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GLOSARIO

Akt Cinasa de serina/treonina conocida también como proteina cinasa B (PKB)

AMPc Adenosina 3°, 5"-monofosfato ciclico

ATRA Acido retinoico all-trans

Cinasa Enzima que actua transfiriendo un grupo fosfato desde una molécula
de ATP a un aminoacido de otra proteina

CoA Co-activadores

CoR Co-represor

CPCNP Cancer de pulmén de células no pequefias

CRABP Proteinas celulares de union al acido retinoico

CRBP  Proteinas celulares de union a retinoides

CREB Proteinas celulares de unién al elemento de respuesta a AMPc

DBD Dominio de union al DNA

DNA Acido desoxirribonucleico

EGFR  Receptor del factor de crecimiento epidérmico

ERK Cinasa regulada por sefales extracelulares

GPCR  Receptores acoplados a proteinas G

HDAC Histonas desacetilasas

IP3 Inositol 1,4,5-trifosfato
JNK Cinasa N-terminal de c-jun
LBD Dominio de unién al ligando

Ligando Sustancia especifica que es capaz de unirse y formar complejos



MAPK

MEK

NCoR

PDK1

PH

PISK

PIPs

Raf

RAL

RAR

RARE

Ras

RNA

RTK

RXR

SMRT

termodindmicamente estables con otra biomolécula para llevar a cabo una
respuesta biolégica

Proteina cinasa activada por mitdgenos

Proteina cinasa de ERK

Co-represor nuclear

Proteina cinasa 1 dependiente de fosfoinositidos

Dominio homologo a pleckstrina

Fosfatidilinositol 3- cinasa

Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato

Proteina cinasa de serina/treoninaRaf

Retinaldehido

Receptores del acido retinoico

Elementos de respuesta a acido retinoico

Proteina G monomeérica perteneciente a la familia de GTPasas
Acido ribonucleico

Receptores con actividad de tirosina cinasa

Receptores X de retinoides

Mediador del silenciamiento de acido retinoico

VEGFR Receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular
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RESUMEN

El ATRA ha sido utilizado como agente anti-neoplésico por su capacidad de inducir
diferenciacion, principalmente en leucemias, mientras que en otros tipos de céancer
es capaz de promover la inhibicion de la proliferacion; sin embargo, en pacientes con
cancer de pulmon el efecto inhibitorio de proliferacion no se puede apreciar en todos
los casos y no se sabe a qué se debe esta resistencia al tratamiento con ATRA. Por
otro lado, las vias de sefalizacién PI3K-Akt y ERK se encuentran constitutivamente
activas en ceélulas cancerosas promoviendo sobrevivencia, proliferacion e invasion
celular, sugiriendo su participacion en la resistencia al tratamiento con ATRA en
cancer de pulmén. En este trabajo demostramos que el ATRA es capaz de activar a
las vias de sefializacion PI3K-Akt y ERK por un mecanismo independiente de la
transcripcion y que, la activacion de Akt y ERK esta relacionada con el mecanismo
de resistencia a ATRA, provocando efectos desfavorables, ya que promueve
sobrevivencia y migracion en células de cancer de pulmén. La inhibicion de estas
vias de sefalizacion restaura el efecto benéfico del ATRA, disminuyendo la
proliferacion, aumentando la apoptosis y evitando el proceso de migracién celular.
Por lo tanto, este trabajo propone el uso del ATRA en combinacién con inhibidores
de PI3K y ERK como posible tratamiento para ser evaluado en estudios clinicos para
que, en un futuro, pueda ser usado como terapia en pacientes con cancer de pulmoén

gue son resistentes al tratamiento con ATRA.
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ABSTRACT

All-trans retinoic acid has been used as anti-neoplastic by their ability to induce
differentiation mainly in leukemia, in others types of cancer has been able to promote
proliferation inhibition, however in patients with lung cancer the inhibitory effect of
proliferation is not seen in all of them and it is not know why is this resistance to
ATRA. The signaling pathway PI3K-Akt and ERK are constitutively active in cancer
cells promoting, survival, proliferation and cell invasion, suggesting their participation
in the resistance to ATRA in lung cancer cells. In this study we demonstrate that the
treatment with ATRA active the signaling pathway PI3K-Akt y ERK by a mechanism
independent of transcription, and the activation of Akt and ERK is related to the
mechanism of resistance to ATRA leading adverse effects to promote survival and
migration in lung cancer cells. The inhibition of this signaling pathway restores the
beneficial effect of ATRA reducing proliferation, increasing apoptosis avoiding the
process of cell migration in lung cancer cells. Therefore this work proposes the use of
ATRA in combination with PI3K and ERK inhibitors like a possible treatment to be
evaluated in clinical trials so that, in the future it can be used as therapy for lung

cancer patients who are resistant to treatment with ATRA.
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INTRODUCCION

e Estadisticas de cancer en México

El cancer es la enfermedad que mas muertes provoca en el mundo, cerca de 7.6
millones de casos al afio. Los diferentes tipos de cancer se localizan principalmente

en drganos como pulmoén, estbmago, higado, colon y mama (OMS, 2011).

Del total de defunciones registradas en México durante el 2011, el 12.9% fue debido
a tumores y de éstos el 93.6% fueron tumores malignos (INEGI, 2012). Los tumores
malignos que han reportado alta mortalidad en la poblacién masculina mayor a 20
afios son debidos a cancer de prostata (16.9%), cancer de bronquios y pulmén
(12.8%) y por ultimo cancer de estdbmago (8.6%). La poblacion femenina mayor a 20
afios muere por cancer de mama (13.8%), cancer cervicouterino (10.4%) y cancer de
estbmago (7%) (INEGI, 2012). Para el cancer de bronquios y pulmén el grupo de
edad con la tasa de mortalidad mas alta se ubica tanto en hombres como en mujeres
arriba de los 80 afios (Tabla 1); la magnitud de las defunciones por tumores malignos
entre la poblacién mayor de 20 afios de edad, es proporcional con la edad, ya que la
tasa de mortalidad observada se incrementa de forma importante a partir de los 50

aflosy éstas son mas altas para la poblacion de 80 y mas afios.

En el afio 2011, nueve de cada 100 mil adultos de 20 a 29 afios fallecieron a
consecuencia de algun tumor maligno y se incrementd hasta 878 de cada 100 mil

adultos de 80 afios y mas (Tabla 1).
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Por 100 mil habitantes de cada grupo de edad y sexo

Principales tumores Grupo de edad
malignos 20a29 30 a3s 40 a 49 50ass 60 a 64 G5a74 75a79 80vymas
Hombres
Bronguios y pulman 0.35 0.80 208 11.828 30.18 67.18 11527 131.00
Estomago 0.41 1.51 3.91 10.34 2087 35.16 §1.72 81.22
Higado v de las vias 0.18 0.41 1.29 5.598 12.15 2579 41.80 61.89
biliares intrahepaticas
Colon 0.35 1.05 271 6.75 13.76 203 35.76 47.03
Mama 0. 0.04 0.09 0.09 0.00 0.39 065 1.44
Prostata 0.02 0.06 0.55 B9 2238 63.75 180.09 351.69
Mujeres
Bronguios v pulmon 0.10 0.87 207 7.98 14,32 28.30 4714 62.28
Estdmago 0.44 159 383 512 14.05 2420 43.35 67.21
Higado v de las vias
biliares intrahepaticas 0.16 0.45 1.57 6.60 12.80 2619 4172 5018
Colon 0.24 0.50 213 4.45 11.23 16.98 2573 40.55
Mama 0.40 4.45 14.55 26.74 35.55 38.07 43.39 65.64
Cervicouterino 0.79 378 10.44 17.40 22.22 30.25 4283 54 66

Tabla 1. Tasa de mortalidad por 100 mil habitantes en de la poblacion de 20 afios y mas por
principales tumores malignos segun grupo de edad y sexo en la poblacion mexicana. Fuente:
INEGI (2012).

e Cancer de pulmon

Existen 2 tipos de cancer pulmonar, el méas frecuente de ellos (>80% del total), es el
de células no pequefias (abreviado como CPCNP). Este tipo de cancer se sub-
clasifica en3 diferentes histopatologias: carcinoma de células escamosas, carcinoma
de células grandes y adenocarcinoma, dependiendo del tipo y apariencia de las

células que presentan (Brambilla et al., 2001).

El principal factor de riesgo relacionado con el cancer de pulmon es el tabaquismo,
asociado en su mayoria a los hombres. Sin embargo, estos datos han variado con el
paso del tiempo, mostrando un aumento del tabaquismo en las mujeres, pudiendo

esperarse una mayor incidencia de cancer de pulmon en ellas en los proximos afos
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(INEGI, 2012). Otros factores ambientales de riesgo importantes son la exposicion al

humo de tabaco, al humo de lefia, al radon, entre muchos otros (Darby et al., 2005).

e Tratamientos

La reseccion quirdrgica de un tumor primario sigue siendo la mejor posibilidad de
curacién para pacientes con CPCNP. Estadios tempranos | y Il de pacientes con
CPCNP son usualmente tratados con cirugia (o radiacion si los pacientes no son
candidatos a cirugia) con o sin quimioterapia adyuvante para estadios IB y II.
Estadios avanzados IlIA y IlIB se tratan generalmente con una combinacién de
quimioterapia y radiacion, si el paciente no es candidato a cirugia. Pacientes con
metéstasis (estadio IV) son tratados con quimioterapia para mejorar su calidad de

vida, paliar sus sintomas y aumentar la sobrevida (Larsen et al., 2011)

El beneficio clinico que ofrece el tratamiento con quimioterapia se restringe a
pacientes que se presentan en buen estado general. Ante esto, la urgencia por
encontrar nuevos agentes mejor tolerados y con mecanismos de accion diferentes,
es un reto en la investigacion cientifica que se necesita afrontar para mejorar la
duracion y la calidad de vida de esta gran poblacion de pacientes(Hoang et al.,

2002).

Afos de investigacion dedicados al estudio del cancer han generado conocimiento
nuevo sobre la transduccion de sefales en la angiogénesis, la invasion, la apoptosis
y el control del ciclo celular en la iniciacion, propagacion y sobrevivencia de las

células de cancer, lo que se ha traducido en el descubrimiento de nuevos blancos
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terapéuticos, tales como vias de sefalizacion desreguladas, la inhibicién especifica

de estas vias resulta en una menor toxicidad (Burstein and Schwartz, 2008).

Multiples vias de sefializacion activas de manera constitutiva en cancer ya estan
siendo interrumpidas de manera especifica en combinacion con la quimioterapia para
ofrecer mejores resultados. Algunos de los agentes dirigidos principalmente a las
células neoplasicas ya son usados como tratamientos de primera linea, por ejemplo
el bevacizumab, un anticuerpo monoclonal que inhibe al VEGFR, se afiade en
combinacion con anti-neopléasicos como placlitaxel o carboplatino y llevan a una
mejor respuesta, mejorando el tiempo de vida de los pacientes con CPCNP(Larsen et
al.,, 2011). Otro anticuerpo monoclonal que forma parte del tratamiento para
pacientes con CPCNP es el cetuximab, que inhibe al EGFR y se puede aplicar en

combinacion con cisplatino y vinorelbine (Furrukh et al., 2013).

El enfoque que se ha utilizado para la basqueda de un tratamiento exitoso en el
cancer de pulmén, es la modulacion de vias de sefalizacion implicadas en la
progresion del cancer. Un agente antineoplasico que tiene la capacidad de modular
vias de sefializacion involucradas en proliferacion, diferenciacion y sobrevivencia, es
el &cido retinoico all-trans (ATRA), un retinoide derivado de la vitamina A que esta

siendo probado como terapia alternativa (Sanz and Lo-Coco, 2011).
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e Retinoides

Los retinoides son compuestos quimicos analogos de la vitamina A, obtenidos de la
dieta, en particular de los huevos, leche, mantequilla, aceites de higado de pescado,
y de la provitamina (-caroteno de origen vegetal (Bushue and Wan, 2010). Se

conocen cerca de 4,000 moléculas naturales y analogas derivadas de la vitamina A.

