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RESUMEN 

La línea celular A549 es ampliamente utilizada como modelo in vitro para estudiar el 
cáncer de pulmón de células no pequeñas (CPCNP), en donde las células tumorales 
pueden transdiferenciarse a un fenotipo neuroendócrino. Derivado de la pandemia 
por COVID-19, es necesario verificar que emplear células A549 en estudios es 
seguro, puesto que, el virus SARS-CoV-2 reconoce a la enzima convertidora de 
angiotensina 2 (ECA2) como receptor para ingresar a la célula huésped y ésta se 
expresa en células del epitelio pulmonar. Por lo anterior, se evaluó la expresión de 
ECA2 en las células A549 y A549 con transiderenciación neuroendócrina (A549NED) 
inducida por 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) y forskolina (FSK) mediante PCR de 
punto final, empleando dos cebadores identificados como ECA2N3 y ECA2N4. 
Contrario a lo obtenido por otros autores, se encontró que ECA2 se expresa tanto en 
células A549 como en A549NED. Aunque se observó una tendencia al cambio en la 
expresión de ECA2 entre A549 y A549NED, los resultados mostraron que la diferencia 
no fue significativa (p = 0.6248 y p = 0.5235), por lo que no se puede garantizar que 
la expresión aumente o disminuya por la transdiferenciación neuroendócrina. Dado 
que se observó que ECA2 sí se expresa en las células A549, pese a que se había 
reportado que su expresión no era detectable, se recomienda manipularlas siguiendo 
las medidas de bioseguridad para evitar que se conviertan en un foco de riesgo 
potencial.
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1. ANTECEDENTES 

1.1 Cáncer  

El cáncer es un conjunto de enfermedades multifactoriales capaz de desarrollarse en 

diversas partes del cuerpo, se caracteriza por una proliferación anormal de células 

que forman tumores o neoplasias malignas y que, posteriormente, pueden 

diseminarse a otro sitio (OMS, 2021).  

La transformación de células normales en tumorales, conocida como carcinogénesis, 

ocurre por la acumulación de cambios genéticos y epigenéticos principalmente en 

genes que regulan el ciclo celular como los genes supresores de tumores y 

oncogenes (Lahouel y col., 2020). La progresión del cáncer se ve influenciada por 

factores genéticos del individuo, así como por agentes externos que pueden ser 

clasificados como carcinógenos químicos, físicos y biológicos (Das y col., 2020).  

El cáncer es un problema de salud pública que afecta a la población mundial, con 

alrededor de 19 millones de casos nuevos y 10 millones de muertes en el 2020; ha 

sido catalogado como una de las principales causas de defunción en el mundo (Sung 

y col., 2021; OMS, 2021).  

El INEGI reportó que entre enero y agosto del 2020 se registraron 60,421 

defunciones por tumores malignos en México, de las cuales el 51 % correspondieron 

a mujeres y el 49 % restante a hombres. Asimismo, encontraron que conforme 

avanza la edad, la tasa de defunción incrementa (INEGI, 2021).  

De acuerdo con el número de casos nuevos reportados en el 2020 (Figura 1), entre 

los hombres mexicanos los tipos de cáncer más comunes fueron de próstata, 

colorrectal, de estómago, de pulmón y linfoma no Hodgkin. Mientras que, en las 

mujeres predominó el cáncer de mama, cervicouterino, de tiroides y colorrectal 

(Globocan, 2020). 

A pesar de que en México el cáncer de pulmón no ocupa el primer lugar en incidencia, 

se le considera el más letal, ya que cada año mueren alrededor de 8,000 mexicanos 

por esta neoplasia (Secretaría de Salud, 2018). 
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Figura 1. Número de casos nuevos de cáncer en México en el 2020 en a) hombres 
de todas las edades y b) mujeres de todas las edades. Modificado de Globocan, 

2020. 

1.2 Cáncer de pulmón 

El cáncer de pulmón se clasifica por su histología en cáncer de pulmón de células 

pequeñas (CPCP) y no pequeñas (CPCNP). El CPCNP es el tipo más común y 

comprende al adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas y carcinoma de 

células grandes (Figura 2) (Clark y Alsubait, 2021; Ruiz-Cordero y Devine, 2020).  
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Figura 2. Porcentaje de pacientes que presentan cada tipo de cáncer de pulmón. 
Modificado de Ruiz-Cordero y Devine, 2020. 

El consumo de tabaco es el principal factor de riesgo; se considera que fumar causa 

el 30 % de muertes por cáncer de pulmón debido a que el humo del tabaco contiene 

alrededor de 60 compuestos que son considerados carcinógenos, como aldehídos, 

monóxido de carbono, benceno, hidrocarburos aromáticos policíclicos y nitrosaminas 

(Padilla-Raygoza y col., 2020; Omare y col., 2021). 

En el 2020, el cáncer de pulmón se convirtió en la principal causa de muerte por 

cáncer a nivel mundial con un estimado de 1.8 millones de defunciones (18 %), y en 

el segundo tipo más diagnosticado con alrededor de 2.2 millones de casos nuevos 

(11.4 %) (Sung y col., 2021).  

En México se reportaron 7,588 casos nuevos de cáncer de pulmón en el 2020, 

correspondientes al 3.9 % del total de casos, asimismo 7,100 muertes (7.9 %) fueron 

ocasionadas por este tipo de cáncer (Globocan, 2020). 

