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Resumen

Estudio de las células madre tumorales de pulmon bajo un contexto de
quimiorresistencia. Implicancia del sistema del acido retinoico como
potenciador a las terapias convencionales y noveles en cancer de

pulmoén a células no pequenas.

Resumen

El cisplatino (CDDP) es una terapia estandar para el cancer de pulmén de células no pequenas
(NSCLC), aunque su eficacia es limitada por resistencia adquirida, asociada a células madre

tumorales (CSCs).

En este estudio se generd una linea celular resistente al CDDP (H125cpr) y se la utilizd junto con
la A549cpr (A549 resistente a CDDP) para evaluar el efecto del tratamiento con acido trans
retinoico (ATRA) en un contexto de quimiorresistencia. H125cpr mostré menor sensibilidad al
CDDP, menor proliferacién y migracidon, pero mayor capacidad clonogénica que su control
(H125ct). Al analizar la subpoblacién de CSCs, H125cpr formé menos oncosferas, aunque
crecieron mas rapidamente. In vivo, los tumores derivados de H125cpr crecieron mas

lentamente y no respondieron al tratamiento con CDDP, a diferencia de los H125ct.

El ATRA no afecté directamente la viabilidad celular, pero modificé la expresién de los
receptores retinoides hacia un fenotipo mas diferenciado en todas las lineas celulares,
sensibles o resistentes a CDDP. La combinacién de ATRA y CDDP tuvo un efecto sinérgico in

vivo, reduciendo el crecimiento tumoral en un modelo subcutaneo singeneico LP07.

Ademas, se analizé mediante estudios de muestras de pacientes del IOAHRy en bases de datos
publicas de pacientes con cancer de pulmén y encontramos que tanto RARa como NANOG y
OCT4 presentan una relevancia clinica en esta patologia, siendo posible su potencial uso como

marcadores prondsticos de la enfermedad.



Resumen

Estos hallazgos destacan el potencial de ATRA como agente sensibilizante al CDDP y presentan

una nueva linea celular resistente para estudiar mecanismos de resistenciay posibles terapias.

Palabras Clave:

Cisplatino

Acido Trans-Retinoico

Quimioresistencia

Cancer de Pulmén de Células no Pequenas

Célula Madre Tumoral



Abstract

Study of lung cancer stem cells in a context of chemoresistance.
Implication of the retinoic acid system as an enhancer for conventional

and novel therapies in non-small cell lung cancer.

Abstract

Cisplatin (CDDP) is a standard therapy for non-small cell lung cancer (NSCLC), although its
efficacy is often limited by acquired resistance, which has been linked to cancer stem cells

(CSCs). The retinoic acid system has emerged as a potential therapeutic target.

This study generated a CDDP-resistant cell line (H125cpr) and used it alongside A549cpr (A549
CDDP-resistant) to evaluate the effect of all-trans retinoic acid (ATRA) in a chemoresistance
context. H125cpr showed reduced sensitivity to CDDP, lower proliferation and migration, but
increased clonogenic capacity compared to its control (H125ct). Besides, when we analyzed
their CSC, H125cpr formed fewer oncospheres, but these grew faster. /In vivo, tumors derived
from H125cpr grew more slowly and did not respond to CDDP treatment, unlike those from

H125ct.

ATRA did not directly affect cell viability but altered the expression of retinoid receptors toward a
more differentiated phenotype in both sensitive and resistant cell lines. The combination of ATRA
and CDDP had a synergic effectin vivo, reducing tumor growth in a LPO7 subcutaneous syngeneic

model.

Furthermore, we analyzed samples from IOAHR patients and public databases of lung cancer
patients and found that RARa, NANOG, and OCT4 have clinical relevance in this pathology,
making their potential use as prognostic markers of the disease possible. These findings highlight
the potential of ATRA as a CDDP-sensitizing agent and present a new resistant NSCLC cell line,

useful for studying resistance mechanisms and evaluating new therapeutic strategies.



Key Words:

Cisplatin

All-Trans Retinoic Acid

Chemoresistance

Non-Small Cell Lung Cancer

Cancer Stem Cell
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Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico

ALK: Quinasa de linfoma anaplasico

ATRA: Acido trans-retinoico

CDDP: Cisplatino, cis-diaminodicloroplatino(ll)

CDKs: Ciclinas dependientes de quinasas

CSC: Célula madre tumoral

DISC: Complejo de senalizacion inductor de muerte

DMEM: Medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico

GSH: Glutation

HDAC: Proteinas deacetilasa de histonas

HIF: Factor inducible por hipoxia

IP: loduro de propidio

LIC: Células iniciadoras de leucemia

MET: Migracion transendotelial

NSCLC: Cancer de pulmén de células no pequefias

PBS: Buffer fosfato salino

Abreviaturas
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RARE: Elemento de respuesta al acido retinoico

RARs: Receptores de acido retinoico

RPMI: Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute

RXRs: Receptores X de retinoides

SCLC: Cancer de pulmén de células pequenas

SFB: Suero fetal bobino

SG: Sobrevida global

SLE: Sobrevida libre de enfermedad

TEM: Transicion epitelio-mesenquimal

TNFR: Receptor del factor de necrosis tumoral

VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial

VEGFR: Receptor del factor de crecimiento vascular endotelial

Abreviaturas
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Introduccioén

Cancer de pulmén

El cancer de pulmon es la principal causa de muerte por cancer a nivel mundial y el tercero en
cuanto a suincidencia, solo detras del cancer de préstata, segun datos del 2022 (Global Cancer
Observatory, 2022). En Argentina la incidencia es de 215,8 casos por cada 100.000 habitantes
por ano, mientras que la tasa de mortalidad es de 102,7 por cada 100.000 habitantes por ano,
siendo el tercer pais con mayor mortalidad por este tipo de tumor en América Latina, detras de
Uruguay (128,3) y Cuba (110,2) (Figura 1). Estas estadisticas subrayan la necesidad de

desarrollar nuevas estrategias terapéuticas capaces de reducir la mortalidad asociada a este

tumor.
A Incidencia Mortalidad B Incidencia Mortalidad
Moma | roeuy |
Prostata - Puerto Rico _
Pulmon Cuba _
Colorectal - Argentina —
Cuello uterino - Brasil _
Estémago - Paraguay _
Tiroides = Chile _
Higado Venezuela _
Utero Costa Rica _
Ovario Colombia _
Linfoma no-Hodgkin - Panama _
Leucemia - Ecuador _
Esofago - Bolivia _
Pancreas - México 4—
3 40 50 309 250 200 150 ‘00 53 0 50 100 ‘50 200 250 300
Tasa estandarizada por edad Tasa estandarizada por edad
(por cada 100.000 habitantes) (por cada 100.000 habitantes)

Figura 1. (A) Incidenciay mortalidad mundial por cada 100.000 habitantes por afio para cada tipo
tumoral. (B) Incidencia y mortalidad para pacientes con cancer de pulmén por cada 100.000

habitantes en los distintos paises de Latinoamérica.

El principal factor de riesgo para el cancer de pulmoén continta siendo el consumo del tabaco.
Los fumadores presentan un riesgo aproximadamente 20 veces mayor de contraer cancer de

pulmén que los no fumadores (Schabath, 2020). Otros factores de riesgo importantes son la
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Introduccioén

exposicién alhumo de otros fumadores (conocido como humo ambiental o tabaquismo pasivo),

0 a otros agentes carcindgenos, como el radodn, el amianto y el asbesto.

El cancer de pulmdn se origina por la transformacién maligna de células del epitelio pulmonar
(por lo que todos los tumores son carcinomas). Dependiendo de la zona donde se origine, va a
derivar en un tumor con determinadas caracteristicas histopatoldgicas, subdividiéndose en dos
grandes grupos: el cancer de pulmon de células pequefas (SCLC) y el cancer de pulmén de

células no pequefias (NSCLC).

El SCLC es un carcinoma neuroendocrino que representa cerca del 15% de los casos. Se
caracteriza por una alta tasa proliferativa, alta propensién a la metastasis temprana y mal
prondstico, agravado por diagnésticos generalmente tardios (Rudin, 2021). El origen de este tipo
tumoral suele ser en el bronquio primario o secundario, presentando células de gran tamano y
cuyo nucleo abarca gran parte de la superficie celular. Estos tumores suelen responder
inicialmente a la quimioterapia con compuestos basados en platino. Sin embargo, la

supervivencia a 5 afos apenas alcanza el 7% (American Cancer Society, 2025).

El NSCLC comprende todos los tipos tumorales que no incluyen los SCLC, y su clasificacion
depende de la célula tumoral que le dio origen. Dentro de los NSCLC se encuentran los
adenocarcinomas, carcinomas de células escamosasy los carcinomas de células grandes. Los
adenocarcinomas se desarrollan en las zonas distales de los pulmones, en los epitelios
lindantes con las cavidades y glandulas. Los carcinomas de células escamosas se originan en
el centro del pulmdn, cerca de los bronquios. Por dltimo, los carcinomas de células grandes
pueden ocurrir en cualquier parte del pulmoény tiende a crecery diseminarse mas rapido que los

otros dos subtipos (Tai, 2020).

15



Introduccioén

Clasificacion molecular del NSCLC

Si bien el cancer de pulmdn no se clasifica en subtipos moleculares tan definidos como en
cancer de mama, resultan importantes ciertas mutaciones con valor prondstico y predictivo.
Mutaciones en EGFR, KRAS, MET o rearreglos en ALK suelen ser las modificaciones mas
frecuentes, como se muestra en la Figura 2. Ademas, mutaciones en el gen PT53, que codifica
para la proteina supresora tumoral P53, aparecen en cerca del 80% de los tumores de pulmon
(Akira Mogi, 2011). Estas alteraciones guian la eleccidon de terapias dirigidas y constituyen
variables centrales en el manejo del NSCLC. En esta tesis usaremos dos lineas celulares de
NSCLC: NIH-A549 (CCL-185), que posee mutaciones en KRAS, PT53 y SKT11 y NCI-H125 (CRL-

5801), con solo PT53 mutado.

Fusién del gen NTRK (1%)

Z

Mutacion KRAS p.G12C (13%) /£ "\ Mutacion de EGFR (10% - 30%)

Rearreglo de ROS1 (1% - 2%) /- '

Mutacion de BRAF (4%) /%

Mutacién de HER2 (2% - 4%)/ \Rearreglo de RET (1% - 2%)
Rearreglo de ALK (5% - 6%) \Mutacic’)n de MET (5%)

Figura 2. Mutaciones de oncogenes presentes en pacientes con NSCLC (Qiangian Guo, 2022).

Terapias para el NSCLC

Los sintomas iniciales del cdncer de pulmén (tos persistente, disnea, dolor toracico y
sibilancias) suelen ser ignorados por los pacientes, impidiendo el diagndstico temprano y el
tratamiento eficaz (Gershman E, 2019). Las opciones terapéuticas incluyen quimioterapia,

quimiorradioterapia, terapia dirigida, terapia antiangiogénica, inmunoterapia y terapia

16



Introduccioén

combinada (Qiangian Guo, 2022). Para el tratamiento de la enfermedad en estadios lI-IV pueden
agregarse tratamientos adyuvantes o neoadyuvantes, ademas de las terapias mencionadas

anteriormente, para optimizar los resultados quirdrgicos.

Quimioterapia

Antes del surgimiento de la terapia dirigida, la quimioterapia dominaba el tratamiento clinico del
cancer de pulmon. Luego del descubrimiento de los genes mutados presentes en NSCLC, la
terapia dirigida comenzé a tener mayor relevancia. Sin embargo, la quimioterapia combinada
con algun otro compuesto sigue siendo un tratamiento recurrente. Actualmente, la
quimioterapia en NSCLC involucra esquemas basados en cisplatino o carboplatino,
combinados con gemcitabina, taxanos o pemetrexed, y en algunos casos agentes dirigidos

como el bevacizumab (inhibidor de VEGFR) o el erlotinib (inhibidor de EGFR) (Hanna, 2021).

Quimiorradioterapia

La radioterapia se utiliza habitualmente en el control local de diferentes estadios del cancer de
pulmén. Sin embargo, aunque la radioterapia es la terapia estandar para pacientes con NSCLC
en estadio lll, suimpacto en la supervivencia es limitado. Dado que el dafio al ADN inducido por
la radioterapia puede estimular respuestas inmunes, la terapia combinada con inmunoterapia

podria producir mejores resultados terapéuticos (Miyasaka,2021).

Terapias dirigidas

Gracias al estudio de los multiples oncogenes mutados en el NSCLC, es posible la terapia
dirigida con compuestos disefiados contra ellos (Tan, 2002). Para administrar una terapia
dirigida en pacientes con cancer de pulmén, las mutaciones moleculares en el tumor deben
confirmarse mediante ensayos de diagndstico, siendo la mas efectiva la secuenciacion de nueva

generacion (NGS). Asi, existen numerosos medicamentos dirigidos hacia estos oncogenes,
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aprobados para su utilizacion en NSCLC: dirigidos a EGFR, a ALK, a ROS1, aRET, a HER2, a KRAS,

a BRAF, a NTRK y a MET (Tabla 1).

Oncogenes Blanco Medicamentos

EGFR gefitinib, erlotinib, afatinib, dacomitinib, osimertinib
ALK crizitinib, alectinib, brigatinib, ceritinib, lorlatinib
ROS1 crizotinib, lorlatinib, entrectinib, brigatinib

RET pralsetinib, selpercatinib
HER2 pirotinib, tucatinib, trastuzumab
KRAS adagrasib, sotorasib
BRAF dabrafenib, trametinib
NTRK larotrectinib, entrectinib

MET crizotinib

Tabla 1. medicamentos especificos dirigidos hacia los distintos oncogenes vinculados a NSCLC.

Terapia antiangiogénica

El crecimiento del tumor depende de la angiogénesis, mecanismo necesario para brindarle
nutricién a las células en constante duplicacién (Chen, 2021). Entonces, terapias dirigidas a
inhibir este proceso pueden tener buen resultado en pacientes. El factor inducible por hipoxia
(HIF), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y su receptor (VEGFR) son blancos de
este tipo de terapias (Jayson, 2016). Ademas, combinar la terapia anti VEGF con inmunoterapia
puede resultar particularmente beneficioso ya que se ha demostrado que el VEGF cumple unrol

como inhibidor de respuesta inmune en el microambiente tumoral (Lapeyre, 2016).

Inmunoterapia

La inmunoterapia en NSCLC usualmente usa anticuerpos bloqueantes del reconocimiento de
antigenos en inmunocitos y ligandos en células tumorales (Mielgo-Rubio, 2021). Los inhibidores
de puntos de control inmunolégicos (checkpoints) se utilizan en estadios avanzados y
metastasicos (Roller, 2022). Las proteinas blanco de estas terapias son CTLA-4 (ipilimumab),
PD-1 (pembrolizumab y nivolumab) y PD-L1 (atezolizumab, durvalumab y avelumab) (Nasser,
2020). La inmunoterapia puede ser ademas combinada ya sea tanto con quimioterapia o

radioterapia, para aumentar su eficacia.
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Resistencia a CDDP

A pesar del avance de terapias con agentes dirigidos no citotoxicos, la quimioterapia sistémica
continua siendo central en el tratamiento tanto del cancer de pulmén de células no pequenas
(NSCLC) como del cancer de pulmoén de células pequeinas (SCLC). La resistencia a cisplatino
(CDDP), tanto intrinseca como adquirida, representa una de las principales limitaciones del

tratamiento (Kim, 2016).

Los mecanismos descriptos de resistencia a CDDP suelen estar vinculados a la expulsién activa
del farmaco, lo que genera la disminucion de la concentracién de platino intracelular (Florea,
2011). Esta expulsion esta dada por proteinas como el transportador de cobre CTR1, cuya baja
expresion en pacientes con NSCLC se asocia a peor prondstico y resistencia al tratamiento
basada en platino (Kim, 2014), asi como la bomba de eflujo BCRP, que también se vinculan con
la resistencia a compuestos derivados del platino en NSCLC. En el caso de BCRP, su
sobreexpresion se ha observado tanto en tumores con baja respuesta a CDDP, como en

muestras de sangre de estos pacientes (Zattoni, 2022).

Otro mecanismo relevante en la resistencia al CDDP es la concentracidon de glutation (GSH)
intracelular. Esta molécula es capaz de unir CDDP, impidiendo la formacién de los aductos de
ADN y disminuyendo la concentracién de CDDP intracelular. Ademas, se ha reportado que el
mismo GSH es capaz de reparar dichos aductos ((Zhou, 2020) por lo que la resistencia dada por

GSH podria estar actuando a través de dos mecanismos complementarios.

Por otro lado, la quimiorresistencia al cisplatino no debe entenderse unicamente como una falla
en los mecanismos de transporte o reparacién del ADN a nivel celular, sino como un proceso de
seleccion poblacional. Al eliminar la masa tumoral altamente proliferativa, el cisplatino produce
un enriquecimiento relativo de las células madre tumorales (CSC), las cuales poseen una
plasticidad intrinseca que les permite persistir en un estado de quiescencia o latencia. Esta

persistencia de las CSC tras la terapia convencional es, en ultima instancia, el motor de las
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recaidas clinicas en el NSCLC, lo que resalta la urgencia de identificar agentes capaces de
vulnerar este nicho especifico (Bhat, 2024). Mas aun, es destacada la importancia en la
generacion de modelos que permitan estudiar en profundidad este tipo de resistencia dando

cuenta de la presencia de CSC.

Células Madre Tumorales

Elcancer de pulmdn es una neoplasia heterogénea que contiene células con propiedades stem.
Estas células, que poseen caracter embrionario, se las conoce como células madre tumorales
0 células iniciadoras de tumores (CSC) y se han descrito como responsables del
establecimiento y crecimiento tumoral (Capp, 2019). Ademas, se asocian con fenotipos
agresivos, alta heterogeneidad y resistentes a terapia (Ayob, 2018). Durante los tratamientos de
quimioy radioterapia, las células altamente proliferativas son eliminadas primero, mientras que
las CSC (mas resistentes) persisten (Shibata, 2019). Esta resistencia puede producir recaidas y

generar la reaparicion de la enfermedad (Desai, 2019).

Se cree que los tumores generados a partir de CSC siguen una jerarquia unidireccional, en la
cual solo la poblacion de CSC es capaz de iniciar el crecimiento tumoral (Afify, 2019). En el
momento de la iniciacién tumoral, se sugiere que las células madre tumorales se dividen de
manera asimétrica para mantener el reservorio de CSC (Bu, 2013). Estas divisiones asimétricas
generan células de amplificacién transitoria, que se dividen simétricamente y, por lo tanto,

poseen una alta capacidad proliferativa.

En contraste con el modelo de CSC, en el que solo una pequefia subpoblaciéon de células es
capaz de promover lainiciacidony el crecimiento tumoral, el modelo de evolucién clonal sostiene
que células genéticamente inestables acumulan alteraciones gendmicas con el tiempo, lo que
provoca un aumento de la agresividad, la resistencia y la heterogeneidad tumoral (Rich, 2016).
Ambos modelos no son mutuamente excluyentes. Esto puede explicarse por la plasticidad

celular, que sugiere la interconversion entre los distintos estados celulares (Cabrera, 2015).
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Dado que se ha demostrado que las CSC causan la iniciacién y recaida de tumores, resulta
fundamental la busqueda y analisis de biomarcadores que las caractericen. De este modo, se
podria predecir la evolucién del paciente y seleccionar terapias acordes con la relevancia del

componente stem del tumor o del microambiente tumoral.

La pluripotencia de las células madre embrionarias esta regulada por unared central de factores
de transcripciéon que incluye OCT-3/4, SOX2 y NANOG, KLF4 y c-MYC, asi como vias de
sefalizacion como Jak/Stat, Wnt/ B-Catenina y TGF-B (Hadjimichael, 2015). La red de
pluripotencia central, compuesta por NANOG, SOX2y OCT-3/4, activa genes de autorrenovacion
y suprime genes implicados en la diferenciacidon. Estos factores se han propuesto como
biomarcadores de CSC, por lo que seran utilizados en esta tesis como indicadores de su

presencia.

Sistema Retinoide

Los retinoides son una familia de moléculas que derivan de la vitamina A (retinol). El retinol es
transportando intracelularmente por la proteina celular de unién a retinol (CRBP), quién lo
expone a la retinol deshidrogenasa para su conversién en retinaldehido (Metzler, 2016).
Posteriormente, el retinaldehido es convertido a acido retinoico (AR) por tres retinaldehido
deshidrogenasas: ALDH1A1, ALDH1A2 y ALDH1A3 (Cunningham, 2015). Esta conversion es
irreversible, pero el acido retinoico se degrada rdpidamente por enzimas de la familia del
citocromo P450, resultando en un tiempo de vida medio corto, cercano a 1 hora (Ross, 2011).
Tanto la sintesis como el metabolismo de los metabolitos bioactivos del retinol pueden
encontrarse alterados en las células tumorales en comparacién con las células normales (Tang,

2011).

Una vez sintetizado, el AR se une a su transportador CRABP e ingresa al nlcleo, donde funciona
como factor de transcripcion al unirse principalmente a los receptores retinoicos (RARs) y, en

menor medida, a los receptores x retinoides (RXRs), los cuales forman un heterodimero que
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reconoce al elemento de respuesta al acido retinoico (RARE) dentro de los promotores de los

genes blanco (Ghyselinck, 2019).

Los RARs interactiuan con numerosos coactivadores y correpresores para regular la
transcripcion. En ausencia de ligando, el heterodimero RAR/RXR actla como correpresor
reclutando complejos de proteinas represoras de la transcripcion, algunas de las cuales tienen
funcion de deacetilasa de histonas (HDAC) (Perissi, 2010). La unién del ligando, principalmente
AR, induce la liberacién de correpresores y recluta coactivadores de la transcripcién con

actividad de acetil-transferasa (Petkovich, 2022).

El AR inhibe la progresion del ciclo celular de forma indirecta, modulando la expresién de
ciclinas, CDKs e inhibidores del ciclo celular . Generalmente produce un arresto en la fase G1
del ciclo, reduciendo la proporcion de células en la fase S (Lavudi 2023). Entre todos los
receptores, RARB; es el mediador en la inhibicidon de la proliferacién de las células tumorales
(Faria, 1999). Su expresion se pierde tempranamente durante la tumorigénesis en muchos tipos
celulares. Si bien sus funciones supresoras tumorales no estan completamente dilucidadas,
estudios indican que los genes blanco de RARRB; incluyen genes que median la inhibicién del
crecimiento celular inducido por AR (Liu, 2019). Su pérdida o reduccioén en la expresion durante
la carcinogénesis suele asociarse con la resistencia a los retinoides, lo que sugiere que RARB:

puede mediar los efectos del ARy actuar como supresor tumoral.