Una vez ingerida, la vitamina A, se absorbe en forma de retinolpor las células de la
mucosa intestinal y se transporta a través de la sangre en quilomicrones, que son
lipoproteinas que recogen desde el intestino delgado los triglicéridos, los fosfolipidos,
y el colesterol ingeridos en la dieta, llevandolos hacia el higado, donde el retinol es
absorbido y almacenado como ésteres de retinol en las células hepéticas.
Posteriormente es oxidado de manera reversible por la enzima retinol
deshidrogenasa, para producir su aldehido, el retinal. De la misma manera el retinal

es oxidado de manera irreversible a ATRA (Bushue and Wan, 2010).

La estructura de los retinoides comprende tres unidades: una region hidréfoba, una
unidad enlazadora y un extremo polar (Fig. 1) que es por lo general un &cido
carboxilico; la modificacion de cada unidad ha generado muchos compuestos

analogos (Barnard et al., 2009) (Bushue and Wan, 2010).

16



Unidad Término

hidrofébica polar
Py rl—
COH

Unidades estructurales de los retinoides

Estructura genérica de los retinoides

Figura 1. Estructura de los retinoides. (Barnard et al., 2009)

Los retinoides enddgenos con actividad bioldgica incluyen ATRA, &cido retinoico 9-
cis, retinaldehidol1-cis, entre otros. Una caracteristica que se debe tomar en cuenta
del ATRA, es su capacidad de isomerizarse en condiciones experimentales y

fisiolégicas (Bushue and Wan, 2010).

e Proteinas de unién aretinoides

Para llevar a cabo su funcién biol6gica, los retinoides deben unirse a proteinas
especificas de unién a retinoides (CRBP) que sirven para mediar su accién en los
receptores nucleares. Estas proteinas se localizan en compartimentos extracelulares
e intracelulares y estan asociadas a las diferentes formas isoméricas de los
retinoides, ayudando a solubilizar y estabilizar a los retinoides en espacios acuosos.

Por ejemplo, el retinol circula en la sangre unido a la proteina de unién a retinoides
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en el suero. Dentro de las células el retinol todo-trans y su producto de oxidacion, el
retinal todo-trans, estan asociados a proteinas celulares de unién al retinol (CRBP).
Mientras que el ATRA intracelular se une a las proteinas celulares de unién al acido

retinoico (CRABP) (Fig.2).

Membrana plasmatica

Citoplasma

\ 4

Refinol
Deshidrpgenasa

Retinaldehido
RAL Deshidrogenasa >

Figura 2.Participacion de las proteinas de unidn a retinoides. El retinol viaja por el torrente
sanguineo unido a proteinas celulares de unién a retinoides (CRBP) y difunde en la célula
blanco gracias a su naturaleza lipofilica. En el citoplasma vuelve a unirse con proteinas
CRBP las cuales modulan la acumulacion intracelular del retinol que, por medio de la enzima
retinol deshidrogenasa se convierte en retinal (RAL), para posteriormente ser convertido a
ATRA, por medio de la enzima retinaldehido deshidrogenasa. Una vez sintetizado el ATRA
se une a proteinas celulares de union a acido retinoico (CRABP), las cuales lo transportaran
al nacleo.

_/

—_—
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e Receptores de acido retinoico

Los retinoides unidos a sus receptores nucleares regulan la expresion génica,
activando de esta forma la transcripcion de sus genes blanco(Bushue and Wan,
2010). Se han descrito dos clases de receptores de retinoides: los receptores de
acido retinoico (RAR) y los receptores X de retinoides (RXR); cada clase de receptor
contiene tres subtipos: a, B y y. Pero, Unicamente los RAR pueden ser activados
tanto por el ATRA como por el 9-cis, mientras que los RXR son exclusivamente

activados por el acido retinoico 9-cis(Bushue and Wan, 2010).

Los RXR pueden formar heterodimeros con diferentes tipos de receptores incluyendo
los RAR, esta asociacion es necesaria para poder unirse a los elementos de
respuesta al &cido retinoico (RARE) presentes en los promotores de sus genes

blanco (Altucci and Gronemeyer, 2001).

Al igual que otros receptores nucleares, los RAR y RXR contienen 6 dominios
estructurales y funcionales denominados de la A a la F (Fig. 3). Existen dos dominios
conservados, el dominio de unién al ADN (DBD) y el dominio de union a ligando
(LBD). El dominio DBD est4 compuesto por dos dedos de zinc y media la unién al
ADN. La regulacion transcripcional es controlada principalmente por el dominio LBD
gue contiene una region de union a ligando, una superficie de dimerizacion y una
region de activacion transcripcional que es dependiente del ligando denominada AF-
2. El segmento A/B en el N-terminal tiene una region de activacion que es

independiente de ligando denominada AF-1. La region D corresponde a un enlazador
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que permite la orientacion adecuada de los dominios DBD y LBD; por ultimo, la
region F situada en el C-terminal esta presente en los RAR, pero no en los RXR y
cuya funcion es desconocida. La funcion de los dominios de activacion (AD) es
activar la transcripcion, la cual a su vez es regulada por el dominio de union al ADN

(DBD) (Fig. 3) (de Lera et al., 2007).

?

Af-1 Unidn DNA Union ligando, dimerizacion, Af-2
I L 1 [ 1
N —@AD DBD LBD Eo—— c
A/B C D E r

Figura 3. Organizacién estructural de los receptores de retinoides. Modificada (de Lera et al.,
2007).

e Mecanismo genémico del ATRA

El ATRA ha sido el mas estudiado de los retinoides, debido a sus efectos de
inhibicién de la proliferacién, promocion de apoptosis y diferenciacién en leucemias
(Altucci and Gronemeyer, 2001). EI mecanismo molecular por el cual el ATRA
promueve sus efectos biolégicos es el siguiente: en ausencia del ligando, el
heterodimero RAR/RXR se encuentra unido aun co-represor (CoR) que bloquea la
transcripcion (Fig.4). Este CoR se caracteriza por tener actividad de histona
desacetilasa. El reclutamiento de histonas desacetilasas ocurre a través de dos
proteinas intermediarias: un mediador del silenciamiento del acido retinoico (SMRT) y
un co-represor del receptor nuclear (NCoR), que forman parte de complejos con

actividad desacetilasa, por lo que la cromatina alrededor es mas compacta y esta
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silenciada mientras esté unido este co-represor. La union del ligando induce
modificaciones en la estructura de RAR, provocando un cambio conformacional que
da lugar a la desestabilizacion del complejo co-represor, formando una nueva interfaz
capaz de reclutar co-activadores (CoA) que permiten la entrada de la maquinaria de
transcripcion en los promotores de los genes blanco de ATRA, tales como el factor
de crecimiento transformante beta (TGF-B), p53, RARB, p38, entre muchos otros que
tienen efecto contra el cancer al inhibirla proliferacion e inducir la apoptosis en

diferentes tipos de cancer, incluyendo el de pulmén (Fig.4) (Altucci and Gronemeyer,

2001).
Ligando de RAR

-

' RXR Uniodn de ligandos

m —_——

4&( . M —‘ RXRE ¥ RARE '_c
Represion de u Activacion de
la transcripcion la transcripcién

Figura 4. Mecanismo de accion del heterodimero RAR/RXR. En ausencia del ligando, el
heterodimero RAR/RXR se encuentra unido a un CoR que bloguea la transcripcién. La union
del ligando al dominio LBD del receptor RAR, promueve cambios conformacionales que
desestabilizan la unién del CoR permitiendo la entrada de CoA, los cuales conducen a la
activacion de la transcripcion (Hurst and Else, 2012).
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e Mecanismo no gendémico del ATRA

En los Ultimos afios se ha descrito que ATRA puede ejercer sus efectos a través de
un mecanismo independiente de la transcripciébn (mecanismo no genémico) que, por
lo general, se caracteriza por ejercer su accion de una manera mas rapida (minutos)
gue las acciones gendmicas clasicas antes descritas; esta accién no transcripcional,
no depende de la sintesis de RNA ni de la sintesis de proteinas(Bushue and Wan,
2010). Este descubrimiento ha tomado fuerza debido a que se ha visto involucrada la
participacion de los receptores nucleares a través de la activacion de proteinas
cinasas a tiempos cortos, regulando vias de sefializacion como PI3K-Akt y ERK1/2,
las cuales tienen que ver principalmente con sobrevivencia y proliferacion celular.

(Masia et al., 2007; Piskunov and Rochette-Egly, 2011).

e Via de sefalizacionPI3K-Akt

Los ejemplos antes mencionados de las acciones no transcripcionales del ATRA
tienen lugar gracias a la interaccion con la ruta PISK-Akt, la cual estd asociada a
procesos oncogénicos. PI3Kpertenece a una familia conservada de cinasas de
lipidos que contienen dominios cataliticos homdlogos pero con elementos
reguladores distintos. PI3K fosforila el grupo hidroxilo en la posicion 3’ del anillo de
inositol del fosfatidilinositol (Bader et al., 2005), promoviendo la generacion de
segundos mensajeros como el fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) implicados en
funciones celulares como proliferacién, migracion y sobrevivencia (Vanhaesebroeck

et al., 2001). La familia de las proteinas PI3K, se divide en tres clases de acuerdo a

22



sus diferencias estructurales, preferencia por su lipido sustrato, distribucion en tejidos
y mecanismos de activacion (Fig.5)(Dbouk and Backer, 2010; Vanhaesebroeck et al.,
1999). La activacion de PI3K lleva a la acumulacion dePIPs, el cual proporciona un
sitio de anclaje para proteinas que contienen dominios homologos a pleckstrina (PH)

tales como la cinasa Akt (Osaki et al., 2004).

Subunidades

Caracteristicas estructurales de las Ezpecificidad de
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Figura 5. Familia de las PI3K. Las subunidades cataliticas de la clase | son p110a, 3, y Y 9,
las cuales tienen un dominio de unién a proteinas reguladoras, un dominio de unién a Ras
(RBD), un dominio homélogo a PKC2 (C2), un dominio helicoidal y un dominio catalitico. Las
subunidades cataliticas de la clase |IA, se asocian constitutivamente a una subunidad
regulatoria, de las cuales se conocen al menos cinco proteinas codificadas por tres distintos
genes. Los miembros de la clase IB estan conformados por la subunidad catalitica p110y, la
cual se asocia a la subunidad regulatoria p101 6 a la proteina p84. La clase Il comprende a
PI3k-C2a, PI3k-C2B y PI3k-C2y, las cuales carecen de sitios de unién a subunidades
regulatorias, pero contienen un dominio phox (PX) y un dominio C2 en su regién C terminal
gue median la unién a fosfoinositidos. La clase Ill comprende a Vps34p analogo de PI3K en
levaduras la cual se une a la subunidad regulatoria p150. Tomada y modificada de (Baderet
al., 2005)

23



o Akt

La proteina Akt es una cinasa de serina/treonina clave en la regulacion de varios
procesos celulares como apoptosis, angiogénesis y proliferacion celular. La proteina
Akt regula estos procesos celulares mediante la fosforilacion de sus proteinas
efectoras rio abajo, como pueden ser oncoproteinas y supresores de tumores (Marsit
et al.,, 2005; Yoeli-Lerner and Toker, 2006). En mamiferos se han descrito tres
isoformas de Akt denominadas o, B, Y y 0 Akt 1, 2, y 3, las cuales presentan alto
grado de homologia difiriendo en sus sitios de fosforilacién (Song et al., 2005). Aktl
es la isoforma predominante en la mayoria de los tejidos, Akt2 se ha observado en
tejidos que responden a insulina, mientras que Akt3 se encuentra sélo en células del

sistema nervioso (Osaki et al., 2004).

