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RESUMEN

De acuerdo con las estimaciones de GLOBOCAN, el cancer se encuentra entre las
primeras razones de mortalidad en el mundo, siendo el cancer de pulmon la principal
causa de muerte a nivel mundial por cancer en el afio 2020. El diagndstico del cancer
de pulmén generalmente no es capaz de realizarse en etapas tempranas y su
tratamiento principal causa multiples efectos secundarios. Se puede dividir al cancer
de pulmodn histolégicamente, por sus siglas en inglés, como cancer de pulmon en
células pequeiias (SCLC) y cancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC),
destacando de este ultimo, a su subtipo denominado carcinoma neuroenddocrino de
pulmén de células grandes; este subtipo y el SCLC son clasificados como tumores
neuroenddcrinos de alto grado (TNE por sus siglas en inglés). Estos TNE suelen
caracterizarse por formacion de granulos que secretan varios marcadores
neuroenddcrinos como cromogranina-A, sinaptofisina y CD56; uno de los receptores
de péptidos mas comunes notificados en los TNE son los receptores de neuropéptido
Y (NPY), siendo Y5R uno de los tres subtipos principales de receptores NPY. La
activacion del receptor a neuropéptido 5Y (Y5R) aumenta la proliferacion celular,
mientras que su inhibicién atenua el crecimiento celular. En este estudio se demostré
un aumento en la expresion de Y5R en lineas celulares A549 de fenotipo
neuroenddcrino empleando las técnicas de RT-PCR y electroforesis, lo que abre las
puertas a futuras investigaciones para evaluar el posible papel de este neuropéptido
como un objetivo farmacolégico para el tratamiento, o0 como elemento de diagndstico
en etapa temprana de este tipo de cancer.



1. ANTECEDENTES

1.1 Panorama mundial del cancer

De acuerdo con las estimaciones de GLOBOCAN (Global Cancer Observatory), el
cancer es una de las causas mas importantes de mortalidad en el mundo, en el afio
2020 hubo 19.3 millones de nuevos casos de cancer y alrededor de 10 millones de
muertes a nivel mundial.

Tiene una tasa de mortalidad mayor de la que poseen los accidentes
cerebrovasculares y las enfermedades coronarias que actualmente presentan una
disminuciéon en muchos paises, en comparacion del cancer que va en aumento;
GLOBOCAN estima que para el afio 2040 en todo el mundo se produciran 28.4
millones de casos nuevos de cancer, cifra que representa un aumento del 47 % con
respecto a los nuevos casos presentados en el 2020. En México conforme los datos
reportados por el INEGI en el afio 2021, el cancer se ubico en el cuarto lugar de las
principales causas de muerte, presentando 90,124 defunciones (INEGI, 2022; Sung
y col., 2021).

1.2 Cancer

Se denomina cancer a la enfermedad provocada por la desregulacion de las vias
celulares que son criticas, es decir, de aquellas que conducen a: una mayor
supervivencia y proliferacion celular, una reduccién de la muerte celular y a la
invasion y diseminacion de estas células por todo el cuerpo, resultante de la
acumulacién en mutaciones de secuencias especificas de ADN. Se puede considerar
a esta enfermedad como un proceso evolutivo, mediante el cual las células se
diversifican genéticamente, es decir, que las células de este padecimiento presentan
una expresion génica desordenada (Goodall y Wickramasinghe, 2021; Hayes, 2021;
Sungy col., 2021).

Estas diversificaciones derivan en su mayoria de mutaciones, siendo tres vias
metabdlicas las mas afectadas: la via glucolitica aerdbica, la via catabdlica de la

glutamina y el metabolismo de carbono. La alteracion de estas vias permite que las



células cancerosas generen grandes cantidades de macromoléculas como los
aminoacidos, nucleétidos y acidos grasos, asi como los intermediarios metabdlicos
gue requiere para impulsar el crecimiento acelerado y la division celular. De la misma
manera el desarrollo del cancer implica la activacion de oncogenes, la inactivacion
de genes supresores de tumores, y el deterioro de los programas apoptoticos en las
células. Unas de las vias oncogénicas que se presentan con mayor frecuencia es la
cascada de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y proteina quinasa activada por
mitbgeno (MAPK), cuando se afecta uno de sus ejes, se alteran los mecanismos de
recambio, la sefalizacién redox y la apoptosis mediada, dando como resultado la
transformacion, progresion y metastasis oncogénicas. La evasion de la apoptosis por
las células cancerigenas es posible al regular funcién biosintética, la generacion de
energia y la dindmica de red de las mitocondrias. Por todo lo descrito, actualmente
se ha buscado encontrar que moléculas o alteracibn de dichas moléculas
desencadena alguna de las actividades previamente mencionadas. Una de las
estructuras mas estudiadas en la actualidad es la mitocondria, al ser el sitio de los
interruptores metabdlicos, se considera clave para que las células normales
adquieran un fenotipo maligno. De la misma manera se han estudiado las
alteraciones de las actividades que desempeiian los factores de transcripcion, ya que
se ha visto que estas modificaciones pueden desencadenar los subtipos de los
canceres mas comunes, por ello al ser el ARN una de las transcripciones de estos
factores, se demostré que para dar origen al cancer el procesamiento de este ARN
se tiene que alterar, exponiendo asi su relevancia. Si bien lo mencionado
anteriormente son solo algunas causas responsables de las carcinogénesis, son
suficientes para ayudarnos a entender por qué esta enfermedad puede desarrollarse
en cualquier parte del cuerpo humano, debido a que las moléculas alteradas se
ubican en todos los tejidos, es por ello que en la actualidad existen muchos tipos de
canceres conocidos a nivel mundial, siendo uno de los mas relevantes el cancer de
pulmén (Goodall y Wickramasinghe, 2021; Namy col., 2021; Tany col., 2021; Gyamfi
y col., 2022)).