Aunque los distintos isotipos de RAR tienen funciones solapadas evidenciadas por su capacidad
de modular la expresiéon de genes comunes, también se ha descripto la presencia de
antagonismo entre ellos (Yamakawa, 2023). La activacidon especifica de RARa induce la
expresion de RARB, que es requerido para la diferenciacién de tejido normaly de CRBP1, clave
para mantener el estado diferenciado en tejido epitelial (Napoli, 2017). En contraste, RARy tiene
actividad protumorigénica en modelos de cancer de higado (Yan, 2010), y promueve la
proliferacién de células tumorales de mama (Lu, 2010). Por este motivo, se lo ha descripto como
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oncogén en multiples tumores, incluidos leucemia mieloide aguda, el colangiocarcinoma,
cancer colorectal, de cabeza y cuello, pancreatico, prostatico y renal (Brown, 2025). Se han
utilizado diversos enfoques para interferir con la actividad de los RAR, incluyendo antagonistas
pan-RAR y selectivos de RARy. Con estas herramientas, se ha demostrado que la inhibicién de
este receptor conlleva a una detencién del crecimiento y un aumento de la muerte celular.
Ademas, existen evidencias que respaldan la idea de que el antagonismo de RARYy es suficiente
para eliminar las CSC, por lo que lo posiciona como un regulador importante para su

mantenimiento.

La expresion de RARPB se encuentra disminuida en la mayoria de los tumores de NSCLC y en el
epitelio bronquial de fumadores. Esta disminucion se debe principalmente a la metilaciéon de su
promotor (Li, 2014). No obstante, su expresién es detectable en tejido pulmonar normal, donde
cumple un rol critico en las vias de diferenciacién y freno de la divisién celular en este tejido

(Lavudi, 2023).

Dado que los retinoides se encuentran entre los pocos farmacos capaces de regular la
diferenciacién de células madre embrionarias normales (Kashyap, 2009), se han empleado
modelos animales y humanos para inducir la diferenciacion de células tumorales en diversos
tipos de cancer. Ejemplos incluyen la diferenciacion de las células madre de células iniciadoras
de leucemia (LIC) en la leucemia promielocitica aguda, donde la terapia con retinoides conduce
a unadiferenciacionirreversible de las LIC a un fenotipo no maligno, y la diferenciacién inducida

por AR de las células madre de neuroblastoma humano (Lavudi, 2023).

En el contexto de resistencia mediada por el componente celular progenitor, forzar la
diferenciacién de estas células emerge como una estrategia terapéutica racional. El sistema del
acido retinoico es un potente regulador de la diferenciacion celular en tejidos epiteliales, por lo
que su activacidon podria ser beneficioso para diferenciar (y sensibilizar a la terapia) dicho
componente celular.
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Modelos Murinos para el Estudio del Cancer

El cancer es el resultado de la acumulacién de multiples aberraciones genéticas que
transforman las células y permiten su crecimiento y proliferacion anormales y, eventualmente,
desarrollo de metdstasis. Elanadlisis de estas mutacionesy la comprensién de como contribuyen
a la fisiopatologia del cancer son esenciales para su entendimiento, diagndstico y tratamiento.
El uso de animales de laboratorio ha aportado significativamente al entendimiento y a la
capacidad de estudio de la funcién genética in vivo, asi como a la comprensién de los

mecanismos moleculares de la patogénesis del cancer (Cheon, 2011).

Los farmacos antitumorales evaluados in vitro no reproducen totalmente la respuesta
observada en pacientes, en parte debido a la ausencia del microambiente tumoral
(vascularizaciéon, sistema inmune, etc) (Shultz, 2014). Por ello, la fase preclinica de la
investigacion oncoldgica debe incluir modelos in vivo que repliquen, al menos parcialmente, la
situacién clinica humana (Yadav, 2024). Para el implante de células murinas, se requieren
ratones singénicos, lo que evita el rechazo inmunolégico y permite el crecimiento tumoral. Sin
embargo, para el implante de células humanas en modelos murinos, es necesario emplear
ratones genéticamente modificados que eviten este rechazo. Los avances en la manipulacion
genética han permitido la introduccién de alteraciones definidas, controlables temporal y

espacialmente, para reproducir aspectos clave de la fisiopatologia tumoral humana.

La caracteristica mas relevante de los modelos murinos para investigacion oncolégica es la
ausencia de timo (Pantelouris, 1973). La inmunidad mediada por linfocitos T es la responsable
de la destruccion de células malignas y para la reaccidon huésped-injerto (Ruiz, 2013). La
deficiencia de linfocitos T debilita profundamente la inmunidad adaptativa y permite el injerto,
el crecimiento y, finalmente, las metastasis de las células tumorales humanas (Sun, 2014). El
trasfondo genético detras de esta deficiencia en los linfocitos T es una mutacién en homocigosis

en ellocus del gen FoxN1 (Zhang, 2012), caracteristica de los ratones “desnudos” o Nude.
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El modelo de ratones Nude presenta ciertas limitaciones, ya que la inmunodeficiencia es grave,
pero no absoluta. A pesar de que solo existen pocas células T en la periferia, mantienen la
inmunidad innata y las células NK pueden limitar el injerto, el crecimiento y la capacidad
metastasica de tumores sélidos, ademas de impedir el injerto de células hematopoyéticas

malignas (Chen, 2022).

Independientemente de las células a utilizar y, en consiguiente, la cepa de ratén acorde, existen
distintos ensayos que permiten evaluar distintas caracteristicas y etapas de la progresion

tumoral. En este trabajo utilizaremos dos enfoques distintos de experimentos in vivo:

e Ensayo de portacion tumoral subcutaneo

e Ensayo de metastasis experimentales

Los tumores subcutaneos representan un entorno tridimensional mas complejo que el
bidimensional in vitro y permiten estudiar con facilidad el efecto de los farmacos sobre el
crecimiento tumoral (Stribbling, 2022). Por ello, suele ser el primer modelo elegido para evaluar

terapias novedosas.

El modelo mas utilizado para evaluar la cascada metastdsica es el de metastasis
experimentales. Consiste en la inoculacién de células tumorales directamente en el torrente
sanguineo. Dependiendo del sitio de inyecciéon y del tropismo de las células tumorales, las
mismas pueden (0 no) generar metdstasis en distintos 6rganos. El sitio mas frecuente de
inyeccion es la vena lateral de la cola, lo que genera principalmente en metastasis pulmonares

(Thies, 2020).

25



Hipotesis y Objetivos

Hipoétesis y Objetivos

En base alo expuesto en laintroduccién, la hipétesis postulada es que los retinoides disminuyen

la resistencia adquirida al cisplatino al reducir el componente precursor del tumor.

Para demostrar esta hipoétesis, se plantearon los siguientes objetivos generales:

Objetivo |

Generar una nueva linea celular resistente a cisplatino a partir de la linea celular humana NCI-

H125, derivada de un carcinoma de células escamosas (H125cpr).

Objetivo Il

Identificar y caracterizar el componente progenitor (CSC) de las lineas humanas tumorales de

pulmoén H125, A549, H125¢cpry A549cpr.

Objetivo lll

Evaluar in vitro crecimiento y potencial metastasico de las células tumorales de pulmén en el
contexto de resistencia a cisplatino, estudiando eventos relacionados con progresion tumoraly

diseminaciéon metastasica bajo el tratamiento con acido retinoico, cisplatino o su combinacién.

Objetivo IV

Estudiar in vivo el efecto del tratamiento combinado de los retinoides y el cisplatino sobre el
crecimiento tumoral en modelos murinos, asi como sobre las metastasis experimentales, como

primera parte de una validacién preclinica.
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Objetivo V

Estudiar retrospectivamente en muestras de pacientes con NSCLC y SCLC obtenidas del
biobanco de tejidos del Instituto de Oncologia “Angel H Roffo” la expresidn de genes vinculados
a las vias del acido retinoico y genes relacionados con pluripotencialidad de modo de detectar
correlaciones entre los mismas y aspectos clinicos: sobrevida general, sobrevida libre de

enfermedad, comorbilidades, tipo y estadio tumoral.

Objetivo VI

Estudiar en bases de datos de pacientes con NSCLC y SCLC in silico la expresién de genes
vinculados a las vias del acido retinoico y genes relacionados con pluripotencialidad de modo

de detectar correlaciones entre los mismasy la sobrevida general.

En base a los objetivos mencionados, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Generaruna nueva linea celular resistente a cisplatino a partir de la linea celular humana
H125cpr evaluando su respuesta al cisplatino en:
a. Ensayos de viabilidad celular
b. Ensayos de proliferacién celular
c. Ensayos de ciclo celular
d. Ensayos de apopotosis
2. ldentificar y caracterizar las CSC de las lineas celulares utilizadas a través de la
evaluacion de:
a. Tamano de oncoesferas en funcion del tiempo
b. Porcentaje de formacién de oncoesferas
c. Clonogenicidad celular
d. Tamanoy complejidad celular

e. Morfologia nuclear
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f. Expresion de marcadores de pluripotencialidad (NANOG y OCT4)

3. Evaluarinvitro crecimiento y potencial metastasico de las células tumorales de pulmén
en el contexto de resistencia a cisplatino bajo efecto del tratamiento con ATRA y
cisplatino a través de:

a. Ensayos de apoptosis

b. Ensayos de migracién

c. Ensayosdeinvasion

d. Ensayos de adhesion

e. Ensayos de formacion de oncoesferas

f. Ensayos de clonogenicidad

g. Tinciones para evidenciar morfologia nuclear

h. Citometria de flujo para evidenciar tamano y complejidad celular

4. Estudiar in vivo el efecto del tratamiento combinado de los retinoides y el cisplatino en
los siguientes modelos:

a. Metastasis experimentales en ratones BALB/c utilizando oncoesferas derivadas
de la linea celular singénica LP07, evaluando:
i. Formacién de macrometéastasis bajo lupa
ii. Formacién de micrometastasis en cortes de tejido pulmonar
b. Portacién tumoral en ratones BALB/c™™ utilizando la linea celular H125cpry su
control H125ct, evaluando:
i. Crecimiento tumoral en funcién del tiempo
ii. Formacién de macrometdastasis espontaneas

5. Estudiarretrospectivamente en muestras de pacientes con NSCLC y SCLC obtenidas del

biobanco de tejidos del Instituto de Oncologia “Angel H Roffo” evaluando:
a. Expresion de receptores retinoides RARa, RARb y RARg

b. Expresion de genes pluripotenciales NANOG y OCT4
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Parametros de las historias clinicas de los pacientes relacionados con la

patologia:

vi.

Vii.

Antecedentes (cormobilidades, tabaquismo y otros tumores)
Histologia (tipo de cancer de pulmon)

Estadio

Tipo de cirugia que recibieron

Uso de adyuvancia

Sobrevida libre de enfermedad

Sobrevida general

Correlacioén de la expresién de los genes nombrados en ay b y los pardametros

clinicos listados en c

6. Estudiar en bases de datos de pacientes con NSCLC y SCLC in silico evaluando:

a.

Expresion de receptores retinoides RARa, RARb y RARg

b. Expresion de genes pluripotenciales NANOG, SOX2y OCT4

C.

Sobrevida general en relacion con la expresion de los genes nombradosenayb
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Lineas celulares y Condiciones de cultivo

Se emplearon dos lineas celulares humanas derivadas de NSCLC: el carcinoma
adenoescamoso NCI-H125 (CRL-5801) y el adenocarcinoma NIH-A549 (CCL-185). Ademas,
para algunos estudios también se utilizé una linea murina de adenocarcinoma pulmonar LP07
(descripta originalmente en Bumaschny et al 2004). La linea H125 fue cedida por el Laboratorio
de Oncologia Molecular de la Universidad Nacional de Quilmes, mientras que la linea A549 fue
adquirida ala ATCC. La linea LP07 fue aislada de un tumor pulmonar espontaneo generado en el

bioterio del Instituto de Oncologia Angel H. Roffo (Urtreger, 2001).

Para el cultivo en monocapa, las células H125 se mantuvieron en medio RPMI (Gibco™, 31800-
014) suplementado con 10% de suero fetal bobino (SFB, Internegocios S.A.) y 80 ug/ml de
gentamicina (medio de cultivo completo). Las células A549 se cultivaron en medio DMEM alta
glucosa (Gibco™, 12100-038) con la misma suplementacion. Si bien esta linea se cultivaba
originalmente en medio F-12K, fue progresivamente adaptada a DMEM alta glucosa mediante el
aumento progresivo de dicho medio en reemplazo del F-12K. La linea LP07 se mantuvo en

monocapa en medio MEM (Gibco™, 41500-067) suplementado con 10% de SFB.

Para los cultivos de oncoesferas, todas las lineas celulares fueron sembradas en baja densidad:
2.000 células/mL para A549, 5.000 células/mL para H125 y 20.000 células/ml para LP07. Los
cultivos se realizaron en medio DMEM-F12 (Gibco™, 12400-016) en ausencia de SFB y
suplementado con EGF 20 pug/ml (Promega™, G502A) y B27 2% (Gibco™, 17504-044). En el caso
de las oncoesferas derivadas de A549, se agregd Carboximetilcelulosa (CMC) 0.7% para
aumentar la densidad del medio de cultivo. Ademas, se generd un recubrimiento previo de agar
0.5% en DMEM-F12 a fin de evitar la adhesidn celular y favorecer el crecimiento en suspension.
A los 7 dias de cultivo se adiciond a cada pocillo conteniendo las oncoesferas en formacién la
mitad del volumen inicial de siembra de medio de cultivo suplementado. Los tratamientos se

iniciaron cuando las oncoesferas alcanzaron un tamafo promedio de 50 um, lo cual ocurre entre
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los dias 10 y 14 de cultivo. En el caso de las oncoesferas derivadas de H125 y LP07 no fue
necesaria la adicion de CMC. Dado que ambas lineas alcanzan un tamafio promedio de 50 um
en menor tiempo (5-7 dias), tampoco se requirid la suplementacion adicional de medio a los 7

dias post-siembra.

Todos los cultivos se cultivaron a 37°C en atmésfera humidificaday con 5% de CO, en el aire.

Generacion de Lineas Resistentes a Cisplatino

Las lineas celulares A549y H125 se sometieron a tratamientos crénicos con Cisplatino (CDDP)
con el fin de generar variantes resistentes al farmaco. En paralelo, se mantuvieron sus
contrapartes no tratadas como control. En el caso de A549, las células se trataron con 4 uM de
CDDP durante 72 hs (ICso de la linea parental) una vez por semana, repitiendo el proceso durante
6 meses. Para H125, se aplicaron tratamientos semanales con 1 uM de CDDP durante 72 hs (ICso
de lalinea parental) unavez por semana, repitiendo el proceso durante 3 meses. Una vez llegado
ese punto, se escalo la dosis a2 UM de CDDP durante 72 hs (nueva ICs, evaluada en ese periodo)
continuando con este esquema durante 4 meses mas. Todos los tratamientos fueron realizados

en sus respectivos medios de cultivo, con 10% de SFB.

Determinacion de la Viabilidad Celular

Ensayo de MTS

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la viabilidad celular en monocapa, se sembraron
10.000 células por pocillo en placas de 96 pocillos en condiciones estandar de cultivo. A las 24
hs de la siembra, las células se trataron con dosis crecientes del tratamiento, en presencia del
medio usual de cultivo y 10% de SFB. Luego de 72 hs de tratamiento, el medio de cultivo es
removido de la placay las células se lavaron dos veces con buffer fosfato salino (PBS) durante 5
minutos para remover el remanente de SFB y del tratamiento. Posteriormente, se realizé una

incubacidon a 37°C con una soluciéon conteniendo de medio de cultivo:MTS:APS en relacidn
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100:20:1. En cada placa se incluyeron cuatro pocillos sin células como blanco de la reaccién.
La lectura de absorbancia se realizé cada 20 minutos en un lector de placas (Biotek, Synergy LX

multimode reader) a 492 nm, utilizando 620 nm de longitud de referencia.

Ensayo de APH

Para determinar la viabilidad celular en oncoesferas, se recolectaron en tubos cénicos de 15 mL.
Para eliminar la Carboximetilcelulosa y los tratamientos, se realizaron 3 rondas de lavado con
PBS seguidas de centrifugacion a 300xg durante 10 minutos. Una vez descartado el ultimo
lavado, las oncoesferas se resuspendieron en buffer de APH conteniendo 2 mg/mL de para-
nitrofenol fosfato (ETC international, 100878) en acetato de sodio 0.1 M pH 5,2 y tritédn 0.1%. Se
tomaron alicuotas de 100 plL y se colocaron en placas de 96 pocillos e incubaron en agitacion
dentro de una estufa a 37°C durante 3 a 4 hs en oscuridad. Una vez finalizada la incubacion, se
agregaron a cada pocillo 2 uL de NAOH 10 N para detener la reaccion y desarrollar el color.
Pequefas alicuotas de los pocillos se revelaron a intervalos regulares para asegurarse de que la
reaccién no llegue a saturacion y poder determinar el tiempo final 6ptimo de reaccién. Para
finalizar, las placas se agitaron durante 5 minutos mas en oscuridad para homogenizar el
contenido y las absorbancias se midieron a 405 nm en un lector de placas (Biotek, Synergy LX

multimode reader).

Ensayo de Proliferacion Celular

Monocapa

Para evaluar la proliferacion celular en presencia de tratamiento, las células se sembraron en
placas de 12 pocillos en presencia de medio completo, utilizando 1,5x10° células A549 por
pocillo 0 3,75x10° células H125 por pocillo. Luego de 24 hs el medio de cultivo fue reemplazado

por medio completo suplementado con CDDP, ATRA o la combinaciéon de ambos. El numero de
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células se evalud luego de 24, 48 y 72 hs de tratamiento mediante recuento directo con camara

de Neubauer o por citometria de flujo.

Oncoesferas

Las oncoesferas fueron cultivadas segun se describe en el apartado de Lineas Celulares y
Condiciones de Cultivo. Cuando las oncoesferas alcanzaron un tamafo aproximado de 40 um,
se tomaron fotos representativas de cada pocillo utilizando un microscopio invertido Axio Vert.
A1 (Dehner SRL). El diametro de las esferas se determiné mediante el software Image J,

repitiéendose este procedimiento cada 48 hs a fin de evaluar su crecimiento en el tiempo.

Extraccion de ARN

Para la extraccidon de ARN, las muestras (monocapa o oncoesferas) se lavaron con PBS y se
lisaron con 0,50 1 mL de Tri Reagent® (Molecular Research Center, TR 118) segun la cantidad de
material. Los lisados se almacenaron a -80°C hasta su procesamiento. Una vez recopiadas
suficientes muestras, los homogenatos se centrifugaron a 12.000xg durante 10 minutos a 4°C,
recuperando el sobrenadante para eliminar restos celulares no disgregados o trazas de agar
provenientes de las oncoesferas. Se adicionaron 200 ul de cloroformo por cada 1 mL de Tri
Reagent®, se homogenizé6 durante 15 segundos y se incubaron durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Luego se centrifugd a 12.000xg durante 15 minutos a 4°C y se transfirio
la fase acuosa a un tubo eppendorf, al cual se le agregaron 500 pL de isopropanol por cada 1 ml
de Tri Reagent® utilizado inicialmente. Los tubos fueron mezclados por inversion, se incubaron
10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron a 12.000xg durante 10 minutos a 4°C. El
sobrenadante fue descartadoy el pellet correspondiente al ARN, se lavé con 1 mL de etanol 75%
frio, se resuspendid y se centrifugd a 7.500xg durante 5 minutos a 4°C. El pellet se dejé secar a
temperatura ambiente o mediante una breve incubacion a 60°C. EL ARN se resuspendié en 10-

30 uL de agua libre de RNasas (H,O-DEPC) y se incubd durante 15 minutos a 60°C. La
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concentracion se determind utilizando un espectrofotometro Nanodrop (Nanodrop 2000,
Thermo Scientific) y su integridad se corroboré mediante una electroforesis en gel de agarosa

1%. Finalmente, las muestras se almacenaron a -80°C hasta su uso.

Transcripcion Reversa

Para la sintesis de ADNc, se empleod 1 ug de ARN total al que se agregaron 1 plL de buffer DNAsa
10Xy 1 puL de DNAsa | (Productos Bioldgicos, EC09011601b). ELlvolumen se completd hasta los
10 pL con agua libre de RNAsas (H,0-DEPC). Las muestras se incubaron durante 20 minutos a
temperatura ambiente para permitir la digestién de contaminantes de ADN. Luego se agregé 1
pL de EDTA 1 mM y se incubd 10 minutos a 65°C durante en un termociclador (Eppendorf,
Mastercycler® personal) para inactivar la DNAsa. Luego, se le agregd 1 uL de hexameros
(Productos Biolégicos, OA02012104), 2 puL de DNTPs 10 mM (Productos Bioldgicos,
1K010119022) y 1 uL de H,0 DEPC. Las muestras se incubaron 5 minutos a 70°C y se agregd 1 uL
de retrotranscriptasa MLV y 4 uL de Buffer 5X (Productos Bioldgicos, EC07012203). El programa
de retrotranscripcién consistié en 10 minutos a 25°C, 60 minutos a 37°C y 5 minutos a 95°C. El

ADNCc resultante se almacend a -20 °C.

Reaccidn en Cadena de Polimerasa en Tiempo Real (qPCR)

Para realizar la gPCR se tomo una dilucién 1/10 del ADNc en H,0 DEPC y se utilizaron 2 uL por
reaccion, colocados en placas de PCR (Biorad, MLL9601). A cada pocillo se afiadieron 8 uL de
una mix conteniendo 5 pL de Buffer de reaccion y enzima (TransStart® Green qPCR SuperMix),
0,8 uL de primers 10 uM y 2,6 pL de H,0 libre de RNAsas. Las placas se sellaron con film
(Microseal® ‘B’ Seal, MSB1001), se centrifugaron brevemente y se colocaron en una
termocicladora Biorad (CFX96™ Real Time PCR, BioRad™). El protocolo de amplificacion

consistio en:
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1. 94°C durante 30 segundos

2. 94°C durante 5 segundos

3. 60°C durante 15 segundos

4. 72°C durante 10 segundos (lectura de fluorescencia)

5. Curva de Melting

Los pasos 2-4 se repitieron 40 ciclos.

La curva de melting consiste en un aumento gradual de la temperatura desde los 65°C hasta los

95°C a un ritmo de 0,5°C por cada 5 segundos, con lectura de fluorescencia en cada paso.

Primers Utilizados

A continuacion, detallo los primers utilizados en esta tesis para las PCR de tiempo real.

Gen Forward Reverse
YWHAZ AGCAGATGGCTCGAGAATACA CAAGAACTTTTCCAAAAGAGACAGT
NANOG ACCTATGCCTGTGATTTGTGGG GGGCTGTCCTGAATAAGCAGAT
OCT4 GAGAAGGAGAAGCTGGAGCAAAA TATCCCAGGGTGATCCTCTTCT
RARa GGTCGGCGATGGTGAGGGT TGGGCAAATACACTACGAACAACAG
RARPB GATTTCTACACTGCGAGTCCGTC GTGGAGATGGGGGGCTTG
RARy TCAAAGCTGCCTGCCTAGAT GTCGGAGAAGGTCATGGTGT

Determinacion de Ciclo Celular

Se sembraron 200.000 células A549 o 100.000 células H125 por placa de 60 mm en medio
completo. Luego de 24 hs, el medio se reemplazé por medio fresco con los tratamientos
correspondientes. Tras 48 hs de tratamiento, se recuperd y almacend el medio condicionado.
Las células se desprendieron utilizando Tripsina-EDTA (0,25% Tripsina, Sigma 1001277468;

0,075% EDTA), la cual fue inactivada utilizando el mismo medio condicionado.

