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Resumen y Abstract IX

Resumen

El cancer de pulmén de células no pequefias es una de las patologias con mayor
incidencia a nivel mundial. La mayoria de los tumores que se presentan en esta
patologia, estan conformados por células que tienen caracteristicas metabdlicas y
proliferativas que las hacen responsables del mantenimiento del tumor en los pacientes.
Andlisis de expresién génica diferencial entre tejidos normal y tumoral, han mostrado que
algunas proteinas se encuentran sobreexpresadas en estos ultimos, entre estas, la
ciclina D1 y el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR). Actualmente, la
terapia anticancer esta basada en la utilizacion de moléculas de accion blanco especifico
como son anticuerpos 0 pequefias moléculas que bloqueen la funcion de estas
proteinas, algunos de ellos llamados inhibidores de tirosinquinasas (TKIs), sin embargo,
debido a la alta tasa de mutacién que presentan las células tumorales estos tratamientos
tienen un efecto parcial. Una alternativa al tratamiento con anticuerpos, son los
oligonucledtidos antisentido (ASOs), los cuales son moléculas conformadas por acidos
nucleicos modificados que interactian con los RNAs mensajeros y suelen disminuir la
expresion de proteinas blanco.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la utilidad de ASOs dirigidos a EGFR y
ciclina D1 en las lineas tumorales A549 y H292, y una linea no tumoral de fibroblastos de
pulmén. Los resultados indican que los tratamientos con ASOs presentan actividad
antitumoral especifica y selectiva, pues disminuyen la proliferacion celular y aumentan
las apoptosis de las células tumorales, mientras que su actividad en células fibroblasticas

es reducida.

Palabras clave: Cancer, pulmén, Inhibidores Tirosina Quinasas, Oligonucleétidos

antisentido, Receptor del Factor de Crecimiento Epidermal, Ciclina D1.



X Evaluacion del tratamiento de oligonucleétidos antisentido dirigidos a EGFR y/o
Ciclina D1 en modelos celulares de cancer de pulmén de células no pequefias

Abstract

Non-small cell lung cancer is one of the most prevalent diseases worldwide. The majority
of the tumors that present in this pathology are formed by cells whose have metabolic
and proliferative characteristics that make them responsible for the maintenance of the
tumor in the patients. Differential gene expression analysis between normal and tumor
tissues has shown that some proteins are overexpressed in the latter, including cyclin D1
and epidermal growth factor receptor (EGFR). Currently, anticancer therapy is based on
the use of antibodies or small molecules that block the function of these proteins, some of
them called tyrosine kinases inhibitors (TKIs), however, due to the high mutation rate that
these tumor cells present, treatments have a partial effect. An alternative to the treatment
with TKls are antisense oligonucleotides (ASOs), which are molecules made up of
modified nucleic acids that interact with messenger RNAs and usually decrease protein
expression.

The objective of this research was to evaluate the utility of ASOs targeting EGFR and
cyclin D1 in combination therapy in tumor cell lines A549 and H292, and a non-tumor line
of lung fibroblasts MRC-5. The results indicate that the treatments with ASOs present
selective antitumor activity, as they decrease cell proliferation and increase the apoptosis

of tumor cells, whereas their activity in fibroblastic cells is reduced.

Keywords: Cancer, lung, Tyrosine Kinase Inhibitors, Antisense Oligonucleotide,

Epidermal Growth Factor Receptor, Cyclin D1
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Introducciéon 1

1.Introduccion

El cancer de pulmén constituye una de las patologias que causa una significativa
cantidad de muertes a nivel Mundial. Para el afio 2011 se estimaron mas de 1.5 millones
de casos, de los cuales aproximadamente el 86% fallecieron a causa de complicaciones
de esta patologia. (Torre, 2012). Para este mismo afio en Colombia se estimaron 1742
casos. Esta enfermedad constituye la primera y segunda mas grande causa de
mortalidad a nivel mundial entre los diferentes tipos de cancer en hombres y mujeres,
respectivamente (Torre, 2012). Los factores de riesgo asociados con esta enfermedad
son el habito de fumar, exposicibn a contaminantes ambientales como el asbesto, y

arsénico, radon, e hidrocarburos arométicos policiclicos, entre otros (Torre, 2012).

El cancer de pulmén se ha divido histoldgicamente en dos tipos: cancer de pulmoén de
células pequenas (SCLC) y cancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC). No
obstante, este ultimo presenta algunas subdivisiones en los que encontramos con mayor
frecuencia, el adenocarcinoma y el cancer de pulmon de células escamosas. NSCLC es
el de mayor prevalencia representando cerca del 85% de todas las afecciones por cancer
de pulmén (Navada S, 2006; Sher T, 2008).

Diferentes investigaciones han evidenciado que las células cancerigenas presentes en
esta patologia muestran una gran variedad de caracteristicas morfoldgicas y fisiol6gicas,
ademas, poseen diferentes grados de diferenciacién. Algunas de estas células han
llamado el interés de los investigadores porque expresan marcadores de superficie que
son hallados normalmente en las células madre embrionarias, y adicionalmente, se ha
comprobado que estas tienen una mayor capacidad de proliferacion que las demas
(Reya, 2001; Rosen, J.M., and Jordan, C.T., 2009). Estas células llamadas CSC (de sus
siglas en inglés Cancer Stem Cell) tienen caracteristicas metabdlicas y de proliferacion
gue las hacen responsables del mantenimiento y progresion del tumor en los pacientes.
Andlisis de expresiéon génica diferencial entre tejidos normal y de NSCLC, han mostrado

gue algunas proteinas se encuentran sobreexpresadas en las CSCs, entre las que se
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encuentran la ciclina D1 y el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR)
(Lapidot T, 1994; Zhang WC, 2012; Sutherland HJ, 1996). La ciclina D1, es la proteina
encargada de activar el paso de fase G1 a la fase S durante el ciclo celular, la
sobreexpresion de esta proteina se ha asociado con cambios fisiolégicos a nivel celular,
los cuales son consecuentes con la transformacion a células tumorales (Kato ,. J., 1993;
Kato ,. J., 1994). Por su parte EGFR es una proteina que tiene dominios tirosinquinasas,
los cuales son activados tras la union del factor de crecimiento epidermal (EGF) y
promueven la proliferacion celular por activar la expresién de genes corriente abajo
(Hynes NE and Lane HA, 2005; Pao William and Chmielecki Juliann, 2010).

Actualmente, la terapia en NSCLC esta basada precisamente en la utilizacién de
anticuerpos o pequefias moléculas que blogueen la activacion de los dominios
tirosinquinasas, estos son llamados inhibidores de tirosinquinasas (TKIs) (Hartmann,
2009). Sin embargo, los pacientes tratados con TKIls presentan una recaida en promedio
a los 12 meses, debido a la alta tasa de mutacién que presentan las células tumorales.
Como alternativa al tratamiento con anticuerpos, los oligonucleétidos antisentido (ASO)
pueden ser disefiados para disminuir la expresion proteinas blanco, y constituir una
potencial alternativa terapéutica para el tratamiento de NSCLC. La presente propuesta de
investigacion tiene como objetivo determinar la utilidad de ASOs dirigidos a EGFR y
ciclina D1 en terapia combinada como una potencial alternativa para el tratamiento de

NSCLC en modelos celulares.

A nivel mundial existen varios estudios que involucran la utilidad de oligonucleétidos
antisentido como alternativa terapéutica, sin embargo, s6lo pocos emplean a EGFR vy
ciclina D1 como blanco terapéutico. Este estudio aporta informacién sobre el potencial
uso de estos oligonucleétidos en terapia antitumoral y sentara bases para determinar la
realizacién de posteriores estudios a nivel clinico. El presente trabajo se desarroll6 con el
apoyo del Grupo de Investigacion Farmacogenética del Cancer de la Universidad

Nacional de Colombia.



2.0bjetivos

2.1 General

Determinar el efecto in vitro del tratamiento con oligonucleétidos antisentido dirigidos a
EGFR y Ciclina D1 en modelos celulares de cancer de pulmén de células no pequefias

2.2 Especificos

Determinar la viabilidad, proliferacion celular y apoptosis en lineas celulares de

NSCLC tratadas con oligonucle6tidos antisentido dirigidos a EGFR y/o Ciclina D1.

Evaluar el efecto del tratamiento con oligonucleétidos antisentido dirigidos a ciclina
D1 y/o EGFR sobre la expresion de los respectivos genes en lineas celulares de
NSCLC.

Realizar comparaciones multiples de los efectos de los diferentes tratamientos sobre

las lineas celulares de NSCLC.



3. Marco teorico

3.1 Cancer de pulmon

El cancer pulmonar fue considerado hasta mediados del siglo XIX como una enfermedad
poco frecuente, sin embargo, a partir de 1930 su frecuencia ha aumentado y en la
actualidad es uno de los tumores malignos mas frecuente en el mundo. Durante el Gltimo
siglo se ha identificado que el cancer de pulmén presenta varios subtipos histolégicos y
gue los mismos tienen sensibilidad diferencial a agentes quimioterapéuticos (Hansen,
1976). La tendencia a la subdivision de cancer de pulmén en grupos cada vez mas
significativos clinicamente ha continuado, con el reconocimiento de que hay muchas
diferencias histolégicas entre los principales subtipos de cancer de pulmén, incluyendo el
cancer de pulmon de células pequefias (SCLC) y el cancer de pulmén de células no
pequeiias (NSCLC), que se compone de adenocarcinoma, carcinoma de células
escamosas y carcinoma de células grandes. Hoy en dia, la subcategorizacién es
alimentada por la constatacion de que los tumores pueden ser definidos por diversos

criterios moleculares (Chmielecki, 2010).

3.2 Origen de NSCLC

Datos de leucemias, tumores de células germinales, y un gran numero de tumores
sélidos apoyan la nocion de que los canceres son mantenidos por una subpoblacion de
células iniciadoras de tumores (TICs) que se auto renuevan y evolucionan, éste es
conocido popularmente como el modelo de las células madre del cancer (CSC) (Reya,
2001; Rosen, J.M., and Jordan, C.T., 2009). Los estudios en NSCLC indican que en el
origen de estos tumores estan involucradas las células iniciadoras de tumores que a su
vez son responsables del mantenimiento y progresién de los mismos. La teoria de las
células madre del cancer propone dos conceptos principales, el primero de ellos
menciona que los canceres surgen a partir de células madre que estan presentes en los

tejidos de los nifios e individuos adultos maduros; y el segundo, que los tumores



Marco teodrico

cancerigenos se componen de los mismos tipos de células que los tejidos normales, es
decir, células madre, células de transito, y células diferenciadas terminalmente. La
hipotesis de que los tumores cancerigenos surgen debido al arresto de la maduracion de
las células madre se propuso en 1994 para todos los tejidos, basandose principalmente
en observaciones del origen de teratocarcinomas y carcinomas hepatocelulares (Sell S,
Pierce GB, 1994). Casi al mismo tiempo, los estudios de trasplante de tumores
condujeron a un renovado interés en el concepto de que estos se mantienen por una
pequefia fraccion de las células del cancer que tienen las propiedades de células madre
(Lapidot T, 1994; Sutherland HJ, 1996; Bonnet D, Dick JE: Il., 1997). Zhang y
Colaboradores realizaron estudios en células obtenidas de 36 tumores humanos y dieron
a conocer que solo una subpoblacion de estas aporta a crecimiento del tumor. En este
estudio sélo las células que expresaron el marcador CD166 (un marcador de células
madre embrionarias) eran capaces de generar 78 veces mas tumores, que las que no lo
expresaban, adicionalmente, el volumen de los tumores generados por estas células era
significativamente mayor, al de los generados por las demas (Zhang WC, 2012). Por otra
parte, estas células demostraron tener gran capacidad invasiva, de generar metastasis y
presentaban un metabolismo alterado (Zhang WC, 2012). Los resultados obtenidos
indican que la orientacion de las terapias hacia las TICs puede ser un enfoque

prometedor para erradicar tumores de manera temprana llustracién 1.