1.2.1 Cancer de pulmon

Con un estimado de 2.2 millones de nuevos casos y 1.8 millones de muertes segun
las estimaciones de GLOBOCAN, el cancer de pulmén fue segundo cancer mas
comunmente diagnosticado y la principal causa de muerte a nivel mundial por cancer
en el afo 2020 (Figura 1), lo que quiere decir que de cada 10 nuevos casos
diagnosticados aproximadamente uno fue cancer de pulmén y una de cada cinco
muertes presentadas (18 %) fue a causa de este tipo de cancer. En los hombres a
nivel mundial el cancer de pulmén es la principal causa de morbilidad y mortalidad
por cancer. Aunado a lo anterior, la supervivencia de los pacientes con cancer de
pulmén a los 5 afios después del diagndstico es solo del 10 % al 20 %. En el afio
2020 en México se registraron 7 mil 588 casos nuevos y cerca 7 mil 100 muertes
segun las estimaciones del centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer
(IARC, 2021; Sung y col., 2021).

INCIDENCIA MORTALIDAD

e

OTROS
CANCERES 2
CANCER
36.9% COLORRECTAL

0
CANCER COLORRECTAL 9.4%

LEUCEMIA
3.1%

CANCER CERVIX UTERINO

3.4%

CANCER DE PROSTATA

3.8%

CANCER DE
HIGADO

8.3%

CANCER DE
CANCER DE PANCREAS e 7%
3.0% 4.7% m:fk DE
T f,‘/c A 6 CANCER DE eséc»c; FEMENINO
€R
3,09 SrrewS CANCER DE ESTOMAGO 55% 6.9%

oo - 5.6%

CANCER DE
VEJIGA

3.1%

Figura 1. Distribucion de la incidencia y mortalidad de tipos de canceres mas

comunes a nivel mundial (Modificado de Sungy col., 2021).

1.2.1.1 Clasificacion
El cancer de pulmon se refiere a tumores que se originan en el parénquima pulmonar

o dentro de los bronquios. Se puede dividir histolégicamente, por sus siglas en inglés,
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como céncer de pulmon en células pequefias (SCLC) y cancer de pulmon de células
no pequefias (NSCLC), representando este ultimo aproximadamente del 80 al 85 %
de todos los canceres de pulmén. Su fisiopatologia hasta nuestros dias sigue siendo
muy compleja por lo que no se ha comprendido del todo, pero se sabe que las
mutaciones genéticas comunes responsables del desarrollo de cancer de pulmén
son MYC, BCL2 y p53 para el cancer de pulmén de células pequefias; mientras que
el EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico), KRAS y p16 son comunes
para el cancer de pulmén de células no pequefias (Zhang y col., 2019; Siddiqui y
Siddiqu, 2021).

1.2.1.1.1 Cancer de pulmon en células pequeias

De acuerdo con la clasificacion de tumores de pulmoén emitida por la OMS en el afio
2015, los SCLC se definen como carcinomas malignos con caracteristicas
neuroendocrinas, es decir que forman parte del grupo de las neoplasias
neuroendaocrinas del pulmon (NEN).

Este tipo de cancer se caracteriza por células pequefias con escaso citoplasma y sin
nucléolos diferenciados, se clasifica en dos subtipos SCLC y SCLC combinado. Al
tener un mayor tiempo de duplicacion tiende a hacer metastasis temprano, por ello,
se considera una enfermedad sistémica en el momento del diagnéstico. Es por lo
anterior que se denomina como un tumor neuroenddcrino de alto grado, debido a que
los pacientes presentan un prondstico muy precario, con una tasa de supervivencia
global a 5 afios de solo el 16.4 % (lyoda y col., 2020; Lantuejoul y col., 2020; Rudin
y col., 2021; Siddiqui y Siddiqu, 2021).

1.2.1.1.2 Cancer de pulmon de células no pequerias

El NSCLC presenta como subtipos histologicos predominantes, al adenocarcinoma
y carcinoma de células escamosas (ADC y SqCC respectivamente, por sus siglas en
inglés). El adenocarcinoma representa del 40 al 50 % de los casos, se caracteriza
por la formacién de glandulas neoplasicas, y por la expresion de marcadores de

neumocitos, con o sin expresion de napsina, 0 mucina intracitoplasmatica. Por su
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parte el carcinoma de células escamosas representa del 20 al 30 % de los casos, se
caracterizan por la presencia de queratina y/o desmosomas intercelulares en
pruebas citoldgicas, o por la expresion de p40, p63, CK5, CK5/6 o desmogleina en
pruebas inmunohistoquimicas. En el afio 2015, la OMS clasifico a los carcinomas
neuroendocrinos de pulmén de células grandes como un subtipo distinto de
carcinoma pulmonar de células grandes y, por lo tanto, como un subtipo de NSCLC.
Estos tumores se caracterizan por células grandes con abundante citoplasma, alta
tasa mitética y marcadores neuroenddécrinos detectados por inmunohistoquimica
como la cromogranina-A, sinaptofisina y CD56. Estos marcadores, junto con otros
métodos son relevantes para la deteccion de la enfermedad, su valor diagnaostico va
a depender de la etapa en la cual pueden emplearse, por ello estos tienden a ser
muy diversos (Zhang y col., 2019; Ferrara y col., 2021; Siddiqui y Siddiqu, 2021).

1.2.1.2 Diagnéstico

Los principales métodos de deteccion del cancer de pulmén son: examen de rayos
X de térax, tomografia computarizada de dosis baja, la citologia exfoliativa de esputo,
la broncoscopia y la biopsia pulmonar. La tomografia computarizada (TC) de dosis
baja es actualmente el estandar de atencion en el cribado de pacientes con alto
riesgo de cancer de pulmon, ademas la adquisicion de informacion funcional en
forma de tomografia por emisiéon de positrones (PET) se ha convertido en un
complemento indispensable para completar la estadificacion y el diagndstico
(Kanghong y col., 2021; Sim y col., 2020). Sin embargo, las formas de diagndstico
antes descritas generalmente no son capaces de identificar esta patologia en etapas
tempranas, de ahi surge la necesidad de encontrar nuevas herramientas de
diagndstico con alta especificidad y sensibilidad, como lo son los biomarcadores, los
cuales pueden ser de gran ayuda para el diagndéstico temprano del cancer de pulmén.
Los biomarcadores “tradicionales” (tisulares y/o sanguineos) en la tltima década, han
servido de guia para el hallazgo de esta enfermedad, actualmente los esfuerzos se

han orientado a encontrar biomarcadores solubles, que se asocien a tumores, en



muestras méas accesibles y/o no invasivas: fluidos corporales (sangre, orina), liquido
cefalorraquideo y derrame pleural (Nooreldeen y col., 2021).