Las células se centrifugaron a 300xg durante 5 minutos, se lavaron con 5 mL de PBS frio y se

contaron con cdmara de Neubauer, para finalmente repetir el proceso de centrifugacién a 300xg
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por 5 minutos. Luego de un segundo lavado y centrifugacion, las células se resuspendieron en
PBS a una concentracion final de 1x10° células/500 uL. Finalmente, las células se fijaron
adicionando 4,5 mL de etanol 70% frio agregado gota a gota en constante agitacion para evitar
la formacién de aglomerados celulares. Estas suspensiones se mantuvieron 2 hs a 4°C para

completar el proceso de fijacion.

Posteriormente, las células se centrifugaron a 300xg por 5 minutos, se descarté el sobrenadante
y se lavaron con 5 mL de PBS frio. Tras un nuevo ciclo de lavado y centrifugacion, las células se
resuspendieron en 500 pL de una solucién conteniendo 0,1% de Tritén® X-100, 50 pg/mL de
loduro de Propidio (IP, Santa Cruz, sc-3541) y 100 pg/mL de ribonucleasa A (Productos
Biolégicos, EC08011801). Las muestras se incubaron durante 30 minutos en oscuridad. Como
control de apoptosis se consideraron células tratadas con Etopdsido 60 uM, durante 48 hs.
Como control técnico se utilizaron células controles, resuspendidas en una solucién sin IP.
Finalmente, las células se analizaron en un citémetro de flujo Accuri C6 plus (BD Biosciences) a

baja velocidad para detectar la fluorescencia del IP intracelular.

Determinacion de la Capacidad Clonogénica

Se sembraron células en baja densidad en placas de 6 pocillos en presencia de medio completo
(2.000 células por pocillo para H125 y 500 células por pocillo para A549y LP07). A las 24 hs, el
medio fue reemplazado por los respectivos tratamientos. Luego de 48 hs de incubacién, las
células se lavaron con PBSy se despegaron del sustrato utilizando 100 pL de Tripsina-EDTA. Para
inactivar y descartar la tripsina, se afadieron 0,9 mL de medio completo y se centrifugaron a
300xg durante 5 minutos. Se descarto el sobrenadante y el pellet celular se resuspendié en 1 mL

de medio completo para su recuento en camara de Neubauer.

Posteriormente, las células se sembraron por duplicado en placas de 6 pocillos en una densidad

de 250 células/mL, asegurando una distribucién lo mas homogénea posible. Luego de 7 dias de
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cultivo, se removid el medio, se realizdé un lavado con PBS y las células se tifieron con cristal
violeta durante 10 minutos. El exceso de colorante se elimind con aguay las placas se dejaron
secar para proceder al recuento de colonias bajo el microscopio. Se consideré como colonia a

los grupos de mas de 10 células.

Ensayo de Migracion Celular por Cierre de Herida

Se generaron heridas de aproximadamente 400 um de ancho con la punta de un tip de 200 uL
sobre monocapas confluentes, las cuales se fotografiaron bajo microscopio de contraste de
fases antes y después de un tratamiento de 7 (H125) o 24 hs (A549) con CDDP, ATRA o su

combinacion.

El area de migracion se cuantificé determinando el area libre de células en la herida original (To)
con relacién al area libre de células luego del tratamiento (Tf) para cada campo fotografiado. La
capacidad migratoria porcentual se calculé como el cociente entre las areas libres de células al
tiempo inicial (To) respecto al tiempo final (Tf) x 100. Luego se relativizaron los valores a los

respectivos controles.

Ensayo de Adhesién

Monocapas subconfluentes fueron tratadas durante 48 hs con CDDP, ATRA o su combinacion.
Una vez finalizado el tratamiento, las células fueron desprendidas con Tripsina-EDTA, la cual se
inactivé con medio suplementado con 10% SFB. Las suspensiones celulares se centrifugaron a
300xg durante 5 minutos, se descartd el sobrenadante y se resuspendié el pellet en medio
completo. Luego del recuento en camara de Neubauer, se sembraron 200.000 células por

pocillo en placas de 6 pocillos, por triplicado.
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Luego de 2 hs de adhesion, se realizd un lavado suave con PBS y se procedi6 a desprender las
células adheridas con Tripsina-EDTA. La misma se volvid a inactivar con medio completo y se

determind el total de células en camara de Neubauer.

Evaluacion del tamaio y complejidad de las células por citometria de flujo

Monocapas subconfluentes tratadas durante 48 hs con CDDP, ATRA o su combinacidn fueron
desprendidas con Tripsina-EDTA e inactivadas con medio completo. Se realizd una
centrifugacién a 300xg durante 5 minutos, se descart6 el sobrenadante y se resuspendio el pellet
en PBS. Las muestras se analizaron en un citometro de flujo Accuri C6 plus (BD Biosciences) a
baja velocidad. Se graficé el SSC-A (complejidad interna) en funcion del FSC-A (tamano celular)

y se calculd la mediana poblacional para cada condicion experimental.

Morfologia nuclear y marcacién de microfilamentos de actina

Las células crecidas sobre cubreobjetos fueron tratadas por 48 hs con los distintos
tratamientos, luego lavadas dos veces con PBS y se fijaron con PFA 4% por 10 minutos a
temperatura ambiente. Se permeabilizaron con PBS-Tritén 0,1% y se bloquearon con PBS

conteniendo 5% BSA durante 1 hs.

Para la marcacion con faloidina-Alexa Fluor™ 546 (life technologies, A22283), se realizd una
incubacion de 20 minutos a temperatura ambiente. Los nucleos se tifieron con DAPI durante 10
minutos y los vidrios fueron montados sobre portaobjetos con liquido de montaje VectaShield®
y sellados con esmalte. Las imagenes se obtuvieron usando un microscopio invertido Axio Vert.
A1 (Dehner SRL) y se procesaron usando el software ImageJ. La intensidad de sefal nuclear fue
medida tomando como &area nuclear el solapamiento con DAPI. El area nuclear se determiné

mediante un macro personalizado del ImageJ*.
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*

run("Open...");

do{

run("32-bit");

setAutoThreshold("Default dark");

setOption("BlackBackground", false);

run("Convert to Mask");

run("Fill Holes");

run("Watershed");

run("Analyze Particles...", "size=1000-Infinity circularity=0.30-1.00 summarize add");
run("Revert");

waitForUser("Verifique que el ajuste sea correcto y presione OK para continuar.");
roiManager("Delete");

run("Open Next");

}while (1>0)

Ensayo de AnexinaV

Se sembraron 200.000 células A549 o 100.000 células H125 en placas de 60 mm en presencia
de medio completo. A las 24 hs, el medio fue reemplazado por los respectivos tratamientosy las
células se incubaron por 48 hs mas. Finalizado el tratamiento, se recuperd el medio
condicionadoy se guardé adecuadamente. Las células fueron desprendidas con Tripsina-EDTA,
la cual fue inactivada utilizando el mismo medio condicionado correspondiente a cada

condicién.

Las suspensiones celulares se centrifugaron a 300xg durante 5 minutos y se descarto el
sobrenadante. Las células se lavaron con 5 mL de PBS frio, se contaron en camara de Neubauer
y se realizé una segunda centrifugacion. Una vez descartado el sobrenadante, los pellets se
resuspendieron en Buffer Binding (51-66121E, BD pharmingen™) conteniendo 50 pug/mL de IPy
una dilucién 2,5/100 de Anexina V acoplada a FITC (51-65874X, BD pharmingen™), ajustando

una concentracion final de 5x10° células/100 pL.

Las muestras se incubaron 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad y se analizaron en
un citémetro de flujo Accuri C6 plus (BD Biosciences) a baja velocidad. La fluorescencia
intracelular del IP permitio identificar células con pérdida de integridad de membrana, mientras
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que la fluorescencia de Anexina V-FITC permitié detectar la exposicion de fosfatidilserina en la

membrana plasmatica, indicativa de apoptosis temprana.

Ensayo de gen reportero

Células correspondientes a las distintas lineas se resuspendieron en medio de cultivo Opti-
MEM™ (1105802, Gibco™) y se co-incubaron con los complejos de plasmidos preparados 15
minutos antes. Estos complejos constan de 25 puL de agente de transfeccion FuGENE®
(Promega, E2311) 1 ug de plasmido RARE-Luc y 0,05 ug de plasmido Renilla-Luc en 100 uL de

medio Opti-MEM™ por pocillo.

Una vez mezcladas las células con los complejos, se sembraron 50.000 células por pocillo en
placas de 24 pocillos. Tras 24 hs de incubacién, se retiré el Opti-MEM™y se comenzaron con los
tratamientos con ATRA, CDDP o su combinacidon en el medio correspondiente en presencia de
10% SFB. Luego de 48 hs de tratamiento, se descarté el medio condicionado, se realizaron 2
lavados con PBSy las células se incubaron con 100 pL de Passive Lysis Buffer (E194A, Promega)

en agitacion por 15 minutos.

Para el anélisis, se transfirieron 50 pL de Luciferase Assay Reagent |I* por pocillo en una placa
de 96 pocillos y se afiadieron 10 pL del lisado correspondiente. La bioluminiscencia se midié
inmediatamente en un lector de placas (Biotek, Synergy LX multimode reader). Posteriormente,
se anadieron 50 pL de Stop & Glo®** por pocillo y realiz6é una segunda lectura para cuantificar la

actividad de Renilla.

*Luciferase Assay Reagent Il: preparado a partir del sustrato Luciferase Assay Substrate

(Promega, E151A) resuspendido en el buffer Luciferase Assay Buffer Il (Promega, E195A).

**Stop & Glo® Reagent: preparado a partir del sustrato Stop & Glo® Substrate (Promega, E64GA)

diluido en Stop & Glo® Buffer (Promega, E641A).
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Western Blot

Cultivos subconfluentes, correspondientes a las distintas lineas celulares, se trataron durante
48 hs con las distintas condiciones experimentales. Finalizado el tratamiento, las monocapas
se lisaron en buffer RIPA en presencia de inhibidores de proteasas y fosfatasas. Luego de la
determinacion de la concentraciéon proteica mediante el método de Bradford, las muestras se
separaron en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y posteriormente se

transfirieron a membranas de PVDF.

Las membranas se bloquearon durante 1 hs con una soluciéon conteniendo 5% de BSA en TBS-T
(0,1% Tween-20) a fin de evitar la unién inespecifica de los anticuerpos. Luego, las membranas
se incubaron toda la noche con anticuerpos primarios anti-BAX (abcam, ab69643), anti-BCLxL
(abcam, ab32370) y anti-Tubulina (Cell Signaling, 2146). Finalmente se utilizé un anticuerpo
secundario acoplado a peroxidasa anti-mouse IgG (R&D SystemS, coédigo HAF007) y anti-rabbit
IgG (R&D SystemS, codigo HAF008). La deteccién se realizd6 mediante quimioluminiscencia

(ECL, Amersham) y las bandas se cuantificaron mediante el software Gel-Pro Analyzer.

Analisis bioinformatico

Para el analisis bioinformatico de muestras de pacientes se utilizé la base de datos de XENA
(University of California). Se seleccionaron los tipos de cancer: lung adenocarcinoma y lung
escuamous cell carcinoma provenientes de estudios de TCGA. Con los datos filtrados,
evaluamos los niveles de expresion de los genes de interés y se construyeron curvas Kaplan-
Meier basadas en la supervivencia global, dividiendo a los pacientes en dos cohortes segun la
mediana de expresién génica para cada tipo tumoral. Como comparacion, también se realizé el
mismo analisis utilizando muestras de pulmones no tumorales o de tejido pulmonar sano

adyacente al tumor.
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Muestras de pacientes

Muestras de tejido derivadas de piezas removidas quirdrgicamente, de 21 pacientes con cancer
de pulmén fueron utilizadas para las determinaciones. Las mismas fueron cedidas por el
Biobanco de Tumores del Instituto de Oncologia “Angel H. Roffo”, Facultad de Medicina (FMED)
de la Universidad de Buenos Aires (UBA). Los pacientes incluidos en este protocolo fueron
atendidos en la Unidad Funcional de Tumores Toracicos, que integra el Departamento de
Oncologia Clinica, Area Médica del mencionado centro monovalente; durante el periodo 2013-

2021.

Las muestras se procesaron con se lisaron con 1 mL de Tri Reagent® (Molecular Research
Center, TR 118) utilizando un homogenizador en hielo (Bio-Gen PRO200 Homogenizer, PRO
Scientific Inc.). Una vez disgregado el material, el protocolo de extraccion de ARN,
retrotranscripcion y RT-qPCR fue el mismo que el utilizado en las muestras provenientes de

lineas celulares.

Los parametros clinicos y anatomo-patolégicos de la poblacién estudiada se encuentran

resumidos en la Tabla 2.
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Md (rango) edad (aiios)
Mujeres 64 (52-75)
Hombres 64 (25-81)
Promedio de tiempo de seguimiento: 48,6 (2-116) meses.
Caracteristica Numero de Pacientes (%)
Mujer 12 (57,1)
Sexo
Hombre 9(42,9)
s 25-60 8(38,1)
Grupo Etario (afios) 61.90 13 (61,9)
Tabaquismo Presencia Ausencia
Antecedentes 16 (76,2) >(23,8)
Comorbilidades 15(71,4) 6 (28,6)
Personales
Otros tumores 7(33,3) 14 (66,7)
malignos primarios
Ca.de celulas 5(23,8)
pequefias.
Histologia Ca. de Ce|EI|aS no 13 (61,9)
pequefias.
Neuroenddcrino. 3(14,3)
[ 10 (47,6)
. 1] 8(38,1)
Estadio m 3(14,3)
\% 0
Tratamiento
Cirugia Lobectomia 16 (76,2)
VATS 5(23,8)
Solo Quimio 5(23,8)
. Solo Radio 1(4,8)
Adyuvancia Quimio + Radio 5(23,8)
No adyuvancia 10 (47,6)
Status de SLE Libre 13 (61,9)
Recaido 8(38,1)
Status de SG Vivo 18 (85,7)
Fallecido 3 (14,3)
NANOG Positivo 11 (52,4)
Negativo 10 (47,6)
OCT4 Positivo 11 (52,4)
Negativo 10 (47,6)
RARa Positivo 11 (52,4)
Negativo 10 (47,6)
RARPB Positivo 11 (52,4)
negativo 10 (47,6)
RARy Positivo 11 (52,4)
Negativo 10 (47,6)
RARB/ RARy Positivo 11 (52,4)
Negativo 10 (47,6)

Tabla 2. Parametros clinicos y anatomo-patolédgicos de la poblacion de pacientes utilizada para

el estudio.
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La investigacion se realizé6 de acuerdo con los principios expresados en la Declaracién de
Helsinki. El protocolo de trabajo fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacién (CEI) del

Instituto Roffo.

Los criterios de inclusién fueron los siguientes:

Pacientesvirgenes de tratamiento al momento del depdsito de la muestra en el Biobanco
de tumores.

e Pacientes con cancer de pulmén primario, incluyendo los distintos tipos histoldgicos.

e Pacientes mayores de 18 afos.

e Pacientes de cualquier sexo y cualquier estadio tumoral.

e Disponibilidad de datos asociados a la muestra: clinicos, de anatomia-patoldgica,

registro de tratamientos recibidos e informacién de seguimiento de los pacientes.

Se incluyeron 6/21 pacientes que padecieron otros tumores primarios, afectando érganos
diferentes al pulmén, en un periodo previo (10-25 anos) a la presentacidon del carcinoma

pulmonar primario.

El tiempo promedio de seguimiento de esta poblacidon de pacientes con cancer de pulmén fue

de 48,6 (2-116) meses.

Historias Clinicas

De la lectura de las historias clinicas se obtuvieron los diversos pardmetros clinicos, de
anatomia patolégica, tratamientos indicados, respuesta a la terapia y evolucién de los

pacientes.

Los datos que se incorporaron a la base de datos fueron los siguientes: sexo, edad al diagndstico
delcarcinoma pulmonar primario, habito tabaquico, comorbilidades [metabolopatias (diabetes,

obesidad), enfermedades endocrinolégicas (hipotiroidismo), hipertensién arterial, afecciones
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respiratorias en particular enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)], antecedentes de
tumores malignos primarios previos, histologia del tumor primario de pulmén, TNM (tamafio
tumoral, numero de ganglios linfaticos comprometidos por metastasis al momento de
efectuarse la cirugia, metastasis a distancia al diagndstico inicial), estos tres ultimos datos se
resumen en el estadio tumoral, tratamientos recibidos a causa del carcinoma pulmonar [(tipo
de cirugia, terapias adyuvantes (radioterapia, quimioterapia ambas como monoterapias o
combinaciones de las mismas)]. Se tuvo en consideracion el estatus de la sobrevida libre de
enfermedad (SLE) y el estatus de la sobrevida global (SG), en forma coincidente con el cierre del

analisis efectuado.

Se consideré como SLE el tiempo transcurrido entre la ausencia de enfermedad posterior al
diagnéstico del carcinoma pulmonar primario, determinada por imagenes y la reaparicion de
signos y/o sintomas, confirmados por el mismo método. La SG se determiné como el tiempo
transcurrido desde el diagndstico del carcinoma primario de pulmoén hasta la muerte del
paciente, como consecuencia de la patologia oncoldgica u otro motivo, o bien la ultima

informacion registrada en la historia clinica.

Ademas, se recopilaron de las historias clinicas los resultados de todos los marcadores
moleculares evaluados por el Servicio de Anatomia Patolégica, mediante técnicas de
inmunohistoquimica, PCR o FISH, segun corresponda, en cada uno de los pacientes incluidos.
Estos marcadores son: EGFR, Cromogranina A, Sinaptofisina, TIF1, PDL-1, ALK/EML4, Enolasa
Neuronal Especifica, GATA3, CD56, CKAE1/AES, Ki67, CK7 y CK20. Sin embargo, no se incluyen
las observaciones correspondientes en la tabla que enumera las caracteristicas que definen a
la poblacién de pacientes estudiados (Tabla 2), debido a que cada marcador fue evaluado en

menos del 50% del total de pacientes.
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En el caso de los pacientes que sufrieron recaida o que progresaron, se incorporé el evento a la
base de datos, constatando ademas: los tratamientos indicados, fecha de inicio y de

culminacién de cada uno de ellos, nimero de ciclos de quimioterapia y respuesta del paciente.

Todos los datos de los pacientes fueron inicialmente recogidos en una base de datos en Excel.
Posteriormente los mismos fueron codificados. Esta base de datos codificada se importé al
programa SPSS+ 21 para Windows, con el propdsito de efectuar el andlisis estadistico. Esto
incluye el andlisis de la correlacion entre cada uno de los parametros clinicos, de anatomia-
patoldgica, tipo de cirugia y adyuvancia consignados en las historias clinicas, con el nivel
transcripcional de NANOG, OCT4, RARa, RARB, RARy vy la relaciéon RARB/RARy medidos por RT-

qPCR.

Analisis estadistico

Larelacion de la expresion de NANOG, OCT4, RARa, RARB, RARy Yy la relacion RARB/RARY a nivel
ARNm con los distintos parametros clinicos y anatomo-patolégicos, se evalu6 utilizando el test
de Spearma’s Rho. Diferencias de p<0.05 fueron interpretadas como estadisticamente

significativas.

La SLE y la SG se analizaron empleando el método de Kaplan-Meier. En el analisis univariado se
utilizé el Log-Rank Test para determinar el valor prondstico de la expresién de cada uno de los
genes evaluados. En el analisis multivariado de sobrevida se utilizé el Modelo de Regresion de
Cox para evaluar el valor predictivo de cada una de las variables independientemente de las

otras, considerandose como significativo un (p<0,05).

Para estos analisis se empleo el software SSPS+ (version 10) para Windows.
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Experimentacion In vivo

Ratones

Para los ensayos in vivo con células LP0O7 se utilizaron ratones BALB/c machos y hembras, de 2
a 4 meses de edad, provenientes del Bioterio del Instituto “A. H. Roffo”. Para los ensayos in vivo
con células H125 se utilizaron ratones BALB/c™/™ machos, de 2 a 4 meses de edad, provenientes
del Bioterio de la Comisién Nacional de Energia Atdmica (CNEA). El agua y la comida fueron
administrados ad libitum. Los animales fueron mantenidos de acuerdo con la “Guia para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio” del NIH. Los protocolos aplicados cuentan con la

aprobacién del CICUAL institucional (protocolos N° 06/2023 y 06/2025).

Preparacion de pellets con ATRA

Para el tratamiento con ATRA in vivo se utilizé un pellet de liberacién lenta implantado por via
subcutanea bajo anestesia general. Para la elaboracion del pellet, se pesaron 80 mg de ATRAy
se mezcld con FASTIX® hasta que quede una pasta homogénea. La mezcla se prensé entre dos
vidrios para formar un cilindro de aproximadamente 1 mm de espesor, que se dejé secar. Una
vez seco, se cortd en 8 fragmentos iguales, de forma de que cada uno de ellos contenga 10 mg

de ATRA. Los pellets control se prepararon de la misma manera, pero sin el agregado de ATRA.

Cirugia para colocacion de los pellets con ATRA

Los animales se anestesian por via intraperitoneal con Ketamina/Xilacina (120 mg/kgy 8 mg/kg
respectivamente) con aguja 27G. Se realizd6 una pequena incisién y divulsién del tejido
subcutaneo para formar el bolsillo donde se colocan los pellets. Como medida de refinamiento
se administré lidocaina en forma subcutanea en la zona de colocacion de pellet (Lidocaina al
2% sin epinefrina, 0.01 mL, con aguja 27G vy jeringa de 1 mL). Tras la implantacién en la regién

dorsal, la herida se suturd. Para una mejor recuperacion del plano anestésico, se utilizé una
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camara de recuperacion a 28°C y se administrd analgesia postoperatoria mediante 100 pL de

tramadol (6,25 mg/mL) por via subcutanea.

Ensayo de portacion tumoral

Se inocularon 200.000 células LPO7 por via subcutanea en el flanco izquierdo de ratones BALB/c
en medio MEM sin SFB ni antibiético con una aguja de 25G. Cuando el tumor resulté palpable (7
dias luego de la inoculacion) los ratones fueron aleatorizados y se realizd la cirugia para
implantar el pellet de FASTIX® con o sin ATRA. Luego de 24 hs se comenzé con el tratamiento
intraperitoneal (i.p.) con cisplatino (2 mg/kg), administrado 2 veces por semana durante todo el
experimento. Con cada administracion, se registré el volumen tumoraly el peso de los animales.
El volumen tumoral es calculado con la siguiente formula: vol= 0,4xLxl?, donde L es la longitud
mayor deltumory les lamenor (Kisseleva, 2011). A los 24 dias luego de la inoculacidn, se realizé
la eutanasia de los animales por dislocacién cervical y se extrajeron tumores y pulmones para
analisis histolégicos y recuento de metdstasis espontaneas en pulmoén. Los pulmones se fijaron
en Bouin y se cuantificaron bajo lupa el numero y tamafio de las macrometastasis. Los tumores

se fijaron en formol neutro, deshidrataron y procesaron para inclusién en parafina.