Cada isoforma de Akt esta compuesta por 3 distintas regiones funcionales: un
dominio (PH) en su regién amino terminal, el cual se une a PIP3, producto de la
activacion de PI3K;un dominio catalitico con actividad de cinasa en su regién central;
y un motivo hidrofébico en su regién carboxilo terminal (Song et al., 2005). La
proteina Akt es activada por la fosforilacién de 2 residuos regulatorios, un residuo de
treonina (T308) en su dominio de cinasa y uno de serina (S473) en su motivo

hidrofébico (Fig.6) (Osaki et al., 2004).
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Figura 6. Estructura de las isoformas de Akt. Un dominio PH, un dominio central de cinasa
que incluye a la T308 en Aktl y Akt2, y en Akt3 incluye a la T309, y un dominio regulatorio C-
terminal que incluye a la S473 en Aktl, a la S474 en Akt2 y a la S472 en Akt3. Cada
isoforma es fosforilada en residuos de treonina y serina diferentes (Osaki et al., 2004).

La actividad de Akt puede ser directamente regulada por el PIPs, reclutandola a la
membrana plasmaética y alterando su conformacion, lo que permite una subsecuente
fosforilacién por PDK1, una cinasa de serinal/treonina que contiene un dominio PH en
su region carboxilo terminal que le permite unirse con alta afinidad al PIPs para poder
activarse. De esta forma, la cinasa PDK1 en su estado activo,fosforila la treonina 308
en el dominio de cinasa de Akt, mientras que la fosforilacion de la serina en el motivo
hidrofébico es atribuida a una hipotética PDK2 o a una autofosforilaciéon de Akt

(Fig.6) (Lindsley et al., 2005).

Una de las principales funciones de la activacion de la via PI3K-Akt es promoverla
sobrevivencia celular y bloguear mecanismos pro-apoptéticos, mediante la

fosforilacion de una gran variedad de sustratos de Akt, incluyendo proteinas pro-
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apoptoticas Bad y caspasa 9. De la misma manera la activacion de Akt promueve la
proliferacion celular por diferentes moléculas blanco como GSK3, p27 y FOXO (Fig.
7).
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L
Muerte celular —~— . —

Progresion del ciclo celular

Figura 7. Papel de Akt en sobrevivencia celular y progresion del ciclo celular. La activacion
de PI3K promueve la formacion dePIPsen membrana plasmatica promoviendo el
reclutamiento de Akt. Akt en su estado activo, activa o inhibe por fosforilacion a sus proteinas
blanco que se encuentran rio abajo involucradas en sobrevivencia celular y proliferacion.
Modificada de (Shiozaki et al., 2012).

e Viade sefalizacion MAPK

La proliferaciébn celular no es Unicamente promovida por Akt, este proceso es
ampliamente regulado por una gran variedad de vias de sefializacion que involucran

una serie de eventos de transduccién de seflales a través de la membrana



plasmatica, el citoplasma y el nucleo. Las proteinas cinasas activadas por mitdgenos
(MAPK) son importantes mediadores de esta sefial de transduccion, que ademas de
regular la proliferacion celular, también participan regulando procesos como la
diferenciacion y la apoptosis (Kyosseva, 2004). Esta ruta de sefalizacion se ha
reportado activa en mas del 50% de leucemias y otros tipos de cancer, como cancer
de mama y de préstata. Se han identificado tres grupos principales de MAP cinasas:
la cinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK), la cinasa N-terminal de c-jun
(JNK) vy la cinasap38. Por un lado, ERK es estimulada por sefiales de crecimiento,
mientras que JNK y p38 son activadas por estimulos de estrés. Una caracteristica
comun de los tres grupos de MAP cinasas es que estan organizadas en 3 médulos
de activacion, una MAP cinasa (MAPK), una MAP cinasa activadora también llamada
MAP cinasa-cinasao MAPKK y una MAP cinasa-cinasa-cinasa (MAPKKK) (Fig. 8)

(Kyosseva, 2004).
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Figura 8. Cascada de sefalizacibn de MAP cinasas. En células de mamiferos los tres
grupos de MAP cinasas, ERK, JNK y p38 son activadas por diversos estimulos
extracelulares, provocando la fosforilacion de factores de transcripcion especificos.

e ERK

La MAP cinasa ERK tiene 8 isoformas, ERK1-8, sin embargo las cinasas ERK1 y
ERK2 han sido las mas caracterizadas y estudiadas. ERK1/2 son cinasas de serina-
treonina que presentan 83% de identidad entre ellas, se expresan en todos los
tejidos, pero se encuentran altos niveles en el cerebro, musculo esquelético, timo y

corazén (Cargnello and Roux, 2011).

La cinasaERK (p44ERK1/p42ERK2)se estimula en células de mamiferos via
receptores con actividad de tirosina cinasa (RTKs) y por receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs) de una manera dependiente o independiente de
Ras(Kyosseva, 2004). Después de la unién de factores de crecimiento o mitégenos a
Sus respectivos receptores, ocurre la activacion del complejo Shc/Grb2/SOS formado
por proteinas adaptadoras (Shc y Grb2). Tras la estimulacion del complejo, la
proteina Ras intercambia GDP por GTP presentando un cambio conformacional que
la vuelve activa, esto debido a su interaccion con la proteina SOS (factor
intercambiador de nucledtidos de guaninas). De esta forma, Ras recluta a Raf a la
membrana celular. EI gen Raf codifica 3 isoformas de cinasas: A-Raf, B-Raf y Raf-1
(C-Raf), y son normalmente activadas por una serie de eventos tales como:
reclutamiento a la membrana plasmatica mediante la interaccibn con Ras,

dimerizacion de proteinas Raf, fosforilacién/desfosforilacion en diferentes dominios o
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por asociacion con complejos de andamiaje. Recientemente se descubrié que B-Raf
es el activador mas potente de MEK comparado con Raf-1 y A-Raf. La actividad de
las proteinas cinasas activadas pormitogenos MEK y ERK se regula positivamente
por la fosforilacidon de Raf en residuos de serina en el dominio catalitico. Todas las
Raf son capaces de fosforilar y activar a MEK. La activacion de la cinasa ERK 1/2 se
regula positivamente por fosforilacion de MEK1 y MEK2 (Fig. 9). ERK puede fosforilar
directamente diversos factores de transcripcion incluyendo ets-1, c-Jun y c-Myc. Sin
embargo, a través de un mecanismo indirecto, ERK puede llevar a la activacion del
factor de transcripcion NF-kB, fosforilando y activando al inhibidor IKK (McCubrey et
al., 2006). ERK tiene cerca de 160 blancos, puede entrar al nacleo y fosforilar una
gran variedad de factores de transcripciéon. También regula la actividad de muchas
proteinas involucradas en apoptosis por ejemplo Bcl-2, Bax, Bad, caspasa 9 entre
muchas otras (Chappell et al.,, 2011). Ademas de proteinas involucradas en la
regulacion del ciclo celular. ERK2 ha sido asociada con proliferacién mientras que

ERKZ1 puede inhibir los efectos de ERK2 en ciertas células (Fig. 9).
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Figura 9. Representacion de la cascada de sefializacion de la cinasa regulada por sefiales
extracelulares (ERK). La activacion por los receptores con actividad de tirosina cinasa (RTK)
resulta en el reclutamiento de una proteina adaptadora (Grb2), que se une a la tirosina
fosforilada del RTK y a su vez el factor intercambiador de nucleétidos de guaninas (GEF)
interactlia con Ras para activarla. Esto resulta en la activacion de C-Raf y la iniciacién de la
cascada de fosforilacion de MAP cinasa. Una vez activa ERK puede fosforilar a sus sustratos
que se encuentran en el citoplasma y en el ntcleo. Modificada de (Meister et al., 2013).

Por todas estas razones, las vias de sefalizacion PI3K-Akt y Raf/MEK/ERK son un
blanco terapéutico importante. Algunos inhibidores de Ras, Raf y MEK, asi como de
PI3K y Akt actualmente estan siendo estudiados y muchos otros estan siendo

utilizados en ensayos clinicos (Chappell et al., 2011).
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ANTECEDENTES

Los efectos benéficos del ATRA que se han obtenido a lo largo de estos afios en
algunos casos han mejorado la calidad de vida de una poblacion de pacientes que
padecen céancer de pulmon. El tratamiento con ATRA, en combinacion con otros
agentes citotoxicos, ha aumentado la sobrevida de manera significativa comparado
con pacientes que no reciben ATRA (Arrieta et al., 2010). Sin embargo, este efecto
no siempre es el mismo en todos los pacientes, la efectividad con la que responden a
un tratamiento con ATRA se ha visto limitada en diferentes tipos de céncer, entre

estos cancer de pulmén y hasta la fecha poco se sabe acerca de este mecanismo.

Estudios con lineas celulares de céancer pulmonar han demostrado que la
administracion de 1 pM de ATRA en la linea celular H1944 de adenocarcinoma
pulmonar provoca inhibicibn en la proliferacion y apoptosis (Choi et al., 2007),
mientras que la administracién de 1 uM de ATRA no ejerce ningun efecto inhibitorio
de proliferacion ni apoptosis en las lineas A549 y H1703, también de

adenocarcinoma pulmonar (Choi et al., 2007).

Los primeros estudios acerca de esta resistencia al ATRA, reportan que la mayoria
de las lineas celulares de cancer pulmonar no muestra incremento en la expresion de
RARP después de la administracion de 1 uM de ATRA (efecto esperado debido a la
presencia de RARE en el promotor de este gen), quizas debido a alteraciones en el
gen RARP (Geradts et al., 1993). Petty, en el 2005, indicé que esta resistencia a la

inhibicion de la proliferacion por el tratamiento con ATRA es debida a la pérdida de
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expresion de RARP durante la carcinogénesis pulmonar, causada por silenciamiento
epigenético debido a metilacion o desacetilacion de histonas. Lo anterior indica quela
restauracion de la expresion de RARB1 puede servir de base como estrategia en el
tratamiento del cancer, con farmacos combinados con retinoides que restauren la
expresion de RAR, que funcionen como terapia para el cancer de pulmon (Petty et

al., 2005).

Otros estudios demuestran que la activacion de la via PI3K-Akt disminuye los niveles
del ARNm de RARB2 (supresor de tumores) por un mecanismo que involucra a la
cinasa Akt fosforilando a una proteina intermediaria(SMRT),que participa en el
reclutamiento de histonas desacetilasas (HDAC) que forman parte del complejo co-
represor (CoR), el cual, al estar fosforilado, se mantiene unido al heterodimero
RAR/RXR y reprime la transcripcion de RARB2, uno de los genes que se transcribe
de manera inmediata después del tratamiento con ATRA. La fosforilacion de una
proteina del complejo CoR (SMRT) habia sido descrita que es debido a la cinasa
MEK1 (Lefebvre et al., 2006), pero no se sabia que era un blanco de Akt y que su

fosforilacién podria estar relacionada con la resistencia a ATRA.

Hasta el momento no es clara la participacion de la via ERK1/2 en mecanismos de
resistencia al tratamiento con ATRA, sin embargo ya se ha descrito que en células
leucémicas resistentes al tratamiento con ATRA (HL-60R) hay una activacion

sostenida de la cascada de sefalizacion de MAPK (Jensen et al., 2013).
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Por otro lado, en el 2002 se reportd que el tratamiento de células de neuroblastoma
humano SH-SY5Y con ATRA (1 uM) desencadenaba la activacion de la ruta de
sefalizacion de PI3K y que esta activacion es requerida para la diferenciacion celular
(Lopez-Carballo et al., 2002). Afios mas tarde en el 2007, se demostré que el
mecanismo por el cual se activaba esta via de sefializacion en las células SH-SY5Y
era mediante la fosforilacion de la cinasa Akt mediada por el tratamiento con ATRA,
donde dicha fosforilacion de la cinasa Akt es independiente de los mecanismos

transcripcionales inducidos por el ATRA (Masia et al., 2007).