Para el NSCLC, la deteccion de mutaciones de EGFR, BRAF y MET, asi como el
andlisis de translocaciones de ALK (quinasa del linfoma anaplasico), ROS1, RET y
NTRK se han incorporado en los estandares de diagnéstico. Algunos marcadores
tumorales ayudan a diferenciar el SCLC del NSCLC. Los marcadores tumorales
probados con mas frecuencia son el factor de transcripcion tiroideo 1, CD56,
sinaptofisina y cromogranina. Caracteristicamente, el NSCLC se asocia con un
sindrome paraneoplasico (Imyanitov y col., 2021; Siddiqui y Siddiqu, 2021). En
conjunto, estos meétodos de diagnostico proporcionan informacion sobre las
caracteristicas histologicas, la profundidad de la invasion, el tipo de mutacion y el
modo de propagacion; misma que es relevante para determinar el tratamiento a llevar
a cabo (Ferraray col., 2021; Siddiqui y Siddiqu, 2021).

1.2.1.3 Tratamiento

El tratamiento principal para el NSCLC, la neoplasia maligna mas comuan de cancer
de pulmodn, hasta los ultimos afos es la quimioterapia, donde los multiples efectos
secundarios producidos por este tratamiento llevaron al desarrollo de la biotecnologia
celular y molecular, mismas que han comenzado a apuntar a genes clave y moléculas
reguladoras, surgiendo asi los farmacos dirigidos, usados para el tratamiento en la
conocida terapia dirigida. Esta terapia hace referencia al uso de medicamentos
dirigidos especificamente para el tratamiento del NSCLC; la ventaja de estos
farmacos sobre los usados para las quimioterapias es que pueden combinarse
especificamente con los sitios cancerigenos induciendo asi una muerte especifica
en las células cancerosas, presentado una mayor eficacia y menos efectos
secundarios que la quimioterapia. Ademas de la terapia dirigida, se han buscado
otros enfoques para el tratamiento, uno de estos han sido las vias de mutaciones
especificas (Ye y col., 2021).

Al descubrirse en la década de los 2000 que mutaciones especificas son las

encargadas de codificar proteinas que son criticas para el crecimiento y la replicacion



celular, se ha propuesto como enfoque en los Ultimos afios bloquear las vias, PI3K-
AKT-mTOR, STAT, MAPK que conducen a la proliferacion celular y la aparicién de
tumores, mejorando asi la supervivencia en los pacientes. Las mutaciones mas
estudiadas en los ultimos afios son EGFR y ALK. La via de sefializacion de EGFR
puede suprimirse por los inhibidores de la tirosina quinasa entre los que se encuentra
erlotinib, gefitinib y afatinib; para las mutaciones en ALK se incluyen los inhibidores
especificos como crizotinib, ceritinib y alectinib (Siddiqui y Siddiqu, 2021; Ye y col.,
2021).

Otro enfoque en esta terapia es el bloqueo de puntos de control inmunoldgicos; al
regular a la baja la activacion de las células T, las vias de estos puntos mantienen
una tolerancia periférica, es decir, que los tumores pueden utilizar estas células para
formar un estado inmunosupresor en el que los tumores crecen sin ser reconocidos
y eliminados por el sistema autoinmune; por lo tanto, es un método prometedor para
restaurar las respuestas inmunes antitumorales. Otro tipo tratamiento es llevado a
cabo por la inmunoterapia, la cual es la encargada de estimular el sistema
inmunologico ayudandolo a reconocer las células cancerosas como extrafas,
aumentando de este modo la capacidad de respuesta, en los ultimos afios se ha
descubierto que hay varios puntos de control para disminuir la autoinmunidad y la
autodestruccion de las células del cuerpo por parte de este sistema. El receptor 1 de
muerte programada (PD-1) es uno de los mas relevantes de estos puntos por estar
involucrado en la regulacién a la baja de las células T y por ser el encargado de
promover la auto-tolerancia al interactuar con dos proteinas: PD-L1 y PD-L2, dando
como resultado la inactivacion de las células T activadas. Como tratamiento
especifico existen anticuerpos aprobados para PD-1 y su ligando, que inhiben el
receptor PD-1 directamente o se unen a PD-L1 evitando asi que inhabilite la célula T
activada, de los mas mencionados encontramos a: nivolumab, pembrolizumab,
atezolizumab y alectinib (Huang y col., 2021; Siddiqui y Siddiqu, 2021).

Para el cancer de pulmén de células pequefias, muchos estudios mostraron que

tienen un efecto notable en el tratamiento del SCLC, las combinaciones de multi-ICI



con inmunoterapia / quimiorradioterapia; asi como la combinacién inmunoterapia y
terapia dirigida (Siddiqui y Siddiqu, 2021).

1.3 Tumores neuroenddcrinos de pulmén

Los TNE son neoplasias que se originan en las células productoras de hormonas del
sistema endocrino. Se conocen tres hipétesis que explican la aparicion de TNE. La
primera hipétesis se basa en el supuesto de que estas neoplasias derivan de células
neuroenddcrinas maduras que sufren una transdiferenciacién debido a la aparicion
de mutaciones, la segunda hipétesis propone que se derivan de los progenitores de
las células neuroenddcrinas que sufren mutaciones y por ultimo se cree que pueden
derivar de células no neuroenddcrinas que adquieren caracteristicas
neuroendocrinas durante la carcinogénesis debido a la pérdida de ciertos genes.
Como se menciono anteriormente el SCLC y los carcinomas neuroendocrinos de
pulmén de células grandes, un subtipo de NSCLC, se clasifican como tumores
neuroendocrinos de alto grado. Los TNE constituyen una familia heterogénea de
neoplasias que van desde lesiones bastante leves con una larga esperanza de vida
hasta tumores extremadamente agresivos. Estos tumores suelen caracterizarse
por la formacion de granulos que secretan varios marcadores neuroendocrinos tales
como la sinaptofisina, cromagranina, NSE; asi como de la produccion de hormonas
peptidicas y / o aminas biogénicas (Pelosi y col., 2017; Mendieta y col., 2018; Patel
y Galoian, 2018; Bellizzi, 2020; lyoda y col., 2020; Savu y col. 2022). Los modelos de
ratbn de SCLC humano proporcionan pruebas sélidas para apoyar un modelo en el
gue el SCLC puede originarse a partir de células las neuroendécrinas de pulmon
(PNECs) que comprenden una poblaciéon anica en el pulmén. Es decir, que las
células diana malignas sufrieron una transdiferenciacién de las PNECs (Yao y col.,
2018; Cheny col., 2019; Herrera-Martinez y col., 2019).

