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Resumen

El cancer esta caracterizado por un crecimiento anormal de las células. El cancer de
pulmén es un tipo de cancer cuyo principal factor de riesgo es el tabaquismo. Un
tumor neuroenddcrino pulmonar puede secretar hormonas y factores que tienen un
impacto sobre la proliferacion de las células cancerosas. EI PRDM14 (proteina de
dedos de zinc del dominio PR) es un gen con baja expresion en tejidos humanos, sin
embargo, se ha encontrado presente en varios tipos de canceres sélidos. El objetivo
fue analizar la expresion del gen PRDM14 en la linea celular A549 fenotipo
neuroenddcrino. Las células fueron tratadas con 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX, 0.5
mM), forskolina (FSK, 0.5 mM) o su combinacion (I+F, 0.5 mM) por 96 h. Se realiz6
una RT-PCR para confirmar la transdiferenciacion, asi como la expresion de
PRDM14. Los resultados muestran cambios morfolégicos en los grupos de
tratamiento, con una expresion predominante del marcador neuroenddcrino
sinaptofisina en el grupo I+F. El gen PRDM14 se expres6 en todos los grupos de
tratamiento, la cual fue significativamente mayor en el grupo I+F. Se atribuyen los
cambios morfolégicos al incremento de la concentracion intracelular de cAMP lo que
favorecio la expresion de genes caracteristicos del crecimiento de proyecciones de
tipo neurita y el incremento del tamafio celular. La sobreestimulacion de la via
MERK/Erk por los farmacos promovié la expresion del gen PRDM14 y la
sobreexpresion en el grupo I+F causada por un posible efecto aditivo. Se
transdiferencio la linea celular A549 a fenotipo neuroenddcrino, la cual expreso al
gen PRDM14.



ANTECEDENTES

1.1 Cancer

El cancer es un conjunto anomalias en la homeostasis celular que se caracteriza por
un crecimiento anormal de las células con la capacidad de diseminarse y proliferar
en zonas diferentes a la de origen, proceso conocido como metéastasis en el cual van
adaptando su metabolismo y en el que las células se diseminan a cualquier érgano
o tejido. Las células cancerosas tienen la caracteristica de alterar las vias celulares
las cuales le confieren una capacidad de supervivencia, una mayor proliferacion
celular y una disminucién de la muerte celular. El cancer puede presentarse debido
a multiples causas las cuales se agrupan en dos categorias: factores genéticos y
externos o ambientales (Hayes, 2021).

El cancer se encuentra entre las primeras 10 causas de muerte a nivel mundial en el
2019 y es una carga importante para el sistema sanitario. De acuerdo con la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) en el 2021 a nivel mundial hubo 10
millones de muertes por cancer, los tipos que causaron mas muertes entre los
hombres son el de pulmén, prostata, colorrectal, higado y estémago. En las mujeres
el de mama, pulmdn, colorrectal, cérvico uterino y ovario. La tendencia a futuro que
se prevé para esta letal enfermedad es un aumento en la incidencia hasta un 60 %
en los préximos 20 afios, lo que podria causar un colapso en el sistema de salud,
considerando un crecimiento a unos 30 millones de nuevos casos de los 20 millones
de casos nuevos que hay actualmente, principalmente en paises en desarrollo (OPS,
2021). En México, entre inicios y mediados del 2020 se registraron mas de medio
millon de muertes, de las cuales 9 % se deben a tumores cancerigenos (INEGI,
2021).

Cuando hablamos de carcinogénesis nos referimos al origen de un proceso, en el
cual una sucesion de eventos favorece la mutacion de células que tienden a proliferar
descontroladamente, quedando fuera de los controles bioldégicos de regulacion
tumoral (Civetta, 2011; Klaunig y Wang, 2018).



La carcinogénesis consta de tres etapas: iniciacion, promocién y progresion. Para
gue cambie el fenotipo de una célula considerada normal y se transforme en otra
cancerosa es necesario que ocurran alteraciones en varios genes y a lo largo del
tiempo, incluso afios tras una exposicion prolongada de un carcindégeno y éstos no
solo afectan a la célula. Las mutaciones genéticas dirigen a la modificacién de los
elementos que codifican para un gen normal y siguiendo con la carcinogénesis dan

lugar a:

I.  Los canceres heredables por mutaciones en uno o ambos alelos de las células

germinales.

II.  Los canceres esporadicos, donde las alteraciones genéticas dependen de los
mutdgenos ambientales o0 agentes genotoxicos (virus, radiaciones o

sustancias quimicas) (Civetta, 2011; Klaunig y Wang, 2018).

En la tendencia a generar un cancer no heredable, la mutacién de algunos genes
conduce a consecuencias metabdlicas que podrian significar una ruta hacia la
carcinogénesis. Los canceres esporadicos se deben principalmente a una exposicion
ambiental, donde un 80 % es debido a la presencia de agentes carcindgenos fisicos
y quimicos. Los diferentes tipos de canceres que generan los carcinégenos quimicos
pueden actuar como inhibidores o activadores de enzimas que participan entre otras
en la transduccién de sefales. Se encuentran dos mecanismos por los cuales los

genes pueden alterarse:

I.  Genético: se producen alteraciones estructurales del genoma por cambios en
la disposicion de los propios genes o cambios en las bases nitrogenadas del
ADN, por ejemplo, las mutaciones, translocaciones o deleciones.

II.  Epigenético: se generan cambios en la expresién génica, al alterarse la
actividad enzimatica que le controla, resultando en cambios en los parametros

de crecimiento y muerte celular (Civetta, 2011; Klaunig y Wang, 2018).



1.2 Cancer de pulmén

El cancer de pulmon es un tipo de cancer en cuya clasificaciéon histolégica estan los
subtipos: cancer de pulmén de células pequefas (SCLC), cancer de pulmén de
células no pequeiias (NSCLC) en el cual se encuentran los subtipos
adenocarcinoma, carcinoma escamoso Yy carcinoma de células grandes (Ruiz-
Cordero y Devine, 2020). El cancer de pulmén de células pequefias representa cerca
del 15 % de los diagnésticos de cancer de pulmén, causando mas de 200,000
muertes al afio a nivel mundial, es considerado uno de los mas mortales debido a
gue aproximadamente el 70 % de los casos ya se encuentran en un estado
metastasico en donde su mediana de supervivencia oscila entre 7 a 12 meses una

vez diagnosticado (Huang y col., 2021; Ko y col., 2020; Sung y col., 2021).