Ademas de la activacion de la via de sefializacion PI3K-Akt también se reporté una
activacion rapida de la via de sefializacion ERK1/2 en células de neuroblastoma
tratadas con ATRA (1 pM) durante 5 min. En el 2008 el mecanismo de accion no
gendmico por el cual se activaba la via ERK1/2 fue estudiado en células de Sertoli
que fueron tratadas con ATRA (1 uM) detectando fosforilacién de la cinasa ERK1/2 a

los 15 min después de la adicion del ATRA (Zanotto-Filho et al., 2008).

Lo anterior sugiere que el ATRA favorece procesos celulares involucrados en
sobrevivencia y proliferacién en diferentes lineas celulares. Los efectos del ATRA en
migracion e invasioén han sido poco estudiados y el mecanismo por el cual ocurren
sigue siendo desconocido ya que solo se ha visto en algunos tipos de cancer. En el
2004 en células de cancer de pancreas humano (Capan-1) se estudi6 el efecto del
ATRA en invasion y dispersién celular; estos resultados indicaron que el tratamiento
con ATRA (5 uM) durante 48h producia un efecto inhibitorio de proliferacién, sin

embargo promovia invasion y dispersion celular (Leelawat et al., 2005).
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En el 2005 se reportd que el ATRA lleva a la activacion de la vias PI3K-Akt y ERK1/2
y esto conduce a la activaciéon de Racl involucrada en el re-arreglo del citoesqueleto
en células de neuroblastoma (Pan et al., 2005). Estos antecedentes sugieren que la
activacion de las vias PISK-Akt y ERK1/2 podria estar involucrada en la resistencia al
tratamiento con retinoides, ademas de promover migracion celular por activacion de

Racl.

Estos resultados sugieren la participacion del ATRA en la regulacion de procesos de
migracion celular por activacion de las vias PI3K-Akt y ERK1/2 en algunos tipos de
cancer, pero hasta el momento no se sabe nada acerca de este mecanismo en

cancer de pulmoén.

Por lo tanto, la inhibicion de estas vias de sefalizacion podria restaurar el efecto de
sensibilidad a ATRA brindando un mejor resultado inhibiendo proliferacion,
promoviendo apoptosis y evitando que se lleve a cabo el proceso de migracion

celular.
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JUSTIFICACION:

Se sabe que el ATRA puede modular diversas vias de sefializacion involucradas en
cancer, lo que puede explicar los efectos de sensibilidad o resistencia a los efectos
de inhibicion de la proliferacion y apoptosis por el tratamiento con ATRA que se
pueden observar en algunos pacientes con cancer pulmonar. La caracterizacion del
ATRA como modulador de las vias de sefalizacion PI3K-Akt y ERK 1/2 ayudaria a
comprender la resistencia a los efectos del ATRA sobre la proliferacién y apoptosis,
asi como su participacion en procesos de migracion celular. Esta contribucion
brindaria un mejor entendimiento de los efectos de ATRA en vias de sefializacion
desreguladas en cancer, ademas podria proponer un posible tratamiento que pueda
ser usado en pacientes con cancer pulmonar para restaurar los efectos inhibitorios
de proliferacién y apoptosis en pacientes que no muestran sensibilidad al tratamiento

con retinoides.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION:

¢Qué efecto tiene el bloquear las vias de sefializacion PI3K-Akt y ERK1/2, en
combinacion con el tratamiento con ATRA, sobre la resistencia a la inhibicion de la

proliferacion, la apoptosis y la migracién de células de cancer pulmonar?

HIPOTESIS:
La inhibicion de las vias de sefalizacién PI3K-Akt y ERK1/2 restaura el efecto anti-
proliferativo y apoptético del ATRA en células de adenocarcinoma pulmonar

resistentes a inhibicion de la proliferacion y apoptosis.

OBJETIVO GENERAL:

e Determinar el papel de ATRA en la activacion de las vias PISK-Akt y ERK1/2
y su relacion con la resistencia a inhibicion de la proliferacion y apoptosis, asi

como en la migracién en la linea celular de cancer pulmonar A549.
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OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Determinar el efecto de ATRA en la activacion de las vias PI3K-Akt y ERK1/2

en la linea celular de cancer pulmonar A549.

2. Comprobar que la activacion de las vias PI3K-Akt y ERK1/2 se debe a un

efecto no gendémico.

3. Determinar el efecto de ATRA, solo o en combinacién, con los inhibidores de
PI3K-Akt y ERK1/2, sobre la proliferacion en la linea celular de cancer

pulmonar A549.

4. Determinar el efecto de ATRA, solo o en combinacion, con los inhibidores de
PI3K-Akt y ERK1/2, sobre la apoptosis en la linea celular de cancer pulmonar

A549.

5. Determinar el efecto de ATRA, solo o en combinacién con los inhibidores de
PI3K-Akt y ERK1/2, sobre la migracion celular en la linea celular de cancer

pulmonar A549.
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MATERIAL Y METODOS

Cultivos celulares

A549: Linea celular de adenocarcinoma de pulmén, resistente a los efectos anti-
proliferativos del acido retinoico (Choi et al., 2007). Se utilizé medio DMEM-F12
suplementado con 10% de suero de bovino fetal (SFB), 100 Ul/ml de penicilina y 100

Mg/ml de estreptomicina a 37° C en atmdsfera humidificada con 5% de COo.

Tratamientos

Se prepararon stocks de ATRA (Sigma-Aldrich) en DMSO a una concentracion de 10
mM y se almacenaron en nitrogeno liquido y en oscuridad. La concentracién de
DMSO no excede de 0.1%. Inmediatamente antes de cada experimento, las
soluciones de trabajo (5 uM) se prepararon diluyendo en medio de cultivo. Los
periodos de tratamiento con ATRA variaron entre 5, 15, 30 y 60 min, en oscuridad
para evitar la isomerizacion del ATRA. Para determinar el efecto no genémico en la
activacion de las vias PI3k-Akt y ERK1/2, las células fueron pre-incubadas durante 1
hora con un inhibidor antagonista de los receptores de tipo RAR, el BMS493
(TocrisBioscience) a una concentracion de 10 uM. Para el ensayo de proliferaciéon se
utilizé un inhibidor de PI3K, el 15e a una concentracion de 10 uM (TocrisBioscience)
y un inhibidor de MAPK, el PD98059 a una concentracion de 25 uM (Enzo
LifeScience). Tanto el 15e, el PD98059 como el BMS493 fueron disueltos en DMSO

y agregados al medio de cultivo.
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Analisis de proteinas mediante Western Blot

Para determinar el efecto de ATRA en la activacion de la via PI3k-Akt, se detecto la
forma fosforilada de Aktl y Akt total por medio de western blot, utilizando anticuerpos
comerciales especificos anti-pAkt sc-7985; Santa Cruz, dilucion 1:1000), anti-Akt
(P2482; Sigma, dilucion 1:5000), y anti-actina (sc-1616;Santa Cruz, dilucion
1:10000).Para determinar el efecto de ATRA en la activacion de la via ERK, se
determiné la forma fosforilada y total de ERK1/2 por medio de western blot,
utiizando anticuerpos comerciales especificos anti-pERK1/2 [pTpY185/187],
(Invitrogen 44-680G, dilucion 1:5000), anti-ERK1/2 (sc-135900; Santa Cruz, dilucion
1:5000) y anti-actina. Para comprobar la expresiéon de un gen blanco del ATRA se
utilizé el anticuerpo especifico para p53 (sc-125; Santa Cruz, diluciéon 1:5000). Para
obtener proteinas totales, células confluentes (100%) en cajas Petri P60 fueron
puestas en ayuno de SFB durante 18 h, terminado el ayuno se dieron los estimulos
con ATRA o con los inhibidores (dependiendo el experimento) y posteriormente
fueron lavadas con PBS 1X y lisadas en 300 uL de buffer de lisis con ayuda de un
gendarme, cada muestra se incubo a 4° C por 10 min. En seguida se centrifug6 a
10,000 x g por 10 min a 4 °C y se recuperd el sobrenadante, la concentracion de
proteina se cuantifico por el método de acido bicinconinico con el kit comercial BCA
ProteinAssay (Prod. # 23227; ThermoScientific). Posteriormente 25 ug de proteina
total fue separada por su peso molecular mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida a una concentracion del 10%, en condiciones desnaturalizantes,

posteriormente se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa en una camara
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hameda durante 2 h a 0.4A, utilizando buffer de transferencia 1X pH 8.3. La
membrana fue bloqueada por 1 h a temperatura ambiente con TBS-T al 5% de leche.
Transcurrido ese tiempo, se agregd cada uno de los anticuerpos primarios antes
mencionados y se dejo incubando toda una noche a 4 °C en agitacion constante. La
membrana se lavd con TBS-T, posteriormente la membrana fue incubada con el
anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa durante 1 h a temperatura ambiente en
agitacion constante, transcurrido el tiempo de incubacién la membrana fue lavada
con TBS-T. Finalmente el ensayo se reveld6 con un kit comercial de
guimioluminiscencia (Cat. # WBKLSO0500; Millipore) llamado
“ChemiluminescentHRPSubstrate”. El andlisis densitométrico se hizo utilizando el
programa ImageJ, las formas fosforiladas se normalizaron con respecto al control

(células no tratadas) y se grafico el promedio y el Error Estandar de la Media (SEM).

Ensayo de proliferacion celular

Para determinar el efecto deATRA en procesos de proliferacién celular, se utilizé 5-
bromo-2-deoxiuridina (BrdU) del fabricante Roche(Lot. 11639000). Las células se
sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 10 000 células por pozo en 200
ul, cuando alcanzaron el 100% de confluencia las células se ayunaron de SFB
durante 18 h, dependiendo el experimento las células se pre-incubaron en presencia
0 ausencia de los inhibidores, 15e (10uM) y PD98059 (25uM) durante 90 min,
posteriormente se estimularon con ATRA (5uM) durante 48 h con ATRA en medio sin
SFB, 2 h antes de que se cumplieran las 48 h de estimulo con ATRA, las células se

incubaron con BrdU, (10 uM)terminado el tiempo de estimulo se retir6 el medio de
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cultivo y se lavaron las células con PBS. Las células se fijaron y se incubaron con el
anticuerpo anti-BrdU(dilucién: 1:100) durante 90 min a temperatura ambiente, pasado
el tiempo las células se lavaron con PBS y se adicioné la solucion sustrato, seguido
de 30 min de incubacién, por ultimo se determiné la absorbancia a 370nmutilizando

el aparato TecanlInfinite M100 platereader.

