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1 ABSTRACT

Lung cancer is the type of cancer with the highest mortality rate on global scale and
actual agaisnt this pathology are still suboptimal. Increasing the knowledge about
the most significant molecular alterations that are found in this type of cdncer has
resulted in better therapies. The ADHI1B (alcohol dehydrogenase) gene has been
identified as sub expressed at the RNAm level in lung and other types of cancer,
nevertheless this condition has not been confirmed at the protein level and the
physiopathological role of the ADH1f enzime is not clear. In order to confirm its
subexpression, the expression level of the protein ADHIP was evaluated by
Western blot on the A549 lung cancer cell line and on the MRCS5 normal lung cell
line and they were compared. Once the subexpression of ADH1 at the protein level
in A549 cells was confirmed, it was continued to assess whether increased
expression of ADHI1P ,due to the transfection with the expression vector pCMV6-
ADHIp, could have an impact on the metabolic capacity, reactive oxygen species
production and the expression of phosphatidil serine. These parameters were
evaluated by a MTT assay, the DCFDA assay and the Annexin V assay respectively
on A549 cells that expressed ADHIP exogenously by being transfected with the
expression vector pPCMV6-ADHI1. The results obtained confirm that the A549 cell
line has a sub expression of ADHI1p at the protein level when compared with the
MRCS expression of ADHIp; the transfected A549 cells that express ADHI1f
exogenously show a lower metabolic capacity; a higher reactive oxygen species
level and a higher exposition of phosphatidil serine. These results suggest that the
exogenous expression of ADHIP on the A549 cell line induces yet unknown
cellular mechanisms that lead to a decrease in relative cell viability of the cells,
and also they induce mechanisms of cell death by increasing the exposition of
phosphatidil serine on celular membrane and by increasing the level of reactive
oxygen species. This study is the first to show the subexpression of ADH1f in the
A549 lung cancer cell line and to show that the increase in expresion plays a role in

the biology of lung cancer cells.



RESUMEN

El cancer pulmonar es el tipo de cancer con la mds alta tasa de mortalidad a nivel
mundial y los tratamientos actuales contra esta patologia ain son subdptimos.
Aumentar el conocimiento sobre las alteraciones moleculares mas significativas que
se encuentran en este tipo de cdncer ha generado mejores terapias. El gen ADH1[
(Alcohol deshidrogenasa 1B) ha sido identificado como disminuido a nivel de
RNAm en tejido de carcinoma pulmonar y otros tipos de céncer, sin embargo no se
ha confirmado esto a nivel proteina y el papel de la enzima ADHIB en la
fisiopatologia del cdncer pulmonar se desconoce. Por lo que para confirmar su
subexpresion se evalud el nivel de expresion de la proteina ADHIP mediante
Western blot en la linea celular de carcinoma pulmonar A549 y se comparé con la
expresion de ADHI1f de la linea celular normal pulmonar MRCS. Una vez que se
confirmé la baja expresion a nivel proteina de ADHI en la linea celular A549, se
prosiguié a evaluar si el aumento de su expresion podria impactar en el
metabolismo, viabilidad, y produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) de
las células A549 con una mayor expresiéon de ADH1p, debido a su transfecciéon con
el vector pCMV6-ADHI1f. Para ello se evalu6 su capacidad metabdlica utilizando
un ensayo de MTT; posteriormente se evalud la produccion de ROS mediante el
ensayo de DCFDA, y finalmente con el ensayo de Anexina V se evalud la
exposicion de fosfatidil serina. Los resultados obtenidos indican que la linea A549
tiene una sub expresion a nivel proteina de la enzima ADHIP en comparacion a la
linea MRCS; las células A549 transfectadas con el vector pCMV6-ADHIB que
expresan ADHIP exdgenamente exhiben una capacidad metabdlica disminuida; un
nivel aumentado de ROS y de células con exposicion de fosfatidil serina. Estos
resultados sugieren que la expresion exégena de ADHIP en la linea celular A549
induce mecanismos celulares, ain desconocidos, que llevan a una disminucién en la
viabilidad relativa de las células y que ademds propician la exposicion de la
fosfatidil serina en la membrana externa de las células al mismo tiempo que inducen
una mayor produccion de ROS. Este estudio es el primero en demostrar la
subexpresion de ADHIP en la linea celular de cancer pulmonar A549 y en

demostrar que su aumento tiene un papel en la biologia celular de cancer pulmonar.



2  INTRODUCCION

“Cancer” es un término para un grupo de enfermedades en las que se presenta un
crecimiento celular descontrolado con el potencial de invadir otros tejidos del
cuerpo. (NCI, 2014). Dicha patologia figura entre las causas lideres de muerte a
nivel mundial con un ndimero de 8.2 millones de muertes reportadas en 2012
(Globocan, 2012) y se estima que para el aflo 2030 aumentardn las muertes hasta
alcanzar los 13.1 millones (OMS, 2014). En México, el cancer es la tercera causa
principal de muerte y se estima que cada afio se detectan 128 mil casos nuevos
(Secretaria de Salud, SPPS, 2013). Existen mds de 100 diferentes tipos de céncer;
entre ellos, el cdncer pulmonar es uno de los mas comunes en el mundo y presenta
una alta tasa de mortalidad con 1.59 millones de muertes en 2012 a nivel mundial
(OMS). El Cancer de Pulmén de Células no pequeiias (NSCLC) es la forma maés
comun de este tipo de cancer, representando un 80% de los casos (ACS, 2001).
Diversas alteraciones moleculares han sido reportadas en el cancer pulmonar, tal
como la sub expresion del RNAm de ADHI1, el gen codificante para la enzima
Alcohol Deshidrogenasa 1 B (Sarah et al., 2012). El papel de esta enzima en el
metabolismo de alcoholes como el etanol y el retinol ejerce efectos importantes
sobre la homeostasis, diferenciacion y proliferacion celular; es asi como una
alteracion en estos procesos podria contribuir a la transformacién y/o proliferacion
de células tumorales. En esta tesis se realizé un andlisis del nivel de expresion de
ADHI1p en la linea celular de cancer pulmonar A549 y, se evalud el efecto que tiene
la expresion exdgena de ADHI1B en A549 transfectadas con el vector de expresion
pCMV6-ADHI1p sobre la capacidad metabdlica, los niveles de especies reactivas de
oxigeno y la exposicion de la fosfatidil serina. Los resultados obtenidos
proporcionan una vision mas amplia de la fisiopatologia del Céncer de pulmén y
que contribuyan a determinar el papel de ADHIB en la fisiopatologia y
carcinogénesis de esta enfermedad, mas especificamente en la viabilidad de la linea

celular de cancer pulmonar A549.



3.1

3 ANTECEDENTES

Sellos Distintivos del Cancer.

Desde los tiempos mds antiguos, los médicos han tratado de descifrar las causas
del cancer. Los antiguos Egipcios culpaban del cancer a los dioses. En 2012, La
Agencia Internacional para Investigacion en Cancer de la Organizacién Mundial
de la Salud ha identificado mds de 100 carcinégenos quimicos, fisicos y
bioldgicos. Muchas de estas asociaciones fueron reconocidas antes de que se

comprendiera como el cancer se desarrolla.

El cancer comienza cuando las células en alguna parte del cuerpo comienzan a
crecer fuera de control. El crecimiento de una célula cancerosa es diferente del de
una célula normal. En lugar de morir, las células cancerosas continian creciendo
formando nuevas células anormales y pueden invadir otros tejidos. Una célula se
vuelve cancerosa debido a lesiones irreparables en el DNA las cuales persisten en
la progenie de la célula dafiada. Este dafio acumulativo y su interaccion con el
ambiente celular propician la adopcién por parte de la célula de caracteristicas
distintivas que culminan en la conversién en célula cancerosa (National Cancer

Institute, 2012).

Ya que el cancer tiene su origen en una célula normal que se transforma, crece,
invade el tejido, y finalmente se esparce a través del cuerpo (Hanahan D. &
Weinberg R.A., 2000), cada tipo de célula del organismo es capaz de producir un
tipo de céncer diferente, sin embargo, algunos tipos de cdncer se desarrollan de
forma mas comin que otros, por ejemplo los canceres de pulmoén, mama, prostata,
y cervicouterino son los tipos mds comunes (WHO, 2001). Para que se desarrolle
el cancer deben de existir ciertas alteraciones celulares, entre las que se encuentra
la habilidad de la célula cancerosa para evadir apoptosis como respuesta a
alteraciones que bloquean las vias de muerte celular (Kaufman et al., 2000). El
cancer se distingue por su invasividad y por su capacidad de generar metéstasis, es

decir cuando la masa de un tumor primario viaja a través del torrente sanguineo y



coloniza otros 6rganos del cuerpo. Las metdstasis son ademds la causa principal de

muerte por cdncer en humanos (Hanahan D. & Weinberg R.A., 2000)

Segin Hanahan y Weinberg (Hanahan D. & Weinberg R.A., 2000) el cancer
presenta seis capacidades bioldgicas de la fisiologia celular que son adquiridas
durante el desarrollo secuencial de los tumores humanos: autosuficiencia de
factores de crecimiento, insensibilidad a sefiales anti crecimiento, evasioén de la
apoptosis, replicacion ilimitada, angiogénesis sostenida, invasividad y metéstasis.
El progreso conceptual en la ultima década ha afadido cuatro distintivos
emergentes a esta lista: Reprogramacion del metabolismo energético, evasion de la

destruccién inmune, inestabilidad gendmica y la inflamacién promotora de tumor

(Figura 1).

Sustaining Evading
proliferative growth
signaling SUppressors

Avoiding
immune
destruction

Deregulating
cellular

Resisting Enabling
cell replicative -
death immortality
Genome Tumor-
instability & _ promoting
mutation inflammation
Inducing Activating
angiogenesis invasion &
metastasis

Figura 1. Sellos Distintivos del Cancer. Las diferentes capacidades bioldgicas de la fisiologia
celular que son adquiridas durante el desarrollo secuencial de los tumores humanos

Adaptado de The Hallmarks of Cancer, Hanahan & Weinberg, 2011.

Los factores de crecimiento son sefiales que promueven que la célula pueda

crecer y dividirse. Su papel en el crecimiento fetal y la reparacion de tejido



3.2

dafiado fue reconocido por primera vez en 1960s (Levi-Montalcini et al., 1960).
Después se conocié que las formas anormales o niveles anormalmente altos de
factores de crecimiento contribuyen al crecimiento y propagacion de las células
cancerosas. Las investigaciones se han centrado en comprender cémo las células
reconocen y responden a estos factores, y como eso puede llevar a cambios en las
rutas de sefalizacion intracelulares que resultan en las caracteristicas anormales

observadas en las células cancerosas.

Después de un cuarto de siglo de rdpidos avances, la investigacidn en cdncer ha
generado una gran cantidad de conocimiento complejo que revela que el cancer
es una enfermedad multifactorial que involucra cambios dindmicos en el genoma
con multiples pasos y que estos pasos reflejan las alteraciones genéticas que
impulsan la transformacion progresiva de células normales humanas en derivados
altamente malignos. Las observaciones de modelos de canceres humanos y
animales argumentan que el desarrollo tumoral procede de acuerdo a un modelo
andlogo a la evoluciéon Darwiniana, en la que la sucesién de cambios genéticos,
los cuales pueden conferir algin tipo de ventaja de crecimiento, lleva a la

conversion progresiva de células humanas normales a células de cancer.

Las células de cancer poseen defectos en los circuitos regulatorios que gobiernan
la proliferacion celular normal y la homeostasis. Es posible obtener una
comprensién mds acertada de la biologia del cadncer cuando se analizan las

caracteristicas mas comunes e importantes que una célula de cancer presenta.
Autosuficiencia de Sefiales de Crecimiento.

Las células normales requieren sefiales de crecimiento antes de que puedan pasar
de un estado quiescente hacia un estado proliferativo activado. Estas sefales son
transmitidas hacia las células por medio de receptores trans membranales que se
unen a distintas clases de moléculas de sefializacion: factores de crecimiento
difusibles, componentes de la matriz extracelular, y moléculas de
adhesion/interaccion célula a célula. Muchos de los oncogenes actdan imitando la

sefializacion normal de crecimiento.



Las células tumorales generan muchas de sus propias sefales de crecimiento,
reduciendo asi su dependencia a la estimulacidén por parte microambiente tisular
normal. La produccién de PDGF (Factor de crecimiento derivado de plaquetas) y
TGFa (factor de crecimiento tumoral a) producidas por glioblastomas y sarcomas,
respectivamente, son dos ejemplos ilustrativos de este fenémeno (Fedi et al.,
1997). Esta liberacién de la dependencia en sefiales exdgenas altera un mecanismo
homeostitico muy importante que normalmente opera para asegurar un

comportamiento apropiado de muchos tipos celulares en un tejido.

Los receptores celulares que transducen las sefiales de crecimiento hacia el interior
de las células son blancos de desregulaciéon durante la patogénesis tumoral.
Usualmente llevan actividad de tirosin cinasa en sus dominios citoplasmaticos, y
se encuentran sobre-expresadas en muchos tipos de cancer. Esta sobre-expresion
puede permitir que las células se vuelvan hipersensibles a niveles basales de factor
de crecimiento que normalmente no activaria la proliferacion. (Fedi et al., 1997).
Por ejemplo, EGFR esta regulado positivamente en tumores de estdmago, cerebro
y de mama, mientras que Her2/neu estd sobre-expresado en carcinomas mamarios
y de estomago. (Slamon 1987; Yarden & Ullrich, 1988). Adicionalmente, la sobre-
expresion de receptores de factores de crecimiento puede licitar sefializacion que
es independiente de ligandos. Esto puede ser logrado mediante alteraciones
estructurales de los receptores, por ejemplo, versiones truncadas de EGFR que
carecen de su dominio citoplasmaético se activan constitutivamente. (DiFiore et al.,
1987). Las células de cancer también pueden cambiar los tipos de integrinas que
expresan, favoreciendo a los que transmiten sefales pro-crecimiento. (Lukashev &
Werb, 1998; Giancotti & Ruoslahti, 1999). Estos receptores de superficie que son
bifuncionales y heterodiméricos unen fisicamente las células a superestructuras
extracelulares conocidas como la matriz extracelular. La unidn exitosa a fracciones
especificas de la matriz extracelular permite que los receptores de integrina
transduzcan sefales hacia el citoplasma las cuales influencian el comportamiento
celular, desde la quiescencia a la motilidad, resistencia a apoptosis, y la entrada en

el ciclo celular activo. Por otra parte, la incapacidad de las integrinas de formar



estos enlaces puede deshabilitar 1a movilidad celular, inducir apoptosis o causar un

arresto en el ciclo celular. (Giancotti & Ruoslahti, 1999).