En la metastasis del cancer del pulmén los principales érganos afectados son los
ganglios linfaticos, el cerebro y los huesos. En ella participan elementos clave tales
como el microambiente tumoral (en él esta implicada la formacion de la matriz
extracelular), las células madre del cancer de pulmon, la linfangiogénesis y la
angiogénesis, que hacen a este tipo de metéstasis un proceso complejo (Xie y col.,
2021).

El microambiente del cancer de pulmén se compone por células estromales
cancerigenas de pulmon y matriz extracelular que proporciona un ambiente favorable
para la proliferaciéon y crecimiento de las células cancerigenas. La relevancia del
microambiente tumoral viene dada por la relacion con las células tumorales y su
potencial de invasiébn a otros 6rganos al promover su desarrollo. Las células
tumorales acidifican el microambiente produciendo grandes cantidades de acido
lactico que desempeiia un papel promotor del crecimiento de las células tumorales
(Xie y col., 2021).

Actualmente las posibles causas de la carcinogénesis de pulmén siguen sin
esclarecerse por completo (Liy col., 2021). El factor de riesgo que continda liderando
el cancer de pulmon tanto en hombres como en mujeres es el tabaquismo, entre el

80 y 90% de los diagndsticos estan relacionados directamente con los agentes
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carcinogénicos que se liberan de la combustién del tabaco, ya sea que se consideren
fumadores pasivos o activos (Corrales y col., 2020; Ruiz-Cordero y Devine, 2020), a
pesar de esto hay predisposicion de desarrollar cancer en aquellas personas
consideradas como no fumadoras debido a la propia susceptibilidad genética. Se
conocen otros factores de riesgo en el cancer de pulmoén tales como el humo de
tabaco ambiental, el uso de sistemas que liberan nicotina, drogas recreativas, la
contaminacion del aire, quema de biomasa, uranio, radio y radon, exposiciones
ocupacionales como al asbesto, el ejercicio, la alimentacién, enfermedades crénicas

pulmonares y la predisposicion genética (Bade y De la Cruz, 2020).

Se conocen varios genes relacionados con el ciclo celular y el riesgo de desarrollo
de cancer de pulmén, entre los que se encuentran los supresores de tumores (p53 y
p73), asi como los implicados en la apoptosis (FAS y FASL). Existen genes que
pueden ser biomarcadores, los cuales permiten conocer el estadio del cancer y su
susceptibilidad a desarrollar cancer de pulmoén. Aquellos cambios en el ADN que han
sido adquiridos 0 que son epigenéticos, de igual manera conducen a una mayor
susceptibilidad al cancer de pulmaon, entre los cuales estan incluidos la metilacion del
ADN, la desacetilacion de histonas y fosforilacién, que tienen la capacidad de

modificar la expresion génica (Bade y De la Cruz, 2020).

La metilacion del ADN es de relevancia en la represion de la expresion génica que
de igual manera tiene un papel importante en el mantenimiento de la estabilidad
génica. La metilacion sucede en las islas de dinucleétidos CpG, cuando este proceso
ocurre en las células cancerosas hay una disminucion en la metilacion de la citosina
gue propicia un incremento de la recombinacion mitética, lo que genera una
inestabilidad cromosémica. Ademds, la hipometilacibn de los elementos
transponibles provoca un aumento en la transposicién dentro del genoma lo que lleva
a una activacion de oncogenes. Las histonas ademas de ser proteinas de
"empaqguetamiento de ADN", también son reguladores de la actividad génica cuando
son modificadas postraduccionalmente, las cuales pueden ser la acetilacion,
metilacion, fosforilacién, ubiquitinacion y sumoilacion. La desacetilacion esté

mediada por histonas desacetilasas (HDAC) y su actividad aumentada se relaciona
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con cromatina condensada, transcripcionalmente inactiva, la sobreexpresion de
HDAC puede generar el silenciamiento de genes supresores de tumores (TSG) y la
transcripcion aberrante causada por la expresion mutacion alterada de los genes que
codifican la histona acetiltransferasa (HAT) o las enzimas HDAC o sus asociados de
union, las cuales estan directamente relacionadas con la carcinogénesis (Ansari y
col., 2016; Wen y col., 2011).

Los factores genéticos que generan susceptibilidad a desarrollar cancer de pulmon
incluyen los genes de alta penetrancia y baja frecuencia; genes de baja penetrancia
y alta frecuencia; y polimorfismos epigenéticos adquiridos (Bade y col., 2020). Los
polimorfismos son alteraciones en el genoma, se presentan por mutaciones que
ocurren como: inserciones de secuencias cortas de nucledétidos (SNP), repeticiones
de una secuencia corta un numero variable de veces o deleciones. Los SNP
representan cerca del 90% de la variacion de una secuencia y pueden llegar afectar
la eficacia de los mecanismo de reparacion, favoreciendo de esta forma la
mutagénesis y genotoxicidad, asi como alterar el efecto de la terapia farmacolédgica

como la supervivencia (Reyes y col., 2021).

En los ultimos 20 afios se han estudiado genes de susceptibilidad que sean de baja
penetrancia y alta frecuencia, sin embargo, a pesar de haberse reportado una
variedad de mas de 1000 estudios no se ha llegado a un comun acuerdo, se atribuye
a la heterogeneidad genética que explica en parte el riesgo variable, sin embargo, no
dilucida por completo el fendmeno del cancer. Se ha informado en un estudio que los
genes ATM, CXCR2, CYP1Al, CYP2EL, ERCC1, ERCC2, FGFR4, SOD2, TERT y
TP53 tienen una relacion significativa con la susceptibilidad al cancer de pulmoén. De
igual manera la susceptibilidad a los agentes carcinogénicos se ve afectada por la
sensibilidad al mutageno y sus diferencias particulares (Bade y col., 2020).

Se han relacionado con riesgos de cancer de pulmon: la presencia de polimorfismos
en las enzimas de reparacion por escision de bases (XRCC1 y OGG1), escision de
nucledtidos (ERCC1, XPD y XPA) y de rupturas de doble cadena (XRCC3) y las

diferentes vias de reparacion de desajustes (Bade y col., 2020).



En los ultimos diez afios se han ido observando cambios en la epidemiologia y la
prevencion del cancer de pulmon, esto debido a distintos patrones de tabaquismo, al
nuevo conocimiento en la genética del cancer de pulmon, a la influencia del sistema
inmunoldégico y al descubrimiento de una amplia variedad de nuevos medicamentos

antineoplasicos (Bade y col., 2020).