Ensayo de migracion o cierre de “herida”

Las células se sembraron a confluencia en cajas P60 con DMEM-F12 méas SFB al
10%,las células confluentes fueron puestas en ayuno de SFB durante 18 h,
terminado el ayuno se realiz6 una “herida” con una punta de pipeta estéril que dividia
la caja en dos partes, una vez realizada la herida se lavaron con PBS 1X para
eliminar todas las células no adheridas o muertas,dependiendo el experimento las
células se pre-incubaron en presencia o ausencia de los inhibidores, 15e (10uM) y
PD98059 (25uM) durante 90 min, posteriormente se estimularon con ATRA (5uM)
durante 48 hen medio sin SFB. Las células control (no tratadas) sufrieron el mismo
proceso pero se incubaron sin ATRA, sin inhibidores y en ayuno de SFB. La
migracion de las células a través de la herida se visualiz6 con un microscopio de
epifluorescenciaAxiovert 40 CFL (Carl Zeiss) acoplado a una camara digital, se
tomaron fotografias con un objetivo 5X al tiempo 0 (momento en el que se realizo la
herida) y tras 48 h de incubacion. Para calcular la eficiencia del cierre de la herida en
las distintas condiciones de cultivo se midi6 el area de la herida a tiempo final (48h),
utilizando el programa ImageJ. Los resultados se expresan como porcentaje de

cierre (area de la herida) a las 48h respecto a las células control.
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Ensayo de TUNEL

Se detectaron células apoptdticas usando el kit “DeadEndcolorimetric TUNEL assay”
del fabricante Promega (Cat # G7132). Las células A549 se crecieron en cajas P35
con cubreobjetos que fueron previamente esterilizados con alcohol al 70% durante
30 min, se pre-trataron en presencia 0 ausencia de los inhibidores 15e (10uM) y
PD98059 (25uM) durante 90 min y posteriormente se estimularonpor 48 h con ATRA
(5uM). Después del tratamiento las células se fijaron con paraformaldehido al 4% en
PBS y se permeabilizaron con Triton X-100 al 0.2% en PBS. Las células se
incubaron con la enzima desoxi-nucleotidil-transferasa terminal (TdT) y los
nucleodtidos biotinilados. Después se incubaron con estreptavidina, que se va a unir a
los nucledtidos biotinilados incorporados en los 3"-OH del DNA fragmentado presente
en las células apoptéticas. Posteriormente las células se lavaron y se detectd la
estreptavidinacondiaminobencidina (DAB). La cuantificacion de células apoptoticas
se hizo escogiendo 5 campos diferentes y contando 50 células en cada campo, se
normalizo con las células no tratadas y se graficd el promedio y el Error Estandar de

la Media (SEM).

Analisis estadistico

El significado estadistico de las diferencias entre los datos fue determinado por
analisis de varianza (n=3) y una prueba de Newman-Keuls, usando el software
GraphPadPrism5.0. p< 0.05 fue considerada como estadisticamente significativa. Los

valores se presentan como promedio + el error estandar de la media (SEM).
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RESULTADOS

ATRA promueve la activacion de Akty ERK1/2en la linea celular de

adenocarcinoma pulmonar A549

Para determinar el efecto de ATRA en la via de sefalizacion PI3K-Akt, las células
A549, reportadas como resistentes al efecto anti-proliferativo deATRA, se trataron
con ATRA a diferentes tiempos. Nuestros resultados sugieren que ATRA promueve
la activacién de Akt (Fig.10), esto evaluado por la deteccién de la fosforilaciéon de la
Ser473 mediante ensayos de western blot. La maxima concentracion de fosforilacion
de Akt se observé a los 5 y 15 minde tratamiento, retornando a la concentracion

basal a los 60 min (Fig. 11).

Ab549
WB:
NT 5" 15" 30" 60°
anti-p-Akt
anti-Akt
anti-Actina

Figura 10. ATRA activa a lacinasaAkt.Células A549 fueron puestas en ayuno, seguido del
tratamiento con 5 pM de ATRA a diferentes tiempos, posteriormente se analizaron por
Western blot utilizando anticuerpos especificos, como control se utilizaron células no tratadas
(NT).
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Figura 11. La gréfica representa el porcentaje obtenido de la normalizacién de pAkt
utiizando como control a las células no tratadas (NT= 100%)de tres experimentos
independientes, promedio + SEM, *p < 0.05, comparado con células no tratadas (NT)
(ANOVA, Newman-Keuls test).

En la figura 11 se muestran los valores densitométricos de 3 experimentos
independientesen la activacion deAkt debido al tratamiento con ATRA. Nuestros
resultados muestran diferencias estadisticamente significativas de la activacion de la
cinasaAkta los 15 min de tratamiento con ATRA. Estos resultados sugieren la
activacion de la via PI3Kpuede ser a través de un efecto no genémico debido a los
tiempos cortos de fosforilacion de Akt.

Por otro lado se evaluo el papel de ATRA en la activacion de ERK1/2, los resultados
muestran que el tratamiento con ATRA promueve la fosforilacion de ERK 1/2 con un
efecto maximo de fosforilacion entre los 5 y 15 min de tratamiento, retornando a
niveles basales a los 30 min (Fig. 12). Nuestros resultados sugieren que el

tratamiento con ATRA promueve la activacion de ERK 1/2.
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A549

WB:
NT 5" 15" 30" 60°

Figura 12. ATRA activa a la cinasaERK1/2. Células A549 fueron puestas en ayuno, seguido
del tratamiento con 5 yM de ATRA a diferentes tiempos, posteriormente se analizaron por
Western blot utilizando anticuerpos especificos, como control se utilizaron células no tratadas
(NT).
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Figura 13. La grafica representa el porcentaje obtenido de la normalizacion de pERK1/2
utiizando como control a las células no tratadas (NT= 100%)de tres experimentos
independientes, promedio + SEM, *p < 0.001, comparado con células no tratadas (NT)
(ANOVA, Newman-Keuls test).



En la figura 13 se muestran graficados los valores densitométricos de 3 experimentos
independientes en la activacion de ERK1/2 debido al tratamiento con ATRA.
Nuestros resultados muestran diferencias significativas en la activacion de ERK1/2 a

los 5y 15 min de tratamiento con ATRA.

El ATRA promueve la activacion de Akt y ERK1/2 de forma independiente de

sus efectos gendémicos

Para comprobar si la activaciéon de la via PI3K-Akt era debida a un efecto no
gendmico promovido por ATRA, las células A549 sepre-incubaron durante 1 h con un
antagonista de los receptores RAR (BMS493), posteriormente las células se
estimularon con ATRA durante 15 min, ya que nuestros resultados demuestran que a
ese tiempo es posible observar el maximo de fosforilacion de la cinasaAkt y de la
cinasaERK1/2, la inhibiciébn de los receptores de &cido retinoico con BMS493 no
bloguean la fosforilacién de la cinasaAkt inducida por ATRAporquela fosforilacién de
Aktse aprecia inclusive despuésdelpre-tratamiento con BMS493 (Fig. 14),
comprobando que la fosforilacion de Akt por el ATRA es debida a un efecto no
gendémico.En contraste, el tratamiento con BMS493 si previene la fosforilacion de la

cinasa ERK 1/2 (Fig.16).
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Figura 14.BMS493 no previene la fosforilacién de Akt. Células A549 fueron pre-tratadas con
10 uM de BMS493 y posteriormente estimuladas con 5 yM de ATRA durante 15 min. Los
niveles de fosforilacion y de proteina total fueron evaluados por western blot utilizando
anticuerpos especificos.
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Figura 15.La gréfica representa el porcentaje obtenido de la normalizacion de pAkt utilizando
como control a las células no tratadas (NT=100%) de tres experimentos independientes,
promedio + SEM, *p<0.01lcomparada con células no tratadas (NT) (ANOVA, Newman-Keuls
test).



En la figura 15 se muestran los valores densitométricos de 3 experimentos
independientes del efecto del inhibidor de los receptores de acido retinoico (BMS493)
en la fosforilacion de Akt. Nuestros resultados muestrandiferencia significativa en la
activacion de la cinasaAkt a los 15 min del tratamiento con ATRA (87% mayor
respecto al control), mientras que, el tratamiento con el inhibidor no muestra
diferencia significativa en la fosforilacion de Akt comparado con las células no
tratadas debido a que el error estandar de la media (SEM) fue muy alto, sin embargo
la tendencia al tratamiento con el BMS493 no muestra reduccion de la fosforilacion
de Akt comparado con el control, si hubo un aumento del 34% en la fosforilacion de
Akt aunque no fue significativo (Anexo A), consistente con lo anterior se reporta que
la inhibicion de los receptores RAR utilizando antagonistas especificos, que no
bloquean la fosforilacion de Akt en célulasdeneuroblastomatratadas con ATRA, e
inclusive el tratamiento solo con el antagonista de RAR promueve la fosforilacion de
Akt(Masia et al., 2007).

Estos resultados demuestran que la activacion de la via PI3Kes a través de un efecto

no gendmico con la posible participacion de los RAR en la activacion de PISK-Akt.
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Figura 16.BMS493 previene la fosforilacion de ERK1/2. Células A549 fueron pre-tratadas
con 10 yM de BMS493 vy posteriormente estimuladas con 5 yM de ATRA durante 15 min.
Los niveles de fosforilacién y de proteina total fueron evaluados por western blot utilizando
anticuerpos especificos.
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Figura 17.La grafica representa el porcentaje obtenido de la normalizacién de pERK1/2
utiizando como control a las células no tratadas (NT=100%) de tres experimentos
independientes, promedio + SEM, * p < 0.05, **p < 0.001, comparada con células no tratadas
(NT) (ANOVA, Newman-Keuls test).



En la figura 17 se muestran graficados los valores densitométricos de 3 experimentos
independientes con el inhibidor de los receptores de acido retinoico (BMS493) en la
fosforilacion de ERK1/2, se observa que el pre-tratamiento con BMS493 previene la
fosforilacion de ERK1/2 inducida por ATRA a los 15 min comparado con células no
tratadas (disminuye un 83%) (Anexo A).Sin embargo a pesar de observar que el
BMS493 evita la fosforilacion de ERK1/2, estos resultados nos sugieren que la
activacion de la viaERK1/2 es a través de un efecto no genémicoporque es posible
observar fosforilacion de ERK1/2 a los 15 min de tratamiento con ATRA (aumenta 4

veces mas la fosforilacion respecto al control).

BMS493 bloquea la expresion de los genes blanco de ATRA

Para comprobar los resultados anteriores se evalué la eficacia del inhibidor de RAR
(BMS493). Las células A549 se pre-incubaron 1 hconel BMS493, posterior a esa
incubacion se estimulé con ATRA durante 48 h, debido a que se sabe que a ese
tiempo el ATRA ejerce sus efectos gendmicos promoviendo la transcripcion de sus
genes blanco(Curtin et al., 2001); nuestros resultados demuestran que el BMS493
inhibe la expresion de p53 (Fig. 18),un gen blanco del ATRA, comprobando que el
tratamiento con BMS493 bloquea la funcion de los RAR como factores de
transcripcion. Estos resultadossugieren que la inhibicion de los RAR con
BMS493funciona bloqueando la transcripcion de los genes blanco del ATRA y que la
fosforilacion de Akty ERK1/2 que observamos a los 15 min del estimulo con ATRA es

debida a un efecto no gendémico que no involucra transcripcion de genes.
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Figura 18.El BMS493 bloquea la transcripcion de los genes blanco deATRA.Células A549
fueron puestas en ayuno, seguido del pre-tratamiento con 10uM de BMS493, posteriormente
se estimularon con ATRA por 48h; la expresion de p53 fue analizada por western
blot(imagen representativa de 3 experimentos independientes).

Nuestros resultados demuestran que ATRA activa las vias de sefalizacion PI3K-Akt
y ERK1/2, las cuales han sido relacionadas con sobrevivencia y proliferacion.
Ademas, que la activacion de Akt y ERK1/2 es mediante mecanismos independientes

de la transcripcion.

La via PI3K-Akt esta involucrada en la resistencia al tratamiento con ATRA en

inhibir la proliferacion

Para comprobar el efecto funcional al inhibir esta via de sefalizacién en el proceso
deproliferacioncelular, se utilizé un inhibidor especifico de PI3K (15e). Las células

A549 fueron pre-incubadas durante 90 min con el inhibidor de PI3K a una
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concentracion de 10uM, posterior a esa incubacion se estimulé con ATRA durante 48
h. Nuestros resultados demuestran que el tratamiento con ATRA no ejerce efecto
inhibitorio de proliferacion significativo, comparado con células no tratadas, estos
resultados son consistentes con lo ya reportado para esta linea celular que es
resistente al ATRA(Choi et al., 2007)(Fig. 19). Por otro lado, la combinacion del
inhibidor de PI3K (15e) con ATRA disminuye de manera significativa la proliferacion
celular (disminuye un 45% respecto al control), no hubo cambio significativo
disminuyendo la proliferaciéon con el 15e comparado con ATRA/15e (Anexo A). Estos
resultados nos indican quela via PI3K-Akt media la resistencia al tratamiento con

ATRA en inhibir la proliferacion.
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Figura 19. El inhibidor de PI3K en combinacion con el ATRA disminuye la proliferacion
celular (45%)en la linea celular A549. La gréfica representa elpromedio de los valores de
absorbancia tomados a 370nm, normalizados con células no tratadas (NT),en la proliferacion
de tres experimentos independientes, promedio + SEM, *p < 0.05, **p<0.001, comparada con
células no tratadas (NT) (ANOVA, Newman-Keuls test).