Drugs that
kill tumour
stem cells

Tumour loses its
ability to generate
new cells

Drugs that kill
tumour cells
oo

but not cancer —~ =
stem cells @ Tumour \

Tumour shrinks
but grows back

llustracion 1 Las terapias convencionales pueden reducir los tumores al matar
principalmente células con alto potencial proliferativo. Tomado de (Reya, 2001)
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3.3 Expresion génica diferencial en células madre de
cancer

Las células tumorales poseen un patrén de expresion génica bastante alterado respecto
a las células normales, son muchos los estudios dedicados a investigar que genes se
encuentran expresados diferencialmente en las células tumorales y si se pueden utilizar
como biomarcadores o potenciales blancos terapéuticos (Botling J, 2013; Chen R, 2014;
W.-Y. Shi, 2014). Los genes cuya expresion se encuentra alterada codifican para
proteinas y para miRNAs. Estos se hallan en diferentes vias, entre estas: Ciclo celular,
replicacion del DNA, metabolismo de aminoéacidos, proteosoma, via de sefializacion
MAPK y p53. Sin embargo, muchos de estos genes confluyen en la regulacién del ciclo
celular (Zhang WC, 2012; W.-Y. Shi, 2014; Xue, 2014).

En cancer de pulmoén, analisis de los perfiles de expresion génica entre células normales
y tumorales han identificado genes expresados diferencialmente (GED). Wang et al.
identificé 17 GED en células tumorales (Wang, 2000), resultados comparables con los
obtenidos por Kikuchi et al., quien Identific6 40 GED que podrian separar los casos con
metastasis de los ganglios linfaticos de aquellos sin metastasis en NSCLC (Kikuchi,
2003).

Algunos de los GED que han sido utilizados como blancos terapéuticos son el receptor
del Factor de Crecimiento Epidermal (EGFR) y Ciclina D1. Particularmente, EGFR es un
blanco de muchas terapias que se encuentran en el mercado y ha aumentado la
supervivencia de algunos pacientes (SM, 2006; Hirsch FR, 2003; Gautschi O, 2007)

3.4 CiclinaD1

Las ciclinas y sus socios cataliticos, las quinasas dependientes de ciclinas (CDK), fueron
identificados por grupos liderados por Leland Hartwell, Paul Nurse y Timothy caza;
descubrimientos que llevaron al Premio Nobel de Fisiologia/ Medicina en 2001 (Culotti J,
Hartwell LH., 1971; Nurse P, Bissett Y., 1981; Lee MG, Nurse P., 1987). Estos trabajos
llevaron a la identificacion de varias ciclinas humanas que llevan su nombre

alfabéticamente y se dividen en cuatro grupos en funcién de su comportamiento en el
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ciclo celular: Ciclinas de la fase G1, Ciclinas de la fase G1/S, Ciclinas de la fase S, y
Ciclinas de la fase M. Esta clasificacion es util pero no universalmente aplicable, porque
la misma Ciclina puede tener una funcion diferente o patron de expresioén en diferentes
tipos de células, y puede contribuir para el control de mas de una fase del ciclo celular.
Las Ciclinas actian junto con sus socios de CDK para impulsar células de una fase del
ciclo celular a la siguiente (Sanchez I, 2005). El papel de la molécula de ciclina en este
proceso es dirigir la actividad de las CDKs hacia proteinas diana apropiadas llustracion
2.

Cyclin B/CDK1

Cyclin D/CDK4/6

Cyclin E/CDK2

Cyclin A/CDK1

Cyclin A/CDK2

llustracion 2 Regulacién Ciclina-CDK del ciclo celular en mamiferos (Randy Suryadinata,
2010)

En la fase G1, ciclinas de tipo D se unen casi exclusivamente a CDK2, CDK4 y CDK®,
siendo el complejo ciclina D1 / CDK4 el que tiene la actividad de quinasa entre estos
complejos. Tres ciclinas de tipo D se han descrito en mamiferos hasta el momento: la
ciclina D1, D2 y D3. Un gran nimero de estudios posteriores han informado sobre las
funciones fisiolégicas de la ciclina D1 en células normales y han identificado que su
expresion se induce por numerosos mitdgenos que son detectadas por receptores de
factores de crecimiento y por citosinas, lo que lleva a la activacion de vias de
sefalizacién intracelular. Por ejemplo, la estimulacion de la via PI3K (fosfatidilinositol-3-

guinasa) / Akt conduce a la activacién de NF-kB (factor nuclear kappa Beta), un factor de
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transcripcién que induce la produccién de la proteina ciclina D1 (Ewen, 2000; Hinz,
1999). Por el contrario, la expresion de ciclina D1 es reprimida por otros factores, como
p53 llustracion 3 (Rocha, 2003). Como se menciond anteriormente, la primera funcion
identificada de la ciclina D1 esta relacionada con el control de progresion de la fase G1-
S. Durante G1, siguiendo una sefial mitogénica, ciclina D1 forma complejos
preferencialmente con CDK4. Las proteinas p21Cipl y p27Kip1l actian como factores de
montaje de ciclina D1 y CDK4. El complejo de ciclina D1 / CDK4 es fosforilado por las
guinasas activadoras de CDK (CAK), y CDK4 activado puede hiperfosforilar la proteina
supresora de tumores retinoblastoma (Rb) (Kato ,. J., 1994). La fosforilacion de Rbl
conduce a la disociacion de E2F del complejo Rbl / E2F (Kato ,. J., 1993). E2F disociado
induce la transcripcion de la ciclina E y otros genes que son necesarios para la entrada
en la fase S llustracion 4.

Ciclina D1 también puede actuar independientemente de la CDKs, como es demostrado
por varios estudios. Ciclina D1 interactia directamente varios receptores nucleares y
factores de transcripcion a los cuales reprime o induce, incluyendo el receptor de
estrogenos (ER), receptor de andrégenos (AR), y la sefal de receptor gamma activado y
del activador de la transcripcién 3 (STAT3) (Zwijsen RM, 1998; Knudsen ,. K., 1998;
Knudsen ,. K., 1999; Bienvenu, 2001; Qin, 2003).

RTKs
ERBB2 I RHO
— \ RAS) Integrin signg allmg —p PI3K
MEK-ERK R»\C AKT _i GSK3p FEXO4
WNT NF-xB /mR\A\ mTOR
\ Splici 1|\(| 6&‘
//\//\,(/\ \N\NEP D
Transcription Tr 1an ation Degradation
* CCND1 amplification T = e 5 T
* CCND1-lgH translocation CyclinD1b miRNA deletion Mucstion iearcyctin D1'T256

* Oncogenic activation e.g. ERBB2 QVSIopression SERO mutation
o € L 2.q.

Nature Reviews | Cancer

llustracion 3 Activacion oncogénica de la expresion de Ciclina D1. Tomado de
(Elizabeth A. Musgrove, 2011)
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llustracion 4 Funcién de Ciclina D1 durante la progresién celular de células normales.
Tomado de (Coller, 2007)

3.5 Ciclina D1 y NSCLC

Estudios que implican la ciclina D1 en la patogénesis del cancer de pulmén se dividen en
dos grupos: en primer lugar, una serie de estudios en NSCLC han demostrado que el
locus CCND1 en 11g13 se amplifica hasta en el 32% de los canceres ( (Betticher DC,
1996; Marchetti, 1998; Reissmann, 1999) y en segundo Ilugar, analisis
inmunohistoquimicos (IHC) han demostrado que la proteina ciclina D1 esta presente en
altos niveles en 12-76% de tumores de cancer invasivo y en una fraccién significativa de
las lesiones no invasivas del epitelio bronquial de pacientes con cancer de pulmoén, sin
aumentar su numero de copias (lkehara, 2003; Esposito, 2005; Dworakowska, 2005;
Wang J, 2006).

El hallazgo de CCND1 amplificado y sobreexpresado en una fraccién de tumores y
fuertemente expresado cuando se compara con tejido normal en una gran fraccién de
carcinomas que no han sufrido amplificacion del gen, constituyen una fuerte evidencia de
la implicacién de la inapropiada expresion de ciclina D1 en la carcinogénesis de pulmén
(Betticher DC, 1996; Marchetti, 1998; Reissmann, 1999).
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La mayoria de los datos sobre amplificacién del gen CCND1 y expresiéon en NSCLC
invasivo, lesiones precursoras y epitelio bronquial normal de estudios de pacientes con
cancer de pulmén son consistentes con la hipotesis que la desregulacion de CCND1 y su

producto constituyen un importante mecanismo asociado con la carcinogénesis.

3.6 Receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR)

Receptor del factor de crecimiento epidermal pertenece a la familia de los receptores
tirosinquinasas (TKs) que incluyen EGFR, ERBB2, ERBB3 y ERBB4 (estos ultimos
también conocidos como HER2, HER3 y HER4 respectivamente) (Schlessinger, 2002).
Estructuralmente, cada receptor estd compuesto de un dominio extracelular de unién a
ligando, un dominio transmembranal y un dominio intracelular (Pao William and
Chmielecki Juliann, 2010). Todos los miembros de esta familia tienen una actividad TK
intrinseca, excepto ERBB3 (Cortés, 2010). Los receptores existen como mondmeros
inactivo, pero, después de su union a ligandos, tales como factor de crecimiento
epidermal (EGF) y el factor de crecimiento transformante alfa, los receptores adquieren
cambios conformacionales que facilitan su homodimerizacibn o heterodimerizacion,
seguida por autofosforilacion intermolecular de residuos de tirosina claves en la
activacion del bucle de los dominios TK cataliticos mediante la trasferencia de fosfatos de
una molécula de adenosin trifosfato (ATP). Subsecuentemente, adaptadores apropiados
0 moléculas de sefalizaciébn con homologia a SRC2 y proteinas con dominios de unién a
tirosinas se unen a las fosfotirosinas del extremo carboxiterminal y reclutan proteinas
involucradas en cascadas de sefalizacién aguas abajo que controlan multiples procesos
celulares tales como supervivencia y proliferacién celular llustracion 5 ( (Hynes NE and
Lane HA, 2005; Pao William and Chmielecki Juliann, 2010).
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llustracion 5 Activaciéon y funcién de EGFR (Mukesh, 2006)