De acuerdo con los datos del Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) en el 2020
a nivel mundial se registraron 2,206,771 de casos nuevos de cancer de pulmén en
hombres de todas las edades, los cuales representan el 11.4 %. En el caso de las
mujeres de todas las edades se registraron 770,828 nuevos casos representando el
8.4 %. El cancer de pulmdn se encuentra en primer lugar como los canceres mas
frecuentes en hombres, el tercer lugar para las mujeres y el segundo lugar para
ambos sexos. El cancer de pulmon se encuentra posicionado como el primer tipo de
cancer con mas alta tasa de mortalidad, tan solo en el 2020 se registraron 1,796,144

muertes (18 % de las muertes por cancer) (Sung y col., 2021).

El cancer pulmoén y sus subtipos comprenden diferentes modificaciones genéticas,
caracteristicas morfoldgicas, diagnosticos, tratamientos y transcriptbmicas (Ruiz-
Cordero y Devine, 2020).

La deteccion temprana del cancer de pulmén es complicada, en sus fases tempranas
es de vital importancia para los pacientes que sean candidatos a una cirugia, para
mejorar el pronostico de supervivencia. Los métodos de diagndéstico principalmente
utilizados son la radiografia de térax, tomografias computarizadas y examenes de
sangre utilizando marcadores tumorales (Houston, 2020). La presencia y progresion
del cancer se pueden determinar con niveles elevados de marcadores tumorales, los
cuales pueden ser altamente especificos a ciertos tipos de cancer. Por lo tanto, los
marcadores tumorales son de gran importancia al momento de la caracterizacion del
cancer, cuya finalidad es ser aplicable al diagnéstico, deteccidén y prondéstico. Los
marcadores comunmente utilizados son la enolasa especifica de neuronas (NSE), el
fragmento de citoqueratina 19 (CYFRA 21-1), antigeno carcinoembrionario (CEA),

antigeno de carcinoma de células escamosas (SCCA), antigeno de carcinoma 125



(CA125) y antigeno de polipéptido tisular (TPA), se han transformado en parte del

control clinico en la terapéutica del cancer de pulmén (Yang y col., 2019).

Los tratamientos clinicos actuales para el cancer de pulmén de células pequefas
(SCLC) incluyen la cirugia para los candidatos, radioterapia y quimioterapia o terapia
dirigida como el cisplatino, etopésido, irinotecan y basados en platino segun sea el
caso que lo requiera, y para el cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC)
radioterapia, ablacibn con radiofrecuencia, crioablacion, terapia dirigida vy
guimioterapia principalmente con durvalumab, pembrolizumab, carboplatino,
placlitaxel y basados en platino (Wang y col., 2022). El descubrimiento constante de
las caracteristicas moleculares del cancer de pulmoén ha expandido la comprension
de su origen y sus interacciones celulares especificas de cada subtipo. Estos
cambios genéticos proporcionan las posibles dianas terapéuticas, para las cuales

cada vez se desarrollan medicamentos mas eficaces (Ruiz-Cordero, 2020).
1.3 Ceélulas neuroenddcrinas

Se le conoce al tipo de células epiteliales que revisten las vias respiratorias grandes
y pequefias como células neuroenddcrinas pulmonares que forman conjuntos
pequefios que representan el 0.4 % de todas las células epiteliales en las vias

respiratorias (Noguchi y col., 2020).

Estas células neuroenddcrinas se pueden encontrar distribuidas como poblaciones
agrupadas denominadas cuerpos neuroepiteliales (CNE) asociadas a las fibras
nerviosas intraepiteliales cuya funcion fisioldgica es ser elemento sensitivo del
pulmén o también se pueden encontrar solas en las vias respiratorias. Una
caracteristica especial de este tipo de células es que tienen comportamiento de
células madre, lo que les confiere la capacidad de ser parte de la respuesta

regenerativa al dafio severo de las vias respiratorias (Noguchi y col., 2020).

Los cuerpos neuroepiteliales tienen la capacidad de comunicarse con el sistema
nervioso, inmunoldgico y percibir sus entornos. Cuando se producen lesiones fisicas,
guimicas o infecciones, se activa este sistema de respaldo caracteristico del epitelio

en las vias respiratorias, con el fin de contrarrestar y reparar el dafio causado. Por

7



tales razones tanto las CNE como las células neuroenddcrinas pulmonares son de
vital importancia en el sistema respiratorio y su interaccion con el medio externo
(Noguchi y col., 2020).

Un tumor neuroenddécrino puede provenir de las células neuroenddcrinas, dando
Ccomo consecuencia canceres neuroenddocrinos que son poco comunes en la clinica
y son considerados como genéticamente heterogéneos (Webster y Thirlwell, 2021).
Se pueden originar como se menciond en células del sistema endocrino difuso que
se encuentran extensamente distribuidas en el cuerpo. La transformacion de células
normales a células cancerosas neuroendocrinas, tiene diferentes grados de
malignidad que van desde los de menor grado de malignidad, con baja capacidad
proliferativa hasta los mas agresivos con una rapida proliferacion celular (Peri y
Fazio, 2020).

Los tumores neuroendocrinos pulmonares considerados de bajo grado e intermedio
son los carcinoides tipicos, atipicos y carcinomas completos, los de mayor grado son
el carcinoma neuroendaocrino de células grandes y el carcinoma de células pequefias
(Periy Fazio, 2020; Metovic y col., 2021).

La importancia clinica de estos tumores viene dada por la falta de métodos
diagnésticos que diferencien los de bajo grado de los de alto grado, esto tendria un
impacto directo en la terapéutica haciéndola mas especializada, segun el tipo de
tumor neuroenddcrino pulmonar, incluso para los de alto grado daria una perspectiva

diferente en las alternativas terapéuticas (Borczuk, 2020).

El fenotipo neuroendocrino en células de cancer de pulmén se puede obtener
mediante una transdiferenciacién celular. La transdiferenciacibn es un tipo de
reprogramacion celular, a través del cual una célula diferenciada es capaz de
convertirse a otra, mediante el uso de factores de transcripcion especificos de linaje,
moléculas pequefias, mIARN e incluso con una reprogramacion mediada por
exosomas, dejando completamente a un lado el concepto de la irreversibilidad en
diferenciacion celular demostrando la capacidad plastica de la célula, hacia una

direccién especifica. Este fenotipo es capaz de secretar hormonas y factores que
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pueden tener un impacto directo o indirecto sobre la proliferacion de las células
cancerosas. Uno de los genes potenciadores de cancer es el gen PRDM14 el cual
tiene una baja expresion en un tejido sano, sin embargo, en ciertos tipos de canceres

solidos se presenta como potenciador cancerigeno (Anamy col., 2021).
1.4 PRDM14

Las proteinas de dedos de zinc del dominio PR (PRDM) regulan la diferenciacién
celular principalmente las células madre embrionarias (He y col., 2021). El PRDM14
tiene baja expresion en tejidos humanos, mientras que se ha encontrado en varios
estudios que PRDM14 al ser un regulador transcripcional, se presenta en varios tipos
de canceres solidos en donde puede actuar como un potenciador de procesos

cancerosos (Ou y col., 2018).