En la mayoría de los casos, el CPCNP se diagnostica en etapas tardías en las que 

la escisión quirúrgica ya no es una opción, por lo que se recurre a la quimioterapia; 

sin embargo, en ciertas condiciones las células tumorales no responden a dicho 

tratamiento, como es el caso de la transdiferenciación neuroendócrina (El-Hussien y 

Hassan, 2021). 
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1.3 Transdiferenciación neuroendócrina 

El proceso de transdiferenciación consiste en que una célula diferenciada 

perteneciente a un linaje se convierte en una célula de otro diferente, comúnmente 

en respuesta a estrés severo, por ejemplo, tras una lesión inducida por naftaleno 

(Ouadah y col., 2019; Thankamony y col., 2021). Si bien, este fenómeno tiene un 

papel importante durante la renovación homeostática y reparación de tejidos, en 

etapas avanzadas de ciertos tipos de cáncer, las células tumorales pueden 

transdiferenciarse a un fenotipo neuroendócrino (NED) (Yao y col., 2018).  

La transdiferenciación de las células tumorales a células NED les permite generar 

diversidad intratumoral, sobrevivir en condiciones limitadas de oxígeno o nutrientes, 

adaptarse a los cambios en el microambiente durante la metástasis y superar el 

estrés inducido por la exposición a un fármaco (Thankamony y col., 2021).  

Las células NED fueron reportadas por primera vez en cáncer de próstata, se 

caracterizan por tener gránulos densos que producen y secretan mediadores que 

normalmente se encuentran en el sistema nervioso, conocidos como marcadores 

neruoendócrinos, entre los que se encuentran:  cromogranina A, sinaptofisina y 

enolasa neuronal específica (Grigore y col., 2015; Mjønes y col., 2017).  

La Sinaptofisina (SIP) es una proteína de membrana que participa en el ensamblaje 

de las vesículas sinápticas y a su vez regula la liberación de neurotransmisores 

(Wallrafen y col., 2018). Es comúnmente utilizada para la detección de células NED 

en tumores pulmonares debido a su alta sensibilidad y especificidad (Miura y col., 

2021). 

A través de inmunohistoquímica y microscopía electrónica se ha observado 

transdiferenciación neuroendócrina en carcinomas pulmonares (Grigore y col., 

2015). Aproximadamente el 10 % de los casos de CPCNP presentan células NED, 

lo que conlleva un peor pronóstico para el paciente, debido a que promueven una 

mayor tasa de proliferación, metástasis y menor efectividad en el tratamiento ya que 

tienden a ser quimioresistentes (Rubin y col., 2020; El-Hussien y Hassan, 2021).  
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1.4 Células A549 

El epitelio pulmonar está conformado principalmente por células alveolares tipo 1 

(AT1) y tipo 2 (AT2), que son células epiteliales especializadas. Las células AT2 

llevan a cabo distintas funciones involucradas en la respuesta inmunitaria innata 

dentro del pulmón, producen surfactante pulmonar que reduce la tensión superficial 

en los alveolos y evita que colapsen, ayudan a limpiar el líquido alveolar a través del 

transporte activo de sodio, y actúan como progenitores autorrenovables para 

diferenciarse en células AT1 y reemplazarlas cuando han sido dañadas. Además, a 

partir de diversos estudios se cree que en las células AT2 se origina el 

adenocarcinoma de pulmón, el cual es el subtipo más común de CPCPN (Sainz de 

Aja y col., 2021). Debido a ésto, surgió la necesidad de contar con modelos in vitro 

del epitelio pulmonar, en especial de las células AT2. 

Los cultivos celulares son modelos in vitro ampliamente utilizados para el estudio del 

cáncer, ya que proveen un ambiente celular controlado, fácil de escalar y replicar. 

Permiten evaluar el comportamiento de las células en diversas condiciones, así como 

la eficacia y toxicidad de fármacos (Nossa y col., 2021).  

El cultivo de células A549 se ha popularizado como un modelo consistente y 

reproducible para el estudio de diversas patologías pulmonares. La línea celular 

A549 fue establecida tras aislar y cultivar tejido canceroso del pulmón de un hombre 

caucásico de 58 años (Giard y col., 1973). Son células escamosas con morfología 

tipo epitelial y crecimiento adherente que forma una monocapa (ATCC, 2021). 

Posteriormente, se determinó que las células A549 presentan propiedades, 

morfológicas, metabólicas y de transporte similares a las de las células AT2, por lo 

que pueden emplearse como modelo in vitro para estudiar enfermedades que afectan 

a las mismas (Foster y col., 1998). 

La ATCC determinó que las células A549 requieren un nivel de bioseguridad 1 

(BSL1); sin embargo, los riesgos asociados al cultivo de dichas células se ven 

modificados por los procedimientos llevados a cabo dentro de cada laboratorio y por 

situaciones extraordinarias como el brote de la enfermedad COVID-19 (ATCC, 2021). 
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1.5 COVID-19 

En diciembre del 2019 se reportaron en Wuhan, China los primeros casos de una 

infección viral de origen indefinido. Posteriormente, en enero del 2020, a partir de 

muestras de pacientes, se logró identificar y caracterizar el virus causante, al cual se 

le denominó SARS-CoV-2. Ese mismo mes, la OMS lo declaró una emergencia de 

salud pública internacional, debido a su alta patogenicidad en humanos. En febrero 

del 2020 se le dio el nombre de COVID-19 a la enfermedad respiratoria ocasionada 

por el virus SARS-CoV-2 y para marzo fue declarada pandemia, por el elevado 

número de contagios, puesto que ya había rebasado los 500,000 casos (Carvalho y 

col., 2021). 

Los síntomas más comunes de COVID-19 incluyen fiebre, tos, disnea, dificultad para 

respirar y fatiga, pero en algunos casos se presentan también pérdida del olfato o 

gusto. El desarrollo de la enfermedad depende de diferentes factores, se sabe que 

las personas de edad avanzada tienen mayor riesgo de hospitalización y de requerir 

ventilación mecánica, asimismo, comorbilidades como hipertensión, diabetes y 

obesidad incrementan la probabilidad de muerte por COVID-19 (Fernández-Rojas y 

col., 2021).  