3.7 EGFR y cancer

El factor de crecimiento epidermal (EGFR) es frecuentemente sobreexpresado en cancer
de pulmén de células no pequefias (Hirsch FR, 2003). Este receptor juega un papel muy
importante en la supervivencia de las células tumorales y en su forma activa causa la
fosforilacion de proteinas corriente abajo que causan proliferacion celular, invasion,
metastasis e inhibicibn de la apoptosis. Expresion de esta proteina parece ser
dependiente de los subtipos histolégicos, en carcihoma de células escamosas,
adenocarcinoma y carcinoma de células grades presenta una mayor expresion (Hirsch
FR, 2003). Son muchos informes publicados que tratan de establecer una correlacion
entre la sobreexpresion de la proteina EGFR y la supervivencia. Sin embargo, los datos

sobre el papel prondstico de la expresion de EGFR son inconsistentes y confusos, con
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algunos informes que indican que el EGFR se asocia a peor supervivencia mientras que
ninguna asociacién prondstico se ha visto en otros estudios. En estudios realizados por
Nakamura et al, para 2006, se llevé a cabo un meta-andlisis de 18 estudios que incluyen
cerca de 3000 pacientes, para revisar si la expresion de EGFR tenia impacto sobre la
prolongacion del tiempo de vida, la mayoria de estos estudios utilizaron la
inmunohistoquimica para evaluar la expresion de la proteina. Los resultados indicaron
gue la sobreexpresion de EGFR fue observada en el 39% de adenocarcinomas, 58% de
carcinoma de células escamosas y 38% de carcinoma de células grandes, concluyendo
gue la sobreexpresion de EGFR (usando IHC) no se asocia con peor prondéstico, sin
embargo, investigadores de la universidad de Colorado mostraron que el nimero de
copias de este gen cuantificada por FISH si se relaciona con mal pronéstico de la
enfermedad (Nakamura, 2006). Estudios han reportado que ademas de la
sobreexpresion de EGFR, mutaciones en este receptor también pueden influir sobre el
desarrollo de las células tumorales (Allan R. Li, 2008 .). Actualmente, la terapia en cancer
de pulmdn esta dirigida a inhibir la activacion de los dominios tirosinquinasa de EGFR
mediante moléculas llamadas inhibidores de tirosinquinasas (TKIs), asi como al bloqueo

directo del factor mediante el uso de anticuerpos.

3.8 Inhibidores tirosinquinasas

Las proteinas con dominios tirosin-quinasas juegan un papel en los procesos normales
de regulacion celular. Sin embargo, la actividad de tirosin-quinasa aberrante puede
conducir a la transformacion celular y puede asociarse con el mantenimiento del tumor y
la progresiéon. En los ultimos afos, el uso de la quimica combinatoria, computacional y
medicinal ha conducido a la identificacion de pequefias moléculas que compiten con el
sitio de union del adenosintrifosfato (ATP) al dominio catalitico de varias proteinas tirosin-
guinasas oncogénicas, estos son conocidos como Inhibidores tirosin-quinasas (TKIs).
Algunos de estos compuestos son altamente especificos de una Unica tirosin-quinasa,
mientras que otros pueden inhibir varias simultdneamente. A nivel practico, la relativa
promiscuidad de estos inhibidores frente a mas de una tirosina quinasa oncogénica
puede tener mérito clinico asi como implicaciones para la toxicidad del tejido huésped
(Busse, 2001).
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Inhibidores de la tirosina quinasa (TKI) son eficaces en el tratamiento selectivo de
diversos tumores malignos. Imatinib fue el primero en introducirse en oncologia clinica, y
fue seguido por farmacos como gefitinib, erlotinib, sorafenib, sunitinib, y dasatinib
(Hartmann et al. 2009). Aunque comparten el mismo mecanismo de accién, a saber, la
inhibicibn competitiva ATP en el sitio de unién catalitica de la tirosina quinasa, ellos
difieren entre si en el espectro de quinasas blanco, su farmacocinética, asi como en los
efectos adversos de cada uno. Con variaciones de farmaco a farmaco, inhibidores de
tirosinquinasa causan toxicidad de la piel, incluyendo la foliculitis, en mas de 50% de los
pacientes (Hartmann, 2009). Entre los inhibidores tirosin-quinasa que estan disponibles
comercialmente por el momento, los agentes que se dirigen a EGFR, erlotinib y gefitinib,
muestran el mas amplio espectro de efectos adversos en la piel y el cabello, incluyendo
la foliculitis, paroniquia, crecimiento del vello facial, eritema facial, y diversas formas de
alopecia frontal. En contraste, la foliculitis no es comun durante la administracién de
sorafenib y sunitinib, que se dirigen a VEGFR, PDGFR, FLT3, y otros, mientras que
ambos agentes se han asociado con hemorragias en astilla subungueales (Hartmann,
2009). Ademéas de los efectos secundarios hematolégicos de la mayor parte de TKls
como la anemia, trombocitopenia y neutropenia, los efectos adversos extra
hematologicos mas comunes son edema, nauseas, hipotiroidismo, vomitos y diarrea. En
cuanto a posibles efectos a largo plazo, la toxicidad genera insuficiencia cardiaca
congestiva, lo cual es objeto de debate en pacientes que reciben terapia de imatinib y
sunitinib; Sin embargo, esta observacion se relaciona probablemente a la seleccién de
pacientes, aunque, TKIs en general parece ser una clase de farmaco muy bien tolerado
(Hartmann, 2009). Otra de las dificultades es que cerca del 60% de los pacientes
tratados con estos medicamentos presentan recaida a los doce meses en promedio
debido a mutaciones en sus sitios blancos, generados por la alta tasa de mutacion que
presentan las células tumorales. Por estas razones nuevas alternativas terapéuticas
deben ser generadas. Algunas como la tecnologia con oligonucle6tidos antisentido,
pueden disminuir la expresién de proteinas blanco mediante la interaccién con el mMRNA

y no con su producto, dando un enfoque mas seguro a la terapia.

3.9 Oligonucledtidos antisentido

Los oligonucledtidos antisentido (ASO) son hebras de cadena sencilla sintéticamente

preparados con secuencias de desoxiribonucleétidos, normalmente 18-21 nucledtidos de
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longitud y complementarios a la secuencia de ARNm del gen diana. Como los ASO son
capaces de unirse selectivamente secuencias de ARNm afines por hibridacion especifica
de secuencia, se obtiene como resultado la escision o la inhabilitacion del mRNA y, por
tanto, inhibe la expresion del gen diana llustracién 6.
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llustracion 6 Mecanismo de accién de oligonucledtidos antisentido (Corey, 2007)

Rebecca Henretta

ASOs pueden ser utilizados como herramienta para disminuir la expresién de proteinas
gue se encuentran involucradas en la progresion tumoral como EGFR y ciclina D1. La
disminucion de la expresién de estas dos proteinas, tendria muchas ventajas, entre
estas: |) inhibiria la progresién del ciclo celular 1) evitaria la activacion de los dominios
tirosinquinasa de EGFR, debido a su baja expresién lll) los oligonucle6tidos pueden ser
disefiados para actuar en regiones en las cuales se registra la menor tasa de mutacion y
asi asegurar la disminucion de la expresion de receptores mutados y no mutados y V)
dado el caso que otras vias de sefializaciébn estén siendo activadas por receptores
diferentes a los TK, la inhibicion de la expresion de ciclina D1 detendra el ciclo celular en
fase G1.
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4.1 Lineas celulares

Se emplearon lineas celulares adherentes derivadas de Carcinoma Mucoepidermoide
Pulmonar H292 (ATCC® CRL-1848™), Carcinoma Pulmonar A549 (ATCC® CCL-185™)
y Células fibroblasticas de Pulmén MRC-5 (ATCC® CCL-171™). Las lineas celulares
fueron seleccionadas del banco de células del Grupo Farmacogenética del Cancer,
Departamento de Farmacia, Universidad Nacional de Colombia y presentan expresion
constitutiva de EGFR y Ciclina D1.

Las lineas tumorales fueron cultivadas en medio RPMI 1460 (Sigma®) Suplementado
con suero fetal bovino (SFB) (Gibco®) al 10%, Bicarbonato de Sodio 1mM, HEPES 25
mM, y Gentamicina (100 pg/mL), en frascos de cultivo celular de 75 cm? (Corning). La
linea fibroblastica fue cultivada en medio MEM (Gibco™) Suplementado con SFB
(Gibco®) al 10%, Piruvato de Sodio 1mM y Gentamicina (100 pg/mL). Las condiciones de
cultivo fueron 37°C con 5 % de CO, en aire y 100% de humedad relativa.

Para el mantenimiento de los cultivos se realizé un cambio de medio cada 72 horas. Una
vez se obtenia una confluencia celular maxima de 80%, se retird el medio y se realizaron
lavados con solucion de buffer de fosfatos (PBS) de 149.2 mM, pH:7.3, con el fin de
retirar los restos de SFB, posteriormente se desprendieron células con ayuda de una
solucion de tripsina-EDTA 0.025%-0.03% respectivamente (v/v) durante 5 minutos en
incubadora a 37°C. Con esta suspension celular se evalué la viabilidad celular mediante

tincién con azul de tripan al 0.4%.

4.2 Oligonucledtidos Antisentidos

Los oligonucleétidos antisentido empleados en la investigacion tuvieron un tamafio no

superior a 20 nucleo6tidos, presentaban una complementariedad del 100% con su mRNA
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blanco y reportaron actividad en la regulacion de sus mRNAs blancos. Los
oligonucledtidos controles correspondieron a secuencias del ADN no complementarias a
los MRNASs blancos y que presentaran una complementariedad menor al 70 % con otros
MRNA. Los oligonucle6tidos fueron sintetizados con modificaciones fosforotioato en la
estructura de azlcar-fosfatos de los cinco nucledtidos de los extremos 3’y 5 para
aumentar su estabilidad.

4.3 Insercion de agentes terapéuticos

La insercion de los oligonucle6tidos antisentidos en las células, se realiz6 empleando la
técnica de lipofeccion empleando el reactivo Lipofectamina 2000 (Invitrogen®) de
acuerdo con las instrucciones dadas por el fabricante. Brevemente, 6500, 4500 y 7000
células de las lineas H292, A549 y MRC-5, respectivamente, se sembraron en placas de
96 pozos por 24 horas a fin de que se adhirieran a la placa y alcanzaran una confluencia
del 80%. Después de un lavado con PBS, se transfectaron con un volumen de 100 ul de
solucion Optimen-Lipofectamina (1/100) y una concentracion en el orden de uM de cada
uno de los oligonucledtidos. A las 24 horas postransfeccién se realiz6 un cambio de
medio por los medios sugeridos anteriormente suplementado con SBF 10%. Las células

transfectadas fueron utilizados en posteriores ensayos.