El PRDM14 es de gran relevancia para el proceso de desarrollo temprano de los
mamiferos, tiene la capacidad de regular la pluripotencia y proporcionar células
germinales primordiales (PGC) por medio de cambios epigenéticos, entre los cuales
se encuentra la desmetilacion del ADN, inhibicion de genes de diferenciacién,
activacion de genes potenciadores y el establecimiento de marcas de cromatina
bivalente en los promotores, por lo que la expresién errénea, podria llevar al
desarrollo de cancer, promoviendo la pluripotencia de células somaticas,

autorrenovacion y la reprogramacion epigenética (Tracey y Justice, 2019).

De manera especial los tumores que expresan PRDM14 tienen la particularidad de
inestabilidad gendmica, un alto grado de aneuploidia, con deleciones y duplicaciones
recurrentes en un modelo de ratéon y que son consistentes con un error en la
reparacion de DSB (double-strand break), que coincide con las encontradas en la

leucemia linfoblastica de células T (Tracey y Justice, 2019).

La regulacion del gen PRDM14 sugiere un posible blanco farmacoldgico a las células

cancerosas y como posible biomarcador de progresién del cancer (Ou y col., 2018).



2. HIPOTESIS

El gen PRDM14 se encuentra expresado en la linea celular A549 fenotipo

neuroendocrino.
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3. OBJETIVOS
3.1 General

Establecer que la linea celular A549 fenotipo neuroenddcrino expresa el gen
PRDM14.

3.2 Especificos

e Transdiferenciar las células de cancer de pulméon A549 al fenotipo
neuroenddcrino.

e Demostrar una exitosa transdiferenciacion de las células A549 al identificar el
marcador neuroenddcrino sinaptofisina mediante la técnica de RT-PCR.

e Analizar la expresiéon del gen PRDM14 y realizar la comparacién con la
expresion en células de cancer de pulmén A549 y con las células de cancer

de pulmén con fenotipo neuroenddcrino.
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4. METODOLOGIA
4.1 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) (Pambiotech) al 10 %
100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina, DMEM (GIBCO, ref: 11995-
065 500 mL), tripsina (Sigma, ref: T4049-500 mL), 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX)
(Sigma, cat: 15879-100MG), forskolina (MedChemExpress, cat: HY-15371), ARN
Direct-zol (Zymo research, cat. R2050), TRI Reagent (ZymoResearch, 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), tampon TAE
50X (Invitrogen, cat: 24710-030), EZ Load Precision Molecular Mass Ruler
(#1708356), azul de tripano (Sigma, cat: T6146-25G). Los primers para PRDM14 y

marcadores neuroenddécrinos se obtuvieron de Invitrogen.
4.2 Métodos
4.2.1 Mantenimiento y cultivo celular

Se utilizé 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 CO:z al 5 % en una incubadora de células

con una atmosfera humidificada (Mendieta y col., 2018).
4.2.2 Viabilidad celular

Se prepar6 un suspension celular tripsinizando (2 mL de tripsina) y neutralizando 1:1
con medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10 %, 100 U/mL de
penicilina y 100 yg/mL de estreptomicina. Se tomaron 100 yL de la suspension
celular y se transfirieron a un tubo Eppendorf de 2 mL, se tomé un volumen 1:1 de
solucion azul de tripano al 0.4 % (p/v) y se afadi6 al tubo, se mezclé bien y se dejo

reposar de 5-15 minutos. En seguida se transfirieron 10 uL de mezcla de suspension
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de células-azul de tripano a ambas camaras del hemocitémetro. Comenzando con la
camara 1, se contaron todas las células en el cuadrado central de 1 mm y cuatro
cuadrados de esquina de 1 mm, se repitio el procedimiento para la camara 2, se
realizo el conteo 3 veces (ATCC, 2022).

4.2.3 Transdiferenciacién al fenotipo neuroenddcrino

Se cultivaron 3 muestras a una densidad de 2 x10° células/mL por pocillo de la linea
celular A549 en placas de 12 pocillos en el medio DMEM suplementado con suero
fetal bovino (SFB) al 10 %, 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina
por un periodo de 24 horas a 37 °C con CO2 al 5 %, posterior al tiempo de incubacién
los pocillos se lavaron con 300 uL de PBS y en seguida fueron tratados con 0.5 mM
isobutil- metil-xantina (0.5 mM IBMX), 0.5 mM de forskolina (0.5 mM FSK) e IBMX
con FSK en medio fresco durante 72 horas. Se evaluo la proliferacion y la morfologia
de las células por medio de la microscopia éptica. Posterior a la transdiferenciacion
las células se utilizaron para metodologias analiticas adicionales (Mendieta y col.,
2018).

4.2.4 Extraccion de ARN
4.2.4.1 Preparacion del tampon

Se adicionaron 10 mL de etanol (95-100 %) a los 40 mL de concentrado prelavado
de ARN Direct-zol, posteriormente se agregaron 48 mL de etanol al 100 % (52 ml de
etanol al 95 %) a los 12 mL de concentrado de tampon de lavado de ARN.
Finalmente, se reconstituyd la DNAsa | liofilizada con agua libre de DNAsa/RNAsa,
se mezcld por inversion suave y se guardaron alicuotas congeladas, se agregaron
275 pL de agua #E1011-A (1500 V).

4.2.4.2 Preparacion de muestras

Se agregaron 3 volumenes de TRI Reagent a 1 volumen de suspensién de células,
se centrifugo a 12,000 rpm por 1 minuto y se transfirié el sobrenadante a un tubo libre

de nucleasas (Zymo Research, 2021).
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4.2.4.3 Purificaciéon de ARN

Se agregd un volumen igual de etanol (95-100 %) a una muestra lisada en TRI
Reagent y se mezcld, posteriormente se transfirié la mezcla a una columna Zymo-
Spin Il CG en un tubo de recoleccion y se centrifugo a 12,000 rpm por 1 minuto. Se
transfirié la columna a un nuevo tubo de recoleccion y se desecho el flujo continuo
(Zymo Research, 2021).