Los mecanismos més complejos de la autosuficiencia de sefiales de crecimiento se
derivan de alteraciones en los componentes del circuito citoplasmatico rio abajo
que recibe y procesa las sefiales emitidas por receptores de factores de crecimiento
e integrinas. La cascada SOS-Ras-Raf-MAPK juega un papel en alrededor del
25% de los tumores humanos, las proteinas Ras estdn presentes en formas
estructuralmente alteradas que permiten que liberen un flujo de sefales
mitogénicas hacia las células sin la necesidad de estimulacion de sus reguladores
rio arriba. (Medema & Bos, 1993). Por ejemplo, en uno de los tumores mejor
estudiados, carcinoma de colon humano, alrededor de la mitad llevan mutaciones

en oncogenes Ras. (Kinzler & Vogelstein, 1996).

Esta cascada también estd ligada con otras rutas por medio de conexiones cruzadas
permiten que las sefiales extracelulares liciten multiples efectos biologicos. Por
ejemplo, la interaccion directa de la proteina Ras con la quinasa PI3 permite
sefales de crecimiento que evocan sefiales de sobrevivencia dentro de la célula
(Downward et al., 1998). Dentro del tejido normal, las células estidn grandemente
instruidas para crecer por sus vecinos (sefiales pardcrinas) o por sefiales sistémicas
(enddcrina). El campo de la investigacion en cancer ha sido principalmente guiado
por un enfoque reduccionista en las células de cdncer y en los genes dentro de
ellas. Este enfoque ha producido un cuerpo de conocimiento extraordinario. Sin
embargo, nuevos enfoques consideran a los tumores como tejidos complejos en los
que las células de céncer han subvertido a células normales para servir como
colaboradores activos en su programa neopldsico. Las interacciones entre las
células malignas y el microambiente tumoral son criticas para entender la

patogénesis del cdncer y para desarrollar terapias nuevas y efectivas. (Figura 2).



The Reductionist View A Heterotypic Cell Biology

Cancer cells Fibreblasts

Immune cells

Figura 2. Dos diferentes puntos de vista sobre la biologia del cancer. La perspectiva reductiva
postula que las células de cancer se encuentran solas y la heterotipica postula los tumores como
tejidos complejos rodeados de otras células especializadas.

Adaptado de Hallmarks of Cancer, Hanahan & Weinberg, 2000.

La sefalizacion heterotipica entre diversos tipos celulares dentro de un tumor
puede ser muy importante en explicar la proliferacién de células tumorales asi
como los mecanismos autonomos que fueron antes mencionados. Por ejemplo, se
propone que muchas de las sefiales de crecimiento que impulsan la proliferacion
de células de carcinoma se originan de componentes de células estromales de la
masa tumoral. Asi pues, las células tumorales exitosas son aquellas que han
adquirido la habilidad de convencer a sus vecinos normales e inducirlos a liberar
un flujo abundante de sefiales estimulatorias para el crecimiento. (Skobe &
Fusenig, 1998). Ademads, las células inflamatorias que son atraidas a sitios de
neoplasia pueden promover (en vez de eliminar) la supervivencia de las células de
cancer (Cordon-Cardo & Prives, 1999; Coussens et al., 1999; Hudson et al,
1999).

La autosuficiencia de sefiales de crecimiento es una caracteristica imprescindible
para una célula cancerosa, sin embargo, existen otras caracteristicas que

contribuyen al cancer.



3.3

Insensibilidad a Senales Anti-Crecimiento.

Dentro de un tejido normal, operan multiples sefiales anti proliferativas que
mantienen la quiescencia celular y la homeostasis del tejido; estas sefiales incluyen
inhibidores de crecimientos solubles e inmovilizados, los cuales estan incrustados
en la matriz extracelular y en la superficie de células cercanas. Las sefiales anti
proliferativas puede bloquear el crecimiento a través de dos distintos mecanismos.
Las células pueden ser forzadas fuera del ciclo activo de proliferacion hacia un
estado quiescente (GO) desde el cual pueden reemerger cuando las sefiales
extracelulares asi lo permitan. Alternativamente, las células pueden ser inducidas a
renunciar permanentemente a su potencial proliferativo al entrar a un estado post-

mitético.

Las células de cdncer deben evadir estas sefiales anti proliferativas si quieren
prosperar. Muchos de los circuitos que permiten a las células normales responder a
sefales de anti proliferacion estdn asociados al reloj del ciclo celular,
especificamente a los componentes que gobiernan el transito de una célula a través

de la fase G1 de su ciclo celular.

Al nivel molecular, muchas de las sefiales anti proliferativas son canalizadas a
través de la proteina retinoblastoma (pRb) y sus dos relativos, p107 y p130.
Cuando pRb se encuentra en un estado hipofosforilado, esta bloquea la
proliferacion al secuestrar y alterar la funcion de factores de transcripcion E2F que
controlan la expresion de bancos de genes que son esenciales para la progresion de
la fase G1 hacia la fase S. (Weinberg et al,. 1995). La alteracién de la ruta de pRb
libera multiples E2F y entonces permite la proliferacion celular, dejando las
células insensibles a factores anti proliferativos que normalmente operarian junto
con esta ruta para bloquear el avance a través de la fase G1 del ciclo celular. TGFf
previene la fosforilacién que inactiva pRb, es decir, bloquea el avance a través de
G1. Mas directamente, TGFp causa la sintesis de las proteinas pI5S5INK4B y p21,
las cuales bloquean los complejos ciclina:CDK responsables de la fosforilacion de

pRb (Hannon & Beach, 1994; Datto et al., 1997).
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El circuito de senalizacion pRb puede ser alterado en una variedad de maneras en
diferentes tipos de tumores humanos (Fynan & Reiss, 1993). Algunos pierden la
capacidad de respuesta a TGFp al regular negativamente los receptores de TGFp,
mientras otros muestran receptores mutantes y disfuncionales. (Fynan & Reiss,
1993; Markowitz et al, 1995). La proteina citoplasmdtica Smad4, la cual
transduce las sefales del receptor TGFP hacia blancos rio abajo, puede ser
eliminada a través de una mutacion en su gen codificante. (Schutte et al., 1996). El
locus que codifica p15INK4B puede ser eliminado (Chin et al., 1998). CDK4,
puede volverse insensible a las acciones inhibitorias de pI5INK4B debido a
mutaciones que crean substituciones aminoacidicas en sus dominios de interaccién
con p15INK4B; el complejo ciclina:CDK resultante estd libre para inactivar pRb
al hiperfosforilarlo (Zuo et al, 1996). Finalmente, pRb funcional puede ser
perdido a través de una mutacién en su gen. La conclusién es que el circuito anti
proliferativo que converge en Rb y en el ciclo celular, estd de alguna manera u otra
alterado en la mayoria de los céanceres humanos. La proliferacion celular depende
de mds factores que sélo la evasion de sefales anti proliferativas. Nuestro tejido
también retiene la multiplicacion celular al instruir a las células a entrar
irreversiblemente a estados diferenciados y post-mitéticos; es aparente que las

células tumorales usan varias estrategias para evadir esta diferenciacion terminal.

Una estrategia para evadir esta diferenciacidon involucra directamente el oncogén
c-myc, el cual codifica un factor de transcripciéon. Durante el desarrollo normal,
Myc posee una accién estimulante del crecimiento cuando se encuentra en
asociacion con el factor Max, sin embargo puede ser suplantado por el factor Mad;
los complejos Mad-Max licitan sefiales de induccion de diferenciacion. La sobre
expresion de la oncoproteina c-Myc, como se es vista en varios tumores, puede
revertir este proceso, cambiando el balance en favor a la formacién de complejos

Myc-Max, y asi inhabilitando la diferenciacién y promoviendo el crecimiento.

Ademads de los cambios en los procesos relacionados a la proliferacién, también

existen cambios en las sefiales que controlan la muerte celular regulada.
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3.4 Evasion de Apoptosis.

La habilidad de las poblaciones celulares tumorales de expandirse en nimero no
sOlo estd determinada por la tasa de proliferacion sino también por la tasa de
erosion celular. La muerte celular programada-apoptosis-representa una fuente
principal de esta erosién. Existe mucha evidencia principalmente de estudios en
modelos murinos y células en cultivo, asi como de andlisis a biopsias de
carcinoma, de que la resistencia a la apoptosis es un sello distintivo de muchos y

quiza todos los tipos de céancer.

El programa apoptético esta presente de forma latente en todos los tipos de células
del cuerpo. Una vez activada por varias sefiales fisioldgicas, las membranas
celulares son afectadas, los esqueletos citoplasmaticos y citosOlicos son
desintegrados, los cromosomas son degradados y el nicleo es fragmentado. Todo
esto en un tiempo de 30 a 120 minutos. Al final, los restos celulares son
fagocitados por células cercanas en el tejido y desaparecen dentro de 24 horas.

(Wyllie et al., 1980).

Existen receptores de superficie celular que se unen a factores de sobrevivencia o
de muerte. Ejemplo de esto son las sefiales de muerte canalizadas por el ligando y
el receptor FAS. Los sensores intracelulares monitorean y activan la ruta de
muerte en respuesta a anormalidades detectadas, tales como el dafio al DNA,
desbalance en sefializacién provocado por accién de un oncogén, insuficiencia de

factores de crecimiento, o hipoxia. (Evan & Littlewood, 1998)

Muchas de las sefiales que licitan la apoptosis convergen en la mitocondria, la cual
responde a sefiales pro apoptéticas liberando citocromo C, un potente catalizador
de la apoptosis (Green & Reed, 1998). Miembros de las familia de proteinas Bcl-2,
que incluyen moléculas pro apoptéticas (Bax, Bak, Bid, Bim) o anti apoptéticas
(Bcl-2, Bel-XL, Bel-W) actdan al gobernar la sefializacién mitocondrial de muerte

por medio de la liberacion de citocromo C.

La proteina supresora de tumor p53 puede licitar apoptosis al regular

positivamente la expresion de Bax pro apoptética en respuesta al haber detectado
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3.5

dafio en el DNA; Bax entonces procede a estimular a la mitocondria para la

liberacién de citocromo C.

Los efectores finales de la apoptosis incluyen un arreglo de proteasas
intracelulares llamadas caspasas (Thornberry & Lazebnik, 1998). Las caspasas 8 y
9 son activadas por receptores de muerte tales como FAS o por el citocromo C
liberado de la mitocondria, respectivamente. Estas caspasas disparan la activacion

de mds caspasas efectoras que ejecutan el programa de muerte.

El descubrimiento del oncogén bcl-2 en linfoma y su reconocimiento como factor
anti apoptotico abrié la investigacion de que la apoptosis es una barrera que el
cancer debe superar. Cuando bcl-2 se coexpresa con el oncogén myc en ratones
transgénicos fue capaz de promover la formaciéon de linfomas de células B al

potenciar la sobrevivencia de linfocitos. (Strasser et al., 1990)

La resistencia a la apoptosis puede ser adquirida por la célula de cancer por medio
de varias estrategias. La mds comin es la pérdida de algin regulador pro
apoptotico mediante una mutacion que involucre al gen supresor de tumor p53.
Adicionalmente, la ruta PI3K-AKT, la cual transmite sefiales anti apoptdticas y de
supervivencia, estdn involucradas en mitigar la apoptosis de muchos tumores
humanos. Se espera que virtualmente todas las células de cancer posean

alteraciones que les permiten evadir la apoptosis.
Potencial de Replicacion Ilimitada.

Muchos y quiza todos los tipos de células de mamiferos poseen un programa
celular auténomo intrinseco que limita su multiplicacion. Este debe ser alterado
para que una clona de células se expanda hasta constituir un tumor macroscopico.
Hayflick demostré que las células en cultivo tienen un potencial replicativo finito
(Hayflick, 1997). Una vez que las poblaciones celulares se han multiplicado un
cierto nimero de veces, estas detienen su crecimiento en un proceso llamado
senescencia. La senescencia de fibroblastos humanos en cultivo puede ser eludida
al deshabilitar las proteinas supresoras de tumor pRb y p53, permitiendo que se

continien multiplicando hasta que entren en un segundo estado llamado Crisis. El
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3.6

estado de crisis estd caracterizado por muerte celular masiva, desarreglos
cariotipicos y la emergencia de una variante celular que ha adquirido la habilidad
de multiplicarse sin limite, una caracteristica llamada inmortalizacién. (Wright et

al., 1989).

La mayoria de las células tumorales que son propagadas en cultivo parecen ser
inmortalizadas, sugiriendo que el potencial de replicarse ilimitadamente es un

fenotipo que fue adquirido in vivo durante la progresion tumoral.

La porcién final de los cromosomas, los teldmeros, que estdn compuestos de miles
de repeticiones de una secuencia corta de 6 pares de bases, permiten calcular las
generaciones celulares. En cada ciclo celular se pierde de 50 a 100 pares de bases
de DNA telomérico del final de cada cromosoma. Este acortamiento progresivo se
debe a la inhabilidad de las polimerasas de DNA para replicar completamente el
extremo 3’ del DNA cromosomal durante cada fase S. Las porciones finales de los
cromosomas que quedan desprotegidas son las que participan en fusiones
cromosomales que resultan en la muerte de la célula afectada (Counter et al.,

1992).

El mantenimiento de los telémeros es evidente en todos los tipos de células
malignas; 85% de ellas lo logran regulando positivamente la expresion de la
enzima telomerasa, la cual afiade repeticiones de hexanucledtidos en la porcion
final del DNA telomérico (Bryan & Cech, 1999), el 15% restante mantienen sus
teldmeros mediante recombinacion de intercambio intercromosomal. (Bryan et al.,
1995). Ambos mecanismos parecen estar fuertemente suprimidos en células
humanas normales con el objeto de negar el potencial replicativo ilimitado.

Metabolismo Energético Alterado del Cancer y Especies Reactivas de

Oxigeno.