Los agentes quimicos Erlotinib y Arcyriaflavin A fueron resuspendidos en DMSO vy
posteriormente suministrados directamente en el medio Optimen (Gibco®). Cuando se
aplicaron tratamientos con ASOs, Erlotinib y Arcyriaflavin A simultaneamente, se
realizaron preparaciones independientes para cada uno de los agentes terapéuticos de
manera antes mencionada, y posteriormente fueron mezcladas y suministradas a las

células

4.4 Ensayos de citotoxicidad

Para valorar el efecto citotoxico de los diferentes tratamientos, células sembradas en
placas de 96 pozos fueron tratadas con diferentes concentraciones finales de ASOs, sus
respectivos controles, y demas agentes terapéuticos: 0.125, 0.25, 0.5, y 1 yM. Cada
pozo se traté con 100uL de cada una de las diluciones, dejando un grupo de pozos no

tratados como control de crecimiento, un grupo de pozos sin células como blanco de



Metodologia

tratamiento y un grupo de pozos control de Lipofectamina sin tratamiento. Las células de
cada uno de los tratamientos fueron analizadas inicialmente a las 24 horas pre-
tratamiento (el cual representara el tiempo O horas) con el ensayo de Resazurina para
determinar la poblacion celular viable inicial. A su vez, se valord la recuperacion celular
pos-tratamiento con el fin de determinar el efecto citotoxico de los tratamientos. Las
células fueron incubadas con medio suplementado durante 24, 48 y 72 horas post-
transfeccion, pasados estos tiempos las células fueron evaluadas con la prueba de
Resazurina (4.4uM/pozo) y se realizaron las lecturas en el espectrofluorometro TECAN
GENios a una medida de fluorescencia de 535 nm - excitacion - 595 nm - emision, con el
fin de determinar el efecto del compuesto a partir graficas realizadas empleando los
datos de concentracion Vs. porcentaje de supervivencia celular. Después de calcular los
porcentajes de supervivencia celular relativos a las células control (no tratadas), se
construyeron curvas dosis-respuesta y se calcularon las concentraciones letales 50 (CL-
50) de cada tratamiento, para cada linea celular, empleando una regresion no lineal en el
programa estadistico GraphPad—Prism 6® (GraphPad Software, USA). Para cada
tratamiento se realizaron al menos dos replicas independientes con resultados
consistentes cada una de ellas por triplicado. Luego, con las concentraciones CL- 50s
obtenidas para los ASOs a las 72 horas pos-tratamiento, se analizaron las diferencias en
las tasas de crecimiento celular utilizando el indice de crecimiento, denotado como el

porcentaje de células viables.

[ Tratamientos ]

individual
]
1 1 1 1
[ AS0O-EGFR ] [ ASO-CICLINA ] [ ERLOTINIB ] [ ARCYRIAFLAVIN A ]
| | |
o combinado con o combinado con o combinado con
1
—[ ASO-CICLINA ] ARCYRIAFLAVIN A ] ARCYRIAFLAVIN A

—[ ERLOTINIB ]

—[ ARCYRIAFLAVIN A ]

ERLOTINIB ]

llustracion 7. Tratamientos empleados en la investigacién. Los tratamientos fueron
evaluados en las lineas celulares tumorales y fibroblasticas para establecer las CL-50 y
su actividad antitumoral in vitro. Las concentraciones evaluadas para cada tratamiento
variaron entre 0,125y 1 uM
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4.5 Ensayos de inmunofluorescencia

Una alicuota de 65.000 células de cada una de las lineas celulares se sembraron en
placas de 12 pozos, que contenian en su interior laminas cubreobjetos, previamente
limpiadas con etanol y esterilizadas por calor. Pasadas 24 horas, ya adheridas las células
a la lamina, se fijaron con Paraformaldehido al 4% (vol/vol) en PBS durante 10 minutos y
se permeabilizaron con 0.5% de Triton X-100 (vol/vol) en PBS por 5 minutos a
temperatura ambiente. Para mitigar la auto-fluorescencia presente en las células, fueron
sometidas a una solucion de Cloruro de Amonio (NH,Cl;) 50mM y 0.1M de Glicina en
PBS por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubaron en
PBS/Albumina 1% durante 30 minutos a 37°C, seguido de la exposicion a anticuerpo
primario monoclonal anti-Ciclina D1 (Dilucién 1/100; SC-20044; Santa Cruz, CA) o anti-
EGFR (Dilucién 1/100; SC-367974; Santa Cruz, CA) a 4°C durante toda la noche.
Consecutivamente, se adicionaron los siguientes anticuerpos secundarios policlonales
IgG: 1) Anticuerpo generado en cabra, anti-raton, conjugado con CFL 488 (Dilucion
1/200; sc-362257; Santa Cruz, CA) y 2) Anticuerpo generado en burro anti-conejo,
conjugado con CFL 594(Dilucion 1/200; sc-362281; Santa Cruz, CA) . Finalmente, las
células fueron tratadas con 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (0.1ug/ml) durante 5
minutos en camara hiumeda a 37°C protegido de la luz. Posterior a cada paso, las células
fueron sometidas a tres lavados con PBS por 5 minutos cada uno. Las laminas
cubreobjetos fueron montadas en laminas portaobjetos, invirtiéndolas, adicionando
Glicerol al 70% y sellando los bordes con resina; y visualizadas en un microscopio
invertido de escaneo laser confocal Nikon C1, Software EZ-C1. Ver. 3.90. Las fotografias
fueron tomadas usando los objetivos 10X y 40X, y el analisis de las imagenes se realizé
con el software ImageJ 1.43 Java 1.6.0_20 de 64-bit. Como controles de la técnica se
emplearon células fijadas, permeabilizadas en la lAmina, e incubadas con DAPI y

anticuerpo secundario solamente.

4.6 Ensayo de apoptosis

El ensayo de apoptosis se realiz6 empleando la técnica de TUNEL (TdT-mediated -dUtp
Nick End Labeling) a través del equipo comercial in situ BrdU-Red DNA Fragmentation
(TUNEL) Assay Kit (Lifetecnologies®) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para

ello, las células fueron fijadas empleando formaldehido/PBS 4% e incubadas durante 15
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minutos a TA. Posteriormente, las células fueron tratadas con solucion de proteinasa K
(20 pg/ml) durante 5 minutos a TA. A continuacion se incubaron con solucién de
permeabilizacion (0,1% de Tritdbn X-100) durante 10 minutos a TA y se afiadié la mezcla
de reaccion proporcionada por la casa comercial, seguidamente las células fueron
incubadas durante 1 hora a 37 °C en oscuridad, y finalmente fueron visualizadas en un
microscopio invertido de escaneo laser confocal Nikon C1, Software EZ-C1. Ver. 3.90.
Las fotografias fueron tomadas usando el objetivo de 10X y el andlisis de las imagenes
se realiz6 con el software ImageJ 1.43 Java 1.6.0_20 de 64-bit. Como controles de la
técnica se emplearon células fijadas, permeabilizadas en la lamina, e incubadas con
DNAsa.

4.7 Extraccion de RNA y Sintesis de cDNA

Una alicuota de 65.000 células de cada una de las lineas celulares se sembré en placas
de 12 pozos y fueron tratadas ASO-EGR, ASO-CICLINA y sus respectivos controles
como se indica en la seccion 4.4, con modificaciones en los volimenes de reactivos
utilizados proporcional al tamafio de los pozos. La extraccidon de RNA total se llevo a
cabo directamente de la placas de cultivo empleando el reactivo TRIzol( thermofisher ®)
siguiendo las instrucciones de la casa fabricante. Para ello, a cada pozo de células
tratadas se les retiré el medio de cultivo, se adicioné 500ul de TRIzol( thermofisher ®) y
fueron incubadas durante 5 minutos a TA. Posteriormente los homogeneizados fueron
trasladados a tubos nuevos de 1.5 ml, y mezclados con 100 ul de cloroformo e incubadas
durante 3 minutos, al término de este tiempo, las muestras fueron centrifugadas a 12.000
g/min durante 15 minutos. La mezcla se separé en una fase inferior roja (fenol-
cloroformo), una fase intermedia y una fase superior incolora, esta ultima fue transferida
a tubos nuevos de 1.5 ml y mezclados con 250 ul de isopropanol e incubados a TA
durante 10 minutos, seguidamente, las muestras fueron centrifugadas 12.000 g/min
durante 10 minutos. Posteriormente, el sobrenadante fue descartado y el pellet fue
lavado con 500 ul de etanol al 70%. Por altimo, el RNA fue resuspendido en 50 ul de
Agua Ultrapura libre de RNAsas en incubado a 60° C para mejorar la solubilidad del
mismo. El RNA total obtenido de las muestras se cuantifico por Qubit® RNA Assay Kit
(Q32852: Invitrogen®) Finalmente, los acidos nucleicos fueron almacenados a 20°C y

empleado en la retrotranscripcion.
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Para la sintesis de cDNA se utilizaron 450 ng de cada una de las muestras de RNAs y se
realiz6 empleando el kit QuantiNova Reverse Transcription (205413; Qiagen) segun
indicaciones del fabricante, el volumen final de reaccion fue de 20 ul. La muestra de ARN
se incubd en la mezcla de eliminacion de gDNA QuantiNova a 45°C durante 2 minutos
para reducir eficazmente el ADN genémico contaminante. Después de la eliminacion del
ADN genodmico, la muestra de ARN fue retrotranscrita utilizando los reactivos dispuestos
por el kit para este proceso e incubada 3 minutos a 25°C, 45°C durante 10 minutos y por
ltimo se inactivo la enzima a 85°C durante 1 minuto. Las reacciones fueron corridas en

el termociclador My Cycler (Biorad®).

4.8 Ensayos de PCR en tiempo real

Los ensayos de cuantificacion relativa de la expresion génica se realizaron empleando
los cDNAs obtenidos a partir de muestras de células tratadas, con el kit para PCR en
tiempo real LightCycler® 480 SYBR Green | Master (4707516001; Roche®). Para esto se
utilizé un programa de amplificacién de 40 ciclos, una fase de desnaturalizacién 95°C por
10 segundos, una fase de anillamiento de 58°C durante 15 segundos, y una fase de
extensién a 72° durante 30 segundos, finalmente las muestras fueron sometidas a un
analisis de curvas melting para descartar la presencia de amplicones inespecificos. Cada
reaccion tuvo un volumen de 15ul, que incluyeron el cDNA, los iniciadores especificos
Tabla 1, y la mezcla de reaccidn, las reacciones de amplificacién fueron realizadas en el
equipo Light Cycler 480 Il (Roche®).

Previo a la realizacion de ensayos de cuantificacion relativa de la expresion génica, cada
uno de los pares de cebadores empleados durante los ensayos de amplificacion fueron
evaluados para establecer las eficiencias de amplificaciéon. Para ello, cDNAs en
diferentes diluciones fueron amplificados con cada par de cebadores. Los CT (threshold
cycle) obtenidos fueron graficados (CT vs Dilucién) y mediante el célculo de una

regresion lineal se obtuvo le eficiencia de amplificacion.

Teniendo en cuenta que las cinéticas de amplificacion que se determinaron no fueron
similares, los valores CT (threshold cycle) obtenidos por triplicado, para cada tratamiento,
fueron empleados para establecer los cambios en la expresién génica con el método de

cuantificacion relativa de doble delta de CT (AAC+) modificado por Pfaff et al. usando
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como genes de referencia RPLPO y GADPH, los cuales presentan expresion constitutiva
(Pfaffl, 2001). Como control negativo se utilizaron en lugar de cDNA, agua grado biologia

molecular.

4.9 Analisis estadistico

Las comparaciones entre tratamientos se realizaron a través de la prueba t- student con
el software estadistico GraphPad Prism version 6.00 (GraphPad Software®). Para
establecer correlaciones se utilizé el indice de correlaciébn de Spearman. Los valores

estadisticamente significativos fueron aquellos con valor p<0.001.

Tabla 1 Cebadores utilizados para evaluar la expresion relativa de los genes CCND1,
EGFR y BCLXL. Los datos suministrados en la tabla corresponden a la secuencias
nucleotidicas de cada pareja de cebadores y el tamafio de cada uno de los amplicones
generados.