Se realiz6 un tratamiento con DNAsa | de la siguiente forma:

e (D1) Se agregaron 400 pL de tampon de lavado de ARN a la columna y se
centrifugo.

e (D2) En un tubo sin RNAsa, se agregaron 5 uL de DNAsa | (6 U/ pL), 75 pL
de tampon de digestién de ADN y se mezcl6 por inversion suave. Se agregé
la mezcla directamente a la matriz de la columna.

e (D3) Se incubd a temperatura ambiente (20-30 °C) durante 15 minutos.

En seguida se agregaron 400 pL de Direct-zol RNA PreWash a la columna y se
centrifugd a 12,000 rpm por 1 minuto. Se desech6 el RNA PreWash que se
encontraba en el tubo colector y se repitid este paso, a continuacion, se agregaron
700 pL de tampdn de lavado de ARN a la columna y se centrifug6 durante 1 minuto
y finalmente se transfiri6 la columna con cuidado a un tubo sin RNAsa (Zymo
Research, 2021).

Para eluir el ARN, se agregaron 50 pL de agua libre de DNAsa/RNAsa directamente
a la matriz de la columna y se centrifugé. Alternativamente, para el uso de ARN
altamente concentrado = 25 uL de elucién. El ARN eluido se almacené congelado

hasta su uso (Zymo Research, 2021).
4.2.5 Sintesis de ADNc

Se descongeld, mezclé y centrifugo todos los componentes del kit RevertAid first
strand ADNc, posteriormente se conservaron en hielo. Se agregaron a un tubo estéril
libre de nucleasas en hielo 1 ug de ARN total, después 1L del Oligo (dT)18 primer

y al final de agua libre de nucleasas hasta un volumen de 12 pL, se dej6 incubar por
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5 minutos a una temperatura de 65 °C y en seguida se coloc6 en hielo durante 1
minuto. A continuacion, se agregaron 4 uL de 5X buffer de reaccion, después 1 uL
de RiboLock RNAse Inhibitor (20 U/uL), 2 uL de dNTP Mix (10 mM) y finalmente se
adicionaron 1 L del RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL). Se mezclaron y centrifugaron
suavemente por un corto periodo de tiempo, después se incubaron durante 60 min a
42 °C y se termind la reaccion calentando a 70 °C durante 5 min (Thermo Scientific,
2013).

4.2.6 RT-PCR

Para la RT-PCR de descongel6 la mezcla GoTaq Green Master Mix a temperatura
ambiente, se agitd en vortex el Master Mix, luego se puso brevemente en una
microcentrifuga para recoger el material del fondo del tubo, después se prepar6 en
hielo la mezcla de reaccién con 12.5 pL de GoTaq Green Master Mix (2X), 0.25-2.5
ML primer forward (10 uM), 0.25-2.5 pL primer reverse (10 uM), 1-5 yL de ADN molde
y finalmente de agua libre de nucleasas hasta un volumen de 25 uL. Se colocaron
las reacciones en un termociclador precalentado a 95 °C y se realizé la PCR a 60°C

y a 35 ciclos (Promega, 2021).

Cuadro 1. Primers para la RT-PCR

Primer forward Primer reverse
Secuencia TGGAGACAGACCATACCAG | TGATGTGTGTGCGGAGTAT
gen PRDM14 | TGT G
Secuencia CCACTCCTCCACCTTTGAC TCCTCTTGTGCTGCTCTTGC
GAPDH TGG
Secuencia AGACAGGGAACACATGCAA | TCTCCTTAAACACGAACCAC
Sinaptofisina | G AG

(Nay col., 2021; Rodriguez, 2022).
4.2.7 Electroforesis gel agarosa

Los productos de la RT-PCR se analizaron con una electroforesis en gel de agarosa.
Se prepar6 una solucion al 2 % de agarosa disuelta en tampén TAE 1X en

calentamiento y bajo agitacion vigorosa, a continuacion, se dejé enfriar la disolucion
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de agarosa hasta llegar a una temperatura entre los 50-60 °C. Después del
enfriamiento se preparé la bandeja del gel-agarosa y se esperd a solidificar a
temperatura ambiente para poner el peine, posteriormente se llend la camara de

electroforesis con el tampodn de electroforesis 1X hasta cubrir el gel.

Se prepararon las muestras de ADN amplificado (10 uL) y el marcador EZ Load
Precision Molecular Mass Ruler, a continuacién, se cargaron las muestras en los
pocillos, se conecté el tanque y se aplicé un voltaje de 80 V hasta un periodo de
tiempo de 40 minutos. Al finalizar la electroforesis se reveld el gel en el
fotodocumentador ChemiDoc XRS+ de Bio-Rad (Merck, 2022).

4.2.8 Analisis estadistico

Los datos se presentaron como media * desviacion estandar. El andlisis estadistico
se realiz6 con la paqueteria GranphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc.). Se
realizé una prueba de los multiples grupos mediante una ANOVA de una via, seguido
de la prueba de comparaciones multiples de Tukey. Los experimentos con células se
realizaron por triplicado. Se consider6 que P<0.05 indicaba una diferencia

estadisticamente significativa.
4.3 Manejo de desechos

Los residuos peligrosos de tipo quimicos siguieron el siguiente procedimiento de

manejo:

1. Se identifico la peligrosidad de la sustancia: Se reviso previamente la ficha de
seguridad de cada sustancia empleada.

2. Envasar y etiquetar. Los envases deben ser especificos para contener
sustancias quimicas, por lo que se usé polipropileno de alta densidad, vidrio
ambar y acero inoxidable en caso de ser necesario, de igual manera se usaron
las etiquetas del sistema GHS. Los restos de las sustancias en estado solido,
papel o sanitas que se hayan contaminado con RP, fueron dispuestos en bolsa
gris o naranja de polipropileno de alta densidad.
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. Almacenar temporalmente: Se almacenaron en un cuarto dentro del edificio
de posgrado para ciencias quimico bioldgicas.

Disposicion final (Trirsa S.A. de C.V. o la empresa registrada en el sistema de
proveedores de la UAQ).
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5. RESULTADOS

Figura 1. Grupo control dia 1 del tratamiento. El grupo control corresponde a
células A549 a las 24 h sin tratamiento, la figura muestra una micrografia
representativa de tres experimentos diferentes. La barra en la micrografia

corresponde a 200 ym.