El metabolismo celular de las células de cdncer es una caracteristica clave que es
alterada en comparaciéon con células normales. En 1924, Otto Warburg propuso
que la mayoria de las células de cidncer usan preferencialmente la glicdlisis para

generar ATP en lugar de usar la fosforilacion oxidativa, independientemente de la
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disponibilidad de oxigeno. Se ha encontrado que genes involucrados en la
glicdlisis estdn sobre expresados en 24 diferentes tipos de cancer representando
mas del 70% de los casos de céncer humanos (Altenberg et al., 2004). En la
presencia de oxigeno, los tejidos normales producen su energia metabolizando
glucosa en piruvato via glucolisis seguido de una fosforilacién oxidativa. Bajo
condiciones anaerobias, se produce lactato derivado del piruvato. Warburg
observé que los tumores proliferantes producian lactato a partir de glucosa a pesar
de estar bien oxigenados, esto ahora se conoce como el “efecto warburg”. Debido
a que la produccién de ATP a través de la glicdlisis aerébica es menos efectiva que
a través de la fosforilacion oxidativa, las células de cancer mantienen una tasa alta
de glicoOlisis para generar suficientes ATPs para proliferacion celular ripida
(Yeung et al, 2008). Esta alteracion metabdlica de las células de cédncer
incrementa su biosintesis de macromoléculas y les permite mantener un ambiente
permisivo y asi lidiar con la produccién incrementada de especies reactivas de
oxigeno. Los motores detrds de esta condicion, incluyen la expresion de genes y
actividad alterada de enzimas metabodlicas. Estas alteraciones involucran rutas
metabdlicas que normalmente no ocurririan dentro de células normales. El
microambiente hipdxico en el cual las células de cancer habitan puede constituir
una presion de seleccidon que acepta las clonas de células tumorales con un alto
metabolismo glicolitico de manera que evolucionan a través del proceso

carcinogénico. (Semenza et al., 2000).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son una familia de moléculas que son
continuamente generadas, transformadas y consumidas en todos los organismos
vivos como consecuencia de la vida aerobia (Stadtman et al., 1992). Evidencia
sugiere que las células transformadas usan sefiales ROS para impulsar la
proliferacién u otros eventos requeridos para la progresién tumoral. ROS y el
estrés oxidativo que este genera puede inducir cancer, las células transformadas
parecen generar mas ROS que las células normales, el sistema antioxidante estd
paraddjicamente amplificado en células malignas, la estimulacién por factores de

crecimiento de la progresion del ciclo celular, o mutaciones que activan la ruta de

15



sefalizacion del receptor tirosin kinasa, involucran un incremento en la
sefalizacién ROS vy diferentes agentes quimioterapéuticos del cincer pueden ser
selectivamente téxicos a células tumorales debido a que aumentan el estrés
oxidativo y empujan a las células estresadas mas alld de sus limites. Mucha
evidencia apoya la idea de que el incremento crénico de ROS puede disparar la
transformacién y contribuir a la progresion del cdncer al amplificar la inestabilidad
gendémica. Lineas celulares transformadas exhibieron niveles mds altos de stress
oxidativo intracelular. Las células de cancer normalmente producen mas ROS que
las células normales. La transformacion neopldsica estd asociada a un incremento
en los niveles basales de estrés oxidativo. En células normales, la proliferacién que
resulta de la estimulaciéon con factores de crecimiento requiere sefializacion por
ROS. Esto es consistente con la idea de que la activacion constitutiva de esta ruta
en las células de cancer estd asociada a un incremento basal en la sefializacion
oxidante. Varios carcindgenos también pueden ejercer sus efectos al generar ROS

durante su metabolismo.

Los ROS son una espada de doble filo (Figura 5). Por una parte, a bajos niveles,
ROS facilita la supervivencia de las células de cincer debido a que la progresién
del ciclo celular estimulada por los factores de crecimiento y receptores de tirosin
kinasas requieren ROS para su activacion (Carney et al., 1991), ademds, la
inflamacién crénica, un principal mediador del cancer se encuentra regulada por
ROS. Por otra parte, niveles altos de ROS pueden suprimir el crecimiento tumoral
a través de la activacién sostenida de inhibidores del ciclo celular (Van
Raamsdonk ef al, 2009) y la inducciéon de la muerte celular, asi como la
senescencia al dafiar macromoléculas (Miiller et al., 2007). De hecho, la mayoria
de los agentes quimioterapéuticos y radioterapéuticos matan las células de cancer

al potenciar el estrés por ROS (Dickinson et al., 2011).
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Figura 3. Relacion entre los niveles de ROS y la consecuencia bioldgica que estos provocan a

la célula de cancer. El efecto de ROS en la célula depende del nivel en el que estos se
encuentren presentes. Niveles bajos de ROS (izquierda) proveen un efecto benéfico, apoyando la
proliferacién celular y las rutas de supervivencia. Sin embargo, cuando los niveles se vuelven
excesivamente altos (derecha), causan estrés oxidativo detrimental que puede llevar a la muerte
celular.

Adaptado de Nature Reviews Cancer 11, 85-95, 2011.

La habilidad de las células de cancer para distinguir entre ROS como senal de
sobrevivencia o de apoptosis estd controlada por la dosis, duracidn, tipo y sitio de
la produccion de ROS. Niveles modestos de ROS se requieren para que las células
de cancer sobrevivan, mientras que niveles excesivos las matan (Irani et al., 1997).
La mayoria de los factores de riesgo asociados a cancer interactian con las células
a través la generacion de ROS. Los ROS activan varios factores de transcripcion
tales como NF-kB, activator protein-1 (AP-1), hypoxia-inducible factor-la y
signal transducer and activtor of transcription 3 (STAT3), resultando en la
expresion de proteinas que controlan la inflamacién; transformacion celular;
supervivencia de células tumorales; proliferacion de células tumorales; e invasion,
angiogénesis asi como metastasis. ROS también controla la expresion de varios
genes supresores de tumor tales como p53, gen de retinoblastoma (Rb), y el

homdlogo de tensina y fosfatasa (PTEN).

En resumen, el efecto de ROS sobre la vida o la muerte de la célula dependen del

nivel de ROS presente. Niveles bajos de ROS proveen un efecto benéfico,
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3.7

apoyando las rutas de proliferacion y supervivencia. Sin embargo, una vez que los
niveles de ROS se vuelven excesivamente altos, causan estrés oxidativo
detrimental que lleva a la muerte celular. Para contrarrestar tal nivel de estrés
oxidativo, las células usan antioxidantes que previenen que ROS se acumule a
niveles muy altos. En una célula de cancer, el metabolismo aberrante y la
traduccion de proteina generan niveles anormalmente altos de ROS. A través de
mutaciones adicionales y adaptaciones, una célula de cancer ejerce una fuerte
regulacién sobre ROS y antioxidantes de tal modo que la célula sobreviva y que
los niveles de ROS sean reducidos a niveles moderados. Este extraordinario
control de ROS y de los mecanismos designados para contrarrestarlo permite a la
célula evadir los efectos detrimentales de los niveles altos de ROS, pero también
incrementan la probabilidad de que la célula experimente eventos mutagénicos
adicionales mediados por ROS y las respuestas a estrés que promueven la
tumorigénesis. El potencial de ROS de promover la angiogénesis y metastasis de
células tumorales ha sido demostrado en modelos animales de cancer de mama, de
prostata, pulmonar entre otros (Ishikawa et al., 2008).

Alcohol Deshidrogenasa.

Alcohol deshidrogenasa (ADH) es una metaloenzima dimérica que contiene zinc y
que es dependiente de NAD. Posee una masa molecular por subunidad de 40kDa,
la cual cataliza la interconversién de una amplia variedad de alcoholes end6genos
y xenobidticos primarios y secundarios, asi como sus aldehidos y cetonas

correspondientes (Figura 6) (Edenberg & Bosron, 1997).

NAD* NADH + H*
\/ Iol
H-C~CH,

CH,CH,OH

ethanol acetaldehyde

Figura 4. Alcohol deshidrogenasa cataliza la oxidacién reversible de etanol a
acetaldehido. Primero ocurre la unién de la coenzima NAD" y la unién del substrato de
alcohol en coordinacién por el zinc, luego ocurren una serie de desprotonaciones hasta la

liberacién del producto de aldehido.
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El gen codificante para la enzima ADH1p estd localizado en el cromosoma 4q22,
y el gen ADH1p (que codifica para la subunidad f) es el locus responsable por la
mayoria de la actividad de ADH sobre el etanol en el higado. En humanos, ADH
existe en multiples formas como dimero y es codificado por al menos siete genes
diferentes. Existen 5 clases (I-V) de alcohol deshidrogenasa, pero la forma
hepdtica que es usada principalmente en humanos es la clase 1. Esta clase
consiste de las subunidades a, B, y y que son codificadas por los genes ADHIA,
ADHIB, y ADHIC respectivamente (Sultatos et al., 2004). Las enzimas dentro
de una clase forman homodimeros y heterodimeros unas con otras (Edenberg et
al., 2000). Los humanos tienen siete ADHs con las que pueden llevar acabo el
primer paso en el metabolismo del alcohol. Los genes que codifican estas
enzimas estdn localizados todos en el cromosoma 4 en un arreglo head-to-tail de

aproximadamente 370 kb de largo. (Figura 7).

i
ADH7 ADH1C ADH1A ADHE ADH4 ADHS5
ADH1B
< >
365 kb

Figura 5. Posiciones relativas de los siete genes de alcohol deshidrogenasas

humanas (ADH) en el brazo largo del cromosoma 4.
Adaptado de The genetics of alcohol metabolism, Howard Edenberg.

Todas las enzimas producidas a partir de estos genes difieren ligeramente en sus
actividades. Los genes ADH1A, ADHIB y ADHIC producen proteinas con
mucha similitud que funcionan como homo- y hetero-dimeros (Hurley et al,
2002); Sus propiedades cinéticas, localizacion de tejido, y expresion durante el
desarrollo todas apoyan a roles principales en el metabolismo oxidativo del
etanol en el higado. Las tres enzimas ADHI1 humanas son altamente expresadas

en el higado adulto y menor nivel en una variedad de tejido extra hepatico.
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El gen ADH4 se expresa casi exclusivamente en el higado (Hurley et al., 2002),
donde contribuye significativamente a la oxidacién de etanol durante el consumo
de altos niveles. El producto del gen ADHS expresado es la formaldehido
deshidrogenasa dependiente de glutation. Los substratos fisiolégicos de ADH5
son compuestos formados durante la reaccién entre glutation y formaldehido y
entre glutatiéon y 6xido nitrico (Que et al., 2005; Sanghani er al., 2000). Las
principales funciones de esta enzima son oxidar el formaldehido en &4cido
férmico y finalizar la sefializacién de 6xido nitrico. La enzima ADHS humana es
no saturable con etanol como substrato, a no ser que 4cidos grasos de media
cadena se encuentren presentes en el ensayo (Engeland et al., 1993). Y se
pensaba originalmente que contribuia muy poco en la oxidacion del etanol. Sin
embargo, algunos investigadores sugieren que juega un rol significativo en el
metabolismo first-pass (Lee et al., 2003). Aunque el gen ADH6 ha sido
identificado, no existen datos fisioldgicos en las funciones de la enzima ADH6.
El gen ADH?7 tiene un patréon limitado de expresion y principalmente se
encuentra en células endoteliales, tales como las de la pared del es6fago y tejido
estomacal, asi como durante el desarrollo embrionario donde puede contribuir al
metabolismo del retinol, una forma de vitamina A (Hurley et al., 2002). En
adultos, ADh7 ha sido implicada en el metabolismo first-pass del etanol que
toma lugar en los tejidos gastroesofdgicos, antes de que el etanol sea enviado al

higado via la vena portal. (Hurley et al., 2002).

La accion de esta enzima permite el consumo de bebidas alcohdlicas, pero su
proposito evolutivo es probablemente la degradacién de alcoholes naturalmente
contenidos en comida o producidos por bacterias en el tracto digestivo (Kovacs
etal.,2011). El etanol es una molécula de alcohol de dos carbonos que puede ser
oxidada en acetaldehido y posteriormente oxidada en 4cido acético por accion de
la enzima acetaldehido deshidrogenasa (ALDH). En humanos, la ruta principal
del metabolismo del etanol involucra la oxidacién a acetaldehido por la enzima
ADH. El acetaldehido es oxidado por la enzima aldehido deshidrogenasa
(ALDH) en acetato, el cual es excretado en la orina. El producto de la oxidacion

del etanol, el dcido acético, es un nutriente para los humanos al ser un precursor
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del acetil-coA, molécula que puede usarse para la produccién de energia y
biosintesis. Otro propdsito evolutivo de ADHI1 puede ser el metabolismo del
alcohol endégeno vitamina A (retinol), el cual genera la hormona 4cido retinoico.
Aunque su funcion en esto es principalmente la eliminacién de niveles téxicos de
retinol (Duester et al., 2007). Se ha reportado que la biosintesis del acido
retinoico se ve interrumpida por el etanol debido a una competencia por el sitio
catalitico de ADH, lo cual puede contribuir al desarrollo de ciertos tipos de

cancer.
3.8 Alcohol Deshidrogenasa en el Metabolismo de la Vitamina A.

Algunos miembros de la familia alcohol deshidrogenasa poseen actividad de
retinol deshidrogenasa y pueden funcionar en la produccion de acido retinoico
activo. Se demostré que el sitio activo de ADHI1B puede acomodar all-trans-
retinol, 4-oxo-retinol y 4-hidroxi-retinol (Mario et al., 1999). La Vitamina A se
refiere a un grupo de compuestos orgénicos insaturados nutricionales, que
incluyen al retinol, retinal, 4cido retinoico, y varias provitaminas A como lo son
los carotenoides siendo el beta-caroteno el més importante; es obtenida a partir de
la dieta en la forma de ésteres de retinil presentes en la carne animal o beta
caroteno presente en plantas. Es un quimico multifuncional esencial para la vida
humana, ademas de su funcién como sensor de luz en la visidén, la vitamina A
juega roles criticos en casi todos los 6rganos humanos y regula el crecimiento y
diferenciacion celular desde la embriogénesis a la adultez. (Mark et al 2006);
también actiia en el cuerpo como un antioxidante, un quimico protector que puede
reducir el riesgo de ciertos cdnceres; afecta la produccion de la hormona del
crecimiento humana (Raifen et al., 1996) y es esencial para mantener el tejido
epitelial intacto como una barrera fisica contra la infeccién; también esta
involucrada en mantener un nimero de tipos celulares inmunes tanto del sistema
inmune innato como del adquirido. Estos incluyen los linfocitos (B, T y NK), asi
como muchos mielocitos (neutr6filos, macréfagos y células dendriticas mieloides)

(Fennema et al., 2008).
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Las moléculas que participan en el desarrollo pulmonar y la homeostasis son los
retinoides. Las formas mds comunes de vitamina A preformadas en la dieta
humana son ésteres de retinol y retinil. El retinol tiene 20 carbonos, y el grupo
funcional esta localizado en el carbono 15. El acido retinoico (RA) es un derivado
metabolico de la vitamina A (retinol) que regula rutas del desarrollo en animales
cordados (Clagett et al., 2002). Las enzimas metabdlicas de retinoides se aseguran
que suficiente all-trans RA sea producido a partir de retinol para controlar la
seflalizacion de RA en tejidos especificos (Duester et al., 2000). Las células del
embrion o adultos que requieren RA la obtienen a partir de la sangre donde circula
en forma de retinol unido a la proteina de unién a retinol. En el citoplasma de la
células, el retinol se une a la proteina citoplasmatica CRBP, la cual facilita su
conversion enzimdtica a RA. (Napoli er al., 1999). El retinol secuestrado es
primeramente convertido en retinal por la retinol o alcohol deshidrogenasas y
entonces en RA por la retinal deshidrogenasa (Duester et al., 2000). RA se une en
el citoplasma a CRABP, la cual puede asistir en el funcionamiento de RA en el

nucleo (Figura 8) (Delva et al., 1999).
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PLASNMA

CYTOPLASM
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(ADH) (ALDH)
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short-chain
dehydrogenase/reductase

retinoic acid
receplors
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Y

Figura 6. Ruta Metabdlica del Retinol. El retinol intracelular se puede unir a CRBP. Diversas
formas de ADH catalizan la oxidacién del retinol en retinaldehido, y varias formas de aldehido

deshidrogenasa catalizan la oxidacién del retinaldehido en dcido retinoico.
Adaptado de Biochemical Journal, 383, pag 295-302; 2004.
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En plasma humano, el retinol se une a una proteina especifica de transporte, la
proteina de unidn a retinol. En el citoplasma, el retinol se une a proteinas celulares
de unién a retinol (CRBP) (Catherino er al., 2007). Los Retinoides se muestran
prometedores como agentes terapéuticos y quimiopreventivos, presuntamente por
que modulan el crecimiento, diferenciacion y apoptosis de células normales, pre
malignas y malignas. Sus efectos regulatorios en la expresion genética estdn
mediados por RAR y RXR, los cuales son miembros de la siper familia de genes
de receptores esteroidales y hormonales, ligando dependientes y que se unen a

DNA, y funcionan como factores potenciadores de la transcripcion.

