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RESUMEN

Segin GLOBOCAN, el cancer de pulmén es el tercer cancer con mayor incidencia en
el mundo, ademas es responsable del 18 % de muertes en ambos sexos. Se divide
en dos grandes grupos histolégicos: carcinoma de pulmén de células pequefas
(SCLC) y carcinoma de pulmén de células no pequefias (NSCLC). La clasificaciéon
gue comprende a los tumores neuroenddécrinos engloba a aquellas neoplasias que
exhiben un comportamiento, morfologia y biologia distintivos que han tomado gran
importancia porque representan cerca del 2% de los casos de cancer de pulmén y
pertenecen al 30% de todas las neoplasias neuroendécrinas. Por otro lado, la
angiogénesis representa un evento clave en su desarrollo y progresiéon debido a que
los tumores neuroenddcrinos estan altamente vascularizados y presentan una mayor
expresion del principal mediador, el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF).
La expresion de este factor estd ampliamente documentada en tumores
neuroendocrinos como los pancreaticos, gastrointestinales y de ovario, no obstante,
la informacibn de su expresiébn en células A549 transdiferenciadas a
neuroenddcrinas no existe, por 1o que el objetivo de este trabajo es investigar los
niveles de expresion de.VEGF en células A459 neuroendécrinas (A549NED) por
medio de rt-PCR semicuantitativo. En el presente trabajo, se encontré la expresion
de VEGF en las células'A549 y la evaluacion realizada no mostré una diferencia
significativa con la expresién del ARN mensajero de este marcador para las células
A549NED, estos hallazgos sugieren que existen otros mecanismos involucrados en
la expresidn de este marcador.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Cancer de pulmon.

Alrededor del mundo el cancer de pulmén es lider en mortalidad sin hacer distincion
entre hombres y mujeres ocasionando 1.8 millones de muertes y ocupa el tercer lugar
como el cancer mas frecuente con 2.1 millones de casos nuevos anuales, con base

en la informacién del GLOBOCAN 2018 (Figura 1) (Leiro-Ferndndez y col., 2019).
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Figura 1. Tasas de incidenciay mortalidad estandarizadas por edad en todo el mundo
en 2018. Se observa que el cancer de pulmoén posee una mayor mortalidad y que es
el tercero con mayor incidencia (GLOBOCAN, 2018).

El cancer de pulmén es clasificado en dos grandes grupos de acuerdo al tipo
histopatolégico: carcinoma de pulmén de células pequefias (SCLC, por sus siglas en
inglés) y carcinoma de pulmén de células no pequefnias (NSCLC, por sus siglas en
inglés). El primero representa cerca del 15 % de los casos totales de cancer de
pulmén mientras que el Ultimo es predominante con el 85 % de los casos.
Adicionalmente, el NSCLC se divide en tres subtipos: carcinoma de células
escamosas, carcinoma neuroenddcrino de células grandes y adenocarcinoma, que

es el mas comun (Gallant y Lovly, 2018; Cheny col., 2019).

Este cancer al igual que los demas, es el resultado de cambios moleculares

anormales, genéticos y epigenéticos en las células pulmonares de los pacientes



(Khanmohammadi y col., 2020). Es una enfermedad heterogénea, en la que influye
tanto el tipo celular de origen como las alteraciones moleculares (Herbst y col., 2018),
debido a que el epitelio de las vias respiratorias incluye diferentes tipos celulares que
poseen caracteristicas fisiolégicas propias. Por ejemplo, el adenocarcinoma se
origina de las células alveolares tipo Il o de células madre bronquioalveolares. Las
células alveolares tipo Il secretan surfactante, reduciendo la tensién superficial en el
alvéolo y previniendo el colapso del espacio aéreo, ademas de que son parte
importante de la respuesta inmune innata en los pulmones (Jacob y col., 2019). En
cambio, el SCLC procede de células neuroendocrinas (Figura 2). Por lo tanto, cada
subtipo posee un perfil de expresidbn génica y biomarcadores especificos
(Devarakonda y col., 2019; Chen y col., 2019). Otro evento importante en el
desarrollo de la enfermedad es la metilacion aberrante del ADN que ocasiona el
silenciamiento de la expresidn de genes supresores de tumores como son; p53,
PTEN o BCRA 1y 2, siendo un sello distintivo del cancer (Duruisseaux y Esteller,
2018; Cheny col., 2020). Con las nuevas técnicas genémicas y de secuenciacion se
han podido identificar las alteraciones en la transcripcion de genes importantes en
adenocarcinoma KRAS y EGFR, ademas de AKT3, FGFR1, PTEN encontrados en
cancer de pulmon y finalmente la identificacion de alteraciones en los siguientes
genes supresores de tumores TP53, KEAP1, STK11 y NF1 (Drula y col., 2020;
Herbst y col., 2018).

