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RESUMEN

La proteina del tumor de Wilms (WT1) tiene un papel en la regulacién genes
del crecimiento, diferenciacion y proliferacion celular, suprime el crecimiento
celular y tumorigenecidad, regula directamente la via apoptética mediante la
induccién de genes proapoptéticos . Ademds, es un oncogén sobreexpresado en
diversos carcinomas, incluyendo el pulmonar, y se han utilizado oligos
antisentidos para wt/ que suprimen el crecimiento celular de lineas pulmonares
(Oji et al., 1999). Recientemente, wt/ se ha considerado como un regulador
transcripcional de la angiogénesis, su silenciamiento mediante ARNi reduce la
proliferacién y migraciéon de células vasculares endoteliales humanas in vitro
(Timar et al., 2005) y al combinarse con drogas quimioterapéuticas sensibiliza a
diferentes lineas celulares de cdncer pulmonar al efecto citotdxico de las drogas
(Yonesaka et al., 2006). Por lo tanto, wtl es un buen blanco de estudio para el
desarrollo de estrategias de terapia génica y su silenciamiento podria tener un
beneficio dual, primero reduciendo la proliferacion celular del tumor y segundo,
inhibiendo la angiogénesis tumoral. En este trabajo investigamos el potencial de
wtl como blanco terapéutico, mediante la exposicion de la linea de melanoma
murino B16F10 a un complejo de ARNi contra wt/ (ARNi-wtl) en combinacion
con drogas quimioterapéuticas (Gemcitabina y Cisplatino), donde se observo un
efecto sinérgico al combinar dichos tratamientos mediante un isobolograma; a su
vez, se realizé un ensayo clonogénico, obteniendo una disminucion en el nimero
de focos celulares; en las técnicas de PCR se observd un decremento en la
expresion de wtl y del gen apoptético bcl2; y en la prueba de citometria se
encontrd una disminucién de la viabilidad celular por apoptosis del 22%. In vivo,
en ratones C57Bl6 con metdstasis a pulmoén por la linea de melanoma murino
B16F10, se aplico un sistema de aerosol dirigido a pulmones para la deliberacion
del ARNi-wtl, donde se observé la sobrevivencia del 100% y un valor de
progresion de 0. En conclusidn, la politerapia presenta un efecto sinérgico contra
el cancer pulmonar en murino, sin embargo se requieren mds estudios para

evaluar su eficiencia.



ABSTRACT

Wilms tumor protein (WT1) plays a role in transcriptional regulation,
involving different signaling cascades: regulating growth genes, cell
differentiation and proliferation, suppresses cell growth and tumorigenecity,
directly, regulates the apoptotic pathway by inducing proapoptotic genes
(Morrison et al., 2005) and negatively regulated receptors involved in the balance
of survival and death signals (Menke et al., 1997). In addition, it is an oncogene
overexpressed in various carcinomas, including the lung, and antisense oligos
have been used for wtl that suppress the growth of lung cell lines (Oji et al.,
1999). Recently, wtl has been considered as a transcriptional regulator of
angiogenesis, its silencing by RNAi reduces the proliferation and migration of
human endothelial vascular cells in vitro (Timar et al., 2005) and when combined
with chemotherapeutic drugs sensitizes different cell lines of lung cancer to the
cytotoxic effect of drugs (Yonesaka et al., 2006). Therefore, wtl is a good target
for the development of gene therapy strategies and its silencing could have a dual
benefit, first reducing tumor cell proliferation and second, inhibiting tumor
angiogenesis. In this work we investigated the potential of wtl as a therapeutic
target by exposing the murine melanoma line B16F10 to a complex of RNAi
against wtl (RNAi-wtl) in combination with chemotherapeutic drugs
(Gemcitabine and Cisplatin), where a synergistic effect was determine by a
isobologram; besides, a clonogenic test was performed, obtaining a decrease in
the number of cell foci; in the PCR techniques a decrease in the expression of wtl
and the apoptotic gene bcl2 was observed; and in the cytometric test, a reduction
in cell viability by apoptosis of 22% was found. In vivo, in C57B16 mice with
lung metastases by the BI6F10 murine melanoma line, a lung-directed aerosol
system was applied for the deliberation of the RNAi-wtl, where 100% survival
and a progression value of 0. In conclusion, the combination therapy has a
synergistic effect against murine lung cancer, however further studies are needed

to evaluate its efficiency.



1. INTRODUCCION

El céncer pulmonar es una de las neoplasia con mayores indices de prevalencia
y mortalidad a nivel mundial y en nuestro pais, la frecuencia y el nimero de
muertes por esta patologia va en aumento (Minna et al., 2002; Tovar-Guzmaén et
al., 2005). Se han enumerado diversos factores de riesgo para el desarrollo de esta
neoplasia, el mayormente asociado en mds del 90% de los casos es el tabaquismo
(Hackshaw et al., 1997). La incidencia, el riesgo de enfermar y la tasa de muerte
prematura muestran valores mads altos en las entidades federativas de ingreso
econdmico alto. Cada afio se diagnostican nueve mil pacientes de cuales ocho mil
fallecen en ese periodo, el problema principal es que el 75% de los casos de
cancer de pulmén se detectan en etapas avanzadas, lo que disminuye en gran
medida la sobrevida, y alrededor del 90% de los pacientes fallecen en los
siguientes diez meses o antes del primer afio después del diagnéstico (Franklin,

2000), con una sobrevida de cinco afios en alrededor del 15% (Janne et al., 2001).

Existen dos categorias importantes de cancer pulmonar considerando el
origen y comportamiento de las células cancerosas (Alva-Lépez et al., 2003):
Céncer de pulmén de células pequefias (SCLC), el cual constituye el 20% de los
casos y es agresivo, por otro lado se encuentra el carcinoma de pulmén de células
no pequefias (NSCLC), representa casi el 80% del total de los casos (Mayoral-
Chavez et al., 2004).

La transformacion maligna de las células de pulmon abarca una serie de
eventos genéticos y moleculares involucrando alrededor de 50 genes supresores
de tumores y 100 oncogenes que usualmente son proto-oncogenes que potencian
el crecimiento celular y su activacion puede ocurrir por muchos motivos
incluyendo mutaciones puntuales, sobre expresion o pérdida de la regulacién
normal del ciclo celular.

En el caso de los antioncogenes, los cuales son genes celulares normales
involucrados en la regulacién del crecimiento que pueden tener un efecto
tumorigénico y algunos estdn relacionados con el cdncer pulmonar como el rb,

p53, pl6y wtl.



El gen wtl presenta un papel importante en la regulacion transcripcional,
involucrandose en diferentes cascadas de sefializaciéon como regulador de genes
del crecimiento, diferenciacion y proliferacion celular, suprime el crecimiento
celular y tumorigenecidad, regula directamente la via apoptética mediante la
induccién de genes proapoptéticos (Morrison et al., 2005), Por lo tanto, el
silenciamiento de wtl en tumores podria tener un beneficio dual, primero
reduciendo la proliferacion celular del tumor y segundo, inhibiendo la
angiogénesis tumoral. De esta manera, la administracién de una terapia génica con
ARNI para el silenciamiento de wtl combinada con las drogas quimioterapéuticas
aplicadas en la actualidad mediante un sistema de aerosol representa una

tecnologia.

El tratamiento de los pacientes con cancer pulmonar consiste de varias
técnicas, las cuales son la cirugia, radioterapia y quimioterapia, dependiendo del
tipo histolégico; sin embargo en la mayoria de los casos no son efectivas o la
calidad de vida es deficiente para el paciente (Minna et al., 2002). Uno de los
tratamientos prometedores son las terapias genéticas, sin embargo, en céncer de
pulmén se dificulta ya que ésta es una enfermedad multifactorial y existen
diversos defectos genéticos, por lo que se han propuesto distintas alternativas
como estimular al sistema inmune, la transferencia de genes suicidas, el
reemplazamiento de genes supresores de tumor defectuosos, la transferencia de
genes pro-apoptéticos y la inactivaciéon de oncogenes (Swisher y Roth, 2000).
Existen diversas opciones como la de la restauraciéon de los genes supresores de
tumor que se encuentran mutados en cincer para restaurar las vias de crecimiento
normal y proliferacion celular, por otra parte esta la Inhibicién de Oncogenes.
Entre las estrategias para la inhibiciéon de oncogenes se encuentra el ARN de
interferencia (ARNi), constituido por fragmentos pequefios de ARN (siARN) y
por polimeros catiénicos de aplicacion local o sistémica (Aigner, 2006) como el
polimero catiénico Polietilenimina (PEI), el cual es un potente agente de
transfeccion de DNA en una gran variedad de lineas celulares y animales.
Aunando, la deliberacion génica por la técnica de aerosol para el tratamiento de
cancer logra que los productos lleguen especificamente y uniformemente a

pulmon, incrementando su concentracion, farmacocinética y evitando la toxicidad
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(Gautam et al., 2000). Ademds es posible provocar una quimiosensibilizacion en
cancer de pulmoén utilizando ARNi de blancos moleculares relacionados con la
resistencia a multi-farmacos. La administracién de una terapia génica y de las
drogas quimioterapéuticas actuales por un sistema de aerosol representa una

tecnologia con futuro.

Este objetivo se puede lograr con el uso combinado de modelos animales in vivo

y las técnicas de biologia molecular desarrolladas hasta el momento.



2.- ANTECEDENTES

2.1. Estadisticas del Cancer.

El Céncer, segin la OMS, provocé 14 millones de casos nuevos y 8.2 millones de
muertes en el afno 2012, y se espera que el nimero de casos incrementen un 70%
(22 millones) en las siguientes 2 décadas. Los tipos de céncer con mayor
mortalidad son: pulmonar (1.59 millones), hepatico (745,000), estomacal
(723,000), colorrectal (694,000), de mama (521,000) y esofagico (400,000). En
los hombres, los 5 tipos de cdncer con mayor frecuencia son: pulmonar, de
préstata, colorrectal, estomacal y del higado; en el caso de las mujeres: mama,

colorrectal, pulmonar, cérvico-uterino y estomacal.

La tercera parte de las muertes por cdncer se han relacionado por: obesidad, dieta
reducida en frutas y verduras, falta de actividad fisica, consumo de tabaco, abuso
de alcohol, infecciones virales (HPV, HCV y HBV). Especialmente, el tabaco
provoca el 20% de la muertes por cancer y el 70% de las muertes por cancer

pulmonar (WHO, 2015).

2.2.-Cancer pulmonar.

El cancer pulmonar Es una de las neoplasias con mayores indices de prevalencia
y mortalidad a nivel mundial, en México; ocupa el segundo en hombres y
mujeres, y aproximadamente el 14% de todos los casos nuevos, tanto el tipo
histolégico de células pequeilas y no pequefias. La edad promedio de la
morbilidad es de 70 afos, la mayoria de los casos (2 de 3 diagndsticos) ocurren en
personas de 65 afios o mds, mientras que menos del 2% ocurre en personas
menores de 45 afios. En hombres, la probabilidad de desarrollar cancer pulmonar
es de 1 en 14, y en las mujeres, 1 de 17 (American Cancer Society, 2016), a su
vez, la razoén de la mortalidad entre sexos es de aproximadamente 2.40 varones

por cada mujer (Tovar-Guzman et al., 2005).



En México, esta enfermedad cobra muchas vidas, debido a que el 75% de los
casos de cancer de pulmoén se detectan en etapas avanzadas, lo que disminuye en
gran medida la sobrevida, ya que 90% de estos pacientes fallecen en los siguientes

diez meses o antes del primer afio después del diagndstico (Franklin, 2000).

Segun el INER, se registra en promedio el deceso de una persona cada 10 minutos
por enfermedades relacionadas con el tabaquismo, es decir, mueren 6 personas

cada hora o 147 diariamente o 53 mil anualmente (Franklin, 2000).

Una vez diagnosticado el cancer pulmonar se estima una sobrevida de cinco afios
en alrededor del 15% (Janne et al., 2001) este indice es el mds bajo comparado
con otros tipos frecuentes de cénceres (colon 63%, mama 83% y prostata 93%)
(Landis et al., 1999). Sin embargo, existe una dramadtica diferencia en la
sobrevivencia a 5 afios y la relacién con el estadio de la enfermedad: la forma
localizada muestra una sobrevida de mas del 40% (I1A=67%, I1B=57%, I1A=55%,
[IB=39%, 11IA=23%) comparado con la forma extensiva de la enfermedad que

muestra solo el 14% (Franklin, 2000).

2.3.-Tipos de Cancer de Pulmoén.

El carcinoma pulmonar (CP) o broncogénico representa el 97% de los tumores
pulmonares. De este 97%, el 93% corresponde al cdncer de pulmén primario y el
4% lo forman tumores secundarios o metastéticos, el 2% corresponde al adenoma

bronquial y el 1% son tumores benignos (Minna et al., 2002).

Sin embargo, existen dos categorias clinicamente importantes de cancer pulmonar
considerando el origen y comportamiento de las células cancerosas (Alva-Lépez

et al., 2003):



2.3.1.-Cancer de pulmén de células pequeiias (SCLC).

El Cancer de pulmén de células pequefias (Fig. 1a) constituye el 20% de los
canceres pulmonares, es un cancer de comportamiento agresivo donde las células
se multiplican rdpidamente y poseen la capacidad de extenderse a otros érganos
mayores como: ganglios linfaticos, huesos, cerebro, glindulas suprarrenales e
higado. Dentro de este grupo se reconocen los subtipos: carcinoma de células
pequefias, carcinoma mixto de células pequefias y grandes y carcinoma
combinado de células pequefias. La causa principal de este tipo de cdncer es el

tabaco (Mayoral-Chdvez et al., 2004).

2.3.2.-Cancer de pulmén de células no pequeiias (NSCLC).

El Céancer de pulmén de células no pequenas (fig.1b) representa casi el
80% del total de los casos cdncer de pulmén. Se extiende mas lentamente que el
carcinoma de células pequeiias. Existen tres subtipos:
a) Carcinoma de células escamosas o epidermoide (30%), que suele iniciarse en
los tubos bronquiales y evolucionar en un periodo largo.
b) Adenocarcinoma (40%), de origen glandular y ocupa el primer lugar en
frecuencia epidemioldgica.
c¢) Carcinoma indiferenciado de células grandes (10%), el cual tiende a crecer y
extenderse rdpidamente en cualquier parte del pulmén, dando un mal prondstico

para el paciente (Mayoral-Chdavez et al., 2004).

Figura 1. Clasificacion histologica de cancer pulmonar. A) Corte histolégico de tejido
pulmonar diagnosticado como SCLC. B) Corte histoldgico de tejido pulmonar diagnosticado como
NSCLC (Adenocarcinoma).