Para evaluar si el efecto del tratamiento combinado resultd sinérgico, se evaluaron las
fracciones de volumenes tumorales (FVT), siendo la misma el cociente entre el volumen tumoral
observado para un determinado grupo experimental y el volumen tumoral observado para el
grupo control, para cada dia evaluado. Para el caso del grupo de tratamiento combinado (ATRA
+ Cisplatino) se calculé la FVT observaday esperada, calculada como el producto de las FVT de
los dos tratamientos simples. El producto de la FVT observada con la FVT esperada nos brinda
un ndmero que si es mayor a 1 implica que el efecto del tratamiento combinado es sinérgico,
mientras que si es menor a 1 implica que el efecto del tratamiento combinado es menos que

aditivo (Yokohama, 2000).
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Ensayo de metastasis experimentales con células derivadas de oncoesferas

Los animales se aleatorizaron y se inicid el protocolo para la implantacion del pellet de ATRA.
Tras 24 hs se comenzd con el tratamiento con cisplatino (2 mg/kg i.p., tres veces por semana).
Luego de 48 hs de la primera dosis, se inocularon por via intravenosa 7.500 células provenientes

de oncoesferas de LP07 (11 dias de cultivo) por la vena de la cola con una aguja de 25G.

A los 21 dias, se realizd la eutanasia de los ratones y se extrajeron los pulmones para analisis
histolégicos y recuento de metastasis. Los pulmones se fijaron en Bouin y se cuantificé bajo lupa
el numero y tamano de las macrometastasis. Luego los pulmones se procesaron para inclusién

en parafinay tincién H&E, con el fin de evaluar micrometastasis.

Ensayo de portacion tumoral en ratones inmunodeficientes

Se inocularon 1x10° células H125 por via subcutanea en el flanco izquierdo de ratones
BALB/c"™™ en medio RPMI sin SFB ni antibiético con una aguja de 25G. A los 4 dias, todos los
animales presentaron un tumor palpable. Los ratones fueron aleatorizados y, 24 hs después, se
comenzo con el tratamiento intraperitoneal con cisplatino (2 mg/kg, i.p., dos veces por semana).
En cada aplicacidn se registraron el volumen tumoral y el peso corporal. El volumen tumoral se

calculd mediante la formula mencionada previamente.

Luego de 24 dias, los animales se eutanasiaron por dislocacidn cervical y se extrajeron tumores
y pulmones para analisis histolégicos y recuento de metéstasis espontaneas. Los pulmones se
fijaron en Bouin y se cuantificé bajo lupa el numero y tamafo de las macrometastasis. Los
tumores se disgregaron mecanica y enzimaticamente (pronasa-DNAsa en medio DMEM F-12).
Luego de 30 minutos en agitaciéon, se cuantificaron las células en camara de Neubauer. Se
sembraron nimeros decrecientes de células (de 400 a 6 células/pocillo) en placas de 96 pocillos
recubiertas con agar en medio especifico para oncoesferas (ver apartado “Lineas celulares y

Condiciones de cultivo”). A los 7 dias se registrd la formaciéon de oncoesferas y se estimo la
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frecuencia de células madre tumorales mediante el software ELDA

(https://biocinf.wehi.edu.au/software/elda/).

Analisis estadisticos

Todos los experimentos in vitro fueron realizados por triplicado y repetidos al menos dos veces.
La significancia estadistica de los datos obtenidos fue evaluada usando Test-T pareado de dos
colas en los casos de dos grupos y ANOVA de unavia con correcciones post-hoc para tres grupos
o0 mas. Para la experimentacion in vivo, se utilizaron Test no paramétricos (Test Kruskal-Wallis)
para el andlisis de las metastasis y ANOVA de dos factores para evaluar diferencias en los
volumenes tumorales. Los valores con P por debajo de 0,05 se consideraron estadisticamente
significativos. Todas las imagenes presentadas son representativas de al menos dos

experimentos independientes.
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1. Caracterizacion de los modelos celulares de Cancer de Pulmoén en el contexto

de quimioresistencia - Experimentacion in vitro e in vivo

1.1. Generaciéon de los modelos celulares

1.1.1. Caracteristicas de la linea A549

Para el desarrollo de esta tesis doctoral se utilizo la linea celular de cancer de pulmén de células
no pequenas humana A549. Esta linea celular fue originalmente aislada a partir de tejido

pulmonar de un hombre de 58 afnos diagnosticado con adenocarcinoma pulmonar (Figura 3).

Figura 3. Fotos representativas de la linea A549 parental en condiciones de baja y alta

confluencia. Aumento: 200X; barra de escala: 100 pum.

Generacion de la variante A549 resistente a CDDP

A partir de la linea A549 parental se habia generado en el laboratorio una variante resistente a
CDDP (A549cpr) siguiendo un protocolo descripto en la bibliografia (Barr, 2013). Dicho protocolo
consistié en la exposicion de las células a pulsos semanales de 72 hs con 4 uM de CDDP.
Durante el desarrollo de esta tesis, se corroboré de manera periddica la ICso con el fin de
confirmar el mantenimiento de la resistencia adquirida. Asimismo, se sostuvo la presién de
seleccion mediante los pulsos semanales de 72 hs con CDDP, tal como esquematiza la Figura

4A. Luego de seis meses de aplicar este procedimiento, se determinaron las ICs, tanto para la
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linea control (A549ct), mantenida en cultivo en ausencia de CDDP, como de la linea resistente
(A549cpr). Se observé que la ICso de la variante resistente fue aproximadamente 2,5 veces mayor
a la correspondiente a la linea control (Figura 4B), confirmando la estabilidad del fenotipo
resistente. Adicionalmente, se tomaron registros fotograficos de cada una de las sublineas en

cultivo a fin de documentar la citoarquitectura de cada monocapa (Figura 4C).

Viernes Sabado Domingo Lunes Martes Miércoles Jueves
| | | | | | |
| |

|
Pulso CDDP < 72hs >  Retiro CDDP Repique

Cisplatino
Linea Celular generada
anteriormente

IC50 (uM) Error Estandar

100 -0- A549ct Ab549ct 8,90 1,44
2 o+ A549cpr A549cpr 20,80 4,50
K
i/
% 504 Cisplatino
s Linea Celul.ar utilizada IC50 (M) 95% IC
para la tesis doctoral
0 A549ct 7,327 6,518 -8,237
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 AS549cpr 18,15 15,45 - 21,31

Log [CDDP] (M)

A549t | | A549cpr

o0

Figura 4. (A) Esquema de tratamiento con CDDP utilizado para el mantenimiento de la linea
resistente. (B) Curva dosis-respuesta frente al cisplatino para las lineas celulares A549ct y

A549cpr calculada a 72 hs y tabla de ICso determinada al inicio de esta tesis doctoral utilizando
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el software GraphPad Prism 8. N=4 (C) Fotografias representativas del cultivo en monocapa de

células A549ct (izquierda) y Ab49cpr (derecha). Aumento: 400X; barra de escala: 250 pm.

1.1.2. Caracteristicas de la linea H125

Para el desarrollo de esta tesis doctoral también se utilizé la linea humana de cancer de pulmén
de células no pequefias humana NCI-H125. Esta linea fue aislada de tejido pulmonar de un

hombre de 61 afios diagnosticado con un carcinoma adenoescamoso (Figura 5).

Figura 5. Fotos de la linea H125 parental en condiciones de baja y alta confluencia. Aumento: 200X;

barra de escala: 100 um.

Generacién de la variante H125 resistente a CDDP

A partir de la linea celular NCI-H125 parental se generdé una variante resistente a CDDP
siguiendo, en una primera etapa, el mismo protocolo empleado previamente para la linea A549.
Durante este proceso se realizaron ensayos de MTS de forma periddica con el fin de determinar
las ICso y monitorear la adquisicion del fenotipo resistente. Sin embargo, tras cinco meses de
tratamiento con los pulsos semanales de 72 hs con 1 uM de CDDP no se observaron diferencias
significativas en la ICs, de la variante tratada respecto de la linea control. En funcién de estos

resultados se decidié modificar el esquema y, en una segunda etapa, las células fueron
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expuestas a pulsos semanales de 72 hs de 1 uM de CDDP durante 3 meses, para luego escalar
la dosis a 2 uM de CDDP durante 4 meses mas, con el objetivo de inducir una resistencia mayor
con una diferencia significativa entre las ICso parentales y las células resistentes (Figura 6Ay B).
Al finalizar este protocolo, la variante resistente a CDDP (H125cpr) presenté una ICs, de 7,649
UM (IC 95%: 6,733-8,691 uM), mientras que la variante sensible (H125ct), cultivada en paralelo,
mostré una ICs, de 1,296 uM (IC 95%: 1,667-2,224 pM) (Figura 6C). De este modo, la ICs, de la
variante resistente resulté aproximadamente cuatro veces mayor a la de la linea control. De
forma analoga a lo realizado con A549, se tomaron registros fotograficos de las monocapas en

cultivo como referencia morfolégica (Figura 6D).

56



Resultados
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-0- H125ct
Generacion de H125cpr 9 & H125¢cpr
-0- H125parental E 50+
1007 -&- 1 mes CDDP 1uM 5
IS ©
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Log [CDDP] (M)
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Linea Celular IC50 (M) 95% IC
Log [CDDP] M) H125ct 1,926 1,667 — 2,224
H125cpr 7,649 6,733 - 8,691

H125cpr

Figura 6. (A) Esquema de tratamiento con CDDP para el mantenimiento de la linea resistente. (B)
Curva dosis-respuesta frente al cisplatino obtenidas durante la generacién de la resistencia
calculadas a 72 hs. (C) Tabla de ICs, calculada para las lineas celulares H125ct y H125cpr
utilizando el software GraphPad Prism 8. N=4 (D) Fotografias representativas del cultivo en

monocapa de H125ct (izquierda) y H125cpr (derecha). Aumento: 400X; barra de escala: 250 pum.
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1.2. Comparacion de las lineas parentales y sus variantes resistentes

1.2.2. Evaluacién de parametros relacionados al crecimiento celular

Estudio de la proliferacién celular

Con el objetivo de evaluar el crecimiento de las lineas celulares resistentes a CDDP se realizaron
ensayos de proliferacion. Para ello, las células A549 fueron sembradas en baja densidad y se
cuantifico el numero de células viables a lo largo del tiempo (Figura 7). Observamos que la
variante resistente A549cpr presenta una tasa de crecimiento menor que su variante sensible,
con un tiempo de duplicacién mayor (19,14 hs para A549cprvs 15,93 hs para A549ct) (Figura 7A).
El tratamiento con CDDP produjo un efecto significativamente menor sobre la proliferacion de

A549cpr, consistente su fenotipo resistente (Figura 7B).

Analogamente, en la variante resistente H125cpr, el tiempo de duplicacién poblacional también
fue ligeramente mayor que la linea control (17,42 hs para H125cpr vs 16,01 hs para H125ct)
(Figura 7C). Sin embargo, en este caso, la dosis de CDDP testeada no produjo cambios
significativos en la tasa proliferativa de H125cpr, mientras que indujo una disminucién de la
proliferacién en la linea control H125ct (Figura 7D), lo que sugiere un mayor grado de resistencia

al quimioterapico en esta sublinea.
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Figura 7. Curvas de proliferacion en condiciones basales de cultivo para A549ct y A549cpr (A),
en presencia o ausencia de 4 uM de CDDP para A549ct y A549cpr (B), en condiciones basales de
cultivo para H125ct y H125cpr (C) y en presencia o ausencia de 1 yM de CDDP para H125ct y

H125cpr (D). *p<0,05 con respecto al control. ANOVA de dos factores. N=3.

Estudio de la distribucién del Ciclo Celular

En conjunto con el analisis de proliferacion, se estudio la distribucién poblacional del ciclo
celular en las distintas lineas celulares. Para ello las células fueron fijadas con etanol 70%,
tefiidas con ioduro de propidio y analizadas por citometria de flujo (Figura 8). El andlisis reveld
que las lineas celulares resistentes a CDDP (A549cpr y H125cpr) no presentan diferencias
significativas en la distribucion de las fases del ciclo celular con respecto a sus variantes
sensibles. Estos resultados indican que la disminucion observada en la tasa proliferativa de las

variantes resistentes no se asocia a un arresto en una fase especifica del ciclo celular.
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Figura 8. Distribucion de las células en las distintas fases del ciclo celular determinada por
citometria de flujo mediante tincion con ioduro de propidio. Se muestran histogramas

representativos para cada condicién. (A) A549. (B) H125. ANOVA. N=4.

1.2.3. Evaluacién de parametros relacionados a la progresion tumoral

Para evaluar el efecto de la resistencia a CDDP sobre parametros asociados a la progresion
tumoral, se realizaron ensayos que nos permiten evaluar la capacidad migratoria, adhesiva y

clonogénica de las lineas celulares sensibles o resistentes.

Estudio de la capacidad migratoria

La capacidad migratoria fue evaluada mediante un ensayo de cierre de herida, realizado sobre
monocapas subconfluentes de las cuatro lineas celulares evaluadas. Observamos que la linea
H125cpr presenta una capacidad migratoria menor que su variante sensible (Figura 9B), efecto
que no llega a ser significativo en las sublineas de A549 (Figura 9A). Cabe destacar que la linea
A549ct no mostrd capacidad de cierre de la herida dentro de las 18 hs de andlisis, mientras que
la linea H125ct mostré una elevada capacidad migratoria, logrando el cierre completo de la

herida en aproximadamente 7 hs.
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Figura 9. Area migrada evaluada por ensayo de cierre de herida para las lineas A549 (A) y H125
(B), expresada como porcentaje de cierre con respecto al tiempo inicial. El tiempo final del
analisis fue de 18 hs para A549y de 7 hs para H125. Debajo de cada histograma se incluyen fotos
representativas del ensayo. Aumento: 200X; barra de escala: 250 um. *p<0,05 con respecto al

control. T Test. N=4.

Estudio de la capacidad adhesiva

La capacidad adhesiva se evalué sembrando células en placas de 6 pocillos e incubandolas
durante 2 hs en estufa gaseada. El porcentaje de adhesién se calculé a partir del recuento
celular directo. Observamos que la linea A549cpr presenta una capacidad adhesiva
significativamente menor que su variante sensible (Figura 10A). En contraste, las lineas H125
exhibieron una baja capacidad adhesiva basal sin observarse diferencias entre la variante

sensible y la resistente (Figura 10B).
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Figura 10. Capacidad adhesiva celular expresada como porcentaje (células adheridas/células

sembradas) para A549 (A)y H125 (B). *p<0.05, con respecto al control. T Test. N=4.

Estudio de la capacidad clonogénica

La capacidad clonogénica fue evaluada mediante ensayos de formacién de colonias en baja

densidad. Observamos que la linea A549cpr no fue capaz de formar colonias bajo las

condiciones experimentales, a diferencia de su variante sensible (Figura 11A). Por el contrario,

la linea H125cpr mostré una capacidad clonogénica significativamente mayor en comparacion

con H125ct (Figura 11B).
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Figura 11. Capacidad clonogénica expresada como porcentaje (colonias formadas/nimero de

células sembradas) para A549 (A)y H125 (B). T Test. N=4.
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1.2.4. Estudio del tamano y complejidad celular

Morfologia celular

Con el objeto de profundizar en la caracterizacion morfolégica de las lineas celulares, se

analizaron parametros asociados a la morfologia de las células creciendo en monocapa.

En primer lugar, evaluamos el tamafo y complejidad celular mediante el analisis de los
parametros de dispersién frontal (FSC-A) y lateral (SSC-A) obtenidos por citometria de flujo
(Figura 12). No se observaron diferencias en las lineas A549 en ninguno de los dos parametros
(Figura 12A). Sin embargo, la linea H125cpr presenta mayor complejidad celular con respecto a
H125ct, evidenciada por un aumento en la mediana poblacional del pardmetro SSC-A, sin

modificaciones en el tamafo celular (Figura 12B).
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Figura 12. Tamafo y complejidad celular evaluados como la mediana poblacional de FSC-H y

SSC-A respectivamente. Los datos se expresan como veces de la linea celular sensible. A la

derecha de cada grafico se muestran histogramas representativos del nimero de células en

funcién del parametro evaluado (FSC-H o0 SSC-A) para cada linea celular estudiada. *p<0,05 con

respecto al control. A549 (A) y H125 (B). T Test. N=2.

Estudio del tamaino nuclear y de fragmentos citoplasmaticos de la cromatina

Se evaluaron el tamano nuclear y la presencia de fragmentos citoplasmaticos de la cromatina

(CCF) en cada una de las lineas celulares. Para ello, las células se cultivaron sobre pequefnos

vidrios positivizados, fijadas y tefiidas con DAPI para ser evaluadas bajo microscopia de

epifluorescencia, tomando registros fotograficos bajo luz ultravioleta.

64




Resultados

El area nuclear de cada célula presente en el campo fue determinada mediante el analisis de las
microfotografias utilizando el software Image J. Adicionalmente, se cuantifico el porcentaje de

células que presentaban CCF (Figura 13).

Observamos que H125cpr presenta un tamafo nuclear mayor que su variante sensible, efecto
que no se observa en los nucleos de las A549 (Figura 13Ay B). Alanalizar el porcentaje de células
con cariomegalia, se observé que en el modelo A549, la variante resistente a CDDP presenta tres
veces menos células con esta caracteristica que su linea sensible. Por el contrario, en el modelo
H125, la variante resistente presenta hasta seis veces mas células con cariomegalia respecto
de su control (Figura 13A y B). Ademas, las lineas resistentes a CDDP presentan un mayor
numero de células con CCF respecto a sus variantes sensibles. Esta caracteristica es

consistente en ambos modelos celulares.
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Figura 13. Tamafo nuclear y fragmentos citoplasmaticos de la cromatina. Morfologia nuclear

evaluada por tincién con DAPI para A549 (A) y H125 (B). En (C) se muestran imagenes

representativas indicando células con cariomegalia (flechas rojas) y células con fragmentos

citoplasmaticos de la cromatina (flechas verdes). Aumento: 400X; barra de escala: 60 um.

*p<0,05; **p<0,01 con respecto al control. T Test. N=2 para A549y N=4 para H125.
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Estudio del citoesqueleto de Actina

Como parte de la caracterizacion morfolédgica, se analizd la organizacion del citoesqueleto de
actina en las lineas celulares estudiadas. Para ello, las células fueron cultivadas sobre vidrios
positivizados y luego incubados con Faloidina acoplada a Alexa Fluor™ 546. El analisis se realizo
mediante microscopia de epifluorescencia tomando registros fotograficos representativos
(Figura 14). La linea A549ct presenta la actina organizada tanto corticalmente como en fibras de
estrés, mientras que A549cpr mostré una menor abundancia de estas fibras (Figura 14A). En
contraste, las lineas H125 exhibieron un patrén inverso: mientras en H125ct predominan las
células con actina organizada de forma cortical y con pocas fibras de estrés, en H125cpr hay
mayor porcentaje de células con fibras de estrés. También se evidencidé una mayor superficie de

contacto célula-célula en H125cpr en comparacién con su variante sensible (Figura 14B).
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Figura 14. Imagenes representativas de A549 (A) y H125 (B) tefiidas con DAPI para visualizar los
nucleosyfaloidina conjugada a Alexa Fluor™ 546 para la deteccién de microfilamentos de actina.

Aumento: 600X para A549y 400X para H125; barra de escala: 60 um.

1.2.5. Estudio de la presencia de Células Madre Tumorales (CSC)

Expresidn de genes asociados a pluripotencialidad en monocapa

Con el objetivo de profundizar el andlisis de los modelos celulares en el contexto de la
quimioresistencia, se evalué por RT-qPCR la expresién de genes asociados a pluripotencialidad
NANOG y OCT4 de las variantes de las lineas A549y H125 (Figura 15). Observamos que en ambos
modelos celulares resistentes a CDDP se observa una disminucién de NANOG en comparacion

con los respectivos controles (no significativa en H125). En cuanto a OCT4, los niveles de
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expresion mostraron un comportamiento dependiente de la linea celular. No se observaron

cambios en las monocapas de A549, mientras que H125cpr presentd un nivel mayor de

expresion de este gen, sin alcanzar significancia estadistica.

1.5- 1.5+
g £ ——
E 1.0 E 1.0
<O ~ * s
o O ——— o~
°c T O
8 3 8 O
° 0.5 o 0.5
2 2
Zz P
0.0 T T 0.0 T T
A549ct A549cpr A549ct A549cpr
1.51 3.0
£ ———
: :
o 1.0 . << 2.0
o Q o~
T2 T O
8 3 g S
) 0.5- ] 1.0
= >
2 Z
0.0 T T 0.0 T T
H125ct H125cpr H125ct H125cpr

Figura 15. Expresién de genes asociados a pluripotencialidad (NANOG y OCT4) evaluada por RT-

gPCR en monocapas de células A549 (A)y H125 (B). *p<0,05 con respecto al control. T Test. N=4.

Evaluacion del crecimiento de las CSC

Dado que las células madre tumorales se asocian con la resistencia a los tratamientos

convencionales, la recurrencia tumoral y la capacidad metastasica, decidimos evaluar la

presencia de este componente en cada una de las variantes de los modelos A549 y H125. Para

ello realizamos un cultivo de formaciéon de oncoesferas, que permite el enriquecimiento en

células poco diferenciadas.
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Todas las lineas celulares fueron capaces de formar oncoesferas. Sin embargo, si bien las
variantes resistentes a CDDP mostraron una menor capacidad de formacidon de oncoesferas,
éstas presentan unavelocidad de crecimiento mayor que sus contrapartes sensibles (Figura 16A
y B), tomando como parametro de crecimiento la medicion del diametro de estas formaciones

3D a lo largo del tiempo.
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Figura 16. Crecimiento de Oncoesferas. Curva de crecimiento de oncoesferas en funciéon del

tiempo y porcentaje de formacién de oncoesferas a partir de monocapas subconfluentes para

A549 (A)y H125 (B), expresado como el nimero de oncoesferas en relacién al numero de células

sembradas. En (C) se muestran imagenes representativas de oncoesferas de ambos modelos

celulares sensibles y resistentes. Aumento: 600X para A549 y 400X para H125; barra de escala:

100 um para A549y 250 um para H125. *p<0,05 con respecto al control. ANOVA de dos factores

y TTest. N=4.
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Cuantificacién de genes pluripotenciales en las oncoesferas

Si bien el modelo de cultivo de oncoesferas se encuentra ampliamente descripto como un
sistema de enriquecimiento de células con caracteristicas pluripotentes, decidimos validar los
cultivos mediante la cuantificacion de la expresion de los genes pluripotenciales NANOGy OCT4
por RT-gPCR (Figura 17). Pudimos corroborar que los cultivos de presentan niveles de expresion
significativamente mayores de ambos genes en comparacién con sus monocapas
correspondientes, confirmando el enriquecimiento en poblaciones con caracteristicas

asociadas a pluripotencialidad.
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Figura 17. Niveles de expresidon de genes pluripotenciales NANOG y OCT4 para A549 (A) y H125
(B) expresado como veces de cambio con respecto a la monocapa correspondiente,
determinados por qPCR. **p<0,01 con respecto al control. T Test. N=2 para A549 y N=4 para
H125.
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A continuacion, se comparé la expresion de los genes pluripotenciales entre oncoesferas
provenientes de lineas controles y resistentes a CCDP. En el modelo A549, no se observaron
diferencias significativas en la expresion de NANOG ni de OCT4 entre las oncoesferas generadas
a partir de A549ct y A549cpr, aunque se evidencid una tendencia a la disminucion de OCT4 en
las oncoesferas provenientes de la variante resistente (Figura 18A). En el modelo H125, en
cambio, se observa un aumento en los niveles de OCT4 en las oncoesferas derivadas de H125cpr
con respecto a H125ct, mientras que no se detectaron diferencias en la expresion de NANOG

(Figura 18B).
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Figura 18. Niveles de expresién de los genes pluripotenciales NANOG y OCT4 para las
oncoesferas de A549 (A) y H125 (B) expresado como veces de cambio con respecto a la linea
celular sensible al CDDP. *p<0,05 con respecto al control. T Test. N=2 para A549 y N=4 para

H125.
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1.2.6. Comportamiento del modelo H125 in vivo

Evaluacion del crecimiento tumoral in vivo

Para evaluar el crecimiento de las células H125 en un modelo in vivo, inoculamos 1x10°® células

en el subcutaneo del flanco izquierdo de ratones BALB/c™™.