1.3.1 Transdiferenciacion
Las células se pueden convertir de uno a otro linaje por medio de la reprogramacion

de linaje, en este término se incluye la transdiferenciacion donde hay una



reprogramacion de tipos celulares especializados, es decir, se presenta una
diferenciacién morfolégica y molecular completa entre las células iniciales y finales.
Tanto las mutaciones somaticas como la sefalizacion extracelular pueden participar
en la induccién de la reprogramacion del linaje; en el caso de las PNECs se
desconoce los mecanismos moleculares que controlan su transdiferenciacion para la
generacion del SCLC (Yao y col., 2018, Hybiak y col., 2020). La transdiferenciacion
puede ser llevada a cabo actualmente en los laboratorios; entre una de sus funciones
se encuentra el estudio en el microambiente tumoral de las hormonas peptidicas y /
0 aminas biogénicas producidas por los tumores neurogénicos, debido a que estos
podrian estar relacionados con la progresion del cancer. Para lograr cambios tan
considerables en el fenotipo celular y lograr la transdiferenciacion se requieren
factores que conduzcan a la pérdida de la identidad antigua para la induccion de una
nueva identidad (Pelosi y col., 2017; Bellizzi, 2020; Hybiak y col., 2020). La
transdiferenciacion de células de adenocarcinoma de pulmon al fenotipo
neuroendocrino se puede realizar in vitro al exponer las células a agentes que elevan
o imitan el cAMP intracelular, como lo son isobutilmetilxantina y forskolina,
agotamiento de androgenos, radiacion ionizante e inhibicion por contacto promovida

por una alta densidad celular (Mendieta y col., 2018; Hybiak y col., 2020).

1.4 Receptores de neuropéptidos

Como se menciond anteriormente los tumores del fenotipo neuroendocrino suelen
caracterizarse por la formacion de granulos, conocidos por sus siglas en inglés ESG
(granulos secretores endocrinos) que expresan varios marcadores neuroenddocrinos
y secretan hormonas peptidicas y / o aminas biogénicas. Uno de los receptores de
péptidos mas comunes notificados en los TNE son los receptores de neuropéptido
Y. Los neuropéptidos son factores cruciales en la estimulacion y en la supresion del
crecimiento tumoral, el sistema nervioso promueve la metastasis al modular las
cascadas metastasicas a través de la liberacién neuropéptidos de las fibras nerviosas
gue rodean e incrustan al tumor. En resumen, la secrecién de neuropéptidos puede

influir en el crecimiento metastasico y la invasividad, lo que es un rasgo muy



caracteristico de los TNE, por ello puede ser un importante objetivo farmacoldgico
para el tratamiento de este tipo de tumor (Pelosi y col., 2017; Bellizzi, 2020; Gao y
col., 2022).

1.4.1 Receptor neuropétido 5Y (Y5R).

El neuropéptido Y (NPY) es un péptido de 36 aminoacidos amidados en el extremo
COOH, sus acciones estan mediadas por al menos seis tipos diferentes de
receptores (Y1R-Y6R) que estan acoplados a proteinas G. Se ha reportado
sobreexpresion de neuropéptido Y (NPY) y su sistema receptor en varios tipos de
canceres; estudios recientes han demostrado que el neuropéptido Y actia como
supresor del cancer en el cancer de mama y los efectos estan mediados por los
receptores 1 y 5 del neuropéptido Y (Y1IR y Y5R). Y1R, Y2R e Y5R son los tres
subtipos principales de receptores NPY que median las funciones biolégicas de NPY
en humanos y ratas. Se observo expresion de Y5R en las lineas celulares MCF-7,
T47D, MDA-MB-231, MDA-MB-468, HS578T y BT-549. En lineas celulares, la
activacion de Y5R aumenta la actividad de la quinasa regulada por sefal extracelular
(ERK) 1/2 y la proliferacion celular, mientras que su inhibicién atenua el crecimiento
celular. Sin embargo, aun se desconoce si el receptor Y5R se expresa en lineas
celulares de A549 fenotipo neuroendocrino. Conocerlo abre las puertas a futuras
investigaciones para evaluar el papel de este neuropéptido como un objetivo
farmacoldgico para el tratamiento de una manera menos invasiva para el paciente
oncoldgico, permitiéndole asi una mejor calidad de vida; o como diagndéstico en
etapas tempranas que permita disminuir la tasa de mortalidad de este tipo de cancer
(Sheriff y col., 2010; Pelosi y col., 2017; Gao y col., 2022).
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2. HIPOTESIS

El receptor a neuropéptido 5Y (Y5R) se expresa en una linea celular A549 de fenotipo

neuroenddcrino.
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3. OBJETIVOS

3.1 General
Identificar la expresion del receptor a neuropéptido Y5 (Y5R) en linea celular A549

de fenotipo neuroenddcrino.

3.2 Especificos

e Evaluar la transdiferenciacion de la linea celular A549 fenotipo neuroenddécrino
mediante la expresion de marcador neuroenddcrino (sinaptofisina) por RT-PCR.

e Determinar la expresion del receptor a neuropéptido Y5R en los productos de

amplificacion por electroforesis.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiales

4.1.1 Cultivo celular

Se utilizé la linea celular de adenocarcinoma de pulmén humano A549 en las
siguientes condiciones de cultivo: Medio DMEM (GIBCO, 11995-065 500 mL)
suplementado con 10 % (v/v) de suero fetal bovino (SFB), 100 U/mL de penicilina 'y
100 pg/mL de estreptomicina (Mendieta y col., 2018).