El principal factor de riesgo para el cancer de pulmon es el tabaco, ya que se ha
asociado_hasta en un 80%, pero también se ven involucrados otros factores en su
desarrollo como lo son la contaminacion del aire, el tabaquismo pasivo, la exposicion
al-radon, asbestos y algunos metales como el cadmio u otras sustancias organicas
(Testay col., 2018; Herbst y col., 2018).



Tipo celular Tipo de cancer

Tumores papilares
muconodulares
ciliados

arcinoma de células
escamosas y tumores

neuroendaocrinos

Bronquiolos

Adenocarcinoma

Alvéolos

Figura 2. Relacion entre el tipo celular del epitelio de las vias respiratorias y el origen
del tipo de cancer de pulmoén. En las vias proximales del tracto respiratorio, es decir,
trdquea y bronquios, abundan las células ciliadas, las células basales, las células
caliciformes, células neuroenddcrinas y células club, cada una con una funcion
fisiologica especifica; siguiendo con los bronquiolos, las células que mas abundan
son las células neuroenddcrinas y las células club; mientras que en las vias distales
(alvéolos), las células que predominan son las células epiteliales alveolares tipo | y
tipo Il y las células madre bronquioalveolares (Sarode y col., 2020).

1.2 Tumores neuroenddcrinos.

Los tumores neuroenddcrinos de pulmén se consideran un grupo heterogéneo de
neoplasias que presentan una biologia, morfologia y un comportamiento clinico
diferente al de los otros tumores de pulmén (Uccella y col., 2018a); han ganado un
creciente interés debido al aumento en su incidencia en los Ultimos afios, ya que
solamente los tumores carcinoides bien diferenciados, representan cerca del 2% de

los casos de cancer de pulmoén y aproximadamente 27% de todos los tumores



neuroendocrinos (Hendifar y col., 2017). De acuerdo con la clasificacion propuesta
en 2015 por la Organizacién Mundial de la Salud, existen cuatro tipos: carcinoide
tipico (TC, por sus siglas en inglés), carcinoide atipico (AC, por sus siglas en inglés),
carcinoma neuroendocrino de células grandes (LCNEC, por sus siglas en inglés) y
carcinoma de pulmoén de células pequeiias (SCLC, por sus siglas en inglés), estos
altimos se han asociado con antecedentes de tabaquismo (Figura 3) (Wolin, 2017).
A su vez también se pueden agrupar por el grado de diferenciacién celulary grado
de agresividad de la enfermedad, por ejemplo, TC y AC se agrupan como.carcinoides
bien diferenciados de bajo y mediano grado respectivamente, mientras que LCNEC
y SCLC se consideran carcinomas pobremente diferenciados y de alto grado
(Hendifar y col., 2017).

Tumores

neuroenddcrinos
de pulmén

Pobremente diferenciados Bien diferenciados

Figura 3. Clasificacion de tumores neuroenddécrinos. La Organizacion Mundial de la
Salud categoriza en cuatro subtipos a los tumores neuroenddcrinos: carcinoide tipico
(TC, por sus siglas en inglés), carcinoide atipico (AC, por sus siglas en inglés),
carcinoma neuroendocrino de células grandes (LCNEC, por sus siglas en inglés) y
carcinoma de pulmaén de células pequefias (SCLC, por sus siglas en inglés), los dos
primeros cuentan con una diferenciacién celular bien definida mientras que los
ultimos exhiben una diferenciacion celular muy pobre.

Por otro lado, se ha evaluado a los tumores neuroenddcrinos desde diferentes
enfoques para comprender su comportamiento biolégico y desarrollar terapias o
tener un diagnéstico mas certero, debido a que del 30 % al 50 % son inicialmente
asintomaticos y al momento de realizar el diagnostico se presentan en etapas muy

