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RESUMEN

El cancer se caracteriza por la proliferacion descontrolada de células anormales y
tiene un origen multifactorial. En México, el cancer pulmonar registra aproximadamente
9,000 nuevos casos y 8,000 defunciones anuales, siendo el tabaquismo un factor de riesgo
predominante. La progresion del cancer involucra diversos antigenos tumorales que
promueven procesos como la evasion de la apoptosis, resistencia inmunitaria,
proliferacion celular y angiogénesis. Entre estos antigenos, la proteina WT1 (Proteina del
Tumor de Wilm’s 1) destaca como un factor transcripcional relevante, con alta expresion

en leucemias y tumores solidos.

A pesar de su relevancia, la relacion entre los cambios en la expresion de WT1, el perfil
de citocinas y su influencia en la formacion de un microambiente tumoral favorable no se
ha descrito ampliamente. Este estudio analiz6 la correlacion entre WT1 y citocinas
inflamatorias utilizando muestras de The Human Protein Atlas. Los resultados mostraron
una disminucion de citocinas proinflamatorias en estadios avanzados del cancer pulmonar,
mientras que la expresion de WT1 y de la citocina antiinflamatoria IL-10 (Interleucina 10)

incremento significativamente en el estadio IV.

Ademas, se evalu6 el efecto de las citocinas proinflamatorias TNF-a (Factor de Necrosis
Tumoral ) e IL-1P (Interleucina 1) sobre la expresion y localizacion de WT1 en células
inmunitarias y tumorales. Estas citocinas redujeron los niveles de expresion de WT1 en
transcritos y proteina, induciendo su fosforilacion en la S363 (Serina 363) y S393 (Serina
393). Esto indujo su traslocacion del nucleo al citoplasma, afectando su funcion como
factor transcripcional y disminuyendo la expresion de genes regulados por WT1, como la

IL-10.

En biopsias de pacientes, la expresion de WT1 aument6 proporcionalmente con el estadio
tumoral, correlacionando positivamente con IL-10 en los estadios II, III y IV. Estos
hallazgos resaltan la interaccion entre WT1 y la inflamacion en el cancer pulmonar,
destacando la necesidad de explorar los mecanismos reguladores de estos genes para
disefiar estrategias terapéuticas que consideren la inflamacion y su relacion con oncogenes

como WTTI.



ABSTRACT

Cancer is characterized by the uncontrolled proliferation of abnormal cells and has
a multifactorial origin. In Mexico, lung cancer accounts for approximately 9,000 new
cases and 8,000 deaths annually, with smoking being a predominant risk factor. Cancer
progression involves various tumor antigens that promote processes such as apoptosis
evasion, immune resistance, cell proliferation, and angiogenesis. Among these antigens,
WT1 (Wilm’s Tumor Protein 1) stands out as a relevant transcription factor with high

expression in leukemias and solid tumors.

Despite its significance, the relationship between changes in WT1 expression, cytokine
profiles, and its influence on the formation of a tumor-supportive microenvironment has
not been widely described. This study analyzed the correlation between WT1 and
inflammatory cytokines using samples from The Human Protein Atlas. The results showed
a decrease in pro-inflammatory cytokines in advanced stages of lung cancer, while the
expression of WTI1 and the anti-inflammatory cytokine IL-10 (Interleukin 10)

significantly increased in stage I'V.

Additionally, the effect of pro-inflammatory cytokines TNF-a (Tumor Necrosis Factor o)
and IL-1P (Interleukin 1B) on WT1 expression and localization was evaluated in immune
and tumor cells. These cytokines reduced WTT1 transcript and protein expression levels,
inducing its phosphorylation at S363 (Serine 363) and S393 (Serine 393). This triggered
its translocation from the nucleus to the cytoplasm, impairing its function as a transcription

factor and reducing the expression of WT1-regulated genes, including /L-10.

In patient biopsies, WT1 expression increased proportionally with tumor stage and
positively correlated with IL-10 in stages II, III, and I'V. These findings underscore the
interaction between WTI and inflammation in lung cancer, highlighting the need to
explore the regulatory mechanisms of these genes to design therapeutic strategies that

address inflammation and its relationship with oncogenes like WT1.



1. INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad compleja caracterizada por la proliferacion y
diseminacion descontrolada de células anormales en el organismo. Sus causas son
multifactoriales, incluyendo el tabaquismo, exposicion a radiaciones, mutaciones
genéticas heredadas, disfuncion inmunoldgica y agentes infecciosos. Ante la presencia de
células tumorales, el sistema inmunoldgico activa respuestas para su eliminacion,
incluyendo la liberacion de citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-1PB. Estas
citocinas ademas de contribuir a la eliminacion de células tumorales, también pueden
modular la actividad de factores transcripcionales, alterando su funcién y, por ende, la

progresion del tumor.

Los factores transcripcionales que actian como oncogenes desempefian un papel esencial
en la evasion del sistema inmunoldgico y la induccion de procesos como la angiogénesis,
cruciales para la metastasis. Durante la progresion tumoral, el perfil de citocinas en el
microambiente puede presentar caracteristicas proinflamatorias y antiinflamatorias,
dependiendo de la etapa de la enfermedad. Este desequilibrio en las citocinas ademas de
favorecer el crecimiento del tumor, también presenta desafios para el disefio de terapias
eficaces. Entre las estrategias terapéuticas actuales destacan la quimioterapia y los agentes
inmunomoduladores, dirigidos contra los Antigenos Asociados a Tumor (TAA, por sus

siglas en inglés).

Entre los TAA mas estudiados se encuentra la proteina WT1 (Wilm’s Tumor Protein 1),
un factor transcripcional con alta expresion en tumores s6lidos y hematologicos. Se han
desarrollado diversas terapias contra WT1, como la vacunacion con péptidos sintéticos y
el uso de ARN de interferencia (ARNi), con la finalidad de reducir la expresion de este
oncogén. Aunque WT1 es conocido como un factor transcripcional que regula genes
esenciales para la supervivencia y proliferacion celular, su papel en la modulacion de la

respuesta inmune ain no ha sido completamente descrito.

En este estudio, se analizaron las interacciones entre WT1 y citocinas inflamatorias en el
cancer pulmonar. Se estudio la expresion y correlacion de TNF-a, IL-18, WT1 e IL-10 en
pacientes con diferentes estadios de la enfermedad. Ademas, se realizaron ensayos in vitro
para investigar como las citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-13 modulan la expresion,

1



localizacion y fosforilacion de WT1, y cdmo estos cambios estdn asociados con la
regulacion de IL-10 en células tumorales y macrofagos. Finalmente, se analizaron biopsias
de pacientes con cancer pulmonar para correlacionar la expresion de WT1 con la IL-10 en

distintos estadios de progresion tumoral.

Esta investigacion permite resaltar a WT1 como un modulador de la respuesta
inmunoldgica ademdas de su participacion en la proliferacion celular. Los resultados
permiten destacar su contribucion para generar un microambiente favorable para el
crecimiento tumoral, incrementando su relevancia como blanco terapéutico en el

tratamiento del cancer pulmonar.



2. ANTECEDENTES

2.1. Epidemiologia del cancer pulmonar.

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, de acuerdo
con la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2020) el cancer pulmonar se ubica en el
tercer lugar en cuanto a incidencia, presentando cerca de 2,360,000 casos nuevos a nivel
global, respecto a la mortalidad, este tipo de cancer se ubica como primer lugar con
1,680,000 muertes anuales. En México, la incidencia del cancer pulmonar es de 540,000

casos nuevos, con una mortalidad de 510,000 de forma anual.

Se ha descrito que el cancer pulmonar es de origen multifactorial, de entre los principales
agentes inductores destaca el tabaquismo, los factores genéticos ligados a la herencia,
agentes infecciosos, problemas inmunologicos y la exposicion a radiaciones (Miranda et
al. 2019). La cantidad de agentes causales y la complejidad de los pulmones dan lugar a
diferentes tipos del cancer pulmonar, divididos en dos grandes grupos: SCLC (Cancer
pulmonar de células pequefias por sus siglas en inglés) y NSCLC (Cancer pulmonar de

células no pequefias por sus siglas en inglés) (Figura 1).
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Figura 1. Clasificacion histolégica del cancer pulmonar. El cancer pulmonar se clasifica en SCLC y
NSCLC, este tltimo, a su vez, se divide en LUAD, LUSC y LCC.

2.2. Clasificacion y etapas del cancer de pulmon.

El SCLC representa un bajo porcentaje de los casos de cancer pulmonar, siendo

responsable de entre el 10-15% de las incidencias. Este tipo de cancer se caracteriza por
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su alta agresividad, presentando un ripido crecimiento y diseminacion. Suele estar
asociado al tabaquismo, y las células tumorales son pequefias y de forma ovalada. El
SCLC se clasifica en dos etapas: limitado, cuando el cancer est4 localizado en un lado del

torax, y extenso, cuando se ha diseminado a otros 6rganos (Li et al. 2020).

EI NSCLC es el tipo mas comun de cancer pulmonar, representando aproximadamente el
85-90% de los casos. Se clasifica en subtipos como adenocarcinomas, carcinoma de
células escamosas y carcinoma de células grandes, entre otros. A diferencia del SCLC, la
proliferacion y diseminacion del NSCLC es mas lenta y no siempre esta relacionada con
el tabaquismo. Al ser menos agresivo, el pronostico para los pacientes con NSCLC tiende
a ser mas favorable, aunque depende del estadio en el que se detecte el cancer (Ganti et

al. 2020).

La clasificacion del cancer pulmonar es esencial para determinar el tratamiento y emitir
un prondstico. En el SCLC, se utiliza una clasificacion en dos etapas: limitado y extenso.
En el estadio limitado se puede realizar un tratamiento con radioterapia, este representa
aproximadamente un tercio de los casos, mientras que el estadio extenso representa la

mayoria de los casos de SCLC (Raso et al. 2021).

Por otro lado, el NSCLC se clasifica en cuatro estadios utilizando el sistema TNM (Tumor,
Nodos, Metastasis) (Shames y Wistuba 2014). Estos estadios también se subdividen en

subtipos:
Estadio I:

IA (T1, NO, MO0): El tumor es pequefio y estd confinado al pulmon, sin afectacion de

ganglios linfaticos ni metastasis.

IB (T2, NO, MO0): El tumor es un poco mas grande con caracteristicas adicionales, pero

aln esta confinado al pulmon.
Estadio II:

ITA (T1, N1, MO): El tumor es pequefio, pero se ha diseminado a ganglios linfaticos

cercanos.



IIB (T2-3, N1, M0): El tumor es mas grande y ha afectado estructuras cercanas, como los

ganglios linfaticos.
Estadio III:

IITA (T1-4, N2, MO0): El tumor puede ser de cualquier tamafo, con afectacion significativa

de ganglios linfaticos dentro del torax.

B (T1-4, N3, MO0): Afectacion de ganglios linfaticos mas distantes o estructuras

importantes dentro del torax.

IIIC (T3-4, N3, MO0): Tumores mas avanzados y/o afectacion de multiples ganglios

linfaticos.
Estadio IV:

IVA (Cualquier T, cualquier N, M1a/b): Presencia de metastasis a distancia, que pueden
incluir otros lobulos del pulmon, liquido pleural o pericardico maligno, o metastasis a

otros Organos.
IVB (Cualquier T, cualquier N, M1c): Multiples metastasis a distancia.

Determinar la clasificacion del cancer pulmonar es de suma importancia, ya que las
opciones de tratamiento varian segun el estadio. Por ejemplo, los tumores en estadios
tempranos (I y II) del NSCLC podrian tratarse con cirugia, mientras que los tumores en
etapas mas avanzadas pueden requerir terapias combinadas como quimioterapia,
radioterapia e inmunoterapia. En el SCLC, los pacientes con estadio limitado suelen
recibir quimioterapia y radioterapia, mientras que aquellos con estadio extenso pueden ser

tratados con quimioterapia e inmunoterapia (Chen et al. 2015).

La clasificacién del cancer pulmonar estd estrechamente relacionada con la tasa de
supervivencia. En general, los pacientes diagnosticados en estadios tempranos (para
NSCLC) o en estadio limitado (para SCLC) tienen un prondstico mas favorable en
comparacion con aquellos en estadios avanzados o en estadio extenso (Garinet et al.
2022). La aparicion de este tipo de céncer se asocia con mutaciones y alteraciones

genéticas en oncogenes y genes supresores tumorales, lo que lleva a una pérdida en la



regulacion del crecimiento celular y, como consecuencia, a la formacion de una neoplasia

(Chevallier et al. 2021).

2.3. Inflamacion y cancer.

La inflamacién crénica desempefia un papel crucial en el desarrollo y progresion
de diversos tipos de cancer, incluyendo el cancer pulmonar (Gomes et al. 2014). Aunque
la inflamacion aguda es una respuesta inmunitaria natural y protectora frente a infecciones
o lesiones, en estado cronico puede desencadenar cambios en el microambiente tisular que
favorecen la carcinogénesis (Lee et al. 2009). Durante la inflamacién cronica, las células
inmunitarias liberan diversas citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento que
promueven la proliferacion celular, la resistencia a la apoptosis, la angiogénesis y la

invasion de células tumorales (Cho et al. 2011).