En un estudio realizado durante el periodo de 1997 al 2002 en el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) de México, ingresaron 845
pacientes con diagnostico de cancer pulmonar, de los cuales 577 (68.3%)
presentaron adenocarcinoma, 175 (20.7%) presentaron carcinomas celulares
escamosos, y 93 (11%) presentaron otro tipo histopatologico. Se encontré que el
adenocarcinoma es el subtipo histopatolégico més frecuente en hombres jévenes y

con menor incidencia al tabaquismo (Tovar-Guzman et al., 2005).

2.4.-Factores de Riesgo

Clinicamente, la mayor parte de la evolucién del cdncer pulmonar es
silenciosa, a medida que avanza la enfermedad se van manifestando los sintomas
y el prondstico se torna malo, incluso el 70% de los pacientes presentan una
enfermedad inoperable por un diagndstico y tratamiento tardio. El pobre
prondstico depende de varias caracteristicas del individuo (edad, rendimiento
fisico, nivel del lactato deshidrogenasa sérico, cuenta de leucocitos y neutréfilos,
genética) y del tumor (estadio de la enfermedad, histologia) (Meert et al., 2003).
Puesto que el proceso de desarrollo del céncer es complejo y multifactorial,
existen factores predictivos moleculares que involucran aspectos genéticos,
inmunitarios, irritaciones celulares y mutaciones del DNA causadas por la dosis y
duracién de exposicién a los carcinogénicos del ambiente, ocupacionales o
recreacionales (Mayoral et al., 2004). Algunos carcinogénicos quimicos de
pulmén son los hidrocarburos aromaéticos, nitrosamidas, polonio, arsénico,
asbesto, clorometiléter, y principalmente el tabaquismo, el cual se encuentra
reportado en el 87% de los casos. Se han identificado 4000 agentes quimicos en el
humo del cigarro, 60 de ellos son carcinogénicos, los principales causantes del
cancer son los hidrocarburos aromaticos policiclicos como el benzopireno, pero
con mayor frecuencia se encuentran el benceno y el butadieno (Sanchez et al.,

2004).



2.5.-Anormalidades Moleculares en Cancer Pulmonar.

En el proceso de induccién al cincer de pulmén ocurren gran cantidad de
anormalidades genéticas: oncogenes (ras, myc), genes supresores de tumor (p53,
rb, p16 y fhit), genes apoptéticos (bcl-2), alteraciones microsatelitales, pérdida de
la heterocigosidad, expresion de la actividad telomérica, entre otras; o también,
pueden efectuarse cambios epigenéticos, como en la reparaciéon del DNA, la
pérdida o elevada expresion de proteinas y la metilacion (Hyun et al., 2006;
Sanchez et al.,, 2004). El resultado es una seleccion clonal de células con

capacidades de crecimiento incontrolado y de migracion.

Las lesiones moleculares ocurren en epitelio normal (en ausencia de displasia),
posteriormente aparecen las lesiones bronquiales preneopldsicas, la cuales
comprenden varias etapas: metaplasia, displasia leve, displasia moderada y
displasia severa. Cualquier alteracion molecular que provoca pérdida de
regulacion en el ciclo celular o de la apoptosis, se considera que posee el potencial
para la carcinogénesis. Ademds, por la acumulacién de dichas anormalidades
moleculares se puede medir el grado de severidad, de tal manera se puede predecir
la susceptibilidad del paciente a desarrollo y tratamiento del cancer en el drbol

bronquial (Brambilla et al., 2003).

Los principales genes supresores de tumor que se encuentran alterados incluyen a
p53 (90% en SCLC; 50% NSCLC), rb (90% SCLC; 20% NSCLC) y p16 (50%
NSCLC; 1% SCLC) (Landis et al., 1999). Otros genes supresores de tumores
involucrados con menor frecuencia son PTEN, hOGG1 (reparador del DNA),
BAPI. El principal modo de inactivacién de la expresion de un gran ndimero de
genes supresores de tumores involucra la hipermetilacion del promotor

(Zochbauer-Muller et al., 2001).
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El gen de tumor de Wilms o wt/ es otro supresor tumoral que codifica para un
factor transcripcional (Figura 2) involucrado en procesos de diferenciacion celular
y apoptosis (Wagner et al., 2003). Dicho gen se ha encontrado expresado en
diferentes tipos de céancer, incluyendo el cédncer de pulmén. Mensen et al.
detectaron la expresion de wtl en 5 de 11 lineas celulares de cancer de pulmoén
(45%) por medio de RT-PCR, en 5 lineas SCLC se encontraron 2 positivas (40%)
y en 3 de 6 de NSCLC (50%), en otra investigaciéon WT1 también se encontrd
sobreexpresado en 12 de 15 lineas celulares de cancer pulmonar (Menssen et al.,
2000). Por lo anterior se considera a wt/ como un blanco atractivo para generar

una terapia génica para lograr su silenciamiento.

2.6.-WT1.

El gen de wt!l se encuentra localizado en el cromosoma 11p13 y codifica para un
ARNm de 3kb formado por 10 exones (Call et al., 1990). El dominio N-terminal
de wtl estd compuesto de secuencias ricas en prolina-glutamina y estd
involucrado en interacciones ARN y proteina, este dominio es critico para la
funcién de regulacién transcripcional ya que contiene dominios de represion 'y
activacion. El dominio C-terminal estd formado por cuatro dedos de zinc tipo
Krupple Cisteina2-Histidina2, que representan su dominio de unién a DNA, pero

también estad involucrado en interacciones ARN y proteina, ver Figura 2 (Menke

et al., 1998).
Autoasociacion
|
I 1
Regulacion Sitio de Union
Transcripcional delos AN

| || |

1 71 92101 180 250 449
A II Zn Zn ZnIZn

17AA KTS

Figura 2. Estructura de los dominios de WT1. el esquema de WT1 muestra el dominio de
represion (R), dominio de activacién (A) y los dedos de zinc (Zn), el dominio de supresién de 10
aminodcidos (SD) es incorporado y los splicing alternativos de WT1 (Kts y 17AA) son indicados
en las barras rellenas de negro. La regién de autoasociacion N-terminal también es presentada, El
nimero de aminodcidos descritos se refiere a las isoformas de WT1 que contiene ambos splicing,
la insercién de KTS y de 17 aminodcidos.
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WTI1 tiene distintas funciones (Figura 3) ya que sus modificaciones
postranscripcionales del pre-ARNm permiten la produccién de 24 isoformas
(Figura 4), pero también sus funciones celulares y de desarrollo se traslapan

(Figura 3) (Wagner et al., 2003).

Apoptosis
i iacio mediada por p53
Diferenciacion ESC-GM HaLp

celular w, T ‘|_ 053
\ /

Apoptosis Bg’IQ Ciclina E

|

Célula tumoral Arresto celular

Figura 3. Funciones de WT1. el gen WT1 reprime la expresiéon de ESC-GM, RA-Ra, p53,
Ciclina E y Bcl-2, provocando la diferenciacion celular, la apoptosis y el arresto celular, segin sea
el caso, ademds, WT1 estimula la expresion de p21 y Bcl-2, promoviendo la generacién de una
célula tumoral

En pacientes con cancer y en modelos murinos, se ha revelado que WT1 presenta
varias actividades durante el desarrollo embrionario y el mantenimiento de la
funcién de los 6rganos, su mutacién es causante de varios sindromes (Denys-
Drash, Frasier y WAGR) y su expresiéon en varios tipos de cdncer (leucemias,
tumores de células pequenas redondas desmopldsticas, mama, retinoblastoma y

pulmonar) (Wagner et al., 2003).

En cepas de ratones carentes de wtl (-KTS) o wtl (+KTS) se generaron
variantes en el exén 9 (Ver Isoformas de wt/ en la Figura 5). En ratones carentes
de wtl (-KTS) se observaron defectos en rifiones y génadas. En animales sin wt/
(+KTS) se presentd alteracion en la funcion de los podocitos y revertimiento del
sexo masculino al femenino. La reduccién de los niveles de wt/ en riidén genera
una glomeruloesclerosis y un incremento de wt/ en el corazén contribuye a la

neovascularizacion (Wagner et al., 2003).
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Ademads, se ha encontrado una alta expresion de wt/ en leucemia y diferentes
tumores en humanos (Oji et al., 1999). En cancer de pulmon, se ha encontrado la
expresion de wtl en el 96% (54/56) por RT-PCR, de igual manera se demostré la
elevada expresion de wtl en el 83% (5/6) de los casos de cancer de pulmén por
inmunohistoquimica, y al realizar la secuenciacion de 7 casos no se encontraron
mutaciones, sugiriéndose asi que wt/ tipo silvestre juega un papel importante en

la tumorigénesis del cancer pulmonar (Oji et al., 2002).

2.6.1.-Isoformas de WT1.

Se han descrito alrededor de 24 isoformas diferentes de WT1 resultado de los
fenémenos de splicing, sitios de inicio de la traduccién y edicién del ARN. Los
splicing del ARNm de WTTI son dos: uno en el exén 5 donde se insertan o no 17
AA (51pb) y la insercién de tres aminoacidos KTS (lisina, .treonina, serina) entre
los dedos de zinc 3 y 4. Bajo condiciones fisioldgicas normales, la expresion del

radio KTS+/KTS- se mantiene aproximadamente 2:1 (Hohenstein y Hastie, 20006).

Otras isoformas alternativas se derivan del uso del codén de inicio CTG que se
encuentra rio arriba, del codén de inicio ATG interno que se encuentra al final del

exon 1 y un residuo en el exén 6 para edicion del ARN (Roberts, 2005).

La conservacion de las isoformas de WT1 durante la evolucién nos da una idea
de la importancia de sus funciones. Primero, la edicién del ARN de WTI
solamente ha sido descrita en raton y humano, en donde las variantes del exén 5y
de los sitios alternativos de inicio de la traduccién estdn conservados en todos los
mamiferos. No hay datos publicados de la conservacién de las isoformas, solo de
la KTS(+)(-), que se encuentra conservada en todos los vertebrados. En base a
esto, se sospecha que las isoformas KTS comprenden la variacién mds importante

(Roberts, 2005).

13



IEEme——— W e W o W o W

e W o W o W o W
] Ml \f Nl M

Figura 4. Isoformas de WT1. el gen WT1 puede sufrir modificaciones: puede agregarse una
secuencia de 17 aminodcidos entre el dominio de transactivacion y el drea del dominio de unién al
DNA, la insercién de los 3 aminodcidos (Lisina, treonina y serina) entre el tercer y cuarto dedo de
zinc, ambas inclusiones pueden presentarse o ninguna.

2.6.2.-WT1 como regulador transcripcion y post-transcripcional.

La primera funcién asignada a WT1 fue como regulador de la transcripcion
debido a la presencia de los dedos de zinc en el extremo C-terminal (Roberts,
2005). Entre los genes que regula incluye genes de crecimiento celular y
metabolismo, componentes de la matriz extracelular, factores de crecimiento y

otros factores de transcripcion.

Hay resultados paradéjicos en el papel exacto de WT1 en la transcripcion ya
que parece que puede ser tanto activador como represor transcripcional
dependiendo del contexto celular y experimental (Reddy et al., 1995; Wang et al.,
1995; Laity et al., 2000). Por ejemplo, se ha demostrado que la expresion exdgena
de WTI en las lineas celulares de cdncer de mama MDA-MB-468 y MCF-7 y en
la linea leucémica K562 puede activar al promotor de c-myc y estimular la

proliferacién celular (Han et al., 2005).

En contraste, en la linea HeLLa se ha mostrado una represion del promotor de c-
myc por WT1 (Hewitt et al., 1995). Otro ejemplo relevante es el del gen
antiapoptotico bcl-2 en células HeLLa y DHL-4, una co-transfeccion transiente de
WTTI con el promotor de bcl-2 ligado a un gen reportero resulta en una represion
significativa del promotor de bcl-2 (Heckman et al., 1997); mientras que en la
linea celular rabdoide G401 una sobre expresion estable de WT1 conlleva a un

incremento endégeno de la proteina de Bcl-2 (Mayo et al., 1999).
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Se ha visto que varias proteinas se pueden asociar y regular a WT1 tanto in
vitro como in vivo. Una de ellas es la proteina del gen supresor de tumor p53, que
puede unirse a los dominios de los dos primeros dedos de zinc de WT1. Cuando
WTI es co-expresado con p53 wild-type en las células Saos-2 nulas de p53, hay
un incremento en la estabilidad y vida media de p53. Después una radiacién con
UV las células entran a arresto celular en G1 pero no hay apoptosis mediada por

pS53 y las células escapan a la muerte inducida por UV (Maheswaran et al., 1995).

Ademds de un papel en la regulaciéon transcripcional, hay evidencia
circunstancial de un posible rol de WTI en el metabolismo del ARN,
posiblemente por splicing, mediado via el dedo de zinc 1 y con algo de
especificidad para la isoforma KTS+ (Larsson et al., 1995; Davies et al., 1998;
Ladomery et al., 2003).

2.6.3.-Expresion normal de wtl.

WTI es una molécula regulatoria importante involucrada en el crecimiento
celular y desarrollo y estd expresado de una manera tejido especifica. Durante el
desarrollo embrionario, WT1 se encuentra primariamente en el sistema urogenital,
bazo, ciertas areas del cerebro, espina dorsal, érganos mesoteliales, diafragma ,
limbo, epitelio coledmico proliferativo, epicardio y mesenquima subepicardial
(Menke et al., 1998). En los tejidos adultos, WT1 se encuentra en el sistema
urogenital, el sistema nervioso central y en los tejidos involucrados en la
hematopoyesis, incluyendo la medula ésea y nddulos linfaticos (Hohenstein et al.,
2006). En corazén, WTI se expresa durante el desarrollo en la capa subepicardial
pero después se apaga y asi se mantiene en la etapa adulta. Sin embargo, se ha
observado que condiciones de hipoxia o isquemia estimulan la expresién de WT1

en corazén (Dallosso et al., 2004).

2.6.4.-wtl como gen supresor de tumor.

wtl es aceptado como gen supresor de tumor en la formacién del Tumor de
Wilms, una enfermedad pedidtrica del riion que afecta aproximadamente a
1:10,000 ninos, solamente un 15% de la mutaciones de WT1 estan asociados a
una forma esporddica de la enfermedad, estas incluyen deleciones y mutaciones

transgenicas (10- y 5% de los casos de TW) (Little y Wells, 1997).
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Sin embargo, la mayoria de los Tumores de Wilms expresan WT1 wild-type a
altos niveles, no se sabe si contribuye al desarrollo de la enfermedad o es solo un
reflejo de la ontogenia del tumor. Hay tres sindromes asociados a mutaciones
heterocigéticas de WTI1: sindrome WAGR (WT, aniridia esporadica,
anormalidades genitourinarias y retraso mental), sindrome Denysh-Drash (DDS) y

sindrome Frasier (Little y Wells, 1997).