El 27 de febrero del 2020 se confirmó el primer caso de COVID-19 en México, 

alcanzando un pico de infección en la semana 28 que posteriormente logró reducirse 

gracias a las medidas de confinamiento. Sin embargo, a partir de la semana 40 se 

registró nuevamente un aumento de casos con una reducción consecutiva, lo que se 

denominó como otra ola de COVID-19 (Figura 3) (Aguilar-Madera y col., 2021).  

En diciembre del 2020, México dio inicio a la etapa 1 de vacunación dirigida al 

personal de salud de primera línea de atención a COVID-19. Debido a la 

disponibilidad de las vacunas, el calendario de vacunación continuó de forma 

escalonada, priorizando grupos de riesgo hasta llegar al resto de la población 

(Secretaría de Salud, 2022).  
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Pese a que se aplicaron vacunas de Pfizer-BioNTech, Cansino, COVAX, 

AstraZeneca, Sputnik V, Sinovac, Janssen o Moderna a toda la población, las olas 

de COVID-19 continuaron durante el 2022, llegando a más de 400,000 casos 

positivos estimados en la semana 2 (Figura 3) (Secretaría de Salud, 2022). 

 

Figura 3. Casos positivos estimados y defunciones confirmadas por COVID-19 en 
México. Modificado de SINAVE, 2022. 

1.6 SARS-CoV-2 

Los coronavirus (CoV) son una familia de virus de ARN monocatenario, no 

segmentado y de sentido positivo con una envoltura que asemeja una corona 

(Alvarado-Amador, 2020). El virus del Síndrome Respiratorio Agudo Severo 2 

(SARS-CoV-2) pertenece a los coronavirus de género beta y está conformado por 4 

proteínas estructurales: envoltura (E), glicoproteína de membrana (M), 

nucleocápside (N) y proteína espiga, también conocida como spike (S). Puede 

infectar humanos y es altamente contagioso debido a que se transmite de persona a 

persona mediante secreciones respiratorias (Wang y col., 2021).  
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El virus SARS-CoV-2 comparte aproximadamente el 79 % de la secuencia de su 

genoma con el SARS-CoV y el 50 % con el MERS-CoV; no obstante, la mayor 

variación se encuentra en su proteína S. La subunidad S1 de la proteína S del SARS-

CoV-2 tiene 2 dominios funcionales un N-terminal y un C-terminal; en este último se 

encuentra el dominio de unión al receptor (RBD), que tiene un papel crucial en la 

entrada del virus a las células humanas (Hu y col., 2021). Por su parte, la subunidad 

S2 está involucrada en la fusión del virión con la célula (Naqvi y col., 2020). 

Para ingresar a la célula huésped la proteína S del SARS-CoV-2 reconoce como 

receptor a la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA2), una proteína 

transmembrana con la que se une a través de su dominio de unión al receptor (RBD) 

(Shang y col., 2020). Posteriormente, la proteína S es escindida por la proteína 

transmembranal furina, causando que la subunidad S1 y la subunidad S2 se disocien. 

Mientras que S1 regula la unión del virus a la membrana de la célula huésped al 

reconocer al receptor ECA2, S2 es activada proteolíticamente en su sitio de escisión 

S2' por TMPRSS2, una proteasa transmembrana, lo que favorece la fusión de las 

membranas celulares (Jackson y col., 2022). Finalmente, el virus SARS-CoV-2 entra 

a la célula mediante endocitosis, donde libera su nucleocápside permitiendo la salida 

del ARN genómico viral al citoplasma (Figura 4) (Pastrian-Soto, 2020). 

 

Figura 4. Mecanismo de entrada del SARS-CoV-2 a la célula huésped mediado por 
ECA2. Modificado de Rangu y col., 2022. 
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1.7 ECA2  

La enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA2) es una proteína transmembrana 

formada por 805 aminoácidos y codificada por el gen ECA2. Se puede encontrar en 

células epiteliales de diferentes órganos como pulmones, riñón, estómago, y 

corazón. En los pulmones, las células alveolares tipo 2 (AT2) son las que 

mayormente expresan la proteína ECA2 (Ambrocio-Ortiz y col., 2021). 

La ECA2 está involucrada en la respuesta inmunitaria y homeostasis del pulmón, 

puesto que es un regulador del sistema renina-angiotensina (RAS) (Ambrocio-Ortiz 

y col., 2021). Cuando la angiotensina 2 (Ang II) se une al receptor RcAT1 (Ang II/ 

RcAT1) media la vasoconstricción, la hipertrofia, la formación de especies reactivas 

de oxígeno (ROS), la inducción de hipoxia y la activación de citocinas 

proinflamatorias. Asimismo, Ang II/ RcAT1 aumenta la retención de agua y sodio en 

la sangre, generando un mayor volumen de líquido extracelular que conlleva a la 

hipertensión (Muhanna y col., 2020).  

La principal función de ECA2 es la degradación peptídica de Ang II para producir el 

péptido antiinflamatorio angiotensina (1-7) que moviliza procesos regenerativos 

endógenos e inhibe la señalización de Ang II/ RcAT1 mediante su unión al receptor 

MAS (Figura 5) (Muhanna y col., 2020; Soto y col., 2020). 