avanzadas (Wolin, 2017). Por esa razén el uso de marcadores histopatolégicos,
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genéticos y moleculares es crucial para establecer un diagndstico diferencial y elegir
el tratamiento mas adecuado (Kyriakopoulos y col., 2018). Para la diferenciacion
histopatoldgica, se evalUan criterios como el tamafio celular y la tasa de proliferacion,
que puede ser mas lenta o acelerada segun el subtipo de tumor neuroendécrino,
ademas se puede utilizar la proteina Ki-67 como marcador de proliferacion celular
(Chan y col., 2017), ademéas comparten una morfologia poligonal con un patrén de
distribucion especifico (Mendieta y col., 2018). Con la innovacion en las técnicas
genéticas y moleculares se han podido identificar marcadores para los ACy TC, por
ejemplo, se han documentado alteraciones en los genes: EGFR, ERBB2, KRAS y
PIK3CA (gen fosfatidilinositol-3 cinasa), no obstante, esto es poco comun, aunque
se ha encontrado que la mutacion en MEN1 es frecuente entre los carcinoides
(Kashimay col., 2019; Rossi y col., 2017). Por otro lado, se ha identificado un perfil
diferencial de 24 microARNs entre AC y TC, ademas de 29 microARNs en tumores
metastasicos y no metastasicos. Este avance ha abierto la posibilidad de usarlos
como marcadores y herramientas para el diagndstico especifico de tumores
neuroenddcrinos bien diferenciados (Kashima y col., 2019). Ahora bien, LCNEC y
SCLC comprenden un perfil de alteraciones moleculares mas definido, aunque
comparten alteraciones en RB1 y TP53 (Rossi y col., 2017), se ha documentado que
SCLC exhibe las siguientes alteraciones genéticas: MYC, FHIT, RASSF1A y
BAX/BCL2, mientras que LCNEC presenta alteraciones en STK11, KEAP1 y KRAS
(Sarode y col., 2020). En cuanto a los marcadores inmunohistoquimicos, éstos se
utilizan como. una herramienta rapida, de bajo costo y menos compleja comparada
con otras técnicas.

Tradicionalmente se consideran los siguientes como marcadores neuroendocrinos:
cromogranina A (CgA), sinaptofisina y enolasa especifica de neuronas (NSE)
(Uccella y col., 2018b), aunque se pueden emplear diferentes marcadores, los mas
utilizados y mejor aceptados son los dos primeros.

En primer lugar, la cromogranina A es una glicoproteina acida de la familia de las
graninas (Kyriakopoulos y col., 2018), secretada por las células neuroenddcrinas y
expresada por los tumores neuroenddécrinos (Malczewska y col.,, 2019). Cabe

mencionar que en tumores pobremente diferenciados los niveles de cromogranina
5



disminuyen, lo cual es indicativo de un mal prondstico (Chan y col., 2017). En lo que
se refiere a la sinaptofisina es una glicoproteina de membrana, se ubica en
microvesiculas en el citoplasma de las células neuroenddcrinas tanto normales como
neoplasicas, incluso es un mejor marcador para diferenciar tumores neuroendocrinos
debido a que se expresa en todos los tumores neuroendocrinos de pulmoén (Uccella
y col., 2018b). La enolasa especifica de neuronas (NSE) es otro marcador que se
utiliza ampliamente como diferenciador neuroenddécrino, se trata de una enzima
expresada por células de origen neuronal; cuya expresion se relaciona con un tumor
neuroendocrino de células pobremente diferenciadas, ademas, niveles elevados
pueden ser indicativo de SCLC y claramente un pronostico muy desalentador de la
enfermedad (Chan y col., 2017)

1.2.1 Diferenciacion neuroendocrina.

Recientemente se ha observado la transicion de carcinoma de pulmén de células no
pequefias (NSCLC), especificamente de adenocarcinoma a carcinoma de pulmon de
células pequenas (SCLC) o a carcinoma de células escamosas (SCC, por sus siglas
en inglés), lo cual se ha asociado con la resistencia a las terapias (Cheny col., 2019).
Cabe mencionar que se han desarrollado varios estudios con avances reveladores
para entender los mecanismos genéticos que propician la transformacion histologica,
un ejemplo es la identificacién de alteraciones en el gen EGFR, especificamente la
delecion en el exon 19 o la mutacion T790M, la cual es una mutacion puntual de
un aminoacido en la posicion 790 (Marcoux y col., 2019; Chen y col., 2019). Estas
mutaciones son promovidas durante el tratamiento con inhibidor de la tirosina
quinasa de EGFR, ademas, entre el 3 % y 10 % de las biopsias que presentan una
transformacion histolégica a SCLC se relacionan con la resistencia a este tratamiento
(Marcoux y col., 2019). Asimismo, se ha encontrado que la inactivacion de TP53 y
Rb1, la amplificacion de MET y mutaciones en PIK3CA o BRAF indican una mayor
probabilidad de que ocurra la transicion histologica (Marcoux y col., 2019; Zhao y
col.,, 2017). Por consiguiente, es necesario encontrar una nueva estrategia
terapéutica que no presente un mecanismo de resistencia para aumentar la

supervivencia de los pacientes con NSCLC.