La habilidad de WT1 para inducir supresion en el crecimiento vy
tumorigenecidad en ratones da muestra de su rol como gen supresor de tumor, por
ejemplo, la expresion ectdpica de WT1 en las células derivadas de riion RM1
resulta en un decremento en el nimero de colonias en el cultivo celular (Haber,

1997).

También, WT1 puede regular directamente la via apoptdtica mediante la
induccion de genes proapoptoticos como BAK (Morrison et al., 2005). WT1
también puede regular negativamente receptores de factores de crecimiento como
el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR) y el receptor de insulina,
alterando el balance de las sefales de sobrevivencia y muerte (Menke et al.,

1997).

2.6.5.- wt1l como oncogen.

La primera evidencia que soporta el papel de oncogén es la elevada expresion
de WTI1 wild-type en una variedad de canceres humanos, tanto de origen
hematolégico como no hematoldégico. La mayoria de los primeros estudios fueron
en leucemia donde hay mucha evidencia que demuestra la importancia biolégica o
clinica de WT1 en la sobrevivencia celular, diferenciacion y proliferacion. Sin
embargo, con el pasar de los afos, se acumularon datos de la expresién de WT1
en tumores adultos de diferente origen, incluyendo colorrectal (Koesters et al.,
2004), de mama (Loeb et al., 2001), desmoide (Amini et al., 2005) y de cerebro
(Oji et al., 2004), partiendo del principio que estos tejidos normalmente no
expresan WTI1 y ademds no se encontraron mutaciones, sugiriendo que la
expresion de WT1 puede jugar el rol de oncogen en estos tejidos (Tuna et al.,

2005).
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2.6.6.- WT1 en Cancer Pulmonar.

En un estudio realizado por Oji et al. encontraron la expresiéon de WT1 en el
96% (54/56) por RT-PCR, de igual manera se demostrd la sobreexpresion de
WTI en el 83% (5/6) de los casos de cancer de pulmén por inmunohistoquimica,
ademds se realizé la secuenciacién de 7 casos y no se encontraron mutaciones,
sugiriéndose asi que WTI1 wild type juega un papel importante en la

tumorigénesis del cancer pulmonar (Oji et al., 2002).

Por otra parte, se han utilizado oligos antisentidos para WT1 que suprimen el
crecimiento celular de la linea pulmonar OS3, concluyendo que la expresion de
WTTI juega un rol importante en el crecimiento de este tipo de cancer (Oji et al.,

1999).

2.7.-Terapia génica para cancer pulmonar.

La terapia génica es una estrategia en desarrollo atractiva por ser efectiva,
especifica y menos téxica, donde un gen(es) o fragmento génico es introducido

intencionalmente en las células somaticas humanas.

El tratamiento genético del cancer de pulmoén se dificulta ya que esta es una
enfermedad multifactorial y existen multiples defectos genéticos, por lo que se
han propuesto diversas alternativas como estimular al sistema inmune, la
transferencia de genes suicidas, el reemplazamiento de genes supresores de tumor
defectuosos, la transferencia de genes pro-apoptoticos y la inactivacion de

oncogenes (Swisher y Roth, 2000).
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2.7.1.-Genes supresores de tumor.

Se basan en la restauracion de los genes supresores de tumor que se encuentran
mutados en céncer pulmonar para restaurar las vias de crecimiento normal y
proliferacion celular. Uno de los genes méds comunmente mutados (50-70% en
pacientes con cancer de pulmoén) es p53, los productos de los genes pl6 y
retinoblastoma (Rb) también han mostrado inhibir el crecimiento tumoral en
modelos animales (Mukhopadhyay et al., 1991). Otra alternativa es la
transferencia de genes pro-apoptéticos; como son los miembros de la familia de
Bcl-2 los cuales son importantes en la regulacion de apoptosis. Otro gen que
induce apoptosis es el gen fas, el cual en pacientes con cincer de pulmén de

células no pequeiias estd relacionado con una mayor sobrevivencia.

2.7.2.-Inhibicién de oncogenes.

Este tipo de terapia se basa en la identificacion e inhibicion de aquellos genes
criticos para el desarrollo de una carcinogénesis. Los oncogenes de la familia ras
son algunos de los mds comunes oncogenes activados en cancer de pulmén y por
lo tanto son blanco para este tipo de terapia, otros genes potenciales que se han
estudiado son Her-2/neu y el factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF-Ir)

(Mukhopadhyay et al., 1991; Zhang et al., 1995).

Entre las estrategias para la inhibicién de oncogenes se encuentran: el uso de
oligonuledtidos antisentidos (degradacion del ARNm del oncogén), ribozimas

(corte directo del ARNm del oncogén) y ARN de interferencia (ARNi).

2.8.-ARN de interferencia.

El ARNi es un fendmeno de silenciamiento génico postranscripcional,
especifico de secuencia y evolutivamente conservado. Fue descrito inicialmente
en C. elegans por Fire y cols. (1998) al introducir moléculas ARN doble cadena.
El ARNi es una via intracelular de multiples pasos que puede ser dividido en dos

fases: fase de iniciacion y fase efectora.
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Figura 5. Biosintesis del RNAi

En la fase de iniciacion moléculas ARN doble cadena de origen enddgeno o
exogeno presentes en la célula son procesadas por una actividad de corte por la
proteina DICER que es una ribonucleasa tipo 3 (Hamilton y Baulcombe, 1999;
Zamore et al., 2000), en fragmentos pequefios nucleotidicos de 21 a 23 bp
Ilamados siARNs. Estos contienen un extremo simétrico de 2nt en el extremo 3" y

en el 5" fosfato y un grupo OHenel 3".

En la fase efectora, los siARN son incorporados en un complejo celular de
multiproteinas nucleasas llamado RISC (complejo de silenciamiento inducido por

ARN) (Hammond et al., 2000).

La cadena duaplex de siARN es separada por actividad de una ARN helicasa
(Nykanen et al., 2001), este complejo se activa por la cadena sencilla del siARN
y guia al complejo RISC a su ARNm complementario blanco, este siARN
hibridiza con el ARNm y el complejo cataliza el corte endonucleolitico del
ARNm en el sitio blanco, resultando en extremos de ARN no protegidos que
rapidamente son degradados. Para el desarrollo de la generacion de siARN
Optimos se deben seguir algunas consideraciones: debe ser largo, de 19-25pb
combinado con un bajo contenido de GC entre un 36% y un 52% vy el

requerimiento de extremos simétricos 2nt en el 3” (Elbashir et al., 2001).
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Los mecanismos para liberar el siARN son por inyeccién intravenosa en donde
el higado es el sitio primario de absorcion del siARN, los liposomas y lipidos
catidnicos, polimeros catiénico con aplicaciones locales o sistémicas (Aigner,

2006).

Dentro de los polimeros catiénicos, actualmente se utiliza como alternativa
formar complejos de los siARN no modificados con el polimero catiénico
Polietilenimina (PEI), un polimero sintético disponible en forma ramificada o
lineal, y de un amplio rango de pesos moleculares de <1000Da a >1000kd
(Godbey et al., 1999). La PEI tienen una carga catidnica alta puesto que contiene
un grupo amino protonable en cada tercera posicion (Boussif et al., 1995); como
no tiene grupos aminos cuaternarios, las cargas catidénicas son generadas por
protonacion de los grupos amino y es dependiente del pH del ambiente (Neu et

al., 2005).

Debido a su habilidad para condensar y compactar el ADN, forma complejos
en forma de pequenas particulas coloidales que son tomadas eficientemente por
endocitosis. La PEI ha demostrado ser un potente agente de transfeccion de DNA
en una gran variedad de lineas celulares y animales (Kichler, 2004; Wagner et al.,
2004). De hecho la PEI ha sido capaz de deliberar moléculas largas de ADN de
hasta 2.3Mb de cromosomas artificiales de levadura (Marschall et al., 1999) asi
como pldsmidos y pequefios oligonucledtidos en células de mamifero in vitro e in

vivo.

El radio N/P indica el radio de dtomos de nitrégeno de PEI y los fosfatos del
ADN en el complejo y describe la cantidad de PEI a usarse en la formacion del
complejo lo que influye en la eficiencia de deliberacion del DNA (Oh et al.,

2002).

Los avances mads recientes son la aplicaciéon de siARNSs in vivo en modelos
animales, en donde complejos de PEI-siARN con regiones conservadas del virus
de la influenza permiten tratar la influenza in ratones. Después de una inyeccién

IV, la PEI promueva la deliberaron del siARN en los pulmones (Ge et al., 2004).
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La mayoria de los efectos bioldgicos de la aplicacion sistémica de PEI —
siARN se ha determinado en modelos animales tumorales teniendo como blancos
a varias proteinas, como el receptor del factor de crecimiento epidermal Her-2, el
factor de crecimiento pleiotrofina (PTN), el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y su receptor (VEGF R2), y la proteina de unién del factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF-BP).

2.8.1.-Deliberacion génica por la técnica de aerosol para el tratamiento de
cancer.

La mayoria de las drogas y complejos de DNA-vectores se han administrado
por las vias convencionales: oral o intravenosa, pero la biodistribucién de las
drogas por medio de estas estrategias es diseminada y la cantidad de la misma que
se deposita en el pulmén es baja. Otro aspecto importante a considerar en estos
tipos de sistemas es la toxicidad que se observa después de una inyeccién
(Koshkina et al., 1999). La habilidad para expresar transgenes de una manera
selectiva en el pulmén facilitaria el  desarrollo de la terapia génica para una

variedad de enfermedades humanas.

La administracién de una terapia génica y drogas quimioterapéuticas por un
sistema de aerosol representa una tecnologia con futuro para lograr que los
productos lleguen especificamente y uniformemente a pulmoén, incrementando su

concentracion y farmacocinética (Gautam et al., 2000).

Si se utilizan liposomas catidnicos administrados por una via aérea en aerosol
se muestran las siguientes ventajas: los liposomas catiénicos median
eficientemente la transfeccion de células que no se dividen, esto es importante
porque las células epiteliales del tracto respiratorio son muy diferenciadas y se
dividen muy despacio o no del todo, en segundo lugar los liposomas no son

infecciosos ni inmunogénicos (Lesoon-Wood et al., 1995).
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El polimero catiénico mayormente utilizado para la deliberacién génica por
aerosol es la polietilenimina (PEI), la cual favorece los altos niveles de expresion
de un transgén en pulmoén con una toxicidad y respuesta de citocinas minima y sin

un fenémeno de inflamacion aguda (Densmore et al., 2000).

Para optimizar la expresion génica en pulmén por aerosol se ha utilizado un
5% de CO; en el aire de la nebulizacién, lograndose aumentar hasta tres veces
mads la expresion del transgén. En un estudio con el gen cat se observo que la
mayor expresion se observd 24hrs después de la deliberaciéon por aerosol y se
lograba detectar expresiéon en un 40%-50% después de una semana, en otro
estudio se encontré la expresion de cat hasta 28 dias después de una sola

exposicion por aerosol (Gautam et al., 2000).

La efectividad de la técnica de aerosol se ha demostrado in vivo en modelos
murinos con metdstasis a pulmén de las células B16F10 en donde se ha
reestablecido la funcién del gen p53 que se encuentra mutado lograndose una
reduccidn significativa en el tamafio de los tumores y un incremento de un 50% en

la sobrevivencia (Gautam et al., 2003).

Zamora et al. (2009), utilizaron un sistema de aerosol para la deliberacion de
de 2 complejos de RNAi de wt/ y PEI en ratones B16F10, donde se logrd la
reduccién el nimero y el tamafio de focos tumorales, asi como los vasos
sanguineos del tumor, sugiriendo que también disminuye la angiogénesis.
Ademads, las células en la infiltracién tumoral mostraron apoptosis y una elevada
expresion de los genes proapotéticos bcel-Xs y bax, sugiriendo la activacion de la

via intrinseca apoptética.
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2.8.2.-Quimiosensibilizacion en cancer de pulmén usando ARN de
interferencia (ARNi).

Diversos estudios han demostrado la efectividad del silenciamiento especifico
mediante ARNi de blancos moleculares relacionados con la resistencia a multi-
farmacos, esto a través de su interaccion directa o indirecta con proteinas cuya
participacion ha sido ampliamente reconocida en la modulacion de este proceso.
En recientes investigaciones se ha observado que el silenciamiento mediante
ARNI es capaz de sensibilizar a diferentes lineas celulares de cancer pulmonar al
efecto citotéxico de drogas usadas en quimioterapia convencional. Tal es el caso
de Survivin (Yonesaka et al., 2006), cuyo silenciamiento incrementa la
sensibilidad a doxorrubicina en células de cancer pulmonar mutantes de p53 in
vitro; el silenciamiento del gen Bcl-XL (Lei et al., 2007), que sensibiliza a células
de adenocarcinoma resistentes a cisplatino in vitro; el silenciamiento del gen Nrf2
(Factor nuclear eritroide-2-relacionado con el factor 2) (Singh et al., 2008), que
aumenta la eficacia del carboplatino in vitro e in vivo y KLF6-SV1 (Sangodkar et
al., 2009) (Variante 1 del factor 6 tipo Kruppel), cuyo bloqueo restaura la
sensibilidad de células de adenocarcinoma resistentes a cisplatino in vitro y en un

modelo xerdgrafo.

2.9.-Gemcitabina.

La Gemcitabina es un tratamiento aprobado por la FDA para los pacientes con
cancer avanzado y metastdsico. Se ha probado sélo y combinado, in vitro e in
vivo, con otras drogas en diferentes lineas celulares hematolégicas y soélidas,
incluyendo NSCLC, prologando la sobrevivencia e incrementando la calidad de
vida, incluso se considera como el tratamiento mas efectivo contra NSCLC,
presentando un efecto sinérgico con compuestos platinos, como el cisplatino (Kim
etal.,2011).

Trabajando con el tipo histolégico de NSCLC, se ha determinado una mayor

sensibilidad en el efecto de Gemcitabina al combinarlo con terapia génica, por
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ejemplo, al inhibir el gen NF-kB (Kim et al., 2011), o también, Liao et al. (2014),
encontraron inhibicion de la migracién celular e invasién mediante la inactivacion
de la via HFG/cMET vy de la transicion epitelial-mesenquimal (EMT), en células
tumorales circulantes (CTCs) y en la linea de adenocarcinoma pulmonar A549.
Debido a estas investigaciones podemos sugerir que la resistencia a Gemcitabina
puede ser superada por su combinacidn con agentes citotéxicos o con terapia
génica, seleccionando como blanco prometedor a un gen involucrado en la via de
sefalizacién apoptotica; sin embargo, es necesario conocer su farmacocinética

para determinar las causas de su resistencia.
2.9.1.-Mecanismos de Accion.