 

Figura 5. Componentes del sistema renina-angiotensina (RAS). RcAT1: receptor de 
Ang II tipo 1; RcAT2: receptor de Ang II tipo 2; RcMas: receptor Mas de Ang 1-7; 

MrgD: receptor Mas acoplado a proteína G tipo D. Modificado de Choi y col., 2020.  
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La alta expresión de ECA2 en los pulmones puede justificar que las células 

pulmonares sean el principal objetivo del virus SARS-CoV-2, ya que el nivel de 

expresión de ECA2 es determinante para el tropismo del mismo (Adil y col., 2021). 

Las células alveolares tipo 2 (AT2) representan el 83 % de las células que expresan 

ECA2 en los pulmones (Zhang y col., 2020). Dado que las células A549 son células 

alveolares con propiedades similares a las células AT2, existe la posibilidad de que, 

al cultivarlas para estudiar patologías respiratorias como el cáncer de pulmón, 

permitan la replicación del virus SARS-CoV-2 conforme a su nivel de expresión de 

ECA2. 

A partir de diversos estudios en los que se utilizaron como modelo in vitro las células 

A549 transfectadas con un vector que indujo la sobreexpresión de ECA2 (Chuang y 

col., 2020; Lambkin-Williams y col., 2020; Sandra y col., 2020; Yaqub y col., 2021), 

se puede inferir que la proteína es expresada en cantidades poco significativas de 

manera natural en esta línea celular, por lo que no representaría un riesgo para 

quienes la emplean. No obstante, para estudiar condiciones como la 

transdiferenciación neuroendócrina en tumores pulmonares, las células A549 son 

sometidas a un tratamiento con 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) y forskolina (FSK) 

(Mendieta y col., 2018), lo que podría modificar la expresión de ECA2 convirtiéndose 

un foco de riesgo potencial.    

Por lo anterior, es necesario evaluar los niveles de expresión de ECA2 en los linajes 

celulares que son usualmente empleados como modelos in vitro en estudios de 

cáncer de pulmón, para garantizar la seguridad del personal que forma parte de los 

proyectos de investigación dentro de los laboratorios.  
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2. HIPÓTESIS 

El nivel de expresión de la proteína ECA2 en las células A549 se modifica cuando 

son tratadas con 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) y forskolina (FSK) para su 

transdiferenciación neuroendócrina. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 General 

Evaluar el nivel de expresión de la proteína ECA2 en las células A549 y A549 tratadas 

con 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) y forskolina (FSK) para su transdiferenciación 

neuroendócrina (A549NED). 

3.2 Específicos 

• Obtener células A549NED a partir de células A549 tratadas con 3-isobutil-1-

metilxantina (IBMX) y forskolina (FSK). 

• Determinar la presencia de sinaptofisina (SIP) en las células A549NED como 

marcador neuroendócrino empleando PCR de punto final. 

• Evaluar la expresión de ECA2 en las células A549 y A549NED mediante PCR 

de punto final.
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4. METODOLOGÍA 

4.1 Materiales 

Para el cultivo celular se emplearon la línea celular A549/GFP de adenocarcinoma 

de pulmón humano (AKR-209, Cell Biolabs, Inc., EUA), placas de cultivo de 6 pozos 

(92006, TPP, Suiza), medio DMEM (11995065, Gibco, EUA) suplementado con 10 

% v/v de suero fetal bovino (FBS) (10082147, Gibco, EUA) y 100 U/mL de solución 

de penicilina-estreptomicina (P4333, Sigma-Aldrich, EUA), tampón fosfato salino 1 X 

(PBS) (70011044, Gibco, EUA) y solución de tripsina-EDTA 0.25 % (T4049, Sigma-

Aldrich, EUA). 

La transdiferenciación neuroendócrina se llevó a cabo usando forskolina (FSK) (HY-

15371, MedChemExpress, EUA) y 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) (I5879, Sigma-

Aldrich, EUA). 

Se utilizaron TRI Reagent (R2050-1-200, Zymo Research, EUA) y Direct-zol RNA 

MiniPrep Kit (R2050, Zymo Research, EUA) para extraer el ARN total de las células. 

La síntesis del ADN complementario (ADNc) se realizó empleando Revert Aid First 

Strand cDNA Synthesis Kit (K1621, Thermo Scientific, EUA). 

Para llevar a cabo la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y revelar los 

productos se utilizaron GoTaq Green Master Mix (M7122, Promega, EUA), agarosa 

(A9539, Sigma-Aldrich, EUA), BenchTop 100bp DNA Ladder (G8291, Promega, 

EUA) y bromuro de etidio UltraPure (15585011, Invitrogen, EUA). 

4.2 Métodos 

4.2.1 Cultivo de células A549 

A partir de la metodología de Cooper y col. (2016) y de Mendieta y col. (2018), las 

células A549 se sembraron a una densidad de 2.5x105 células/mL en placas de 

cultivo de 6 pozos con medio DMEM suplementado con 10 % de FBS y 100 U/mL de 

penicilina-estreptomicina. Se incubaron por 24 horas a 37 °C y con CO2 al 5 %.  
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4.2.2 Obtención de células A549NED a partir de células A549 

Pasadas las 24 h, se lavaron las células con solución amortiguadora de fosfatos 

(PBS) 1 X. Posteriormente, la mitad de las células, correspondientes al grupo control, 

fueron tratadas con medio DMEM sin suplementar y el resto con medio DMEM 

suplementado con 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) y forskolina (FSK) a una 

concentración de 0.5 mM. Ambos tratamientos tuvieron una duración de 96 h, 

realizando un cambio de medio a las 48 h. Para confirmar la transdiferenciación 

neuroendócrina exitosa de las células A549, se observaron los cambios en su 

morfología empleando un microscopio invertido y se documentaron tomando fotos a 

las 0, 24, 48, 72 y 96 h.  