1.2.2 Inducciodn de la transdiferenciacion neuroenddécrina en cultivo celular.

En el laboratorio se puede inducir la transdiferenciacion neuroenddcrina in vitro,
utilizando agentes que elevan los niveles intracelulares de AMPc (adenosina
monofosfato-3,5" ciclico) (Mendieta y col., 2018), se ha propuesto que la via de
sefalizacion de este segundo mensajero juega un papel muy importante en la
regulacion del metabolismo, la proliferacion celular, diferenciacion y apoptosis (Lv y
col., 2018). Uno de los agentes mas utilizados es el 3-isobutil-1-metilxantina, un
inhibidor de la fosfodiesterasa de amplio espectro, enzima que participa como
reguladora de los niveles de AMPc (Lv y col., 2018). De manera general cuando se
inhibe la fosfodiesterasa (PDE, por sus siglas en inglés) se elevan los niveles de
AMPc y activa a la PKA (proteina quinasa A) lo que resulta en la activaciéon de CREB
(proteina de union al elemento de respuesta AMPC) que a su vez promueve la
transcripcion de varios genes implicados en la diferenciacién neuroendécrina (Figura
4), (Wang y col., 2020). Sin embargo, se hareportado que la forskolina, la interleucina
6, la radiacion ionizante y el factor de crecimiento epidérmico también promueven el
cambio a fenotipo neuroenddécrino.en cancer de pulmoén y de préstata (Mendieta y
col., 2018).

Canales ibnicos

Migracidn celular
Adhesion celular
Secrecion de
neurotransmisores

Metastasis en cancer
Resistencia a
farmacos

Transcripcion de
genes

Figura 4. Via de sefalizacion de AMPc. Esta via de sefializacion esta comunmente
relacionada con los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), que al activarse
promueve la conversion de la adenosina 5'-trifosfato (ATP) a AMPc (adenosina
monofosfato-3,5  ciclico) catalizado por la enzima adenilato ciclasa (AC), provocando
que se eleven los niveles intracelulares de AMPc y activando a la PKA (proteina
quinasa A) lo que resulta en la fosforilacién y activacion del factor de transcripciéon
CREB (proteina de unién al elemento de respuesta AMPc) (Zhang y col., 2020).



1.3 VEGF.

Otro evento clave en el desarrollo del cancer, es la angiogénesis (Berardi y col.,
2018). Se define como la formacion de nuevos vasos sanguineos y se considera de
gran importancia debido a que se ha demostrado que aporta una mayor oxigenacion
y nutrientes necesarios para la incidencia, progresion y metastasis del cancer de
pulmon (Rodriguez-Remirez y col., 2019; Guo y col., 2018). El desarrollo de la nueva
vasculatura depende de un proceso dinamico que involucra la interaccién de células
endoteliales y el espacio extracelular, donde es clave el balance de muchos factores
angiogénicos como angiopoyetinas, CCL2, EGFL6, incluyendo FGF, HIF1, IGF1,
MMPs, PDGF, TGF y VEGF (Wang y col., 2020). El principal mediador es el factor
de crecimiento vascular endotelial (VEGF, por sus siglas en inglés), una glicoproteina
homodimérica con un peso molecular de 40kDa, perteneciente a una familia de
factores de crecimiento que incluye varias isoformas: A, B, C, D y el factor de

crecimiento placentario (Chen y col., 2018a).

Ademas, al unirse a sus receptores identificados como VEGFR1, 2 y 3 asi como a
las neuropilinas (NP1 y 2), desencadena su funcion biologica que incluye
diferenciacion celular, migracion, regulacion de la permeabilidad vascular y por
supuesto la angiogénesis (Chen y col., 2018a; Guo y col., 2018).

Cabe destacar que esta bien documentada la expresion elevada de VEGF en varios
tipos de cancer como, por ejemplo: pancreatico, estomacal, colorrectal, de mama y
de préstata (Chen y-col., 2018a). En cuanto a los tumores neuroenddcrinos, estos
estan altamente vascularizados y se ha encontrado una relacion positiva con una
expresion. de marcadores neuroendocrinos mas marcada (Kyriakopoulos y col.,
2018; Wang y col., 2020). Asimismo, la expresion del VEGF se ha observado en
tumaores agresivos y se asocia con un prondéstico desalentador, por esa razon, la via
de sefalizacion del VEGF se ha estudiado ampliamente para encontrar y desarrollar
tratamientos dirigidos para neoplasias neuroendocrinas de pulmon, sin embargo, no
se ha llegado a un entendimiento total sobre la relacion del prondstico con la
sobreexpresion de VEGF (Berardi y col., 2018; Shiy col., 2019).



1.3.1 Via de sefalizacion del VEGF.

Desde que en 1970 se propuso la terapia antiangiogénica se han hecho muchos
avances con el propésito de elucidar la via de sefializacién del VEGF (factor de
crecimiento vascular endotelial, por sus siglas en inglés), intentado identificar nuevos
objetivos para el tratamiento de diferentes neoplasias neuroenddcrinas asi como el
papel que juega la expresion del VEGF y sus receptores en el prondstico de la
enfermedad (Wu y col., 2018; Itatani y col., 2018; Berardi y col., 2018).