Gemcitabina o dFdC (27,2"-difluoro 2’-deoxicitidina) es un anédlogo de la citidina,
la cual atraviesa la membrana celular mediante multiples transportadores de
nucledsidos (hNTs), tanto transportadores independientes (hENTI1, hENT2) y
dependientes de sodio (hCNT1, hCNT2, hCNT3); sin embargo, hENT1 presenta
mayor afinidad hacia Gemcitabina, incluso las células deficientes de hENTI,
muestran alta resistencia a esta droga; por lo tanto, cualquier inhibicién de dichos
transportadores podria resultar en resistencia a Gemcitabina. Dentro de la célula,
Gemcitabina es fosforilada a Gemcitabina monofosfato (dFdCMP) por la
desoxicitidina cinasa (dCK), para posteriormente sufrir dos fosforilaciones mas y
convertirse en Gemcitabina difosfato (dFdCDP) y gemcitabine trifosfato
(dFdCTP), dichos metabolitos son la droga activa y presentan multiples blancos
intracelulares, por consiguiente se ha demostrado resistencia a Gemcitabina in

vitro e in vivo por la deficiencia de dCK (Mini et al., 2006).
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HO F Figura 6. Estructura de la Gemcitabina. Obtenida de Mini et al., 2006.
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Figura 7. Mecanismo de accién de la Gemcitabina. 1, transporte por los transportadores de nucleésidos
(hNTs); 2, fosforilacién; 3 y 4, desaminacién; 5, desfosforilacién; 6, acumulacién de trifosfatos; 7,
incorporaciéon al ADN; 8, incorporaciéon al ARN; 9, inhibicién del ribonucleétido reductasa (RR); 10,
inhibiciéon del CTP-sintetasa; 11, inhibicion del timidilato sintasa (TS); 12, inhibicién del monofosfato
desaminasa (dCMPDA): © , efecto inhibitorio. Otras abreviaciones: dCK, deoxicitidina cinasa; TK2,
timidina cinasa 2; dCDA, deoxicitidina desaminasa; 59-NT, 59-nucleotidasa. Imagen obtenida de Mini et al.,
2006.

2.9.2.-Actividad Citotoxica

El dFdCTP funciona como un inductor de la apoptosis, puesto que inhibe a la
ADN polimerasa, finaliza la elongacién de la cadena de ADN al incorporarse en
ella, ademads evita la deteccion y la reparacion por las enzimas del mecanismos de
reparaciéon del ADN al de ubicarse en la posiciéon no-terminal; por otro lado,
también se intercala en el ARN, pero su efecto no estd definido. El dFdCTP
también es un inhibidor de la citidina trifosfato sintetasa (CTP sintetasa) y de la
desoxicitidilato desaminasa (ACMP desaminasa). E1 dFACDP es un inhibidor de la
ribonucleétido  reductasa (RR), provocando wuna disminucién de los
desoxiribonucledtidos necesarios para la sintesis de ADN. Gemcitabina induce a
la topoisomerasa I mediada por la ruptura del ADN. Por otro lado, la tirosina
cinasa 2 (TK2) se encuentra relacionada con la actividad antitumoral, sin embargo
no esta clara dicha funcién (Mini et al., 2006).

Siena et al., 2014, en la linea celular H292 de NSCLC, evaluaron la expresion
de FasL (ligando Fas/Fas) con Gemcitabina por PCR en Tiempo Real, Western
Bloth y citometria de flujo, se encontré que Gemcitabina incrementa la expresion

del ARNm y la proteina total de FasL, al igual el porcentaje de células con mFasL
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(FasL unido a membrana) y células apoptéticas positivas a mFasL, asi como la
caspasa-8 y -3, increment6 CH1 1 inducido por caspasa -8 y -3 y la actividad
proteolitica. Las células LAK (células asesinas linfocina activada) y los linfocitos
del fluido pleural aumentaron, dicho incremento se inhibi6 al agregar un
anticuerpo anti-FasZB4. Concluyeron que Gemcitabina induce un aumento de la
regulaciéon de FasL, activando la via de la apoptois autocrina y paracrina, induce
una apoptosis dependiente de Fas y mediada por la activacion de las caspasas-8 y
3, incrementa la sensibilidad celular a la actividad citotéxica de las células LAK y

de los linfocitos del fluido pleural malignos, mediante la via Fas/FasL.

2.9.3.-Resistencia.

La Gemcitabina es inactivada por desoxicitidina desaminasa (dCDA),
convirtiéndola a 2727°-difluorodesoxiuridina (dFdU). Por otra parte, la
desaminacién de dFACMP a difluorodesoxiuridina monofosfato (dAFAUMP) por la
accion de dCMP-desaminasa y subsecuentemente a dFdU. También, la 5°-
nucleotidasa (5°-NT) contrapone la accién de la nucledsido cinasa, catalizando la
conversion de nucledtidos a nucledsidos; se ha observado que la sobreexpresion
de 5°-NTI confiere resistencia a varios andlogos de la pirimidina en las lineas
celulares leucémicas K562 y HEK293 (Mini et al., 2006). En modelos tumorales
in vitro € in vivo, la sensibilidad a Gemcitabina se ha relacionado con la retencién
intracelular de dFdCTP, puesto que es utilizado como nucleétido en la fase S del
ciclo celular y es retenido durante horas, las necesarias para que ocurra el ciclo
celular; en células de leucemia se le ha visto una vida media de 3.9 y 16 horas. La
Gemcitabina no es degradada ni excretada de la célula puesto que no es sustrato
para las pirimidina nucledsido fosforilasas. Sin embargo, la droga no sélo es
efectiva en la fase S sino también en células confluentes.

El dFdCTP compite con la dCTP como un inhibidor de la ADN polimerasa;
dFdCTP es incorporado en el ADN y después de la incorporacién de un
nucleétido, permite la terminacién de la polimerizacion del ADN y una hebra rota.
Probablemente, la incorporacion del ultimo nucledtido es importante para
esconder el dFACTP de las enzimas reparadoras de ADN, puesto que Gemcitabina

tiene la cualidad de ser resistente a los mecanismos de reparacion normales. Por
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otro lado, al disminuir la cantidad de dCTP, aumenta la incorporacién de dFdCTP
en el ADN. La dCMP-desaminasa es directamente inhbida por dFdCTP en altas
concentraciones, y por consecuencia una disminuciéon del catabolismo de la
Gemcitabina. La CTP puede competir con el dFdCTP por su incorporacién en el
ARN, la inhibicién de la CTP-sintetasa, la cual puede mantener la concentracién
de CTP durante la exposicion de la droga, la alta concentraciéon de dFdCTP
provoca una disminucién de CTP, posiblemente incrementando la incorporacion

de dFACTP en el ARN y limitando la sintesis de ARN.

La incorporacién de Gemcitabina en el ARN depende del tiempo y la
concentracion, provocando la inhibicién de ARN, sin embargo este mecanismo no

esta claro.

Ademads, la variedad de los metabolitos de Gemcitabina pueden inhibir varias
enzimas, provocando una potenciacion de sus efectos por si misma. La inhibicién
de RR permite la disminuciéon de dCTP, el cual es un potente inhibidor de dCK,
provocando la fosforilacion eficiente de Gemcitabina. Por lo contario, se
presentaria una reduccion de la actividad de la droga si se incrementa la presencia
de RR, lo cual se ha observado en lineas NSCLC y cancer de colon, sin embargo
se ha observado un incremento en la sobrevivencia al combinar Gemcitabina con

cisplatino.

La posible inhibicion de timidilato sintasa (TS) por Gemcitabina resulta en la

disminucién de timidina monofosfato (TMP).

Gemcitabina potencia la estabilidad de los complejos de anclaje de la
topoisomerasa I, generando la ruptura de la cadena de ADN por la colisién con las
horquillas de replicacién y transcripcion, llevando a la célula a muerte.

Los genes reguladores de la apoptosis, como p53, bcl-2, bcl-xL y bax, regulan
la sensibilidad y la resistencia a Gemcitabina; en algunos tumores sélidos
(NSCLC y cancer de pancreas), Gemcitabina induce la apoptosis por la activacién

de varias caspasas (caspasa 8 y 3) (Mini et al., 2006).
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Kuramitsu et al., 2013, proponen a DDX39 como un posible biomarcador de
resistencia, puesto que es una ARN helicasa que ha sido reportada por estar
altamente expresada en células tumorales, incluyendo el cancer pulmonar de
células escamosas. DDX39 se encontré altamente regulada en células de céncer de
pancreas que son resistentes a Gemcitabina (KLM1-R), al comparar su expresion

en las células sensibles (KLM1).

Gemcitabina ha mostrado carecer de resistencia cruzada con otros agentes
anticancer, por lo tanto representa un buen candidato para la quimioterapia
combinada. En modelos in vitro e in vivo se ha presentado sinergismo con
cisplatino, taxanos, trastuzumab, antifolatos, camptotecinas y antraciclinas. Sin
embargo, la resistencia y sensibilidad depende del individuo y del tipo de linea
celular blanco, puesto se relaciona con los niveles de los metabolitos, los
transportadores intracelulares de la droga, enzimas metabolizadoras, enzimas
blanco y enzimas involucradas en la apoptosis. El conocimiento de dichos
mecanismos de accién de la Gemcitabina nos otorga las bases para seleccionar la

droga a combinar y su dosis de tolerancia (Mini ef al., 20006).

2.9.4.-Gemcitabina en Politerapias.

La Gemcitabina es considerada como un fiarmaco muy prometedor por sus
diversos mecanismos de accidn, sin embargo para disminuir su efecto citotéxico,
asf como en la bisqueda de un efecto sinérgico, se propuesto incluirla en terapias
combinadas con otros farmacos. Pant et al. (2014), combinaron Gemcitabina
(1000 mg/m semanalmente durante 3 semanas en ciclos de 28 dias) con tivantinib
(inhibidor de c-MET) en pacientes con NSCLC, céncer de ovario, pancreético y

colangiocarcinoma, donde se obtuvo una actividad antitumoral temprana.

Zhao et al., 2014, encontraron que la Gemcitabina con dihydroartemisinina
(DHA), inducen apoptosis intrinsica mediada por Bak, pérdida de la membrana
mitocondrial, activacion de las caspasas 3 y 9, ademds motivo a la apoptosis por la

via extrinseca, activando Fas y caspasa-8.
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Gridellic et al. (2014), encontraron un aumento en los dias de sobrevivencia
libre de progresion (PFS) al combinar Gemcitabina con vandetanib en NSCLC,
ademds evaluaron sobrevivencia total (OS), tasa de respuesta (RR), tiempo de
respuesta, tasa de control de la enfermedad, tiempo de deterioro y eventos
adversos (AEs), sin embargo ninguno de los puntos resultd significativo entre los

tratamientos.

Aunque la Gemcitabina es una droga muy efectiva, para su aplicacion se
debera considerar la presencia o ausencia de biomarcadores moleculares. Chen et
al. (2014), Analizaron una serie de polimorfismos relacionados con la
farmacocinética de la droga, afectando la sobrevivencia total y la tasa de respuesta
en pacientes con NSCLC avanzado, se analizaron polimorfismos SLC29A3,
SULTIE1 y TBXASI, relacionadas con las enzimas metabolizadoras y
transportadores, donde se presenté mayor sobrevivencia total en pacientes con el
genotipo SLC29A3 C/T+T/T, dicho genotipo se puede utilizar como un

biomarcador para la seleccion de terapia.

Gronberg et al. (2013), probaron la combinacién con carboplatino en pacientes
con NSCLC de células no escamosas avanzados, encontrando que la presencia del
factor de transcripcion tiroideo (TTF-1) y los bajos niveles de TS estdn asociados

al aumento de la sobrevivencia total.

Wu et al. (2014), en pacientes asidticos con NSCLC y mutaciones en EGFR,
Gemcitabina (1000 mg/m? dia 1 y 8) mds cisplatino (75 mg/m2, dia 1) en un
periodo de 3 semanas por 6 ciclos se obtuvo una sobrevivencia libre de progresion

(PES) de 5.6 meses, comparado con la PFS de 11 meses encontrada con afatinib.

En la implementacién de politerapias es importante considerar la
farmacocinética de las drogas, puesto que Damaraju et al. (2014), determinaron
que los TKIs (inhibidores de tirosina cinasa), como erlotinib, gefitinib y
vandetanib, inhibieron el transporte de uridina y la toma de Gemcitabina en 4
lineas celulares de cancer pulmonar y péancreas, al reducir la actividad de hENTI,

dicha inhibicion fue reversible a las 24 horas posteriores de retirar las drogas. Se
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observé mayor citotoxicidad al administrar Gemcitabina antes que los TKIs, que
al agregarlos juntos. Vandetanib inhibi6 hENT1, hENT2, hCNTI1, hCNT2 y
hCNTS3, erlotinib suprimié a hENT1 y hCNT3, y gefitinib inhibié a hENT1 y
hCNT]1.

En cuanto a Gemcitabina combinada con una terapia génica, Khatri er al.
(2014), utilizaron un ARNIi para disminuir los niveles de RRM1 en la linea celular
A-549, obteniendo una ICsy 5 veces menor comparado con la droga sola. Esto
comprueba que una terapia génica puede quimiosensibilizar a las células

cancerigenas en caso de una remision de cancer pulmonar.

2.10.-Cisplatino.

Cisplatino (cis-diaminodicloroplatino) es uno de los agentes antineoplasicos
utilizados con frecuencia, y usualmente, es administrado combinado con otros
agentes antineopldsicos y en etapas avanzadas de los NSCLC, donde el 30%
responde al tratamiento y el 70% sufre la toxicidad sin el beneficio de la droga,
provocando nefrotoxicidad, ototoxicidad, neuropatia periférica, mielosupresion y
reacciones de hipersensibilidad, incluso vomito y ndusea (Wittgen et al., 2007). El
Cisplatino y andlogos basados en platino, se aplican en casos de céancer de
pulmon, ovario, cabeza y cuello, testicular y vejiga, sin embargo, del porcentaje
que responde el tratamiento, la mayoria genera resistencia. El Cisplatino se enlaza
al ADN para formar enlaces cruzados interhebra e intrahebra entre las bases de
purina, provocando una distorsion en la hélice de ADN, la cual es reconocida por
el grupo de proteinas de alta movilidad (HMGQG) y otras proteinas involucradas en
la respuesta de dafio al ADN. Lo anterior perjudica la replicaciéon y la
transcripcion, provocando el estancamiento de los anillos de replicacion y la
formacion de rompimientos en la doble hebra.

Varias vias de reparacion de ADN, incluyendo MMR (reparacién por
desajuste) y NER (reparacion por escision de nucleétidos) han sido implicadas en
la reparaciéon por Cisplatino y con su resistencia. asi como las vias donde se

involucra la NF-kB, c-ABL, JNK y p73 (Oliver et al., 2010).
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2.11.-Terapia para el Cancer Pulmonar.