TAMANO DEL
CEBADORES SECUENCIA (5" a 3") AMPLICON (pb)
CICLINA D1 FORWARD CCGTCCATGCGGAAGATC
CICLINA D1 REVERSE GAAGACCTCCTCCTCGCACT 75
EGFR FORWARE GGCAGGAGTCATGGGAGAA
EGFR REVERSE GCGATGGACGGGATCTTAG 153
BCL-XL FORWARE TTAGGATAGACAGTAGCATGA
BCL-XL REVERSE TTAGGATAGACAGTAGCATGA 145
RPLPO FORWARE TTAGGATAGACAGTAGCATGA
RPLPO REVERSE TTAGGATAGACAGTAGCATGA 147
GAPDH FORWARD GAAGGTGAAGGTCGGAGT
GAPDH REVERSE GAAGATGGTGATGGGATTTC 224
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5.Resultados y discusion

5.1 Expresion de ciclina D1 y EGFR en lineas celulares

Para verificar si las lineas celulares MRC-5, H292 y A549 expresaban Ciclina D1 y
EGFR, se realizaron ensayos de expresion génica e inmunofluorescencia, cuyos
resultados indicaron que todas las lineas celulares tenian transcripcion activa de los
genes de interés. Con el fin de establecer si habia expresion de los genes en las lineas
celulares empleadas, se evalud inicialmente la expresion basal de los MRNAs
codificantes para cada una de las proteinas por RT-PCR en tiempo real, normalizando

los valores Cr obtenidos con los genes housekeeping GADPH y RPLPO.

Todas las lineas celulares expresaron el gen CCND1, una leve sobreexpresién fue
observada en las lineas tumorales respecto a la linea fibroblastica jError! No se
encuentra el origen de la referencia., sin embargo, esta no fue significativa
estadisticamente. Estos datos fueron confirmados a nivel proteico empleando la técnica
de inmunofluorescencia indirecta, mediante la cual se observé la proteina codificada por
el gen CCNDL1 en todas las lineas celulares, sin embargo, la localizacion celular de esta
proteina fue variable entre las mismas. Los datos observacionales indican que para las
lineas celulares A549 y H292, la proteina tiene una localizacibn predominantemente
citoplasmatica, contrario a lo identificado en la linea celular MRC-5, en la cual presenté

con una localizacion predominantemente nuclear llustracién 8.

La expresion del gen EGFR fue evidente en todas las lineas celulares, no obstante, los
niveles de expresion fueron significativamente mas altos en las lineas tumorales que en
la linea fibroblastica jError! No se encuentra el origen de la referencia.. A nivel
proteico, todas las lineas celulares mostraron una expresion de EGFR a nivel de sus

membranas llustracién 9.



Resultados y discusion

Ciclina D1 DAPI MERGE

H292 A549

Linea celular

MRC-5

llustracion 8 Expresion de Ciclina D1 en lineas celulares tumorales y normales. Células fijadas en placas de 12 pozos fueron
fijadas, permeabilizadas y tratadas con anticuerpo primario monoclonal anti-Ciclina D1 (Dilucion 1/100; SC-20044; Santa Cruz, CA)
y los anticuerpos secundarios policlonales IgG generados en cabra, anti-raton, conjugado con CFL 488. Los nucleos fueron tefiidos
con DAPI. Las células fueron observadas empelando el objetivo 40X.
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Ciclina D1 DAPI MERGE

A549
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MRC-5

llustracion 9 Expresion de EGFR en lineas celulares tumorales y normales. Células fijadas en sembradas en placas de 12 pozos
fueron fijadas, permeabilizadas y tratadas con anticuerpo primario monoclonal anti-EGFR (Dilucién 1/100; SC-367974; Santa Cruz,
CA) vy los anticuerpos secundarios policlonales 1gG generados en cabra, anti-ratén, conjugado con CFL 596. Los nucleos fueron
teflidos con DAPI. Las células fueron observadas empelando el objetivo 40X.
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E . / % CICLINA D1

Grafica 1 Expresion basal de genes EGFR y CCND1 en lineas celulares tumorales y
fibroblasticas. Los valores Ct promedios obtenidos para los genes CCND1 y EGFR
fueron utilizados para calcular los valores de expresion relativa de los mismos en cada
una de las lineas celulares. GADPH fue utilizado como gen normalizador en cada una de
las lineas celulares.** P<0.01

La expresion a la alta de CCNDL1 en las lineas celulares tumorales respecto a la linea
fibroblastica es coherente con los informes en pacientes con carcinomas de células
escamosas laringeas, neuroblastoma y cancer del pulmén, en los cuales el gen se
encuentra sobreexpresado, y ademas, es asociado con mal pronéstico de la enfermedad,
incluso, estudios previos han demostrado que mutaciones, amplificaciones o
sobreexpresion del gen CCND1 alteran la progresion del ciclo celular, y conducen a un
aumento en la velocidad de crecimiento de las células que las poseen. Estas alteraciones
han sido observadas en una variedad de aislados de tumores incluyendo cancer epitelial
de ovarios, cancer colorectal, cAncer de higado, cancer gastrico, cancer nasofaringeo y
cancer de pulmén (Xia, 2015; Kim, 2015; Huang XH, 2014; Stahl P, 2015; Liu Z, 2014;
Liao K, 2014). Estos resultados, constituyen una evidencia mas del papel que juegan

estos genes en el mantenimiento y patogénesis de esta enfermedad.

La principal funcién de la proteina Ciclina D1 es el control de progresion de la fase G1-S.
Un aumento en la expresion de esta proteina se relaciona directamente con una mayor

velocidad en la progresion de la fase G1-S, por ende, facilita indirectamente la mitosis de
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las células. Las lineas celulares tumorales poseen un ciclo celular desregulado, el cual se

caracteriza por la expresion de genes como el CCND1.

Por otro lado, la localizacion de ciclina D1 en células no tumorales es
predominantemente nuclear, debido a que esta involucrada en la activacion
transcripcional de genes para regular la progresion del ciclo celular (Sherr C. J. & Roberts
J. M., 2004), no obstante, puede ser localizada a nivel citoplasmético en células
altamente diferenciadas como la neuronas, donde su principal funcion es inhibir el
proceso de apoptosis, o cuando va a ser degradada via proteosoma. Algunas
investigaciones han documentado que cuando ciclina D1 tiene una localizacion
citoplasmatica puede regular la metastasis e invasion celular de tejidos tumorales, lo
cual, constituye una explicacién a la localizacién de la proteina en las lineas celulares
tumorales analizadas en el presente trabajo de investigacion (Fusté, 2016). Estudios han
identificado que Paxilina constituye un sustrato del complejo de Cdk4/ciclina D1. Paxilina
es una proteina que liga los receptores de membrana implicados en conexiones celulares
con el citoesqueleto, su ausencia promueve la pérdida de contacto entre el citoesqueleto
y las integrinas implicadas en la union de las células a sustratos extracelulares,
incrementando la dindmica y la movilidad celular (Fusté, 2016). ElI complejo de
Cdk4/ciclina D1 fosforila una fraccion de paxillina especificamente asociada a la
membrana celular, y promueve la activacibn de Racl, desencadenando asi una
alteracion de la membrana y la invasion celular tanto en los fibroblastos normales como
en las células tumorales. La localizaciébn de ciclina D1 en el citoplasma no actla
simplemente para restringir la proliferacién celular, sino que constituye un mecanismo
funcionalmente relevante que opera en condiciones normales y patolégicas para
controlar la adhesion celular, la migracion y la metastasis mediante la activacién de un
CCND1 Cdk4-paxillin -Racl (Fusté, 2016).

Las células fibroblasticas normales expresan EGFR en su membrana celular, pues la
activacion de dichos receptores esta involucrado en el crecimiento y division celular, sin
embargo, en células tumorales este se encuentra con una mayor expresion debido a la
tasa de crecimiento que presentan las mismas y aneploidias que aumentan el nimero de
copias del gen que codifica para esta proteina (Lee, 2006). Adicionalmente, muchas de
estas células poseen mutaciones en estos receptores que les proporcionan una ganancia

de funcion y permiten la activacion constitutiva de los mismos aun en ausencia de
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factores de crecimiento, sin embargo, las lineas celulares empleadas en el presente
estudio no han sido documentadas con mutaciones en este gen. Los resultados del
presente estudio confirman que EGFR se sobreexpresa en células tumorales, lo que es
un evento comun una gran variedad de tumores humanos incluyendo cancer de mama,
gastrico, colorrectal, esoféagico, préstata, renal, pancreas, y de ovario (Salomon, 1995).
La activacién de la via de sefalizacion del EGFR tiene muchos efectos incluyendo
aumento de la proliferacion y angiogénesis y disminucion de la apoptosis. La alta
expresion de EGFR se ha asociado con etapa avanzada del tumor, la resistencia a las
terapias estandar (terapia hormonal, la quimioterapia, y la radiacién) (Newby JC, 1997;
Sartor, 2000) y, en algunos tumores, con mal pronéstico del paciente.

Teniendo en cuenta que las lineas celulares expresan los transcritos de Ciclina D1 y
EGFR, se decidi6 evaluar el efecto de los oligonucledtidos antisentido sobre la

proliferacion y viabilidad de las lineas celulares tumorales y fibroblaticas.

5.2 Efectos citotdoxicos de ASOs, Erlotinib y Arcyriaflavin
A

Para todas las lineas celulares los mayores efectos sobre la disminucién de la
proliferacion celular fueron obtenidos empleando la méaxima concentracion evaluada
(LuM) a las 72 horas postratamiento Anexo 1-3.

En las lineas celulares tumorales los oligonucleétidos antisentido disminuyeron la
supervivencia celular a medida que aumentaba su concentracién molar, sin embargo, el
efecto fue mas pronunciado en la linea celular A549. En las maximas concentraciones
evaluadas los oligonucleétidos antisentidos generaron una mayor disminucién de la
supervivencia celular respecto a sus controles, tanto en la linea celular A549 como en
H292, sin embargo, los valores de supervivencia celular generados por los controles
fueron inferiores en ~10% a los obtenidos con el vehiculo transfector, o que nos indica

gue generan un efecto citotdxico minimo Grafica 2.
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Los tratamientos con ASOs tuvieron un mismo comportamiento en la linea celular
fibroblastica aunque los valores de supervivencia celular en la maxima concentracion
evaluada fueron superiores a los observados en las lineas tumorales, y los controles
disminuyeron la proliferacion celular, pero en una proporcion similar a la del vehiculo de
transfeccion Grafica 3.

Para calcular las concentraciones letales 50, se hicieron andlisis de regresion lineal
empleando los datos de supervivencia celular a las 72 horas postransfeccion para todas
las concentraciones evaluadas, los valores fueron tenidos en cuenta solo cuando el
coeficiente de correlacién (r®) fue mayor a 0,75 y sugeria una buena estimacion de los
CL-50s Anexo 4. De esta manera, los valores CL-50 para los controles solo pudieron ser
estimados en la linea celular A549 (CONTROL-CICLINA: 28,9 uM; CONTROL-
EGFR:3,33 uM), y fueron siempre superiores a los estimados en los respectivos
tratamientos (ASO-CICLINA:0,76 uM ASO-EGFR: 0,89 uM) Tabla 2 .