4.2.3 Determinación del marcador neuroendócrino  

Se extrajo el ARN total de las células A549 y A549NED empleando TRIzol Reagent y 

Direct-zol RNA MiniPrep Kit siguiendo el procedimiento del manual del fabricante 

(Zymo Research, 2023). Se determinó la concentración y calidad del ARN obtenido 

en un espectrofotómetro NanoDrop y su integridad por electroforesis en gel de 

agarosa al 3 %. Posteriormente, se sintetizó el ADNc a partir del ARN total utilizando 

Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit que incluye cebadores hexaméricos 

aleatorios y Oligo(dT)18 (Thermo Fisher Scientific, 2022). Se analizó el ADNc obtenido 

en un espectrofotómetro NanoDrop para determinar su calidad y concentración. 

Mediante PCR de punto final se amplificó el producto correspondiente a la enzima 

gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) de expresión constitutiva y al gen 

sinaptofisina (SIP) empleando sus respectivos cebadores. Se esperó un producto de 

181 pb para GAPDH (directo: CCACTCCTCCACCTTTGAC, inverso: 

TCCTCTTGTGCTGCTCTTGCTGG) y uno de 123 pb para SIP (directo: 

AGACAGGGAACACATGCAAG, inverso: TCTCCTTAAACACGAACCACAG) 

(Fosado y col., 2023). 

Las condiciones para la PCR, usando GoTaq Green Master Mix, se establecieron de 

acuerdo con el protocolo del fabricante (Promega, 2021) en 30 ciclos: 

desnaturalización inicial por 2 min a 95 °C, desnaturalización por 30 s a 95 °C, 
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alineamiento por 1 min a 60 °C, elongación por 1 min a 72 °C y elongación final por 

5 min a 72 °C. 

Se corrieron los productos de las reacciones por electroforesis en gel de agarosa al 

2 % a 80 V por 45 min, seguido de 30 min de tinción con bromuro de etidio y se reveló 

en un transiluminador de luz UV para su análisis. 

4.2.4 Evaluación de la expresión de ECA2 

A partir del ADNc obtenido de las células A549 y A549NED, se amplificó por PCR el 

producto correspondiente al gen de la enzima convertidora de la angiotensina 2 

(ECA2) utilizando dos pares de cebadores obtenidos de la literatura, los cuales se 

identificaron como ECA2N3 (Lee y col., 2021) y ECA2N4 (Zhang y col., 2019).  

Se esperó un producto de 238 pb para ECA2N3 (directo: 

GGACCCAGGAAATGTTCAGA, inverso: GGCTGCAGAAAGTGACATGA) y de 126 

pb para ECA2N4 (directo: CGAGTGGCTAATTTGAAACCAAGAA, inverso: 

ATTGATACGGCTCCGGGACA). 

Las condiciones para la PCR de los cebadores ECA2N3 se establecieron en 35 

ciclos: desnaturalización inicial por 2 min a 95 °C, desnaturalización por 30 s a 95 °C, 

alineamiento por 1 min a 60 °C, elongación por 1 min a 72 °C y elongación final por 

5 min a 72 °C. Por otro lado, las condiciones para la PCR de los cebadores ECA2N4 

se establecieron en 40 ciclos: desnaturalización inicial por 2 min a 95 °C, 

desnaturalización por 30 s a 95 °C, alineamiento por 1 min a 60 °C, elongación por 1 

min a 72 °C y elongación final por 5 min a 72 °C. 

Se corrieron los productos de las reacciones por electroforesis en gel de agarosa al 

2 % a 80 V por 45 min, seguido de 30 min de tinción con bromuro de etidio y se reveló 

en un transiluminador de luz UV para su análisis. 

4.2.5 Análisis estadístico 

Los geles revelados se digitalizaron y analizaron con el software Image J. La 

diferencia en la expresión de SIP y ECA2 entre las células A549 y A549NED se evaluó 
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mediante la prueba t de Student utilizando el software GraphPad Prism 8. Los datos 

de los experimentos por triplicado se expresaron como la media ± SEM (error 

estándar de la media), donde p < 0.05 se consideró estadísticamente significativo. 

4.2.6 Disposición de residuos 

De acuerdo con la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 “Protección ambiental - Salud 

ambiental - Residuos peligrosos biológico-infecciosos - Clasificación y 

especificaciones de manejo”, los residuos generados de cultivo celular se 

depositaron en bolsas de polietileno de color rojo para residuos peligrosos biológico-

infecciosos (RPBI). Se almacenaron temporalmente para su posterior recolección y 

transporte por la empresa ECOLSERVI Industrial, quienes se encargan del 

tratamiento y disposición final (Secretaría de Medio Ambiente y Recursos Naturales, 

2003). 

Los geles teñidos con bromuro de etidio, así como los guantes y las puntas de pipeta 

contaminados, se colocaron en una bolsa de plástico sellada dentro de una caja de 

cartón resistente. La caja llevaba una etiqueta con la leyenda “geles con bromuro de 

etidio” y se almacenó temporalmente hasta su posterior recolección por la empresa 

ECOLSERVI Industrial (EH&S, 2019).  
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5. RESULTADOS 

5.2 El tratamiento con IBMX y FSK induce la transdiferenciación neuroendócrina en 

las células A549 

Las células A549 que fueron tratadas con IBMX-FSK (0.5 mM) por 96 h, desarrollaron 

una morfología poligonal con proyecciones tipo neurita, la cual es característica de 

las células que presentan un fenotipo neuroendócrino (A549NED) (Mendieta y col., 

2018). Asimismo, se observó que las células A549NED tuvieron una menor tasa de 

proliferación en comparación con el grupo control (Figura 6).  