El tratamiento de los pacientes consiste de varias técnicas que son la cirugia,

radioterapia y quimioterapia.

Los pacientes con NSCLC confinado al pecho son evaluados para cirugia para
remocién del tumor primario (uno de los 16bulos de pulmén o el pulmén entero).
Para los pacientes donde ya se ven involucrados los nddulos linfaticos pueden
recibir primero quimioterapia, después cirugia o bien una combinacion de radio y
quimioterapia. Dependiendo del estadio de la enfermedad con la cirugia se puede
lograr una sobrevivencia y potencial de cura de un 30-50% Desafortunadamente,

la mayoria de los pacientes terminan con metastasis (Bunn, 2001).

Los pacientes con SCLC con enfermedad confinada al pecho, reciben
radioterapia de pecho y quimioterapia que comunmente incluye cisplatino y
etopésido y aquellos pacientes en un estadio mds avanzado reciben solo
quimioterapia con combinaciones de drogas como cisplatino, etopdsido,
irinotecan, topotecan o placitaxel, los pacientes generalmente sobreviven de 10-16
meses (Minna et al., 2002). A su vez, la dosis efectiva de la quimioterapia
disminuye la calidad de vida del paciente, provocandole diversos efectos
secundarios, como: dafio en las células que producen sangre en la médula dsea
(neutropenia, leucopenia, trombocitopenia, anemia), dafio en los foliculos pilosos
(caida del cabello), daio en las células de la boca, tracto digestivo y érganos del
sistema reproductor (vomito, diarrea), algunos pueden dafiar las células del

corazodn, los rifiones, la vejiga, los pulmones y el sistema nervioso.

Por tal motivo, se contintia con la biisqueda de nuevas opciones de terapia, que
sean selectivas y/o que requieran dosis efectivas bajas, con la finalidad de dafiar
las células cancerigenas, y a su vez, evitar o disminuir el dafio en las células sanas.
Este objetivo se puede lograr con el uso combinado de la terapia génica y la

quimioterapia, donde la terapia génica nos brinda la selectividad y la disminucion
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de la resistencia de las células a la quimioterapia, y a su vez, la quimioterapia nos

da el efecto citotoxico en la célula cancerigena.
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3.-JUSTIFICACION

El céncer pulmonar es una de las neoplasias con mayor prevalencia y
mortalidad a nivel mundial, presentando una sobrevida a 5 afios del 15% y una
mortalidad del 90 % en el primer afio. En México, ocupa el segundo lugar en
cancer de hombres y mujeres con mayor frecuencia (American Cancer Society,
2016). Por tal motivo, no cesa la biisqueda de tratamientos alternativos eficaces
contra el cancer pulmonar, como la Inhibicién de Oncogenes utilizando como
estrategia el RNA de Interferencia (RNA1), mediante un complejo constituido por
un siRNA y un polimero catiénico Polietilenimina (PEI), donde la PEI es un
potente agente de transfecciéon en una gran variedad de lineas celulares y
animales. En este proyecto se planteé la utilizacion de la técnica para el
silenciamiento de WT1 combinado con 2 drogas quimioterapéuticas aplicadas en
la actualidad, Gemcitabina y Cisplatino, puesto que la terapia génica puede
sensibilizar diferentes lineas celulares de carcinoma pulmonar al efecto citotoxico
de drogas. Dicha evaluacion se realizé in vitro para determinar el efecto sinérgico
de esta politerapia, con la finalidad de disminuir las dosis efectivas de los
farmacos y/o aumentar el efecto citotoxico en la células cancerigenas; a su vez, en
un modelo murino con metdstasis a pulmén se analizé el efecto de la terapia
génica via aerosol en combinacién con las drogas via intraperitoneal, con la
finalidad de llegar especificamente a los tumores y uniformemente a pulmon,
incrementando la concentracién, farmacocinética y evitando la toxicidad del

tratamiento.
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4.-HIPOTESIS

El silenciamiento del gen wt/ mediante ARNi es capaz de potenciar el efecto
antiproliferativo de las drogas anticancerigenas in vitro en células BI6F10 y en un

modelo murino con metéstasis a pulmon.
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5.-OBJETIVOS

5.1.-OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de las drogas antiproliferativas en células B16F10 después
del silenciamiento del gen wt/ mediante ARNi, asi como, en un modelo murino

con metéstasis a pulmén mediante las células B16F10.

5.2.-OBJETIVOS PARTICULARES

1.-Determinar la Concentracion Citotoxica (CC50) del ARNi, la Gemcitabina y el

Cisplatino en la linea celular de melanoma murino B16F10.

2.-Analizar el efecto sinérgico de las combinaciones de los tratamientos:
Cisplatino + ARNi-wr/, Gemcitabina + ARNi-wt/, Cisplatino + Gemcitabina y
Cisplatino + Gemcitabina + ARNi-wt/, en células B16F10 mediante un

Isobolograma.

3.-Determinar la expresion del gen wt/ y del gen antiapoptético bcl-2, posterior a
la aplicacion de las diferentes combinaciones de tratamientos en la linea celular

B16F10 in vitro por medio de la técnica de RT-PCR.

4.-Detectar la activacion de la apoptosis en las células B16F10 sometidas a las

diferentes combinaciones de los tratamientos mediante una citometria de flujo.

5.-Determinar el efecto en la sobrevivencia de la linea celular B16F10 expuestas a

las diferentes combinaciones de tratamientos mediante un ensayo clonogénico.

6.- Determinar el efecto antitumoral del ARNi, la Gemcitabina y el Cisplatino en

ratones C57BL/6 con metastasis pulmonar

7.- Determinar el efecto antitumoral combinacional del ARNi, la Gemcitabina y el

Cisplatino en ratones C57BL/6 con metastasis pulmonar

8.-Analizar la sobrevivencia de los ratones con induccién de los tumores tratados

y no tratados.
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6.-METODOLOGIA.

6.1.-Cultivo celular.

La linea celular que se utiliz6 en los ensayos fue melanoma murino B16F10,
proveniente de American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA).
Las células fueron incubadas a 37 °C, en una atmédsfera con 95% O, y 5% CO,,
cultivadas en medio  Dulbecco’s Eagle’s modificado (DMEMF-12) (Life
Technologies, Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada), suplementado con 10%

de suero fetal bovino (SFB) (Gibco, Grand Island, NY, EUA).

Para control positivo se decidié usar la linea celular humana de leucemia
mielégena crénica K562 por tener alta expresion del gen wtl, esta linea fue
donada por el Instituto de Bioquimica de la UNAM. Dicha linea se cultivé en
medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute médium) con 10% de SFB,
incubadas a 37 °C, con 95% O,y 5% CO,.

6.2.-Preparacion del ARNi para el silenciamiento del gen wtl.

6.2.1.-Obtencion del ARNi de Interferencia.

El ARN:I utilizado para el silenciamiento de wt/ estd basado en la construccion
descrita por Zamora et al. (2009), etiquetada como RNAi-WT1-1. El plasmido
portador del ARNi es pGSH1-GFP, el mapa del plasmido se describe en la Figura
8.
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Map of pGSH1-GFP: 5318 bps, Circular DNA

pUC Ori pCMV

4 HSVTK  pGSH1-GFP
FelyA (5318 bp)

Kan/Neo
Poly A
pAmp/ »

\p&i\’-ﬂ} py

BamH 1

shRNA Cloning site

Net 1

Vector Elements

Element Start-End Description

pCMV 59-808 Human CMV promoter sequence

GFP 843-1500 Green Fluorescent Protein gene sequence

Poly A 1572-1801 Transcription stop and polyadenylation sequence

pHI promoter 1808-1900 H1 RNA Polymerase [II promoter

pAmp/pSV40 2689-3030 Ampicillin and SV40 promoters (in tandem)

Kan/Neo 3152-3942 Kanamycin and Neomycin resistance gene sequence
HSV TK Poly A 4182-4200 HSV Thymidine Kinase polyadenylation signal sequence.
pUC Ori 4531-5174 pUC origin of replication sequence.

Figura 8. Caracteristicas del plasmido pGSH1-GFP. A, Mapa del plismido pGSH1-GFP; B,
Descripcién de los componentes del pldsmido pGSH1-GFP.

6.2.2.-Extraccion de plasmido a mediana escala.

Para obtener cantidades suficientes del plasmido para las transfecciones en las
lineas celulares y para los ensayo in vivo, se realiz6 la purificacién del plasmido a
mediana escala utilizando el juego de reactivos QIAGEN Plasmid Midi. Las

instrucciones se siguieron de acuerdo al inserto provisto por el fabricante.
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6.2.3.-Preparacion del polimero cationico polietilenimina (PEI) de 25 kDa

para los ensayos de transfecciéon.

Se utilizé el polimero catiénico polietilenimina (PEI) ramificada de 25 KDa
(Sigma Aldrich, Milwaukee, IL EUA) para los ensayos de transfeccion tanto in
vitro como in vivo. La PEI se prepar6 en NaCl 150 mM y se siguieron las
indicaciones del inserto del fabricante para la preparacion del complejo PEI/DNA

(ARNi-wtl).

6.3.-Evaluacion del Efecto Sinérgico de la Politerapia con ARNi-wtl,
Gemcitabina y Cisplatino en células de melanoma murino B16F10.

6.3.1.-Determinacion de la Concentracion Citotoxica al 50% de los
tratamientos.

La Concentracién Citotéxica al 50% (CCsy) fue evaluada mediante ensayos de
viabilidad celular con MTT ([3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromuro]), en placas de 96 pozos con el 70% de confluencia de
células B16F10, donde se agregaron diferentes concentraciones de los siguientes

tratamientos:

Tabla 1. Tratamientos aplicados en células B16F10 para la obtencion de
la DL50.
Tratamiento Concentraciones
ARNi-wt1 PEI, 100, 300, 500, 700 y 900 ng
Cisplatino 25,5,7.5,10,12.5 y 15 ng/ul
Gemcitabina 0.5,1,5,10,50 y 100 pg/ul

Los ensayos se detuvieron a las 48 horas y se prosiguié con el ensayo de
MTT; para este ensayo, se adicionaron 20 pl a cada pozo de una soluciéon de MTT
a una concentracién de 5 ug/ml en PBS 1X. Las placas se incubaron a 37 °C por
1h, después el medio fue removido y se adicionaron 100 ul de DMSO por pozo,

finalmente, se tomo lectura a 570nm en un lector de microplacas.
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La obtencién de la CC50 tedrica de cada tratamiento fue obtenida de acuerdo a

lo sefialado a Palomeque Et al.

Posteriormente, se utilizo la concentracion CCsy obtenida del ARNi-wt/ como
base en los ensayos de células B16F10 transfectadas y sometidas a diferentes
concentraciones de Cisplatino y Gemcitabina, por separado, para obtener la CCs
tedrica de cada droga en combinacion con el ARNi-wzl. A continuacién se

describen los tratamientos probados:

Tabla 2. Tratamientos aplicados en células B16F10 para la obtencion de la DL50.
Comblna.c ion de Tratamiento Concentraciones Tiempo de aplicaciéon
Tratamientos
RNAi-wt1 700 ng Oh
RNAi-wt1 + Cisplatino oot 1.25.5.75. 10, i
1spiatl 12.5 y 15 ng/ul
RNAi-wt1 + RNAi-wt1 700 ng Oh
Gemcitabina . 0.5, 1, 5,10,
Gemcitabina 50y 100 pg/ul 24 h

Los ensayos se detuvieron a las 48 horas y la viabilidad se analizé mediante

un ensayo de MTT, como se describié anteriormente.

Las pruebas se realizaron por triplicado adicionando en la gréfica de resultados

el error estandar.

6.3.2.-Evaluacion de las Combinaciones de los tratamientos con ARNi-wtl,
Gemcitabina y Cisplatino en células B16F10.

El efecto de la combinaciéon de ARNi-wt/, Cisplatino y Gemcitabina fue
evaluado mediante ensayos de viabilidad celular con MTT, en células B16F10
sometidas a las diferentes combinaciones de tratamientos: Cisplatino +
Gemcitabina y ARNi-wt/ + Cisplatino + Gemcitabina. Cada combinacién fue
evaluada a diferentes concentraciones citotoxicas debajo del 50% (CC12.5%,
CC25% y CC37.5%), como se describe en la Tabla 2. El efecto sinérgico fue
calculado mediante el programa informatico CompuSyn, sefialado por Moran-
Santibafiez, et al. 2016. El valor de CC menor a 0.9, indica la presencia de
sinergia, valores de 0.9 a 1.1 indica efecto aditivo, y valores mayores a 1.1 indican

un efecto aditivo.
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6.4.-RT-PCR para la determinacion de la expresion de wtl y bel-2.

6.4.1.-Obtencion de las pastillas celulares para extraccion de ARN.

Se obtuvieron pastillas celulares de B16F10 cultivadas en cajas de 25 cm?” con las
DL50 de los tratamientos y sus combinaciones. Las células se disgregaron
utilizando Iml de Tripsina-EDTA (4cido diaminotetracético) al 0.5% y se
incubaron por 1 min, posteriormente se eliminé la tripsina-EDTA y se agregd
PBS 1X para desprenderlas. Las células fueron transferidas a viales de 1.5 ml y se

centrifugaron a 3000 r.p.m. para obtener las pastillas celulares.

6.4.2.-Extraccion de ARN.

Las pastillas celulares se lisaron con 1 ml de trizol e incubaron por 5 min a
temperatura ambiente, posteriormente se adicionaron 200 pl de cloroformo, se
agitaron vigorosamente por 15 segundos y la mezcla se centrifugé a 12,000 g por
5 min a 4°C. Después se tomé la fase acuosa, donde se encuentra el ARN, y se
precipité en un vial de 1.5. ml con 0.6 volimenes de isopropanol. A continuacion,
se lavo el paquete de ARN obtenido con etanol al 70% y se disolvid la pastilla con

agua DEPC (dietilpirocarbonato) para después ser almacenados a -70° C.

6.4.3.-Sintesis del DNA complementario (DNAc).

Se utilizaron 5 pug de ARN, 1 ul de oligo dT 0.5mg/ul y lul de una mezcla de
dNTP 10mM; después, la reaccién se llevé a un volumen de 12 ul con agua
DEPC, se incubd a 65°C por 5 min, e inmediatamente se colocd en hielo;
posteriormente, se adicionaron 4 pl de Buffer First Strand 5x, 2 pul de DTT 0.1M,
1ul de Inhibidor de Ribonucleasa y 1ul de Superscript RT 1 u/pl, para ser después

incubada la reaccién a 42°C por 50 min y se inactivo a 70°C por 15 min.

6.4.4.-PCR convencional de wtl y bcl-2.

El disefio de los oligos utilizados para analizar la expresion total de wtl, bcl-2 y f5-

actina se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Oligos utilizados en la RT-PCR.