La morfologia de las células A549 fue monitoreada después ser tratadas con
farmacos que incrementan el cAMP por microscopia Optica. En la Figura 1 se
observan las células A549 sin tratamiento a las 24 horas de la siembra con una
morfologia regular poligonal. Las células se mantuvieron en medio de crecimiento
DMEM sin suero fetal bovino.
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Figura 2. Grupo control dia 4 del tratamiento. El grupo control corresponde a
células A549 a las 96 h sin tratamiento, la figura muestra una micrografia
representativa de tres experimentos diferentes. La barra en la micrografia

corresponde a 200 pm.

En la Figura 2 se muestran las células A549 sin tratamiento a las 96 horas de
tratamiento. Las células se mantuvieron en medio de crecimiento DMEM sin suero
fetal bovino. Se redondearon y se desprendieron de la monocapa, se observaron
mas pequefas y oscuras (no refringentes), caracteristicas propias de las células

muertas, hay una menor confluencia de células vivas a la inicial.

Figura 3. Grupo tratado con IBMX dia 1 del tratamiento. Tratamiento con IBMX (0.5
mM) a las 24 horas de tratamiento, la figura muestra una micrografia representativa

de tres experimentos diferentes. La barra en la micrografia corresponde a 200 uym.
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En la Figura 3 las células A549 se trataron por 24 h con IBMX (0.5 mM), se
observaron las pocas células que comenzaron a generar proyecciones tipo neurita
modificando su forma regular poligonal. Las células se mantuvieron en medio de

crecimiento DMEM sin suero fetal bovino.

Figura 4. Grupo tratado con IBMX dia 4 del tratamiento. Tratamiento con IBMX (0.5
mM) a las 96 horas de tratamiento, la figura muestra una micrografia representativa

de tres experimentos diferentes. La barra en la micrografia corresponde a 200 ym.

En la Figura 4 se muestran a las células A549 a las 96 h de tratamiento con IBMX
(0.5 mM), se observaron en su mayoria células con la morfologia del fenotipo
neuroendocrino, proyecciones tipicas tipo neurita modificando su forma regular
poligonal, redondeo y aumento del cuerpo celular, asi como un decrecimiento en la
poblacién de células vivas. Las células se mantuvieron en medio de crecimiento

DMEM sin suero fetal bovino con un cambio de medio a las 48 horas.
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Figura 5. Grupo tratado con FSK dia 1 de tratamiento. Tratamiento con FSK (0.5
mM) a las 24 horas de tratamiento, la figura muestra una micrografia representativa
de tres experimentos diferentes. La barra en la micrografia corresponde a 200 pym.

En la Figura 5 se observan a las células A549 a las 24 h de tratamiento con FSK (0.5
mM), se muestran a las pocas células que comenzaron a generar proyecciones tipo
neurita modificando su forma regular poligonal, redondeo y aumento del cuerpo
celular. Las células se mantuvieron en medio de crecimiento DMEM sin suero fetal

bovino.

Figura 6. Grupo tratado con FSK dia 4 del tratamiento. Tratamiento con FSK (0.5
mM) a las 96 horas de tratamiento, la figura muestra una micrografia representativa

de tres experimentos diferentes. La barra en la micrografia corresponde a 200 pm.
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En la Figura 6 las células A549 a las 96 h de tratamiento con FSK (0.5 mM), se
observaron en su mayoria células con la morfologia del fenotipo neuroendocrino,
proyecciones tipicas tipo neurita modificando su forma regular poligonal, redondeo y
aumento del cuerpo celular, asi como un decrecimiento en la poblacién de células
vivas, se muestran cristales tipicos causados por la FSK a la concentracion de 0.5
mM. Las células se mantuvieron en medio de crecimiento DMEM sin suero fetal

bovino con un cambio de medio a las 48 horas.

Figura 7. Grupo tratado con FSK e IBMX dia 1 del tratamiento. Tratamiento con
FSK e IBMX (0.5 mM) a las 24 horas de tratamiento, la figura muestra una
micrografia representativa de tres experimentos diferentes. La barra en la

micrografia corresponde a 200 pm.

En la Figura 7 se muestran las células A549 a las 24 h de tratamiento con FSK e
IBMX (0.5 mM), se observaron en su mayoria células con la morfologia del fenotipo
neuroenddcrino, proyecciones tipicas tipo neurita modificando su forma regular
poligonal, redondeo y aumento del cuerpo celular y una confluencia aproximada del
60%. Las células se mantuvieron en medio de crecimiento DMEM sin suero fetal

bovino.
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Figura 8. Grupo tratado con FSK e IBMX dia 4 del tratamiento. Tratamiento con
FSK e IBMX (0.5 mM) a las 96 horas de tratamiento, la figura muestra una
micrografia representativa de tres experimentos diferentes. La barra en la

micrografia corresponde a 200 um.

En la Figura 8 se muestran las células A549 a las 96 h de tratamiento con FSK e
IBMX (0.5 mM), se observaron en su mayoria células muertas y una menor poblacion
de ellas con la morfologia del fenotipo neuroenddcrino, proyecciones tipicas tipo
neurita, redondeo y aumento del cuerpo celular. Se observaron cristales tipicos
causados por la FSK a la concentracion de 0.5 mM. Las células se mantuvieron en
medio de crecimiento DMEM sin suero fetal bovino con un cambio de medio a las 48

horas.
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Figura 9. Verificacion de la expresion del gen de referencia GAPDH y el marcador
neuroendocrino SYP. Células A549 tratadas con IBMX (0.5 mM), FSK (0.5 mM) e
I+F (0.5 mM) por 96 h.

En la Figura 9 A) el amplicon del gen de referencia GAPDH y B) el marcador
neuroendocrino SYP se basé en RT-PCR del ADNc de las células A549 tratadas por
96 h con IBMX (0.5 mM), FSK (0.5 mM) o I+F (0.5 mM) con un cambio de medio a
las 48 h. La amplificacién se realizé a 60 °C por 30 ciclos y se revel6 en un gel de

agarosa al 2 %. Se observaron bandas de 122 pb para GAPDH y de 123 pb para
SYP.
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Figura 10. Expresion del marcador neuroendocrino en las células A549:
sinaptofisina (SYP). Células A549 tratadas con IBMX (0.5 mM), FSK (0.5 mM) o
[+F(0.5 mM) por 96 h.