Por otro lado, a las 24 h unas cuantas células del grupo control empezaron a mostrar 

alargamientos similares a las células A549NED (Figura 6).  Esto se puede atribuir a la 

deprivación de suero fetal bovino (SFB), ya que se ha reportado que en ausencia de 

SFB, las células pueden presentar un fenotipo más elongado e incluso ramificaciones 

similares a las neuritas (Freitas y col., 2019; Thomson y col., 2022). Esta falta de 

nutrientes también pudo haber ocasionado que gran parte de las células control 

murieran a las 96 h.  

El tratamiento con 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) y forskolina (FSK) a una 

concentración de 0.5 mM promovió la obtención de células A549 con fenotipo 

neuroendócrino (A549NED) debido a que, tanto IBMX como FSK, aumentan los 

niveles de monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) e inducen efectos mediados por 

el mismo (Lv y col., 2019). El AMPc activa a la proteína cinasa A (PKA) que a su vez 

puede estimular la actividad del factor de transcripción CREB, esta cascada de 

señalización contribuye a varios procesos biológicos relevantes para la progresión 

del cáncer, entre ellos la transdiferenciación neuroendocrina (Zhao y Li, 2019). 
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Figura 6. Efectos morfológicos del tratamiento con IBMX y FSK sobre las células 
A549. Las células fueron tratadas con IBMX y FSK (0.5 mM) por 96 h, con un 

cambio de medio a las 48 h. Se muestran fotografías representativas de cada 24 h 
del tratamiento. 



19 
 

Para corroborar la transdiferenciación de las células A549 a A549NED, se evaluó la 

expresión de un marcador neuroendocrino. Se ha reportado que la activación de 

CREB en células NED induce la expresión de marcadores neuroendócrinos (Zhang 

y col., 2018), siendo sinaptofisina (SIP) uno de los más comunes (Kriegsmann y col., 

2021). En comparación con las células A549, en las células A549NED se ha observado 

un aumento en la expresión de sinaptofisina de 1.491 veces (Fosado y col., 2023). 

La diferencia en la expresión de sinaptofisina entre las células A549 y A549NED se 

determinó a través del revelado de un gel de agarosa donde, tal y como se esperaba, 

se obtuvo un producto de 123 pb correspondiente al gen SIP amplificado por PCR 

(Figura 7A) (Fosado y col., 2023).  

El gel se digitalizó en Image J para posteriormente evaluar en GraphPad Prism 8 el 

cambio en el nivel de expresión de SIP relativa a GAPDH mediante la prueba t de 

Student (Figura 7B). El nivel de expresión de SIP se normalizó de acuerdo con el de 

GAPDH. Dado que se presentó una diferencia significativa (p = 0.0159) de 

aproximadamente 3.51 veces entre A549 y A549NED (Figura 7B), se reafirmó que el 

tratamiento con IBMX-FSK induce la transdiferenciación neuroendócrina.  

 

Figura 7. Expresión del marcador neuroendócrino sinaptofisina. A) Producto 
correspondiente a sinaptofisina (SIP) amplificado por PCR a partir del ADNc de 
células A549 y A549NED, donde las células SK-N-AS de neuroblastoma fueron 

utilizadas como control positivo. B) Gráfica de barras de la diferencia en el nivel de 
expresión de SIP entre A549 y A549NED, expresada como la media ± SEM (error 

estándar de la media) (n = 3, * p < 0.05). 
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5.2 La enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA2) se expresa en las células A549 

y A549NED  

Para evaluar la expresión de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA2) en las 

células A549 y A549NED se utilizaron como referencia dos pares de cebadores 

obtenidos de la literatura. Los cebadores identificados como ECA2N3 fueron 

empleados para valorar la expresión de ECA2 por PCR cuantitativa en múltiples 

líneas celulares de pulmón humano, con o sin tratamiento de pirrolidina 

ditiocarbamato; sin embargo, ECA2 no fue detectable en ninguna de las condiciones 

en las células A549 (Lee y col., 2021). Por otro lado, los cebadores etiquetados como 

ECA2N4 sirvieron para estimar exitosamente la expresión de ECA2 en diferentes 

líneas celulares de cáncer de mama mediante PCR cuantitativa (Zhang y col., 2019). 

El revelado del gel de agarosa con los productos de las reacciones de PCR 

correspondientes al gen ECA2 permitió corroborar que las bandas resultantes fueran 

de 238 pb con los cebadores ECA2N3 y de 126 pb con ECA2N4 (Figura 8A y 8C), 

en concordancia con lo que se ha reportado anteriormente (Lee y col., 2021; Zhang 

y col., 2019). De igual manera, con los dos cebadores se observó que tanto A549 

como A549NED, expresan ECA2.   

El gel fue digitalizado en Image J y el nivel de expresión de ECA2 se normalizó de 

acuerdo con el nivel de expresión de GAPDH. Posteriormente, utilizando la prueba t 

de Student se analizó la diferencia en el nivel de expresión relativa de ECA2 entre 

las células A549 y A549NED. A pesar de que ECA2 pareció disminuir tras la 

transdiferenciación neuroendócrina inducida por IBMX-FSK en el caso de los 

cebadores ECA2N3, la diferencia obtenida no fue significativa debido a la alta 

variabilidad (p = 0.6248) (Figura 8B). De igual manera, se observó que ECA2 tuvo 

una tendencia a aumentar con los cebadores ECA2N4; no obstante, la diferencia 

tampoco fue significativa (p = 0.5235) (Figura 8D). Por lo tanto, no se podría asegurar 

que la transdiferenciación neuroendócrina inducida por IBMX-FSK aumente o 

disminuya la expresión de ECA2 en las células A549. 
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Figura 8. Expresión de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA2). Producto 
correspondiente a ECA2 amplificado por PCR empleando los cebadores A) 