La vitamina A tiene un rol muy diferente al dcido retinoico (una forma oxidada
irreversible del retinol), el cual es un factor de crecimiento de tipo hormonal muy
importante para las células epiteliales y otras células (Tanumihardjo et al., 2011).
El 4cido retinoico, una molécula lipofilica que es un metabolito de la Vitamina A
(all-trans-Retinol), afecta la transcripcion genética y modula una amplia variedad
de procesos bioldgicos como la proliferacién celular, diferenciacion y incluyendo
apoptosis. Los blancos del dcido retinoico-all-trans y RARs incluyen una multitud
de genes estructurales, oncogenes, factores de transcripcion y citosinas. (Lee et al.,
2004). La actividad bioldgica del 4cido retinoico es mediada a través de receptores
especificos de &4cido retinoico (RAR) y receptores retinoides-X (RXR). Los
elementos de respuesta de RA (RARE) encontrados en los promotores de muchos
genes, comunmente consisten en variable direct repeats de la secuencia
PuGGTCA espaciada por cinco nucledtidos (Chambon et al., 1993). El
heterodimero RAR/RXR media los efectos de RA. En la ausencia de ligando
(RA), el heterodimero RAR/RXR se une a DNA y a co-represores. Este complejo
induce la represion transcripcional a través de la desacetilacion de histonas. La
unioén del ligando (RA) induce cambios conformacionales y la unién de co-
activadores llevando a la acetilacion de histonas y a la activaciéon de la

transcripcion (Figura 9).
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Figura 7. Metabolismo y seializacion del acido retinoico. En la ausencia de ligando, el
heterodimero RAR/RXR se encuentra constitutivamente unido a DNA en RAREs y estd asociado
con complejos co-represores que inducen el silenciamiento transcripcional al desacetilar histonas
asociadas con las secuencias diana incrementando asi la condensacién de la cromatina.

Adaptado de International Journal of Biological Sciences 2006

Solamente unos pocos blancos directos de la sefalizacion de RA han sido
descritos. Estos incluyen los RAR mismos, genes Hox, y algunos otros factores
de transcripcion tales como HNF-3a y Cdx1, y ademas genes involucrados en el
metabolismo del acido retinoico (CRABP1 y 2). El dominio de unién a DNA
contiene dos motifs de dedos de zinc que interactdan con el surco mayor del
DNA (Marlétaz et al., 2006). Entre los blancos conocidos del heterodimero
RAR/RXR estan los genes Hox.Los genes Hox codifican factores de
transcripcion que contienen dominios de unién a DNA altamente conservados de
60 amino 4cidos. (Garcia-Fernandez et al., 2005) Se ha observado que la
expresion de genes de la familia Hox estd regulada positivamente en la mayoria

de los tipos de tumores solidos, incluyendo céncer de colon, pulmén y préstata.
3.9 Cancer Pulmonar.

El cancer pulmonar puede ser descrito como una enfermedad multifactorial,
impulsada por la acumulacién de alteraciones tanto de factores genéticos y
epigenéticos, como de ambientales, la cual es originada en el epitelio pulmonar.
Cambios epigenéticos como alteraciones en la metilaciéon del DNA, modificacién

24



de histonas, o regulacién por microRNAs pueden llevar a la inactivacion de genes
supresores de tumor (Jakopovic et al., 2013). El cancer pulmonar es resultado de
multiples cambios en el genoma de células pulmonares susceptibles y es causado
por la exposicién a carcinégenos encontrados en el humo de tabaco, el ambiente y
lugares de trabajo, etc. La Organizaciéon Mundial de la Salud divide el céncer de
pulmén en dos grandes clases basadas en su biologia, terapia y prognosis:
Carcinoma Pulmonar de Células No Pequenas (NSCLC) y Carcinoma Pulmonar
de Células Pequenas (SCLC). El NSCLC representa mds del 85% de todos los

casos de cancer y tiene diferentes subtipos (Figura 3).

Lung Cancer Types
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Figura 8. Tipos de Cancer Pulmonar. La gran parte de los cdnceres pulmonares

pertenecen a la categoria de NSCLC (azul) y solo de un 10 a 15% pertenecen a SCLC.

Adaptado de Organizacién Mundial de la Salud, 2000

Adenocarcinoma es el tipo mds comun de cincer de pulmén observado en los
Estados Unidos y es también el tipo celular predominante en no fumadores. Su
localizaciéon es generalmente en las vias aéreas pequefias; los carcinomas de
células escamosas se encuentran comunmente en el centro del pulmon, junto al

bronquio mientras que los carcinomas de células grandes pueden ocurrir en
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cualquier parte del pulmoén, estos tienden a crecer y expandirse mds rdpido que

los otros dos tipos.

La mayoria de los casos de cdncer pulmonar pertenecen a la clasificacion de
Carcinoma pulmonar de células no pequefas (por sus siglas en inglés Non Small
Cell Lung Cancer); estos estdn caracterizados por presentar tasas bajas de
respuesta a tratamiento y una prognosis pobre con un 15% de sobrevivencia a los

5 afios y muy poca sobrevivencia al afo.

La mayoria de los pacientes con NSCLC son diagnosticados en una etapa
avanzada e incurable, con metéstasis local o distante (IARC, 2014). La
metéstasis del cancer pulmonar requiere una transicion del tipo celular epitelial a
mesenquimal. Esto puede ocurrir a través de la activacion de rutas de
sefalizacion como Akt/GSK3Beta, MEK-ERK, Fas, y Par6. Los canceres
pulmonares primarios cominmente realizan metastasis hacia el cerebro, huesos,
higado y a las gldndulas suprarrenales. La inmunotinciéon de una biopsia es

utilizada para determinar la fuente original.
3.10 Alteraciones Moleculares del Cancer Pulmonar.

En los afos recientes ha habido un incremento en el esfuerzo para comprender la
base molecular del NSCLC (Nguyen et al., 2006). La inactivacion transcripcional
de genes supresores de tumores, de reparacion de DNA y de inhibidores de la
metdstasis, entre otros, ha sido reportada (Herbst er al, 2008). Diversas
alteraciones moleculares han sido reportadas en el cdncer pulmonar, tal como la
sub expresion del RNAm de ADHIB, el gen codificante para la enzima Alcohol
Deshidrogenasa 1 B (Sarah et al., 2012).

Como la complejidad y naturaleza tnica de los canceres humanos individuales se
vuelve mas aparente, el andlisis genético de pacientes individuales se ha vuelto
importante en guiar el desarrollo de tratamientos novedosos. Un nimero de genes
incluyendo p53, RRMI y ERCCI1 han sido identificados como influyentes en el
desarrollo y progresion de este tipo de Cancer Pulmonar (Sun, 2006; Zheng et al.,

2007). Las mutaciones y amplificaciones del Receptor de factor de crecimiento
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epitelial (EGFR) son comunes en NSCLC y son el blanco de varios tratamientos
inhibidores. EGFR regula la proliferacién celular, apoptosis, angiogénesis, y la
invasion tumoral. (Shepherd et al., 2005; Tsao et al., 2005; Blackhall et al., 2006).
Las mutaciones en oncogenes y genes supresores de tumor causan alteraciones a
multiples rutas de sefalizacion intracelulares que afectan el metabolismo de la

célula tumoral y lo modifican para incrementar la supervivencia y crecimiento.

Por otra parte, mutaciones en el proto oncogen K-ras son responsables del 10-30%
de los adenocarcinomas pulmonares (Aviel et al., 2006). Alrededor del 4% de los
Carcinomas pulmonares de Células No pequefias involucran una fusion de los
genes EMLA4-ALK tirosin cinasa (Kumar et al., 2013). Her2/neu aunque es
afectado, ocurre menos frecuentemente; otros genes cominmente alterados son c-
MET, NKX2-1, LKB1, PIK3CA, and BRAF (Figura 4) (Herbst et al., 2008).

NRAS 1%
BRAF 2%

CTTNBI1 2%
PIK3CA 4% —— |

TPS3 5%

HER2 ~1%

|/,7 IDH1 ~1% or less

ALK 5%
No Mutation 49%

Figura 9. Alteraciones Moleculares mas frecuentes observadas en NSCLC. Las

mutaciones mds frecuentes son en los genes KRAS (24%), EGFR (13%) y ALK (5%).

Adaptado de Lung Cancer, New England Journal of Medicine, 2008

Interesantemente, algunas aberraciones genéticas pueden ser generalmente

asociadas con subtipos o perfiles clinicos de NSCLC (Sequist et al., 2011).
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El adenocarcinoma es el subtipo histoldgico predominantemente asociado con
ambas alteraciones como mutacién en el gen EGFR y reordenamiento de ALK.
(Aisner et al., 2013). Adicionalmente a los genes ALK y EGFR, otros blancos
potenciales han sido descubiertos en NSCLC, incluyendo KRAS, HER2, ROS1,
BRAF, PIK3CA, c-MET, MAP2K1, FGFR, DDR2, PTEN, AKT, RET, NRAS.
(Sequist et al., 2011).

Desde un punto de vista practico, las muestras que contienen adenocarcinoma de
forma pura o mezclada deberian someterse a chequeo de estos biomarcadores
(Bishop et al., 2012). Un panel experto en patologia y oncologia, formado por el
Colegio de Patélogos Americanos (College of American Pathologists)
recomiendan investigaciones de anormalidades involucrando solamente dos
genes: El receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR) y la kinasa

anapléstica de linfoma (ALK) (Lindeman et al., 2013).

El descubrimiento del papel de estas moléculas en cancer pulmonar ha permitido
también el desarrollo de terapias dirigidas contra éstos y sus vias de sefializacion.
Por lo tanto, la deteccién de genes alterados relacionados a cdncer pulmonar
puede resultar esencial para la diagnosis, prognosis y/o deteccién de tumores

potencialmente metastasicos.

3.11 Alcohol Deshidrogenasa y su Relaciéon con el Cancer.

ADHIB se ha asociado a varios tipos de cédncer, sin embargo, su rol es aun
desconocido. Se han detectado polimorfismos de este gen que se asocian con un
mayor riesgo de desarrollar céncer esofdgico. Otras anormalidades en el
funcionamiento de esta enzima han sido asociadas con el desarrollo de céncer
hepdtico, pancredtico, oral, cerebral entre otros. Por lo que se ha sugerido que la
sub expresion de ADHIp estd relacionada a esta patologia (Sarah et al., 2012;
Kroptova et al., 2014; McCarty et al., 2012); sin embargo, el andlisis de la
expresion a nivel de proteina de ADHIB no se ha reportado y se desconoce el

papel fisiopatolégico que posee en el cancer pulmonar.
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Kroptova y colaboradores demuestran que existe una expresion disminuida de los
niveles de RNAm de ADHIB y ADHI1C en carcinoma colorectal (Kroptova et al.,
2014), ademds de que en cdncer gdstrico se observaron disminuidos
significativamente los niveles de RNAm de los genes ADH4, ADH1B (Kropotova
et al., 2013), lo cual también fue reportado en cancer pulmonar por Sarah y
colaboradores (Sarah et al., 2012), ; ain mas, se ha realizado una asociacién
estadisticamente significativa entre la ingesta de alcohol, diferentes genotipos del
gen ADHIB y el riesgo de presentar cdncer de mama (McCarty et al., 2012).
Resultados similares se han reportado para céncer hepético, pancredtico, oral,
cerebral y otros (Wojciech et al., 2011). Ademds, se ha asumido que la
transformacion celular tumoral puede involucrar cambios estructurales en los
receptores RAR o RXR (Chang er al., 2004) y/o en las enzimas que convierten el
retinol a 4cido retinoico (ADHI1, ALDH1). Se ha reportado que la sefializacion de
retinoides puede participar en el mecanismo de desarrollo tumoral fibroso
(Zaitseva et al., 2007). Por otro lado, la reduccién en la actividad de ADH1 resulta
en un decremento en el 4cido retinoico biolégicamente activo en el citoplasma
llevando a una transformacién estructural de la matriz extracelular (Molotkov et

al., 2002).

Con respecto a la prevencién y terapia del tumor, los substratos de ADH1 como
los retinoides han sido utilizados y han mostrado tener efectos supresores de
tumor, especialmente en casos de malignidades de la cavidad oral, mama y
hematopoyéticas (Dragnev et al., 2003). La suplementacion dietética de PB-
caroteno, el cual es una de las principales fuentes naturales de retinoides, fue
asociada con un incremento en el cdncer pulmonar cuando fue estudiada en una
prueba de prevencién de cdncer pulmonar en hombres fumadores, en no-

fumadores se observo el efecto opuesto (Fennema et al., 2008).

La Asociacion Internacional de Investigacion en Cancer enlista al etanol en las
bebidas alcohdlicas como un Carcindgeno del grupo 1. Aunque el mecanismo por
el cual el alcohol puede causar cdncer permanece obscuro, muchos estudios

epidemioldgicos identifican el consumo cronico de alcohol como un factor de
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riesgo significativo para canceres de la cavidad oral, faringe, laringe y es6fago en
humanos. No se ha demostrado el rol carcinogénico que posee el etanol en el
tejido pulmonar, sin embargo, un panel de expertos del World Cancer Research
Fund y el American Institute for Cancer Research, han concluido que la ingesta de
alcohol posiblemente puede incrementar el riesgo de cdncer pulmonar. Reportes
recientes implican al acetaldehido, el primer metabolito oxidativo del etanol, como
responsable en el riesgo de desarrollar cdncer relacionado al consumo de etanol.
Se ha reportado que el acetaldehido causa mutaciones al formar DNA adducts
(unién covalente de un carcinégeno con el DNA) e inhibir la reparacién del DNA.
Beber o inhalar acetaldehido tiene efectos mutagénicos y carcinogénicos en
animales experimentales, e induce carcinomas nasales y de la laringe, ademas de
que impacta fuertemente el cancer de tracto aerodigestivo superior, sugiriendo que
también puede jugar un rol en la carcinogénesis en el pulmén. (Baan et al., 2007).
Aunque el mecanismo por el cual el alcohol puede causar cdncer permanece
obscuro, muchos estudios epidemioldgicos han identificado el consumo crénico de
alcohol como un factor significativo de riesgo de cdncer de la cavidad oral,
faringe, laringe, y es6fago en humanos. (Bagnardi et al., 2001). El etanol es
metabolizado en acetaldehido y radicales libres, los cuales incrementan las
Especies Reactivas de Oxigeno (ROS), resultando en dafio oxidativo a proteinas,
acidos nucleicos y lipidos, y ademds inducen cambios de sefalizacién. Sin
embargo, el mecanismo detallado de la carcinogénesis inducida por etanol todavia
no es claro. Es ampliamente pronosticado que el etanol acelera la invasién tumoral
al estimular la expresion de VEGF (Factor de Crecimiento Endotelial Vascular)

que puede inducir angiogénesis de tumor.