En el cancer, la inflamacion puede actuar en diversas fases de la enfermedad. Inicialmente,
la inflamacion cronica puede generar dafio tisular que, junto con una sefializacion
constante, lleva a mutaciones genéticas y a la activacion de oncogenes (Borrello et al.
2008). A medida que el tumor avanza, las citocinas inflamatorias, como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina-6 (IL-6) y la interleucina-1 beta (IL-18),
promueven un entorno favorable para el crecimiento tumoral, la remodelacion del estroma

y la angiogénesis (Naldini y Carraro 2005).

El microambiente inflamatorio en el cancer esta estrechamente vinculado a la presencia
de macrofagos asociados a tumores (TAMs), que son reclutados por las células tumorales
y los fibroblastos activados (Wang et al. 2011). Estos macrdéfagos, una vez polarizados al
fenotipo M2, liberan citocinas antiinflamatorias como la interleucina-10 (IL-10), que
contribuyen a la inmunosupresion, bloqueando la actividad citotoxica de las células T y
favoreciendo la tolerancia del tumor. Ademas, las citocinas proinflamatorias inducen la
activacion de vias de sefializacion cruciales para la progresion tumoral, como las vias NF-
kB, JAK/STAT y PI3K/AKT, que favorecen la proliferacion celular, la inhibicion de la
apoptosis y la angiogénesis (Dinakar et al. 2022).



En el contexto del cancer pulmonar, la inflamacion juega un papel crucial, sobre todo en
fumadores, quienes sufren inflamacion cronica debido a la exposicion a carcindgenos
presentes en el humo del tabaco. Esta inflamacion sostenida da lugar a un dafio continuo
en el tejido pulmonar, lo que aumenta el riesgo de mutaciones que pueden dar lugar al

cancer (Tao, 2019).

2.4. Biologia molecular del cancer pulmonar.

Se han descrito mutaciones y alteraciones genéticas que favorecen la
carcinogénesis y el desarrollo del cancer pulmonar, de entre los principales genes
involucrados en el SCLC destacan: TP53, las mutaciones en este gen son comunes y
resultan en la inactivacion de la proteina p53, causando una desregulacion en el ciclo
celular y la inhibicion de la apoptosis (Viktorsson et al. 2005). Otro gen afectado es RB1,
la inactivacion de este gen es una caracteristica de la mayoria de los casos de SCLC y
provoca una proliferacion descontrolada de la célula (Kaye, 2002). Las amplificaciones y
alteraciones en genes de la familia MYC también son muy frecuentes en SCLC y se
asocian a un comportamiento tumoral mas agresivo (Zajac-Kaye, 2001), asi como las

alteraciones en la via de NOTCH (Collins et al. 2004).

En el NSCLC se pueden observar alteraciones en otro tipo de genes, por ejemplo, el gen
de EGFR (Receptor del factor de crecimiento epidérmico) que aumentan la actividad de
tirosina quinasa del receptor, lo que promueve una proliferacion descontrolada (Bethune
et al. 2010), también suelen observarse reordenamientos en ALK (Linfoma quinasa
anaplasico), como la fusion EML4-ALK, resultando en una proteina de fusiéon con
actividad tirosina quinasa constitutiva. Las mutaciones en KRAS son comunes,
reordenamientos en ROS1, mutaciones en BRAF, MET, alteraciones en PIK3CA, entre

otros (Riely et al. 2009).

Ademas de los genes previamente mencionados, Oji (Oji et al. 2002) establece la
presencia de WT1 en la mayoria de los casos para SCLC (86%) y NSCLC (96%). Esto
sugiere que WT1 podria desempefiar un papel fundamental en la tumorigénesis del cancer

pulmonar.



2.5. Microambiente tumoral.

El microambiente tumoral en el cancer pulmonar es un entorno dinamico y
complejo que desempefia un papel crucial en la progresion de la enfermedad. Este
microambiente estd formado por una red de células inmunitarias, factores de crecimiento,
citocinas y componentes de la matriz extracelular que interactian constantemente con las
c¢lulas tumorales. Las interacciones entre contribuyen a la evasion de la respuesta inmune

y a la resistencia a los tratamientos y facilitan el crecimiento tumoral (Mittal et al. 2016).

Uno de los principales componentes del microambiente tumoral son las citocinas,
proteinas que modulan la respuesta inflamatoria y la comunicacion celular. En el cancer
pulmonar, citocinas como la interleucina-10 (IL-10) tienen un papel clave al promover un
entorno inmunosupresor. IL-10 es una citocina antiinflamatoria que inhibe la funcion de
las células Ty las células presentadoras de antigenos (APC), lo que permite que las células
tumorales escapen al reconocimiento y ataque por parte del sistema inmunologico (Wang
et al. 2011). Ademas, IL-10 es producida principalmente por macréfagos polarizados al
fenotipo M2, que son reclutados por las células tumorales y que, en lugar de atacar al
tumor, favorecen su crecimiento a través de la angiogénesis y la promocion de un ambiente

de baja inflamacion (Conway et al. 2016).

El reclutamiento y la polarizacion de otras células inmunitarias también son esenciales en
este entorno. Macrofagos, neutrofilos y células dendriticas, influenciados por las sefiales
tumorales, adoptan roles pro-tumorales que apoyan la progresion de la enfermedad. Por
ejemplo, los macrofagos asociados a tumores (TAMs) liberan citocinas y factores de
crecimiento que favorecen la invasion y metastasis del cancer pulmonar. Asimismo, las
c€lulas supresoras derivadas de mieloides (MDSC) inhiben la activacion de las células T
citotoxicas, contribuyendo a una pobre respuesta del sistema inmune en contra del tumor

(Ortiz et al. 2014).

Las citocinas proinflamatorias, como la IL-6 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
también desempenian un papel importante en el microambiente tumoral, promoviendo la
proliferacion celular, la angiogénesis y la migracion de células tumorales. Ademas, las

vias de senalizacion activadas por estas citocinas, como JAK/STAT y NF-kB, son



cruciales para mantener la inflamacion cronica y el crecimiento tumoral (Liang et al.

2013).

2.6. El gen del Tumor de Wilm’s 1 (WT1).

El gen WTT esta localizado en el brazo corto del cromosoma 11, en la regién 13,
y abarca aproximadamente 50 kb con 10 exones que producen un ARNm de 3 kb (Gessler
et al. 1992). Este ARNm presenta tres sitios de inicio de traduccion, generando tres
isoformas de distintos pesos moleculares: 52-54 kilo Daltones (kDa), 62-64 kDa y 36-38

kDa, siendo la primera la comunmente expresada (Ito et al. 2006).

WTI1 puede generar mas de 36 isoformas debido a modificaciones postranscripcionales
en el ARNm, destacando dos eventos de splicing alternativo: uno en el exon 5 y otro en el
exon 9. En el exén 5 ocurre una delecion de 17 aminoécidos (AA), mientras que en el
exon 9 la delecion es de 3 AA: lisina, treonina y serina, resultando en las variantes +/-
17aay +/- KTS (Figura 2). De esta manera, se obtienen cuatro isoformas principales de la

proteina:

WT1+/+: Positiva para 17aa 'y KTS.
WT1+/-: Positiva para 17aa, pero sin KTS.
WT1-/+: Sin los 17aa, pero con KTS.

WT1-/-: Negativa para 17aa y sin KTS.



CuUG AUG AUG Stop
Aminoacid# .73 1 127 Zinc Finger 449

l region
WT1 (+-) N I m c

S| — | | e

CATCURNE ) IR ) |
t t

17 aa KTS
Exon § Exon 9 spice donor

Figura 2. WT1 y sus isoformas. Se destacan dos eventos de corte y empalme alternativos, uno en el exon
5y otro en el ex6n 9, por su presencia o ausencia dan lugar a las cuatro isoformas principales de WT1.

Un elemento de relevancia para la funcion de WT1, es la existencia o ausencia de KTS en
el exén 9, ya que el dominio C-terminal de WT1 contiene un dominio de uniéon al ADN
formado por cuatro dedos de zinc, que interactiia con secuencias ricas en GC y participa
en la expresion de numerosos genes. La variante KTS influye en la interaccion con el
ADN, ya que la insercion o ausencia de estos aminoacidos provoca un reordenamiento
tridimensional en los dedos de zinc, afectando la afinidad de WT1 por el ADN,

permitiendo o impidiendo su unién (Graidis et al. 2010).

WT]1 también es conocido como un factor transcripcional maestro, desempena diversas
funciones segun el tejido en el que se exprese. Inicialmente fue caracterizado en
individuos con tumor de Wilms o nefroblastoma, y se definié originalmente como un gen
supresor tumoral debido a sus alteraciones en aproximadamente el 15% de estos tumores
(Das et al. 2002). Sin embargo, actualmente se le considera un potencial oncogén, capaz
de inducir la proliferacion de células neoplésicas al actuar como un factor transcripcional

de genes relacionados con este proceso (Dao et al. 2013).
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2.7. WT1 y su funcion en cancer.

WT1 juega un papel fundamental en diversos tipos de céncer, incluidos los
canceres hematologicos y solidos, como el cancer de pulmon, mama, pancreas y ovario.
WTI1 es un factor de transcripcion involucrado en la regulacion de la proliferacion,
diferenciacion y apoptosis celular, asi como en el mantenimiento de las células madre

hematopoyéticas y germinales (Royer-Pokora et al. 2010).

En cancer, WT1 puede actuar tanto como oncogén como supresor tumoral, dependiendo
del tipo de tejido (Yang et al. 2007). En canceres hematoldgicos, como la leucemia, se ha
observado una sobreexpresion de WT1, lo que sugiere un papel oncogénico (Rosenfeld et
al. 2003). De manera similar, en canceres solidos como el de pulmén y ovario, WT1
también esta sobreexpresado, contribuyendo a la proliferacion tumoral, la angiogénesis y
la resistencia a la apoptosis (Mayo et al. 1999). Esta sobreexpresion se asocia

frecuentemente con un mal prondstico y una mayor agresividad tumoral.

Uno de los mecanismos clave por los cuales WT1 contribuye al cancer es la regulacion de
genes involucrados en la proliferacion celular, como IGF1R y VEGF (Hanson et al. 2007).
Ademaés, WT1 puede modular la respuesta inmune del tumor, interfiriendo en la activacion
de las células T citotdoxicas y promoviendo un entorno inmunosupresor en el

microambiente tumoral.

Dado su papel en la oncogénesis, WT1 ha emergido como una diana terapéutica en el
tratamiento del cancer. Se han desarrollado estrategias inmunoterapéuticas, como vacunas
basadas en péptidos derivados de WT1, que buscan activar una respuesta inmune dirigida
contra células tumorales que sobreexpresan este gen (Oka et al. 2008). Ademas, las
terapias basadas en ARNi y los inhibidores de WT1 también estan en estudio para reducir

su expresion y frenar la progresion tumoral (Zamora-Avila et al. 2009).

Con respecto a la respuesta inflamatoria, se ha descrito que WT1 puede inducir la sintesis
de la IL-10, una citocina antiinflamatoria que podria promover un microambiente
inmunosupresor y tolerogénico que facilite los procesos carcinogénicos y la evasion del

tumor a la respuesta del sistema inmunolégico (Sciesielski et al. 2010) (Figura 3).
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Figura 3. Papel oncogénico de WT1. WT1 participa en vias de sefializacion involucradas en la evasion a
la muerte por apoptosis, indiccién de metastasis, angiogénesis, proliferacion celular, entre otras.

2.8. Interleucina 10 y su modulacion en cancer.

La interleucina 10 (IL-10) es una citocina antiinflamatoria clave en la modulacién
del sistema inmune, y su papel en el cancer ha sido objeto de amplio estudio,
particularmente en relaciébn con su impacto en el pronostico y la evolucion de la
enfermedad (Hatanaka et al. 2000). En el caso del cancer pulmonar, se ha observado que,
durante las etapas iniciales del desarrollo tumoral, el aumento de citocinas
proinflamatorias promueve la expresion del gen WT1. Este entorno inflamatorio inicial
también facilita el reclutamiento de células inmunitarias, como macrofagos y neutroéfilos,
que tras su polarizacion de M1 y N1 a los fenotipos M2 y N2, respectivamente, participan
en la angiogénesis tumoral, un proceso clave para el crecimiento del tumor (Carus et al.

2013).
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Un estudio realizado por Sciesielski et al. (2010) mostré6 que WT1 puede regular de
manera positiva la expresion de IL-10, lo que desencadena un cambio en el perfil
inflamatorio hacia uno de naturaleza antiinflamatoria. Este cambio permite al tumor evadir
la respuesta inmune, creando un ambiente favorable para su progresion. Ademas,
investigaciones recientes han sugerido que la IL-10 puede ser un blanco terapéutico en las
primeras etapas del cancer pulmonar. Se ha propuesto que la administracién de IL-10 por
inhalaciéon podria contrarrestar el perfil inflamatorio y, de esta manera, inhibir la

angiogénesis y el crecimiento tumoral (Anderson y Egilmez 2018).