4.1.2 Reactivos

Se emplearon los siguientes reactivos, para el cultivo celular y tratamiento: DMEM
(GIBCO, 11995-065 500 mL), suero fetal bovino (FBS), azul de tripano (SIGMA,
T6146-25G), 3-isobutil-1-metilxantina (SIGMA, 15879-100MG), forskolina (MCE, HY-
15371), tripsina (SIGMA, T4049-500 mL). Para la extraccion de RNAy RT-PCR: TRI
Reagent (ZYMO RESEARCH, R2050-1-50), RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kit (Thermoscientific, K1622), GoTaq Green Master Mix (Promega, M7122) y para la
electroforesis: EZ Load Precision Molecular Mass Ruler (BioRad, 1708356), agarosa
(SIGMA, A9539-100G), DNA typing grade (Life Technologies, 24710-030).

Los cebadores de sinaptofisina y GADPH utilizados en la RT-PCR se obtuvieron de

Invitrogen y T4 oligo, respectivamente.

4.2 Métodos

4.2.1 Transdiferenciacion de células de adenocarcinoma de pulmén al fenotipo
neuroendocrino

Para inducir el fenotipo neuroendocrino, se sembraron por triplicado células de
adenocarcinoma de pulmén humano A549 a una densidad de 2.5x10° células/mL en
placas de 6 pocillos, en alicuotas de 2000 yL en DMEM, para proceder con su
incubacion por 24 horas a 37 °C y 5 % COgz; transcurrido el tiempo se lavaron los

pocillos con 500 pyL de PBS. Posterior al lavado, se trataron las células con DMEM
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suplementado con: 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX, 0,5 mM), forskolina (FSK, 0,5
mM) e IBMX + FSK (I + F) en medio fresco, se realiz6 un cambio de medio
suplementado a las 48 horas. El tratamiento tuvo una duracion de 96 horas, en las
cuales se evaluaron los cambios morfolégicos contra un grupo control en DMEM sin
suero fetal bovino; asi como la conservacion de los cambios morfolégicos (redondeo
del cuerpo celular y formacién de proyecciones similares a neuritas) a las 24 h
después de la retirada del tratamiento (Mendieta, 2018).

4.2.1.1 Mantenimiento del cultivo celular

La linea celular de adenocarcinoma de pulmén humano A549 se mantuvo en
incubacion a 37 °C y 5 % de CO.. El medio se renové en funcion del crecimiento
celular, cuando el cultivo se encuentro al 80 % de confluencia, se disgregaron las
células mecanicamente, aspirandolas y descargandolas suavemente contra fondo de

la caja con una micropipeta (Mendieta y col., 2018).

4.2.1.2 Disgregacion

Se retird y desechoé el medio de cultivo aspirandolo para lavar la monocapa celular
con 500 uL de PBS; a continuacion, se agregaron 500 pL de tripsina y se incubd de
5 a 15 minutos 37 °C y 5 % CO.de atmoésfera humeda hasta que la capa de células
se disperso. Se agrego 1:1 el medio cultivo y se disgregaron las células pipeteando
suavemente. Se agregaron las alicuotas apropiadas de la suspension celular a
nuevos recipientes a una confluencia entre 2x10%y 1x10* células viables/cm? (ATCC,
2021).

4.2.2 Evaluacion transdiferenciacion neuroenddcrina: marcadores neuroendocrinos
La expresion del marcador neuroenddcrino sinaptofisina se evalué por medio RT-
PCR. ElI ARN total se aisl6 usando el reactivo trizol como se describira
posteriormente. Se wusaron dos microgramos de ARN total del fenotipo
neuroenddcrino, de las células sin transdiferenciar (grupo control) y de la linea celular
SK-N-AS (control positivo) para la sintesis de ADNc. Se utilizaron 10 pL para

examinar la expresion de sinaptofisina (Fisher Scientific SL, 2020).
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4.2.3. RT-PCR

4.2.3.1 Extraccion del ARN

Se lisaron las células A549 de fenotipo neuroenddcrino, del grupo control y del control
positivo (linea celular SK-N-AS), resuspendiendo las células sedimentadas con 300
uL de trizol por cada 108 células aproximadamente y se mezclé completamente para

proceder a la purificacion de ARN (Zymo researh, 2021).

4.2.3.1.1 Purificacion del ARN

Se agrego un volumen igual de etanol (95-100 %) a la muestra lisada en trizol y se
mezclo bien. Posteriormente se transfirio la mezcla a una columna Zymo-Spin 11IC en
un tubo de recoleccién y se centrifug6. Esta columna se transfirio a un nuevo tubo de
recoleccion y se desecho el sobrenadante. A continuacion, se realizé el tratamiento
con DNasa |, para ello se afadieron 400 pl RNA Wash Buffer a la columna y se
centrifugd durante 2 minutos a 12,000 rpm. En un tubo libre de ARNasa, se agregaron
5 puL de DNasa | (6 U/ yuL) y 75 yL de DNA Digestion Buffer, se mezclaron con
inversion suave. Esta mezcla se agrego directamente a la matriz de la columna y se
incubo a temperatura ambiente (20-30 °C) durante 15 minutos. Cumplido el tiempo
de incubacion se afadieron 400 pL de Direct-zol RNA PreWash a la columna y se
centrifug0; el sobrenadante se desechd. Finalmente, se afiadieron 700 uL de RNA
Wash Buffer a la columna y se centrifug6 durante 1 minuto a 12,000 rpm, finalizado
el tiempo, la columna se transfirié con cuidado a un tubo libre de ARNasa. Para eluir
el ARN, se agregaron 50 puL de agua libore de DNAasa/RNAasa directamente a la

matriz de la columna y se centrifugd 2 minutos a 12,000 rpm (Zymo Research, 2021).