Se ha descrito que el etanol induce hipoxia y eleva factor inducible de Hipoxia-1 o
(HIF-1 a) en el higado. Hipoxia o tensién de bajo oxigeno es una caracteristica del
microambiente tumoral. Las células malignas son forzadas a adaptarse a la tensién
de bajo oxigeno mientras crecen cada vez mas lejos del suministro de sangre. La
hipoxia de tejido es una caracteristica fundamental de tumores sélidos y promueve
procesos bioldgicos involucrados en la progresion tumoral (Harris et al., 2002).

HIF-1 a es activado por hipoxia y es un regulador maestro de la homeostasis del
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3.12

oxigeno, ya que regula la expresion de muchos genes involucrados en la glicolisis,
transporte de glucosa, sintesis de 6xido nitrico y de citosinas tales como TNFa;
presion sanguinea, inflamacién y muerte celular (Chan et al., 2007). La falta de
oxigeno apaga la respiracién oxidativa mitocondrial, las células de cdncer deben
cambiar entonces al metabolismo glicolitico para obtener bioenergia. Las especies
reactivas de oxigeno han sido implicadas en disminuir la hidroxilacién de HIF-1a
a través de hidroxilasas de prolina al oxidar el hierro ferroso necesario para la
actividad catalitica de estas enzimas. La hipoxia potencia los niveles de HIF-1a al
inhibir la hidroxilacién de la prolina y por lo tanto la degradacién de HIF-la
(Majmudar et al., 2010). EI consumo crénico de etanol por ratas mostro causar
hipoxia debido al consumo incrementado de oxigeno, esto refleja el requerimiento
de oxigeno para re oxidar equivalentes reductores, NADH, producidos por la
oxidacién de etanol por la alcohol deshidrogenasa y la oxidacion del acetaldehido
por la aldehido deshidrogenasa (Sato et al., 1983). También se ha demostrado que
el RNAm y la proteina de HIF-1la se encontraban elevadas después de una
administracion intragastrica de etanol a ratas por 24 semanas (Li et al., 2006.). En
resumen, la induccion de HIF-la puede funcionar como una adaptacion
metabolica a la hipoxia, ya que regula positivamente muchos genes que pueden
servir para proteger contra ésta. Una condicion hipdxica, a través de los
mecanismos inducidos por HIF-1 a, es capaz de desencadenar la produccion de
especies reactivas de oxigeno y pueden inducir el stress oxidativo implicado en el

desarrollo del cancer (Acker et al., 2002).
Acido Retinoico y su Relacion con el Cancer Pulmonar.

Los retinoides, andlogos de la vitamina A, son requeridos para el crecimiento
normal y diferenciacion del epitelio bronquial humano. Una de las funciones
fisiolégicas de los retinoides es prevenir la carcinogénesis al regular la
diferenciacion de tejidos epiteliales. Esta contencion es especificamente relevante
para el epitelio de vias respiratorias debido a que la deficiencia de vitamina A
resulta en un reemplazo del epitelio mucociliar con epitelio escamoso

keratinizante (metaplasia escamosa) y estd asociado con un incremento en la
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incidencia de cancer pulmonar. Ellos también son capaces de revertir lesiones pre
malignas y prevenir segundos tumores primarios en algunos pacientes con
NSCLC. Estos efectos se piensa que resultan de la modulacién del crecimiento
celular, diferenciacion y apoptosis. En el adulto, el dcido retinoico controla la
diferenciacion de células epiteliales durante el proceso normal de reemplazo
celular al momento de morir, por ende, el dcido retinoico posee la habilidad de
prevenir la carcinogénesis. (De Luca et al., 1997). El 4cido retinoico y sus
derivados tienen efectos profundos en la diferenciacién y proliferacion de células
epiteliales. (Chambon er al, 1996). Deficiencias en estos compuestos causan

hiperplasia y metaplasia escamosa del epitelio respiratorio (Harris et al., 1972).

Asi como el etanol, el retinol es un alcohol que puede ser convertido a su aldehido
correspondiente en reacciones catalizadas por varias isoenzimas de la alcohol
deshidrogena citosdlicas. Por lo tanto no sorprende, que in vitro, y posiblemente in
vivo, estos dos alcoholes pueden interactuar significativamente al competir una
con la otra por la misma ruta enzimdtica y al interferir con sus respectivas
reacciones. Debido a estas caracteristicas bioquimicas y celulares solapadas, no es
sorprendente que cuando el etanol es consumido, afecte a las funciones
fisiolégicas y patolégicas de la vitamina A. Andlisis epidemioldgicos también
revelaron una correlacién entre una baja ingesta de vitamina A y el riesgo de
cancer de pulmon, cérvix, cuello y cabeza. (Hong et al., 1994) Tanto in vitro como
in vivo, RA ha mostrado la capacidad de suprimir el desarrollo de metaplasia
escamosa, displasia y transformacion maligna del epitelio respiratorio (Saffiotti et
al., 1967). Interacciones adversas ocurren cuando la vitamina A y el etanol son
administrados simultdneamente. Esto es particularmente evidente en alcohdlicos
los cuales fueron administrados con suplementos de retinol para contrarrestar la
deficiencia de vitamina A donde se encontrd que la interaccion retinol/etanol que
ocurria incremento la hepatotoxicidad y carcinogenicidad. El mecanismo de tales
interacciones no estd bien comprendido pero puede relacionarse al hecho de que
las ADHs pueden utilizar tanto retinol como etanol como substratos. ADHI juega
un rol central en la interaccién retinol/etanol, sugiriendo asi que el defecto

principal que lleva a las interacciones adversas puede ser la habilidad disminuida
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de convertir retinol en RA a través de la ruta metabdlica de ADH. El metabolismo
de retinol de ADH evidentemente produce menos toxicidad que el metabolismo
por otras rutas. La deficiencia de vitamina A ha sido asociada con un incremento

de la incidencia de cdncer pulmonar (Hong et al., 1994).

El 4cido retinoico all-trans (ATRA) es un retinoide y un agente prometedor en el
tratamiento de céncer debido a su habilidad para inhibir proliferacion e inducir
apoptosis en muchos ensayos in vivo e in vitro en células tumorales. ATRA es
frecuentemente usada como un inductor de diferenciacion tanto en leucemia como
en tumores sdlidos como neuroblastoma. ATRA promueve la supervivencia
celular y migracién a través de la activacion de la ruta ERK en células de
adenocarcinoma pulmonar; en contraste, la inhibicién de la ruta ERK en
combinacion con ATRA disminuy¢ la proliferacién pulmonar. Se propuso que la
activacion de la ruta de supervivencia en respuesta a tratamiento por retinoides
puede ser un mecanismo de resistencia de las células de cancer pulmonar. Se
demostré que ATRA activa la sefializacion por ERK en la linea celular A549 por
un mecanismo independiente de la transcripciéon génica. La activacion de ERK
promueve la supervivencia y migracion, bloqueando el efecto anti céncer de
ATRA. Tal activacion resulta en el desarrollo de resistencia a retinoides en las
células de cancer pulmonar. Retinol causa un incremento en la produccién de ROS
en células A549, el cual lleva a una activacién de NF-kB y una disminucién en la
expresion de RAGE. La expresion de RAGE ha sido recientemente considerada un
evento clave en el desarrollo y progresion del cancer pulmonar y; por otra parte el
retinol era considerado previamente como un antioxidante, agente anti cancer,

pero se ha observado que induce efectos negativos y pre-neoplésicos.

Cuando la oxidacion de retinol en RA es deshabilitada como lo es en ratones
ADH1 deficientes (ADHI1-/-), los niveles de d4cido retinoico disminuyen

considerablemente (Figura 10).
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Figura 10. Niveles de acido retinoico en ratones wild type y ratones con genes
knockout para Adhl, adh3, adh4. ADH1 es responsable de la mayoria de la oxidacién

in vivo de retinol a acido retinoico.

Adaptado de Molotkov et al. European Journal of Biochemistry, 2002.

El retinol se puede volver un substrato para P450 que se sabe que metabolizan
retinol a 4-hidroxiretinol. Esto puede llevar a una toxicidad mediada por P450 que
requiere oxigeno molecular y produce radicales libres de oxigeno. La asociacion
entre deficiencia de vitamina A y la incidencia de céncer sugiere que los
retinoides son supresores fisiolégicos de la carcinogénesis. El desarrollo del cancer
puede entonces requerir que las células iniciadas y pre malignas escapen al control
de los retinoides naturales. Una manera por la cual esto puede ser logrado es la
expresion aberrante de uno o mds receptores de retinoides, lo cual resultaria en una
sefalizacion por retinoides interrumpida. De hecho, varios estudios han
demostrado que la expresion de RARP es suprimida en lineas de cdncer pulmonar
cultivadas y han sugerido que la expresion de este receptor estd asociada con la
supresion del cancer. Evidencia reciente implica a RARP especificamente en la
supresion de tumor in vivo; una transfeccion con un vector de expresion de RARf
de una linea de cancer pulmonar humano epidermoide in vitfro resulta en una

tumorigenicidad disminuida en ratones desnudos (Houle et al., 1993).
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Los heterodimeros RXR-RAR se unen especificamente a secuencias de DNA—
Elementos de Respuesta De Acido Retindico (RAREs) que usualmente estdn
localizados en los 58 genes en las regiones upstream de los genes regulados por
Retinoides. Cada tipo de receptor incluye tres subtipos designados a, B y vy, los
cuales exhiben patrones de expresion temporales y espaciales especificos durante
el desarrollo embrionario y a través de una diferente distribucién en tejidos
adultos. La ruta de sefializacion RA-RAR es importante para el crecimiento y
diferenciacion epitelial y estudios recientes han sugerido que RAR, especialmente
RARS estd relacionado a carcinogénesis (Houle et al., 1993). Los retinoides y
RARP pueden jugar un rol critico en la ruta de sefializacién que dispara la
diferenciacion y la limitante de la division celular en tejido pulmonar normal. El
hecho de que la expresiéon del RNAm de RAR sea disminuida o suprimida en un
ndmero de tumores, incluyendo carcinomas pulmonares, carcinomas escamosos de
la cabeza y cuello, y carcinoma mamario, sugiere que puede estar involucrado en

el desarrollo de cancer.

Cuando ciertos receptores retinoides en el nicleo (RARs) y receptores retinoides
X son suprimidos, la actividad anormal puede resultar en el potenciamiento del
desarrollo de céncer (Xu et al., 2009). Reportes recientes han demostrado que la
metilacién aberrante en el promotor de RARP puede jugar un rol en la inactivacién
del gen (Zochbauer et al., 2001). Se ha reportado que la expresién de RARp, y
posiblemente también RARy y RXRp estd suprimida en un gran porcentaje de
pacientes con cancer pulmonar. Berard ef al., generaron ratones transgénicos que
expresan un fragmento anti sentido especifico contra RARPB2 y demostraron asf,
que la inactivacion parcial de RARP2 daba lugar al desarrollo de cdncer pulmonar.
Se ha demostrado que la expresion del receptor RARP estd disminuida en NSCLC
(Tabla 1) (Xu et al., 1997).
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% positive cases (No. positive/total)

Receptor Normal NSCLC SCCt ADCY

RARa 100 (1717) 947 (7276)  94.4(34/36)  95.0(38/40)
RARB 88.9(15/17) 418 (33/79)F 47.4(18/38)§  36.6 (15/41)]
RARy 94.1 (16/17)  72.4 (55/76)  T4.3(26/35)  170.7 (29/41)
RXRa 100 (1717) 100 (63/63) 100 (30/30) 100 (33/33)
RXRB 94.1 (16/17) 761 (51/67)  73.3(22/30)  78.4(29/37)
RXRy 88.9(15/17) 952 (40/42) 100 (18/18)  91.7(22/24)

Tabla 1. Expresion de RNAm de RAR y RXR en epitelio bronquial normal y en
NSCLC. La diferencia entre la expresion de RARb de tejido normal y de NSCLC fue

estadisticamente significativa.

Adaptado de Journal of National Cancer Institute 1997;89:624-9

La reduccion de la expresion de RARb en células del epitelio bronquial que es
causada por fumar cigarrillo puede estar relacionada a la carcinogénesis del
pulmoén (Berard ef al., 1993). Ha sido reportado que el gen ADH3 esta regulado
por retinoides a través de un RARE canénico. Debido a que ADH3 cataliza la
oxidacion del retinol en retinaldehido, el evento de razén limitante en la sintesis
de RA, la disminucion de ADH3 puede causar una reduccion de la concentracion
local de RA en tejidos malignos, llevando a una expresion interrumpida de
RARP (Duester et al., 1991). La comparacion de los niveles de RNAm de ADH3
entre tejidos de pulmones normales y malignos revel6 que la expresion de

ADH3 fue reducida en tejidos malignos (Figura 11).

36



RAR a RARB RAR T ADH3

20 "y 20 —*= 20 20 et B8
=
I
1.0 1.0 10 1.0
0 0 0
malignant normal malignant normal malignant normal malignant normal
ussues ¥ssues Issues ssuos ssues usSsSu@as tssuos USSUOS
20 AXR a 20 RXR 8 20 TRa 20 TRB
I 1 x L
1.0 1.0 10 1.0
0 0 0
maliignant normal malignant normal mabgnant normal malgnant normal
Ssues USSLes tssues bssues lissues nssues Bssues BSsSues

Figura 11. Analisis RT-PCR de la Expresion de RAR, RXR, TR (tyroid hormone
receptor) y ADH3 en tejidos malignos con NSCLC y tejidos normales. Se utilizé RT-
PCR (Reaccién en cadena de polimerasa transcriptasa reversa semicuantitativa., PCR
cuantitativa en tiempo real para evaluar la expresion de RAR o, By y RXR ay f en
tejidos malignos y no malignos obtenidos de pacientes con NSCLC. Comparado con
tejidos no malignos, los tejidos malignos tuvieron un 45% de reduccién en la expresion
de RAR oy B.

Adaptado de Respirology (2003) 8, 302-309

Los resultados reportados sugieren una posible asociacion de la pérdida de la
expresion del receptor de 4cido retinoico a y B y ADH3 con la carcinogénesis del
pulmén (Inui et al., 2003). Los resultados sugieren que la regulacién de la
transcripcion RA-dependiente mediada por RAR o y ADH3 puede ser
fundamental para la carcinogénesis del pulmén. Se requiere investigacion que
aclare como las sefiales mediadas por RAR estdn involucradas en la
carcinogénesis. El gen RARP, el cual puede funcionar como gen supresor de
tumor, ha sido reportado que es silenciado por la metilacién en céncer de colon y
mama (Cote et al., 1998). La expresion proteica y de RNAm de RARP ha sido

perdida en algunos pulmones de fumadores (Xu et al., 1997).