La tasa de toma tumoral fue del 100% para ambos grupos de experimentales, ya sean los
inoculados con H125ct o H125¢cpr. Ademas, la latencia resultd de 4 dias, periodo en el cual se

detectd la presencia de tumores palpables en el sitio de inoculacién.

Un diadespués de la deteccidon del tumor, los animales se aleatorizaron en dos grupos para cada
linea celular. La mitad recibié tratamiento con CDDP (2 mg/kg, via intraperitoneal, dos veces por
semana), mientras que los restantes recibieron solucidn fisiolégica como control. Los ratones
portadores deltumor H125cpr tratados con solucion fisioldgica crecieron a unavelocidad menor

en comparacion con los tumores derivados de H125ct (Figura 19A).

Ademas, los animales portadores de tumores H125ct tratados con CDDP mostraron un
crecimiento tumoral menor en comparacién con los H125ct tratados con solucion fisiolégica.
En contraste, el tratamiento con CDDP no produjo modificaciones significativas en el
crecimiento de los tumores derivados de H125cpr respecto de sus respectivos controles,

corroborando el caracter resistente de este modelo frente al quimioterapico (Figura 19A).

Cabe resaltar que el peso de los ratones no se modificé significativamente en ninguno de los
casos hasta el final del ensayo, lo que sugiere la ausencia de toxicidad sistémica asociada al
tratamiento (Figura 19B). Adicionalmente, se obtuvieron registros fotograficos representativos

de los tumores al momento de la eutanasia.
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Figura 19. Evaluacion del crecimiento tumoral in vivo del modelo H125. (A) Volumen tumoral en
funcién del tiempo para los 4 grupos experimentales. (B) Peso corporal de los animales a lo largo
del ensayo, expresado en relaciéon a su peso inicial. Se muestran ademas imagenes
representativas de tumores luego de la eutanasia. Barra de escala: 0,5 cm. ANOVA de dos

factores. N=4.

Evaluacion de la frecuencia de células madre tumorales ex vivo

Una vez finalizado el experimento, y con el objetivo de evaluar la presencia de células

progenitoras tumorales, la mitad de los tumores fueron disgregados enzimatica vy

mecanicamente para realizar un ensayo de frecuencias in vitro analizado por el software ELDA.
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No se detectaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a las frecuencias de CSC
encontradas para los 4 grupos evaluados. Sin embargo, se observé que el grupo H125ct tratado
con solucion fisiologica presentd la menor frecuencia estimada de CSC, mientras que el grupo

H125cpr tratado con CDDP exhibié la mayor frecuencia estimada (Tabla 3).

Células/pocillo Frecuencia CSC
400 200 100 50 25 12 Estimada (95% IC)
H125ct Control 6/10 3/10 4/10 3/10 0/10 0/10 1/365 (1/608 - 1/219
H125ct CDDP 6/7 3/8 3/10 1/10 0/10 1/15 1/311(1/529-1/183

—_ — — —

(
H125cpr Control 6/10 3/10 1/10 0/10 0/10 0/10 1/308 (1/569 - 1/167
H125cpr CDDP 6/10 4/10 1/10 0/10 0/10 0/10 1/275 (1/494 - 1/153

Pruebas pareadas para detectar diferencias en las frecuencias de CSC

Grupo 1 Grupo 2 Chisq DF Pr(>Chisq)
H125ct Ctrl H125ct CDDP 0,179 1 0,672
H125ct Ctrl H125cpr Ctrl 0,169 1 0,681
H125ct Ctrl H125cpr CDDP 0,503 1 0,478

H125ct CDDP H125cpr Ctrl 0,000568 1 0,981
H125ct CDDP H125cpr CDDP 0,0925 1 0,761
H125cpr Ctrl H125cpr CDDP 0,0683 1 0,794

Tabla 3: Analisis de las Frecuencias para CSC. (A) Tabla de frecuencias obtenidas luego de
sembrar 400, 200, 100, 50, 25 o 12 células/pocillo de p96 bajo condiciones de formacién de
oncoesferas. Se considera un pocillo positivo como aquel donde se formd al menos una
oncoesfera luego de 5 dias de cultivo. (B) Tabla de pruebas para detectar diferencias

significativas en las frecuencias de CSC calculadas por el software de ELDA.

2. Efecto de los tratamientos con ATRA y CDDP sobre las lineas parentales y sus

variantes resistentes a CDDP

Una vez caracterizadas las lineas resistentes a CDDP generadas en nuestro laboratorio, se
evaluo elefecto de los tratamientos con ATRA, CDDP y la combinacion de ambos sobre las lineas
celulares sensibles y resistentes a CDDP. El objetivo de estos ensayos fue determinar si la
terapia combinada con un agente diferenciador como el ATRA podia potenciar o modular la

respuesta al tratamiento con platinos.
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2.1. Determinacion de la dosis de tratamiento 6ptima. Evaluacién sobre la viabilidad

celular

Dosis de CDDP

Para establecer la dosis de CDDP a utilizar durante los distintos ensayos biolégicos, se realizo
una curva acotada de concentracion de CDDP y se evalud el efecto del quimioterapico sobre el
ciclo celular luego de 48 hs (Figura 20). En la linea A549ct se observé un arresto significativo en
la fase G2/M del ciclo celular en todas las concentraciones evaluadas (4-7 uM). La variante
resistente A549cpr mostré una tendencia al arresto en G2/M considerablemente menor y sélo
alcanza significancia estadistica a la concentracion mas alta ensayada (7 uM). En base a estos
resultados, se selecciond la concentracion de 4 uM para los ensayos subsiguientes,
correspondiente a la dosis de mantenimiento de resistencia en A549cpr, dado que representa la
condicidon con menor impacto sobre la linea resistente sin perder significancia en la linea

sensible (Figura 20A).

En el caso del modelo H125 se evaluaron dos concentraciones distintas de CDDP (1y 2 uM).
Ambas dosis fueron suficientes para inducir un arresto significativo en la fase G2/M del ciclo
celular en H125ct, mientras que ninguna de ellas produjo alteraciones detectables en la
distribucion del ciclo celular de H125cpr. Siguiendo el mismo criterio aplicado para el modelo
A549, se selecciond la concentraciéon de 1 uM, dosis de mantenimiento de la resistencia en

H125cpr, para los ensayos subsiguientes (Figura 20B).
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Figura 20. Estudio del ciclo celular. Distribucidn relativa de las células en las distintas fases del
ciclo celular luego de 48 hs de tratamiento con distintas dosis de CDDP en los modelos A549 (A)
y H125 (B). Se muestran los valores promedio de tres experimentos independientes. Debajo de
cada grafico se presenta un histograma representativo del nimero de células en funcién del
contenido de IP intracelular, evidenciando las principales fases del ciclo celular. *p<0,05 con

respecto al control. ANOVA. N=3.

Dosis de ATRA

El CDDP continta siendo una de las terapias estandar para el tratamiento de pacientes con
NSCLC. Sin embargo, como se comentd en la introduccién, la presencia de células madre

tumorales resistentes al tratamiento contribuye a larecaida de la enfermedad. En este contexto,
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nos propusimos evaluar si el tratamiento diferenciador con ATRA podia potenciar la respuesta

al CDDP, utilizando como modelo las lineas resistentes generadas en este trabajo.

Como primera aproximacion, evaluamos el efecto del tratamiento por 72 hs con ATRA sobre la
viabilidad de las lineas H125 y A549, junto con sus respectivas variantes resistentes a CDDP,
utilizando el método de MTS. Se observé una tendencia general a disminuir la viabilidad celular
entodas las lineas a excepcion de A549ct, en la cual ninguna dosis produjo un efecto detectable.
No obstante, en ningun caso las variaciones observadas llegaron a ser estadisticamente
significativas en las dosis ensayadas. (Figura 21Ay B). Estos resultados se corroboraron ademas

mediante recuento celular directo (datos no mostrados).

79



Resultados

A549ct A549cpr
120 120-
1004¢ ® § - 100-
Q 4 H_I_I_i -
S 8o+ < 80+
© T
© ©
T 60- T 604
S 40 S 40
S S
204 20
0 I I 1 0 1 1 1 1
-1 0 1 2 -2 -1 0 1 2
Log [ATRA] (M) Log [ATRA] (M)
H125ct H125cpr
120+ 120~
100+ 100
< ) S
t 80_ W é 80_
3 3
T 60+ ° T 60-
S 40 S 40-
S S
20— 20—
0 T T 1 0 T T
-1 0 1 2 -1 0 1 2
Log [ATRA] (M) Log [ATRA] (mM)

Figura 21. Curvas dosis-respuesta frente al tratamiento con ATRA. Porcentaje de viabilidad a 72
hs evaluado por MTS en los modelos A549 (A) y H125 (B). Las curvas se ajustaron a regresiones

no lineales logaritmicas con el software GraphPad Prism 8. N=3.

Evaluacién de la expresion y funcionalidad de genes asociados al sistema del Acido Retinoico

Ante la ausencia de un efecto significativo del ATRA sobre la viabilidad celular, se planteo la
posibilidad de que existieran alteraciones en la expresién o funcionalidad del Sistema Retinoide

en los modelos estudiados. Para explorar esta hipdtesis, se evalud la expresiéon de los ARNm
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correspondientes a los tres receptores retinoicos clasicos (RARa, RARP y RARy) mediante RT-
gPCR. Todas las lineas celulares presentaron niveles de expresidon detectables de los tres
receptores (Figura 22Ay B). Adicionalmente, se calculd la relacion RARB/RARYy, considerada un
indicador del estado de diferenciacion celular. Resulta relevante destacar que las variantes
resistentes a CDDP presentan una mayor proporcion relativa del receptor RARy (receptor
asociado al mantenimiento del fenotipo stem), respecto a las variantes sensibles al

quimioterapico (Figura 22Ay B).
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Figura 22. Expresién de receptores retinoides (RARa, RARB y RARYy). Expresion relativa a la
respectiva linea sensible, determinada por RT-gPCR en los modelos A549 (A) y H125 (B). La
relacion RARB/RARy fue calculada a partir de los valores de expresidon obtenidos para cada

receptor. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 con respecto al control. T Test. N=4.

Confirmada la expresién de los receptores retinoides, procedimos a evaluar la funcionalidad del
sistema mediante un ensayo de genes reporteros en presencia de ATRA. Para ello, se realizé una
transfeccion transiente con un plasmido conteniendo un promotor con un elemento de
respuesta al Acido Retinoico (RARE) rio arriba del gen reportero de luciferasa. El tratamiento con
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ATRA produjo un aumento en la actividad de la luciferasa en ambos modelos (Figura 23),
indicando que los receptores RARs se encuentran funcionalmente activos y son capaces de

regular la transcripcion a través del sitio RARE del constructo exégeno.
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Figura 23. Ensayo de gen reportero. Actividad relativa de la luciferasa expresada a partir del
vector RARE-Luc en los modelos A549 (A) y H125 (B). *p<0,05; **p<0,01 con respecto al control.

T Test. N=2.

2.2. Evaluacion del efecto del tratamiento con ATRA y CDDP sobre la viabilidad celular en

los modelos A549 y H125

Unavez establecidas las dosis de trabajo paraambos compuestos y confirmada la funcionalidad
del sistema retinoide, se evalud el efecto de estas terapias individuales y combinadas sobre la
viabilidad celular. Eltratamiento con CDDP produjo una disminucién significativa de la viabilidad

en todas las lineas celulares sensibles, siendo mas leve el efecto sobre A549cpr y
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completamente ausente en H125cpr (Figura 24Ay B). El tratamiento con ATRA, tanto solo como

en combinacién con CDDP, no modificd significativamente la respuesta al quimioterapico.

También se realizaron curvas dosis-respuesta con distintas combinaciones de ambos

compuestosy se evaluo la viabilidad celular por MTS luego de 72 hs. En ninguno de los casos se

observaron diferencias significativas entre el efecto del CDDP administrado solo y aquel

observado en combinacion con ATRA (datos no mostrados).
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Figura 24. Ensayo de viabilidad celular. Recuento celular luego de 48 hs de tratamiento con ATRA

(1 uM), CDDP (4 uM para A549y 1 uM para H125) y su combinacién en los modelos A549 (A) y

H125 (B). Valores expresados de forma relativa al control correspondiente. *p<0,05 con respecto

al control. ANOVA. N=4.
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2.3. Efecto de los tratamientos con ATRA y CDDP sobre el sistema del Acido Retinoico

2.3.1. Evaluacién de la funcionalidad del sistema del Acido Retinoico

Para evaluar si los tratamientos con ATRA y CDDP modulan la funcionalidad del sistema del
acido retinoico, se realizé un ensayo de gen reportero. Las células A549 fueron transfectadas de
manera transiente con un plasmido conteniendo un elemento de respuesta al acido retinoico
(RARE) rio arriba del gen reportero de la luciferasa. Al analizar la actividad del reportero, se
observd que el tratamiento con ATRA produjo un aumento en la expresiéon de la luciferasa
independientemente del tratamiento con CDDP (Figura 25). Estos resultados indican que el
sistema del acido retinoico se encuentra funcionalmente activo en las células y que el
tratamiento con CDDP no interfiere con la capacidad de los receptores retinoides de activar la

transcripcion mediada por RARE.
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Figura 25. Ensayo de gen reportero para el sistema retinoideo. Actividad relativa de la luciferasa
expresada a partir del vector RARE-Luc para A549ct y A549cpr. *p<0,05 con respecto al control.

ANOVA. N=2,
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2.3.2. Evaluacién de la modulacién de genes relacionados al sistema diferenciador del Acido

Retinoico bajo los distintos tratamientos

Con el objetivo de profundizar el analisis del efecto de los tratamientos combinados sobre el
sistema del acido retinoico, se evalud la expresion de los receptores retinoides por RT-qPCR,
enfocandonos el analisis en la relacion RARB/RARy como indicador indirecto del grado de

diferenciacion celular (Figura 26).

Se observo que todos los tratamientos con ATRA tienden a aumentar la relacion RARB/RARy en
forma similar en ambos modelos, efecto que resulté aun mas marcado cuando el ATRA esta
combinado con CDDP (Figura 26Ay B). Es importante notar que las lineas sensibles presentaron
una mayor respuesta a los tratamientos, tanto individuales como combinados, en comparacion

con sus respectivas variantes resistentes.
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Figura 26. Expresion de los receptores retinoides medidos por RT-gPCR. Se grafica la expresién
relativa de cada receptor respecto a la linea sensible en los modelos A549 (A) y para H125 (B).

*p<0,05; **p<0,01 con respecto al control. ANOVA. N=4,

2.4. Efecto de los tratamientos con ATRA y CDDP sobre parametros relacionados con la

progresion tumoral

2.4.1. Estudio de la distribucidn del ciclo celular bajo los tratamientos con CDDP y ATRA

Es sabido que el tratamiento con CDDP produce un arresto en la fase G2 del ciclo celular. En
este contexto, se evalud la distribucion dentro del ciclo celular en todas nuestras lineas
celulares, luego de 48 hs de tratamiento con CDDP, ATRA o su combinacién (Figura 27). Se
observo que el efecto del CDDP estuvo presente exclusivamente en las variantes sensibles tanto
de A549 (Figura 27A) como de H125 (Figura 27B). En las lineas resistentes no se detectaron
cambios significativos en la distribuciéon del ciclo celular. El tratamiento con ATRA no modifico

el efecto del CDDP en ninguno de los modelos evaluados.
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Figura 27. Estudio del ciclo celular. Distribucién de las células en las distintas fases del ciclo

celular luego de 48 hs de tratamientos con ATRAy CDDP en los modelos A549 (A) y H125 (B). Se

muestran los valores promedio de tres experimentos independientes. Debajo de cada grafico se

muestra un histograma representativo del nimero de células en funcién del contenido de IP

intracelular, evidenciando la presencia de las 3 fases mas evidentes del ciclo celular. ANOVA de

dos factores. *p<0,05 con respecto al control. N=3.
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2.4.2. Estudio de la tasa de proliferaciéon celular bajo los tratamientos con CDDP y ATRA

Considerando la reduccién de la viabilidad y el arresto del ciclo celular observada luego del
tratamiento con CDDP, se evalud el efecto del CDDP, ATRA y su combinacion sobre la

proliferacién celular en los modelos A549y H125.

Eltratamiento con CDDP, tanto solo o combinado con ATRA, produjo una marcada disminucién
en la proliferacion celular con respecto al control en A549ct y H125ct (Figura 28). Este efecto
también fue detectable, aunque en menor magnitud, en A549cpr (Figura 28A), mientras que no

se observaron cambios en la proliferacién de H125cpr (Figura 28B).
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Figura 28. Estudio de la proliferacién celular. Curvas de proliferacion después de 72 hs de
tratamiento con ATRA y CDDP en los modelos A549 (A) y H125 (B), determinadas por recuento

celular en citémetro de flujo. *p<0,05 con respecto al control. ANOVA de dos factores. N=4.

2.4.3. Estudio de la capacidad migratoria bajo los tratamientos con CDDP y ATRA

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la migracién celular, se realizé un ensayo de
cierre de herida sobre monocapas subconfluentes. Luego de sucesivos lavados con PBS para
eliminar restos de células desprendidas, las monocapas se incubacién con los tratamientos en
ausencia de SFB durante 7 hs para las células H125 y 18 hs para las A549. El analisis del cierre

de la herida al tiempo final indicé que ninguno de los tratamientos evaluados tiene efecto sobre
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la migracion celular, independientemente de si se trata de las lineas resistentes a CDDP o sus

contrapartes sensibles (Figura 29Avy B).
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Figura 29. Ensayo de migracién por cierre de herida. Porcentaje de migracidn relativo tiempo
inicial luego de 18 hs de tratamiento para A549 (A) o 7 hs para H125 (B). Debajo de cada
histograma se incluyen imagenes representativas del ensayo. Aumento: 200X; barra de escala:

250 um. ANOVA. N=4.
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2.4.4. Estudio de la capacidad adhesiva bajo los tratamientos con CDDP y ATRA

La capacidad adhesiva fue evaluada sembrando células pretratadas por 48 hs con CDDP, ATRA
0 su combinacién, seguido de una incubacidn de 2 hs en placas de 6 pocillos. Posteriormente,
se cuantificé el numero de células adheridas al plastico. En el modelo A549, no se observaron
cambios en la capacidad adhesiva de A549ct bajo ninguna de las condiciones evaluadas. En
contraste, A549cpr mostré un aumento de aproximadamente un 50% en la adhesion tras el
tratamiento combinando ATRA y CDDP (Figura 30A). Cabe destacar que esta variante presenta
basalmente una menor capacidad adhesiva en comparacidon con A549ct, por lo que el aumento
producido gracias al tratamiento combinado podria estar produciendo una regresién a un

fenotipo menos resistente.

Por otro lado, en el modelo H125, el tratamiento con CDDP (solo o en combinaciéon con ATRA)
produjo una disminucién de la capacidad adhesiva en ambas variantes, sensible y resistente

(Figura 30B).
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Figura 30. Capacidad adhesiva celular. Porcentaje de células adheridas relativo al control, luego
de 48 hs de tratamiento en los modelos A549 (A) y H125 (B). *p<0,05; ** p<0,01 con respecto al

control. ANOVA. N=5.

2.4.5. Estudio de la capacidad clonogénica bajo los tratamientos con CDDP y ATRA

Finalmente, se evalud el efecto de los tratamientos sobre la clonogenicidad celular. Monocapas
subconfluentes de H125 y A549ct (A549cpr no son capaces de formar colonias) fueron tratadas
por 48 hs con ATRA, CDDP o su combinacién. Posteriormente, estas células fueron sembradas
en baja densidad y después de 8 dias, las colonias formadas fueron fijadas y tefiidas con cristal
violeta para su cuantificacion bajo microscopio. En todos los casos los tratamientos con CDDP
(solo o combinado con ATRA) produjo una disminucién de la capacidad clonogénica (Figura 31).
En elmodelo H125, este efecto fue menos pronunciado en la variante resistente en comparacion

con la linea sensible (Figura 31B).

93




Resultados

En el caso de A549ct, se pudieron identificar dos tipos morfolégicos de colonias: unas mas
compactas (meroclones), asociadas a células con fenotipo mas stem, y otras mas dispersas
(paraclones) (Figura 31A). El andlisis de la proporcidn entre estos dos tipos de colonias revelo
que los tratamientos con CDDP y ATRA disminuyen la proporcién de meroclones con relacion a
los paraclones. Por ultimo, se confirmdé que las células A549cpr no adquieren capacidad

clonogénica bajo ninguna de las condiciones de tratamiento evaluadas.

T T T T T T T T
Control ATRA CDDP A+C Control ATRA CDDP A+C

A549ct A549ct
Paraclon
1.51 154 e
7)) ALY
0 v
N —~ c 4y
8 ‘4
g 8 T s \,U’
S5 104 c © 104
o © c o -
LT o o 8 % il Meroclon
o [ ]
o
S2 05 T L €S 5 - "
£S5 o T
S @ ® |a|
Z — ©
o oL
0-0 L] L] L T o T 1 T L]
Control ATRA CDDP A+C Control ATRA CDDP A+C
H125ct H125cpr
1.59 1.54
83 '|' 83
c 5 c 5
S c 1.0 2 g 1.0
88 88 T
[ 0T
08 08 -
o= 0.5- o5 0.5 T
EZ ED
3 EJ 5 e
=z — * . Z -
0.0 ! 1 r 1 0.0

Figura 31. Ensayo de clonogenicidad. Numero de colonias relativo al control luego de 48 hs de

tratamiento en A549ct (A) y H125 (B). *p<0,05; ** p<0,01 con respecto al control. ANOVA. N=4.
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2.5. Efecto de los tratamientos con ATRA y CDDP sobre parametros morfolégicos

celulares en cultivo

Analogamente a la comparacion realizada entre las lineas controles y sus variantes resistentes
a CDDP, se evaluo el efecto de los tratamientos con ATRA, CDDP y su combinacién sobre la
morfologia celular. Para ello, se analiz6 el tamafo y complejidad celular mediante citometria de
flujo, utilizando células vivas luego de 48 hs de tratamiento (Figura 32). En la linea A549, tanto en
la variante sensible como la resistente a CDDP, se observa una tendencia a aumentar la
complejidad celular (SSC-A) luego del tratamiento con CDDP (solo o en combinacién con ATRA)
(Figura 32A y B). En la linea H125, esta tendencia resulté estadisticamente significativa en
H125ct, observandose ademaés un aumento del tamafio celular (FSC-A) luego del tratamiento

con CDDP (solo o en combinacion con ATRA) (Figura 32C y D).
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Figura 32. Morfologia celular evaluada por citometria de flujo. Tamano y complejidad celular

expresados como la mediana poblacionalde FSC-Ay SSC-Arespectivamente, relativas alalinea

celular control, para A549ct (A), A549cpr (B), H125ct (C) y H125cpr (D). *p<0,05; **p<0,01 con

respecto al control. ANOVA. N=3.
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Con el fin de completar el analisis morfoldgico, se evalué el tamano nuclear mediante tincion
con DAPI luego de 48 hs de tratamiento (Figura 33). El tratamiento con CDDP tiende a aumentar
eltamano nuclear de las lineas sensibles, asi como en A549cpr. En contraste, H125cpr presenta
basalmente un tamafo nuclear significativamente mayor que H125ct, sin evidenciarse

modificaciones adicionales luego de los tratamientos.