4.2.3.2 RT-PCR sinaptofisinay Y5R.

Se obtuvo el ADN complementario (ADNCc) siguiendo las instrucciones del fabricante
para el kit RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis. A un tubo estéril libre nucleasas
gue se encontraba en hielo, se le agregaron en el siguiente orden: 1 uL del ARN

purificado, 1 uL de Oligo (dtig) primer y agua libre de nucleasas hasta completar los

15



12 pL (Cuadro 1); esta mezcla se incub6 a 65 °C durante 5 min y se enfrio en hielo
durante 1 min.

Cuadro 1. Mezcla de reaccion ADNc (parte 1).

Reactivo Cantidad
ARN purificado (2 pg) 1pL
Oligo (dtig) primer (100 uM) 1puL
Agua libre de nucleasas Hasta completar los 12 pL
Volumen total 12 pL

A continuacion, se le afiadieron en el siguiente orden: 4 uL de tampdn de reaccion
5%, 1 L de inhibidor de ARNasa RiboLock (20 U/uL), 2 yL de 10 mM dNTP Mix y 1
ML RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL) (Cuadro 2); se mezclaron y centrifugaron
brevemente. Posteriormente, se procedio a incubar durante 60 min a 42 °C la mezcla;
transcurrido este tiempo se calenté a 70 °C durante 5 min. El producto se almaceno
a -20 °C para la PCR posterior (Fisher Scientific SL, 2020).

Cuadro 2. Mezcla de reaccion ADNc (parte 2).

Reactivo Cantidad
Tampon de reaccidon 5x 4 uL
Inhibidor de ARNasa RiboLock (20 1uL
U/ul)
dNTP Mix (10 mM) 2 uL
RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL) 1 uL
Volumen total 20 pL

Para analizar la expresion del receptor para neuropéptido Y5R en lineas celulares
A549 fenotipo neuroendocrino se siguieron las instrucciones del fabricante para el
GoTaq Green Master Mix. Se realizé la mezcla de reaccion que se describe en el
Cuadro 3. Los oligonucleétidos (primers) correspondientes a GADPH y Y5R fueron
disefiados (Cuadro 4), Y5R se disefié con Primer-BLAST, tomando en cuenta para
su disefio las plantilas de BLAST correspondientes a las secuencias
NM_001317091.2,  NM_001317092.2, NM_006174.4, XM_011532017.2,
XM_005263038.3, XM_017008256.1, XM_017008255.1 y XM_011532015. Por su
parte los oligonucledtidos de sinaptofisina fueron tomados de la literatura.

Se uso gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como gen de referencia.
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Cuadro 3. Mezcla de reaccién RT-PCR.

Reactivo Cantidad
GoTag® Green Master Mix, 2X 12.5 pL
Upstream primer, 10 uM 0.25-2.5 L
Downstream primer, 10 yM 0.25-2.5 uL
ARN molde 1-5 L
Agua libre de nucleasas Hasta completar los 25 pL

El programa de PCR consistié en 30 ciclos de una desnaturalizacién inicial de 30

segundos a 95 °C, hibridacién de 1 min a 60 °C y 5 min de extension a 72 °C

(Promega, 2022).

Cuadro 4. Oligonucledtidos gen de referencia, marcador neuroendocrino y receptor
a neuropeéptido 5Y (Y5R).

Primer Forward Reverse Amplicon
5=3 3=5 esperado
Marcador (pb)
Sinaptofisina (Rodriguez, | AGACAGGGAAC | TCTCCTTAAAC 123
2022) ACATGCAAG ACGAACCACAG
Gliceraldehido-3-fosfato CCACTCCTCCAC | TCCTCTTGTGC 181
deshidrogenasa CTTTGAC TGCTCTTGCTG
G

Receptor a neuropéptido | AGTCTTCTTGGC | GCCATGGTTTG 315
5Y (Y5R) TTTATGGG CTGTT AAAT

4.2.4 Electroforesis productos de amplificacion.

El analisis de los productos de amplificacion se realizé por electroforesis en un gel
de agarosa a una concentracion porcentual p/v de 2 % con el buffer TAE. Se cargaron
en los pocillos correspondientes, 10 pL de los productos de amplificacién y 3 yL del
marcador molecular EZ Load Precision Molecular Mass Ruler. Se corrid hasta que el
tinte migré a una distancia adecuada, posteriormente, se sumergié el gel en una
solucion de bromuro de etidio. Se visualizé el gel en el sistema de documentacion de
geles Gel Doc XR+ de Bio Rad (Lee, 2012; Promega, 2022).
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4.2.5 Analisis estadistico

Se realiz6 el andlisis estadistico de los resultados mediante ANOVA de una via,
seguido de la prueba de comparaciones multiples de Tukey para las comparaciones
entre grupos, las diferencias con p<0.05 se consideraron estadisticamente
significativas utilizando el software Graphpad (Mendieta y col., 2018; Sheriff y col.,
2010).

Los niveles relativos de ARNm se normalizaron al nivel de ARNm de GADPH.

4.2.6 Manejo de residuos

Los desechos que se produjeron en la realizacion de este trabajo de investigacion se
trataron de acuerdo con las pautas que establece el “Manual de manejo de residuos
peligrosos biolégicos infecciosos (RPBI) para laboratorios de docencia e
investigacion” y el “Manual de manejo de residuos peligrosos (RP) para laboratorios

de docencia e investigacion” de la Facultad de Quimica.
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5. RESULTADOS

El progreso de transdiferenciacion de células A549, inducido a causa de 96 horas del
tratamiento por DMEM suplementado con IBMX (0.5 mM) y/o FSK (0.5 mM) se
observa en la Figura 2. Se evaluaron los cambios morfolégicos mediante
micrografias a 40 X, las células de los tres grupos de tratamiento mostraron aumento
del tamafio, redondeo del cuerpo celular y proyecciones tipo neurita, en comparaciéon
con el grupo control al transcurrir el periodo de tratamiento. Asi mismo, se visualiza
una disminucién de la proliferacion celular en los grupos tratados.