Por otro lado, se ha demostrado que, en las etapas avanzadas del cancer pulmonar, los
macréfagos tipo M2 producen I1L-10, promoviendo la progresion tumoral a través de la
via JAK1/STAT1/NFkB/Notchl (Sarode et al. 2020). Este fendmeno contribuye a la
creacion de un microambiente tumoral antiinflamatorio, que favorece la supervivencia del
cancer. Estudios adicionales, como el de Wang et al. (2011), han confirmado la correlacion
entre niveles elevados de IL-10 en etapas avanzadas del céncer, sugiriendo que su
incremento inhibe la actividad de las células T y las APC, lo que dificulta el
reconocimiento y la eliminacion de células tumorales (Sharma et al. 2019). Este proceso
refuerza la tolerancia del tumor en un ambiente inmunosupresor, promoviendo su

progresion y resistencia a las terapias inmunoldgicas (Vahl et al. 2017).

Este balance entre inflamacion y antiinflamacion, regulado en parte por IL-10, resulta
critico en la dinamica de la progresion del cancer pulmonar y en la capacidad del sistema

inmunologico para combatir el tumor.

2.9. Asociacion entre WT1 e IL-10 en cancer.

El gen WT1 ha sido identificado como uno de los principales antigenos tumorales,
lo que ha impulsado el desarrollo de inmunoterapias basadas en péptidos dirigidos contra
su expresion en pacientes con cancer pulmonar. Estas terapias han mostrado resultados
prometedores, con evidencia de regresion parcial de la enfermedad en algunos pacientes,

segun lo reportado por Oka et al. (2004). La razén detras del uso de WT1 como diana
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terapéutica radica en su papel en la regulacion de genes clave para la proliferacion celular

y la apoptosis, procesos fundamentales para el crecimiento y la supervivencia tumoral.

Ademads de su participacién en estos mecanismos, existen estudios prospectivos que
analizan la relacion entre WT1 y la inmunosupresion en el microambiente tumoral
(Sciesielski et al. 2010), en este trabajo se analizd6 dicho mecanismo a través de la
regulacion de la IL-10. WTI interactua con el promotor de IL-10 y activa su expresion,
esta activacion podria ser un factor clave en la creacion de un entorno inmunosupresor,
que permitiria al tumor evadir la respuesta inmunoldgica. La IL-10 es conocida por su
capacidad para inhibir la respuesta inmunitaria al suprimir la actividad de las células T y

las células presentadoras de antigenos, favoreciendo asi la tolerancia del tumor.

2.10. Terapias dirigidas e inmunobiologia del cancer de pulmon.

El tratamiento del cancer pulmonar ha demostrado avances significativos gracias
a las terapias dirigidas y las inmunoterapias, que aprovechan la biologia del sistema
inmunitario para combatir el tumor (Steven et al. 2016). Estas estrategias se enfocan en
modificar el microambiente tumoral, la actividad de las células inmunitarias y los
mecanismos moleculares que impulsan el crecimiento y la supervivencia del cancer. Entre
estas innovaciones destacan los inhibidores de puntos de control inmunitario y las terapias
basadas en péptidos dirigidos contra antigenos tumorales como el gen del tumor de Wilms

1 (WTT1) (Tsuboi et al. 2004) (Figura 4).
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Figura 4. Esquematizacion del mecanismo de accion de la vacuna basada en péptidos de WT1. Los
péptidos antigénicos de WT1 son expuestos a una célula presentadora de antigeno, misma que a su vez,
presenta mediante el MHC I a los linfocitos CD8+ para inducir una respuesta citotoxica en contra de células
que presenten el antigeno tumoral. La presentacion también puede ocurrir mediante el MHC II a los
linfocitos CD4+, para inducir una respuesta de tupo humoral y activar a los linfocitos B para la generacion
de anticuerpos en contra de dicho antigeno tumoral.

Los inhibidores de puntos de control inmunitario, como los inhibidores de PD-1/PD-L1 y
CTLA-4, han transformado el tratamiento del cancer pulmonar al reactivar la respuesta
inmunitaria contra las células tumorales (Lafuente-Sanchis et al. 2017). Estas terapias
bloquean las sefales que permiten al tumor evadir el sistema inmunoldgico, restaurando
asi la capacidad de las células T citotoxicas para atacar las células cancerosas. El éxito de
estas inmunoterapias ha sido significativo en algunos pacientes con cancer pulmonar

avanzado, lo que ha llevado a una mayor supervivencia a largo plazo en ciertos casos.

Por otro lado, las terapias basadas en péptidos dirigidas a WT1 han mostrado potencial en
cancer pulmonar, al aprovechar su capacidad para activar respuestas inmunitarias
especificas. WT1, al ser un antigeno asociado a tumores, es un objetivo en el disefio de
vacunas y terapias personalizadas (Krug et al. 2010). Los estudios han demostrado que los
pacientes con cancer pulmonar que reciben estas terapias pueden experimentar una
regresion parcial del tumor, ya que los péptidos de WT1 inducen una respuesta de células

T dirigida contra las células tumorales (Oka et al. 2008).
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En este contexto, la modulacion de citocinas como la IL-10 juega un papel critico. La IL-
10 puede contrarrestar la eficacia de las inmunoterapias al inhibir la activacion de células
Ty promover un entorno tumoral antiinflamatorio. La regulacion de IL-10, ya sea a través
de inhibidores especificos o la manipulacién del microambiente tumoral, podria mejorar
la respuesta a las terapias dirigidas a WT1 y los inhibidores de puntos de control. Al
reducir la inmunosupresion mediada por IL-10, se podria potenciar la actividad
antitumoral del sistema inmunitario, aumentando asi las probabilidades de éxito de las

inmunoterapias.

2.11. Vias de sefalizacion involucradas en la inmunosupresion tumoral.

En el cancer pulmonar, la inmunosupresion es uno de los mecanismos clave que
permite la evasion del sistema inmunitario por parte del tumor. Vias de sefalizaciéon como
JAK/STAT y NF-kB juegan un papel central en este proceso (Purohit et al. 2023),
regulando factores como WT1 y a la citocina IL-10, que promueven un microambiente
tumoral favorable para el crecimiento y la supervivencia del tumor. Estas vias ademas de
facilitar la proliferacion celular y la resistencia a la apoptosis también contribuyen a la
creacion de un entorno inmunosupresor que limita la capacidad del sistema inmunolégico

para atacar el tumor.

La via JAK/STAT es esencial en la transduccion de senales de diversas citocinas, incluidas
aquellas que modulan la respuesta inflamatoria y la inmunosupresion. Cuando la IL-10 se
une a su receptor, activa la via JAK1/STAT3 (Riley et al. 1999), lo que desencadena una
cascada de sefializacion que suprime la funcién de las células T y de las células
presentadoras de antigenos (APC). Este proceso es crucial para el establecimiento de un
microambiente antiinflamatorio, lo que a su vez permite que las células tumorales escapen
al reconocimiento inmunitario. La activacion sostenida de STAT3 ademas de promover la
inmunosupresion, también regula genes que controlan la proliferacion celular y la

resistencia a la muerte celular programada (Gritsko et al. 2006).

Por otro lado, la via NF-kB también desempefia un papel fundamental en la regulacion del

microambiente tumoral. Esta via es activada por diversas citocinas proinflamatorias, como
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el TNF-a y la IL-1P, y estd estrechamente vinculada con la inflamacion croénica en el
cancer (Lopez-Bojorquez et al. 2004). Una vez activada, NF-kB transloca al nucleo celular
y regula la expresion de genes relacionados con la inflamacion, la proliferacion y la
supervivencia celular. En el contexto del cancer pulmonar, NF-kB ademads de contribuir a
la progresion del tumor, puede regular la expresion de WT1, aumentando la capacidad del

tumor para inhibir la respuesta inmunitaria.

La interaccién entre WT1 e IL-10 a través de estas vias de sefializacion sugiere un
mecanismo de inmunosupresion. WT1, al regular positivamente la produccion de IL-10,
favorece un entorno tumoral donde predominan las sefiales antiinflamatorias y la
inhibicion de las respuestas citotoxicas. Estas vias actian de manera sinérgica,

promoviendo la supervivencia del tumor al facilitar la evasion del sistema inmunolégico.

El presente trabajo busca investigar si WT1 contribuye directamente a la inmunosupresion
observada en el cancer pulmonar a través de su regulacion de IL-10. De ser asi, se
fortaleceria la hipotesis de que WT1 no solo promueve la proliferacion tumoral, sino que
también modula el microambiente inmune para facilitar la progresion del cancer. Este
doble papel de WT1 podria tener implicaciones importantes para las terapias dirigidas,
permitiendo el desarrollo de nuevas estrategias que combinen la inhibiciéon de WT1 con
la modulacion de citocinas como IL-10 para mejorar la eficacia de los tratamientos

asociados a la inmunoterapia en cancer pulmonar.
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3. JUSTIFICACION

A pesar de los avances en inmunoterapia y tratamientos dirigidos, el cancer pulmonar
contintia siendo una de las principales causas de mortalidad en todo el mundo, debido

principalmente a la capacidad de los tumores para evadir el sistema inmunologico.

WTI1 es un antigeno tumoral que favorece la proliferacion celular, angiogénesis y
metastasis, ademads, se ha descrito que puede regular la expresion de IL-10, una citocina
antiinflamatoria que favorece un entorno inmunosupresor en el microambiente tumoral.
Con base en esto, elucidar los mecanismos de interaccion entre WT1 e IL-10 en las
diferentes etapas del cancer pulmonar podria generar nuevas perspectivas sobre los

mecanismos de inmunosupresion que limitan la efectividad de las terapias actuales.

Este proyecto busca identificar el impacto de las citocinas inflamatorias en la regulacion
de WT1 y como esto influye en la transicion de un microambiente inflamatorio pro-
tumoral a uno inmunosupresor, proporcionando una base para el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas que inhiban estas vias, revertiendo la inmunosupresion y
mejorando la respuesta a las inmunoterapias dirigidas, permitiendo asi la generacion de
nuevas vias para el tratamiento personalizado en cancer pulmonar, mediante el disefio
estrategias que ataquen al tumor y también que modifiquen el microambiente tumoral para
lograr una respuesta inmune efectiva, mejorando el prondstico y la calidad de vida de los

pacientes.
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4. HIPOTESIS

Las citocinas proinflamatorias modulan la expresion y localizacion de WT1, regulando la

produccion de IL-10 en cancer pulmonar y células del sistema inmunologico.

5. OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar las implicaciones de WT1 bajo el efecto de citocinas proinflamatorias en la

produccion de la IL-10 en cancer pulmonar y células del sistema inmunologico.
Objetivos especificos:

Analizar la expresion de TNF-a, IL-1B, WT1 e IL-10 y establecer sus correlaciones en

diferentes estadios del cancer pulmonar.

Evaluar el impacto de TNF-a e IL-1B en la expresion de WTI1 y su efecto sobre la

produccion de IL-10 en células tumorales y células del sistema inmunolégico.

Determinar la localizacion subcelular de WT1 y la induccion de su fosforilacion en

respuesta a TNF-a e IL-1 en cé€lulas tumorales y células del sistema inmunolégico.

Evaluar la expresion de WT1 e IL-10 en muestras de pacientes con cancer pulmonar y

establecer su correlacion.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1. Analisis de expresion de TNF-a, IL-1p, WT1 e IL-10 y su correlacion en

pacientes con cancer pulmonar.

Se accedi6 a los datos de expresion de TNF-a, IL-18, WT1 e IL-10 de la base de

datos de The Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org). Se llevoé a cabo un

metaanalisis que incluyé 994 muestras, las cuales fueron categorizadas segun el estadio
tumoral. La distribucién de muestras fue de 510 para estadio I, 277 para estadio II, 163
para estadio III y 32 para estadio IV. La cuantificacion de la expresion se realizd en
Fragmentos por Kilobase en un Millon de fragmentos mapeados (FPKM) para TNF-a,, IL-
1B, WTTI e IL-10. Se identificé la correlacion en los niveles de expresion de los genes

evaluados entre los pacientes clasificados en cada grupo de estadio tumoral.

Se realizd un andlisis de Kaplan-Meier para determinar la tasa de supervivencia en
pacientes con cancer pulmonar con alta y baja expresion de WT1, se utilizé una muestra
de 2166 pacientes disponibles en la base de datos de Kaplan-Meier Plotter

(https://kmplot.com), los resultados fueron comparados con la tasa de supervivencia en

pacientes con alta y baja expresion de la IL-10 y se determiné si existe una asociacion

entre ambos genes con la supervivencia de estos pacientes.

6.2. Produccion del Plasmido de Expresion de WT1 (p-WT1).

6.2.1. Formacion de Bacterias Calcio-Competentes.

Se inocul6 una colonia de E. coli DH50 en 5 mL de caldo Luria Bertani (LB),
compuesto por un 10% de peptona de caseina, 5% de extracto de levadura y 5% de Cloruro
de Sodio (NaCl), ajustado a un pH de 7.2 + 0.2. La muestra se incub6 durante toda la
noche a 37 grados centigrados (°C), con agitacioén constante a 300 revoluciones por minuto
(rpm). Al dia siguiente, se tomaron 100 pL de esta solucion y se transfirieron a otro tubo
con 5 mL de caldo LB fresco, se incubaron nuevamente durante 4 horas a 37 °C y 300
rpm. Posteriormente, se centrifugaron 3 mL de la suspension bacteriana, se descartd el
sobrenadante, y se resuspendi6 la pastilla en 1.2 mL de una solucién de cloruro de calcio

a 50 mM/L en frio. Esta solucion se mantuvo en hielo durante 20 minutos (min), después
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se centrifugd a 10,000 rpm por 2 min. La pastilla resultante fue reconstituida en 50 pL de

cloruro de calcio.
6.2.2. Transformacion de Bacterias E. coli DH5a con el Plasmido p-WTI.