Por otro lado, se analiz6 la presencia de células con fragmentos citoplasmaticos de cromatina
(CCF). En ambas lineas sensibles, el tratamiento con CDDP indujo un aumento en el porcentaje
de células con CCF. En cambio, las lineas resistentes a CDDP muestran valores basalmente

elevados, que no se vieron modificados por ninguno de los tratamientos efectuados.
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Figura 33. Morfologia nuclear. Superficie nuclear evaluada por tincion con DAPI, porcentaje de
células con cariomegalia y porcentaje de células con fragmentos citoplasmaticos de la
cromatina (CCF) para A549ct (A), A549cpr (B), H125ct (C) y H125cpr (B) luego de 48 hs de
tratamiento con ATRA y CDDP. Se muestran imagenes representativas de los nucleos tefidos
con DAPI para cada linea celulary condicién experimental (E). Aumento 600X. *p<0,05; **p<0,01

con respecto al control. ANOVA. N=3.

2.6. Efecto de los tratamientos con ATRA y CDDP sobre procesos de muerte celular

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre los mecanismos de muerte celular, se realizd
un ensayo de marcacion con Anexina V e ioduro de propidio (IP). Las células fueron tratadas por
48 hs, despegadas e incubadas con ambos marcadores para su posterior analisis por citometria
de flujo. Observamos que, en las lineas sensibles, el tratamiento con CDDP solo o en
combinacién con ATRA produce una tendencia al aumento la proporcion de células apoptéticas
(Figura 34). En contraste, en las lineas resistentes a CDDP no se observaron cambios en la
fraccion apoptética luego de los tratamientos. El porcentaje de células necréticas detectado fue

minimoy se las excluyd del analisis en todas las condiciones experimentales.
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Figura 34. Analisis de apoptosis por tincion con Anexina V e loduro de Propidio. Porcentaje de

células apoptoéticas para A549(A) y H125 (B) luego de 48 hs de tratamiento con ATRA, CDDPy su

combinacion, expresado en forma relativa al control. Debajo de cada histograma se muestran

los graficos de puntos representativos de IP en funcidon de Anexina V para cada condicién

experimental. ANOVA. N=3.

En concordancia con resultados obtenidos por citometria de flujo, se evalud la expresion de

proteinas clave de la via intrinseca de la apoptosis en lisados proteicos totales de H125 luego de

48 hs de tratamiento con ATRA, CDDP o su combinacién. Evaluamos en particular la expresion
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de la proteina proapoptotica BAX y de la proteina antiapoptética BCLX-L. Con el fin de estimar el
balance apoptético global, se representd la relacion entre ambas proteinas (Figura 35). El
tratamiento con CDDP tendié a aumentar el balance proapoptético en H125ct, efecto que no se
observo en la variante resistente H125cpr, reproduciendo el patron detectado en los ensayos de

apoptosis por citometria de flujo.
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Figura 35. Analisis de la via intrinseca de la apoptosis. Cuantificacion de la expresion de la
proteina proapoptdética BAX relativa a la expresidn de la proteina antiapoptdtica BCLX-L. Grafico

representativo de 1 ensayo.

2.7. Efecto de los tratamientos con ATRA y CDDP sobre el componente progenitor

2.7.1. Evaluacion de la expresidn de genes relacionados a pluripotencialidad

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre el componente progenitor, se evalué por RT-
gPCR la expresion de los marcadores de pluripotencialidad NANOG y OCT4. En A549cpr todos

los tratamientos ensayados indujeron un aumento significativo en la expresion de NANOG. Por
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su parte, tanto en la variante sensible como la resistente de H125 mostraron una tendencia a

aumentar ambos genes pluripotenciales en presencia de ATRA, sugiriendo una modulacion del

componente progenitor asociada principalmente a este tratamiento (Figura 36).
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Figura 36. Expresion de los genes pluripotenciales. Niveles de ARNm de NANOG y OCT4 medidos
por RT-qPCR en A549 (A) y H125 (B). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 con respecto al control.
ANOVA. N=3.

2.7.2. Evaluacién de la formacién y el crecimiento de oncoesferas

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la poblacién con caracteristicas “stem”, se

realizaron cultivos de oncoesferas partiendo de células pre-tratadas durante 48 hs con CDDP,

ATRA o su combinacién. Ninguno de los tratamientos evaluados produjo modificaciones

significativas en el tamafio de las oncoesferas en las lineas evaluadas (Figura 37). No obstante,
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se observaron cambios en la capacidad de formacidn de oncoesferas. El tratamiento con CDDP
generd una disminucion en el porcentaje de oncoesferas formadas en la linea H125ct, tendencia

que se repitio en A549cty A549cpr (Figura 37).
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Figura 37. Tamano y numero de oncoesferas. Diametro y numero de oncoesferas derivadas de
células pretratadas durante 48 hs con ATRA, CDDPy su combinacién en A549ct (A), A549cpr (B),
H125ct (C) y H125c¢cpr (D), luego de 17 u 8 dias de cultivo para A549 y H125 respectivamente.

*p<0,05 con respecto al control. ANOVA. N=3.
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2.8. Evaluacion del tratamiento de ATRA y CDDP sobre la expresion génica en oncoesferas

Con el fin de profundizar en el analisis del componente progenitor en nuestros modelos, se
evalud el efecto directo del tratamiento con ATRA y CDDP sobre oncoesferas, analizando la
expresion de genes relacionados con los objetivos planteados previamente. Para definir la dosis
de CDDP a utilizar, se realiz6 una curva dosis-respuesta en oncoesferas A549ct de
aproximadamente 70 pm. Luego de 72 hs de tratamiento, se determind la viabilidad celular

mediante APH y se calculd la ICs, que fue de 35 pM, la cual se utilizé6 para los ensayos

subsiguientes (Figura 38).
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Figura 38. Curva dosis-respuesta frente al cisplatino para las oncoesferas de A549ct,

determinada a las 72 hs.

2.8.1. Efecto del tratamiento de ATRA y CDDP sobre la expresién de receptores retinoides en

oncoesferas A549

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre el sistema del dcido retinoico en oncoesferas
A549, se analizé la expresion de los receptores retinoides, enfocandonos en la relacién entre
RARB/RARY, como indicador indirecto del grado de diferenciacidn celular (Figura 39). Todos los

tratamientos que incluyeron ATRA tendieron a aumentar la relacion RARB/RARy tanto en la linea
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sensible como resistente a CDDP, en concordancia con lo observado en monocapas. Este

patrén sugiere la adquisiciéon de un fenotipo mas diferenciado en comparacion con la condicion

control.
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Figura 39. Expresion de los receptores retinoides medidos por RT-gPCR en oncoesferas de A549.

*p<0,05 con respecto al control. ANOVA. N=2.

2.8.2. Efecto del tratamiento de ATRA y CDDP sobre la expresién de genes pluripotenciales en

oncoesferas A549

Por otro lado, evaluamos el efecto de los tratamientos sobre la expresién de genes
pluripotenciales en oncoesferas de A549 tratadas. En la linea A549ct, el tratamiento con ATRA
mostré una tendencia a disminuir la expresién de NANOG y OCT4. En cambio, en A549cpr se

observé una tendencia opuesta, con unincremento en la expresion de estos marcadores (Figura

40).
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Figura 40. Expresion de los genes pluripotenciales NANOG y OCT4 medidos por RT-gPCR para

las oncoesferas de A549. ANOVA. N=2.

2.8.3. Efecto del tratamiento de ATRA y CDDP sobre la expresién de receptores retinoides en

oncoesferas H125

En el caso de las oncoesferas H125, se adopté un enfoque alternativo donde las monocapas se
trataron con los compuestos y posteriormente se generaron las oncoesferas a partir de dichas
células para evaluar la expresion de los receptores retinoides (Figura 41). La expresion de RARB
resulté no detectable en todas las condiciones analizadas. Por otro lado, en H125ct el
tratamiento con CDDP tendié a aumentar la expresiéon de RARay RARy, mientras que en H125cpr

el ATRA mostré una tendencia a incrementar la expresiéon de RARy.
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Figura 41. Expresion de los receptores retinoides medidos por RT-gPCR en oncoesferas de H125.
ANOVA. N=2.
2.8.4. Efecto del tratamiento con ATRAy CDDP sobre la expresidon de genes pluripotenciales en
oncoesferas H125
Finalmente, se evalud el efecto de los pretratamientos sobre genes pluripotenciales en
oncoesferas H125. En ambas lineas celulares, los tratamientos tendieron a aumentar la
expresion relativa de NANOG y OCT4 en comparacion con sus respetivos controles (Figura 42).
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Figura 42. Expresion de los genes pluripotenciales NANOG y OCT4 medidos por RT-qPCR para

las oncoesferas de H125. ANOVA. N=2.
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3. Validacion de los resultados en modelos experimentales

Para realizar una primera evaluacién en estudios in vivo decidimos utilizar el modelo de cancer
de pulmén LP0O7 singénico en ratones BALB/c. Tal como se describié previamente en la secciéon
de Materiales y Métodos, esta linea de tumor murino de pulmén fue desarrolladay

caracterizada desde el Area de Investigacion del IOAHR (Urtreger, 2001).

3.1. Evaluacién del efecto del CDDP sobre la proliferacion celular en LP07

Como primera medida decidimos evaluar la ICso de CDDP para esta linea celular luego de 72 hs
de tratamiento (Figura 43). Observamos que esta linea celular murina presenta una ICs, de 3,220
UM (con un intervalo de confianza del 95% de 2,729 a 3,932 uM). Esto enmarca a este modelo
celular con una sensibilidad a Cisplatino intermedia comparada con el modelo mas resistente

caracterizado en este trabajo de Tesis: las H125 (de aproximadamente 1y 7 uM, control vs

resistente).
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Figura 43. Curva dosis respuesta representativa para LP0O7 luego de 72 hs de tratamiento con
Cisplatino. Foto representativa de la monocapa de LP07. Aumento 200X. Barra de escala = 460

pm N=2.
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3.2. Evaluacién del efecto del tratamiento con ATRA y CDDP sobre la clonogenicidad

celular en LP07

Por otro lado, para evaluar en forma indirecta la presencia de células pluripotentes decidimos
realizar un ensayo clonogénico luego de pretratar las células LPO7 con ATRA1 uM, CDDP 3 uMo
su combinacién. Observamos que, de forma muy similar a lo ocurrido en A549ct, el tratamiento
con CDDP impide la formacion de colonias en las condiciones evaluadas, mientras que el ATRA

no produce ningun efecto significativo (Figura 44).
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Figura 44. Ensayo clonogénico. Se grafica el niumero de colonias relativo al control luego de 48

hs de tratamiento para LP07. *p<0,05 con respecto al control. ANOVA. N=4.

A pesarde lainhibicién de la clonogenicidad ejercida por el CDDP, esta linea fue capaz de formar
oncoesferas de 90 um de diametro promedio luego de 7 dias de cultivo (1% de formacion de

oncoesferas), por lo que procedimos a realizar los ensayos in vivo en ratones BALB/c.

3.3. Evaluacion del tratamiento de ATRA y CDDP sobre la progresion tumoral in vivo en

LPO7

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre el crecimiento tumoral in vivo inoculamos

células LP07 en forma subcutdnea en ratones BALB/c. Una vez detectado el tumor en forma
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palpable, 7 dias después de lainoculacién, realizamos una cirugia bajo anestesia para introducir
enforma subcutanea un pellet de liberacién lenta de nanoarcilla con 10 mg de ATRA o solo como
control. Veinticuatro horas luego de la cirugia se comenzé el tratamiento i.p con CDDP 2 mg/kg
dos veces por semana hasta un total de 5 dosis. El tamafio tumoral fue registrado a lo largo de
los 21 dias de tratamiento (Figura 45A), asi como el peso de los ratones (datos no mostrados).
Luego de 21 dias de palpado el tumor, observamos que solo el tratamiento combinado con ATRA
y CDDP produce una disminucidn en el crecimiento tumoral. Ademas, puede observarse en las
fotos que el tumor correspondiente al tratamiento combinado presenta una angiogénesis

reducida.

Para evaluar si el efecto observado en el tratamiento combinado es un efecto aditivo o sinérgico,
realizamos un calculo de fraccién del volumen tumoral (FVT) relativa al grupo control (Figura
45B). Observamos que en los tres tiempos evaluados (22, 25y 28 dias después de la inoculacion
delas células enelsubcutaneo de los ratones) larelacidon FVT esperada/FVT observada es mayor
a1, indicando que el efecto del tratamiento combinado es mayor al esperado por la sumade los

tratamientos simples, indicando que el efecto es sinérgico.
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Fraccion de volumen tumoral (FVT) relativo al grupo experimental control
Tratamiento
Combinado Relacion de FVT esperado/
Dia ATRA CDDP Esperado Observado FVT observado
22 0.918 0.910 0.835 0.509 1.639
25 1.028 0.972 0.999 0.572 1.747
28 0.933 0.941 0.879 0.480 1.829

Figura 45. (A) Volumen tumoral en funcién del tiempo expresado en dias posteriores a la

inoculacion de las células LP0O7. Se muestran registros fotograficos representativos de un tumor

de cada grupo. (B) Tabla de fracciones de volumen tumoral para los tratamientos simples y el

tratamiento combinado, tanto esperado como observado. Se muestra la relacion de FVT

esperado/FVT observado como indicador de efecto sinérgico (>1) o efecto menor al aditivo (<1).

Barra de escala = 1 cm. *p<0,05, con respecto al control. ANOVA de dos factores. N=8.

Por otro lado, luego de la necropsia, fijamos los pulmones con Bouin para analizar la presencia

de macrometastasis bajo lupa (Figura 46). Luego del recuento final de metastasis en todos los
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l6bulos pulmonares observamos que el grupo que recibid el tratamiento combinado con ATRAy

CDDP sélo mostro un nédulo metastasico en un raton.
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Figura 46. Numero de macrometastasis observadas bajo lupa luego de la necropsia. Se
muestran registros fotograficos de un nédulo representativo de los pulmones de cada grupo

experimental. **p<0,01, con respecto al control. Barra de escala = 0,25 cm. Kruskal-Wallis. N=8.

3.4. Evaluacion del tratamiento de ATRA y CDDP sobre la capacidad metastasica de

células provenientes de oncoesferas LP07 en un modelo de metastasis experimentales in

vivo

Para profundizar en las ultimas etapas de la cascada metastasica, decidimos realizar un ensayo
de metastasis experimentales inoculando 7.500 células derivadas de oncoesferas LP0O7 por via
intravenosa en ratones BALB/c. Dichos ratones habian sido operados para introducir de manera

subcutanea el pellet de liberacién lenta de ATRA (o vehiculo) 72 hs antes. Del mismo modo, 24
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hs después de la cirugia comenzaron a recibir la primera dosis de CDDP o su vehiculo de forma
intraperitoneal, repitiéndola 2 veces por semana. 21 dias luego de la inoculacion de las células
evaluamos la presencia de macro y micrometastasis en los pulmones (Figura 47). Las
macrometastasis fueron evaluadas bajo lupa y las micrometastasis fueron evaluadas por
microscopio Optico en cortes histologicos realizados como se describié en el apartado
Materiales y Métodos. Observamos que todos los ratones controles evidenciaron
macrometastasis y que solo el tratamiento combinado generd una tendencia a disminuir la

presencia de micrometastasis observadas al microscopio.
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Figura 47. Ensayo de metastasis experimentales a partir de células provenientes de oncoesferas

LP0O7. Foto de oncoesferas formadas por LP07 previo a su disgregacién e inoculacién por via

endovenosa en ratones BALB/c junto al numero de macrometastasis encontradas por pulmoén

(A) y cantidad de micrometastasis encontradas luego de realizar cortes histoldégicos (B). Se

muestran registros fotograficos de los cortes histoldgicos tenidos con Hematoxilina y Eosina,

sefialando las micrometastasis encontradas. Dentro de cada foto hay una magnificacion de la

misma. Barras de escala =100y 50 um. Aumento = 400Xy 1000X. Kruskal-Wallis. N=8.
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4. Evaluaciéon de muestras de pacientes del biobanco de tejidos del IOAR

Se evalu6 mediante RT-gPCR el nivel de expresion de ARNm de los genes NANOG, OCT4, RARq,
RARB, RARy Yy la relacion entre los dos ultimos RARB/RARYy, en muestras de tejido tumoral de 21

pacientes con carcinoma pulmonar.

Como consecuencia de la falta de muestras correspondientes a parénquima pulmonar normal,
peritumoral o de patologia no tumoral que pudieran emplearse como “control” se decidié
emplear el valor de la mediana (Md) con el propdsito de establecer un valor de corte. Asi, se
denominan valores elevados o positivos de NANOG, OCT4, RARa, RARB, RARy y la relacion
RARB/RARy cuando la misma equipara o supera el valor de la Md en cada uno de los casos. Es
por ello que para la relativizacion de los niveles de expresion obtenidos por RT-gPCR se utilizaron
tres tumores con clasificacidon de neuroendocrinos como controles. En la Tabla 4 se muestran

los valores de la Md para cada uno de los genes estudiados, relativos a estas tres muestras.

Gen o relacion entre genes Md
NANOG 0,093969301
OCT4 0,726986259
RARa 0,628274286
RARB 1,952546384
RARy 1,680320962
RARB/RARy 1,135057149

Tabla 4. Valores de la mediana de la expresion de los ARNm evaluados. Se utilizaron las

muestras de los tres tumores con caracteristicas neuroendocrinas como controles al momento

de relativizar.

Si hubiéramos contado con un grupo “control” hubiéramos aplicado la curva ROC [(del inglés
Receiver Operating Characteristic), Caracteristica Operativa del Receptor], con el propésito de
determinar el punto de corte mas adecuado. De esta manera, el mismo hubiera correspondido
alvalor que permitiera la mejor discriminacién entre los dos grupos de pacientes o conjuntos de

muestras tisulares: carcinoma pulmonar vs tejido pulmonar normal o grupo control.
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La expresion de ARNm de los genes NANOG, OCT4, RARa, RARB, RARyy la relacién entre los dos
ultimos RARB/RARy, no mostré correlacidon con la mayoria de los parametros clinicos y de
anatomia patolégica analizados: sexo, edad al diagnéstico del carcinoma pulmonar primario,
habito tabaquico, comorbilidades [metabolopatias (diabetes, obesidad), enfermedades
endocrinolégicas (hipotiroidismo), hipertensién arterial, afecciones respiratorias (enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, EPOC), antecedentes de tumores malignos primarios previos,
histologia del tumor primario de pulmén, TNM (tamafio tumoral, nimero de ganglios linfaticos
comprometidos por metastasis al momento de efectuarse la cirugia, metastasis a distancia al
diagnéstico inicial), estos tres ultimos datos se resumen en el estadio tumoral, tratamientos
recibidos a causa del carcinoma pulmonar (tipo de cirugia, terapias adyuvantes (radioterapia,
quimioterapia ambas como monoterapias o combinaciones de las mismas) (Testde Spearman’s
Rho p=NS). Para estos calculos primero realizamos el andlisis de categorizar, dentro de los
pacientes positivos para cada marcador, cuantos de ellos son los que poseen estas

caracteristicas anatomo-patoldgicas (Tabla 5).
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Caracteristicas N° Pacientes Positivos / N° Total Pacientes (%)
NANOG OoCT4 RARa RARP RARy RARb/RARY
Sexo Mujer 7/21 (33,3) 7/21 (33,3) 6/21 (28,6) 8/21(38,1) 9/21 (42,9) 6/21 (28,6)
Hombre 4/21(19,1) 4/21(19,1) 5/21 (23,8) 3/21 (14,3) 2/21(9,5) 5/21(23,8)
Grupo Etario 25-60 3/21(14,3) 3/21(14,3) 5/21 (23,8) 5/21 (23,8) 5/21 (23,8) 4/21(19,1)
61-90 8/21 (38,1) 8/21 (38,1) 6/21 (28,6) 6/21 (28,6) 6/21 (28,6) 7/11 (33,3)
Antecedentes Personales
Tabaquismo Presencia 6/21 (28,6) 7/21 (33,3) 6/21(28,6) | 10/21(47,6) | 10/21(47,6) | 10/21(47,6)
Ausencia 5/21 (23,8) 4/21(19,1) 5/21 (23,8) 1/21 (4,8) 1/21 (4,8) 1/21 (4,8)
Comorbilidades Presencia 6/2128,6) 7/21(33,3) 9/21 (42,9) 7/21(33,3) 8/21 (38,1) 9/21 (42,9)
Ausencia 5/21(23,8) 4/21(19,1) 2/21(9,5) 4/21(19,1) 3/21(14,3) 2/21(9,5)
Otros Tumares primarios Presencia 3/21(14,3) 2/21(9,5) 3/21(14,3) 5/21 (23,8) 6/21 (28,6) 5/21 (23,8)
Ausencia 8/21 (38,1) 9/21 (42,9) 8/21 (38,1) 6/21 (28,6) 5/21 (23,8) 6/21 (28,6)
Ca. de células
PequeRias 1/21 (4,8) 3/21(14,3) 3/21(14,3) 3/21(14,3) 3/21(14,3) 3/21(14,3)
Histologia g:qi‘;;:l“'as no 7/21(33,3) | 6/21(286) | 6/21(28,6) | 8/21(38,1) | 7/21(33,3) | 7/11(33,3)
Neuroendocrino 3/21(14,3) 2/21(9,5) 2/21(9,5) -—- -—- 1/21 (4,8)
| 6/21 (28,6) 7/21 (33,4) 5/21 (23,8) 5/21 (23,8) 6/21 (28,6) 5/21(23,8)
Estadio I 3/21(14,3) 2/21(9,5) 4/21(19,1) 3/21(14,3) 3/21(14,3) 4/21(19,1)
I 2/21(9,5) 2/21(9,5) 2/21(9,5) 3/21(14,3) 2/21(9,5) 2/21(9,5)
Cirugia Lobectomia 9/21 (42,9) 9/21 (42,9) 8/21(38,1) 9/21 (42,9) 9/21 (42,9) 8/21 (38,1)
VATS 2/21(9,5) 2/21(9,5) 3/21(14,3) 2/21(9,5) 2/21(9,5) 3/21(14,3)
Quimio 2/21(9,5) 1/21 (4,8) 3/21 (14,3) 2/21(9,5) 1/21 (4,8) 2/21(9,5)
Adyuvancia Radio - 1/21 (4,8) 1/21 (4,8)
Quimio + RT 4/21(19,1) 4/21 (19) 3/21(14,3) 4/21(19,1) 3/21 (14,3) 3/21(14,3)
No adyuvancia 5/21 (23,8) 6/21 (28,6) 4/21 (19) 5/21 (23,8) 6/21 (28,6) 6/21 (28,6)
Status de SLE Libre 6/21 (28,6) 6/21 (28,6) 8/21 (38,1) 6/21 (28,6) 6/21 (28,6) 6/21 (28,6)
Recaida 5/21(23,8) 5/21 (23,8) 3/21(14,3) 5/21 (23,8) 5/21 (23,8) 5/21(23,8)
Status de SG Vivo 10/21(47,6) | 10/21(47,6) | 11/21(52,4) | 9/21(42,9) 9/21 (42,9) 9/21 (42,9)
Fallecido 1/21 (4,8) 1/21 (4,8) 2/21(9,5) 2/21(9,5) 2/21(9,5)
NANOG Positivo 9/21(42,9) | 6/21(286) | 6/21(28,6) | 5/21(23,8) | 5/21(23,8)
Negativo 2/21(9,5) 5/21 (23,8) 5/21 (23,8) 6/21 (28,6) 6/21 (28,6)
oCT4 Positivo 9/21 (42,9) 5/21 (23,8) 6/21 (28,6) 5/21 (23,8) 6/21 (28,6)
Negativo 2/21(9,5) 6/21 (28,6) 5/21 (23,8) 6/21 (28,6) 5/21(23,8)
RARG Positivo 6/21 (28,6) 5/21 (23,8) 5/21 (23,8) 5/21 (23,8) 5/21(23,8)
Negativo 5/21 (23,8) 6/21 (28,6) 6/21 (28,6) 6/21 (28,6) 6/21 (28,6)
RARB Positivo 6/21 (28,6) 6/21 (28,6) 5/21 (23,8) 9/21 (42,9) 9/21 (42,9)
Negativo 5/21 (23,8) 5/21 (23,8) 6/21 (28,6) 2/21(9,5) 2/21(9,5)
RARY Positivo 5/21 (23,8) 5/21 (23,8) 5/21 (23,8) 9/21 (42,9) 7/21(33,3)
Negativo 6/21 (28,6) 6/21 (28,6) 6/21 (28,6) 2/21(9,5) 4/21(19,1)
Positivo 5/21(23,8) 6/21 (28,6) 5/21 (23,8) 9/21 (42,9) 7(33,3)
RARB/RARy )
Negativo 6/21(28,6) | 5/21(23,8) | 6/21(28,6) 2/21(9,5) 4(19,1)

Tabla 5. Frecuencias dentro de cada caracteristica anatomo-patolégica para las muestras
positivas de cada gen evaluado. En negritay con fondo celeste se encuentran las correlaciones

que dieron significativo al realizar el Test de Spearman’s Rho. *p<0,05.