Estos resultados indican que el uso de inhibidores de PI3K podrian restaurar los

efectos gendémicos del ATRA disminuyendo proliferacion.

La via ERK esta involucrada en la resistencia al tratamiento con ATRA en

inhibir la proliferacion

El efecto funcional de inhibir una via de sefializacion relacionada directamente con
proliferacion celular (MAPK) se comprobd utilizando un inhibidor especifico de la
cinasaMEK (PD98059). Las células A549 fueron pre-incubadas durante 90 min con el
PD98059a una concentracion de 25uM, posterior a esa incubacién se estimulé con
ATRA durante 48 h. Los resultados demuestran que el tratamiento con ATRA no
provoca cambios significativos en la proliferacion comparado con células no tratadas
(Fig. 20), pero si disminuyela proliferaciéon en un 50% cuando se incubaron con
ATRA en combinacion con elPD98059, comparado con células no tratadas(Anexo A),
mientras que,el tratamiento con el PD98059 no ejerce efecto inhibitorio significativo.
Se observa la misma tendencia de disminuir la proliferacion usando otras

combinaciones de inhibidores (15e y PD98059).
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Figura 20. El inhibidor de MAPK en combinacion con el ATRA disminuye la proliferacion
(50%) en la linea celular A549. La gréfica representa el promedio de los valores de
absorbancia tomados a 370nm, normalizados con células no tratadas (NT),en la proliferacion
de tres experimentos independientes, promedio £ SEM, *p < 0.05, comparada con células no
tratadas (NT) (ANOVA, Newman-Keuls test).

Si hay diferencia significativa entre los inhibidores 15e y PD98059, sin embargo no
hay diferencia significativa cuando son combinados con ATRA, los dos disminuyen la

proliferacion en un 50% (Anexo A).

54



ATRA promueve la fosforilacion de ERK a través de MEK

Para evaluar la eficacia del inhibidor de MEK (PD98059) las células A549 se pre-
incubaron durante 90 min con 25uM del PD98059, posteriormente se estimulé con
ATRA durante 15 min, conociendo que a ese tiempo el ATRA provoca la fosforilacion

de ERK1/2, provocando la activacion de esa via (Fig. 21).

A549

PD98059 - - + -+

ATRA

anti-p-ERK 1/2

anti-ERK 1/2

Figura 21. EI PD98059 previene la fosforilacion de la cinasa ERK1/2. Células A549 fueron
puestas en ayuno, seguido del pre-tratamiento con 25uM de PD98059 durante 90 min,
posteriormente se estimularon con ATRA por 15 min. La fosforilacibon de ERK1/2 fue
analizada por western blot (Imagen representativa de 3 experimentos independientes).

El PD98059%¢vita la fosforilacion de ERK1/2 (Fig. 21), comprobando que, ATRA
promueve fosforilacidon de ERK1/2 a través de MEK y que, el pre-tratamiento de 90
min con PD98059 es suficiente para bloquear la funcion de MEK para evitar la

activacion de la via.
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Las vias PI3K y ERK estan involucradas en la sobrevivencia celular mediada

por ATRA

Con base en los resultados anteriores, se realiz6 un experimento para evaluar
apoptosis por el método de TUNEL, para ver la capacidad de las células de inducir la
apoptosis cuando son pre-tratadas con los inhibidores de las vias PI3K-Akt y

ERK1/2.

En la figura 22 se puede observar el efecto anti-apoptotico de ATRA a las 48 h, que
se logra revertir cuando las células son pre-tratadas con el inhibidor 15e en
combinacion con el ATRA, observando aumento de células apoptéticas(células con
ndcleos tefidos de color café) debido a la fragmentacion del DNA.Estos resultados
nos indican que la activacion de la via PI3K-Akt mediada por el tratamiento con
ATRA esta involucrada en mecanismos de resistencia alaapoptosis, promoviendo
sobrevivencia celular.

Para determinar si la activacion de la via ERK1/2 mediada por el ATRA esta
involucrada en sobrevivencia. Células A549 fueron pre-tratadas con el inhibidor de
MEK y posteriormente con ATRA por 48 h. En la figura 22 se observan las imagenes
del ensayo de TUNEL, en donde se muestra que la combinacion del inhibidor de
MEK y ATRA incrementa el nimero de células apoptoéticas (células con los nucleos

tefiidos de color café).
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Figura 22. El tratamiento con ATRA promueve sobrevivencia en células A549. Se pre-
trataron células con los inhibidores 15e6 PD98059, posteriormente se trataron con ATRA por
48 h. Se detectaron las células apoptéticas tefiidas de color café, se observaron 5 campos
de cada tratamiento, la figura muestra las imagenes representativas.

* %%k

750+

500+

250+

TUNEL (% control)

S Y‘i\QS" @ F PP

Figura 23. Porcentaje de células apoptéticas. Se contaron 50 células de 5 campos
diferentes. Promedio + SEM, *p < 0.05, **p<0.01, ***p<0.001, comparada con células no
tratadas (NT) (ANOVA, Newman-Keuls test).

Se cuantifico el numero de células apoptoticas de 5 campos diferentes de cada

condicion, contando 50 células aleatoriamente por campo, posteriormente se
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normaliz6 el numero de células apoptoticas con células no tratadas. El analisis
estadistico muestra que el ATRA no promueve apoptosis, al contrario la tendencia
del tratamiento con ATRA es promover sobrevivencia (Fig. 23). El pre-tratamiento
con el inhibidor 15e en combinacion con el ATRA durante 48 h ejercen un efecto
significativo promoviendo apoptosis en células A549 (aumentando 6 veces mas el
namero de células apoptéticas respecto al control) (Anexo A),ademas se observa
diferencia significativa entre ATRA/15e comparado con el 15e solo (Fig. 23).
Mientras que, el pre-tratamiento con el inhibidor PD98059 solo o en combinacién

con el ATRA tienen el mismo efecto promoviendo apoptosis (Fig. 23).

Estos resultados nos demuestran la participacion de las vias PI3K-Akt y ERK1/2 en
la sobrevivencia celular mediada por ATRA. Ademas proponen el uso combinado de
ATRA con inhibidores de PI3K y MAPK para potenciar el efecto de la apoptosis, lo
que se traduce en un posible blanco terapéutico para ser usado en células de cancer

de pulmon.

El tratamiento con ATRA promueve migracion celular a través de las vias de

sefalizacion PI3K-Akt y ERK en células A549

Nuestros resultados muestran que ATRA induce la activacibn de las vias de
sefalizacion PI3K-Akt y ERK1/2. Para analizar el efecto de la activaciéon de estas
vias en procesos de migracién celular se realizaron ensayos de cierre de “herida” en

presencia de los inhibidores 15e y PD98059. Como se muestra en la figura 24, en las
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células tratadas con ATRA durante 48 h, se observa reduccion significativa de la
“herida” en un 22% comparada células no tratadas; estos resultados demuestran que
el tratamiento con ATRA promueve migracion en células A549;cuando las células
fueron pre-tratadas con el inhibidor de PI3K (15€e) durante 90 min, se observa que no
hay reduccién del area de la “herida”, es decir se bloquea el efecto del ATRA en
promover migracion, datos estadisticamente significativos (p < 0.001) (Fig. 24).

Un efecto similar se observa cuando las células son pre-tratadas con el inhibidor de
MAPK (PD98059) y posteriormente tratadas con ATRA durante 48 h, el PD98059

bloquea el cierre de la “herida” inducido por el ATRA (Fig. 24).
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c) ATRA/15e

E) SFB 10%

Figura 24. Ensayo de migracion celular por cierre de herida en monocapas a confluencia.
Imagenes tomadas con microscopio deepifluorescenciacorrespondiente a células cultivadas
durante 48h con ATRA, en ausencia o presencia de los inhibidores 15e6 PD98059. Se
muestran imagenes tomadas con un objetivo 5X. Como control positivo de migracion se usé
suero fetal bovino al 10% y como control negativo células no tratadas (NT). Los recuadros de
la derecha representan la magnificacion de la “herida” de cada tratamiento.
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Figura 25. Andlisis del efecto del 15e y el PD98059 en el proceso de migracion celular.
Células A549 fueron sembradas en cajas P60, cuando alcanzaron el 100% de confluencia se
ayunaron, se realizé una “herida” con la punta de una pipeta pasteur estéril, posteriormente
se incubaron durante 48 h con ATRA en presencia o ausencia de los inhibidores, 15e (10
puM) y PD98059 (25 uM). Se muestra una grafica que representa el area de la “herida”
tomando como control las células no tratadas, entre menor sea el area de la “herida”, mayor
el porcentaje de células que migraron. Los datos corresponden al promedio + SEM, *p<
0.001, comparado con células no tratadas (NT) (ANOVA, Newman-Keuls test).

En la figura 25 se puede ver graficado el porcentaje del area de la “herida” de cada
condicion, cuando las células fueron pre-tratadas conlos inhibidores 15e o PD98059

en presencia del ATRA. En la figura se observa que no hay cambio significativo en el
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area de la “herida” comparada con células no tratadas. En contraste el tratamiento

unicamente con ATRA reduce significativamente el area de la “herida” (p < 0.001).

Con estos resultados se propone que las combinaciones ATRA/15e vy
ATRA/PD98059 pueden ser usadas como tratamientos para evitar la migracion

celular promovida por ATRA en células de cancer de pulmon.
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DISCUSION

Con este trabajo se demostr6 que el efecto de resistencia a inhibicion de la
proliferacion y apoptosis que presenta la linea celularA549 de adenocarcinoma
pulmonar por el tratamiento con ATRA es debido a la activacion de las vias de
sefializacion PI3K-Akt y ERK1/2. Nuestros resultados demuestran que el tratamiento
con ATRA provoca fosforilacion de las cinasasAkt y ERK1/2 a los 5 minutos de
tratamiento en estas células, sugiriendo que esta activacion es debida a un
mecanismo no genomico del ATRA. Para comprobar el efecto no gendémico del
ATRA en la activacién de Aktse utilizé6 el BMS493, un antagonista de los RAR que
previene la expresion de los genes blanco de los retinoides; nuestros resultados
demuestran que el BMS493 no previene la activacion de Aktypor lo tanto
confirmanque la activacion de la via PI3K-Akt es debida a un efecto no genémico. El
BMS493 caus6 fosforilacién de Akt, probablemente debido a que esta reportado que
el BMS493 tiene un efecto dual de antagonista/agonista (Alvarez et al., 2009), este
mismo efecto utilizando otro pan-RAR antagonista (AGN 193109) ya habia sido
reportadoen células de neuroblastoma, combinado con el ATRA no se bloquea la
activacion de Akt, pero cuando se administra solo, actia como agonista provocando
fosforilacion de Akt, mostrando un perfil de antagonista bloqueando la actividad
transcripcional de los RAR pero por otro lado actuando como agonista con respecto a

la activacion de PI3K (Masia et al., 2007).
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La activacion de ERK1/2 a los 5 min después del estimulo con ATRA ya nos habla de
un efecto no gendmico, pero para corroborarlo se utilizé el BMS493, y, encontramos
que la fosforilacion de ERK1/2 si es prevenida por el tratamiento con el antagonista
de los RAR (Fig. 17). Este resultado contrasta con lo reportado por Aggarwal y
colaboradores, que usando otro antagonista de RAR (Ro 61-8431) en células
traqueo-bronquiales no vieron afectada la fosforilacion de ERK1/2 después del
tratamiento con ATRA (Aggarwal et al., 2006). EI mecanismo de accion de ambos
antagonistas es diferente, el Ro 61-8431 es un analogo del acido retinoico y un
antagonista especifico de los RAR (Yoshimura et al., 1995), mientras que el BMS493
entra en una subclase de antagonista que se conoce como agonista inverso debido a
gue tiene el potencial de promover la interaccion con los co-represores de los RAR,
disminuyendo de este modo su actividad transcripcional. Se ha reportado que la
unién del BMS493 a los RAR provoca que cambie su conformacién evitando el
posicionamiento de la hélice H12 a una orientacion activa que evita la union de los
co-activadores (le Maire et al.,, 2010), lo anterior sugiere que el cambio
conformacional inducido por el BMS493 no afecta la activacion de la via PI3K-Akt
pero si la de la via ERK, esta es una posible explicacion de porque el BMS493
repercute en la activacion/inhibicion de estas cinasas a tiempos tan cortos como son

5 minutos.