Se afiadieron 5 mL de caldo LB a dos tubos de 15 mL, a uno de ellos se agregd ampicilina
auna concentracion de 100 ng/mL y fue utilizado como control de transformacion, el tubo
sin ampicilina se utiliz6 como control de crecimiento bacteriano. Se inoculé 1uL de
bacterias E. coli DH5a en cada tubo y se incubaron a 37 °C en un agitador a 300 rpm

durante toda la noche.

La transformacion se realizo afiadiendo 1 pg del p-WTT en la pastilla de bacterias calcio
competentes obtenido previamente, se incubd en hielo durante 1 hora (h) con agitacion
cada 5 min. Se realiz6é un choque térmico a 37°C durante 2 min y se afiadieron 200 pL de
caldo LB sin antibidtico. Después de 30 min se transfirieron las bacterias transformadas a
un tubo con 25 mL de medio con antibidtico para ser incubadas durante toda la noche a

37 °C con agitacion a 300 rpm.
6.2.3. Extraccion a Pequena Escala.

Se realizé la extraccion del plasmido p-WT1 a pequena escala empleando las siguientes

soluciones:

1. Solucion 1: 2.5 mL de glucosa al 1M, 1 mL de EDTA al 0.5M y 0.62 mL TrisHCl
al 2M a un pH de 8.0, aforada a 50 mL.

2. Solucioén 2: 8.8 mL de agua bidestilada, 200 pL. de NaOH 10M y ImL de SDS al
10%.

3. Solucién 3: 6 mL de acetato de potasio SM, 2.8 mL de agua bidestiladay 1.2 mL

de 4cido acético glacial.

Se tomaron 3 mL de la solucién con bacterias transformadas y se centrifugd durante 2 min
a 10,000 rpm, la pastilla obtenida fue resuspendida en 100 pL de la solucion 1. Se
afiadieron 200 pL de la solucion 2 y se incubd durante 5 min, después, se afiadieron 100

uL de la solucion 3 y se incub6 nuevamente durante 3 min.
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Se centrifugd la solucion durante 5 min a 10,000 rpm y se transfirio el sobrenadante a un
tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, se anadi6 isopropanol (0.75 voliimenes) y se incubd
durante 2 min. Se centrifug6 la solucion a 10,000 rpm durante 15 min y se decanto el
sobrenadante, se lavo la pastilla con etanol al 70% sin resuspenderla y se centrifugd
nuevamente durante 15 min a 10,000 rpm. La pastilla fue resuspendida nuevamente en
etanol al 70% y se centrifugd durante 15 min a 10,000 rpm. Se decant6 el sobrenadante y

se dejo secar la pastilla para finalmente resuspenderla en 15 puL de agua libre de DNAsas.
6.2.4. Caracterizacion del Plasmido p-WTI.

Se determind la concentracion del plasmido obtenido de la extraccion a pequena escala,
se llevo a cabo un ensayo de digestion enzimadtica para lograr caracterizar el p-WTI,
utilizando 1 U de la enzima EcoRIy 1 ug del p-WTI, se afiadieron 6 uL. de Buffer Green
10X previamente diluidos en 10 pL de agua libre de DNAsas. La muestra se sometio al
ensayo de digestion durante 1 hora a 37 °C y los productos fueron visualizados mediante
una electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, misma que se llevé a cabo durante 1 h a 80

Volts (V).
6.2.5. Produccion a Mediana Escala del Plasmido p-WTI.

Se utilizo el kit QIAGEN Plasmid Midi Kit. Se tom6 una colonia de bacterias E. coli
DH5a transformadas con el pldsmido p-WTI1 y se inoculd en 5 mL de caldo LB con
ampicilina a una concentracion de 100 ng/mL, se incub6 durante 8 h a 37°C con agitacion
a 300 rpm. De este cultivo primario se tomaron 50 uL y se inocularon en 50 mL de caldo

LB con ampicilina para ser incubados durante 16 horas a 37°C en un agitador a 300 rpm.

Se centrifugo la solucion con bacterias a 6,000 gravedades durante 15 min a 4 °C, se
resuspendio la pastilla en 5 mL del buffer P1 que contenia RNAsa. Se agregaron 5 mL del
buffer P2, se mezcld por inversion y se incubd durante 5 min. Después, se afiadieron 5 mL
del buffer P3, se mezcld por inversion y se incubd en hielo durante 20 min para la

precipitacion.

Se centrifugd la solucion a 10,000 gravedades durante 15 min a 4 °C y se colecto la fase
acuosa en otro tubo. Se centrifugé nuevamente a 10,000 g durante 15 min a 4 °C y se

colecto el sobrenadante. Se equilibro la columna QIAGEN-tip 500 con buffer QBT y se
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vacio por gravedad, el sobrenadante con el p-WT1 se transfiri6 a la columna y se dejo
fluir por gravedad, se lavo la columna dos veces con 15 mL del buffer QC y se eluyo6 el

ADN plasmidico con 15 mL del buffer QF.

La precipitacion del ADN plasmidico colectado se realizo afiadiendo 0.7 volimenes de
isopropanol a temperatura ambiente, se mezcld y se centrifugd a 10,000 gravedades
durante 30 min a 4 °C, se decanto el sobrenadante y se lavo la pastilla con 5 mL de etanol
al 70% a temperatura ambiente. Se centrifugd a 10,000 g durante 10 min, se decant6 el
sobrenadante y se dejo secar a temperatura ambiente durante 15 min, finalmente, se

resuspendi6 en buffer TE a pH de 8.0.

6.3. Obtencion y Mantenimiento de las Lineas Celulares.

Las lineas celulares RAW264.7, J774.2, B16-F10 y A549 fueron obtenidas del
banco de células del Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Facultad de Ciencias
Biologicas. Se cultivaron en una caja de 25 centimetros cuadrados (cm?) con medio de
Eagle modificado con Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB) y 1% de antibidtico antimicético (aa). Los cultivos fueron colocados en una
incubadora a 37 °C con humedad relativa (HR) del 70% y una inyeccion de didxido de
carbono (COz) del 5%, el cultivo se monitore6 diariamente hasta alcanzar la estabilidad

de las lineas celulares.

6.4. Transfeccion en células RAW?264.7.

Se sembro¢ la linea celular RAW264.7 en una placa de 6 pozos, utilizando 200,000
células por pozo en un volumen de 2 mL de medio DMEM suplementado con 10% SFB
y 1% aa, se incubd en las condiciones previamente descritas hasta que la linea celular
alcanz6 una confluencia del 70-80%. Se utilizdé como agente transfectante el polimero
policatidonico Polietilenimina (PEI) ramificado y con un peso molecular de 25 kilo
Daltones (kDa). Se prepar6 una solucion de PEI a una concentracion de 4.3 mg/mL en

agua miliQ estéril.
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Se utilizaron las siguientes cantidades para la transfeccion en cada pozo: 100 pL de NaCl
al 150 mM con 0.4 pL de PEI 'y 100 pL de NaCl 150 mM con 4 pg del p-WTT. Se llevaron
al vortex y spin ambas soluciones y la solucion de PEI se afiadi6 a la solucion del p-WT1,
se llevd a vortex y spin nuevamente y se incubd durante 30 minutos a temperatura
ambiente antes de agregarse a las células para la transfeccion. Tras 48 horas, las células
transfectadas fueron seleccionadas utilizando el marcador neomicina a una concentracion
de 400 pg/mL para la seleccion y después a una concentracion de 200 pg/mL durante 3
semanas para el mantenimiento, permitiendo asi obtener la linea celular estable

RAW264.7 p-WTI.

6.5. Tratamientos con IL-1B, TNF-o y LPS a las lineas celulares RAW264.7,
RAW264.7 p-WT1, J774.2, B16-F10 y A549.

Para los ensayos in vitro, se aplicaron los siguientes tratamientos a los tiempos
evaluados que se describen a continuacion, se utilizo la misma dosis y tiempos para cada

una de las lineas celulares evaluadas:

1. TNF-a: 10ng/mL, afiadiendo 30 pL del stock de TNF-a a 2,970 pL de medio
DMEM suplementado con 10% de SFB y 1% de aa.

2. IL-1B: 20ng/mL, anadiendo 60 pL del stock de IL-1p a 2,940 uLL de medio DMEM
suplementado con 10% de SFB y 1% de aa.

3. LPS: 100ng/mL, anadiendo 750 pL del stock de LPS a 2,250 pL. de medio DMEM
suplementado con 10% de SFB y 1% de aa.

4. Control Negativo: Las células para el control negativo fueron colocadas con 3 mL

de medio DMEM suplementado con 10% de SFB y 1% de antibiotico/antimicético.

Se aplico cada tratamiento por triplicado en placas de 6 pozos, durante los tiempos de 6 h,
12 h'y 24 h. Las células fueron cultivadas bajo las condiciones previamente descritas para
garantizar el correcto crecimiento celular, después de cada tiempo a evaluar, se colect6 el

sobrenadante para los posteriores analisis de expresion de citocinas, también se colectaron
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las células para su extraccion de proteinas y de ARN. Se realizo la colecta por disgregacion

celular con tripsina-EDTA y se transfirié a tubos de microcentrifuga de 1.5 mL.

6.6. Extraccion de ARN.

Se realiz6 una extraccion de ARN total a las lineas celulares incubadas con los
tratamientos descritos previamente, la extraccion se llevo a cabo empleando el reactivo
Trizol (Thermo Fisher Scientific). Se homogenizaron las células anadiendo 1mL de Trizol
incubd durante 5 min a temperatura ambiente para la lisis celular. Después, se agregaron
200 pL de cloroformo y se homogenizé vigorosamente la solucion durante 15 s, se dejo
en incubacion a temperatura ambiente durante 3 min para realizar la extraccion de ARN,
posteriormente se centrifugo6 a 12,000 gravedades por 5 min a 4 °C. Se tomo la fase acuosa
y se precipitd en un tubo de microcentrifuga con 500 pL de isopropanol, se incubd a
temperatura ambiente durante 10 min, y se centrifugd a 12,000 gravedades por 10 min a
4 °C. Después, se lavo la pastilla con 1 mL de etanol al 75%, se homogenizd y se
centrifugd a 7,500 gravedades por 5 min a 4°C, por ultimo, se dejo secar de 10 a 15 min
y se resuspendié en 50 puL de agua libre de RNAsas. Las muestras se incubaron a 55 °C
de 10 a 15 min para posteriormente realizar la lectura de su concentracion y pureza

empleando el NanoDrop.

6.7. Determinacion de concentracion y pureza del ARN.

Se llevaron las muestras a un andlisis en NanoDrop (NanoDrop One, Thermo
Fisher Scientific), después de seleccionar que se realizard una cuantificacion de 4cido
nucléico, especificamente ARN monocatenario, se afiadié 1 pL de agua MiliQ para medir
el blanco. Se realizaron las lecturas afladiendo 1 pL de cada muestra por cuantificacion,
se realiz6 la medicidon a 260 nandmetros (nm) y a 280 nm, se calcul6 la relacion buscando
valores entre 1.8 y 2.0 para poder establecer que las muestras no presentan contaminantes
como sales, residuos de fenoles o proteinas. Las muestras que resultaron con valores por

debajo o encima del rango estimado, fueron descartadas y se repitio el experimento.
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Se determiné la concentracion del ARN extraido para cada muestra, misma que se expreso
en pg/ul, la cuantificacion permitié determinar el volumen necesario para realizar las
reacciones de RT-PCR y el ensayo de electroforesis para determinar la integridad del ARN

extraido. El valor de la concentracion fue obtenido mediante el NanoDrop.

6.8. Determinacion de la integridad del ARN.

Las muestras fueron sometidas a una electroforesis en gel de agarosa para
determinar la integridad del ARN extraido, para ello se prepar6 un gel de agarosa al 1.2%
y se cargaron 2 pug de ARN de cada muestra en su carril correspondiente. Se aplicaron 80
V para el corrimiento de las muestras a través de la agarosa durante 30 min y se
visualizaron los productos del corrimiento electroforético mediante la tincion con bromuro
de etidio como agente intercalante, donde se indujo su excitacion mediante una fuente de
luz ultravioleta. Para garantizar la integridad del ARN, en cada muestra se busco la
presencia de los ARN ribosomales 28S, 18S y en ocasiones presentaron los 5S,

correspondientes a las subunidades mayor y menor de los ribosomas.