Debido a que los receptores nucleares de retinoides median la mayoria de los
efectos de los retinoides en la expresion genética, la expresion reducida de uno o
mds de estos receptores puede potenciar el desarrollo de céncer. Aunque la
expresion disminuida de RAR[ aparenta ser un evento comin en la
carcinogénesis pulmonar, el mecanismo molecular subsecuente no esté claro. Sin
embargo, muchas lineas celulares de cidncer pulmonar exhiben defectos en la
transcripcion de RARB-RARE, posiblemente debido a la inactivacion o ausencia

de co-factores que son requeridos para la transcripciéon (Zhang et al., 1994).
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Debido a que RAR tiene una afinidad diez veces mads alta por RA comparado a
RARa, RARP es mds importante para la auto regulacién de la propia sintesis de
RA. Sin embargo, es concebible que la reduccién en la expresion de RARa en
NSCLC lleva a defectos en la transcripciéon de RARP y en la interrupcién de la

ruta de sefializacion RA (Qiu et al., 2000).
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5 JUSTIFICACION

El cancer de pulmén es un problema de salud publica a nivel mundial cuya tasa de
prevalencia y muerte estidn incrementando. En México, como pais en vias de
desarrollo, los recursos para tratamientos oncoldgicos son limitados, por lo que
existe un menor porcentaje de supervivencia, y un mayor sufrimiento de los
pacientes en comparacién con los paises desarrollados. Los ultimos avances
desarrollados en el drea de la biologia molecular y terapia génica se han encaminado
a la busqueda de nuevos blancos moleculares contra el céncer, que estén
involucrados con la proliferacion celular y metéstasis, con el objeto de silenciar su
expresion y frenar la progresion de la enfermedad. Se requiere una mejor
comprension de los mecanismos moleculares y procesos celulares subyacentes de la
iniciacién del cancer, especialmente enfocandose en como los pequefios cambios en
solo algunos de los genes regulatorios o proteinas puede alterar una variedad de
funciones celulares. Es ahora reconocido que los estudios proteémicos son
fundamentales para obtener un reconocimiento preciso de la fisiologia celular para

finalmente clarificar la patogénesis de diversos tipos de neoplasias malignas.

El gen ADHIB que codifica para la enzima Alcohol Deshidrogenasa 1 3, muestra
una sub expresion a nivel RNAm en tejidos de pacientes con cancer pulmonar con
respecto a tejido no canceroso. Sin embargo, su expresion a nivel proteina y el papel
en la fisiopatologia del cdncer pulmonar no ha sido descrita y se desconoce el efecto
que ejerce la sub expresion de ADHI1f en el cancer pulmonar. ADHI es un buen
blanco de estudio debido a que tiene un papel importante en el metabolismo y
proliferacion celular, esto mediado por la sefalizacién por dcido retinoico. Esto
sugiere la necesidad de conducir investigaciéon més profunda sobre los mecanismos
moleculares que llevan a la disminucion de ADHI1f en el cancer pulmonar. Se
espera que los resultados de este estudio aumenten el conocimiento sobre el papel
biol6gico de ADHI1p en céncer pulmonar y que den pauta al potencial desarrollo de

procedimientos de diagndstico y terapia de esta enfermedad.
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6 HIPOTESIS

La enzima ADHIP es sub expresada en la linea celular A549, y su expresion
exdgena en A549 reduce su capacidad metabdlica, aumenta la producciéon de

especies reactivas de oxigeno e induce la exposicion de fosfatidil serina.
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7 OBJETIVO

Evaluar la expresion de la proteina ADHIp en la linea celular A549 y determinar
el efecto de su expresion exdgena sobre la capacidad metabdlica, produccién de

especies reactivas de oxigeno y la exposicion de fosfatidil serina.
Objetivos Especificos

. Evaluar la expresion de la proteina ADHIp en lineas celulares A549 y MRC-5.

. Determinar el efecto sobre la capacidad metabdlica de las células A549 que

expresan ADH1 ex6genamente.

. Determinar el efecto sobre la produccion de especies reactivas de oxigeno en las

células A549 que expresan ADHI1 ex6genamente.

. Determinar los niveles de exposicion de fosfatidil serina en las células A549 que

expresan ADH1p exdgenamente.
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8.1

8.2

8 MATERIALES Y METODOS

Cultivo Celular.

La linea celular A549, una linea celular de adenocarcinoma pulmonar humano
con propiedades alveolares de tipo-Il, tiene su origen en un carcinoma alveolar
(Lieber et al., 1976). A549 presenta una morfologia epitelial, son adherentes, y es
una buena linea para ensayos de transfeccion. La poblacion se dobla en nimero a
las 22 horas. Por otra parte, la linea celular MRCS5 corresponde a tejido normal

pulmonar y es un tipo celular adherente con caracteristicas fibrobldsticas.

Los cultivos celulares son realizados siguiendo los protocolos estindar sugeridos
por el American Type Culture Collection (ATCC, 2014). Las células son
mantenidas con medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/mezcla
nutricional) (CORNING), adicionado con Suero Fetal Bovino al 10% y antibidtico
al 1% (Penicilina, Estreptomicina y Neomicina) (GIBCO). Las células se
incubaron a 37°C con una atmoésfera controlada de 5% de CO2 (Incubadora
THERMO SCIENTIFIC). La tripsina utilizada para despegar las células de la
placa se encuentra al 1% diluida con buffer de fosfatos salinos 1X (PBS1X) que
tiene un pH de 7.2 (GIBCO). El conteo celular se realiz6 usando azul tripan
(solucién de 0.4% de SIGMA-ALDRICH, Inc.), una cdmara Neubauer, y un

microscopio Optico, siguiendo el protocolo establecido por la ATCC.

Estas células se encuentran disponibles en el banco de lineas celulares del
Laboratorio de Inmunologia y Virologia en la Facultad de Ciencias Bioldgicas de

la Universidad Auténoma de Nuevo Leodn.
Expresion de la Proteina ADH1p mediante Analisis de Western Blot.

Para realizar la lisis celular se obtiene la patilla celular de al menos 1x10° células.
Posteriormente se afiadio el buffer de lisis (Triton 1%, 1mM EDTA, 150 mM
NaCl, 50mM tris PH6.8) con inhibidor de proteasas (SIGMA-ALDRICH) a un
volumen 5-10 veces mayor al tamafio de la patilla celular y se sonicaron durante

15-30 segundos. Se dejo reposar la solucién por 30 minutos. Esto fue seguido por
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8.3

la centrifugacién de las muestras a 3000G por 10 minutos y se recuperd el
sobrenadante. El buffer de Laemmli es especialmente formulado para preparar
proteina y usarlo en el sistema SDS-PAGE. Una muestra de proteina es mezclada
con 2X del buffer (1:1) y calentada en agua hirviendo de 2 a 5 min. El 2-
mercaptoetanol reduce los puentes disulfuro intra e intermoleculares. El detergente
SDS desnaturaliza las proteinas y subunidades y les confiere una carga negativa
para que puedan separarse en base a su peso. El azul de bromofenol sirve como un
colorante de frente de corrida que va delante de las proteinas y permite observar la
muestra en el momento de cargar. El glicerol incrementa la densidad de la muestra
para que se deposite con facilidad en el pozo. Para ambos casos se determind la
cantidad de proteina usando el método de Lowry. Posteriormente 10-40 pg de
lisado fueron corridos en un gel de poliacrilamida al 5-10% y después fueron
transferidos a una membrana de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon en
leche descremada al 5% durante 60 minutos a temperatura ambiente. Se usaron
anticuerpos primarios anti-ADHIP (abcam), y anti-beta-actina como control. La
union especifica del anticuerpo fue detectada utilizando un anticuerpo secundario
anti-ratén o anti-conejo unido a HRP para ser detectado por quimioluminiscencia.
Finalmente se colocé la solucién de quimioluminiscencia y se expuso a un film
por 10 minutos. La densidad de las bandas en la membrana se determiné

utilizando el software Image-J.
Transfeccion de la Linea Celular A549 con el Vector pCMV6-ADH1p.

Se siguid el protocolo de transfeccion sugerido por el manufactor de
Lipofectamina 2000 (Life Technologies). Se sembraron 250 000 Células A549
viables en cajas de 6 pocillos y se permitieron adherirse a la placa hasta alcanzar
una confluencia del 80% a 90%. Posteriormente se administraron 2.5 ug de
pCMV6-ADHIP y del vector vacio pCMV6. Se colectaron las células en tubos
eppendorf y se procedio a realizar extraccion de proteina y posteriormente .Un dia
previo a la transfeccion se plaquearon 250 000 células en 100 ml de medio DMEM
en placas para cultivo celular de 6 pozos (CORNING) para que las células estén a

un 70-80% de confluencia al tiempo de la transfeccion, esto es para obtener altos
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niveles de expresion y para minimizar la citotoxicidad. Posteriormente, la
transfeccion se llevé a cabo en medio libre de suero Opti-MEM para mayor
compatibilidad con Lipofectamina 2000 debido a que algunos medios pueden
inhibir la transfeccién lipido catidnico; y sin afiadir antibidticos al medio durante
la transfeccion debido a que esto causa muerte celular. Para cada pocillo a
transfectar, se diluy6 2.5 pg del vector pPCMV6-ADHI1f de ORIGENE (Figura 14)
en 25 pl de Opti-MEM sin suero y se mezclardn delicadamente. Por otro lado se
diluy6 7.5 pl lipofectamina en 25 pl de Opti-MEM. Después se combiné el DNA
diluido con la Lipofectamina diluida, se mezclard gentilmente para ser incubada de
5 a 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se removié el medio de
crecimiento de las células y se reemplaza con 100 pl de medio Opti-MEM. Se
afiadieron 25 pl de los complejos diluidos a cada pocillo y se mezclaron
gentilmente moviendo la placa. Se incubaron las células a 37 °C en una
incubadora de CO2 al 5% por 2 horas y posteriormente se retird el medio y fue
reemplazado por medio DMEM al 10%. Finalmente, se probo la efectividad de la
transfeccion evaluando la expresion de ADHI1P por Western Blot a las 24-72 horas
post-transfeccion. Se confirmé la transfecciéon evaluando la expresion de la
proteina FLAG Myc-DDK, la cual es una proteina de fusién expresada en
conjunto con ADHI1p, asi como una evaluacién de la fluorescencia emitida por la
proteina verde fluorescente GFP la cual es adicionada a 1/3 de la cantidad total del

plasmido pCMV6-ADHI1p (Figura 12).
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Figura 12. Mapa del Vector pCMV6-ADH1p. El promotor de CMV (citomegalovirus), el cual
puede ser usado para expresar cDNA clonado y estd seguido por una sefial PolyA hGH (Hormona
de crecimiento humano) localizada rio abajo del inserto. El ColEl ori es el origen de la
replicacion bacteriana, el ori SV40 permitala replicacion en célular de mamiferos y el f1 ori es el
origen de replicacién de fagos filamentos, el cual permita la recuperacién de plasmidos de una

sola cadena. El gen resistente a ampicilina confiere la seleccién del plasmido en E. coli.

8.4 Analisis de Viabilidad (MTT) de las Células A549 Transfectadas con pCMYV6-
ADHI1p.

Las células A549 transfectadas con pCMV6-ADH1f fueron sembradas en placas
de 96 pocillos y se incubaron por 24, 48 y 72 horas a 37°C con atmosfera
controlada de 5% de CO2 para permitir que las células se adhieran a la placa.
Posteriormente, para determinar la actividad metabdlica de las células A549
transfectadas con pCMV6-ADHI se agreg6 el reactivo de MTT (5mg/mL), por
pozo, dejandolo actuar por 2 horas a 37°C para permitir la formacién de cristales
de formazdn, se eliminé el sobrenadante y se afiadieron 100puL de Dimetil
sulfoxido (DMSO) (SIGMA-ALDRICH), por pozo, por ultimo, se realizé la
lectura de densidad 6ptica (DO) en un lector de placas ELISA (BioTek) a una
longitud de onda de 570nm. Las células A549 transfectadas con pCMV6-ADHI
fueron sembradas en placas de 96 pocillos y se incubaron por 24, 48 y 72 horas a
37°C con atmosfera controlada de 5% de CO2 para permitir que las células se

adhieran a la placa. El MTT (Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-
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8.5

difeniltetrazolico), es captado por las células y reducido por la enzima succinato
deshidrogenasa mitocondrial a su forma insoluble formazdn cuando éstas
presentan un metabolismo mitocondrial normal (Twentyman & Luscombe, 1987),
el resultado de esta reacciéon puede ser cuantificado por espectrofotometria.
Posteriormente, para determinar la actividad metabdlica de las células A549
transfectadas con pCMV6-ADHI1p se agregé el reactivo de MTT (5mg/mL), por
pozo, dejandolo actuar por 2 horas a 37°C para permitir la formacién de cristales
de formazin, se elimind el sobrenadante y se afiadieron 100ul. de Dimetil
sulféxido (DMSO) (SIGMA-ALDRICH), por pozo, por ultimo, se realizé la
lectura de densidad 6ptica (DO) en un lector de placas ELISA (BioTek) a una
longitud de onda de 570nm.

Analisis del Efecto sobre la Muerte Celular de las Células A549
Transfectadas con pCMV6-ADH1p mediante el Ensayo de Annexina V.

El principio de este tipo de andlisis citométrico se basa en que dos caracteristicas
bioquimicas de las células en proceso de muerte: 1) la exposicion de la
fosfatidilserina (PS) en la membrana plasmética en etapas tempranas de muerte
celular apoptética (Martin et al., 1995) y 2) la pérdida de la integridad de la
membrana plasmadtica en etapas tardias. La anexina V (ANN) es una proteina de
unidn a fosfolipidos, Ca 2+ dependiente, con gran afinidad por la PS; unida a un
fluorocromo como la aloficianina (APC), puede utilizarse para la deteccién de PS

por medio de FACS (Fluorescent-activated cell sorting).

Se realizé la transfeccion de las lineas A549 como se detall anteriormente.
Concluido esto, el sobrenadante (que contiene células deshaderidas muertas o no
viables y fracciones celulares) se recolecto en tubos eppendorf de 1.5 mL y las
células que contintian adheridas serdn despegadas con Trypsin-EDTA (GIBCO).
La solucién con células y fracciones celulares se recolectard en los mismos tubos
eppendorf y centrifugada a 1600 rpm (0.2 rcf) por 10 minutos a temperatura
ambiente (Centrifuge 5415D eppendorf, Hamburg). Las células asentadas (pellet)
seran marcadas aplicando 100 pL de una soluciéon de Annexin V Binding Buffer

(ABB) (10mM HEPES, 140mM NaCl, 2.5mM CaCl2, pH 7.4), ANN-APC (2.5
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puL/mL de ABB) (Molecular probes by life technologies). Los tubos seran
incubados a 4 C° por 20 minutos y posteriormente las muestras serdn leidas por
FACS (BD Accuri TM C6 Flow cytometer). El fluorocromo presente en las
células marcadas es activado por la incidencia de un haz de luz, proveniente del
citometro y cuantificados por un programa computacional (BD AccuriTM C6

Software).