De manera general el VEGF interactia con sus receptores VEGFR-1, 2 y 3 estos
son receptores tirosina quinasa, y también puede interactuar con las neuropilinas 1
y 2 que funcionan como co-receptores no enzimaticos (Rodriguez-Remirez y col.,
2019). Una vez que se activa el receptor se inicia la transduccién de sefiales
intracelulares en las que participan varios mediadores, por ejemplo, para el VEGFR-
2 la autofosforilacion de sus dominios inicia uno de los posibles escenarios para la
cascada de sefalizacién. En el primer escenario, €l aumento de los niveles de calcio
intracelular (Ca?*) se debe a la activacion de PI3K (fosfotidilinositol-3 quinasa, por
sus siglas en inglés) y de Akt que a su vez promueven la actividad de la sintasa de
oxido nitrico endotelial (eNOS, por sus siglas en inglés) que mediante su unién a la
calmodulina (CaM) da como resultado el aumento de la produccion NO (6xido nitrico)
(Pandey y col., 2018). El.segundo escenario de la via de sefializacion empieza con
la activacion de la fosfolipasa C (PLCy, por sus siglas en inglés), la cual cataliza la
reaccion de conversion de PIP2 (fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato) a diacilglicerol (DAG)
e IP3 (inositol 1,4,5- trifosfato). Ademas, DAG tiene la capacidad de activar a PKC
(proteina quinasa C) y a través de MAPK (proteina quinasa activada por mitdgenos)
activa a la fosfolipasa A2 cuyo resultado final es el aumento de los niveles de
prostaciclina (PGI2). Ambos productos, PGI2 y NO, son mediadores biolégicos de la
permeabilidad vascular, vasorelajacion y supervivencia endotelial (Pandey y col.,
2018). Finalmente, la expresion de VEGF se ve afectada por multiples factores entre
los que destacan la hipoxia, el gradiente de NO, microRNAs, transductores como
STAT3 (Wu y col., 2018).



2. HIPOTESIS

Las células A549 con fenotipo neuroenddcrino presentan mayor expresion de VEGF

que las células A549.
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3. OBJETIVOS

3.1General

Identificar la expresion del VEGF en las células A549 con fenotipo neuroenddcrino.
3.2 Especificos

e Generar el fenotipo neuroendécrino de las células A549 bajo la presencia de
isobutil-1-metilxantina.

e lIdentificar el fenotipo neuroenddocrino de las células A459 mediante
marcadores especificos.

e Evaluar la expresion del VEGF en células A549 con fenotipo neuroenddécrino
mediante rt-PCR semicuantitativo.
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4. METODOLOGIA
4.1 Materiales

4.1.1 Reactivos

En el presente trabajo se utilizaron células A549, una linea celular procedente de las
células alveolares tipo Il, ampliamente empleada como modelo de adenocarcinoma
pulmonar, caracterizada por poseer células adherentes. Para mantenerlas en cultivo
se utilizé el medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, por sus siglas en
inglés) este medio es rico en glucosa, vitaminas y aminoacidos siendo el mas
adecuado para cultivo de células adherentes, asimismo se realizaron lavados con
buffer fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés). Por otro lado, se utilizé IBMX (3-
isobutil-1-metilxantina) para diferenciar las células A549 al fenotipo neuroenddcrino.
También se empled Tripsina/EDTA de Gibco™, para eliminar las células de la
superficie y Direct-zol RNA kit de Zymo Research para la extraccion y purificacion de
ARN. Para la sintesis de ADN complementario (ADNCc) a partir del ARN previamente
extraido, se utilizo el kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis de Thermo Scientific.
Finalmente se utiliz6 GoTag® Green Master Mix de Promega, para la amplificacion
eficiente de ADNc mediante PCR.

4.1.2 Cultivo celular

Las células A549 se mantuvieron en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium), suplementado al 10% con suero fetal bovino, 100 kU/mL de penicilina y
100 kU/mL de estreptomicina. Los cultivos se mantuvieron en una atmaosfera con 5%

de di6xido de carbono a 37°C, de acuerdo a Mendieta y col. (2018).

4.2 Métodos

4.2.1 Diferenciacion neuroenddcrina

Se cultivaron las células A549 en una caja Petri de 60 mm con 5 mL de DMEM a una
confluencia del 60% durante 24 h. Se lavaron con 500 pL de PBS y posteriormente

se inicio el tratamiento con 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX, 0.5 mM) durante 72 h,
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de acuerdo a Mendieta y col. (2018), ademas se utiliz6 un control negativo. Se
recolectaron las células mediante tripsinizacion para el analisis de la expresion del
VEGF. Adicionalmente, se evaluaron los cambios morfolégicos mediante
microscopia Optica a las 24, 48 y 72 horas después de iniciado el tratamiento.