6.9. Analisis de expresion de WT1, IL-10 y Bcl-2 mediante RT-PCR en células
RAW264.7 y RAW264.7 p-WT1

Se sintetizd el ADN complementario (ADNCc) a partir de las muestras de ARN de
las células RAW264.7 y RAW264.7 p-WT1 que presentaron calidad e integridad, para ello
se utilizaron 5 pg de ARN total, 200 U de Superscript Il y 0.5 pg de oligo dT bajo las

condiciones de 42 °C durante 90 min y 70 °C durante 10 min.

Se determind la expresion génica a nivel transcrito de los genes WTI, IL-10 y Bcl-2
mediante un ensayo de PCR, para ello se amplific6 el ADNc obtenido utilizando la enzima
Taq DNA polimerasa (Life Technologies) y los primers para W7TI Forward: 5'-
AACGCCCCTTCATGTGTGC-3' y Reverse 5'-
GCTGGTCTGAACGAGAAAACCTTC-3' a una temperatura de alineamiento (Tm por
sus siglas en inglés) de 58.5 °C para amplificar un fragmento de 223 pb. La amplificacion

del gen de la /L-10 se llevo a cabo utilizando los primers Forward: 5°-
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TCTCCGAGATGCCTTCAGCAGA-3’ y Reverse 5’-
TCAGACAAGGCTTGGCAACCCA-3’ auna Tm de 58.3 °C, obteniendo un fragmento
de 126pb y para el gen Bcl-2 se emplearon los primers Forward: 5’-
TCATGTGTGTGGAGAGCGTCAA-3’ y Reverse 5’-
GTGTGTGTCTGTCTGTGTGTGTGA-3’ a una Tm de 62.4 °C generando un producto
de 408 pb. Se utilizd6 como control endégeno la amplificacion de la gliceraldehido-3-
fosfato  deshidrogenasa  (GAPDH), usando los primers Forward: 5'-
GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3"y Reverse 5'- GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3'
auna Tm de 60.6 °C para generar un producto de 425 pb.

6.10. Electroforesis en gel de agarosa.

Se analiz6 la expresion génica de WTI, IL-10 y Bcl-2 en células RAW264.7 y
RAW264.7 p-WT1 mediante una electroforesis en gel de agarosa, los productos de la
amplificacion se corrieron en un gel de agarosa a una concentracion de 1.0% y se
observaron en un fotodocumentador proporcionado por el departamento de Genética de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia para la obtencion de las imagenes. Las
imagenes se analizaron mediante un analisis por densitometria con el programa Image
Studio Lite Ver 5.2. Los resultados fueron graficados y analizados para las diferencias

significativas con el programa de Graphpad — Prism10.

6.11. Estudio de la expresion de WT1 en células A549, B16-F10 y J774.2 mediante
RT-PCR.

Se trataron las células A549, B16-F10 y J774.2 con TNF-a, IL-1B y LPS a los
tiempos de 6 h, 12 h y 24 h como se describié previamente y por triplicados. Luego de
separar el sobrenadante de la placa de 6 pozos para los ensayos de ELISA, las pastillas
celulares fueron obtenidas mediante el uso de tripsina para la disgregacion. A
continuacion, las pastillas fueron destinada al analisis de la expresion de WT1 mediante

RT-PCR.
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Se realiz6 la extraccion, cuantificacion y determinacion de pureza e integridad del ARN
como se describi6 previamente, asi mismo, se llevo a cabo la reaccion de PCR para el gen
de WTI bajo las condiciones previamente descritas. Se visualizaron los productos de la
amplificacion mediante un gel de agarosa al 1.0 % como se describié previamente y se
sometieron a un analisis estadistico para determinar los cambios en la expresion, los

resultados del andlisis fueron graficados utilizando el programa Graphpad — Prism10.

6.12. Analisis de expresion de WT1 en células A549 y B16-F10 mediante Western
blot.

Se determiné la expresion de la proteina WT1 en células tumorales B16-F10 y
A549, las células se cultivaron a una densidad de 1x10° células en placas de 6 pozos,
utilizando 2 mL de medio DMEM/F-12 suplementado con SFB al 10% y se incubaron
durante toda la noche. Se aplicaron tratamientos con TNF-a, (10 ng/mL), IL-1B (20 ng/mL)

y LPS (100 ng/mL) durante 6 h, tras lo cual se colectaron las células.

Se lisaron las células en 100 puL de tampodn de lisis (1% Triton, 150 mM NaCl, 25 mM
Tris pH 7.6) y se midieron las concentraciones de proteina utilizando el kit de ensayo de
proteinas DC (Bio-Rad, Hércules, CA, EE. UU.). Se separaron 50 ug de proteina de cada
muestra mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
(SDS-PAGE) al 12%, mediante el corrimiento a 60 V hasta que pasaron la fase del gel

concentrador y después a 80 V para su migracion y separacion en la fase del gel separador.

Después se realizd una transferencia a membrana de nitrocelulosa durante toda la noche a
4 °C, seguido de un bloqueo con leche descremada (Thermo Fisher) al 5% en buffer TBS-
Tween durante 1 h. Se llevo a cabo la inmunodeteccion utilizando los anticuerpos Anti-
WT1 (F-6) sc-7585 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EE. UU.). Se empled
el anticuerpo Anti-GAPDH (Sigma) para la deteccion y normalizacion con la proteina
GAPDH. La inmunodeteccion se realizé exponiendo la membrana de nitrocelulosa con
las proteinas ya bloqueada a los anticuerpos durante 1 h, después de 3 lavados de 15
minutos con TBS-Tween se aplico el anticuerpo secundario Anti-Mouse conjugado con

peroxidasa de rabano picante (HRP) y se dejo incubar durante 1 h. Nuevamente se lavo la
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membrana con TBS-Tween tres veces durante 15 minutos y las proteinas fueron
visualizadas utilizando el sistema de transferencia Western Lumi-Light (Roche,

Pleasanton, CA, EE. UU.) y su exposicion a un film en cuarto oscuro.

6.13. Expresion de IL-10 en células A549, B16-F10 y J774.2 mediante ELISA.

Se cuantifico el nivel de expresion de IL-10 en las lineas celulares tumorales (A549
y B16-F10) y de macréfagos (J774.2) mediante un kit de ensayo de inmunoadsorcion
ligado a enzima (ELISA). Se utilizaron 200 pL del medio de cultivo de cada linea celular
(A549, B16-F10 y J774.2) tratada con TNF-a (10 ng/mL), IL-1B (20 ng/mL) y LPS (100
ng/mL) durante 6, 12 y 24 horas, siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante

PeproTech (PeproTech, Ciudad de México, México).

6.14. Analisis de la localizacion subcelular de WT1 y la induccion de su
fosforilacion en respuesta a TNF-o e IL-1B en células A549, B16-F10 y J774.2

mediante inmunofluorescencia.

Se evalud la localizacion de WT1 en células A549, B16-F10 y J774.2 previamente
tratadas con las citocinas proinflamatorias y el LPS (TNF-a a 10 ng/mL, IL-1B a 20 ng/mL
y LPS a 100 ng/mL durante 6 h). Las células se fijaron con metanol/acetona (50-50) a -20
°C, seguido de lavados con PBS y permeabilizacion con buffer permeabilizante (0.1 % de
Triton con 1 % de citrato de sodio en PBS), seguido de tres lavados con PBS. Se
bloquearon las células con FBS al 20 % en PBS durante 30 minutos y se incubaron durante
1 h con anticuerpo monoclonal Anti-WT1 (F-6) (sc-7585 Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, EE. UU.), Anti-WT1-p363 (sc-12933, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, EE. UU.) y Anti-WT1-p393 (sc-12934, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
EE. UU.).

Tras lavados con PBS, se aplico el anticuerpo Anti-IgG-FITC de conejo (sc-2012, Santa
Cruz Biotechnology) e IgGl Texas Red Anti-ratén de cabra (sc-2979, Santa Cruz
Biotechnology). Las células se contrastaron con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Los
portaobjetos se montaron y examinaron mediante microscopia de barrido con focal. La
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intensidad de la sefial se expreso en pixeles y se analiz6é con el software Image-Pro-Plus,
version 7.0 (Media Cybernetics, Rockville, MD, EE. UU.). La localizacion de WT1, WT1 -
p363 y WT1-p393 se determind mediante el coeficiente de correlacion de Pearson (PCC).

6.15. Coleccion de las muestras de pacientes con cancer pulmonar.

Las muestras utilizadas en este estudio retrospectivo fueron obtenidas en el 2010
de 27 pacientes con confirmacion de cancer pulmonar del Hospital Regional de Zacatecas,
Meéxico. El tamaio de la muestra fue determinado por la disponibilidad de pacientes con
cancer pulmonar diagnosticado. Este estudio se llevo a cabo de acuerdo con la Declaracion
Helsinki (Revisada en el 2013). El estudio fue aprobado por el comité de ética institucional
de la UANL FCB con el numero de registro No.: CEIBA-FCB-35/2022 y no se opt6 por
la adquisicion del consentimiento informado individual para este estudio retrospectivo. Se
dividieron las muestras de acuerdo con el estadio tumoral: Estadio I, estadio II, estadio I1I
y estadio [V y se determino la expresion y asociacion de WT1 con la IL-10 en las muestras

de cancer pulmonar de los pacientes.

6.16. Expresion y asociacion de WT1 e IL-10 en muestras de pacientes con cancer

pulmonar mediante inmunohistoquimica.

Se determind la expresion de WT1 e IL-10 en muestras de pacientes con cancer
pulmonar mediante los anticuerpos sc-7585 y sc-8438 respectivamente (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA). Las muestras fueron anonimizadas y los cortes fueron
desparafinados y permeabilizados. La inmunohistoquimica se realizé utilizando el kit
Universal Quick (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Las muestras se analizaron usando un microscopio de luz con un aumento
del 40X (Primo Star, Carl Zeiss, GmbH, Germany). Todos los experimentos se realizaron

por triplicado para garantizar la reproducibilidad de los resultados.
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6.17. Analisis estadisticos

Los datos obtenidos de la base de datos The Human Protein Atlas fueron analizados
utilizando el programa estadistico GraphPad — Prism10 (Version 10.3; Graphpad
Software, Sand Diego, CA, USA). Se empled un Analisis de Varianza (ANOVA) y la
prueba post hoc de Tukey para comparar la expresion entre los diferentes estadios. La
correlacion de la expresion entre TNF-a, IL-1p3, WT1 e IL-10 de los pacientes con cancer
pulmonar se determin6 mediante el PCC, donde valores cercanos a 1 indican correlacién
positiva, -1 correlacion negativa y valores cercanos a 0 ausencia de correlacion. Se aplicod

el método de Bonferroni para controlar el riesgo de error tipo 1.

Los cambios en la expresion de WT1 y IL-10 en las lineas celulares tratadas con TNF-a,
IL-1B y LPS, se analizaron con un ANOVA y la prueba post hoc de Tukey, considerando

significativos los valores de p < 0.05.

Para identificar la localizaciéon de WT1 en las lineas celulares A549, B16-F10 y J774.2
tratadas con TNF-a, IL-1B y LPS se calcul6 el PCC, clasificando como localizacién
nuclear valores entre 1 y 0.8, localizacion perinuclear valores entre 0.8 y 0.6, y

localizacion citoplasmatica valores por debajo de 0.6.
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7. RESULTADOS
7.1. Expresion diferencial de TNF-o, IL-1p, WT1 e IL-10 y su correlacion en

pacientes con diferentes estadios de cancer de pulmon.

Para evaluar la relacion entre las citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-1B con
WTI1 e IL-10 en pacientes con cancer de pulmon, se analizaron datos de 994 muestras

provenientes del Human Protein Atlas, mismas que fueron clasificadas de acuerdo con el

estadio del cancer.

Las Figuras 5A-5B muestran una tendencia a la disminucion en la expresion de TNF-a e
IL-1B, para TNF-a la disminucion se ve mas pronunciada en el estadio III, pero sin
diferencia significativa con el resto de los estadios, en el caso de la IL-1 se observa una
fuerte disminucion en el estadio IV, sin embargo, tampoco presenta diferencias

significativas respecto al resto de estadios.
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Figura 5. Expresion de TNF-a e IL-1B en muestras de pacientes obtenidas de The Human Protein
Atlas. (A) La expresion de TNF-a disminuye a medida que el estadio tumoral va aumentando, de la misma
manera, (B) la IL-1p disminuye desde el estadio I hasta el IV. Los analisis estadisticos se realizaron mediante
ANOVA y la prueba post hoc de Tukey con un valor de p < 0.05, seguido de la prueba de Pearson.

Por otro lado, WT1 inicia con una baja expresion en pacientes con estadio I, pero mantiene

una alta expresion en pacientes con estadio IV (Figura 6A). De manera similar, la
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expresion de IL-10 fue menor en los estadios II y III en comparacion con el estadio I, pero
aument6 nuevamente en el estadio IV (Figura 6B). El andlisis de correlacion de Pearson
reveld una correlacion positiva entre WT1 e IL-10 en los estadios I y IV, y una correlacion
negativa entre WT1 y las citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-1p en el estadio IV

(Figura 6C).