Gen Secuencia Rio Arriba

wtl AACGCCCCTTCATGTGTGC-

bcl-2 Juego de reactivos MPCR Kit for Mouse Apoptic Genes Set-1.

23pdh

Secuencia Rio Abajo

37

GCTGGTCTGAACGAGAAAACCT

TC-5"

5’-

GTGGGGCGCCCCAGGCACC  GTCCTTAATGTCACGCOACGATTTC
A-3°

-3

Proveedor

Invitrogen

Maxim

Biotech, Inc.

Invitrogen

Las mezclas de reactivos aplicadas para cada gen se indican en la Tabla 4 .

Tabla 4. Mezclas de Reactivos para la PCR convencional.

Reactivo wel (pl) bel-2(ul) g3pdh(pl)
Agua grado
e g 19 18
molecular
Buffer 10x RS AS
MgCl; (25 mM) 0.75 De acuerdo al inserto del 0.75
dNTPs (10 mM) 0.5 Juego de reactivos MPCR 05
Kit for Mouse Apoptic
Secuencia Rio Arriba 0.5 (50 ng/pl) Genes Set-1, Maxim 1 (100 ng/pl)
Secuencia Rio Abajo 0.5 (50 ng/ul) Biotech, Inc. 1 (100 ng/pl)
Taq Polimerasa 0.25 0.25
(1 U/ul)
ADN problema (10 1 1
ng)

Los protocolos aplicados en la PCR convencional se describen en la Tabla 5,

utilizando un termociclador.

Tabla 5 . Protocolos de l1a PCR.

Gen wtl bel-2 g3pdh

Parametros °C Tiempo °C Tiempo °C Tiempo

Desnaturalizacion 94 3 min 95 4 min
2% 40 seg De acuerdo al.inserto del 94 45 seg

Hibridacién 64 30 seg Juego de reactivos MPCR 64 30 seg

72 40 seg Kit for Mouse Apoptic 72 1.5 min

(No. de ciclos) 35 Genes Set-1, Maxim 35
Biotech, Inc.
Elongacién 72 10 min 72 10 min
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Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al
0.8% y fueron tefiidos con bromuro de etidio para ser visualizados bajo la luz UV

de un transiluminador.

6.5.-Determinacion de apoptosis por medio de citometria de flujo usando

anexina y yoduro de propidio.

La citometria de flujo fue empleada para dilucidar el tipo de muerte celular,
para ello se sembraron 4 x 10* células por pozo en placas de 24 pozos, dejando
que las células se adhirieran al pléstico, incubando 24 h a 37°C. Pasado dicho
periodo, las placas se expusieron a las diferentes combinaciones de tratamientos
(RNAi-wtl, Gemcitabina y Cisplatino) con las concentraciones obtenidas en el
ensayo de isobolograma. El tiempo de la exposicion fue a diferentes horas (24, 48
y 72 h), pasando los respectivos tiempos se recuperaron los sobrenadantes en
tubos eppendorf, agregando 150uL de PBS 1X estéril a modo de lavado,
posteriormente se agregaron 100uL tripsina dejandola por 2min y se neutralizé
con 200 pL de medio DMEM, tomando todo en el tubo eppendorf, seguido de un
lavado extra con PBS1X. Una vez que se recuperaron todas las células, se
centrifugaron a 1,600rpm por 15min, se deseché el sobrenadante con ayuda de la
micropipeta, y al pellet se le agrega una mezcla de Anexina-APC (0.25 uL) mas
Yoduro de propidio (0.5 pg/mL) en 100 uL de Buffer de unién (HEPES 10mM
pH 7.4, NaCl 140mM, Ca,Cl 2.5mM, filtrado y almacenado a 4°C) por muestra.
Posteriormente, se incubé en oscuridad a 4°C durante 20min, y por tltimo se ley6
en el citometro de flujo (Accuri C6 BD) y se analiz6 con el software
proporcionado por la compaifiia Becton Dickinson. Cabe mencionar que los
experimentos se realizaron por triplicado y se graficaron con su desviacién

estandar.
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6.6.-Ensayo Clonogénico.

Se sembraron 100 células de la linea B16F10 por pozo en una placa de 6 para
los controles, y 500 células para ser retadas con los tratamientos. Se dejaron
incubar a condiciones previamente descritas por 24 h, pasado el tiempo se retir6 el
medio y se adicionaron 2 mL medio fresco con las diferentes combinaciones de
Gemcitabina, Cisplatino y ARNi-wt/, utilizando las concentraciones obtenidas en
el ensayo de isobolograma, y se incub6 por 24 h. Posteriormente se retiré el medio
con tratamiento, se agregaron 3 mL de medio nuevo y se dejo incubar por 8 dias a
37°C en una atmoésfera de humedad al 50% y CO, al 5%, revisando el crecimiento
de las células cada 48h. Concluyendo el octavo dia, se retir6 el medio y se fijaron
las células con 0.5 mL de Metanol:Acido acético (3:1), dejandose incubar a -20°C
durante 30min. Después se retiré el metanol:acido acético, se lavd la placa con 1
mL de PBS1X, se retir6 el buffer y se adicion6 1mL del colorante cristal violeta,
incubandose a 37°C durante 4 h. Pasando el tiempo de incubacién, se retird el
tinte y fueron realizados 3 lavados con PBS1X para quitar el exceso de cristal
violeta. A continuacién se procedié a contar cada colonia, considerando una

colonia a un grupo de mas de 50 células.

6.7.-Evaluacion del Efecto de las Diferentes Combinaciones de Tratamientos
con ARNi-wtl, Gemcitabina y Cisplatino, en un Modelo Murino con
Metastasis Pulmonar con las Células B16F10.

6.7.1.-Material biolégico.

Se utilizaron hembras de la cepa C57/BL6, de 7 a 8 semanas de edad (20-25g)
obtenidas de Harlan México (México, D.F.). Los animales se mantuvieron en un
ciclo de 12 horas luz - 12 horas oscuridad y fueron alimentaron con una dieta

balanceada para roedores.
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6.7.2.-Aplicacion de tratamientos en el modelo murino con induccion a

metastasis pulmonar.

En el establecimiento de la metastasis en ratones C57/BL6, se administraron 5
x 10° de células B16F10 via intravenosa (dia 0), a 5 ratones por grupo, de acuerdo
a lo reportado por Zamora et al. (2009). A partir del dia 2 se inici6 la aplicacién

de los tratamientos de acuerdo a la tabla 7 mostrada a continuacion:

Tabla 6. Tratamientos aplicados en ratones C57/BL6 inducidos a una metatasis
pulmonar con células B16F10.

Grupos por . . Via de Dia de

Tratsmignto LG U B0 B e Adminsitraciéon | Adminsitracion
RNAi-wt1 RNAi-wt1 25 ug Aerosol 2,8y14

Gemcitabina | Gemcitabina 60 mg/kg Intraperitoneal 3y9
Cisplatino Cisplatino 3 mg/kg Intraperitoneal 3y9

Gemcitabina | Gemcitabina 60 mg/kg Intraperitoneal 3y9

+ Cisplatino Cisplatino 3 mg/kg Intraperitoneal 4y10
RNAi-wt1 + RNAi-wt1 25 ug Aerosol 2,8y14

Gemcitabina | Gemcitabina 60 mg/kg Intraperitoneal 3y9
RNAi-wt1 + RNAi-wt1 25 ng Aerosol 2,8y14
Cisplatino Cisplatino 3 mg/kg Intraperitoneal 3y9
RNAi-wt1 + RNAi-wt1 25 ug Aerosol 2,8y 14

Gemcitabina | Gemcitabina 60 mg/kg Intraperitoneal 3y9

+ Cisplatino Cisplatino 3 mg/kg Intraperitoneal 4 y10

6.7.3.-Evaluacion del ensayo in vivo.

Los ratones fueron monitoreados hasta su fallecimiento, reportando el nimero
de dias de sobrevivencia en cada grupo y la diferencia de peso; aunado a esto, se
les realiz6 una necropsia, donde se tomaron los siguientes valores de acuerdo al

examen fisico:

Tabla 7. Evaluacion del ensayo de sobrevivencia.

Valor Descripcion

1 Menos de 10 focos tumorales.

Entre 10-100 focos tumorales.

Uno de los 16bulos pulmonares estd lleno de tumor.

Ambos l6bulos pulmonares llenos de tumor.

U1 | (W

Pulmones llenos de tumor y éste crece fuera de los pulmones
a la cavidad tordcica.

Los resultados in vivo se analizaron por ANOVA vy por la prueba de Mann

Whitney.
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7.-RESULTADOS

7.1.-Preparacion del ARNi para el silenciamiento del gen wtl.

Se realizo6 la extraccién del plasmido pGSH1-GFP portando el ARNi para el
silenciamiento del gen wtl (ARNi-wt/), de un cultivo bacteriano de Escherichia
coli DH5a con el kit de Quiagen a mediana escala, obteniendo una produccién de
7.64 pg/ul, el cual se diluyo en agua grado molecular para obtener la

concentracion deseada para los tratamientos.

7.2.-Concentracion Citotoxica al 50% de los tratamientos.

La Concentracion Citotoxica al 50% (CCsp) fue obtenida mediante ensayos de
viabilidad celular con MTT, en células de melanoma murino B16F10 sometidas a
los diferentes tratamientos y concentraciones por separado: ARNi-wt/, Cisplatino

y Gemcitabina.

La linea célular BI6F10 se utiliz6 en este proyecto por su alta expresion del
gen wtl, el cual se desea silenciar con el ARNi-wt/, ademds, tienen la capacidad
de inducir metdstasis pulmonar en el modelo murino con ratones de la cepa

C57/BL6, dicho modelo se aplico en el ensayo in vivo de este proyecto.

Primeramente, se realizaron los ensayos de transfeccion las células B16F10 con
el plasmido RNAi-WT1 para determinar su integridad y funcionalidad ya que
este plasmido se caracteriza por la produccion de la proteina verde flourecente
(GFP) como se observa en la figura 9 A y B y la expresion del RNA de
interferencia contra el gen WT1 se manifiesta con muerte celular en las B16F10, y

para determinar el CC50 tedrica del ARNi-wt. 1
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Figura 9. Células B16F10 transfectadas el plasmido pGSH1-GFP portador del ARNi-

wtl. A), Tratamiento a las 24 horas; B), tratamiento a las 48 horas.

Las CC50 tedricas para cada tratamiento se determinaron mediante el calculo
mostrado en la Tabla 8, donde los datos para la férmula log50=m(50)+b se
obtienen a partir de la formula arrojada por los graficos logaritmicos y=mx+b

(figura 10 A, B y C). Las CCS50 tedricas obtenidas fueron: ARNi-wt/, 8 ng/ul;

Cisplatino, 8000 pg/ul; y Gemcitabina, 50 pg/pl.

Tabla 8. Calculos para la obtencion de la CC50 tedrica de los tratamientos en células

B16F10.
CC50
Tratamiento Log CC50 = (m(50)) + b | (Potencia base 10 de Unidades
Log CC50)
ARNi-wtl 3.0037 10 ng/ul
Cisplatino 0.8946 8000 pg/ul
Gemcitabina 1.7044 50 pg/ul
Cisplatino + ARNi-wt1 0.3808 2400 pg/ul
Gemcitabina + ARNi- 0.865 7.4 pg/ul

wtl
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Figura 10. Graficos de la viabilidad de células de melanoma murino B16F10 expuestas a

diferentes concentraciones de tratamientos (concentraciones logaritmicas): A) ARNi-wtl, B)

Cisplatino y C) Gemcitabina.
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Posteriormente, se utilizd la concentracion obtenida del ARNi-w¢/ como base
en los ensayos de células B16F10 transfectadas con 8 ng/ul, y sometidas a
diferentes concentraciones de Cisplatino y Gemcitabina, por separado, para
obtener la CCs tedrica de cada droga en combinacién con el ARN-wt/, las cuales
fueron: Cisplatino + ARNi-wtl, 2400 pg/ul; y Gemcitabina + ARNi-wtl, 7.4
pg/ul (Tabla 8 y Figura 11 A'y B).
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Figura 11. Graficos de viabilidad de la linea celular de melanoma murino B16F10
transfectadas con ARN-wtl y expuestas a diferentes concnetraciones de las drogas
quimioterapéuticas: a) Cisplatino y Cisplatino + ARNi-wtl, b) Gemcitabina y Gemcitabina +

ARNi-wtl,y c) ARNi-wtl.
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Las CCs tedricas obtenidas, fueron utilizadas en la obtencion del isobolograma
para determinar el efecto sinérgico de las diferentes combinaciones de

concentraciones de las drogas.

7.3.-Evaluacion de la sinergia en la combinacién de tratamientos in vitro.

El efecto en la combinacion de las drogas quimioterapéuticas Cisplatino y
Gemcitabina, en células B16F10 fue analizado, cada tratamiento fue probado a
diferentes concentraciones correspondientes a las CC al 12.5, 25 y 37.5%. Cj35,
Cys y C375 corresponden a la CCjy5, CCps y CC375 de Cisplatino, y las Giz5, Gos
y Gs75 se refieren a las CC de Gemcitabina, respectivamente (Tabla 9). En la
evaluacién del efecto combinacional basada en la ecuacién del efecto de la
mediana y el isobolograma normalizado (Figural2), mediante el programa
informético CompuSyn, se determiné la presencia de efecto sinérgico en las 3
combinaciones de Gemcitabina y Cisplatino. El mejor efecto citotéxico fue

encontrado en la combinacién Cy5— Gos.

Posteriormente, se determind el efecto de la combinaciéon de Cisplatino y
Gemcitabina en células BI6F10 transfectadas con de ARNi-w¢/ (8 ng/ul). En este
ensayo, también cada droga fue probada a diferentes concentraciones: CC al 12.5,
25y 37.5%. CCjy5, CCys y CCsy5 corresponden a la CRyp5, CRys y CR375 de
Cisplatino encontrada en células sometidas previamente a ARNi-wt/, y las GR, s,
GRy5 y GR375se refieren a las CC de Gemcitabina en células sometidas a ARNi-
wtl, respectivamente (Tabla 10). En la evaluacién del efecto combinacional
basada en la ecuacién de la mediana y el isobolograma normalizado (Figura 13),
mediante el programa informatico CompuSyn, se determind la presencia de
efecto sinérgico en las 3 combinaciones de Gemcitabina y Cisplatino en células
B16F10 transfectadas con ARNi-wt/. El mejor efecto citotéxico fue encontrado

en la combinacién CRy5— GRys.
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Tabla 9. Evaluacion del efecto de la combinacion del ARNi-wt1 con drogas
quimioterapéuticas (Cisplatino y Gemcitabina) en células de melanoma murino B16F10.