T 0 horas , 48 horas 72 horas

96 horas

X
Ve

Control

IBMX

FSK

IBMX + FSK

Figura 2. Transdiferenciacion neuroenddcrina de las células A549 por agentes que
incrementan el AMPc.
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La validacién de la RT-PCR a través del control positivo y negativo de expresion se
presenta en la Figura 3. La ausencia de expresion en el control negativo y la banda
en el control positivo (SK-N-AS) en GADPH, demostré que la amplificacion que se
observé en los grupos tratados y en el control en la Figura 3 era correspondiente a
la presencia de ADNc en las muestras. Dando asi fiabilidad a los datos, descartando
gue las bandas obtenidas en experimentos posteriores fueron por algun tipo de

contaminacion.

GADPH (181 pb)

F
SK-N-AS

o (@] = L — -
=1 -1 -~ 1§ 1 [
1000 pb —>

700pb —
500pb —

20000 > S -

100pb —

Figura 3. Validacion RT-PCR. PM: marcador de peso molecular, GADPH:
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, Ctrl: control, IBMX: 3-isobutil-1-

metilxantina, (-): control negativo y SK-N-AS: control positivo.

Una imagen representativa del gel de agarosa al 2 % de los productos de la RT-PCR
(30 ciclos) y un gréfico de barras para el analisis de la expresion de los genes de las
células A549 y A549 fenotipo neuroenddcrino, se representa en la Figura 4A 'y 4B
respectivamente. En la Figura 4A la ausencia de expresion en el control negativo y
la banda a 123 pb en el control positivo (SK-N-AS), corroboro que las amplificaciones
obtenidas eran las correspondientes a SYP, descartando alguna contaminacién. En
la Figura 4B se percibe un incremento en la expresién relativa de sinaptofisina en los
grupos tratados en comparacion con el grupo control. El grupo tratado que presenté
mayor expresion de SYP fue el combinado (IBMX + FSK), en contra parte con el

menos expresado que fue el tratamiento con IBMX.
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Figura 4. Analisis de la transdiferenciaciéon neuroendocrina en células A549. PM:
marcador de peso molecular, Ctrl: control, SYP: sinaptofisina, FSK: forskolina;
IBMX: 3-isobutil-1-metilxantina, SK-N-AS: control positivo y (-): control negativo.
Para el andlisis se emple6 ANOVA de una via y Tukey como analisis post hoc,
diferencia significativa (p < 0.05), n = 3 por triplicado. Letras diferentes para

representar diferencia significativa entre todos los grupos (p<0.01).




Imagen representativa del gel de agarosa al 2 % de los productos de la RT-PCR (30
ciclos) y un grafico de barras para el andlisis de la expresion de los genes de las
células A549 y A549 fenotipo neuroenddcrino, se representa en la Figura 5A y 5B
respectivamente. En la Figura 5A la ausencia de banda en el control negativo y
expresion a 315 pb en el control positivo (SK-N-AS), demostré6 que las bandas
obtenidas eran las correspondientes a Y5R, descartando algun tipo de
contaminacién. En la Figura 5B se percibe un incremento en la expresion relativa del
gen de interés en los grupos tratados en comparacién con el grupo control. El grupo
tratado que present6 mayor expresion de Y5R fue el combinado, contrario con IBMX

gue fue el que presenté menor expresion.
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Figura 5. Analisis de la expresién del Y5R en células A549 de fenotipo

neuroendocrino. PM: marcador de peso molecular, Ctrl: control, Y5R: receptor a
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neuropéptido 5Y, FSK: forskolina; IBMX: 3-isobutil-1-metilxantina, SK-N-AS: control
positivo y (-): control negativo. Para el andlisis se emple6 ANOVA de una viay
Tukey como andlisis post hoc, diferencia significativa (p < 0.05), n = 3 por triplicado.
Letras diferentes para representar diferencia significativa entre todos los grupos
(p<0.01).
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6. DISCUSION

Para determinar la expresion del receptor a neuropéptido Y5 (Y5R) en linea celular
A549 de fenotipo neuroenddcrino, se realizo el tratamiento para la conversion de la
linea celular al linaje requerido. En la Figura 2 se observa el progreso de
transdiferenciacion de células A549 con dos agentes elevadores de las
concentraciones intracelulares. A las 96 horas de tratamiento, las células de los tres
grupos IBMX, FSK e IBMX + FSK, mostraron caracteristicas neuroenddécrinas que
consistieron en aumento del tamafio, redondeo del cuerpo celular y proyecciones tipo
neurita, en comparacion con el grupo control. De acuerdo con Mendieta y
colaboradores, la elevacion sostenida de AMPc intracelular por FSK, (un agonista de
adenilato ciclasa) o IBMX (inhibidor de fosfodiesterasas), fue la encargada de
promover la adquisicion de estas caracteristicas neuréendocrinas a través de dos
mecanismos (Figura 5): mediante una via clasica que involucra la liberacion de las
subunidades cataliticas de PKA (proteina quinasa A) o una via alternativa que
promueve la activacion de la via EPAC (factor de intercambio de guanina). La
activacion de PKA (se observa en la Figura 5 con linea continua) promueve la
fosforilacion de la serina 133 del elemento de respuesta a cCAMP (CREB), lo que a su
vez estimula la translocacion de factores de transcripcidn basicos altamente
conservados con hélice-bucle-hélice (factores de transcripcion bHLH), como ND1
(neuro D1) y ASCL1 (homdlogo 1 de Achaete-scute), encargados de regular al alza
la expresion de moléculas como NCAM1 (molécula de adhesién de células neurales
1) y SYP, respectivamente. Por otro lado, CREB promueve, la disminucion del factor
de transcripcion de silenciamiento de RE1 (REST). La baja de este factor de
transcripcion silenciado REST contribuye a la regulacion positiva de SYP. El otro
mecanismo descrito en otras lineas celulares (se observa en la Figura 5 con linea
discontinua) establece que la elevacion del AMPc intracelular promueve
simultdneamente la union de AMPc a un factor de intercambio de guanina especifico
de Rapl (pequefia proteina relacionada con GTPasa Ras), a través de EPACI. El
Rapl unido a GTP estimula el efector B-Raf para activar MEK y Erk1/2 (proteinas
guinasas activadas por mitdgeno), para regular al alza la transcripcion de dos genes,
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Egrl y Vilin2 (proteina de respuesta de crecimiento temprano 1 y vilin2) que
promueven el crecimiento de neuritas y aumentan el tamafio celular (Mendieta, 2018;
Mendieta y col., 2018; Mendieta y col., 2021; Gheorghisan-Galateanu y col, 2023).
Por otro lado, se observé en la Figura 2, la disminucién de la confluencia conforme
avanzaba el tratamiento, esto se debe a una inhibicion de la proliferacién celular
reportada por Mendieta en experimentos previos. El tratamiento de las células con
FSK e IBMX + FSK inhibe la proliferacion después de 48 horas con respecto al
control, mientras que IBMX inhibe la proliferaciéon después de 72 horas de manera
significativa (Tio y col., 2010; Mendieta, 2018; Mendieta y col., 2021).
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Figura 5. Mecanismos propuestos de la transdiferenciacion neuroenddécrina por