A) WT1 B) IL-10
104 1.5-
X o e
= 8- =
o o
L W 1.0
& 67 o
5 5 T
w47 ®
o o 0.5
(o} o
X 2 X
L i
| Il

1] 1\ | ] ]| 1\
Estadio Estadio
© _=EZ_=EZ _=>_==2
Eizzuuuu::::oooo
zZzzz " SN S EEEESY YN
FRFFFddddSsSsssd2d-d 10
TNF-a | )
TNF-a ll
TNF-a lll
TNF-a IV
IL-1B I 0.5
IL-1B Il
IL-1B 1l
IL-1B IV e
WT11
WT11I
WT1 1l
WT1 IV H ™ 05
IL-10 1 )
IL-10 11
IL-10 1l i
IL-10 IV 1.0

Figura 6. Expresion de WT1, IL-10 y andlisis de correlacion de Pearson en diferentes estadios del
cancer pulmonar. (A) La expresion de WT1 muestra una tendencia a incrementar a medida que avanza el
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estadio tumoral, (B) la IL-10 también incrementa en el estadio IV con respecto a los estadios II y III. (C) El
Analisis de correlacion de Pearson permite determinar una correlacion positiva entre WT1 y TNF-a en los
estadios Il y IV, una correlacion positiva entre WT1 e IL-1P en el estadio II, pero negativa en el estadio IV,
y una correlacion positiva entre WT1 e IL-10 en los estadios Il y IV. Los analisis estadisticos se realizaron
mediante ANOVA y la prueba post hoc de Tukey con un valor de p < 0.05, seguido de la prueba de Pearson.

7.2. Analisis de supervivencia de pacientes con cincer de pulmon en funcion de la

expresion de WT1 e IL-10

Se realizé un anélisis de Kaplan-Meier para evaluar si la asociacién observada
entre WT1 e IL-10 tiene un impacto en la supervivencia. Para ello, se utilizaron datos
disponibles en la base de datos Kaplan-Meier Plotter (https://kmplot.com), trabajando con
una cohorte de 2166 pacientes con informacion accesible sobre la expresion de estos genes

y su relacion con la tasa de supervivencia.

Los resultados indicaron que los pacientes con alta expresion de WT1 presentan una
menor tasa de supervivencia en comparacion con aquellos con baja expresion de este gen.
Se observo que la mediana de supervivencia en pacientes con alta expresion de WT1 fue
de 60 meses, mientras que en los pacientes con baja expresion alcanzé los 80 meses. El
analisis estadistico demostré un hazard ratio (HR) de 1.24 (1.1 — 1.4) con un valor de Log-
rank p = 0.00037 (Figura 7), indicando que una mayor expresion de WT1 se asocia con

un peor pronostico en cancer de pulmon.
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Figura 7. Analisis de Kaplan-Meier de la expresion de WT1 en pacientes con cancer de pulmén. Se
observa que una alta expresion de WT1 se asocia con una menor tasa de supervivencia (60 meses) en
comparacion con pacientes con baja expresion (80 meses).

El analisis de supervivencia en funcion de la expresion de IL-10 también demostré que
una mayor expresion de este gen se asocia con una menor tasa de supervivencia. La
mediana de supervivencia en pacientes con alta expresion de IL-10 fue de 63 meses,
mientras que en aquellos con baja expresion alcanzé los 79 meses. En este caso, se obtuvo
un HR de 1.19 (1.06 — 1.34) con un Log-rank p = 0.0041 (Figura 8), indicando que IL-10
también podria estar implicado en la progresion de la enfermedad y en la reduccion del

tiempo de supervivencia de los pacientes.
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Figura 8. Anilisis de Kaplan-Meier de la expresion de IL-10 en pacientes con cancer de pulmén. Se
observa que una alta expresion de IL-10 se asocia con una menor tasa de supervivencia (63 meses) en
comparacion con pacientes con baja expresion (79 meses).

Adicionalmente, se realiz6 un andlisis multivariable para evaluar el efecto en conjunto de

WT1 e IL-10 sobre la supervivencia de los pacientes con cancer de pulmoén. Los resultados

demostraron que los pacientes con alta expresion de ambos genes presentan una mediana

de supervivencia de 63 meses, mientras que aquellos con baja expresion tuvieron una

mediana de 79 meses. Este andlisis establece un HR de 1.16 (1.03 — 1.3) con un Log-rank

p =0.0017, lo que indica una asociacion significativa entre la coexpresion de WT1 e IL-

10 y un peor prondstico en estos pacientes

(Figura 9).
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Figura 9. Analisis de Kaplan-Meier de la expresion conjunta de WT1 e IL-10 en pacientes con ciancer
de pulmén. Se observa que los pacientes con alta expresion de ambos genes presentan una menor tasa de
supervivencia (63 meses) en comparacion con aquellos con baja expresion (79 meses). Los resultados
sugieren que la coexpresion de WT1 e IL-10 esta asociada a un peor prondstico en cancer de pulmoén.

7.3. Modulacion de la sintesis de IL-10 por WT1 en macréfagos RAW264.7

La linea celular de macrofagos RAW?264.7 no expresa niveles detectables de WT,
por lo que se transfectaron con el plasmido p-WT1 para inducir su expresion y evaluar su
modulacion sobre el gen de la IL-10. Para ello se trabajo con bacterias E. coli DH5-a y se
transformaron con el plasmido de expresion p-WT1, en la Figura 10A se observa el
resultado de la transformacion, indicando una ausencia de crecimiento de bacterias
virgenes en un medio con antibidtico, pero una proliferacion de bacterias con el p-WT1
en un medio con ampicilina. Como control, las bacterias transformadas también se
hicieron crecer en un medio sin antibidtico (Para corroborar la viabilidad de las bacterias
después del experimento) y bacterias virgenes se hicieron crecer en un medio sin

ampicilina para comprobar la viabilidad de la cepa de E. coli DHS5-a.

37



En la Figura 10B también se visualiza la caracterizacion del plasmido de expresion p-
WT1, donde el plasmido fue digerido con la enzima de restriccion EcoRI para la liberacion

del inserto que codifica para la isoforma pesada de WT1 (H+/+).

A)

B)

Figura 10. Crecimiento bacteriano y caracterizacion del plasmido codificante a WT1. (A) Bacterias .
coli DH5-a, de izquierda a derecha: Bacterias virgenes en medio con ampicilina, bacterias virgenes en medio
sin ampicilina, bacterias transformadas con el p-WT1 en medio con ampicilina y bacterias transformadas
con el p-WT1 en medio sin ampicilina. (B) caracterizacion del plasmido p-WT1 con la enzima de restriccion
EcoRI para la liberacion del inserto que codifica a una isoforma pesada de la proteina WT1.

Los resultados en células RAW264.7 transfectadas con p-WT1 y tratadas con TNF-
a, IL-1B y LPS (Este Gltimo como control) indicaron una modulacion de la funcién de
WTI. La expresion basal de IL-10 en células RAW264.7 no aument6 significativamente
tras la estimulacion con TNF-a, IL-1 o LPS; sin embargo, en células transfectadas con
p-WT1 se indujo un incremento de 2.6 veces en la sintesis de IL-10. Al adicionar LPS, la

sintesis de IL-10 aumento hasta 12.9 veces (Figura 11).
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Figura 11. Analisis de expresion de IL-10 en células RAW264.7 transfectadas con el plasmido de
expresion WT1. La sintesis basal de los transcritos de IL-10 aument6 significativamente cuando se indujo
la expresion de WTI1 en las células RAW264.7, observandose un incremento de 12.9 veces cuando la
transfeccién se combind con el tratamiento con LPS. Los andlisis estadisticos se realizaron mediante
ANOVA y la prueba de Tukey (****p < 0.0001, ***p < 0.001, ns = no significativo). En la parte inferior
se presentan imagenes representativas de geles de RT-PCR, con GAPDH como control endogeno.

La capacidad de WT1 como factor de transcripcion se analizdo mediante la expresion de
Bcl-2,un gen modulado por WT1. En la Figura 12A se observa que las células RAW264.7
no presentan niveles detectables de Bc/-2, sin embargo, tras recibir la expresion exogena
de WT1 se indujo la expresion de Bcl-2, al estimular estas células RAW264.7-p-WT1 con
estimulos proinflamatorios como el LPS, se observa un incremento en la expresion de Bcl-
2 de forma altamente significativa. En macrofagos RAW264.7 transfectados con el p-WT1
se observo una alta expresion de Bc/-2, similar a los niveles de la linea celular MCF-7

pero menor que en las lineas 4T1 y B16-F10 (Figura 12B).
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Figura 12. Analisis de expresion de Bcl-2 en células RAW264.7 transfectadas con el plasmido de
expresion WT1. (A) Expresion relativa de Bel-2 en células RAW264.7, donde la transfeccion con WT1
indujo la sobreexpresion de Bcl-2, efecto que se potencio con el tratamiento con LPS. (B) Induccién de la
sintesis de Bcl-2 en células RAW?264.7 transfectadas con WT1, con niveles de Bcl-2 similares a los de la
linea celular MCF-7, pero inferiores a los observados en 4T1 y B16-F10. Los andlisis estadisticos se
realizaron mediante ANOVA y la prueba de Tukey (****p < 0.0001, ***p < 0.001, ns = no significativo).
En la parte inferior se presentan imagenes representativas de geles de RT-PCR para cada condicion, con
GAPDH como control endogeno.

7.4. Modulacion de la expresion de WT1 por TNF-a e IL-1f en células tumorales y

macrofagos

Se evalud el efecto de las citocinas proinflamatorias en la modulacion de WT1 en células
tumorales (A549 y B16-F10) y macrofagos J774.2, cultivados en presencia de TNF-a, IL-
1B y LPS. La expresion de estos genes se cuantifico mediante RT-PCR y Western blot.

Los resultados indican que los diferentes tratamientos (TNF-a, IL-1p y LPS) afectan

significativamente la expresion de WT1 en células A549 y B16-F10. En A549, la
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expresion de transcritos de WT1 disminuyd a las 6 h y se estabilizd tras 24 h de
tratamientos (Figura 13A) los tratamientos con TNF-a e IL-1B demostraron un mayor
efecto en la disminucion de los transcritos a las 6 y 12 h con respecto al efecto del LPS.
Asi mismo, el analisis de Western blot demuestra que la expresion de WT1 disminuye de
manera significativa bajo la exposicion de las células A549 a las citocinas TNF-a e IL-1p,

nuevamente, el LPS no muestra cambios significativos en la expresion de WT1 (Figura

13B-130). "
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Figura 13. Modulacién de la expresion de WT1 en respuesta a citocinas proinflamatorias en células
A549. (A) Analisis por RT-PCR de la expresion de WT1 en células A549 tratadas con TNF-a, IL-1B8 y LPS
durante 6, 12 y 24 horas. (B) Analisis por western blot de la expresion de WT1 en células A549 después de
6 horas de tratamiento y (C) andlisis densitométrico. Los andlisis estadisticos se realizaron mediante
ANOVA y la prueba de Tukey con p < 0.05.
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Al analizar la expresion de WTT1 en la linea celular B16-F10, se observo reduccion mas
marcada y continua, especialmente con TNF-a, como se muestra mediante el ensayo de
RT-PCR (Figura 14A) y en el Western blot se observo la disminucion en la expresion de

WTT bajo el efecto de los tres tratamientos a las 6 horas con respecto al control (Figura
14B-14C).
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Figura 14. Modulacién de la expresion de WT1 en respuesta a citocinas proinflamatorias en células
B16-F10. (A) Expresion de WT1 por RT-PCR en células B16-F10 tras tratamientos con TNF-o, IL-1B y
LPS durante 6, 12 y 24 horas. (B) Expresion de WT1 analizada por western blot y (C) andlisis
densitométrico. GAPDH se utilizé como control enddgeno. Los analisis estadisticos se realizaron mediante
ANOVA y la prueba de Tukey con p < 0.05.

En contraste, en macréfagos J774.2, la exposicion a citocinas proinflamatorias incrementd

la expresion de WT1, siendo TNF-a el que mayor efecto tuvo, aumentando hasta 7.8 veces
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tras 6 horas de exposicion, la IL-1p también lo incrementd de forma significativa, pero en

menor medida en comparacion con TNF-a y con el control con LPS (Figura 15A-15B).
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Figura 15. Modulacion de la sintesis de WT1 en células J774.2. (A) Ensayo de RT-PCR para la expresion
de WT1; el carril 1 representa el control sin tratamientos, las lineas 2, 3 y 4 representan la expresion de WT1
en células J774.2 tratadas con TNF-a durante 6, 12 y 24 horas, respectivamente. Los carriles 5, 6 y 7
representan la expresion en células tratadas con IL-1PB durante 6, 12 y 24 horas, respectivamente, y los
carriles 8, 9 y 10 bajo los tratamientos con LPS que representa al control de inflamacion. (B) Analisis
densitométrico de la expresion de WT1 en células J774.2, con la amplificacion de GAPDH como control
endogeno, Los analisis estadisticos fueron realizados via ANOVA seguidos de la prueba de Tukey, con un
valor de p < 0.05.