ECA2N3 y C) ECA2N4. En ambos casos se utilizó ADNc de células A549, A549NED 
y HT-29, siendo las últimas el control positivo. Gráfica de barras de la diferencia en 
el nivel de expresión de ECA2 entre A549 y A549NED, expresada como la media ± 

SEM (error estándar de la media)  
(n = 3, * p < 0.05) usando B) ECA2N3 y D) ECA2N4. 
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6. DISCUSIÓN 

La enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA2) es un importante regulador del 

sistema de renina-angiotensina (RAS) que además tiene un papel clave en el 

mecanismo de entrada del SARS-CoV-2 a la célula huésped, ya que al ser una 

proteína transmembrana es reconocida como receptor por el virus (Beyerstedt y col., 

2021). A raíz de la pandemia ocasionada por COVID-19, es de suma importancia 

evaluar los niveles de expresión de ECA2 en las líneas celulares utilizadas como 

modelos in vitro para el estudio de patologías pulmonares, puesto que ECA2 se 

expresa en células del epitelio pulmonar y los pulmones son los principales afectados 

por esta enfermedad altamente infecciosa (Pinto y col., 2020). 

En el presente estudio se evaluó la expresión de ECA2 en la línea celular A549 

mediante PCR de punto final. Los resultados obtenidos mostraron que ECA2 se 

expresa en las células A549, contrario a diversos autores que han tenido que 

sobreexpresar ECA2 a través de un vector, debido a que obtuvieron que el nivel de 

expresión no fue detectable en células A549 control (Chuang y col., 2020; Lambkin-

Williams y col., 2020; Sandra y col., 2020; Yaqub y col., 2021). La diferencia en el 

nivel de expresión de ECA2 en las células A549 entre diversos estudios, se puede 

atribuir a que cuando se emplean líneas celulares cancerosas a menudo los 

resultados son difíciles de reproducir debido al alto grado de variación entre las cepas 

(Ben-David y col., 2018).  

Asimismo, se evaluó la expresión de ECA2 en células A549 con transdiferenciación 

neuroendócrina (A549NED) inducida por un tratamiento con 3-isobutil-1-metilxantina 

(IBMX) y forskolina (FSK), ya que comúnmente se utilizan para estudiar dicha 

condición en tumores pulmonares (Fosado y col., 2023; Mendieta y col., 2018). 

Nuevamente se obtuvo que ECA2 se expresa incluso cuando las células presentan 

un fenotipo neuroendócrino. 

El gen correspondiente a ECA2 humana se localiza en el cromosoma Xp22, está 

conformado por 40 kb que comprenden 22 intrones y 18 exones. En GenBank se 

pueden encontrar 6 diferentes variantes de transcripción, que son: variante de 
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transcripción 1 (NM_001371415.1), variante de transcripción 2 (NM_021804.3), 

variante de transcripción 3 (NM_001386259.1), variante de transcripción 4 

(NM_00138260.1), variante de transcripción 5 (NM_001388452.1), y variante de 

transcripción 6 (NM_001389402.1) (Badawi y Ali, 2021). 

La isoforma conocida como ECA2 de longitud completa es codificada por las 

variantes de transcripción 1 y 2, comprende 18 exones y genera una proteína de 805 

aminoácidos y 120 kDa. La variante de transcripción 3 codifica la segunda isoforma 

de ECA2, que es una proteína de 786 aminoácidos idéntica a ECA2 de longitud 

completa excepto que está truncada en el dominio citoplásmico. La tercera isoforma 

de ECA2 es generada por las variantes de transcripción 4 y 6, está compuesta por 

694 aminoácidos, tiene un 95 % de similitud a ECA2 de longitud completa, pero 

carece de algunos exones en la región 3' UTR (Badawi y Ali, 2021).  

Se ha reportado una cuarta isoforma de 52 kDa y 459 aminoácidos identificada como 

dECA2 (Onabajo y col., 2020), MIRb-ECA2 (Ng y col., 2020) o ECA2 corta (Blume y 

col., 2021). Es una proteína inestable codificada por la variante de transcripción 5. 

Tiene el extremo N-terminal más corto con diferentes regiones 5′ UTR en 

comparación con ECA2 de longitud completa, carece de actividad de 

carboxipeptidasa y no cuenta con sitios de unión de alta afinidad al SARS-CoV-2 

(Badawi y Ali, 2021; Blume y col., 2021; Ramal-Sanchez y col., 2022).  

Utilizando la herramienta Primer-Blast del NCBI se identificó que los productos 

obtenidos de la PCR utilizando los cebadores ECA2N3 (Lee y col., 2021) pueden 

corresponder a las variantes de transcripción 1, 2, 3, 4 y 6. Por otro lado, con los 

cebadores ECA2N4 (Zhang y col., 2019) se pueden conseguir las variantes de 

transcripción 1, 2, 3, 4, 5 y 6. Es decir, los cebadores ECA2N3 son específicos para 

la primera, segunda y tercera isoforma, y los cebadores ECA2N4 para las mismas y 

adicionalmente la cuarta isoforma correspondiente a ECA2 corta (dECA2 MIRb-

ECA2). Lo anterior podría justificar que ECA2 tenga un comportamiento distinto 

dependiendo de los cebadores empleados, puesto que no codifican las mismas 

variantes de transcripción. Mientras que, en el caso de ECA2N3 el nivel de expresión 
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relativa de ECA2 tuvo una tendencia a disminuir en las células A549NED, con ECA2N4 

hubo una tendencia a aumentar; no obstante, dado que la diferencia no fue 

significativa en ninguno de los casos (p = 0.6248 y p = 0.5235), no es posible 

garantizar que la transdiferenciación neuroendócrina inducida por IBMX-FSK 

aumente o disminuya el nivel de expresión de ECA2 en las células A549. 