agentes elevadores de AMPc (Mendieta y col., 2018).

Para determinar si los cambios morfolégicos observados se deben a la
transdiferenciacion, se cuantificé el marcador neuroenddécrino sinaptofisina. Como se
mencionod anteriormente, al someter a una célula a este tipo de tratamiento, se da
como resultado de las reacciones moleculares, un alza en la expresion de este gen.
Se visualiza en la Figura 4A y 4B, que los tres grupos presentan entre si una
diferencia significativa en la expresién de SYP, con respecto al grupo control y entre

ellos (p < 0.05), siendo el grupo con el tratamiento combinado con mas expresion,
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esto como resultado de un efecto aditivo entre los dos agentes que elevan del AMPc
como se explicé anteriormente. Con los cambios morfolégicos mostrados por las
células y por la sobrexpresiéon de SYP, queda demostrando la adquisicién del
fenotipo neuroenddcrino en las células A549 (Ishii y col., 2022; Gheorghisan-
Galateanu y col, 2023).

Posteriormente, se analiz6 la expresion del gen de interés: el receptor a neuropéptido
5Y (Y5R). Si bien la presencia de este receptor ha sido confirmada en otras lineas
celulares, en este trabajo se tuvo como objetivo demostrar su presencia en una linea
celular A549 NED (fenotipo neuroendocrino) por su posible relevancia diagndstica y
objetivo farmacolégico. En la Figura 5A y 5B se muestra la expresion de Y5R en las
células A549 NED obtenidas por diversos tratamientos. Se puede visualizar en la
Figura 5B, que existe una diferencia significativa en la expresion de este
neuropéptido entre los grupos tratados y el grupo control (p < 0.05), por lo que se
puede afirmar que la expresion de esta proteina aumenta en una linea celular A549
neuroendocrina. Este tipo de linea celular presenta ESG (granulos secretores
endocrinos, por sus siglas en inglés), organulos encargados de secretar moléculas
de forma selectiva. Entre estos se encuentran aquellos encargados de liberar
neurotransmisores peptidicos, como lo son los receptores a neuropéptido Y5 (Y5R).
Si bien el mecanismo del porque la transdiferenciacion lleva al alza la expresion de
estos granulos no se ha dilucidado aun, hallazgos recientes en células no
neuroendocrinas han demostrado que moléculas relacionadas con la expresiéon de
ESG estan controlados por REST, por lo que los mecanismos de expresion de REST
podrian ayudar a explicar el alza de la expresion de Y5R. Lo anterior fue explicado
por Ishii y col.,, en su estudio utilizaron H1299, una linea celular de cancer no
neuroendocrino (no NEC) derivada del pulmén, sus resultados arrojaron que la
desactivacion de REST es indispensable para la expresion ESG en células no
endocrinas. Por lo que se podria deducir que una célula que presente una
desactivacion de REST, aumentara la expresion de estos granulos; como lo es la
linea celular A549 NED. Hay que recordar que al transdiferenciar esta linea celular
con IBMX y FSK, se activd PKA lo que a su vez promovio la fosforilacion de la serina

133 del elemento de respuesta a cCAMP (CREB), que resulté en la baja de REST
26



(explicado a detalle anteriormente). Como REST no se encontraba disminuido
potencialmente en el grupo control (se ha demostrado la presencia de ESG en lineas
celulares no NEC), este expresoé el neuropéptido en menor cantidad que los grupos
tratados, quienes ya presentaban un alza en el factor. De los tres grupos, el que
presentd una mayor expresion del Y5R fue el tratamiento combinado, al tener un
efecto doble por ambos tratamientos en la disminucién de REST (Figura 4B)
(Kashiwagi y col., 2012; Volante y col, 2021; Ishii y col., 2022). Es importante aclarar
gue los resultados de Y5R tienden a ser muy variables entre cada experimento, por
lo que los valores obtenidos pueden no representar de manera idénea la expresion
del gen.

Como se puede ver, el mecanismo de inhibicion de REST en un futuro puede ayudar
a dilucidar por completo la manera en que se da la transdiferenciacion de los

adenocarcinomas de pulmon a los fenotipos neuroendocrinos.
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7. CONCLUSIONES

1. Se transdiferencio una linea celular de adenocarcinoma de pulmén humano A549
a su fenotipo neuroenddcrino a través del tratamiento en DMEM suplementado con
IBMX (0.5 mM) y/o FSK (0.5 mM).

2. Se comprobd la obtencién del fenotipo neuroendécrino por la presencia de su
morfologia celular caracteristica (aumento del tamafio, redondeo del cuerpo celular
y proyecciones tipo neurita) asi como la expresion del marcador neuroenddcrino
sinaptofisina.

3. La expresion del receptor a neuropéptido 5Y (Y5R) incrementé en la linea celular
A549 fenotipo neuroendocrino.

4. Se observo una diferencia significativa, en la expresion del marcador
neuroendaocrino sinaptofisina y el receptor a neuropéptido 5Y (Y5R) entre todos los
grupos tratados.

5. El tratamiento combinado IBMX (0.5 mM) + FSK (0.5 mM) presenté una mayor
expresion del marcador neuroenddécrino sinaptofisina y del receptor a neuropéptido
5Y (Y5R).
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