7.5. Efecto de las citocinas proinflamatorias sobre la sintesis de IL-10 en células A549,

B16-F10y macrofagos J774.2

Se analizo el efecto de TNF-a e IL-1p en la expresion de IL-10 en células tumorales y
macrofagos mediante un ensayo de ELISA. En la linea celular A549, el tratamiento con
TNF-a disminuy¢ la expresion de IL-10 a las 12 y 24 horas, mientras que IL-18 y LPS no
tuvieron efecto significativo (Figura 16A). En las células B16-F10, los tratamientos con
TNF-a, IL-1B y LPS redujeron significativamente la expresion de IL-10 a las 24 horas,
pero no a los tiempos de 6 ni 12 horas (Figura 16B), mientras que en los macréfagos
J774.2 tratados con LPS, se observo un aumento significativo de IL-10 a las 12 horas,

pero a las 24 horas solo TNF-a mantuvo el incremento en la sintesis de IL-10 (Figura

16C).
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Figura 16. Expresion de IL-10 en células tumorales y de macréfagos. (A) Sintesis de IL-10 en células
A549, (B) B16-F10 y (C) J774.2 tratadas con TNF-a, IL-13 y LPS durante 6, 12 y 24 horas. Los analisis
estadisticos se realizaron via ANOVA y con la prueba de Tukey, con un valor de p < 0.05.
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7.6. Localizacion subcelular de WT1 en células tumorales y macrofagos tras

exposicion a citocinas proinflamatorias

Se realizé un ensayo de inmunofluorescencia para evaluar si la actividad bioldgica
de WT1 depende exclusivamente de su expresion o también de su localizacion subcelular.
En la linea celular A549, WT1 se localiz6 principalmente en la region nuclear (43.6%) y
perinuclear (40.3%), pero tras el tratamiento con TNF-a e IL-1PB se identifico una
localizacion predominantemente citoplasmatica (61.6% y 50.1% respectivamente, como
se puede visualizar en la Tabla 1). En la Figura 17 se muestran también imagenes

representativas del ensayo de inmunofluorescencia.
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Figura 17. Localizacion de WT1 en células A549 bajo los tratamientos con TNF-a, IL-1p y LPS. Las
células fueron tratadas con TNF-o, IL-1p y LPS durante 6 horas, después, se midi6 la expresion de WT1
(En verde) con respecto al marcaje del DAPI (Azul). Los analisis de localizacion se llevaron a cabo mediante
el calculo del Coeficiente de Correlacion de Pearson.

Tabla 1. Patrones de localizacion de WT1 en células A549. Los tratamientos con TNF-a e IL-1f inducen
la presencia de WT1 en el citoplasma de las células A549.

Tratamiento Nuclear Perinuclear Citoplasmadtica
Control 43.6% 40.3% 16.1%
TNF-a 13.3% 25.1% 61.6%

IL-1B 16.6% 33.3% 50.1%
LPS 50.0% 37.5% 12.5%

45



En las células B16-F10, WT1 se encontré mayormente en el nucleo (64.7%), pero tras el
tratamiento con las citocinas TNF-a e IL-1pB, se observd un desplazamiento hacia el
citoplasma (64.2% y 67.7% respectivamente), el tratamiento con el control de inflamacion
(LPS) presentd la localizacion de WT1 en la region citoplasmatica del 69.6% (Tabla 2 y

Figura 18), se presentan también imdagenes representativas de los ensayos de

inmunofluorescencia.
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Figura 18. Localizacién de WT1 en células B16-F10 bajo los tratamientos con TNF-a, IL-1§ y LPS.
Las células fueron tratadas con TNF-q, IL-1p y LPS durante 6 horas, después, se midio la expresion de WT1
(En verde) con respecto al marcaje del DAPI (Azul). Los andlisis de localizacion se llevaron a cabo mediante
el calculo del Coeficiente de Correlacion de Pearson.

Tabla 2. Patrones de localizacion de WT1 en células B16-F10. Los tratamientos con TNF-q, IL-1 y LPS
inducen la presencia de WT1 en el citoplasma de las células B16-F10.

Tratamiento Nuclear Perinuclear Citoplasmadtica
Control 64.7% 29.4% 5.9%
TNF-a 11.5% 24.3% 64.2%

IL-1B 8.7% 23.6% 67.7%
LPS 3.4% 27.0% 69.6%

Por otro lado, en los macrofagos J774.2 la expresion de WT1 se encontr6 principalmente
en la region nuclear (81.9%), pero tras el tratamiento con TNF-a e IL-1p, se observo un
desplazamiento hacia la region perinuclear 56.6% vy citoplasmatica 57.2%

respectivamente, el tratamiento con LPS present6 la localizacion de WT1 en la region

46



perinuclear (87.1%), en la Tabla 3 se muestran los datos de localizacion completos y en la

Figura 19 se presentan imagenes representativas de los ensayos de inmunofluorescencia.
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Figura 19. Localizacion de WT1 en células J774.2 tras la exposicion a los tratamientos con TNF-a, IL-
1P y LPS. Las células fueron tratadas con TNF-a, IL-1B y LPS durante 6 horas, después, se midi6 la
expresion de WT1 (En verde) con respecto al marcaje del DAPI (Azul). Los analisis de localizacion se
llevaron a cabo mediante el calculo del Coeficiente de Correlacion de Pearson.

Tabla 3. Patrones de localizacion de WT1 en células J774.2. Los tratamientos con TNF-a y LPS inducen
la presencia de WT1 en la region perinuclear, mientras que el tratamiento con IL-1P presenta a WT1 en el
citoplasma de las células J774.2.

Tratamiento Nuclear Perinuclear Citoplasmadtica
Control 81.9% 12.3% 5.8%
TNF-a 10.1% 56.6% 33.3%
IL-1B 4.3% 38.5% 57.2%

LPS 8.5% 87.1% 4.4%

7.7. Induccion de fosforilacion de WT1 por TNF-a e IL-1§

Se analiz6 la relacion entre la fosforilacion de WT1 y su localizacion subcelular
en células tratadas. En la figura 20 se puede observar que las células A549 muestran un
nivel de expresion de WT1 fosforilado en las serinas 363 y 393 de 3.92 y 2.21 unidades
relativas de expresion, respectivamente, sin embargo, al tratar las células con TNF-a e IL-
1B se identifico un incremento significativo en la deteccion de WT1 en su estado

fosforilado hasta el nivel de 7.48 y 7.35 unidades de relativas de expresion
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respectivamente para la posicion de la serina 363, el tratamiento con LPS no demostré
inducir la fosforilaciéon de WT1 significativamente en esta posicion, pero lo incremento al
nivel de 4.18 unidades relativas de expresion (Figura 20A). Para la posicion de la serina
393,
significativo para los tratamientos con TNF-a, IL-13 y LPS, siendo de 10.81, 7.59y 6.74

se identific6 un incremento en la expresion de WT1 fosforilado altamente

unidades relativas de expresion respectivamente (Figura 20D). Al analizar la localizacion
de este WT1 fosforilado en la serina 363, para el control y los tratamientos, se identificd
a WTI1 predominantemente en la region citoplasmatica, con un porcentaje en el control
del 57.8%, 53.2% para TNF-a, 73.5% para IL-1 y del 40.1% para el LPS (Figura 20B).
En el caso de WTI1 fosforilado en la serina 393, la localizacion fue nuevamente en la
region citoplasmatica, siendo para el control del 59.6%, para TNF-a del 64.3%, para la
IL-1pB del 37.2% y para el LPS del 62.6% (Figura 20E). Se presentan también imagenes

representativas del ensayo de inmunofluorescencia en las figuras 20C-20-F).
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Figura 20. Deteccion de WT1-p363 y p393 en células A549 tratadas con TNF-a, IL-1p y LPS mediante
inmunofluorescencia. (A) Deteccion de WT1-p363 en células A549 mediante inmunofluorescencia, (B)
localizacion subcelular de WT1-p363 y (C) sus imagenes representativas. (D) Deteccion de WT1-p393, (E)
localizacion subcelular de WT1-p393 y (F) sus imagenes representativas, WT1-p363 (Verde) y WT1-p393
(Rojo) utilizando como contratincion DAPI (Azul), los tratamientos fueron aplicados durante 6 horas. Los
cambios en la expresion de WT1 fosforilado fueron analizados via ANOVA y la prueba post hoc de Tukey,
con un valor de p < 0.05. La localizacion se determind mediante un analisis de correlacion Pearson.
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El andlisis de WT1-p363 y p393 en células B16-F10 se identificd un nivel de
expresion de 2.78 y 2.11 unidades relativas de expresion, respectivamente, al tratar las
células con TNF-a, IL-18 y LPS se identifico un incremento significativo en la deteccion
de WT1 en su estado fosforilado en la posicion S363 hasta los niveles de 19.83, 18.57 y
9.92 respectivamente (Figura 21A). Para la posicion de la serina 393, se identifico) un
incremento significativo en la expresion de WT1 fosforilado para los tratamientos con
TNF-a, IL-1B y LPS, siendo de 9.84, 14.63 y 17.34 unidades relativas de expresion
respectivamente (Figura 21D). Al analizar la localizacion de este WT1 fosforilado en la
serina 393, para el control se identifico a WTI1 predominantemente en la region
citoplasmatica con un porcentaje en el control del 43.9%, para los tratamientos con TNF-
a ¢ IL-1pB la localizacion fue predominantemente en la region perinuclear, siendo del
68.3% y 48.7% respectivamente, el tratamiento con LPS mantuvo una localizacion de
WT1-p393 citoplasmatica con un valor del 60.2% (Figura 21B). WT1 fosforilado en la
S393, la localizacion del control y de la IL-1P fue predominantemente citoplasmatica,
siendo para el control del 60.1% y para IL-1f del 72.8%, el tratamiento con TNF-a
mantuvo una localizacion perinuclear del 45.6% y el LPS del 84.4% (Figura 21E). Se
presentan imagenes representativas del ensayo de inmunofluorescencia en las figuras 21C-

21-F).
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Figura 21. Deteccién de WT1-p363 y p393 en células B16-F10 tratadas con TNF-a, IL-1§ y LPS
mediante inmunofluorescencia. (A) Deteccion de WTI1-p363 en células B16-F10 mediante
inmunofluorescencia, (B) localizacion subcelular de WT1-p363 y (C) sus imagenes representativas. (D)
Deteccion de WT1-p393, (E) localizacion subcelular de WT1-p393 y (F) sus imagenes representativas,
WT1-p363 (Verde) y WT1-p393 (Rojo) utilizando como contratincion DAPI (Azul), los tratamientos fueron
aplicados durante 6 horas. Los cambios en la expresion de WT1 fosforilado fueron analizados via ANOVA
y la prueba post hoc de Tukey, con un valor de p < 0.05. La localizacion se determind mediante un analisis
de correlacion Pearson.

Se realiz6 un analisis sobre la fosforilacion de WT1 en las S363 y S393 en la linea celular
J774.2, se determin6 que el control muestra un nivel de expresion de WT1 fosforilado en
las S363 y S393 de 0.32 y 0.92 unidades relativas de expresion, respectivamente, sin
embargo, al tratar las células con TNF-a, IL-1f y LPS se encontrd un incremento
altamente significativo en la deteccion de WT1 en su estado fosforilado hasta el nivel de
6.57, 3.89 y 3.97 unidades de relativas de expresion respectivamente para la posicion
S363 (Figura 22A). En la S393, se encontré un incremento en la expresion de WT1
fosforilado altamente significativo para los tratamientos con TNF-a, IL-1f y LPS,
obteniendo valores de 13.21, 4.84 y 6.93 unidades relativas de expresion respectivamente
(Figura 22D). Mientras tanto, la localizacién de WT1 fosforilado en la serina 363, para el

control y el tratamiento con IL-1P se identificé en la region citoplasmatica, con un
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porcentaje en el control del 94.7% y para la IL-1 del 75.8%. Los tratamientos con TNF-
oy LPS presentaron a WT1-p393 en la region perinuclear con valores del 44.7% y del
83.8% respectivamente (Figura 22B). WT1 fosforilado en S393, la localizacién fue
nuevamente en la region citoplasmatica, siendo para el control del 44.8%, para TNF-a del
62.6%, para la IL-1p del 38.1% y para el LPS del 81.9% (Figura 22E). Se presentan

imagenes representativas del ensayo de inmunofluorescencia en las figuras 22C-22-F).
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Figura 22. Deteccion de WT1-p363 y p393 en células J774.2 tratadas con TNF-a, IL-1§ y LPS
mediante inmunofluorescencia. (A) Deteccion de WTI1-p363 en células J774.2 mediante
inmunofluorescencia, (B) localizacion subcelular de WT1-p363 y (C) sus imagenes representativas. (D)
Deteccion de WT1-p393, (E) localizacion subcelular de WT1-p393 y (F) sus imagenes representativas,
WTI1-p363 (Verde) y WT1-p393 (Rojo) utilizando como contratincion DAPI (Azul), los tratamientos fueron
aplicados durante 6 horas. Los cambios en la expresion de WT1 fosforilado fueron analizados via ANOVA

y la prueba post hoc de Tukey, con un valor de p < 0.05. La localizacion se determind mediante un andlisis
de correlacion Pearson.