4.2.2 Ensayo de proliferacion

Para comparar la proliferacion entre las células A549 y las células diferenciadas, se
realiz6 su cultivo en una placa de 24 pozos, donde se sembraron aproximadamente
25,000 células con 250 yL de DMEM, de los cuales se tomaron muestras por
triplicado a las 0, 24, 48 y 72 h para su conteo. Estas se tifileron-con una solucion
azul de tripano al 0.04 % y se procedio al recuento de las células utilizando un

hemocitometro para determinar la densidad celular.

4.2.3 Extraccion de ARN y rt-PCR semicuantitativo

Se llevd a cabo la extraccion de ARN total de las células A549 control y las tratadas
con IBMX utilizando el kit Direct-zol ARN Miniprep Plus, de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. A continuacion, se cuantificO el ARN obtenido en un
espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific), para evaluar su pureza y la
concentracion. Posteriormente, se sintetizo6 ADN complementario (ADNc) con el Kit
de sintesis de ADNc RevertAid de Thermo Scientific siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Para realizar el rt-PCR semicuantitativo se empleé el GoTaq Green Master Mix para
preparar las muestras previamente obtenidas, los genes de interés que se utilizaron
se muestran en el Cuadro 1. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador
miniPCR bajo las siguientes condiciones, 95 °C durante 30 s y 55°C durante 60s
para la alineacion, ademas una fase de extension durante 60s a 72°C, con un periodo
de extension final de 72°C por 5 min. Ademas, todos los productos obtenidos fueron
separados por electroforesis en un gel de agarosa al 3 %, posteriormente se tifieron

con bromuro de etidio para visualizarlos.
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Cuadro 1. Genes blanco para rt-PCR semicuantitativo.

Genes

blanco Forward Reverso

GADPH 5CAGCCTCAAGATC S5TGTGGTCATGAGT Control
ATCAGCAZ’ CCTTCCAZ

VEGE 5"CTACCTCCACCAT S5TCTCTCCTATGTG Gen de interés
GCCAAGT3 CTGGCCT3

SYp 5TGCCAACAAGACC 5CCACATGAAGGCG Marcador
GAGAGTGA3’ AACACAGC3 neuroendécrino

NSE 5GGCTACACGGAAA 5GAAGGATCAGTGG Marcador

AGATCGTTATT3 GAGACTTGAA3 neuroendécrino

Abreviaciones: Sinaptofisina (SYP), factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF) y enolasa especifica de neuronas (NSE).

4.3 Disefio experimental

Se compararon dos grupos de la linea celular de adenocarcinoma de pulmoén
A549, denominados grupo control (A549) y grupo experimental (A549NED). El
grupo experimental se tratd con IBMX (3-isobutil-1-metilxantina) 0 .5 mM para

realizar la transdiferenciacion al fenotipo neuroendocrino.

Ambos cultivos se mantuvieron durante 72 horas de tratamiento bajo las
condiciones descritas previamente, para la extraccion de ARN vy el analisis de la
expresion ARN mensajero se utilizé una n= 3 para cada gen analizado.
Adicionalmente para identificar la proliferacion de ambos grupos se realizé una
curva con una n=3 para cada uno, que de igual manera se tuvo en cultivo durante

72 h de tratamiento.

4.3.1 Analisis estadistico
Los datos se analizaron utilizando el software GraphPad Prism 5, mostrandose la

media + error estandar para representar los datos de los experimentos realizados.
La diferencia estadistica se evalu6 mediante la prueba t-student con p<0.05 para
diferencias significativas. La cuantificacion relativa de ARNm se llevoé a cabo con

ayuda del software Image Lab de Bio-Rad.
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5 RESULTADOS
El ensayo de proliferacion con la tincion de Azul de tripano al 0.04 %, mostré que la

diferenciacion al fenotipo neuroenddcrino de las células A549, inducido por 3-isobutil-
1-metilxantina (IBMX, 0.5 mM), a las 72 horas de tratamiento, tomando en cuenta
que el tiempo O corresponde a las 24 horas de cultivo, disminuye la proliferacion
celular respecto al control (p< 0.05) lo cual se puede correlacionar con la inhibicién
de la via del AMPc (adenosina monofosfato-3,5" ciclico) (Figura 5). A suvez a partir
de las 72 horas se observan cambios morfoldgicos (Figura 6), como alargamiento de
la célula y la formacion de proyecciones similares a las neuritas en comparacion con

las células A549 control que exhiben una forma poligonal.