Dentro de todas las correlaciones posibles analizadas, las siguientes son las que resultaron

positivas estadisticamente:

La expresion de NANOG mostré asociacion con el habito tabaquico (Test de Spearman’s Rho

p=0,013) y con la histologia del carcinoma pulmonar (Test de Spearman’s Rho p=0,03).
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La expresion de OCT4 mostrd asociacion con el nivel transcripcional de NANOG (Test de

Spearman’s Rho p =0,003).

La expresion de RARa mostrd correlacion con el habito tabaquico (Test de Spearman’s Rho

p=0,013).

La expresion de RARB mostrd asociacion con la expresion de RARy (Test de Spearman’s Rho

p=0,003)y con la relacion de las expresiones RARB/RARYy (Test de Spearman’s Rho p=0,003).

La expresidon de RARy mostrd asociacion con el sexo de los pacientes (Test de Spearman’s Rho
p=0,015), el padecimiento de otros tumores primarios en forma previa a la presentacion del
carcinoma pulmonar (Test de Spearman’s Rho p=0,031) y el nivel de ARNm de RARPB (Test de

Spearman’s Rho p=0,03).

Finalmente, la relacion de las expresiones de ARNm RARB/RARy mostré asociaciéon con la

expresion de RARP (Test de Spearman’s Rho p=0,003).

Se realiz6 el analisis de supervivencia mediante el Método de Kaplan-Meier. Se estudiaron la
sobrevida libre de enfermedad (SLE) y la sobrevida general (SG). El tiempo promedio de

seguimiento de esta poblacién de pacientes fue de 48,6 (2-116) meses.

En la Tabla 6 se muestra el niumero de pacientes con valores positivos o elevados de expresion

del ARNm de cada uno de los genes analizados.

Gen Valores positivos/Total de pacientes (%
del total)
NANOG 11/21 (52,4)
OCT4 11/21 (52,4)
RARa 10/21 (47,6)
RARRB 11/21 (52,4)
RARy 10/21 (47,6)
RARB/RARy 11/21 (52,4)

Tabla 6. Numero de pacientes que presentaron elevada expresion de cada ARNm evaluado,

considerando la mediana de expresiéon como punto de corte.
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La expresion elevada (positiva) del ARNm de RARa, determinada en el tejido tumoral, al
momento del diagndstico del carcinoma pulmonar primario presento correlacion con la SG de
los pacientes estudiados. Los pacientes que presentaron mayores niveles de expresion de RARa
tuvieron una SG mas prolongada [Log Rank Test (Mantle-Cox) p = 0,047]. Ninguno de los otros

genes evaluados presentdé correlacion con la SG de los pacientes estudiados.

La significancia estadistica se mantuvo cuando se realiz6 el analisis multivariado aplicando la
Regresion de Cox respecto de la incorporacidon de la histologia del tumor como covariable
predictiva (p = 0,02). Pero la misma se perdié tras la incorporacion de los otros parametros
clinicos o de anatomia-patolégica como covariables en el andlisis de la SG: habito tabaquico,
comorbilidades, otros primarios, grupo etario, sexo, cirugia, tratamiento adyuvante, estadio

tumoral, expresion de los otros genes analizados (p=NS).

La expresién de ninguno de los genes a nivel ARNm mostré correlacion con la SLE de los
pacientes con carcinoma de pulmdn [Log Rank Test (Mantle-Cox) p = NS]. De manera similar, la
expresion de ARNm de los genes evaluados, asi como la relacion RARB/RARy, no mostraron
asociacion con la SG de los pacientes [Log Rank Test (Mantle-Cox) p = NS], excepto por RARa tal
como se indicara en el parrafo anterior (Figura 48). EL Unico gen que demostré una tendencia no
significativa a correlacionar con la SG es NANOG, donde una alta expresidon de este gen esta

relacionado a una mayor SG.
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Resultados

Figura 48. Graficos de sobrevida libre de enfermedad (SLE) y global (SG) asociada a los ARNm
evaluados. Graficos de Kaplan-Meier asociando la SLE (A) y SG (B) para cada uno de los genes
evaluados. Las muestras con un nivel de expresion mayor a la mediana son consideradas como
positivas, mientras que las que poseen un nivel de expresién menor a la mediana son

consideradas como negativas. El p en las esquinas inferior derecha de cada gréafico indican el
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De los 21 pacientes con cancer de pulmén incorporados al protocolo, 8 recayeron (38,1%). En la
Tabla 7 se muestra el numero de pacientes recaidos que presentaron valores positivos de cada

uno de los genes analizados.

Gen n casos recaidos con valores positivos/n
total de pacientes recaidos (%)
NANOG 5/8 (62,5)
OCT4 5/8 (62,5)
RARa 3/8 (37,5)
RARPB 5/8 (62,5)
RARy 5/8 (62,5)
RARB/RARy 5/8 (62,5)

Tabla 7. Numero de pacientes positivos para los ARNm evaluados que recayeron, relativo a la

cantidad de pacientes totales que recayeron.

De los 8 pacientes que sufrieron una recaida, 3 (37,5%) fallecieron como consecuencia de la
enfermedad oncolégica. Estos tres pacientes fallecidos presentaron valores positivos o

elevados de los genes que se muestran en la Tabla 8.

Gen n casos fallecidos con valores positivos/n
total de pacientes fallecidos (%)

NANOG 1/3 (33,3)
OCT4 1/3 (33,3)
RARa 0/3(0)

RARB 2/3(66,7)
RARy 2/3(66,7)
RARB/RARy 2/3(66,7)

Tabla 8. Numero de pacientes positivos para los ARNm evaluados que fallecieron, relativo a la

cantidad de pacientes totales fallecidos.

5. Evaluacién del sistema del Acido Retinoico y los genes pluripotenciales como

potenciales marcadores in silico

5.1. Evaluacién de la relevancia de los genes del sistema del Acido Retinoico en la clinica

Para comenzar con el estudio del acido retinoico en nuestra patologia de interés realizamos un

analisis bioinformatico en bases de datos publicas en XENA y evaluamos como se encuentran
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expresados los receptores retinoides tanto en adenocarcinomas como en carcinoma de células
escamosas (CCE) de pulmodn, con respecto al tejido lindante (no tumoral) o al tejido pulmonar

sano.

Observamos que tanto las muestras provenientes de adenocarcinomas como las provenientes
de CCE (en mayor medida) presentan una disminucion de la expresion de RARa. (Figura 49). Del
mismo modo, se observé una disminucién en la expresién de RAR[B en las muestras de
adenocarcinomas. En paralelo, se observé un aumento en la expresion de RARy en las muestras
provenientes de los CCE. Ademas, en conjunto, se puede observar cémo ambos tipos tumorales
presentan, entonces, una disminucion en la relacion RARB/RARy con respecto a los tejidos no

tumorales, indicando un fenotipo menos diferenciado.
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Figura 49. Expresion de receptores retinoides (RARa, RARB y RARy) y relacion RARB/RARy
obtenidos de la base de datos de TCGA con XENA. Kruskal-Wallis. ****p<0,001. N=287 para

tejido normal, N=109 para tejido no tumoral, N=513 para adenocarcinomas y N=498 para

carcinoma de células escamosas.

Para evaluar la importancia clinica de estos receptores retinoides, se realizé en la misma
plataforma la evaluacién de la sobrevida para cada uno de los pacientes con esta patologia,
agrupandolos en dos grupos: uno con baja expresidon y otro con alta expresiéon del receptor

evaluado. El sitio de corte para separar ambas poblaciones fue el valor de la mediana de
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expresion para cada uno de ellos. En este aspecto, observamos que en ambos subtipos
tumorales la alta expresion de RARy esta asociada con peor prondstico, del mismo modo que la

alta expresion de RARa en adenocarcinomas (Figura 50).
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Figura 50. Graficos de Kaplan-Meier para los receptores retinoicos, separando su expresion en
dos percentiles tomando el valor de la mediana de expresién como valor de corte. De izquierda
a derecha: RARa, RARP y RARy, analizados para Adenocarcinomas (A) y para Carcinoma de
Células Escamosas (B). Las lineas rojas muestran la sobrevida de los pacientes con alta
expresion del receptor, mientras que las negras muestran la sobrevida de los pacientes con baja
expresion. En la esquina superior derecha de cada grafico se puede observar el p valor de la

prueba. Debajo de cada grafico se pueden observar el numero de pacientes involucrado en cada

cohorte a lo largo del tiempo.
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5.2. Evaluacion de la relevancia de los genes pluripotenciales NANOG, SOX2y OCT4 en

NSCLC

Del mismo modo que se realizé con los receptores retinoides y con las mismas muestras a
disposicion en la plataforma XENA, decidimos analizar como se distribuye la expresion de los
genes pluripotenciales SOX2, NANOG y OCT4 dentro de los 4 grupos analizados

bioinformaticamente: tejido sano, tejido no tumoral (proveniente de un paciente oncoldgico),

adenocarcinomasy CCE.

Observamos que en ambos tipos tumorales la expresion de SOX2 es mayor que en el tejido
normal (Figura 51). Por el contrario, tanto OCT4 como NANOG parecen mostrar el perfil opuesto,

siendo el tejido normal el de mayor expresién de estos marcadores.
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Figura 51. Expresion de genes pluripotenciales (SOX2, NANOG y OCT4) obtenidos de la base de
datos de TCGA con XENA. Kruskal-Wallis. *p<0,05; ****p<0,001. N=287 para tejido normal,
N=109 para tejido no tumoral, N=513 para adenocarcinomas y N=498 para carcinoma de células

escamosas.

Ademas, realizando el analisis de la sobrevida de los pacientes y su vinculaciéon con la expresion

de los genes pluripotenciales, observamos que solo la expresion de NANOG parece tener
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incidencia en cuanto a la sobrevida de los pacientes con adenocarcinomas, en los cuales una

alta expresion del marcador resulta en mayor sobrevida (Figura 52).
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Figura 52. Gréaficos de Kaplan-Meier para los marcadores pluripotenciales, separando su
expresion en dos percentiles tomando el valor de la mediana de expresion como valor de corte.
De izquierda a derecha: NANOG, OCT4 (POU5F1) y SOX2, analizados para Adenocarcinomas (A)
y para Carcinoma de Células Escamosas (B). Las lineas rojas muestran la sobrevida de los
pacientes con alta expresidon del marcador, mientras que las negras muestran la sobrevida de
los pacientes con baja expresién. En la esquina superior derecha de cada grafico se puede
observar el p valor de la prueba. Debajo de cada grafico se pueden observar el nimero de

pacientes involucrado en cada cohorte a lo largo del tiempo.
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Discusioén

El cancer de pulmén es un importante problema de salud, tanto a nivel mundial como dentro de
Argentina. Segun el Instituto de Efectividad Clinica y Sanitaria (IECS), el cancer de pulmodn
ocasiona aproximadamente 10000 muertes por afo en Argentina (IECS, 2024), ademas de ser el
que mas recursos del estado consume, sumando el coste de las consultas, estudios
diagnosticos, cirugias, radioterapia, medicamento, hospitalizaciones, seguimiento y manejo de
los efectos adversos. Si bien en los ultimos afios han surgido diversas terapias dirigidas para los
distintos subtipos de este cancer, ademas de las inmunoterapias dirigidas a los inhibidores de
puntos de control, la quimioterapia con cisplatino sigue siendo uno de los tratamientos mas
frecuentes para el cancer de pulmadn. Sin embargo, el tratamiento con cisplatino (CDDP) dista
mucho de ser una solucion definitiva de la enfermedad, siendo frecuente la adquisicion de
resistencia a la terapia y la consiguiente recaida del paciente. En este contexto, es de vital
importancia el trabajo de la ciencia basica en cuanto a la busqueda del entendimiento de los
mecanismos de esta resistencia, asi como en cuanto a la generacién de modelos para dicho

estudio.

En este trabajo de tesis generamos una linea celular resistente a CDDP a partir de la linea
humana de cancer de pulmén de células no pequefias NCI-H125 (H125cpr). Nuestro grupo de
trabajo ya habia generado una linea celular resistente a CDDP a partir de otra linea celular
humana de NSCLC, las NHI-A549 (A549cpr). Estas lineas celulares las utilizamos para evaluar
el tratamiento de ATRA como potencial terapia de combinaciéon con CDDP. Ademas, realizamos

la caracterizacidn de ambos modelos.

La linea celular H125cpr resulté tener una ICs, frente al tratamiento con CDDP durante 72 hs de
aproximadamente 7,5 uM, contrastando con el 2 uM de la linea control H125ct. Del mismo
modo, A549cpr presentd una ICsocercana a 18 uM, mientras que su contraparte A549ct resultd
cercana a 7 uM. Estas dosis resultaron similares a las encontradas en bibliografia en otros

modelos tumorales (Calderén-Montafo, 2021).
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Al momento de analizar su comportamiento en cultivo, observamos que las variantes
resistentes a CDDP presentaron una tasa de proliferacion menor, asi como una menor
capacidad migratoria. Ademas, A549cpr presentd menor capacidad adhesiva que A549ct.
H125cpr se comportd in vivo igual que en monocapa, con una tasa de proliferacién menor que
H125ct y manteniendo la resistencia al tratamiento con CDDP, lo que nos asegura poder usarla
como modelo de resistencia no solo para ensayos in vitro, sino también en esta clase de
modelos mas fisiolégicos. Todos estos parametros modificados con respecto a sus variantes
sensibles relacionan a las lineas celulares resistentes a CDDP con unas células con un fenotipo

menos epitelial que sus respectivas variantes control.

En unsentido amplio, latransicién epitelio-mesenquimal (TEM) es un tipo de plasticidad epitelial
que conduce a cambios morfoldégicos acompanados de cambios moleculares drasticos que
persisten en el tiempo, derivando en un fenotipo mas mesenquimal/fibroblastoide (Gonzalez,
2014). Dentro del cancer, la TEM es un proceso que ocurre naturalmente y que estd asociada
con la iniciacidon tumoral, invasién, metastasis y resistencia a terapias (Pastushenko, 2019).
Cuanto mas avanzada es dicha transicién, mayor agresividad presenta el tumor y peor
prondstico asociado. Una de las caracteristicas que conducen a un fenotipo de peor prondstico
es la presencia de una mayor proporcién de células madre tumorales, asi como de una mayor
stemness general del tumor. En nuestros modelos, hay evidencias que sugieren un aumento en
este parametro, como lo son el aumento de la tasa de proliferacion de las oncoesferas, la
tendencia a tener un mayor numero de células capaces de formar colonias en baja densidad y

la menor relacion de expresion de los receptores retinoides RARB/RARY.

El cultivo de oncoesferas es un cultivo restrictivo desarrollado para enriquecer el mismo en
células con cierto grado de pluripotencialidad. El cultivo se realiza en baja densidad celular, en
condiciones de no-adhesidny en ausencia de SFB, pero con factores de crecimiento apropiados

para que estas células pluripotentes sean capaces de sobrevivir y proliferar. En nuestros
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modelos resistentes a CDDP, la cantidad de células capaces de sobrevivir en estas condiciones
y terminar formando oncoesferas es menor que en las lineas celulares sensibles. Esto implica
que el proceso de seleccion producido por el CDDP al momento de generar las lineas resistentes
al farmaco produjo una disminucién en la cantidad de estas células presentes en la poblacién.
Sinembargo, en estos cultivos también se evidencia que las oncoesferas formadas por las lineas
resistentes a CDDP, si bien son menos que sus contrapartes sensibles, crecen en tamafo de
forma mas acelerada. Esto implica que las células pluripotentes presentes en el cultivo
resistente a CDDP poseen una tasa de autorrenovacion mayor, permitiéndoles formar una masa
tridimensional mas rapido que las células que no atravesaron la seleccion por CDDP. Este es un
punto importante, dado su paralelismo a lo que podria estar ocurriendo en la clinica, al abordar

una terapia con CDDP que condujera a un estadio quimiorresistente.

Analizando las células provenientes de tumores generados en el subcutaneo de ratones
BALB/c™™ a través del ensayo de frecuencias analizados por ELDA, encontramos que las
extraidas de los tumores H125cpr presentan una tendencia a tener mayor frecuencia de células
formadoras de oncoesferas que las extraidas de tumores H125ct. Ademas, cada grupo tratado
con CDDP presenta una tendencia a tener mayor proporciéon de células formadoras de
oncoesferas que las provenientes de los grupos sin tratamiento. Esto apoya la teoria de que el
CDDP estaria actuando sobre las poblaciones celulares con mayor grado de diferenciacion,
seleccionando las células con un estado de pluripotencialidad mayor, que son las que son

capaces de formar oncoesferas in vitro.

Por otro lado, en la introduccién hemos hablado de los roles de los distintos receptores
retinoides. Asi como ocurre en multiples vias de sefalizacién intracelular, un mismo estimulo
puede generar respuestas sobre distintos genes blanco, ain con acciones contrapuestas. En el
caso del sistema retinoide, el retinol ingresa a la célula transformandose en Acido Retinoico e

interacciona con los receptores retinoides, lo que posibilita que se dirijan al ndcleo y activen la
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transcripcion de genes blanco. El RARP esta involucrado en procesos relacionados con la
diferenciacién celular, mientras que el RARy suele estar relacionado a procesos relacionados
con el mantenimiento delfenotipo stem. En condiciones normales de cultivo, ambos receptores
estan presentesy formando dimeros RAR/RXR activando sus respectivos genes blanco. Por esta
razén es importante calcular como la relacién entre la expresion de ambos (RARB/RARYy) puede
verse modificada en las distintas condiciones a estudiar (Berardi, 2021). Entonces, cuando
observamos que esta relacion es menor en las lineas resistentes a CDDP que en sus variantes
sensibles, significa que es mayor el impacto del RARy en estos modelos (0o menor el impacto del
RARP). Es decir, estamos en presencia de un fenotipo con una mayor preponderancia hacia el
mantenimiento del nicho stem, relacionado con la mayor capacidad de autorrenovacion

observada en los cultivos de oncoesferas.

El ensayo de clonogenicidad celular permite analizar la capacidad de crecer y proliferar en
condiciones de baja densidad, donde casi no existe condicionamiento entre ellas. Sélo aquellas
células tumorales con alta plasticidad, y con alta potencialidad de division son capaces de
crecery multiplicarse en estas condiciones de cultivo. Muchas veces a estas células tumorales
se las suele relacionar con las CSC, ya que una célula tumoral con baja pluripotencialidad no
suele ser capaz de sobrevivir y dividirse sin entrar en contacto con una célula aledanha.
Justamente hemos observado que H125cpr tiene una mayor capacidad clonogénica que H125ct

lo que permitiria inferir un aumento de este tipo celular.

Tomando todo en conjunto, encontramos que a nivel poblacional las lineas resistentes a CDDP
parecerian tener un fenotipo mas mesenquimal, asi como también parecen desarrollar un
componente stem con una capacidad de autorenovacidn mayor. Esta elevada tasa de
autorenovacion podria ser una de las explicaciones del motivo de su resistencia al tratamiento

con CDDP, asi como ha sido demostrado en otros modelos (Toledo-Guzman, 2018).
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Mas alla de la caracterizacién fenotipica de los nuevos modelos celulares, los hallazgos de esta
tesis revelan una reconfiguracién en la poblacién celular del tumor tras la exposicién crénica al
CDDP. La generacion de las lineas resistentes a CDDP no solo representan un aumento en la
ICso, sino la formacion de un fenotipo con mayor plasticidad celular. La paradoja observada (una
menor tasa de proliferacion global en las células resistentes, pero una capacidad de
autorrenovacion acelerada en condiciones de oncoesferas) sugiere que la resistencia al CDDP
induce un estado de agresividad latente. En este estado, las células sacrifican la velocidad de
division en monocapa a favor de una mayor eficiencia en la formacion de nichos
tridimensionales, emulando el comportamiento de las CSC que sobreviven a la quimioterapia

en el paciente.