Los resultados nos confirman que la activacion de las vias PI3K-Akt y ERK1/2 por

ATRA es debido a un efecto no gendmico que involucra a los RAR, sin embargo

65



hace falta esclarecer mas la participacion de los RAR en la activacion de estas vias

de sefializacion.

En este trabajo secomprobd la efectividad del BMS493 para inhibir la expresién de
genes blanco del ATRA como es p53 un gen supresor de tumores que se activa bajo
condiciones de estrés(Curtin et al.,, 2001); donde el tratamiento con BMS493
disminuye la expresion de p53, sin embargo no fue posible apreciar una mayor
expresion de p53 después del tratamiento con ATRAcomparado con las células no
tratadas (Fig. 18),estos resultados sugierenque la activacion de PI3K-Akt por ATRA
regulan negativamente la expresion de p53 promoviendo mecanismos de
sobrevivencia. Consistente con lo anterior se reporta quela expresion de p53 es
regulado negativamente por Akt a través de la oncoproteinaMdm2 un blanco rio
abajo de Akt. La proteina Mdm2es una ubiquitina-ligasa que es activada por Akt.
Mdm2 regula los niveles de p53 por diferentes mecanismos, puede actuar como una
ubiquitina-ligasa marcando a p53 para ser degradadaviaproteosoma, ademas Mdm2
se une al dominio de activacion transcripcional de p53, bloqueando el reclutamiento
de los factores necesarios para la induccién de la expresion de sus genes
blanco(Mayo and Donner, 2001). En células MCF-7 la activacion de Akt promueve la
fosforilacion de Mdm2 en su serina 166 y 186 obligando su entrada al nucleo, donde
ubiquitina a p53 para su degradacion via proteosoma, inhibiendo de esta manera la
transcripcion de los genes blanco de p53, como p21(Mayo and Donner, 2001), lo
anterior nos da una explicacion deporqué el tratamiento con ATRA no incrementa la

expresion de p53 de manera significativa.
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Para determinar si el efecto de ATRA en la resistencia a inhibicion de la proliferacion
en esta linea celular se debe a la activacion de las vias PI3K-Akt y ERK1/2, se llevd a
cabo un ensayo de proliferacion celular en células tratadas con ATRA durante 48h
pre-tratadas con los inhibidores de PI3K y MAPK (15e y PD98059 respectivamente).
Nuestros resultados indican que el tratamiento con ATRA no ejerce efecto inhibitorio
de proliferacibn comparado con las células no tratadas (Fig. 19 y 20), consistente con
lo ya reportado para esta linea celular en la resistenciaa la inhibicion de la
proliferacion por ATRA(Geradts et al., 1993; Petty et al., 2005); el tratamiento con el
inhibidor de PI3K disminuye la proliferacion celular de manera significativa
comparada con células no tratadas (Fig. 19), la combinacion ATRA/15e también es
efectiva disminuyendo significativamente la proliferacién celular en un 50%. Aunque
no hubo cambio significativo comparado con el 15e, la tendencia es a potenciar el
efecto inhibitorio de proliferacion, tales resultados demuestran que la via PI3K-AKt

media la resistencia al tratamiento con ATRA en inhibir proliferacion.

Por el contrario, los efectos del inhibidor de MAPK en la proliferacion celular (Fig. 20)
fueron diferentes a los obtenidos con 15e, el PD98059 no ejerci6 ningun efecto
inhibitorio de proliferacién, pero la combinacion ATRA/PD98059 demostr6 una
reduccion significativa de la proliferaciéon (50%) comparada con las células no
tratadas, lo que indica que la inhibicion de la via MAPK es un punto clave para que el

ATRA pueda llevar a cabo su efecto inhibitorio de proliferacion.

Dado que las vias de sefalizacion PI3K-Akt y ERK1/2 son de las mas importantes en

regular sobrevivencia y proliferaciébn, respectivamente, y es comun
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encontrarlasactivas de manera constitutiva en cancer(Haagensen et al., 2012), se
demostro la inhibicion simultanea de estas vias de sefalizacion. Nuestros resultados
muestran que la combinacion de inhibidores (15e y PD98059) disminuyen la
proliferacion comparado con células no tratadas, sin embargo no se presenta efecto

aditivo en el tratamiento del ATRA combinado con losdos inhibidores.

La cascada de sefializacion PI3K-Akt es una importante via involucrada en
sobrevivencia, que también puede regular procesos de diferenciacion en distintos
tipos de células (Manning and Cantley, 2007). La via de sefializacion ERK1/2 es otra
importante cascada que puede ser activada por mitdgenos y citocinas para estimular
la proliferacion celular, ERK1/2 ha sido asociado a sobrevivencia celular y
proliferacion principalmente, sin embargo dependiendo el tipo de células, estimulo y
la duracién de la activacion puede producir otras respuestas bioldégicas como
migracion, diferenciacion y apoptosis (Kyosseva, 2004). Dado que el proceso de
proliferacion celular no es el Gnico en que se ven involucradas estas vias de
sefalizacion, la administracion de ATRA en combinacién con los inhibidores de
ambas vias puede provocar que se promueva otro proceso celular como el de
diferenciacion y que esta sea la causa de que en nuestros resultados no observemos
un efecto inhibitorio de proliferacion mayor del 50% al inhibir ambas vias en células

de cancer de pulmédn.

Sin embargo, nuestros resultados demuestranque el tratamiento con ATRA, en
combinacion con los inhibidores de PISK o MAPK,pueden disminuir la proliferacién

en un 50%. La utilizacion de estos inhibidores en combinacion con ATRA en ensayos
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de proliferacion celular no habia sido reportada para células de cancer de pulmon,
por lo tanto este trabajo propone que la inhibicién de la via PI3K o MAPK en
combinacion con el ATRA puede ser usado como posible tratamiento para disminuir

la proliferacion en un 50% en células de cancer de pulmon.

Para determinar el efecto del ATRA, solo o en combinacién con los inhibidores de
PI3K y MAPK sobre la regulacion de la apoptosis se trataron las células durante 48h
con estos compuestos. Nuestros resultados indican que el tratamiento con ATRA
exhibe una tendencia a promover sobrevivencia en células A549, debido al poco
namero de células apoptoticas que se detectaron a las 48h, datos que no fueron
significativos comparados con células no tratadas, sin embargo al mismo tiempo
estos resultados nos sugieren un fendmeno deresistencia a apoptosis por el
tratamiento con ATRA. En consistencia con lo anterior se reporta que ATRA
promueve sobrevivencia en células de cancer de pulmoén (Garcia-Regalado et al.,
2013). Por otra parte, la adicion de los inhibidores (15e y PD98059) contrarresta el
mecanismo de sobrevivencia provocado por el ATRA, aumentando el numero de
células apoptéticas,la combinacion de ATRA/15e ejerce un efecto aditivo significativo
induciendo apoptosis, aumentando 2.5 veces mas el numero de células apoptéticas
comparado con el tratamiento solo con el inhibidor de PI3K, demostrando que el
ATRA es efectivo para promover apoptosis siempre que se encuentren inhibidas las
vias PI3K y MAPK en células de cancer de pulmén. Lo que observamos en nuestros
resultados es que el tratamiento con el PD98059 incrementa 2 veces mas el nimero

de células apoptoticascomparado con el 15e, lo que nos sugiere que es mas efectivo
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induciendo apoptosis, quizas debido a que el arresto del ciclo celular promovido por
el tratamiento con el PD98059 durante 48h es un mecanismo muy fuerte de muerte
celular, consistente con estos resultados se ha reportado en otros estudios que el
PD98059 no afecta la primera mitosis después deque las células estuvieron
expuestas al farmaco, pero que la mayoria de las células (el 90%) permanecen
detenidas en la interfase sin entrar a una segunda mitosis en un lapso mayor a 48h y
gue esto provoca que una gran proporcion de las células muera en la interfase
después de haber salido de la primera mitosis o incluso sin haber entrado a la
primera mitosis(Kawabata et al., 2012). El mecanismo de accion de los inhibidores de
la via MAPK es provocar arresto del ciclo celular, incrementando el porcentaje de
células en la fase G1, un indicativo de apoptosis, provocando también la disminucién
de la expresion de ciclina E, ciclina D1 y pro-caspasa 3 (Kawabata et al., 2012;
Miyoshi et al., 2012).En otros estudios se ha propuesto que la incubacion de las
células APL con los inhibidores de PI3K conducen a una pérdida del potencial de
membrana mitocondrial, una reduccién en los niveles de pro-caspasa 9y la aparicion
de la caspasa 9, esto indica que los efectos de los inhibidores de PI3K es promover
apoptosis mediante la ruta mitocondrial de muerte celular(Billottet et al., 2009). El
tratamiento con ATRA después de haber inhibido la via PIS3K o MAPK nos da un
efecto potenciador de la apoptosis, o que resulta en una posible combinacion

terapéutica efectiva para promover apoptosis en células de cancer de pulmén.