7.8. Correlacion clinica entre WT1 e IL-10 en pacientes con cancer de pulmon

El analisis por inmunohistoquimica de la expresion de WT1 en 27 muestras de

pacientes con cancer de pulmon reveld un aumento en la expresion de WT1 en los estadios
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Iy IV (19.66 y 45.00, respectivamente) en comparacion con los estadios I y I1 (11.83 y

8.60, respectivamente). Por otro lado, la expresion de IL-10 fue menor en el estadio I en

comparacion con el estadio I (22.00 y 29.33, respectivamente), pero presentd un

incremento en los estadios Il y IV (31.17 y 41.17, respectivamente) (Figura 23A—23C).

El analisis de correlacion de Pearson mostr6 una correlacion positiva entre WT1 e IL-10

en los estadios II (0.73), 11 (0.37) y IV (0.48) (Figura 23D).
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Figura 23. Expresion de WT1 e IL-10 en pacientes con cancer pulmonar. (A) Ensayo de
inmunohistoquimica para la deteccion de WT1 e IL-10 en muestras de pacientes categorizadas en los
estadios I, IL, IIT y IV. (B) Analisis de expresion de WT1, el cual muestra tendencia a incrementar del estadio
I al estadio IV. (C) Expresion de la IL-10, la cual disminuye de forma significativa en el estadio II de la
enfermedad. (D) Analisis de correlacion de Pearson, que revela una correlacion positiva entre WT1 e IL-10

en los estadios II, Il y I'V.
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DISCUSION

Esta investigacion busca resalta la asociacion entre WT1 y el proceso inflamatorio
en la progresion del cancer de pulmén. Se demostrd que la expresion de WT1 aumenta
significativamente desde el estadio I al IV, correlaciondndose con la expresion de IL-10
en los estadios Il y IV. La modulacion de WT1 por citocinas inflamatorias como TNF-a e
IL-1B presentd efectos variables en células tumorales y macrofagos, indicando un papel
diferencial de WT1 en distintos entornos celulares. Nuestros experimentos in vitro
también revelaron que WT1 actia como un regulador positivo de IL-10, particularmente
bajo condiciones inflamatorias, lo que podria favorecer un microambiente tumoral

inmunosupresor que podria favorecer la progresion del cancer.

Los andlisis de muestras de pacientes con cancer pulmonar y su asociaciéon con la
experimentacion in vitro proporcionan una vision integral del papel de WT1 en el cancer
de pulmoén. El uso de diversas estrategias experimentales como RT-PCR, Western blot,
ELISA e inmunohistoquimica, permitid confirmar la correlacion entre WT1 e IL-10 en la
progresion del cancer pulmonar. Sin embargo, aunque nuestra investigacion se centra en
TNF-a e IL-1B, es posible que otras citocinas inflamatorias también contribuyan a la
regulacion de WTI1, por lo que se requieren estudios adicionales para esclarecer estos

mecanismos.

El andlisis de muestras de pacientes con cancer de pulmén obtenidas del The Human
Protein Atlas reveld una disminucion en la expresion de las citocinas proinflamatorias
TNF-a e IL-1P conforme avanza el estadio tumoral, sugiriendo una respuesta inflamatoria
reducida en estos pacientes. Esto podria estar relacionado con la generacion de un
microambiente que favorece la inmunosupresion. Este hallazgo concuerda con estudios
previos que reportan que la disminucidon de citocinas proinflamatorias favorece la
progresion tumoral y la evasion del sistema inmune en estadios avanzados (Li et al. 2020,

Tauriello et al. 2022).

La alta expresion de WTI1 en estadios avanzados del cancer de pulmoén podria estar
asociada con procesos como resistencia a la apoptosis (Chen et al. 2022), angiogénesis
(Dohi et al. 2010) y metastasis (Fraizer et al. 2016)). En este estudio, identificamos un

aumento en la expresion de WT1 en pacientes en estadio IV y una correlacion positiva
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entre WT1 e IL-10 en los estadios I y IV del cancer de pulmoén. La IL-10, una citocina
antiinflamatoria, desempefia un papel crucial en la respuesta antiinflamatoria (Fang y Zhu,
2020) y la generacion de un microambiente tumoral tolerogénico (Batchu et al. 2021). El
aumento en la expresion de IL-10 y WT1 en pacientes en estadio IV podria revelar un
mecanismo mediante el cual el tumor evade la respuesta inmune, promoviendo un entorno
inmunosupresor (Mirlekar y Pylaveva-Gupta, 2021). Este hallazgo concuerda con
estudios que sugieren que las oncoproteinas pueden inducir la sintesis de IL-10 para
facilitar la evasion del sistema inmunolégico por parte del tumor (Nishida, 2021, Fan et

al. 2022).

Para determinar si WT1 actia como promotor o represor de IL-10, utilizamos células
RAW264.7 transfectadas para expresar WT1 como modelo de expresion exdgena.
Nuestros resultados mostraron un incremento de 2.6 veces en la expresion de IL-10 en
células RAW264.7 transfectadas con p-WT1 en comparacion con células no transfectadas.
Sin embargo, tras el tratamiento con LPS, las células RAW264.7 transfectadas con p-WT1
presentaron un aumento de hasta 12.9 veces en comparacion con el control, lo que indica
que WT1 podria actuar como un regulador positivo de IL-10. Estos hallazgos concuerdan
con los resultados obtenidos en las muestras de pacientes con cancer de pulmoén. Se ha
descrito que los macrofagos tienen una mayor sensibilidad que otras lineas celulares hacia
la exposicion al LPS (Marroco y Ortiz, 2022), en funcion de una mayor cantidad de
receptores de tipo TLR-4 (Olona et al. 2021), estos receptores inducen una cascada de
sefalizacion que permiten la activacion de genes codificantes a citocinas proinflamatorias
por la via de NF-kB (Zhang et al. 2024), en respuesta al proceso inflamatorio, los
macréfagos pueden inducir la sintesis de citocinas anti-inflamatorias para la resolucion
del proceso inflamatorio, entre ellas la IL-10 (Kafo et al. 2024), explicando el incremento

de esta citocina, sobre todo tras la exposicion al LPS.

Para confirmar la modulacion transcripcional de WTI1, analizamos su efecto en la
expresion de Bcel-2, un gen cuya regulacion transcripcional por WT1 ha sido descrita en
ciertas lineas celulares (Karakas et al. 2002), lo que refuerza su papel oncogénico al
promover un microambiente favorable para la supervivencia y mantenimiento tumoral

(Mayo et al. 1999).
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Los efectos de las citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-1p sobre WT1 son distintos entre
células tumorales y macréfagos. En las lineas tumorales A549 y B16-F10, la exposicion a
TNF-a e IL-1p resultd en una disminucion de la expresion de WT1, lo que sugiere que el
proceso inflamatorio en los tumores podria suprimir oncogenes. En contraste, en
macrofagos J774.2, la expresion de WT1 aument6 en respuesta a los tratamientos con
TNF-a e IL-1p, posiblemente como parte de la respuesta de los macrofagos para promover
la reparacion tisular y resolver la inflamacion. Se ha descrito que WT1 promueve la
proliferacion celular (Wang et al. 2023) e induce la sintesis de IL-10 para modular el perfil
inflamatorio (Sciesielski et al. 2010). Al analizar la expresion de WTI1 en células
tumorales A549 y B16-F10 en respuesta especificamente al LPS, no se encontr6 una
disminucion tan marcada, posiblemente a la ausencia de receptores de tipo TLR-4 con
respecto a las células de macréfagos J774.2 y RAW264.7 (Chang y Zhang, 2022. Caisova
et al. 2016).

Las células tumorales y los macréfagos también mostraron diferencias en la modulacion
de IL-10 en respuesta a los tratamientos con citocinas. En las células A549 y B16-F10
tratadas con TNF-a, la expresion de IL-10 disminuyo6 entre las 12 y 24 horas, lo que
sugiere que TNF-a podria reducir los niveles de IL-10 en células tumorales, contribuyendo
a un microambiente proinflamatorio que inhibe el crecimiento tumoral en etapas
tempranas (Donnelly et al. 1995). En contraste, los macréfagos J774.2 presentaron
aumento en la sintesis de IL-10 tras 6 horas de exposicion, con TNF-o manteniendo la
sobreexpresion de IL-10 por mas de 24 horas. Esto resalta el papel modulador de TNF-a
en la induccion de una respuesta antiinflamatoria sostenida en macréfagos, un paso crucial
para la resolucion de la inflamacion y la promocion de un microambiente que facilita la

progresion del cancer (Jang et al. 2021).

Existen diversas formas de modular la funcién de un factor transcripcional, una de las
cuales es la fosforilacion (Tang et al. 2020), en este estudio evaluamos si los cambios en
la funcién de WT1 eran producto del incremento o disminucion de esta proteina y también
si dichas modulaciones en los genes regulados por WTT1 era producto de las alteraciones
en la actividad como factor transcripcional. Se evalu6 la induccion de la fosforilacion de

WTI1 en las serinas S363 y S393, sitios que se ha descrito podrian ser esenciales para la
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actividad transcripcional de WT1 (Arellano et al. 2021). Se evalu6 la induccién de la
fosforilacion en las lineas celulares tumorales A549 y B16-F10, y en los macrofagos
J774.2, encontrando comportamientos bastante similares entre las lineas, donde los
tratamientos pueden inducir la fosforilaciéon de WT1 y un subsecuente arresto en la region
citoplasmatica. Esto representa un efecto bioldgico de alteraciones en genes que solian ser
regulados por WT1, al ser un factor transcripcional, su localizacién tiende a ser nuclear,
actuando en la region promotora de los genes que modulard (Larsson et al. 1995). Se
identifico que WT1 es fosforilado en ambos sitios S363 y S393, en las tres lineas celulares
evaluadas, también se encontré que el LPS no tiene un efecto tan marcado en las células
tumorales como lo tuvo en macréfagos, posiblemente por la diferencia en la presencia de

receptores TLR-4 que se menciona previamente.

El analisis de WTI e IL-10 en pacientes con cancer de pulmén mediante
inmunohistoquimica corrobora nuestros resultados in vitro, revelando un incremento en la
expresion de WTT1 en los estadios III y IV, lo que concuerda con reportes previos sobre su
presencia en la progresion tumoral avanzada (Fang y Zhu, 2020). De manera similar, la
IL-10 disminuye en el estadio II comparado con el estadio I, pero vuelve a aumentar en
los estadios III y IV. Este patron sugiere una relacion dindmica entre IL-10 y la progresion
del cancer de pulmén, con un posible papel inmunosupresor en etapas avanzadas
(Mirlekar, 2022). Ademas, los resultados en las muestras por inmunohistoquimica
correlacionan con los datos obtenidos en The Human Protein Atlas, indicando que el
ensayo obtenido de las 27 muestras puede ser extrapolable a lo que ocurre en la poblacion
anivel global, aun asi, se sugiere un analisis masivo y con una mayor cantidad de muestras
para corroborar la regulacion propuesta sobre estas 27 muestras de pacientes utilizadas

para este estudio.

Nuestros resultados sugieren que WTI1 e IL-10 pueden contribuir a la evasion
inmunoldgica y progresion tumoral, resaltando su potencial como blancos terapéuticos.
La correlacion entre WT1 e IL-10 en estadios avanzados sugiere que WT1 podria
estimular la produccion de IL-10, favoreciendo la evasion del sistema inmune. Ademas,
la modulacién de WTI por citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-1f refuerza el

papel del microambiente inflamatorio en la regulacion de factores oncogénicos.
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La viade WT1—IL-10 representa una oportunidad para el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas en el cancer de pulmon. Inhibidores de WT1 o antagonistas de IL-10 podrian
potenciar la respuesta inmune antitumoral. Sin embargo, se requieren ensayos clinicos

para evaluar la seguridad y eficacia de estos enfoques en pacientes con cancer de pulmon.
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CONCLUSIONES

Este estudio ha proporcionado nuevos conocimientos sobre la relacion entre la
inflamacion y la progresion del cancer de pulmoén a través de la modulacion de WT1 y la
sintesis de IL-10. Nuestros hallazgos muestran que: WT1 desempefia un papel clave en la
regulacion de IL-10, especialmente en las etapas avanzadas de la enfermedad, lo que
sugiere que la via WT1—IL-10 podria contribuir a la creacion de un microambiente
inmunosupresor. Este entorno favorece la evasion del sistema inmunologico y la
progresion tumoral. Ademads, las diferencias observadas en la modulacion de WTT1 entre
células tumorales y macrofagos resaltan la complejidad de la interaccion entre citocinas
proinflamatorias y factores oncogénicos. Los resultados sugieren que establecer terapias
que consideren a WT1 desde la perspectiva del proceso inflamatorio podria ser una

estrategia terapéutica prometedora para interferir con la progresion del cancer de pulmon.
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PERSPECTIVAS

Determinar si otras citocinas proinflamatorias tienen efecto sobre la expresion de
WT1 y si este modula distintas citocinas anti-inflamatorias.

Utilizar un ARNi en células que expresen WT1 para evaluar los cambios en la
expresion de IL-10 en respuesta a estimulos inflamatorios.

Evaluar el perfil inflamatorio en un modelo murino de cancer pulmonar con
tratamientos que modulen el proceso inflamatorio.

Analizar la expresion de citocinas inflamatorias en muestras de suero de pacientes
con cancer pulmonar para correlacionar el perfil inflamatorio sistémico con la

expresion de WT1 en diferentes estadios de cancer pulmonar.
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