Los oligonucledtidos con modificaciones de tipo fosforotioato en su estructura azlcar-
fosfato son faciles de sintetizar y asumen patrones de unién al mMRNA con puentes de
hidrogeno como los reportados por Watson-Crick, por lo cual pueden activar la
degradacién mediada por ARNasa H del ARNm y son resistentes a las nucleasas. Los
efectos de los antisentido con modificaciones fosforotioato pueden observarse durante
mas de 48 horas después de una sola aplicacion a células, resultados que concuerdan
con los obtenidos en nuestra investigacion, donde la actividad de los oligonucleétidos fue
observada hasta las 72 horas postratamiento (Bonham, 1995). A pesar que la estabilidad
de los oligonucleétidos fosforotioatos puede variar con la secuencia y el metabolismo de
la linea celular tratada (Crooke, 1995), estos han sido los mas prometedores para usar
en medicamentos de este tipo, de hecho, los oligonucle6tidos antisentido fosforotioatos
contra bcl-2, raf-1, o PKC-a, han sido empleados en estudios clinicos (Webb A, 1997;
Stevenson JP, 1999; Nemunaitis J, 1992), no obstante, la presencia de &tomos de azufre
en estas moléculas puede causar un efecto citotoxico independiente del mecanismo
antisentido, pues forman estructuras estables con proteinas mediante puentes disulfuro,
y causan la muerte de las células tratadas. Los oligonucleétidos utilizados en este
estudio, presentan modificaciones de esta clase en los primeros cinco nucledétidos de los
extremos 3’y 57, lo cual hace posible que tengan una buena afinidad con sus mRNAs

blancos, no obstante, aun cuando las modificaciones solo se encuentran en los extremos,
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constituyen la explicacion para la citotoxicidad causada por CONTROL-CICLINA y
CONTROL-EGFR en las lineas celulares tratadas, donde se observaron tasas de
letalidad cercanas al 30%. Curiosamente, la linea celular més afectada fue H292, en la
cual, el mecanismo antisentido se ve opacado por la toxicidad de las modificaciones en
los oligonucledtidos. Diferentes estudios han sefialado que esta linea celular es mas
sensible a los efectos de los agentes téxicos que la linea A549, por ejemplo, la
investigacion realizada por Yoo et al. identificar6 que la linea celular H292 es mas
sensible a los efectos causados por exposicion a diferentes agentes citotoxicos que la
linea A549 (Yoo, 2010; Brohl, 2010). Los resultados de las pruebas de citotoxicidad
sugieren que las tasas de letalidad generados por los ASOs son debidas mayormente a
un efecto dependiente de las secuencia de los oligonucleétidos y no a los agentes de

transfeccion o modificaciones quimicas de tipo fosforotioato en sus extremos.
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Gréfica 2 Evaluacion de tratamientos ASO-CICLINA y ASO-EGFR en lineas celulares tumorales. Células sembradas en placas de
96 pozos fueron transfectadas con los ASOs y sus respectivos controles (0,125, 0.25, 0.5 y 1uM). La viabilidad y proliferacion de las
células tratadas fueron evaluadas mediante el ensayo de Resazurina a las 72 horas postratamiento. Células no tratadas fueron
utilizadas como control de crecimiento celular y células tratadas con lipofectamina fueron utilizadas para establecer la
citotoxicidaddel vehiculo transfector.
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Gréfica 3 Evaluacion de tratamientos ASO-CICLINA y ASO-EGFR en linea celular MRC-
5. Células sembradas en placas de 96 pozos fueron transfectadas con los ASOs y sus
respectivos controles (0,125, 0.25, 0.5 y 1uM). La viabilidad y proliferacion de las células
tratadas fueron evaluadas mediante el ensayo de Resazurina a las 72 horas
postratamiento. Células no tratadas fueron utilizadas como control de crecimiento celular
y células tratadas con lipofectamina fueron utilizadas para establecer la citotoxicidad del
vehiculo transfector.

Tabla 2 Determinacion de la CL-50 de ASOs en lineas celulares H292, A549 y MRC-5.

CONTROL-CICLINA ASO-CICLINA CONTROL-EGFR  ASO-EGFR

A549 28,9 0,76 3,33 0,89
H292 ND 2,8 ND 3,1
MRC-5 ND 5,79 ND ND
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Teniendo en cuenta los ASOs generaban una citotoxicidad asociada a su secuencia, se
realizaron ensayos para determinar si los efectos citotéxicos de los mismos eran
comparables con los de agentes terapéuticos que inhiben el mismo blanco molecular

pero a nivel proteico, es decir, erlotinib y Arcyriaflavin A.

Los tratamientos con erlotinib y Arcyriaflavin A en las lineas tumorales disminuyeron la
supervivencia celular a medida que aumentaba la concentracion molar, sin embargo, en
la maxima concentracion evaluada de cada tratamiento los valores de supervivencia
celular son muy superiores a los obtenidos por los tratamientos con ASOs, tanto para la
linea H292 como para A549, es decir, a la misma concentracién el tratamiento con
oligonucledtidos antisentidos genera una mayor mortalidad que Erlontib y Arcyriaflavin A

Gréfica 4 Anexo 5.

En la linea celular fibroblastica, los valores supervivencia celular siempre estuvieron por
encima del 90 %, aun en la maxima concentracion evaluada de los tratamientos con
Erlotinib y Arcyriaflavin A. En esta linea celular al igual que en las lineas tumorales, los
valores de supervivencia celular generados por el tratamiento con ASOs fueron inferiores
a los generados por el tratamiento con Erlontib y Arcyriaflavin A Grafica 4 Anexo 5.

Al comparar las concentraciones letales 50 para cada uno de los tratamientos en todas
las lineas celulares, se evidencia que los tratamientos con Erlotinib y Arcyriaflavin tienen
valores superiores a los estimados para ASO-CICLINA y ASO-EGFR, respectivamente
Anexo 6, es decir, a una menor concentracion los ASOs podrian generar el mismo efecto

gue Erlotinib y Arciryaflavin A Tabla 3.
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Gréfica 4 Evaluacion de tratamientos Erlotinib y Arcyriaflavin A en lineas celulares H292,
A549 y MRC-5. Células sembradas en placas de 96 pozos fueron tratadas con Erlotinib y
Arcyriaflavin A (0,125, 0.25, 0.5 y 1uM). La viabilidad y proliferacion de las células
tratadas fueron evaluadas mediante el ensayo de Resazurina a las 72 horas
postratamiento. Células no tratadas fueron utilizadas como control de crecimiento celular
y células tratadas con DMSO fueron utilizadas para establecer la citotoxicidad del
disolvente.
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El tratamiento con ASOs tuvo un mayor efecto sobre la disminucién de la proliferacion
celular respecto a los demas tratamientos individuales. Estos datos son explicados por el
tipo de blanco molecular al cual esta dirigido cada una de las terapias. El tratamiento con
oligonucledtidos antisentido esta dirigido a disminuir la expresién de mRNAs, cada mRNA
puede producir mas de una unidad de la misma proteina, pues, durante el proceso de
traduccioén alrededor de cada mRNA se forman estructuras denominadas poliribosomas y
cada uno de esos ribosomas produce al menos una unidad funcional de la proteina,
cuando se promueve la degradacion o bloqueo de los mRNAs se esta afectando la
produccion de gran cantidad de proteinas funcionales. Por el contrario, los agentes
Erlotinib y Arcyriflavin A estan dirigidos a bloquear las proteinas productos del proceso de
traduccién de muchos RNAs, a pesar que, esta terapia puede alcanzar tasas de muerte
iguales o superiores a las obtenidas con ASOs, la cantidad de sustancia requerida sera
mucho mayor. Por esta razon, los valores CL-50 son mucho mas altos para Erlotinib y
Arcyriflavin A en comparacion con ASO-CICLINA y ASO-EGFR.

Tabla 3 Determinacion de la CL-50 de ASOs, Erlotinib y Arcyriaflavin A en lineas
celulares H292, A549 y MRC-5

Arcyriaflavin A ASO-CICLINA Erlotinib ASO-EGFR
A549 2,53 0,76 3,33 0,89
H292 8,47 2,8 3,89 3,1

MRC-5 9,7 5,79 6,63 ND
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5.3 Efectos citotdoxicos del tratamiento combinado de
ASOs e inhibidores de la actividad de EGFR y Ciclina
D1

Habiendo determinado que los tratamientos individuales con ASOs, Erlotinib vy
Arcyriaflavin A tenian un efecto citotoxico, se procedio a establecer si los tratamientos
combinados de ASOs, Erlotinib y Arcyriflavin A potencializaban las disminucién de la
viabilidad y proliferacion celular de las lineas tratadas respecto a los tratamientos

individuales.

Los resultados mostrados a continuacion corresponden a los porcentajes de
supervivencia celular a las 72 horas postratamiento y 1uM, pues a este tiempo y
concentracion se generaron las mayores efectividades de los tratamientos. El tratamiento
combinado de Erlotinb y Arcyriaflavin A afecté6 minimamente la supervivencia de las
células tratadas, pues en el caso mas notable, la supervivencia celular alcanz6 el 77,9%
en la linea celular H292, mientras, el tratamiento combinado con ASOs fue el que mayor
disminucion de la proliferacion celular caus6 en todas las lineas celulares, en las lineas
celulares A549 y H292 las tasas de proliferacion celular fueron del 28,4 y 32,1 %,
respectivamente; En la linea celular fibroblastica este tratamiento tuvo un
comportamiento similar, no obstante, no fue tan pronunciado como en las lineas celulares

tumorales Gréafica 5.

Los valores CL-50 estimados para el tratamiento combinado Erlotinib + Arcyriaflavin A
fueron superiores a los demas tratamientos combinados, en todas las lineas celulares,
indicando que se necesita una mayor cantidad de moléculas para inhibir la accién de sus
blancos proteicos, respecto a los demas tratamientos, mientras, los valores CL-50s
estimados para el tratamiento combinado de ASOs fueron los mas bajos en todas las
lineas celulares, cabe resaltar que entre estos el mayor valor fue registrado para la linea
celular fibroblastica Tabla 4.

El potencial efecto antitumoral, fue comprobado al observar los indices de crecimiento
generados al exponer todas las lineas celulares a concentraciones de 1uM de todos los
tratamientos. Los resultados indican que en las lineas celulares tumorales, el tratamiento
ASO-EGFR + ASO-CICLINA disminuye el crecimiento celular de manera significativa

respecto a todos los demas tratamientos empleados (P<0.01) Grafica 6 A-B. Este
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comportamiento fue distinto en la linea fibroblastica, pues, a pesar de provocar un
detrimento leve del crecimiento de células tratadas, la disminucion no fue significativa
respecto a los resultados obtenidos con los tratamientos individuales de ASO-EGFR y
ASO-CICLINA (P=0.03212) Gréafica 6 C. No obstante, las tasas de mortalidad generadas
por este tratamiento fueron significativamente disminuidas respecto a los tratamientos del
los tratamientos individuales y combinados de Erlotinib y Arcyriaflavin A. Al comparar los
indice de crecimiento en las tres lineas celulares después de ser expuestas al
tratamiento combinado con ASOs, observamos que este afecta en mayor dimensioén a las
lineas celulares tumorales, es decir, que presenta cierto grado de selectividad por las

mismas Gréfica 6 D.