4
B8 A549
3 A459NED

Respecto al control

9 P> w
Tiempo (h)

Figura 5. Comparacion de la proliferacion celular entre las células A549 y las
A549NED. El tiempo 0 corresponde a las 24 horas después de sembrar las células
en la placa de 24 pozos, para este ensayo se realizo un triplicado por linea celular
de las mediciones. ** p < 0.05. t de student. Se representa a base 1 del control.

Por otro lado, para corroborar la diferenciacion neuroendocrina se realizo rt--PCR con
los siguientes marcadores neuroendocrinos: sinaptofisina (SYP) y enolasa especifica
de neuronas (NSE). Adicionalmente para comprobar que el ADNc (ADN
complementario) de ambos fenotipos de las células A549 se prepar6 correctamente
se tomo como referencia GAPDH (Figura 7).
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Figura 6. Cambios morfolégicos en las células A549 después del tratamiento con
IBMX a las 24, 48 y 72 h de tratamiento.

GAPDH

Figura 7. Productos de la rt-PCR para los marcadores neuroenddécrinos. Los
productos esperados se visualizaron en un gel de agarosa al 3 % y se obtuvieron
las siguientes bandas para GAPDH 179 pb, para NSE (enolasa especifica de
neuronas) 101 pb, SYP (sinaptofisina) 349 pb.
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Figura 8. Expresion de ARNm para marcadores neuroenddcrinos. A. Se ilustra la
expresion de NSE para los dos fenotipos de las células A549. B. Asimismo se
aprecia la expresion de SYP para ambos grupos. La cuantificacion relativa se
indica con base 1 al control, con una n=3 para ambos genes. Finalmente, la
diferencia estadistica entre lineas celulares se evalu6 con la prueba t de student
*p<0.05. Abreviacion: ARNm (ARN mensajero).

En cuanto a la expresion de ARN mensajero (ARNm), se exhibe en la Figura 8 los
resultados cuantitativos donde se indica que no existe diferencia significativa
(p<0.05) entre ambos grupos, sin embargo, se observa un incremento del 23.2 %
para NSE en el fenotipo -neuroenddcrino en comparacion con las células no tratadas
con IBMX (Figura 8A). Respecto a SYP hubo un aumento significativo (p<0.05) en
las células A549NED (Figura 8B). Al evaluar la expresion de ARNm de VEGF no se
observé una diferencia significativa (p<0.05) entre ambos fenotipos como se ilustra

en la Figura 9.
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Figura 9. Analisis de la rt-PCR para VEGF. A. Los productos esperados de la rt-
PCR se visualizaron en un gel de agarosa al-3%, las bandas que se obtuvieron
para VEGF y GAPDH fueron las siguientes: 311 pb y 179 pb, respectivamente. B
Representa la cuantificaciéon de VEGF con base 1 al control, donde se aprecia que
no existe diferencia significativa, se evalud con la prueba t de student con una
p<0.05.
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6. DISCUSION
El objetivo de este trabajo fue evaluar la expresion de ARNm para el factor de

crecimiento vascular endotelial (VEGF) de las células A5S49NED de adenocarcinoma
pulmonar mediante rt-PCR. Proporcionamos evidencia de, que la expresion de
ARNm para VEGF entre el cultivo de células A549 control y el fenotipo

neuroenddcrino de células A549 (A549NED) se mantiene sin diferencias.

Trabajos previos en nuestro grupo de investigacion han estandarizado la
metodologia para inducir la transdiferenciacion neuroendécrina en las células A549
mediante el incremento en la concentracion de adenosin monofosfato ciclico (AMPCc),
como por ejemplo con isobutilmetilxantina (IBMX; Mendieta y col., 2018). Los
resultados de la transdiferenciacion que se presentanen esta tesis concuerdan con
lo conseguido anteriormente, ya que se observaron cambios morfolégicos a las 72
horas de tratamiento, con patrones diferenciales al utilizar inhibidores de la
fosfodiesterasa (PDE) o estimuladores directos de la adenilato ciclasa (AC),
involucrados en las via de sefializacion AMPc-PKA que a su vez resulta en la
activacion de CREB (proteina de union al elemento de respuesta AMPc) que se
relaciona con la preservacion de las caracteristicas neuroenddécrinas en cancer de
pulmén (Zhang y col., 2020); las caracteristicas incluyen la formacién de neuritas y
prolongaciones en las células.

