condiciones de ausencia
de suero fetal bovino [Figura 7]. Dado que AIRE es un factor de transcripcién de
expresion transitoria, podria podria estudiarse en las células A549 en distintas
condiciones de suplementaciéon con SFBy tiempos cortos de exposicion a forskolina
e IBMX.

MPM Actina AIRE

A549 A549 A549 A549
NED NED

500 pb

197 pb
190 pb

Figura 7. Expresiéon de AIRE en células A549 y A549 neuroenddcrinas (NED),
mediante RT-PCR a partir de ADNc de células A549 no tratadas y de células A549
tratadas con IBMX-FSK, sin SFB (NED). En el carril de extrema izquierda se
muestra el marcador de peso molecular (MPM), se aprecian las bandas
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correspondientes de actina (197 pb) como gen de referencia. Las bandas para AIRE
se esperaban con 190 pb, aungque no se presentan en ninguno de los tipos celulares
evaluados.

Se han realizado estudios en diferentes canceres sobreexpresando el gen AIRE;
que han evaluado el impacto que genera este factor de transcripcion en el ciclo
celular; en células de cancer de mama (linea celular MCF-7) observaron un aumento
significativo de células en fase G1, induciendo el arresto celular, activacion de
caspasas, promoviendo apoptosis. Los resultados sugieren que esto fue debido al
estrés por sobre-traduccion de proteinas de la familia Bcl-2 y una reduccion en
células en fase S [Bianchi et al., 2016]. De acuerdo con dichos resultados se
explicaria la ausencia de la expresion del gen AIRE en nuestro estudio, al usar un
modelo sin enriquecimiento de suero fetal bovino. Por otro lado, en los modelos
utilizados en este trabajo, no hubo sobreexpresion del gen. Asi mismo, a nivel
transcriptdmico, AIRE se expresa en aproximadamente un tercio de los tumores de
mama segun datos del TCGA.

Asimismo, se evaluaron genes diana asociados al factor de transcripcién AIRE, que
podrian estar involucrados en el fendmeno de transdiferenciacion. Al realizarse la
evaluacion de los genes asociados NEUROD1 y NEUROG1 se observo una
expresion en las células de cancer de pulmoén solo con fenotipo neuroendocrino
(A549 NED) [Figura 8].

NEUROG1 NEUROD1

A549 A549 NED  A549 A549 NED

Figura 8. Expresion de los genes diana de AIRE (NEUROG1 y NEURODL).
Productos obtenidos por RT-PCR a partir de ADNc de células A549 no tratadas,
células A549 tratadas con IBMX-FSK (A549 NED). En los carriles se muestran las
bandas correspondientes de NEUROD1 y NEUROG1 con un peso de 208 pby 141
pb, respectivamente.

Este resultado podria sugerir que los factores de transcripcién, como CREB (por el
incremento de AMPc) o AIRE (por su relacion con NEUROD1 y NEUROG1), juegan
un papel importante en la transdiferenciacion de las células A549 de células
epiteliales a células con fenotipo neuroenddcrino. El no identificar en un tiempo
determinado la presencia de AIRE, nos llevo a pensar que podria haber una
participacion transitoria de AIRE en este proceso. Es importante destacar que,
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aunque el papel de NEUROG1 en el cancer aun no esta completamente
esclarecido, su funcibn méas conocida esta relacionada con la diferenciacion
neuronal, por lo que es posible que, en el contexto de nuestra investigacion, cumpla
una funcion similar. Cabe mencionar que los genes expresados por células
neuroendocrinas como NEUROD1 se sobreexpresan en canceres neuroendocrinos
agresivos como el SCLC, promoviendo la supervivencia y metastasis de células
tumorales [Osborne et al., 2013; Ikematsu et al., 2020].