_|
WS
w
b i
)
=}
= —
2 A%
w
m
[-1]
£ ]
—
_|
H292 ——
0 20 40 60 80 100 120
% supervivencia celular
ARCYRIAFLAVIN A + ERLOTINIB W ASO-EGFR + ASO-CICLINA

Gréfica 5 Evaluacion de tratamientos combinados en las lineas celulares H292, A549 y
MRC-5. Células sembradas en placas de 96 pozos fueron tratadas con Erlotinib,
ArcyriflavinA o transfectadas con los ASOs. La viabilidad y proliferacién de las células
tratadas fueron evaluadas mediante el ensayo de Resazurina a las 72 horas
postratamiento. Células no tratadas fueron utilizadas como control de crecimiento celular
y células tratadas con lipofectamina + DMSO fueron utilizadas para establecer la
citotoxicidad del vehiculo transfector combinado con el disolvente organico

Tabla 4 Determinacion de la CL-50 de tratamientos combinados en lineas celulares
H292, A549 y MRC-5

Tratamientos H292 A549 MRC-5
Erlotinib + Arcyriaflavin A 5,52 13,7 13,66
ASO-EGFR + ASO-CICLINA 0,027 0,018 3,06
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Gréfica 6 Andlisis comparativo de los indices de crecimiento obtenidos tras la evaluacion diferentes tratamientos.. Los indices de
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Teniendo en cuenta que una de los objetivos del estudio era evaluar el potencial efecto
de la combinacion los distintos tratamientos, se tomaron las mismas concentraciones de
ASOs y sus analogos funcionales a nivel proteico, pues de esta manera podriamos
conocer la efectividad de la combinacion de diferentes terapias actuando sobre los

mismos blancos moleculares.

El tratamiento ASO-EGFR + ASO-CICLINA causé tasas de muerte celular muy
superiores a las causadas por los demas tratamientos, aun en la linea celular
fibroblastica. La terapia combinada con estos dos antisentidos causa una mayor muerte
celular debido a que pueden estar regulando negativamente la expresién de dos genes
indispensables para el mantenimiento y proliferacion celular. Al regular negativamente la
expresion de EGFR, la cantidad de receptores que estan presentes en la célula deberia
disminuir significativamente, lo cual, podria regular negativamente las vias de
transduccién activadas por el mismo, que tienen como fin Ultimo activar la proliferacion
celular. Ahora bien, la activacion de EGFR regula la expresion de CCND1, y ciclina D1
regulara positivamente el paso de la fase G1 a S, sin embargo, la expresion de esta
proteina también ha debido ser regulada negativamente por ASO-CICLINA. Con este
tratamiento se han intervenido dos blancos terapéuticos en una misma via de

transduccidén, por esta razén, tiene una alta efectividad.

El tratamiento combinado con oligonucledtidos antisentido tiene una alta efectividad,
pues, afecta el indice de crecimiento celular en todas las lineas celulares, sin embargo,
su potencial como futuro farmaco radica en que el efecto que causa sobre las lineas
celulares tumorales es mucho mayor al causado sobre la linea celular fibroblastica.
Todas la terapias antitumorales utilizadas actualmente, afectan la viabilidad y
proliferacién de las tumorales y normales, debido a que los procesos que se intervienen
estan activos en ambos tipos de células, esto nos indica que los nuevos farmacos deben
tener una alta selectividad por las células tumorales, lo cual caracteriza a los
oligonucledétidos antisentido, pues en menores concentraciones a sus analogos Erlotinib y
Arcyriaflavin A causan una mayor letalidad en la lineas celulares tumorales. En este
sentido, es necesario aclarar que la linea MRC-5 es una linea que previamente sufrié un
proceso de inmortalizacion celular y no es la mas indicada para realizar estos estudios,
sin embargo, a este nivel brinda mucha informacion util para futuros estudios in vivo.
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5.4 Evaluacion de la expresion de EGFR y Ciclina D1 en
células tratadas con ASOs

Previo al andlisis de expresion diferencial, fue necesario establecer las eficiencias de
amplificacion para cada uno de los pares de cebadores empleados en el estudio Tabla 1.
Los valores de eficiencia para los genes RPLPO, CCND1 y BCLXL fueron muy
semejantes, sin embargo, difieren de los valores obtenidos para los genes GADPH y
EGFR Grafica 7. Para realizar los analisis de cuantificacion relativa se empleé una
modificacion del método AACy, en el cual las eficiencias no fueron asumidas como
semejantes y para cada uno de los genes fue evaluado con su respectiva eficiencia
(Pfaffl, 2001).

Para establecer la especificidad de los tratamientos con ASOs, se evalud la expresion de
los genes CCND1 y EGFR. Para ello, cultivos celulares de las lineas H292 y MRC-5
fueron transfectadas con ASO-EGFR, ASO-CICLINA, y sus respectivos controles.
Pasadas 72 horas postratamiento, se lisaron las células, se realizd extraccion de RNA,
retro-transcripcion y con los cDNAs obtenidos se comparé el cambio de expresion génica
dada por los dos tratamientos mediante RT-PCR en tiempo real. Los Cys obtenidos fueron
utilizados para calcular los valores de expresion relativa teniendo como genes de
referencia, RPLPO y GADPH.

Como mencionamos previamente, la expresion de los genes blanco fue variable en cada
una de las lineas celulares. Por su parte, el tratamiento con ASO-EGFR produjo una
disminucion significativa de la expresién de gen blanco en las lineas celulares evaluadas.
En las lineas celulares tumorales y fibroblastica, el efecto del tratamiento ASO-EGFR
disminuyd la expresion del gen blanco en un 70,3 y 66,6 %, respectivamente. El
tratamiento con ASO-CICLINA no produjo una disminucion evidente de la expresion del

gen CCND1 en ninguna de las lineas celulares evaluadas.

Adicionalmente, para determinar si los tratamientos causaron una disminucién en la
expresion de las proteinas codifcadas por los mRNAs blanco, se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia dirigidos a las proteinas de interés en células previamente tratadas
con ASO-EGFR y ASO-CICLINA, posteriormente, las imagenes fueron analizadas con el
software ImageJ 1.43 Java 1.6.0 20 de 64-bit, sin embargo, los analisis realizados no

fueron concluyentes debido a la variabilidad en la morfologia de las células y la
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imposibilidad de tomar datos objetivos de emision de fluorescencia de cada una de las
mismas Anexos 7-8.

En el presente estudio, logramos comprobar que la actividad bioldgica inhibida por ASO-
EGFR era producto de la interaccion de este con el mRNA codificante para la EGFR,
pues, tanto en la linea celular tumoral como en la fibroblastica los niveles de expresion
del gen disminuyeron significativamente cuando fueron expuestas a dicho tratamiento.
Sin embargo, ASO-EGFR fue capaz de inhibir en mayor grado la proliferaciéon celular de
las lineas que tenian mayor grado de expresion de EGFR en comparacién con las que
presentaban menores niveles de expresion. Estudios previos han demostrado que la
regulacion a la baja de la expresion de EGFR en células tumorales utilizando vectores de
expresion que contienen fragmentos de mRNA de EGFR de longitud completa vy
orientacion antisentido, pueden determinar la inhibicion del crecimiento (Moroni MC,
1992; Rajagopal S, 1995; He Y, 1998; Fang K, 1999), resultados similares se han
obtenido con oligonucleétidos antisentidos y RNAi (Wang S, 1995; Rubin Grandis J,
1997; Witters L, 1999). Las lineas celulares tumorales empleadas en este estudio han
sido caracterizadas por presentar una alta expresidon de EGFR, cuya activacion
inadecuada y sobreexpresion resulta en un aumento de la proliferacion celular,
supervivencia, invasion y metastasis (Antonicelli, 2013). La inhibicién de EGFR conduce
a una regulacion positiva de las moléculas pro-apoptéticas y finalmente resulta en la
muerte celular a través de la activacion de la via apoptética mitocondrial intrinseca. La
funcion de EGFR puede ser suplida por otros miembros de la familia de los HER a la cual
pertenece, sin embargo, la activacién de via apoptética mitocondrial intrinseca por EGFR,
no podra ser revertida por la actividad de ningan otro receptor (Antonicelli, 2013). Lo
anteriormente expuesto constituye una de las principales razones, por la cuales, la

disminucion de la expresion de EGFR causa una alta tasa de muerte celular.

La expresion del gen CCNDL1 no fue afectada por el tratamiento con ASO-CICLINA a las
48 h postratamiento en ninguna de las lineas celulares evaluadas, nuestros resultados
coinciden con los reportados por Cagnoli et al. quienes evaluaron este mismo antisentido
en lineas celulares de cancer de ovario y no evidenciaron una disminucién del transcrito
de ciclina D1 a las 48 horas postratamiento, pero si en los niveles de la proteina (Monica

Cagnoli, 1998). Estos datos son explicados por disefio del oligonucle6tido anisentido,
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pues la secuencia del mismo es complementaria al sitio de inicio de la traduccién del
MRNA codificante para Ciclina D1, por lo tanto, la terapia puede estar mediando el
blogueo de la sintesis de proteina sin intervenir con la cantidad del transcrito que esta
siendo expresada.

La disminucion de la expresién de Ciclina D1 en las lineas celulares deberia estar
asociada con una detencion del ciclo celular y posterior senescencia de las células, por lo
tanto, no habria muerte celular, sin embargo, algunas investigaciones han documentado
gue esta proteina cuando se encuentra a nivel citoplasmatico puede cumplir una funcion
antiapoptética ( Liu,, DX and Greene,, LA, 2001). En neuronas postmitéticas vy
cardiomiocitos, ciclina D1 se encuentra localizada principalmente a nivel citoplasmatico
(al igual que las lineas celulares tumorales empleadas en esta investigacién), lo que ha
sido indicado como una sefial de finalizacion de la diferenciacion celular y un rol
antiapoptoético (Tamaru, 1994; Ferguson, 2000), esto podria explicar el hecho que las
lineas celulares tumorales sometidas al tratamiento con ASO-CICLINA D1 presentan una
alta tasa de muerte y no una senescencia celular. Sin embargo, la linea celular MRC-5
presenta una baja tasa de muerte celular al ser sometida a este tratamiento, lo cual, es
explicado por la predominante localizacion nuclear de la Ciclina D1, pues, al inhibir la
sintesis de esta proteina se causa la detencion del ciclo celular mas que la muerte de las

mismas.

Las letalidad celular causada por ASOs empleados en esta investigacion, esta asociada
a la tasa de proliferacion celular de cada una de las lineas estudiadas, pues su objetivo
es inhibir este proceso. A mayor tasa de proliferacion celular, mas rapido se observara el
efecto de los ASOs sobre la mortalidad de las mismas. Las lineas celulares tumorales
poseen una tasa de proliferacion celular superior a la de lineas celulares fibroblasticas,
por tal razén, el efecto sobre estas serd mas rapido. En la linea celular fibroblastica,
indistintamente de la concentracion molar de los tratamientos, las células se mantuvieron
vivas. Ahora bien, mientras mas tiempo tarden los oligonucleétidos al interior de la

células mayor sera su metabolismo, lo cual debera aminorar el efecto esperado.
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Gréfica 7 Curva estandar (eficiencia) de los genes CCND1, EGFR, BCLXL y de los genes normalizadores GADPH y RPLPO. El
valor de eficiencia para cada gen, indicado en la parte superior-derecha, se obtuvo a partir de la ecuacion de la recta de la curva de:
valores Cr Vs. Concentracién de DNA (curva dilucién 1:10)
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Gréfica 8 Expresion de los genes CCND1 y EGFR en linea celular fibroblastica (MRC-5) y linea celular tumoral (H292). ASO-
CICLINA y ASO-EGFR fueron transfectados en forma independiente en cada una las lineas celulares y cDNA fue sintetizado a partir
de RNA aislado a las 48 horas postransfeccion. El Kit LightCycler® 480 SYBR Green | Master (Roche®) fue utilizado para detectar
cADN de CCND1, EGFR y genes de referencia. La expresion génica relativa se calculd a partir de valores de Ct obtenidos. **P<0.01
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5.5 Apoptosis mediada por ASOs

Para determinar si el efecto citotéxico observado en las células tratadas con los ASOs
generaba un proceso de apoptosis en las mismas, se realizaron ensayos de apoptosis
empleando técnica de TUNEL (TdT-mediated -dUtp Nick End Labeling) a través del
equipo comercial in situ BrdU-Red DNA Fragmentation (TUNEL) Assay Kit
(Lifetecnologies®) en células previamente tratadas con las concentraciones CL-50 de los
ASOs.