En la Figura 10 se observa la cuantificacion de las células A549 que fueron tratadas
por 96 h con IBMX (0.5 mM), FSK (0.5 mM) o I+F (0.5 mM) con un cambio de medio
a las 48 h. El nivel de expresion de SYP se representdé como un nivel de expresion
relativo frente a la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), n=3 por

triplicado. ANOVA de una via, analisis post hoc Tukey (letras distintas p<0.05).
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Figura 11. Expresion del gen de referencia: GAPDH en los grupos de tratamiento.
Células A549 tratadas con IBMX (0.5 mM), FSK (0.5 mM) o I+F(0.5 mM) por 96 h.
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En la Figura 11 se observa la cuantificacion de las células A549 que fueron tratadas
por 96 h con IBMX (0.5 mM), FSK (0.5 mM) o I+F (0.5Mm) con un cambio de medio
alas 48 h. El nivel de expresion de GAPDH se representé como un nivel de expresion
relativa al grupo control, n=3 por triplicado. ANOVA de una via, analisis post hoc
Tukey.
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Figura 12. Verificacion de la expresion del gen PRDM14 en los grupos de
tratamiento. Células A549 tratadas con IBMX (0.5 mM), FSK (0.5 mM) e I+F(0.5
mM) por 96 h.

En la Figura 12 se observa la expresion del gen PRDM14 que se bas6 en una RT-
PCR del ADNc de las células A549 tratadas por 96 h con IBMX (0.5 mM), FSK (0.5
mM) o I+F (0.5 mM) con un cambio de medio a las 48 h. La amplificacion se realizo
a 60 °C por 35 ciclos y se revel6 en un gel de agarosa al 2 %. Se observaron bandas
de 129 pb PRDM14.
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Figura 13. Expresion del gen PRDM14 en células de cancer de pulmon A549 con
fenotipo neuroenddcrino. Células A549 tratadas con IBMX (0.5 mM), FSK (0.5 mM)
e I+F (0.5 mM) por 96 h.

En la Figura 13 se observa la cuantificacién de las células A549 que fueron tratadas
por 96 h con IBMX (0.5 mM), FSK (0.5 mM) o I+F (0.5 mM) con un cambio de medio
a las 48 h. El nivel de expresion de PRDM14 se representé como un nivel de
expresion relativo frente a la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), n=3

por triplicado. ANOVA de una via, analisis post hoc Tukey (letras distintas p<0.05).
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6. DISCUSION

La diferenciacion celular se realizé mediante 3 métodos, el primero fue utilizando
forskolina (FSK), el segundo fue con 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) y el tercero fue
con la combinacién de los dos métodos anteriores (1+F), como se puede observar en
la Figura 1 del primer dia de tratamiento las células del grupo control (A549) crecieron
como una monocapa extendida, con una morfologia epitelial regular de aspecto
cuboidal y poligonal, mientras que como se muestra en las Figuras 3,5y 7, las células
de los tres grupos de tratamiento en el primer dia a pesar de mostrar en su mayoria
caracteristicas regulares, comenzaron su proceso hacia la neurodifenciacién,
cambiando su forma poligonal hacia una cuyas aristas se empezaron a extender
(Foster y col., 1998). Para el ultimo dia de tratamiento las células del grupo control
mantuvieron su morfologia original, pero con una confluencia de células vivas menor
a la inicial (Figura 2). Las células que fueron tratadas con FKS, IBMX e I+F al 4 dia
de tratamiento se mostraron con un aumento en el tamafio celular y la generacion de
proyecciones tipo neurita, como se muestra en las Figuras 4, 6 y 8, debido al aumento
en la concentracion intracelular de CAMP. Los tratamientos con FSK e I+F mostraron
mayor cantidad de células con proyecciones en comparacion a las observadas en el

grupo control y en el tratado con IBMX (Mendieta y col., 2018).

Se ha demostrado que los farmacos FSK (analogo de adenilato ciclasa) e IBMX
(inhibidor de la fosfodiesterasa) incrementan la concentracion intracelular de cCAMP
lo que propicia las modificaciones morfolégicas neuroendécrinas, esto sucede a partir
de dos vias principales: el primero es un mecanismo denominado “clasico” en el cual
hay una liberacién de PKA, subunidad catalitica y el mecanismo que promueve la
activacion de las proteinas EPAC, denominado como alternativo (Mendieta y col.,
2018).

En el mecanismo clasico se favorece la fosforilacion de la serina 133 de CREB al
activarse PKA, la fosforilacion promueve que se expresen ND1, ASCL1y TTF1 que

son factores de transcripcion bHLH, estos inducen la expresion de NCAM1 y SYP.
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La sobreexpresion de SYP se ve promovida por la disminucion que CREB induce en

el factor de transcripcion de silenciamiento de RE1 (REST) (Mendieta y col., 2018).

En el mecanismo alternativo el aumento de cAMP intracelular promueve al mismo
tiempo la unién de cAMP al factor intercambiador de nucleétidos de guanina (Epac)
gue esté a su vez activa a la GTPasa especifica Rap 1, lo que favorece un cambio
conformacional que genera un aumento en el intercambio de la actividad hacia Rap1.
La activacion del efector B-Raf se favorece por la unién de GTP con Rapl y activa la
via de las proteinas MAP quinasas, MEK 'y Erk1/2, con el fin de inducir la transcripcion
Egrly Vilina2, los cuales son genes que promueven el desarrollo de las proyecciones

de tipo neurita y el aumento del cuerpo celular (Mendieta y col., 2018).

La diferenciacion neuroenddcrina in vivo tiene la caracteristica de secretar sustancias
bioactivas hacia el torrente sanguineo o por diferentes patrones citolégicos, asi como
la deteccion inmunohistoquimica de proteinas neurosecretoras caracteristicas como
la sinaptofisina y la cromogranina A. La sinaptofisina es la mas importante que tiene
como funcion regular la endocitosis de vesiculas sinapticas, esta molécula es un
marcador inmunohistoquimico comun, con alta sensibilidad y limitada especificidad,

principalmente para los tumores de alto grado (Uhlig y col., 2022).

Los cambios morfoldgicos en los grupos de tratamiento fueron causados por los
farmacos FSK e IBMX que propiciaron la diferenciacion neuroenddcrina, sin
embargo, cada grupo de tratamiento mostr6 un comportamiento diferente, se
cuantificé el marcador neuroenddcrino sinaptofisina con el fin de rectificar que tales
modificaciones morfoldgicas fueran causadas por la neurodiferenciacion. La Figura
9B mostrd que los grupos FSK e I+F sobre expresaron a sinaptofisina respecto al
control y como se observa en la Figura 10 la expresion del grupo tratado con I+F es
significativamente mayor respecto al control en comparacion con los otros grupos de
tratamiento. El tratamiento combinado género mayores cambios morfologicos que los
otros grupos, Mendieta y colaboradores sugieren que se debe a un efecto aditivo
favoreciendo un aumento de cAMP intracelular. Por el contrario, el farmaco FSK es

mas especifico puesto que solo activa a la adenilato ciclasa, se cree que el IBMX
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propicia la activacion de diferentes vias mediante la inhibicion de la fosfodiesterasa.
La familia de las fosfodiesterasas puede degradar a cCAMP y cGMP generando un
incremento en la concentracion intracelular de estas y la consecuente activacion de
PKA 'y PKG (Mendieta y col., 2018).