Aungque AIRE no se expresa naturalmente en A549, nuestros hallazgos sugieren
que su red transcripcional si podria activarse en estados celulares especificos,
como la conversion epitelial a neuroenddcrina. Esto posicionaria a AIRE como un
posible regulador oculto de plasticidad tumoral, con implicancias clinicas en cancer
de pulmédn neuroendocrino. Previamente, ha sido probado que AIRE actla de forma
transitoria en el desarrollo del timo, activando genes periféricos solo por un tiempo,
luego se silencia para evitar respuestas autoinmunes cronicas [Aaltonen et al., 1997;
Perniola, 2018]. Siguiendo ese contexto y el de muchos otros factores de
transcripcion como Oct4 y Nanog, o incluso Myc también actian de manera
transitoria para iniciar su funcién y luego ya no son necesarios. Bin y colaboradores
descubrieron la expresion de AIRE en células madre y células embrionarias
tempranas y su funcion en la autorenovacion de células embrionarias donde
observaron que la expresion de AIRE se eliminé 6 dias después de la diferenciacion
celular [Bin et al., 2012]. AIRE podria seguir un patrén transitorio en células
pulmonares con plasticidad fenotipica.

Sin embargo, hay mas vias por las que NEUROG1 y NEURODL1 se activan, por
ejemplo por la via Notch [Figura 7]. En el desarrollo neural el inhibidor de la alfa-
secretasa permite la expresion de estos factores, por la via Wnt/beta-catetina que
favorece la expresion de genes neuroendocrinos en ceélulas progenitoras, la
acumulacion de beta-catenina activa la transcripcién de genes diana que proliferan
y diferencian células de linaje neuronales [Kuwabara et al., 2009] y por la via
hedgehog, la cascada de sefializacibn puede regular células progenitoras
neuronales, asi como la familia de las bHLH (basica hélice-bucle-hélice) que regulan
genes neuroenddcrinos, facilitando asi la transicion hacia un fenotipo
neuroenddcrino [Bertrand et al., 2002; Palma et al., 2005; Kumar et al., 2021].
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Notch Ligands

(Jagl, Jag2, DII1, DIl4, DII3) Wnt
\
NICD Dvl
MAML GSK3B
BER - -------- el B -~>»| B-Catenin
Targets : Targets: Targets:
cMyc || Hes, Hey Jagl, Hes1, Notch DII1, Hes1, N2, Jagl
Gli2, Gli3, SHh Wnt2b, Wnt4, Wnt7a, nMyc Wnt, CyclinD1, Myc
Gli

Figura 9. Interaccion entre las vias de sefializacion Notch (azul), Hedgehog
(naranja) y Wnt (verde) en el cancer. La flecha negra indica la regulacion
transcripcional. Las flechas negras discontinuas indican interacciones directas. Las
lineas rojas indican la regulacion inhibitoria. Imagen tomada de Kumar et. al., 2021.

Adicionalmente, moduladores intracelulares como el AMPc son capaces de inducir
la expresion de NEUROD1 y NEUROGL1 atraves de la via clasica o por mecanismos
independientes. Uno de estos mecanismos independientes puede ser el uso de
FSK, un activador del adenilato ciclasa e IBMX, un inhibidor de las fosfodiesterasas,
provocando el aumento de los niveles intracelulares de AMPc, activando la via de
sefalizacion PKA/CREB (proteina quinasa A / proteina de uniéon al elemento de
respuesta al AMPc), la cual puede inducir la expresion de genes proneuronales
[Lepski et al., 2013; Thompson et al., 2019; Wang et al., 2024].

Esta interaccion entre vias de sefalizacion (como Notch, Wnt y Hedgehog) y
mecanismos internos mediados por segundos mensajeros como el AMPc refuerza
la nocion de que la especificacion celular es un proceso dinamico y regulado por
multiples niveles, y que la activacion de NEUROG1 y NEUROD1 representa
multiples sefiales de diferenciacion y funcion de las células neuroenddcrinas.

27



8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indican que en las condiciones evaluadas AIRE no se
expresa en las células A549 ni A549 neuroenddcrinas sin SFB en los tiempos
evaluados.

Los genes asociados a AIRE CHGA, NEUROD1 y NEUROGLI1 se sobreexpresan en
las células A549 neuroenddcrinas.

Estos resultados sugieren que en este modelo el gen AIRE es posible que sea de
manera transitoria un regulador plasticidad tumoral, considerando la expresion de
NEUROD1 y NEUROGLI1 evidenciada por RT-PCR.

Proponemos que AIRE puede tener una funcién reguladora puntual y transitoria,
gue puede ser especialmente relevante en canceres como el de pulmén, donde la
transicion a fenotipos neuroenddcrinos se asocia con agresividad y resistencia. Se
requieren experimentos mas detallados para confirmar dicha aseveracion.
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