Por su parte, la angiogénesis juega un papel importante en mediar la progresion en
cancer de células pequefias (Peravali y col., 2020) y es uno de los factores con mas
relevancia involucrados en este proceso (Amano y col., 2021). Sin embargo, no se
conocia si las células con fenotipo neuroendécrino de adenocarcinoma de pulmén
participaban en este proceso con la liberacion diferencial de VEGF; corroboramos la
expresion de este factor angiogénico por parte de las células A549, una linea celular
de céncer de pulmon de células no pequefias (NSCLC), y no se encontrd diferencia
en la expresion de este factor por efecto de la estimulacién con el agente que
incrementa AMPCc. Las células A549 estan emparentadas con las células alveolares
tipo 1l (ATII); la falta de cambio de expresion de VEGF de las células A549 puede
deberse a que el epitelio alveolar ya es una fuente rica de VEGF, del cual se han

19



observado concentraciones significativas durante el desarrollo y la maduracion
pulmonar, debido a la formaciéon de capilares que se encuentran alrededor de los
alveolos, fundamentales para el intercambio de gases, no obstante, el pulmoén adulto
continda siendo una fuente importante de VEGF que contribuye a la estructura,
mantenimiento e integridad del alveolo (Barratt y col., 2018; Kathiriya y col., 2020).
Méas aun, VEGF es fundamental para el crecimiento de las células ATII (células
alveolares tipo Il), estas células son la principal poblacion en el epitelio alveolar y se
han relacionado con la produccién de surfactante, actian como moduladores de la
respuesta inmune innata, asimismo, son esenciales para la regeneracion del mismo
epitelio cuando existe un evento de lesion, entre otras funciones que ayudan a la
homeostasis alveolar (Ruaro y col., 2021; Barratt y col., 2018).

También se abre la posibilidad de que falte algun estimulo para observar un cambio
sustancial en la expresion de este marcador; por ejemplo, Chen y col. (2018b),
demostraron que en células de adenocarcinoma pulmonar la activacién de STAT3
aumenta la expresion de VEGF vy, por lo tanto, la angiogénesis. Ramirez (2017)
encontrd que la inhibicion competitiva de la hormona de crecimiento (GH), cuyas vias
de sefalizacion incluyen JAK-STAT, disminuye la expresion de VEGF, aunque la
estimulaciéon con 100 ng/mL de GH no genera el incremento encontrado por Chen 'y
col. (2018b) al activar STATS.

Por otro lado, la actividad biolégica de VEGF depende de la union al receptor VEGFR
1, 2 y 3 o de la union a neuropilinas 1 y 2 que desencadena la transduccion de
sefiales mediante la activacion de ERK 1 y 2 (quinasa regulada por sefal
extracelular) y a la subsecuente activacion de AKT (proteina quinasa B) (Muench y
col., 2019); estas vias a su vez regulan la migracién, la supervivencia, el crecimiento
y-la transicion epitelial-mesenquimal en las células cancerosas (Ma y col., 2019).
Estudios recientes muestran que la inhibicibn con antagonistas de estas dos
proteinas significativamente disminuye los niveles de VEGF (Muench y col., 2019;
Ma y col.,, 2019) demostrando que rio abajo de estas vias de sefializacion se
desempeiia un papel importante en la regulacion de este factor angiogénico; en
particular en NSCLC se ha reportado que niveles bajos en la expresion de VEGF

llevan a la inhibicién del crecimiento del tumor, la angiogénesis, invasién y migracion
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pero sobre todo promueven la muerte celular (Muench y col., 2019).

Queda claro que la complejidad de esta patologia hace que sea dificil atacarla, pero
a su vez resalta la importancia de conocer y entender el origen celular de cada tipo
de cancer pulmonar (Sarode y col., 2020; Chen y col., 2019; Rodriguez-Remirez y
col., 2019). Los avances realizados hasta el momento soportan el utilizar a VEGF y
sus receptores (VEGFR 1y 2) como marcadores prometedores en el prondstico de
NSCLC, debido a que niveles elevados de estas proteinas se ha asociado a una baja
supervivencia contrario a los pacientes que exhiben bajos niveles de VEGF y la
expresion de un solo receptor (Ceciy col., 2020), lo que promueve el uso de terapias
anti-angiogénicas (Rodriguez-Remirez y col., 2019). Aunado a los resultados
encontrados en este estudio podemos acercarnos mas a elucidar la biologia y el
comportamiento de las células A549 con fenotipo. neuroenddcrino para encontrar la

mejor estrategia terapéutica para los pacientes.
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7. CONCLUSIONES

En conclusion, en el presente estudio ~se proporciona evidencia que la
isobutilmetilxantina (IBMX) induce la diferenciacion neuroenddcrina in vitro de las
células A549 de adenocarcinoma pulmonar. Ademas, se confirmé la expresiéon de
VEGF de las células A549, pero no se-observo una diferencia significativa con la
expresion en las células neuroendocrinas. Podria investigarse a futuro el cambio en
la expresion de VEGF en conjunto con otros estimulos, como, por ejemplo, la
activacion de STATS3 en las células A5S49NED.
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