Combinacion | Dosis de Dosis de flotal . . ..
. . e 1. dela | Desviacion | Concentracion
de Cisplatino | Gemcitabina . p g Rent] Efecto
Tratamientos (pe/ul) (pe/ul) Dosis Estandar Citotoxica
Ll P (pg/ul)
Cs7.5 - G125 6000 12.5 6012.5 3.9 69.93 Sinergismo
C2s5 - G2s 4000 25 4025 2.1 86.13 Sinergismo
C1i2s5 - G375 2000 37.5 2037.5 5.4 73.65 Sinergismo
CR375 - GR125 1800 1.9 1801.9 6.6 87.75 Sinergismo
CR25 - GR2s5 1200 3.7 1203.7 3.0 98.21 Sinergismo
CRi125- GR375 600 5.5 605.5 7.3 80.03 Sinergismo

C = Cisplatino, G = Gemcitabina, ARNi-wt1= ARN de interferencia contra wti, CR =Cisplatino en células
sometidas a ARNi-wt1, GR = Gemcitabina en células sometidas a ARNi-wt1, pg/ul = picogramo por microlitro.

Log(Fa/Fuy
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Figura 12. Graficos de las combinaciones de tratamientos de las drogas quimioterapéuticas
Cisplatino y Gemcitabina, mediante el programa informatico CompuSyn. A) Gréfico del efecto
dela mediana de las combinaciones: Fa, fraccién afectada; Fu, fraccion no afectada; D,
concentracién utilizada. B) Isobolograma normalizado: los valores de la CC representados por
puntos por debajo de las lineas, indican sinergismo.
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Figura 13. Graficos de las combinaciones de tratamientos de ARNi-w¢/ y de las drogas
quimioterapéuticas Cisplatino y Gemcitabina, mediante el programa informético CompuSyn.
A) Grifico del efecto de la mediana de las combinaciones: Fa, fraccién afectada; Fu, fraccién no
afectada; D, concentraciéon utilizada. B) Isobolograma normalizado: los valores de la CC
representados por puntos por debajo de las lineas, indican sinergismo.

Las combinaciones con mejor efecto sinérgico, fueron seleccionadas para los
ensayos de PCR convencional para evaluar la expresion del gen wtl y el gen

apoptotico bcl-2.

7.4.- Determinacion de la expresion de wtl y bcl-2 en células BCL16 tratadas
con ARNi-wtl1 y/o cisplatino y/o gemcitabina

Se obtuvieron pastillas celulares de la linea celular B16F10 expuestas a las CC50
de los tratamientos de ARNi-wz/, Gemcitabina, Cisplatino, Gemcitabina + ARNi-
wtl, Cisplatino + ARNi-wt/, asi como la combinacién de tratamientos con mejor
efecto sinérgico, Cys — Gps y CRys — GRys; la exposicion de las células a los
tratamientos fue de 24 horas. Mediante PCR convencional, se evaluo la expresion
del gen WT1 y del gen antiapoptético bcel-2, donde se observd una disminucion en
la expresién de wtl en los tratamientos con ARNi-wtl, Cisplatino + ARNi-wt/,
CRy5 — GR»s , sin embargo se encontré mayor expresion en los tratamientos con
Gemcitabina, Gemcitabina + ARNi-wtl, Co5 — Gys . En la determinaciéon de la
expresion de bcl-2, se observd menor expresion en los tratamientos con ARNi-
wtl y Cisplatino y una fuerte disminucién en Cisplatino + ARNi-wt/, CRys —
GR,5 y Gemcitabina + ARNi-wt/ (figura 14).
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Figura 14. Expresion del gen bcl-2 (235 pb), gen wtl (120 pb) y gen constitutivo g3pdh
(452 pb) en células B16F10 expuestas a diferentes tratamientos: (1) control negativo de la
PCR (agua), (2) ARNi de wtl, (3) gemcitabina, (4) ARNi de wtl con gemcitabina, (5)
cisplatino con gemcitabina, (6) ARNi de wtl con cisplatino y gemcitabina, (7) células
B16F10 sin tratamiento, (8) células K562 sin tratamiento.

7.5. Incremento de apoptosis en células tratadas con los compuestos.

Para determinar si la combinacion de shRNA-WTI, gemcitabina y cisplatino,
induce apoptosis, se utilizo la citometria de flujo mediante anexina-V-FITC y
yoduro de propidio (PI) dual. El ensayo puso de manifiesto que la tasas de
apoptosis aumento el 14,8% en las células tratadas con las células shRNA-WTI, a
comparacién con el 1,9% del control, mientras que en las células tratadas con
gemcitabina y cisplatino, presentaron yoduro de propidio de 7,.9% y 9,3%,
respectivamente, pero no para anexina V; sin embargo, en la combinacién de
drogas con shRNA-WT1, se observa una disminucién de la viabilidad celular por
apoptosis del 21,2% en shRNA-WTI1 / gen, 18% en shRNA-WTlIcis y 22% en
shRNA-WTI1 / GEN / cis (Figura 15). La combinacién de shRNA-WTI1 y el
farmaco mostré muy poca tincién con yoduro de propidio, lo cual indica un patrén

de cambio de muerte celular a comparacion del farmaco solo.
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Figura.15 Determinacion de apoptosis por medio de citometria de flujo

7.6.-Efecto de los Tratamientos en la Sobrevivencia Mediante un Ensayo

Clonogénico.

El ensayo clonogénico o ensayo de formacién de colonias, se usa para evaluar
efectos de radiacién o quimioterapia, con el objetivo de evaluar si una célula es
capaz de dividirse y formar una colonia, luego de haber sido expuesta a un
tratamiento. Es una técnica sencilla, reproducible y para la selecciéon de nuevos
agentes quimioterapéuticos; ademds, se correlacion con los ensayos de viabilidad

del MTT.

Al terminar el tiempo de incubacién, se realizé el conteo de colonias de las
células B16F10 fijadas y posteriormente se tifieron con cristal violeta, las cuales,
con anterioridad, fueron tratadas con ARNi-wt/, ARNi-wt/ + Gemcitabina,
ARNi-wtl + Cisplatino y ARNi-wt/ + Gemcitabina + Cisplatino, donde se
observo una disminucion dréstica en los diferentes tratamientos con respecto a las

células no tratadas, como se observa en la figura 16.

54



H B B 8 &

-
]

o
8

Average numbarofaslonlan

o

!

Controls shRNA-WT1 shRNA/Gen shRNA/Cisp  shRNA/ Gen-Cis

Figura 16. Ensayo clonogénico. A) Grafico del promedio del nimero de colonias en cada
tratamiento aplicado en las células B16F10. B) El ensayo muestra los efectos a largo plazo de la
combinacidn de los tratamientos de las células de melanoma murino B16F10 expuestas a un ARNi
para el silenciamiento del gen wtl, en combinacién con las drogas quimioterapéuticas,
Gemcitabina y Cisplatino.

7.7.-Evaluacion de la sobrevivencia de los ratones C57/BL6 tratados con las

diferentes combinaciones de terapias.

Se realizaron los ensayos in vivo en ratones cepa C57/BL6 tratados con las
diferentes combinaciones de las terapias con ARNi-wz/, Gemcitabina y
Cisplatino. Los ratones presentaron un peso inicial promedio de 20 g y fueron
inyectados con 5 x 10° de células B16F10 via intravenosa en la vena caudal. Los
ratones se trataron durante 14 dias, con 3 aplicaciones de 25ug ARNi-wtl via
aerosol, 2 aplicaciones de 60 mg/kg Gemcitabina via intraperitoneal y 2
aplicaciones de 3 mg/kg de Cisplatino también por via intraperitoneal, el esquema
de tratamiento se describe acuerdo al grupo de estudio en la tabla 6, el
monitoreo de pesos de los ratones se realizé un durante el tiempo que duro el
experimento, el peso final promedio se muestra en la figura 17, presentdndose una
notable pérdida de peso en los grupos de ratones con los tratamientos con
Gemcitabina sola y conbinada con ARNi-wtl, en un 33.59% y 39.06%,
respectivamente. También se pudo observar que estos grupos de ratones eran los

mas afectados en su estado fisico como se puede ver en la figura 18.

55



Peso final Promedio
30
20 4
B
g15
L4
o
10 +
5
0 :
Sano Cisplating Gemritahina RNA de wil ANAi de wt + RNAi de wil + ANAi de wi + Cantrol Positive
Cisplatino Gemitabina Cisplatino +
Gemeitahina
Grupo de Estudio

Figura 17. Grifica del peso final promedio de los grupos de ratones C57/BL6, sometidos a los
diferentes tratamientos de ARNi-wt/, Gemcitabina y Cisplatino.
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Figura. 18. Ratones C57/BL6 con induccién a metastasis pulmonar con la linea celular de
melanoma murino B16F10 en el dia 20 del tratamiento. A) Ratén con tratamiento Gemcitabina.
B) Ratén con tratamiento RNAi + Cisplatino + Gemcitabina.
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7.7.1 Curva de sobrevivencia

En la determinacién del tiempo de sobrevivencia, los ratones tratados con
cualquiera de los diferentes tratamientos presentaron un mayor porcentaje de
sobrevivencia comparado con el grupo control sin tratamiento, asi como en el
periodo de tiempo de sobrevida, en comparacion de los ratones no tratados. La
figura 18 nos muestra la curva de sobrevivencia, se grafican los dias (31 dias que
duro el experimento) de sobrevivencia contra el nimero de ratones sobrevivientes,
donde se observa el 100% de sobrevivencia en los grupo tratados con las drogas
solas y con la combinacién de las dos drogas y ARNi-wt/ y la combinacién +
Cisplatino + Gemcitabina, el 80 % del grupo control sin tratamiento murieron a

los 31 dias
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Figura. 19. Grafico de los dias de sobrevivencia de los ratones C57/BL6 tratados con las

diferentes combinaciones de tratamientos con ARNi-wt/, Gemcitabina y Cisplatino.
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7.7.2.-Examen fisico de los grupos tratados con los diferentes tratamientos.

En la tabla 10 se muestran los datos de sobrevivencia de cada grupo de estudio

asi como la examinacioén fisica de cada grupo de ratén tratado indicando que las

drogas solas protegen contra la metéstasis de las células B16F10, sin embargo

presentan condiciones fisicas deplorables.

Tabla 10.- Resumen de las variables evaluadas en los grupos tratados con los

diferentes tratamientos.

Peso

V)
Final Examen /O.d? Dias de Valor de la
Grupo . . Sobrevivientes . . ..
Promedio visual . Sobrevivencia | progresion
alos 30 dias
(8)
Sano 25.6 (aKin sty 100 30 0
’ saludable
Pasivos,
Cisplatino 21.75 buena 80 28.80 +4.92 0
apariencia
Muy pasivos,
Gemcitabina 17 pequenos, 100 >30 0
encorvados,
pelo crespo.
Activos,
ARNi de wtl 23.3 buena 80 29.60 +£3.13 2
apariencia
. Pasivos,
ARNide wtl | s 5 buena 80 27.2+8.50 0
+ Cisplatino ..
apariencia
Muy pasivos,
RNi de wif + 15.6 pequenos, 40 28.4+£3.72 2
Gemcitabina encorvados,
pelo crespo.
Activos,
ARNi de wtl buena
+ Cisplatino 25.5 apariencia, 100 >30 0
+Gemcitabina timo
engrandecido
Control
Positivo
(con
metastasis 21.6 Muy pasivos. 20 25.00+6.76 4
pulmonar y
sin
tratamiento)
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En la necropsia se realiz6 la diseccion de los pulmones para establecer el
valor en la progresion del cancer inducido, encontrandose un valor de 2 en los
grupos con RNAi-wtl y RNAi-wt] + gemcitabina. En el resto de los grupos no se

observé la formacién de tumores, ver figura 20.

Figura 20. Tejido pulmonar provenientes de ratones C57/BL6 inoculados via intravenosa con
la linea celular B16F10, y sometidos a los diferentes tratamientos: A) Tejido pulmonar del grupo
sano (sin metdstasis pulmonar ni tratamiento), B) Tratamiento de RNAi de wtl con cisplatino y
gemcitabina (timo engrandecido), C) RNAi de wt/ con cisplatino, D) gemcitabina, E) RNAi de
wtl, F) RNAi de wt/ con gemcitabina, G y H) grupo control positivo (con metéstasis pulmonar y
sin tratamiento).
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8.-DISCUSION

El cancer pulmonar se ha convertido en una neoplasia con altos indices de
prevalencia y mortalidad en ambos sexos, a nivel mundial y en nuestro pais, y se
espera que el ndmero de casos incrementen un 70% (WHO, 2015); dicha
enfermedad se origina por la transformacion maligna de las células de pulmon,
donde ocurre una serie de eventos genéticos y moleculares que conducen
alteraciones en la regulacion del ciclo celular y en los mecanismos de
proliferacion y apoptosis (Weinberg, 1989). El gen wtl es un regulador
transcripcional con multiples funciones en el desarrollo celular, sin embargo,
también tiene potencial oncogénico, es capaz de inducir fenotipos celulares
malignos, suprimir la apoptosis y promover la proliferacion celular, y se encuentra
altamente expresado en diversos carcinomas, incluyendo el pulmonar; por lo
tanto, wtl se ha utilizado como blanco de estudio para el desarrollo de estrategias
de terapia génica. Mediante el disefio de un sistema en aerosol para la deliberacion
de dos complejos de PEI-ARNi contra wtl, Zamora et al. (2009) observaron una
disminucién del ndmero de focos tumorales en un modelo murino con ratones

C57/BL6 inducidos a una metastasis pulmonar con la linea celular B16F10.

Debido a la resistencia presentada por las drogas quimioterapetticas en los
pacientes con reincidencia al cancer, en este proyecto se disefi® una politerapia,
seleccionando el ARNi de Zamora et al. (2009) con mayor efecto antitumoral in
vivo (RNAi-WTI1-1), combindndolo con 2 drogas utilizadas actualmente en las
quimioterapias para el cancer pulmonar (cisplatino y gemcitabina). Gemcitabina
es andlogo del nucledsido citidina, como trifosfato, reemplaza a la citidina durante
la replicacion del ADN provocando la activacion de la via de la apoptosis; por
otro lado, Cisplatino es un compuesto a base de platino, el cual se intercalan en las
hebras del ADN. Los mecanismos moleculares que producen la quimioresistencia
al utilizar la combinacién de estas 2 drogas, atin son desconocidas (Cao et al.,

2015).