Se ha encontrado que diversos agentes son capaces de inducir la expresión de 

ECA2, entre ellos los interferones (IFNα, IFNβ) (Beacon y col., 2021) y la interleucina 

6 (IL-6), puesto que estimula al transductor de señal y activador de la transcripción 3 

(STAT3), el cual ha sido identificado como un factor de transcripción de ECA2 (Liang 

y col., 2022). Dado que el tratamiento con IBMX-FSK aumenta los niveles de AMPc 

y éste a su vez promueve la síntesis de IL-6 (Tanabe y col., 2016), es relevante 

corroborar si la transdifereciación neuroendócrina inducida por IBMX-FSK está 

involucrada en la regulación de la expresión de ECA2 a través de STAT3.  

Debido al alcance del estudio no se identificó el comportamiento específico de cada 

isoforma ante la transdiferenciación neuroendócrina; no obstante, los resultados 

sugieren que la diferencia en las tendencias de expresión de ECA2 entre las células 

A549 y A549NED radica en ECA2 corta. Dado que los cebadores ECA2N3 no son 

específicos para ECA2 corta, si hubiera un aumento en la expresión no lograría ser 

detectado con estos cebadores. Por otro lado, los cebadores ECA2N4 al ser 

específicos para varias isoformas, entre ellas ECA2 corta, permitirían detectar este 

cambio y la expresión tendría tendencia a aumentar. Por lo anterior, se recomendaría 

realizar este estudio empleando cebadores que solo codifiquen ECA2 corta, para 

verificar si el tratamiento con IBMX-FSK induce su expresión en las células A549. 

A través de un análisis multi-ómico de la expresión de ECA2 que involucró 28,000 

muestras que comprendían tejidos sanos, diferentes tipos de cáncer y enfermedades 

crónicas comunes, se encontró que ECA2 es regulada al alza en pacientes con 

enfermedades crónicas y carcinomas, entre ellos adenocarcinoma pulmonar, en 

comparación con los controles (Li y col., 2020). Por lo anterior, fue propuesto que los 

pacientes con ciertos tipos de cáncer y enfermedades crónicas podrían presentar 
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una mayor expresión de ECA2, lo que los haría más susceptibles a la infección por 

SARS-CoV-2 (Li y col., 2020). No obstante, ante la existencia de variantes de ECA2, 

es importante realizar un perfil de expresión más específico, puesto que, como se 

sugiere en el presente estudio, el nivel de expresión de ECA2 obtenido podría 

depender de la expresión de una variante en específico, por lo que, la susceptibilidad 

del paciente podría depender no solo del nivel de expresión de ECA2 sino de la 

variante expresada. Por ejemplo, dado que ECA2 corta no contribuye a la entrada 

del SARS-CoV-2 a la célula, un aumento en su expresión no representaría un mayor 

riesgo para los pacientes.  

Se ha reportado que la expresión de ECA2 corta puede ser inducida por virus o 

tratamientos con interferones; sin embargo, estos no influyen en la expresión de 

ECA2 de longitud completa (Onabajo y col., 2020). Asimismo, se ha observado que 

en adenocarcinoma pulmonar se expresan niveles más altos de ECA2 de longitud 

completa en comparación con ECA2 corta, mientras que, en carcinoma de células 

escamosas sucede lo contrario, lo que sugiere una dependencia del linaje celular o 

que hay adaptaciones transitorias al microambiente local (Ng y col., 2020).  

Finalmente, dado que la línea celular A549 es ampliamente utilizada en estudios de 

patologías pulmonares, principalmente en aquellas que afectan a las células 

alveolares tipo 2 (AT2), se recomienda mantener precauciones en su manejo, puesto 

que, aunque se ha reportado que el nivel de expresión de ECA2 en células A549 no 

es detectable (Lee y col., 2021), se observó que la variabilidad entre cepas de una 

misma línea celular, así como la existencia de diversas isoformas pueden generar 

resultados distintos, por lo que sería posible que las células A549 lleguen a ser un 

foco de riesgo ante la pandemia por COVID-19.  

 

 

 

 



26 
 

7. CONCLUSIONES 

Con base en los resultados de esta tesis se confirma que la enzima convertidora de 

angiotensina 2 (ECA2) se expresa en células A549 con o sin tratamiento de IBMX-

FSK, pese a que anteriormente se haya reportado que su expresión no es detectable 

en las células sin tratar. La existencia de variantes de transcripción que codifican 

distintas isoformas y la variabilidad entre cepas de una línea celular 

pueden ocasionar que se observe la expresión de ECA2 en cultivos celulares bajo 

diferentes condiciones de experimentación. Por lo tanto, se debe tomar en cuenta 

que la variabilidad entre estudios conlleva resultados diferentes, por lo que es 

necesario tomar precauciones y seguir todas las medidas de bioseguridad al 

manipular cualquier cultivo ya que representan riesgos potenciales, incluyendo el de 

contaminación por SARS-CoV2. De igual forma, dado que la variante ECA2 corta no 

contribuye a la entrada del SARS-CoV-2 a la célula, es relevante identificar por rt-

PCR cuantitativa si su expresión es inducida por IBMX-FSK y dicho tratamiento 

podría tener relevancia en la generación de cepas celulares menos susceptibles al 

virus, lo que podría sugerir algún blanco farmacológico de apoyo para el tratamiento 

de la infección viral. Además, este proyecto contribuye en información valiosa para 

verificar la expresión diferencial de las variantes de la enzima que sirve como 

receptor viral, y colaborar como base para la investigación clínica de pacientes con 

susceptibilidad diferente a la infección por SARS-CoV-2. 
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