El proceso de apoptosis se evidencié en pocas células indistintamente del tratamiento al
que fueron sometidas. En todas las células analizadas se observd un patron de
fluorescencia en el citoplasma, independientemente de que las células presentaran un
proceso apoptético o no. La marcacion fluorescente se presentdé como pequefios puntos
esparcidos en todo el citoplasma, en ocasiones focalizados alrededor de la membrana
celular. Este patron de florescencia sélo fue observado en células tratadas con ASO-
EGFR y ASO-CICLINA, en las células no tratadas la fluorescencia no fue evidente. Esta
marcacion corresponde a los oligonucledtidos antisentidos y controles que por naturaleza
guimica (acidos nucleicos) pueden constituirse en sustratos de la enzima Terminal
deoxinucleotidil transferasa y emitir fluorescencia luego de ser tratados. De esta manera,
se pudo comprobar que el método de transfeccién con lipofectamina fue eficiente para

incorporar los ASOs al interior de las células.

Para establecer, si el mecanismo de apoptosis estaba relacionado con la activacion de la
expresion de proteinas pro-apoptéticas como BCLXL, se realizaron andlisis de expresion
relativa de este gen en células previamente tratadas con ASO-EGFR y ASO-CICLINA.
Los resultados indican que en ninguna de las lineas celulares analizadas hubo una

variacion significativa de la expresién del gen.

Por lo general, las células positivas para el ensayo tlnel se encontraban en una fase
temprana del proceso apoptético, pues muy pocas mostraron los cuerpos apoptoticos,
una evidencia indiscutible del proceso, la mayoria presentaba una degradacion del
material genético, lo cual se observaba por la emision de fluorescencia en los nicleos
celulares. Las células que se encontraban en la fase terminal de la apoptosis no pudieron
ser detectadas en su totalidad posiblemente debido a que muchas de ellas se

desprenden de la placa y son desechadas durante los distintos procedimientos que se
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emplean durante el montaje del ensayo Tunel. En la presente investigacion, las células
tratadas con ASO-EGFR 6 ASO-CICLINA no experimentaron un cambio en la expresion
de BCLXL, cabe resaltar que todas las células tratadas con ASO-EGFR o ASO-CICLINA
no entran en un proceso apoptoético, sélo aquellas cuya expresion relativa de los genes
haya sido disminuida a un nivel en el cual no puedan suplir sus funciones, por esta razon,
no todas las células en las que haya una disminucion de la expresion de CCND1 o EGFR
activaran la expresion de BCLXL u otros genes pro-apoptoticos.
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DNAsa ASO-CICLINAD1 ASO-EGFR CONTROLCICLINA

TUNEL

DAPI

llustracion 10 Ensayo de apoptosis en linea celular H292 tratadas con ASOs. Células fijadas en sembradas en placas de 12 pozos
fueron fijadas, permeabilizadas y tratadas de acuerdo a las instrucciones del fabricante del Kit comercial n situ BrdU-Red DNA
Fragmentation (TUNEL) Assay Kit (Lifetecnologies®). Los nucleos fueron tefiidos con DAPI. Las células fueron observadas en
empleando el objetivo 10x
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6.Conclusiones y recomendaciones
6.1 Conclusiones

En las células tumorales Ciclina D1 presenta una localizacion predominantemente
Citoplasmatica, la cual es asociada con su funcion en procesos de migracion celular,
mientras, en las células fibroblasticas presenta una localizacion predominantemente

nuclear, cuya funcién es controlar del ciclo celular

Las monoterapias con ASO-EGFR y ASO-CICLINA presentan una mayor efectividad
para inhibir la proliferacion celular respecto a los agentes Erlotinib y Arcyriaflavin A,

respectivamente.

El tratamiento con oligonucledtidos dirigidos a EGFR y Ciclina D1 en forma combinada
disminuye de proliferacién celular significativamente respecto a todos los demas
tratamientos en las lineas celulares evaluadas y este efecto predominante en lineas

celulares tumorales.

El tratamiento con oligonucledtidos antisentido posee una mayor efectividad porque
puede inhibir la actividad de sus blancos terapéuticos empleando menores

concentraciones a las empleadas por los agentes Erlotinib y Arcyriflavin A

La monoterapia con ASO-EGFR en lineas celulares fibroblasticas y tumorales es
consecuente con la disminucién de los transcritos de EGFR y activa el proceso de

apoptosis en las células tratadas.
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6.2 Recomendaciones

Los ASOs dirigidos a Ciclina D1 y EGFR presentan actividad antitumoral selectiva, sin
embargo, debe comprobarse la disminucién de las proteinas EGFR y Ciclina D1

mediante técnicas como citometria de flujo o Western Blot

Los ASOs dirigidos a Ciclina D1 y EGFR presentan actividad antitumoral selectiva, sin
embargo, las modificaciones fosforotioato causan una alta citotoxicidad independiente del
mecanismo antisentido, por lo cual, es necesario evaluar ASOs con la misma secuencia
nucleotidica pero con otras modificaciones que puedan disminuir la citotoxicidad no

relacionada con el efecto antisentido de los mismos.

Las lineas celulares empleadas sélo representan una pequefio grupo de la gran cantidad
disponible en el mercado, por lo tanto, se recomienda aplicar estos mismos tratamientos

en otras lineas celulares tumorales de NSCLC y otros tipos de cancer.

El presente estudio evalué la actividad antitumoral de ASOs dirigidos a Ciclina D1 y
EGFR in vitro, sin embargo, estos resultados obtenidos deben ser comprobados en
modelos in vivo murinos para tener una aproximacién mas equiparable a su actividad en

seres humanos.
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Anexo 1 Evaluacion de tratamientos ASO-CICLINA y ASO-EGFR en linea celular H292. Células sembradas en placas de 96 pozos
fueron transfectadas con los ASOs y sus respectivos controles (0,125, 0.25, 0.5 y 1uM). La viabilidad y proliferacion de las células
tratadas fueron evaluadas mediante el ensayo de Resazurina a las 24, 48 y 72 horas postratamiento. Células no tratadas fueron
utilizadas como control de crecimiento celular y células tratadas con lipofectamina fueron utilizadas para establecer la citotoxicidad
del vehiculo transfector.
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Anexo 2 Evaluacion de tratamientos ASO-CICLINA y ASO-EGFR en linea celular A549. Células sembradas en placas de 96 pozos
fueron transfectadas con los ASOs y sus respectivos controles (0,125, 0.25, 0.5 y 1uM). La viabilidad y proliferacién de las células
tratadas fueron evaluadas mediante el ensayo de Resazurina a las 24, 48 y 72 horas postratamiento. Células no tratadas fueron
utilizadas como control de crecimiento celular y células tratadas con lipofectamina fueron utilizadas para establecer la citotoxicidad
del vehiculo transfector.
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Anexo 3 Evaluacion de tratamientos ASO-CICLINA y ASO-EGFR en linea celular MRC-5. Células sembradas en placas de 96
pozos fueron transfectadas con los ASOs y sus respectivos controles (0,125, 0.25, 0.5 y 1uM). La viabilidad y proliferacién de las
células tratadas fueron evaluadas mediante el ensayo de Resazurina a las 24, 48 y 72 horas postratamiento. Células no tratadas
fueron utilizadas como control de crecimiento celular y células tratadas con lipofectamina fueron utilizadas para establecer la
citotoxicidad del vehiculo transfector.
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Evaluacion del tratamiento de oligonucledtidos antisentido dirigidos a EGFR y/o Ciclina D1 en modelos celulares de

H292 A549 MRC-5
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Anexo 4 Determinacion de la CL-50 de ASOs en lineas celulares H292, A549 y MRC-5. Células sembradas en placas de 96 pozos
fueron transfectadas con los ASOs y sus respectivos controles (0,125, 0.25, 0.5 y 1uM). La viabilidad y proliferacién de las células
tratadas fueron evaluadas mediante el ensayo de Resazurina a las 72 horas postratamiento. Los datos obtenidos fueron utilizados
para realizar una regresion lineal y estimar los valores CL-50.
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Anexo 5 Evaluacién de tratamientos Erlotinib y Arcyriaflavin A en lineas celulares H292, A549 y MRC-5. Células sembradas en
placas de 96 pozos fueron tratadas con Erlotinib y Arcyriaflavin A (0,125, 0.25, 0.5 y 1uM). La viabilidad y proliferacién de las células
tratadas fueron evaluadas mediante el ensayo de Resazurina a las 24, 48 y 72 horas postratamiento. Células no tratadas fueron
utilizadas como control de crecimiento celular y células tratadas con DMSO fueron utilizadas para establecer la citotoxicidad del

disolvente.
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Anexo 6 Determinacién de la CL-50 de Erlotinib y Arcyriaflavin A en las lineas celulares H292, A549 y MRC-5. Células sembradas
en placas de 96 pozos fueron tratadas con Erlotinib, ArcyriflavinA y sus respectivos controles (0,125, 0.25, 0.5 y 1uM).. La
concentracion final del tratamiento fue 1uM, es decir, 0.5 uM de cada agente terapéutico. La viabilidad y proliferacion de las células
tratadas fueron evaluadas mediante el ensayo de Resazurina a las 72 horas postratamiento. Los datos obtenidos fueron utilizad os
para realizar una regresion lineal y estimar los valores CL-50
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Ciclina D1 DAPI MERGE

ANEXO 7 Expresién de CICLINA D1 en la linea celular H292 tratadas con ASO-EGFR y ASO-CICLINA D1. Células fijadas en
sembradas en placas de 12 pozos fueron transfectadas con CL de ASO-CICLINA, Pasadas 72 horas postransfeccion fueronfijadas,
permeabilidas y tratadas los anticuerpo primario monoclonal anti-Ciclina D1 (Dilucién 1/100; SC-20044; Santa Cruz, CA) y los
anticuerpos secundarios policlonales IgG generados en cabra, anti-ratdn, conjugado con CFL 488. Los nucleos fueron tefiidos con
DAPI. Las células fueron observadas en aumentos de 100x
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Ciclina D1 DAPI MERGE
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ANEXO 8 Expresién de CICLINA D1 en la linea celular A549 tratadas con ASO-EGFR y ASO-CICLINA D1. Células fijadas en
sembradas en placas de 12 pozos fueron transfectadas con CL de ASO-CICLINA, Pasadas 72 horas postransfeccién fueronfijadas,
permeabilidas y tratadas los anticuerpo primario monoclonal anti-Ciclina D1 (Dilucién 1/100; SC-20044; Santa Cruz, CA) y los
anticuerpos secundarios policlonales IgG generados en cabra, anti-ratén, conjugado con CFL 488. Los nucleos fueron tefiidos con
DAPI. Las células fueron observadas en aumentos de 100x