60



Anteriormente, se ha determinado la quimiosensibilidad celular al aplicar
ARNI’s en politerapias, esto se ha observado en Survivin (Yonesaka et al., 2006),
cuyo silenciamiento incrementa la sensibilidad a doxorrubicina en células de
cancer pulmonar mutantes de p53 in vitro; el silenciamiento del gen bcl-x1 (Lei et
al., 2007) sensibiliza a células de adenocarcinoma resistentes a cisplatino in vitro;
inhibicién de WTI1 isoforma +17AA, potencializé el efecto citotéxico de la
doxorrubicina en las células leucémicas K562 (Shen et al., 2007); el
silenciamiento del gen Nrf2 (Factor nuclear eritroide-2-relacionado con el factor
2) aumenta la eficacia del carboplatino in vitro e in vivo (Singh et al., 2008); el
bloqueo de KLF6-SV1 (Variante 1 del factor 6 tipo Kruppel) restaura la
sensibilidad de células de adenocarcinoma resistentes a cisplatino in vitro y en un
modelo xerégrafo (Sangodkar et al., 2009); el silenciamiento de la intergrina 1
sensibiliza al adenocarcinoma pancredtico ductal a la gemcitabina (Yang et al.,

2016).

Para evaluar la politerapia propuesta, primeramente se comprobd la actividad
citotoxica de los 3 agentes terapéuticos por separado (ARNi-wtl, Cisplatino y
Gemcitabina) en las células de melanoma murino B16F10, las cuales se aplicaran
en el modelo murino por su capacidad de provocar metdstasis pulmonar al
inocularlas via intravenosa en ratones c57bl6. Se obtuvo una CCs, tedrica de 10
ng/ul en el ARNi-wtl; Cisplatino, 10 ng/ul; y Gemcitabina, 50 pg/ul; sin
embargo, en el caso del ARNi-wz/ se utilizé la CCsg practica de 8 ng/ul, la cual
fue determinada en el grafico de viabilidad celular (figura 11, c). Dichos valores
son cercanos a lo reportado anteriormente, Zamora et al. (2009) encontraron una
CCsp de ng/pl con la misma construccion de ARNi contra wt/, Blancas-Mosqueda
et al. (2012) obtuvo 3 ng/ul en Cisplatino, en cuanto a gemcitabina, no se

encontraron antecedentes en células B16F10.

Para evaluar la quimiosensibilidad de Cisplatino y Gemcitabina en las
células B16F10, basado en el trabajo de Blancas-Mosqueda et.al. (2012), las

células fueron expuestas a la CCsy del ARNi-w¢/ (8 ng/ul) y co-tratradas con
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diferentes concentraciones de Cisplatino y Gemcitabina, por separado. Se
determiné un efecto sinérgico en ambas drogas, disminuyendo la CCs, de
Cisplatino y Gemcitabina a 2.4 ng/ul y 7.4 pg/ul, respectivamente. Por lo tanto, el
ARNi-wt] provoca sensibilidad en las células B16F10 a las drogas, Cisplatino y
Gemcitabina, puesto que sus concentraciones bajaron hasta un 70% y 85%, como
corresponde. Al silenciarse wt!, se inhibe la proliferacion de células cancerigenas,
se induce la apoptosis, la caspasa-3 y la poly-(ADP-ribosa) (Zamora et al., 2009),

sensibilizando a las células tumorales a la quimioterapia y radioterapia.

Posteriormente, se requirié probar el efecto de la politerapia en las células
B16F10, combinando los 3 agentes terapéuticos (ARNi-wt¢/, Cisplatino y
Gemcitabina), mediante un isobolograma (Moran-Santibafez et al., 2016),
aplicando la CCsyp de ARNi-wt/ (8 ng/ul) con diferentes combinaciones y
concentraciones de Cisplatino y Gemcitabina, en base a las concentraciones
citototoxicas determinadas anteriormente (2.4 ng/ul y 7.4 pg/ul, respectivamente).
En todas la combinaciones analizadas se encontr6 efecto sinérgico (tabla 9), sin
embargo, el mejor efecto citotéxico fue encontrado en la combinacién CRys —
GRos, esto es, en el tratamiento con 8 ng/ul de ARNi-wr/, 1.2 ng/ul de Cisplatino
y 3.7 pg/ul de Gemcitabina. No hay antecedentes de la combinaciéon de
gemcitabina y cisplatino en células B16F10, no obstante, esta terapia combinada
ha sido utilizada el cancer pulmonar en pacientes en fase Il y IIl. Para comprender
el efecto citotéxico de este tratamiento, se obtuvieron las pastillas celulares de
B16F10 expuestas a las CCsy de las diferentes combinaciones: ARNi-wt/,
Cisplatino, Gemcitabina, ARNi-wt/ + Cisplatino, ARNi-wz/ + Gemcitabina y la
politerapia CR,s — GRys y fueron sometidas a una RT-PCR convencional para la
determinacion de la expresion del gen wtl y el gen apoptético bcl-2. El
silenciamiento del gen wtl se reflejé en la disminucién de su expresion en los
tratamientos ARNi-wz/, ARNi-wt/ + Cisplatino y CR;5 — GRys, en contraste en
los tratamientos Gemcitabina, ARNi-w¢/ + Gemcitabina y Cisplatino +

Gemcitabina se observd un incremento de la expresion de wtl.
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De acuerdo a Takahara et al. (2011), Gemcitabina promueve el aumento de la
expresion del ARNm de wt/ en células de cancer de pancreas humano mediante la
activacion de NF-kB, la cual se ha encontrado activa en diferentes tumores
malignos y se ha implicado en la resistencia celular al efecto citotéxico de varias
drogas, como la Gemcitabina, escapando de la apoptosis. Takahara et al. (2011)
Encontraron el cambio de localizacién de WT1, del nicleo celular al citoplasma, y
por lo tanto cambiando su funcién, puesto que su ubicacién en el citoplasma se ha
relacionado con diferentes tipos de céancer, donde su fosforilacién provoca la
retencion de WT1 en el citoplasma, teniendo como consecuencia la inhibicion de
la uni6n del ADN y la alteracién de la actividad transcripcional. Dicha
fosforilacion y translocacion de WT1 puede ser mediada por Gemcitabina, a
través de la activacion de NF-kB. Debido a lo anterior, Gemcitabina puede
provocar quimioresistencia en las células malignas debido a la activacion de WT1
y NF-kB, sin embargo, la presencia del ARN de interferencia y Cisplatino en este
proyecto, lograron sinergia al silenciar a wt/, a diferencia del tratamiento de
Cisplatino + Gemcitabina y ARNi-wtl + Gemcitabina, donde si se observé la

expresion de wtl.

El gen wtl se ha encontrado relacionado en la activacion de la via de
senalizacidn apOptdtica, especialmente con los miembros de la familia bcl-2. Por
tal motivo, se determind la expresion del gen antiapoptético bcl-2 en cada terapia,
donde se presentd menor expresion en los tratamientos con Cisplatino + ARNi-
wtl, Gemcitabina + ARNi-w¢/ y CRys — GRys, por otra parte, se incrementd la
expresion en Gemcitabina y Cisplatino + Gemcitabina. Wu et al. (2016),
Determinaron el efecto inductor de la gemcitabina sobre la autofagia y la
apoptosis en cé€lulas de cdncer pulmonar (A549 y SPC-Al), sin embargo, la
gemcitabina al activar la autofagia, afecta la quimiosensibilidad de las células,
puesto que al inhibir la autofagia con 3-MA, se activaron los genes pro-
apoptoticos (caspasa-3, bax, BNIP3 y BNIP3L) y disminuy¢ la expresion de bcl-

2, potencializdndose el efecto apoptético de la gemcitabina.
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Para determinar dicho efecto apoptético en las diferentes combinaciones de
tratamientos, se realizé un ensayo clonogénico, el cual mostré que las células
B16F10 tratadas con ARNi-wtl + Cisplatino y CRys — GR»s, no fueron capaz de
dividirse ni formar una colonia, después de haber sido expuesta a al tratamiento, a
su vez, el tratamiento con ARNi-wtl + Gemcitabina mostrd una alta citotoxicidad;
los resultados anteriores, fueron consistentes con el ensayo para la determinacion
de apoptosis por medio de citometria de flujo usando anexina y yoduro de
propidio, donde estas 3 combinaciones presentaron mayor porcentaje de células
en fase de apoptosis temprana, a comparacion de los tratamientos individuales, asi
como presentaron la disminucién del gen antiapoptético bcl-2 en la RT-PCR

convencional.

En la fase in vivo de este trabajo, la politerapia resulté efectiva para
incrementar la sobrevivencia y la calidad de vida del ratén C57/BL6 en un 100%,
reduciendo la metdstasis a pulmén inducida por la inoculacion de la linea celular
B16F10 via intravenosa, aunado a esto, no se presentd pérdida de peso, a
comparaciéon de los ratones no tratados. También, se observd el 100% de
sobrevivencia en el tratamiento con Gemcitabina sola, sin embargo, los ratones
presentaron un menor peso, bajé un 33.6%. Zamora et al. (2009), encontraron que
el silenciamiento de wtl se relaciona con la reduccién de la vascularizacién
debido a la disminucién de la expresion del gen ETS-1 y el factor de crecimiento
endotelial vascular, asi como, la presencia de células apoptéticas en el area

periférica del tumor, dicha drea es de fécil acceso para las drogas.

La eficacia de los agentes quimioterapeuticos se ha limitado por la
quimioresistencia encontrada en los carcinomas pulmonares, especialmente en
NSCLC. Gemcitabina combinada con Cisplatino es un tratamiento ampliamente
aplicado en el tratamiento para NSCLC, a pesar del desarrollo de
quimioresistencias, sin embargo no se conoce bien el mecanismo de resistencia
utilizando dicha combinacién (Cao et al., 2015).

En este proyecto encontramos que la combinacién de la terapia génica para el

silenciamiento de wtl con Gemcitabina y Cisplatino activan la via de apoptosis al
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disminuir la expresion de bcl-2, contrarrestando el efecto antiapoptético de la
Gemcitabina, asi como su efecto téxico in vivo, donde la mejor sobrevivencia y
peso final fue obtenida en los ratones tratados con la combinacién de los 3
agentes. Por tal motivo, se propone estudiar los mecanismos moleculares de la
politerapia propuesta en lineas celulares de carcinoma pulmonar humano, con la
finalidad de aplicarla como terapia contra el cdncer pulmonar evitando la

resistencia generada por las drogas quimioterapéuticas.
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9.-CONCLUSION

1.- Se determin6 una Concentracién Citotoxica del 50% (CCsp) con la terapia
génica para el silenciamiento de wt/ mediante un ARN de interferencia (ARNi-
wtl) de 8 ng/ul, con Gemcitabina de 50 pg/ul y con Cisplatino de 8 ng/pl, en la

linea celular de melanoma murino B16F10.

2.- Se encontrd efecto sinérgico en células B16F10 expuestas a las diferentes
combinaciones de los tratamientos con 8 ng/ul de ARN-wt/, al lograr disminuir la
concentracion de los farmacos en la politerapia hasta un 85% y 92.6%, para

Cisplatino y Gemcitabina, respectivamente.

3.-En los tratamientos con ARNi-wt/ se encontré disminucion de wtl, a
excepcion de los tratamientos con Gemcitabina, donde se ha reportado el
incremento de la expresion de wtl mediante la activacion de NF-kB (Takahara et
al., 2011). Sin embargo, se determind la activacién de la via de apoptosis en la
politerapia con ARNi-w¢/ + Cisplatino a 1.2 ng/ul + Gemcitabina a 3.7 pg/ul, al

observar la disminucion de la expresion del gen antiapoptético bcel-2.

4.- Mediante un ensayo clonogénico, se determiné la alta citotoxicidad de la
politerapia ARNi-w¢/ + Cisplatino + Gemcitabina en la linea celular B16F10,
donde no se logré la formacién de colonias debido al impedimento de la division

celular por el tratamiento.

5.- De acuerdo al ensayo de citometria de flujo, se encontr6 la activacion de la via
de apoptosis en fase temprana en las combinaciones de tratamientos que incluyen

la terapia génica ARNi-wt].
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6.- En los ratones C57BL/6 con induccién a metastasis pulmonar mediante la
linea celular B16F10 y expuestos a tratamientos ARNi-wt¢/, Cisplatino y
Gemcitabina, de manera individual, se encontr6 mejor sobrevivencia (mayor a 30
dias) en los ratones tratados con Gemcitabina, a comparacién de los 25 dias de
sobrevivencia de los ratones no tratados, ademads, en la autopsia no se encontraron
focos tumorales; no obstante, se encontré su calidad de vida deteriorada,
observandose el actividad fisica pasiva, encorvados, pelo crespo y una
disminucién de peso del 33.6%, en relaciéon con los ratones pertenecientes al
grupo sano. Los ratones tratados con ARNi-w¢/ y Cisplatino, presentaron una
sobrevivencia de 29.60 + 3.13 y 28.80 + 4.92 dias, y en su autopsia, 0 y de 10 -
100 focos tumorales, respectivamente, donde su calidad de vida fue considerada

como buena, pero no normal.

8.- Se presento sinergia, ademds de un efecto menos toxico in vivo, en los ratones
C57BL/6 con induccién a metdstasis pulmonar mediante la linea celular BI6F10 y
expuestos a la politerapia con ARNi-wt/ + Cisplatino + Gemcitabina. Los ratones
tratados con la politerapia presentaron una sobrevivencia mayor a 30 dias a
comparacion de los 27.2 + 8.50 y 28.4 + 3.72 dias de sobrevivencia de los ratones
tratados con ARNi-w¢/ + Cisplatino y ARNi-wt/ + Gemcitabina. Aunado a esto,
los ratones tratados con la politerapia no presentaron deterioro en la calidad de
vida, donde se observé una actividad fisica, apariencia del pelo y peso normales,
igual que en el grupo control de ratones sanos, ademds, en la autopsia no se
encontraron focos tumorales, sin embargo en 1 de los 5 ratones tratados, se
encontrd el timo engrandecido. En el tratamiento ARNi-w¢/ + Cisplatino, también
no se mostraron focos tumorales, no obstante, resulté mejor la sobrevivencia y la

calidad de vida en la politerapia.
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10.-PERSPECTIVAS

Debido a la presencia de sinergia en la politerapia con ARNi-wzrl +
Cisplatino + Gemcitabina, tanto in vitro como in vivo, encontrada en este
proyecto, se espera probar dicha politerapia in vitro en células de carcinoma
pulmonar humano, analizando la expresion de genes relacionados con la fase
temprana de la via de sefializacién apoptética. A su vez, in vivo se desea alargar
el tiempo de sobrevivencia en los ratones c57bl6é con induccién a metéstasis
pulmonar mediante la linea celular BI6F10 y expuestos a la politerapia, asi como
realizar el anélisis de la generacion de resistencia, analizando la expresion de los
genes y proteinas relacionadas a la quimioresistencia, aunado a esto, se podrd
determinar la ubicacién de las proteinas en la célula, para determinar su impacto
en el metabolismo de los tratamientos. También, se propondrd realizar estudios
histolégicos para evaluar el efecto toxico de la politerapia en los tejidos, puesto

que no se observoé dicho efecto en el examen visual del raton.
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