Analisis del Efecto sobre la Produccion de ROS de las Células A549
Transfectadas con pCMV6-ADH1p mediante el Ensayo de DCFDA.

Para el ensayo se cultivardn 250 000 células en placas de 6 pocillos (CORNING),
posteriormente fueron transfectadas con el vector pPCMV6-ADH1f. Después de 72
horas se procedié a colectar las células adheridas con tripsina y posteriormente
fueron marcadas con 20 uM de DCFDA vy fueron incubadas por 30 minutos a
37°C. Finalmente, se homogenizaron las células y se analizaron 10 000 células en
el citometro de flujo en el canal FL-1. La produccién de Especies Reactivas de
Oxigeno (ROS) se analiz¢ utilizando el compuesto DCFDA (Abcam) que utiliza el
agente celular permeante 2°,7° —diclorofluorescina diacetato (DCFDA), un tinte
fluorogénico que mide la actividad de hidroxilo, peroxilo y otras especies reactivas
de oxigeno dentro de una célula. Después de difundirse en la célula, el DCFDA es
deacetilado por estereasas celulares a un compuesto no fluorescente, el cual es
oxidado por ROS en 2’°, 7° —dichlorofluoresceina (DCF). DCF es un compuesto
altamente fluorescente que puede ser detectado en el citometro de flujo con una
excitacion maxima y espectro de emision de 495 nm y 529 nm respectivamente.
Para el ensayo se cultivaron las células a una concentracion de al menos 1.5x10"%.
Se procedié a colectar las células adheridas con tripsina y posteriormente fueron
marcadas con 20 uM de DCFDA y fueron incubadas por 30 minutos a 37°C.
Finalmente, se homogenizaron las células y se analizaron 10 000 células en el

citometro de flujo en el canal FL-1.
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8.7 Analisis Estadistico.

Los datos resultantes fueron sometidos a un tratamiento estadistico utilizando el
programa IBM SPSS Statistics 20. En los casos donde existen solamente dos
grupos a comparar, se realiza una prueba t para determinar el grado de
significancia. Para la comparacién entre méds de dos grupos experimentales se
utiliz6 una prueba ANOVA. Los datos son presentados como la media = D.E de

los resultados. P<0.05 se considera significativo.
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9 RESULTADOS

La Proteina ADH1p esta Sub Expresada en la Linea Celular A549.

Se procedié a evaluar la expresion de la proteina ADHI1p en las lineas celulares
A549 (carcinoma pulmonar) y MRC-5 (normal transformada). La linea celular
MRC-5 ya ha sido utilizada como control (célula normal) en investigaciones de
cancer pulmonar (Mulhivill ef al., 2012). El objetivo de este experimento fue
evaluar y comparar la expresion de la proteina ADHIP en las lineas celulares
A549 y MRC-5. La expresion fue evaluada mediante el método de western blot

utilizando B-actina como control de carga (Figura 13).

MRC-5 A549 kDa

ADHIB | — —— 40

-
B-Actina | = -- 42

Figura 13. Subexpresion de la proteina ADH1B en las células A549. La expresion de la
proteina ADH1B (40kDA) fue analizada mediante Western Blot de las lineas celulares
A549 y MRC-5. Se utiliz6 -Actina (42 kDa) como control de carga.

Se puede observar la diferencia en la intensidad de la banda correspondiente a la
proteina ADH1p (40 kDa) en donde MRC-5 (izquierda) posee una cantidad mayor
de ADHI1p en comparacién con A549 (derecha). Consiguientemente, se realizé un
andlisis densitométrico de las bandas de western blot correspondientes a la
proteina ADHI1P en las células A549 y MRC-5. Para este andlisis se utilizé el
software Image-J. Las mediciones de las bandas de expresién de cada proteina se
normalizaron con el control de carga P-Actina y estos resultados semi

cuantitativos se muestran comparados en la figura 14.
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Figura 14. Analisis densitométrico de la expresion de la proteina ADHI1p en la linea
celular A549 y MRC-5. Se observa que la densidad 6ptica que corresponde a la expresion
de la proteina ADH1B es menor en la linea celular A549 en comparacidn a la linea celular
MRC-5. Las diferencias estadisticas con respecto al control son representadas como *

P=0.008.

El andlisis densitométrico de las bandas corrobora la nocién de que existe una
mayor expresion de la proteina ADHI1p en las células MRC-5 que en las células
A549. Tras confirmar la sub expresion de ADHI1f en la linea celular A549 se
procedié a transfectar A549 con el vector pPCMV6-ADHI con el fin de elevar su
expresion y observar los efectos que una mayor expresion de ADHIp tiene sobre

la viabilidad celular la linea de cancer pulmonar A549.

ADHI1p es Expresada en la Linea Celular A549 Transfectada con el Vector
pCMV6-ADHI1p.

La transfeccion de la linea celular A549 con un agente lipocationico es un modelo
de transfeccién que ya ha sido estudiado por diferentes autores (Gao et al., 1991).
Con el objetivo de expresar de forma exdgena la enzima ADHIP en la linea
celular A549 se transfectaron las células con el vector pCMV6-ADHI y se
realiz6 un Western Blot contra la enzima ADHIP para evaluar su expresion

durante los periodos de 24, 48 y 72 horas post-transfeccion a dos diferentes
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concentraciones de Lipofectamina 2000 y asi poder determinar la mejor condicién

de transfeccién (Figura 15).

24h 48h 72h

kDa
CONTROL LIPO1X LIPO2X CONTROL LIPO1X LIPO2X CONTROL LIPO1X LIPO2X

Figura 15. Expresion de la proteina ADH1B en las células A549 transfectadas. La
expresion de la proteina ADHIB fue analizada mediante Western Blot en las células
A549 transfectadas con pPCMV6-ADHIp. La proteina -actina fue usadacomo control de

carga a las 24, 48 y 72 horas con dos diferentes concentraciones de Lipofectamina 2000.

La expresion de la enzima ADHI1 fue evaluada en células A549 transfectadas a
diferentes tiempos después de la transfeccion (24, 48 y 72 horas), asi como a dos
diferentes concentraciones de Lipofectamina 2000 (1X, 2X). En la figura 16 se
puede observar que existe una mayor intensidad de la banda correspondiente a la
enzima ADHIB 72 horas Lipofectamina 2X (extremo derecho) en comparacién
al resto de los tiempos. Para corroborar esto, se analizé y se compar6 la densidad
Optica de las bandas obtenidas en el western blot de ADHI1p utilizando el

software Image-J (Figura 16).
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Figura 16. Analisis densitométrico de la sobreexpresion de la proteina ADHI1p en

las células A549 transfectadas. Las células fueron transfectadas con pPCMV6-ADHIf

en periodos de 24, 48 y 72 horas a dos diferentes concentraciones de Lipofectamina

2000. Las células utilizadas como control estan representadas en negro. Las diferencias

estadisticas con respecto al control son representadas como * P=0.004

Se determind que la condicién de 72 horas con Lipofectamina al 2x (7.5 ul) fue la

que mostré una mayor expresion de ADHIP y se seleccioné como la mejor

condicion para los ensayos consiguientes. Los cultivos se mantuvieron bajo las

condiciones previamente descritas durante 72 horas.

Se procedié a observar las células A549 bajo el microscopio invertido con el

objetivo de determinar si habia cambios en la apariencia de la poblacién celular

(Figura 17).
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ADHI1B a las 72 horas. Las células A549 fueron transfectedas con pPCMV6 y PCMV6-

ADHI1B a las 72 horas. Fotografias en campo claro (10X) (microscopio Nikon T5100).

El efecto mas notable de la expresion exdgena de ADHIP de las células
transfectadas con pCMV6-ADHIP a las 72 horas fue una reducciéon en la
poblacién celular asi como un cambio en la apariencia de las células (derecha)
cuando son comparadas con el control (izquierda) o con las mismas condiciones

de transfeccion pero en el vector vacio pCMV6 (centro).

Con el objetivo de determinar si el vector pPCMV6-ADH1f habia sido introducido
exitosamente en las células A549, se midi6 la fluorescencia emitida por la proteina
verde fluorescente (GFP) en un ensayo de gen reportero (Zhang et al., 1996) que
fue administrado en conjunto con el vector pPCMV6-ADHIf a una concentracion
de 1/3 la concentracion del vector pPCMV6-ADH1p. La fluorescencia se midi6 en

el citometro de flujo en el canal FL-1 (Figura 18).
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Figura 18. Evaluacion de la fluorescencia emitida por GFP en las células A549
transfectadas. Se analizé la fluorescencia en el canal FL-1 de las células A549 dejadas como
control (representadas en negro), células A549 transfectadas con el vector vacio pCMV6 y las

células A549 transfectadas con pPCMV6-ADHI1p.

El porcentaje de células A549 transfectadas con pCMV6-ADHIB que fueron
marcadas positivamente con GFP fue de aproximadamente 70% para pCMV6-
ADHIp y en cuanto el vector vacio pCMV6 fue de 65% en comparacién con las

células control que no fueron transfectadas.

A continuacién se muestra de manera grafica los resultados de citometria para el

ensayo de GFP (Figura 19).
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Figura 19. Evaluacién de la fluorescencia emitida por GFP en células A549
transfectadas. La fluorescencia fue determinada en las células A549 transfectadas con el
vector vacio pCMV6 y células A549 transfectadas con pCMV6-ADHI1f. Las diferencias

estadisticas con respecto al control son representadas como * P=0.004 y P=0.005.

El porcentaje de células marcadas como GFP positivas fue del 70% para las
células A549 transfectadas con pPCMV6-ADHI1f, de 60% para las células A549
transfectadas con el vector vacio pCMV6 y finalmente de 10% para las células
A549 dejadas como control. Mediante este ensayo nos aseguramos que tanto
como el vector pCMV6-ADHIB como GFP fueron introducidos a las células

exitosamente.

No obstante, se realiz6 otro ensayo para determinar si el vector pCMV6-ADHI
habia sido introducido exitosamente en las células A549 donde se procedié a
evaluar la expresion de la proteina DDK-FLAG, el cual es un fragmento de la
proteina Myc que estd fusionada con ADH1f en el mapa del vector (Véase figura
13). Ademads se evalud la expresion del citocromo CYP2EI1, ya que se queria
determinar su expresion en relacion con la proteina ADHI debido a que se cree
que variaciones en genes metabolicos como CYP2E1 modifican los procesos
metabodlicos de algunos carcindgenos y se sugiere que estin relacionados al

riesgo de cancer (Wang et al., 2010). (Figura 20).
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Figura 20. Expresion de las proteinas ADH1B, DDK, CYP2E1l en las células
transfectadas. Las células A549 transfectadas con el vector pCMV6-ADHIB fueron
analizadas mediante western Blot para determinar la expresiéon de la proteina ADHI1B,

DDK, CYP2E1 y B-actina se utilizé como control de carga.

Se observa que la banda correspondiente a la proteina ADH1f de las células A549
transfectadas que expresan ADHI1P exdégenamente tiene una mayor intensidad en
comparacién con el control o el vector vacio pCMV6. El péptido DDK-FLAG
muestra sefal dnicamente en las células que fueron transfectadas con el vector
pCMV6-ADHIB, confirmando asi que el pldsmido fue introducido y expresado
exitosamente en las células A549 transfectadas con el vector pPCMV6-ADHI1p. La
expresion del citocromo CYP2E1 solo se mostré en las células que no fueron

transfectadas (control).

Posteriormente, se realizaron diferentes ensayos para determinar la capacidad
metabolica, la produccidon de especies reactivas de oxigeno y la exposicion de

fosfatidil serina de las células A549 que expresan exégenamente ADHIp.
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9.3 La Expresion Exogena de ADH1p Reduce la Capacidad Metabélica de la
Linea Celular A549 Transfectada con pCMV6-ADH1p.

Para determinar si la expresiéon exdgena de ADHI en las células transfectadas
con pPCMV6-ADHI1 tiene efecto sobre la viabilidad y la capacidad metabdlica de
las células A549 se analizé la capacidad de metabolizar MTT después de la
transfecciéon con el ensayo de MTT. Para este experimento las células fueron
transfectadas con pPCMV6-ADH1 a diferentes tiempos comenzando con 24 horas,

48 horas y finalmente 72 horas (Figura 21).
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Figura 21. Evaluacion de la viabilidad de las células A549 transfectadas mediante Ensayo
de MTT. Las células A549 transfectadas con el vector pCMV6 a las 72 horas y las células A549
transfectadas con pCMV6-ADHI1f a las 24, 48 y 72 horas. Las diferencias estadisticas con
respecto al control son representadas como * P=0.001.

Como se muestra en la Figura 21, el porcentaje de viabilidad celular disminuye
ligeramente hasta el 80% de viabilidad celular relativa para las células A549
transfectadas con el vector vacio pCMV6, mientras que la viabilidad relativa de las
células que expresan ADH1[3 exdgenamente disminuye a 65% a las 24 y 48 horas

y hasta en un 10% en la condicion de 72 horas en comparacion a las células A549
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dejadas como control (negro), esto con un nivel de significancia de P=0.001.
Estos resultados concuerdan con los ensayos previos donde se determind que la

condicién de 72 horas exhibe una mayor expresion de la enzima ADH1.

Debido a esta disminucién en la capacidad metabdlica de las células A549 que
expresan exdgenamente ADH1 se procedi6 a evaluar si existia un incremento en
la produccidn de especies reactivas de oxigeno que estuviera contribuyendo a este

fendmeno.

La Expresion Exégena de ADHI1p Aumenta la Produccion de Especies
Reactivas de Oxigeno de la Linea Celular A549 Transfectada con pCMV6-
ADHI1.

Ya que el estado de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) afecta de manera
importante la viabilidad celular (Ishikawa et al., 2008), se procedi6 a evaluar este
pardmetro utilizando el compuesto DCFDA en un ensayo de citometria de flujo de
las células AS549 transfectadas con el vector pCMV6-ADHIB que expresan
ADHI1p de manera exégena. (Figura 22).

CONTROL pCMV6 pCMV6-ADHIB
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Figura 22. Determinacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las células
transfectadas. Las células A549 transfectadas con el vector pCMV6-ADHIB que expresan
ADHI1B de manera exégena fueron analizadas mediante el ensayo de DCFDA al tiempo de 72
horas.