Hasta la fecha poco se sabe acerca del efecto funcional de ATRA en migracion y

dado que las vias de sefializacién que se estan estudiando podrian tambiénparticipar
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en este evento. Se determind el efecto del ATRA y de las vias PI3K-Akt y ERKen
procesos de migracion celular mediante ensayos de cierre de herida. Nuestros
resultados muestran que en células A549 tratadas con ATRA durante 48
hsepromueve migracion celular ya que se reduce el diametro de la herida en un 22%
comparadocon las células no tratadas, lo que significa que el ATRA indujo la
reorganizacion del citoesqueleto de las células para poder migrar, este
comportamiento no habia sido demostrado en células de cancer de pulmén tratadas
con ATRA. Sin embargo, hay reportes que indican que los retinoides estan
involucrados en la expresidbn de metaloproteasas(Zaragoza et al., 2007) lo que
ayudaria a degradar la matriz extracelular para que las células migren e invadan
otros tejidos. Los resultados que obtuvimos con los pre-tratamientos demuestran que
el inhibidor de PI3K o MAPK seguido del tratamiento con ATRA previenen el proceso
de migracion provocado por el ATRA ya gque no se observa disminucion significativa
en el area de la herida comparado con células no tratadas, por lo tanto sugieren que
las vias de sefializacion PI3K y MAPK estan involucradas en procesos de migracion
celular regulados por el ATRA en células de cancer de pulmén, la inhibicién de estas
vias de sefalizacion ayuda a revertir este efecto. Consistente con estos resultados
ya se habia reportado que el ATRA puede inhibir el proceso de proliferacion celular
pero potenciar el proceso de invasion celular en células pancreaticas(Leelawat et al.,
2005). En el 2005 se demostré que el acido retinoico activa a PI3K y que esto
provoca la activacion de Racl, sugiriendo que la activacion de PI3K y Racl regulan
también la activacion de la via MAPK (Pan et al., 2005), recientemente se comprob6

la participacion de la via PI3K-Akt regulando la activacion de Rac para promover
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invasion en células de cancer de pulmoén (Garcia-Regalado et al., 2013). Rac es una
GTPasade la familia Rho que controla una gran variedad de funciones celulares
como las adhesiones célula-célula, adhesiones célula-matriz, migracion celular,
progresion del ciclo celular y transformacion celular, influenciando de esta manera
varios aspectos relacionados con la tumorigénesis. Rac ha sido implicada en la
regulacion del proceso de migracion celular induciendo la reorganizacion
delcitoesqueleto de actina para la formacion de ruffles de membrana en fibroblastos,
asi como regulando la expresion de varias metaloproteasasde matriz (MMP)(Mack et
al., 2011).Estudios recientes en células de cancer de prostata demuestran que la
activacion de la via de sefalizacion PI3K-Akt puede inducirinvasion celular mediante
la regulacién demetaloproteasas, demostrando que la via PI3K-Akt puede contribuir a
incrementar la invasividad de las células y facilitar la progresion del cancer(Shukla et
al., 2007). La utilizacion de inhibidores de PI3K, Akt o MMP suprimen las
propiedades invasivas de estas células(Jung et al., 2013), aunque se ha visto que
PI3K es fundamental para la invasion de células de cancer de pristata, existen otras
vias de sefalizacion que estan involucradas en la invasion de tumores como la via
ERK1/2 cuya activacion es suficiente para desencadenar un comportamiento

invasivo(Shukla et al., 2007).

Nuestros resultados sugieren que el tratamiento con ATRA promueve migracion en
células de cancer de pulmén mediada por la activacion de las vias de sefializacion
PI3K y MAPK. Estos resultados respaldan las propuestas previas de la utilizacion de

inhibidores de las vias PI3K o MAPK en combinacion con el ATRA, que podrian ser
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usados para obtener un mejor resultado en pacientes con cancer de pulmon que no

respondieron inicialmente a una terapia con retinoides.

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo de maestria y en los
antecedentes, proponemos un modelo que describe el mecanismo de accion de
ATRA en células de cancer de pulmédn resistentes a su efecto anti-proliferativo (Fig.
26). En este modelo ATRA atraviesa la membrana plasmatica y se une a RARa para
formar un complejo de sefializacion (paso 1), este complejo es capaz de activar las
vias de sefalizaciéon PI3K-Akt y ERK1/2 desde la membrana plasmatica (paso 2),
hasta el momento se desconoce si la interaccion es directa o indirecta a través de
otras proteinas intermedias. La activacién de Akt (paso 3) promueve sobrevivencia y
migracion a través de Rac (paso 4). Akt en su forma activa induce la degradacién de
p53 mediante la ligasa de ubiquitina mdm2, ademdas reprime la expresion
transcripcional de genes blanco de ATRA como p53. La inhibicion de PI3K por el 15e
(paso 6) bloquea los procesos de sobrevivencia y migracién, ademas de permitir la
expresion de p53 mediada por ATRA. La activacion de MAPK (paso 7) nos lleva a
proliferacion celular (paso 8). La inhibicion de MAPK por el PD98059 lo evita (paso

9).
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Figura 26. Modelo del mecanismo de accion de ATRA en células de cancer de pulmén
resistentes a su accion anti-proliferativa.
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CONCLUSIONES

e ATRA activa a las vias PI3K-Akt y ERK1/2 por un mecanismo independiente

de la transcripcion.

e La activacion de PI3K-Akt y ERK1/2 nos lleva a procesos de sobrevivencia y
migracion celular, asi mismo, evita el efecto inhibitorio de proliferacion celular
del ATRA.

e EI| tratamiento con los inhibidores de PI3K y MAPK evitan el proceso de
migracion celular y sobrevivencia provocado por el tratamiento con ATRA.

e La activacion de PI3K-Akt y de ERK1/2estarelacionada con la resistencia a

inhibicién de la proliferacion y apoptosis en células de cancer de pulmén.
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PERSPECTIVAS

La activacion de las vias PI3K-Akt y ERK1/2 por el ATRA debe continuar
investigandose para esclarecer mas el mecanismo de activacion que ejerce el

ATRA en esta via de sefalizacion.

La participacion de los receptores nucleares en la activacion de las vias de
sefalizacion PI3K-Akt y ERKZ1/2podria ser mejor estudiada empleando
técnicas como la inmunoprecipitacion, “pulldown” o el ensayo de doble hibrido
con levadura, que nos permitan encontrar una relacion de los receptores
nucleares interactuando con alguna de estas cinasas.

La utilizacion de inhibidores de PI3K y MAPK en combinacion con el ATRA,
debe continuar investigandose, realizando estudios in vivo, para que se
genere un esquema de aplicacion de ATRA discriminando entre pacientes que

responden o0 no a una terapia inicial de retinoides.
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ANEXO A

Figura 15

Newman-Keuls Multiple Comparison Test
NT vs ATRA
NT vs ATRA/BMS493
NT vs BMS493
BMS493 vs ATRA
BMS493 vs ATRA/BMS493
ATRA/BMS493 vs ATRA

Figura 17

Newman-Keuls Multiple Comparison Test
BMS493 vs ATRA
BMS493 vs NT
BMS493 vs ATRA/BMS493
ATRA/BMS493 vs ATRA
ATRA/BMS493 vs NT
NT vs ATRA

Figura 19y 20

Newman-Keuls Multiple Comparison Test
ATRA/PD/15e vs SFB 10%
ATRA/PD/15e vs PD98059
ATRA/PD/15e vs NT
ATRA/PD/15e vs ATRA
ATRA/PD/15e vs 15e
ATRA/PD/15e vs 15e/PD98059
ATRA/PD/15e vs ATRA/15e
ATRA/PD/15e vs ATRA/PD98059
ATRA/PD98059 vs SFB 10%
ATRA/PD98059 vs PD98059
ATRA/PD98059 vs NT
ATRA/PD98059 vs ATRA
ATRA/PD98059 vs 15e
ATRA/PD98059 vs 15e/PD98059
ATRA/PD98059 vs ATRA/15e
ATRA/15e vs SFB 10%
ATRA/15e vs PD98059
ATRA/15e vs NT
ATRA/15e vs ATRA
ATRA/15e vs 15e
ATRA/15e vs 15e/PD98059
15e/PD98059 vs SFB 10%
15e/PD98059 vs PD98059
15e/PD98059 vs NT
15e/PD98059 vs ATRA
15e/PD98059 vs 15e

Valor de P
P <0.01
P >0.05
P >0.05
P <0.05
P >0.05
P <0.05

Valor de P
P <0.001
P <0.05
P >0.05
P <0.001
P >0.05
P <0.001

Valor de P
P <0.001
P <0.01
P <0.05
P >0.05
P > 0.05
P >0.05
P >0.05
P > 0.05
P <0.001
P <0.01
P < 0.05
P >0.05
P >0.05
P > 0.05
P > 0.05
P <0.001
P <0.01
P <0.05
P >0.05
P > 0.05
P >0.05
P <0.001
P <0.01
P <0.05
P >0.05
P > 0.05

% obtenidos de la normalizacién con células no tratadas
NT= 100%

ATRA=186.7%

BMS493=124.5%

ATRA/BMS493= 134%

% obtenidos de la normalizacién con células no tratadas
NT= 100%

ATRA=553.07%

BMS493= 16.75%

ATRA/BMS493= 35.17%

% obtenidos de la normalizacién con células no tratadas
NT= 100%

ATRA=73.8%

15e=59.6 %

ATRA/15e=55.7%

PD90859= 116.6%

ATRA/PD98059= 51.3%

15e/PD98059= 59.3%

ATRA/PD98059/15e= 51.1%

SFB= 214.8%
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15e vs SFB 10%

15e vs PD98059

15e vs NT

15e vs ATRA

ATRA vs SFB 10%
ATRA vs PD98059
ATRA vs NT

NT vs SFB 10%

NT vs PD98059
PD98059 vs SFB 10%

Figura 23
Newman-Keuls Multiple Comparison Test
ATRA vs ATRA/15e
ATRA vs ATRA/PD98059
ATRA vs PD98059
ATRA vs 15e
ATRA vs NT
NT vs ATRA/15e
NT vs ATRA/PD98059
NT vs PD98059
NT vs 15e
15e vs ATRA/15e
15e vs ATRA/PD98059
15e vs PD98059
PD98059 vs ATRA/15e
PD98059 vs ATRA/PD98059
ATRA/PD98059 vs ATRA/15e

Figura 25

Newman-Keuls Multiple Comparison Test
SFB 10% vs ATRA/PD98059
SFB 10% vs ATRA/15e
SFB 10% vs PD98059
SFB 10% vs ATRA
ATRA vs ATRA/PD98059
ATRA vs NT
ATRA vs PD98059
PD98059 vs ATRA/PD98059
PD98059 vs NT
NT vs ATRA/PD98059
ATRA vs ATRA/15e
ATRA/15e vs NT

P <0.001
P <0.01
P <0.05
P >0.05
P <0.001
P <0.05
P >0.05
P <0.001
P >0.05
P <0.001

Valor de P
P <0.001
P <0.001
P <0.001
P <0.05
P >0.05
P <0.001
P <0.001
P <0.001
P <0.05
P <0.01
P <0.01
P <0.001
P >0.05
P >0.05
P >0.05

Valor de P
P <0.001
P <0.001
P<0.01
P > 0.05
P <0.001
P <0.001
P <0.01
P > 0.05
P >0.05
P >0.05
P <0.001
P >0.05

% obtenidos de la normalizacién con células no tratadas
NT=100%

ATRA=44.4%

15e=272.2%

ATRA/15e= 600%

PD98059=572.2%

ATRA/PD98059= 577.7%

% obtenidos de la normalizacion con células no tratadas
NT= 100%

ATRA=77.5%

ATRA/15e=98.1%

PD98059= 91.6%

ATRA/PD98059= 100%

SFB=72.6%
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ANEXO B

Buffer de lisis:

e 50 mM Tris pH 7.5
e 0.15M NaCl
e 1% Triton X-100

e Adicionar inhibidores de proteasas antes de ser usado *

Para preparar 500 mL utilizar:
25 mL de Tris-HCI 1M, pH 7.5
15 mL de NaCl 5M

5 mL de Triton X-100

455 mL de agua destilada

Mezclar con un agitador magnético.

x*Justo antes de ser utilizado adicionar inhibidores de proteasas.

Para preparar 10 mL:

Agregar 10 pL de EDTA (1mM), 10 uL de Ortovanadato de Sodio (1mM), 10 yL de
NaF (1mM), 100 uL de PMSF (1mM), 100 uL de B-glicerolfosfato (10mM) y 1 mL del

Complete®.
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ANEXO C

Buffer de transferencia 10 X pH 8.3
Tris 0.25M
Glicina 1.92M
Aforar a 1 L de agua MilliQ™ (No ajustar el pH).

Buffer de transferecia 1X pH 8.3(No ajustar el pH)

Buffer de transferencia 10X 100 mL
Metanol 200 mL
Agua 700 mL

TBS — Tween 20

Para preparar 2 L de TBS-Tween utilizar:
200 mL de TBS 10X

1800 mL de H20

1 mL de Tween 20

Mezclar con un agitador magnético.

TBS 10X

Para preparar 1L de TBS 10X en H20 utilizar:
Trizma Base 100mM

NaCl 1.5M

Mezclar con un agitador magnético y ajustar el pH a 7.5 con HCI.
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