Las diferencias observadas en la respuesta entre las lineas A549 (adenocarcinoma, mutacion
KRAS) y H125 (carcinoma adenoescamoso) subrayan la importancia del fondo genético en la
quimioresistencia. Mientras que A549 muestra una resistencia mas vinculada a la transicion
epitelio-mesenquimal (EMT), H125 parece exhibir un fenotipo mas quiescente y con mayor
capacidad de autorrenovacién en oncoesferas. Esta heterogeneidad refleja la realidad clinica
del NSCLC, donde las mutaciones de p53 y el estado de KRAS dictan la susceptibilidad a la

terapia con platinos (Mogi, 2011).

Cuando evaluamos el efecto que tiene el CDDP sobre las lineas sensibles o resistentes al
quimioterapico, encontramos diferencias claves en cuanto a su efecto sobre la distribucién del
ciclo celular y la apoptosis. El tratamiento con CDDP produce un arresto casi total en la fase
G2/M en las células sensibles, efecto que no se evidencia en las resistentes. Del mismo modo,
dicho tratamiento genera un aumento de la apoptosis en las células sensibles. Es decir que
ambos mecanismos estarian involucrados en la generacion de la resistencia. Estudios previos
demuestran que las células resistentes a CDDP, a pesar de tener igual cantidad de

quimioterapico intracelular, responden de forma diferencial al tratamiento debido a procesos
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moleculares involucrados tanto en la reparacion del dano del ADN producido por el CDDP
(Rocha, 2018), asi como la modificacion de moléculas pro-apoptoticas y antiproliferativas como

las vinculadas con la via de p21y p53 (Sarin, 2017).

Las CSC poseen una resistencia intrinseca a los tratamientos debido a multiples factores que
les permiten evadir la terapia. Uno de ellos es la presencia de proteinas transportadoras de
drogas, que expulsan las drogas antitumorales hacia el componente extracelular. Dichas
proteinas pertenecen a una familia conocida como transportadores de casete de unién a ATP.
Estas proteinas utilizan bombas de eflujo de farmacos dependientes de ATP para la eliminacion
del farmaco, y se ha observado su sobreexpresion en las CSC mediante ensayos de poblacion

lateral (Begicevic, 2017).

Otro mecanismo de accién de las CSC para evitar la respuesta del CDDP es la activacion de vias
especificas de reparacion del ADN (Griso, 2022). La via de reparacidon por escisidon de
nucleodtidos (NER) es responsable de reparar los aductos de platino-ADN intercatenarios, que es

el principal tipo de dafio al ADN causado por el CDDP (Marteijn, 2014)

Uno de los principales mecanismos del desarrollo de la resistencia a la terapia es la presencia
de subpoblaciones fenotipicamente distintas de células tumorales, lo que se conoce como
heterogeneidad intratumoral (Shibue, 2017). Esta heterogeneidad puede ser impulsada por la
presencia de clones que portan diferentes eventos mutacionales, que podrian responder de
manera diferente a los tratamientos, o por células que contienen las mismas mutaciones, que
son fenotipicamente distintas debido a la reprogramacién metabdlica o epigenética. Dentro de
este ultimo, se ha demostrado que las células madre tumorales (CSC) son impulsoras clave de
la resistencia ala terapia al sobrevivir a los tratamientos y generar las recaidas tumorales (Zhou,

2021).
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Al comparar las dos lineas resistentes a CDDP utilizadas en este trabajo encontramos sutiles
diferencias en cuanto a su comportamiento, morfologia y efecto de los tratamientos. Las
principales diferencias las encontramos al analizar los nucleos de las células sin tratamiento.
Mientras que A549cpr pareceria sufrir pocas modificaciones nucleares, evidenciadas solo en
una tendencia a aumentar los fragmentos citoplasmaticos de la cromatina (FCC) y una
tendencia a disminuir la cantidad de células con cariomegalia, las H125cpr presentan mayores
alteraciones: superficie nuclear promedio elevada, aumento significativo en el porcentaje de

células con FCC y tendencia a aumentar el porcentaje de células con cariomegalia.

Estos cambios nucleares no se ven reflejados al momento de analizar la distribucion dentro del
ciclo celular por citometria de flujo. Al analizar la cantidad de IP en las muestras no se evidencia
cambio en la cantidad relativa de células en las distintas fases del ciclo ni en cuanto a la
cantidad absoluta de IP incorporado por las células. Este resultado da a entender que el
aumento en la superficie nuclear y en la cantidad de células con cariomegalia no se debe a un
aumento de la cantidad de ADN, sino que se deba probablemente a la disminucién de la
condensacion de la cromatina. Esto coincide con lo observado al fotografiar los nicleos tefidos
con DAPI, ya que las células con cariomegalia evidencian nucleos con una tincién mas tenue

que las vecinas.

Por otro lado, la aparicion de FCC suele estar asociada a diversos mecanismos celulares
relacionados con estrés celular. ELADN citoplasmatico puede tener origen en micronucleos que
surgen de errores de segregacion cromosémica (Harding, 2017; Mackenzie, 2017; Terradas,
2010; Zhang, 2015), ADN mitocondrial liberado de mitocondrias estresadas (West, 2017) o ADNc
producido por reactivaciéony altos niveles de transcripcién del elemento intercalado largo (LINE-
1) (De Cecco, 2019; Simon, 2019). Estos FCC, generados a través de un proceso de blebbing

nuclear-citoplasmatico, impulsan el fenotipo secretor asociado a la senescencia (Dou, 2015).
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La senescencia celular, una detencidon estable del ciclo celular, se considera un sello distintivo
delenvejecimientoy contribuye a las enfermedades asociadas al mismo (Herranz, 2018). Si bien
esa detencidn en la replicacién celular es la caracteristica distintiva de la senescencia, existen
muchas otras alteraciones fenotipicas necesarias para comprender las funciones
fisiopatologicas de este tipo de células. Por ejemplo, las células senescentes experimentan
cambios morfolégicos, remodelacion de la cromatina y reprogramacion metabdlica, y secretan
una mezcla compleja de factores principalmente proinflamatorios que suelen denominarse
como fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP). En nuestros estudios observamos
varios indicios que podrian indicar que las células resistentes a CDDP generadas en el
laboratorio presentan varias de estas caracteristicas. Las remodelaciones de la cromatina ya
fueron discutidas previamente, pero también encontramos un aumento en la complejidad
celular en H125cpr, evidenciando la presencia de vesiculas citoplasmaticas, que podrian tener
relacién con SASP. Hay evidencias que demuestran que el tratamiento con CDDP en lineas
celulares de melanoma produce el SASP propio de una célula senescente (Sun, 2018). ELmodelo
H125cpr, entonces, podria estar manteniendo este fenotipo como consecuencia del
tratamiento crénico con CDDP, lo que la diferencia del modelo A549cpr, que parece haber

sobrellevado la resistencia con otros mecanismos.

Observamos que H125cpr presenta mayores cambios morfolégicos con respecto a H125ct que
lo que ocurre entre A549cpry A549ct. Obviamente la sensibilidad a la terapia con CDDP resulta
menor en ambos modelos resistentes, pero H125cpr parece estar manifestando la resistencia
al farmaco de forma mas traumatica, pudiendo resistir las dosis bajas de CDDP de

mantenimiento, pero con alteraciones en su morfologia.

Estas diferencias observadas entre los dos modelos resistentes a CDDP utilizados en esta tesis
da cuenta de la importancia de la utilizacion de méas de un modelo para el estudio de estas

patologias. Los mecanismos de resistencia son variados y multifactoriales. Simplificar este
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problema en un Unico modelo estaria desarrollando un sesgo peligroso. Ademas, desde un
punto de vista practico, algunos tipos celulares pueden resultar mas convenientes para el
estudio de ciertas caracteristicas moleculares o celulares. Por ejemplo, en nuestros modelos,
la linea celular H125 resulta un modelo mas adecuado para el estudio de células madre
tumorales ya que el cultivo de oncoesferas presenta un abordaje mejor que en A549. Las células
A549 demoran cerca de 14 dias en formar oncoesferas, necesitando ademas el agregado de
carboximetilcelulosa 1% para espesar el medio de cultivo y asi evitar que las células formen
agregados. En cambio, las H125 forman oncoesferas compactas antes de los 5 dias de cultivo,
permitiendo trabajar con ellas con una velocidad y simplicidad mayor. Esta caracteristica en el
comportamiento celular ante el desarrollo de oncoesferas podria, ademas, relacionarse con la
mayor agresividad o tumorigenicidad manifestada en el modelo H125, sobre todo para la

sublinea resistente.

Por otro lado, seria interesante la utilizaciéon de modelos resistentes a CDDP con células de
origen murino, lo que permitiria su estudio in vivo en ratones BALB/c o C57BL/6, de mayor
accesibilidad y menor requerimiento de cuidados que los BALB/c"/™ necesarios para trabajar
con las células de origen humano. Y dada laimportancia de estudiar la progresién tumoral in vivo
ante el desafio del sistema inmune del huésped, es que sumamos un modelo de sensibilidad

intermedia al CDDP, el LP0O7, cuyos resultados discutiremos mas adelante en este capitulo.

Con laidea de sumar o proponer nuevas terapéuticas en el abordaje de los tumores de pulmoén
(NSCLC) resistentes a los platinos, es que exploramos los efectos de una terapia diferenciadora

sobre la progresién tumoral en nuestros modelos.

El acido trans-retinoico (ATRA) es un derivado de la vitamina A que es utilizado para el
tratamiento de otros tipos tumorales. La administracion oral de ATRA es el tratamiento de
primera eleccién en la leucemia promielocitica aguda en adultos y el neuroblastoma en nifios
(Giuli, 2020). Ademas, varios investigadores han demostrado el efecto quimioterapéutico y
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quimiopreventivo de los derivados de retinoides en numerosos tipos de células tumorales, como
en carcinomas hepatocelulares y carcinomas renales (Chen, 2022). Ademas, nuestro grupo de

trabajo ha demostrado el efecto antitumoral del ATRA en cancer de mama (Berardi, 2021).

En nuestros modelos de resistencia a CDDP observamos que el ATRA no afecta la viabilidad
celular. Sin embargo, encontramos que los receptores retinoides estan presentes en todas las
lineas celulares evaluadas al medir su expresion por gPCR. No solo ello, sino que ademas la
expresion de los mismos se ve modificada con el tratamiento con ATRA, asi como también se
observa un aumento en la expresion de luciferasa en los ensayos de gen reportero con RARE-
Luc, indicando que ademas estos receptores estan activos. El sitio RARE (elemento de respuesta
al acido retinoico) es la secuencia de ADN a la que se unen los receptores retinoides luego de
interactuar con el ATRA para gatillar la transcripcién de los genes blanco (Afornali, 2013). Estos
cambios en cuanto a la expresidon de los receptores retinoides, aumentando la relacién
RARB/RARy en las células tratadas con ATRA apuntan a que el tratamiento podria estar
generando un cambio molecular que derive en un fenotipo mas diferenciado y con
caracteristicas menos pluripotenciales. Puede que el tiempo de tratamiento con ATRA
implementado por nosotros para este plan de tesis, haya sido insuficiente para que estos
cambios moleculares terminen generando modificaciones de indole mas celular, afectando
alguno de los pardmetros que medimos luego de 48 o 72 hs de tratamiento. Esta modificacion
en el perfil de diferenciacién celular muchas veces no se ve reflejado en la expresidn de los genes
pluripotenciales en nuestros modelos luego de los tratamientos con CDDP. Esto puede deberse
a la seleccion propia producida por el quimioterapico, que justamente al tener accién sobre las
células con mayor grado de diferenciacién, genera un aumento o enriquecimiento en la cantidad
de células pluripotentes. Como los genes pluripotenciales suelen estar expresados en esta
pequena poblacion celular, no solo es mas dificil su deteccidn, sino que, a nivel poblacional, la
diferenciaciéon de unas pocas células pluripotentes (y la consecuente disminucién de la

expresion de genes pluripotenciales) termina teniendo menos relevancia que la muerte y arresto
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de un gran numero de células mas diferenciadas. Todas estas células presentan expresion de
los receptores retinoides, es por esto que las modificaciones producidas por el ATRA se ven

reflejadas de forma directa cuando realizamos la medicion en la poblacion celular completa.

Nuestros resultados confirman que el sistema de receptores retinoides es funcional en los
modelos NSCLC estudiados. Sin embargo, a pesar de que el ATRA modula la expresién de los
RARs, no se observo un efecto sinérgico directo sobre la viabilidad celular in vitro al combinarse
con CDDP. Esta falta de sensibilizacién bioldgica, pese a la funcionalidad del receptor, ha sido
descrita previamente en otros tumores sdlidos. Se ha sugerido que la eficacia del ATRA puede
estar limitada por la presencia de co-represores nucleares como NCoR o SMRT, que mantienen
la cromatina en un estado condensado incluso en presencia del ligando (Bushue, 2010).
Asimismo, el crosstalk con la via de PI3K/Akt, frecuentemente hiperactivada en NSCLC, podria

estar contrarrestando las sefiales pro-apoptoéticas inducidas por los retinoides (Siddik, 2003).

A diferencia de lo observado en nuestros modelos in vitro en monocapa, la literatura cientifica
proporciona evidencia sélida sobre la capacidad del ATRA para sensibilizar células tumorales al
CDDP. En modelos de NSCLC, se ha demostrado que la combinaciéon de ATRA con platinos no
solo mejora los parametros clinicos en pacientes (Arrieta, 2010), sino que actua
especificamente reduciendo la subpoblacion de células madre tumorales CD133+ que
normalmente sobreviven al tratamiento con CDDP (Moro, 2015). El mecanismo de esta sinergia
podria estar vinculado a un aumento en la formacidén de aductos de platino en el ADN, como se
reportd previamente (Li, 2018), sugiriendo que el ATRA interfiere con la capacidad de reparacién
celular ante el dafo quimioterapico. La ausencia de este efecto en nuestros modelos celulares
de NSCLC podria sugerir que la modulacién mediada por retinoides requiere, ademas, de
factores presentes en el microambiente tumoralin vivo, o que la diferenciacidn alcanzada no fue

suficiente para alterar los niveles de proteinas pro-apoptéticas.
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Es interesante remarcar que, si bien el ATRA no pareceria prometedor en cuanto a su rol como
terapia antitumoral en nuestros modelos in vitro en los tiempos evaluados, si observamos efecto

positivo al evaluar el tratamiento in vivo.

Utilizando el modelo de tumor de pulmoén murino LP07, inoculado subcutaneo en BALB/c
encontramos que el tratamiento combinado con ATRA y CDDP generd una disminucion del
crecimiento tumoral con respecto al control o a los tratamientos simples. Este efecto, que
tampoco se observa in vitro en elmodelo LP07, podria deberse justamente al tipo de tratamiento
con pellet subcutaneo de liberacion lenta, que genera que las células tumorales reciban una
dosis constante de ATRA durante todo el experimento (21 dias de tratamiento continuo),
permitiendo que los cambios transcripcionales se traduzcan en cambios mas radicales en el
tumor. Ademas, en un contexto in vivo, no habria que desestimar el potencial efecto del ATRA

sobre el sistema inmune y la reprogramacion del microambiente tumoral del ratén.

Diversos estudios demuestran el efecto del ATRA sobre el sistema inmunitario. No es casualidad
que su utilizacién a nivel clinico sea predominante en leucemia aguda promielocitica. Sin
embargo, en tumores sélidos también se ha observado potencial. Por ejemplo, el ATRA reduce
significativamente la presencia de células mieloides inmaduras y mejora la capacidad de las
células mononucleares para estimular linfocitos T en pacientes con carcinoma renal (Tobin,
2018). También se ha observado que el ATRA diferencia a las células mieloides inmaduras en
células dendriticas maduras, macroéfagos y granulocitos, mejorando la respuesta inmunitaria
tumoral especifica mediada por linfocitos CD4+ y CD8+ en varios tipos tumorales evaluados in
vivo (Li, 2021). Mas aun, el ATRA promueve la supervivencia de los linfocitos T CD8+ especificos
del tumor, aumentando también la expresién de las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad en las células tumorales, permitiendo su reconocimiento por el sistema

inmune (Bi, 2023).
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En cuanto a la evaluacién del potencial del ATRA sobre pacientes con cancer de pulmon,
podemos ver en las bases de datos, que los receptores retinoides estan diferencialmente
expresados no solo al comparar los adenocarcinomas con los carcinomas de células
escamosas, sino también al comparar estos grupos con el tejido sano. ELRARa presentdé menor
expresion en las muestras tumorales y a su vez, las muestras de carcinomas de células
escamosas presentaron aun menos expresion de este receptor que las muestras de
adenocarcinomas. Ademads, las muestras tumorales presentaron una menor relacion
RARB/RARYy, hablando de la menor diferenciacion que presenta el tejido tumoral con respecto al
tejido sano. Por otro lado, para evidenciar la importancia del rol del sistema del acido retinoico
en esta patologia, observamos que la alta expresion de RARy en ambos tipos tumorales presenta
una sobrevida global menor, evidenciada en los graficos de Kaplan-Meier, seguramente

influenciado por el rol que tiene este receptor en el mantenimiento de las CSC.

Por su parte, al igual que ocurre en nuestros estudios in vitro, la expresion de los genes
pluripotenciales NANOG, OCT4 y SOX2 no sigue la misma tendencia en los 3 casos. Solo SOX2
se encuentra aumentado en los tejidos tumorales, siendo en mayor medida su expresién en los
carcinomas de células escamosas. Ademas, tanto NANOG como OCT4 se encuentran
disminuidos en los tejidos tumorales, aunque la diferencia con el tejido normal pareceria ser
menor a la evidenciada en SOX2. La diferencia entre los marcadores podria deberse a la poca
estratificacién de los grupos evaluados. Al no separar los tipos tumorales en los distintos
estadios, pueden encontrarse evaluados pacientes en estadios tempranos, como tardios de la
enfermedad. Es interesante observar que solo los pacientes con adenocarcinoma con alta
expresion de NANOG mostraron un diferencial en cuanto a la sobrevida general, mostrando una
mayor sobrevida que los pacientes con baja expresion del marcador. Si bien estos marcadores
moleculares estan asociados a la presencia de CSC en cancer de pulmén, estarian vinculados
también a la resistencia a terapias (Hu, 2020). En este sentido, SOX2 parece ser el marcador

molecular mas prometedor en esta patologia. SOX2 es el unico de estos marcadores en ser
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regulado rio debajo del factor de crecimiento EGFR, frecuentemente mutado en NSCLC
(Karachaliou, 2013). Ademas, su ARNm es el unico en encontrarse elevado en sangre completa
en pacientes de SCLC (Sodja, 2016). Todo esto, sumado a la elevada expresion encontrada en la
base de datos, nos confirma que su presencia podria usarse como marcador diagndstico. Sin
embargo, al no verse modificada la sobrevida general de los pacientes evaluados, su valor

prondstico no seria adecuado.

Por otra parte, al evaluar las muestras de pacientes obtenidas del biobanco del Institito “Angel
H. Roffo” observamos que el Unico receptor que mostraria relevancia al momento de evaluar la
sobrevida general es RARa. Pacientes con elevado RARa presentan una sobrevida general
significativamente mayor que aquellos que tienen baja expresion de este receptor. Si volvemos
a observar el resultado obtenido de las bases de datos publicas, vemos que los dos tipos
tumorales analizados presentaban menor cantidad de RARa que las muestras de tejido sano.
Tomaéandolo en conjunto, podriamos pensar que una alta expresion de RARa puede estar
asociado a un mejor prondstico en pacientes, siendo beneficioso para la sobrevida general.
Otros estudios han demostrado que el RARa es uno de los receptores que se encuentra elevado
en el tejido tumoral de pacientes con NSCLC, mientras que la expresién de RAR[ va
disminuyendo con la progresién tumoral (Mufiz-Hernandez, 2016). Esto puede influir en la
carcinogénesis pulmonary coloca al RARa como potencial blanco terapéutico (Gangwar, 2022).
Para un estudio mas profundo del potencial uso predictivo de los receptores retinoides dentro
de las muestras de pacientes de nuestro instituto necesitamos una toma de muestra mas
elevada, ya que, al poseer pacientes con tanta heterogeneidad, se dificulta su analisis y su

correcta segregacion en grupos discretos.

Para finalizar, si bien el efecto del ATRA sobre los modelos resistentes a CDDP en NSCLC en
nuestro laboratorio no resultaron del todo concluyentes, el desarrollo de estos modelos nos

permite analizar el efecto de distintas drogas ya utilizadas en la clinica sobre parametros
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celulares in vitro e in vivo. El desarrollo de estos modelos, con caracteristicas de resistencia
diferentes, son importantes para el estudio y validaciones de drogas o combinaciones de ellas,
capaces de sensibilizar a las células resistentes frente al tratamiento con CDDP, o con la
capacidad de generar un efecto citotdxico igual (o mayor) en las células resistentes a CDDP que
en las células sensibles. Una posibilidad para decidir que droga utilizar en futuros ensayos es el
analisis 6mico de las dos lineas celulares resistentes. Evaluar qué vias de senalizacion estan
modificadas con respecto a las lineas celulares sensibles a la terapia nos permitiria tomar una
molécula con potencial terapéutico que interactue con dicha via de sefalizacién. Encontrar un
factor comun entre ambas lineas celulares (y deméas modelos resistentes a CDDP en este tipo
tumoral) nos permitiria elegir una terapia que pueda utilizarse ampliamente en todos los casos

de resistencia a CDDP en NSCLC.
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A partir de los resultados obtenidos y la posterior discusidon en el presente trabajo de tesis
doctoral, se logré establecer con éxito una nueva linea celular de cancer de pulmon de células
no pequenas (NSCLC) resistente a cisplatino, denominada H125cpr. El analisis fenotipico de
esta variante demostré que, en estrecha concordancia con lo observado en el modelo A549cpr,
la adquisicion de quimiorresistencia se encuentra inherentemente asociada a una pérdida de

caracteristicas epiteliales y a la transicion hacia un estado celular de menor diferenciacién.

Por otro lado, la evaluacidn clinica de la enfermedad reveld que, si bien el anélisis global de la
expresion de receptores retinoides y genes de pluripotencialidad no arrojé resultados
determinantes para su implementaciéon como un panel predictivo o prondstico universal, el
estudio molecular detallado permitio identificar biomarcadores de alto valor. Especificamente,
se postula al receptor retinoide RARa, asi como a los genes pluripotenciales NANOG y OCT4,
como potenciales marcadores de buen prondstico. Los resultados indicaron que niveles
elevados de expresién de estas moléculas se asocian a una mejora significativa en la sobrevida
global (SG) de los pacientes, reflejando ademas un perfil transcripcional méas cercano al del

tejido pulmonar no tumoral.

Finalmente, la evaluacién terapéutica del acido trans-retinoico (ATRA) como agente potenciador
del cisplatino evidencié una eficacia fuertemente dependiente de la complejidad del modelo
bioldégico. Aunque la administracién de ATRA no resulté prometedora para sensibilizar de forma
directa a las células resistentes in vitro, la terapia combinada demostro resultados sinérgicos y
altamente beneficiosos al ser evaluada in vivo. Esta marcada divergencia experimental sugiere
que el éxito terapéutico del ATRA frente a la quimiorresistencia no recae Unicamente en la
citotoxicidad celular auténoma, sino que se encuentra fundamentalmente vinculado a su
capacidad para modular el microambiente tumoral tridimensional y reprogramar el sistema

inmunologico del huésped.
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