Los resultados del ensayo con DCFDA mostraron un mayor porcentaje de células
marcadas positivamente en la poblacién correspondiente a las células A549 que

expresan ADHI1B exdgenamente (derecha) en comparaciéon a la poblacion
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transfectada con el vector vacio pCMV6 (centro), que exhibié un porcentaje
ligeramente mayor al de las células A549 dejadas como control (izquierda) pero
significativamente menor al de las células A549 que expresan ADH1[} de manera
exdgena. A continuacién se muestra de manera gréfica los resultados de citometria

para el ensayo de DCFDA (Figura 23).
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Figura 23. Porcentaje de especies Reactivas de oxigeno (ROS) en las células
transfectadas. Las células transfectadas que expresan ADHI1B ex6genamente fueron
analizadas mediante el ensayo de DCFDA. Las diferencias estadisticas con respecto al
control son representadas como * P=0.001.

Los resultados de este ensayo sugieren que las células A549 que expresan ADH1f3
exdgenamente experimentan un incremento del 50% estadisticamente significativo
en la produccién de especies reactivas de oxigeno a las 72 horas, no asi para las
células que son transfectadas con el vector vacio pPCMV6 en donde no existen
cambios estadisticamente significativos con respecto al control. Estos resultados
concuerdan con el ensayo de MTT donde la capacidad metabdlica de las células

que expresan ADHI1 exdgenamente se ve reducida a las 72 horas.

Con el objeto de evaluar si este fendmeno traia consecuencias que llevaran a la

muerte de las células A549 que expresan ADHIP exdgenamente se procedié a
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evaluar la exposicion de la molécula fosfatidil serina de las células A549 que

expresan ADH1[ exégenamente mediante el marcaje con Anexina V.

La Expresion Exégena de ADH1p Aumenta la Exposicion de Fosfatidil Serina

de la Linea Celular A549 Transfectada con pCMV6-ADH1p.

Primero se procedid a evaluar los niveles de Anexina V en las células A549

transfectadas con el vector pPCMV6-ADHI1p (Figura 24).

CONTROL pCMV6 pCMV6-ADH1p
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Figura 24. Determinacion de Niveles de Anexina V en células A549 transfectadas.
Las células A549 transfectadas con el vector pPCMV6-ADH1B que expresan ADH1B de

manera exdgena fueron analizadas mediante el ensayo de DCFDA al tiempo de 72 horas.

De manera similar a los resultados previos, las células transfectadas con pCMV6-
ADHI1 (derecha) exhibieron un porcentaje de marcaje con Anexina V mayor al
de las células transfectadas con el vector vacio pCMV6 (centro) y a las células

control (izquierda).

A continuacién se muestran en grafica de barras los niveles de Anexina V en

células A549 transfectadas con pCMV6-ADHI1f (Figura 25).
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Figura 25. Porcentaje de células A549 transfectadas positivas para Anexina V. El ensayo se
realizé en células A549 transfectadas con pCMV6-ADHIB a 72 horas. Diferencias estadisticas
respecto al control, * P=0.003.

Se encontré diferencia significativa con respecto al control en cuanto al porcentaje
de células A549 transfectadas con el vector pPCMV6-ADHI1f que fueron marcadas
positivamente con Anexina V. Estos resultados sugieren que la transfeccion con el
vector pCMV6-ADHI1p induce un aumento en la exposicioén de la Fosfatidil Serina

de las células A549.
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10 DISCUSION

El Céncer pulmonar es la segundo tipo mds comun de cdncer y es la principal causa
de mortalidad de cédncer tanto para hombres como mujeres (Siegel et al., 2012). Se
estima que existen 1.6 millones de casos nuevos y 1.37 millones de muertes debido
a el cdncer pulmonar cada ano (Furrukh et al., 2013). En afios recientes, se han
explorado nuevos tratamientos con mecanismos de accion novedosos, y se ha
promovido el aumento en el conocimiento sobre los procesos bioldgicos y

fisiopatoldgicos clave del cdncer pulmonar.

El gen ADHI1p ha sido reportado como sub expresado a nivel de RNAm en cancer
pulmonar (Sarah et al., 2012). El papel de esta enzima en la carcinogénesis y la
progresion del cdncer pulmonar no han sido bien esclarecidos; aunque se conoce su
fundamental importancia para los procesos que regulan la homeostasis de las rutas
metabolicas del etanol y el acido retinoico. Diversos estudios reportan que
alteraciones en estas rutas podrian representar puntos clave en la carcinogénesis y
progresion pulmonar. En general, un desbalance en la homeostasis de los retinoides
se ha asociado con una variedad de enfermedades humanas incluyendo céncer
(Love et al., 1994). Se espera que los resultados de este proyecto de tesis aumenten
la comprension de los procesos celulares que ADH1p regula o sobre los cuales tiene
un impacto en la linea celular de cdncer pulmonar A549. La ruta metabdlica que la
enzima ADHIf regula es la del etanol, compuesto que ha sido clasificado como
carcindgeno del grupo 1, sin embargo, la enzima ADHI posee la capacidad de
metabolizar retinol, un paso necesario para la produccion de &4cido retinoico
biolégicamente activo, el cual interactia con los receptores nucleares de acido
retinoico RAR-RXR, activando asi la transcripcion de una variedad de genes
involucrados en el desarrollo temprano del tejido pulmonar en un proceso llamado

sefializacion acido retinoica.

El primer experimento que se presenta en esta tesis, es la comparacion entre la
expresion de la enzima ADHI1B de las dos lineas celulares A549 y MRCS. En
estudios anteriores se habia reportado la sub expresion de ADHIB en céancer

pulmonar a nivel de RNAm (Sarah et al., 2012), se esperaba que a nivel de proteina
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y en una linea celular de cancer pulmonar se observara el mismo fenémeno. Con el
proposito de verificar la sub expresion de ADHI1f en la linea celular A549 se
compard la expresion de €sta con la linea celular pulmonar normal utilizada como
control MRC5 (Mulhivill et al., 2012) (Figura 13). Al compararla con la linea
control MRCS5 se observa la sub expresiéon de ADH1 en A549 (Figura 14). Sarah et
al., 2012 y Kroptova et al., 2014 han sugerido que la sub expresion de ADH1 esté
relacionada al cancer pulmonar. Aunque la relacién entre el RNAm y la proteina de
ADHI1 no fue evaluada en este proyecto de tesis, es probable que al existir menos
RNAm, la cantidad de proteina activa también disminuird,. Una sub expresion de la
enzima ADHI1p, deberia tener un efecto importante en el metabolismo del dcido
retinoico y el etanol; ocasionando un desbalance en la homeostasis de los retinoides.
Al haber una sub expresion de la enzima ADHIp se espera que su actividad en los
procesos celulares también se vea disminuida. Molotkov et al demuestran que la
reduccién en la actividad de ADHI1 resulta en un decremento en el acido retinoico
biologicamente activo en el citoplasma, llevando a una transformacion estructural
de la matriz extracelular y a ciertas anomalias que han sido asociadas con el

desarrollo de cancer.

Posteriormente, las células A549 fueron transfectadas con el vector de expresion
pCMV6-ADHI1B con ayuda del agente lipocatiénico Lipofectamina 2000. La
transfeccion de la linea celular A549 con un agente lipocatiénico es un modelo de
transfeccion que ya ha sido estudiado por diferentes autores (Gao et al., 1991). El
objetivo de esta transfeccion era elevar los niveles celulares de la enzima ADHIP y
asf restablecer la funcionalidad de los procesos que ADH1p regula. En primer lugar
se realizaron ensayos para determinar las mejores condiciones de transfeccién tanto
como para tiempo de transfeccion y concentracion de agente lipocatidnico, donde se
determiné que a las 72 horas con una concentracion de Lipofectamina de 2X se
obtenian mejores resultados (Figura 15/16). Se estudi6 la morfologia que adquieren
las células al ser transfectadas con el vector pPCMV6-ADHI1 a las 72 horas (Figura
17) y se realizaron ensayos para confirmar que el vector habia sido introducido y
que la enzima ADH1 habia aumentado sus niveles. Se verificé la introduccién del

vector pPCMV6-ADHI1f con un ensayo de gen reportero utilizando la proteina verde
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fluorescente GFP (Figura 18/19). De manera similar, se verificé la expresion de la
enzima ADHI1p proveniente del vector pPCMV6-ADHI1B evaluando la expresion del
fragmento de la proteina DDK-Flag (Myc) mediante western blot (Figura 20). De
esta manera se confirmé la transfeccion de las células A549 con el vector pCMV6-

ADHIp.

Se observo un aumento en la expresiéon de ADHI1p en las células A549 transfectadas
con pCMV6-ADHI1f en comparacién con las células control (Figura 20). Ademads
se evalud la expresion de la proteina CYP2EI, sin embargo esta solo fue observada
en las células control y no en las células transfectadas (Figura 20). En ausencia de
ADHI1, los niveles de CYP2EI son elevados por el etanol y durante su reaccion
catalitica con el oxigeno molecular especies reactivas de oxigeno como el
super6xido y perdxido de hidrégeno son producidas (Gonzalez et al., 2005).
CYP2E] parece jugar un rol importante en los mecanismos por los cuales el etanol
genera stress oxidativo y es hepatotoxico (Jimenez-Lopez et al., 2001). Esto es
importante ya que ademds de producir acetaldehido con potencial carcinogénico, el
metabolismo por CYP2EI resulta en una liberacion significativa de radicales libres
los cuales incrementan las especies reactivas de oxigeno (ROS) y como
consecuencia esto puede causar dafio a proteinas, dcidos nucleicos e inducir
cambios de sefalizacion. Estos son procesos que inhiben al glutation reducido

(GSH) y otros sistemas de defensa contra el stress oxidativo.

Tomando en cuenta los pardmetros anteriormente discutidos, se buscé determinar si
el cambio en la expresion de la enzima ADHI1[ repercute de manera importante
sobre la viabilidad de las células de cancer pulmonar A549. Se analiz6 si la
expresion de la enzima ADH1[ genera alteraciones en la actividad metabdlica de la
célula al evaluar las células A549 transfectadas con el vector pPCMV6-ADHI1f en un
ensayo de MTT. Las células A549 transfectadas con el vector pCMV6-ADHIf
sufren un deterioro en la capacidad de metabolizar el MTT, siendo este significativo
al tiempo de 72 horas (Figura 21). Estos resultados nos permiten inferir que la
condiciéon original de Subexpresion de la enzima ADHIP es importante para

mantener la viabilidad de las células de cdncer pulmonar A549, ya que al elevar la
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expresion de esta enzima de manera exdgena se observa un detrimento en la
capacidad metabdlica de las células. El mecanismo por el cual este fendmeno es
llevado a cabo no es claro pero podria estar relacionado a las rutas metabdlicas que
ADHIp regula y al estado de las especies reactivas de oxigeno que son afectados

por la expresién de ADHI1.

Debido a que bajo condiciones de stress oxidativo las especies reactivas de oxigeno
pueden llevar a lesiones moleculares fatales que contribuyen a la carcinogénesis
(Ishikawa et al., 2008), se determiné analizar el estado de las especies reactivas de
oxigeno de las células A549 transfectadas con el vector pPCMV6-ADHIp utilizando
el ensayo de DCFDA evaluando su intensidad de fluorescencia en el citometro de
flujo. Los resultados muestran que existe un incremento significativo en los niveles
de especies reactivas de oxigeno de la linea células A549 transfectada con pCMV6-
ADHIp en contraste a las células control o a las que fueron transfectadas con el
vector pCMV6 (Figura 22/23). Estos datos representan un hallazgo importante ya
que se ha demostrado que el ROS intracelular es considerado un indicador de un
metabolismo celular maligno o alterado y ademds puede activar la ruta de
senalizacion PI3k/Akt la cual es un importante mediador del desarrollo tumoral

(Zhang et al., & Okoh et al., 2013).

Se buscé ratificar que ADH1 es importante para la proliferacion de la linea celular
de céncer pulmonar al evaluar la exposiciéon de la molécula fosfatidil serina
utilizando el ensayo de Anexina V. En los resultados se observa un incremento en el
porcentaje de células marcadas positivas para la Anexina V tanto en el grupo de
células A549 transfectadas con pCMV6, aunque este no es significativo, como en el
grupo de células A549 transfectadas con pPCMV6-ADHI1p siendo este significativo
estadisticamente (Figura 24/25). Estos resultados sugieren que las células A549
transfectadas con pCMV6-ADHIB experimentan un tipo de muerte con

caracteristicas mds cercanas a la apoptosis.

En Resumen, los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que la linea A549 tiene
una sub expresion a nivel proteina de la enzima ADHIB en comparacion a la linea

MRCS5, una linea celular pulmonar normal (Figura 14); las células A549
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transfectadas con el vector pCMV6-ADHIP exhiben una viabilidad relativa
disminuida (Figura 21); un nivel aumentado de Especies Reactivas de Oxigeno
(Figura 22) y un nivel aumentado de la exposicién de la fosfatidil serina (Figura

24/25).

Este proyecto de tesis se hizo con el fin de demostrar la importancia de la enzima
ADHIB y cémo un cambio en la expresion de esta puede impactar la viabilidad y
proliferacion de la linea celular de cancer pulmonar AS549. Se espera que los
resultados de esta investigacion expandan los conocimientos actuales sobre la
biologia y fisiopatologia del cancer pulmonar y que acerquen los esfuerzos

cientificos a un mejor entendimiento de esta enfermedad.
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11 CONCLUSIONES

Estos resultados sugieren que la expresién exdgena de ADHI1p en la linea celular
A549 induce mecanismos relacionados con una disminucién en la viabilidad relativa
de las células y que ademds propician la exposicion de la fosfatidil serina en la
membrana de las células al mismo tiempo que inducen una mayor produccién de
especies reactivas de oxigeno. Una Enzima, y en particular ADHI, participa en el
metabolismo celular de manera importante. Una alteracion en el metabolismo del
etanol y vitamina A causada por una anomalia en los niveles de ADH1 puede activar
mecanismos de transformacion maligna mediados por ROS, sefalizacion alterada de
dcido retinoico. El aumento en el conocimiento sobre la fisiopatologia,
carcinogénesis, y progresion tumoral del cdncer pulmonar es importante para lograr
obtener una visién mds amplia y acertada de los procesos tumorales. De esta manera,
el aumento en el conocimiento de los procesos moleculares puede llevar al desarrollo
de nuevas herramientas de diagnéstico y prondstico que sean no invasivas y costo-
efectivas, sensibles y con un buen indice de predictibilidad; ademds, propicia el
descubrimiento de posibles blancos terapéuticos que disminuyan la progresion

tumoral o en el mejor de los casos, erradiquen el cdncer y prevengan una regresion.

e La linea celular de cdncer pulmonar A549 posee una sub expresiéon a nivel

proteina de la enzima ADHI en comparacién a la linea MRCS.

e Las células A549 transfectadas con el vector pCMV6-ADHIB exhiben una

viabilidad disminuida.

e Las células A549 transfectadas con el vector pPCMV6-ADHI exhiben un nivel

aumentado de Especies Reactivas de Oxigeno.

e Las células A549 transfectadas con el vector pPCMV6-ADHI1 exhiben un nivel

aumentado en la exposicion de la fosfatidil serina.
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