En una variedad de canceres, se encuentran un tipo celular denominado células
madre cancerosas (CSC) con la facultad de promover y mantener el crecimiento
tumoral (Cascales-Angosto, 2009), tienen caracteristicas similares a las células
madre que se encuentran en los tejidos, tales como la autorrenovacion y la division
celular asimétrica que generan células mayormente diferenciadas y éstas forman en
su mayoria el tumor. Las células madre se pueden encontrar en un estado
indiferenciado en su entorno hasta que se activan. Las CSC pueden pasar por un
cambio morfolégico mesenquimatoso a epitelial segun su cambio de estado y facilitan

un tejido que no esta bajo control apropiado (Tracey y Justice, 2019).

Hay tres modelos propuestos que sugieren el origen de las CSC, el primero dice que
las células madre residentes reciben sefiales aberrantes que las hacen perder el
contexto con su entorno dando como resultado crecimiento descontrolado, el
segundo hace referencia a que por una mala regulacion de los oncogenes o de los
genes supresores de tumores se pueden secuestrar una via de las células madre en
células progenitoras parcialmente diferenciadas con el fin de que se vea favorecida
la autorrenovacion y potencia, por ultimo el tercer modelo nos habla de que una
inapropiada regulacién de oncogenes o supresores de tumores, puede impulsar un
proceso de desdiferenciacion en las células que ya encuentran totalmente
diferenciadas y de tal manera adquirir una capacidad de autorrenovacion. Muchas
vias moleculares que conceden pluripotencia a las células embrionarias se
encuentran también en las CSC y ambas expresan factores de transcripcion pioneros
como POU5f1, SOX2, PRDM14 y NANOG (Tracey y Justice, 2019).

El PRDM14 juega una funcion importante en el desarrollo temprano de los mamiferos
al regular la pluripotencia y establecer las CGP a través de cambios epigenéticos. Se

ha demostrado que la expresion forzada de este gen puede reprogramar células

30



adultas en células madre pluripotentes. Este gen se encuentra en diferentes
complejos de proteinas que pueden reprimir o activar la transcripcion en varios tipos
de células y diferentes etapas de diferenciacion, la principal proteina de interaccion
de PRDM14 es el factor de union al ndcleo, dominio runt, subunidad alfa 2
translocado a 2 (CBFA2T2) miembro de la familia ETO, el complejo
PRDM14/CBFA2T2 reprime a los genes implicados en la diferenciacion debido a la
activacion de POU5SF1, SOX2 y NANOG considerados genes de potencia. Este
complejo tiene la capacidad de reprimir a la histona metiltransferasa eucromatina
EHMT1, que tiene la funcidn de regular el balance entre la metilacion y la trimetilacion
de la histona 3 lisina 9. Hay evidencia que propone gue las modificaciones globales
de cromatina controlados por este complejo PRDM14/CBFA2T2 regulan el equilibrio
entre la especificacion del linaje y la autorrenovacion de células pluripotentes (Tracey
y Justice, 2019).

Es por esta raz6n que se supone que la expresion erronea de PRDM14 propicia el
desarrollo de cancer al favorecer la reprogramacion epigenética, la autorrenovacion
y la pluripotencia en las células somaticas, asi mismo proporciona un modelo de
origen y comportamiento de los CSC. Cuando se activa la pluripotencia en las células
somaticas esto conduce a aneuploidia y alteraciones en el nimero de copias cuando
se originan las células iPS (células madre pluripotentes inducidas) (Tracey y Justice,
2019).

Los datos y la informacién reportada respaldan los resultados obtenidos que se
muestran en la Figura 12, el gen PRDM14 se encuentra expresado en la células de
adenocarcinoma de pulmén A549 y las de fenotipo neuroenddcrino, lo que promueve
la autorrenovacion de CSC, aumentando la poblacién de células progenitoras que
son predispuestas a reordenamientos gendmicos que favorecen el desarrollo del
cancer, esto puede ocurrir en muchos tipos de células diferentes (Tracey y Justice,
2019).

Como se menciono6 anteriormente FSK activa a la adenilato-ciclasa que favorece la

elevacion intracelular de cAMP para que aguas abajo de la sefalizacion se active
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MEK y Erk1/2, Erk2 se une y activa por fosforilacion a genes de pluripotencia como
el PRDM14. La activacion de la sefializacion de MEK/Erk promueve la diferenciacion
de ESC y controla la autorrenovacion, por su similitud se podria inferir que tiene el
mismo efecto en las CSC. Este mecanismo explica que la sobreestimulacion de estas
vias favorece la sobreexpresion del gen PRDM14 respecto al control en los grupos
tratados con FSK e I+F, como se muestra en la Figura 13. En el caso del grupo I+F
gue mostré una expresion significativamente mayor a los otros se le atribuyé a un
efecto aditivo. La expresion erronea del gen PRDM14 condujo al desarrollo inicial del
cancer (Okuzaki y col., 2019; Cheny col., 2015; Mendieta y col., 2018).

Por lo tanto, los resultados sugieren que la expresion del gel PRDM14 en la linea
celular A549 fenotipo neuroenddécrino puede ser utilizada como herramienta en la
deteccion y diferenciacién de los tipos de canceres neuroenddcrinos de alto grado y
de bajo grado.
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7. CONCLUSIONES

La linea celular A549 de adenocarcinoma de pulmon se transdiferencio al ser
tratada por 96 horas utilizando los farmacos FSK (0.5 mM), IBMX (0.5 mM) y
I+F (0.5 mM) cambiando su morfologia inicial a una caracteristica del fenotipo
neuroendadcrino.

El marcador neuroendocrino sinaptofisina se expreso en las células tratadas
con los agentes incrementadores de cCAMP FSK e IBMX y se sobreexpreso en
el grupo de tratamiento I1+F atribuible a un efecto aditivo.

El gen PRDM14 se sobreexpreso en la linea celular adenocarcinoma de
pulmén con fenotipo neuroenddcrino, brindando nuevos conocimientos que

respalden la utilizacion de PRDM14 como biomarcador.
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