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RESUMEN

El cancer de pulmon es uno de los principales problemas de salud publica a nivel
mundial, ya que representa ser la primera causa de muerte por cancer en la
poblacién adulta. En México, durante el afio 2020, se reportaron 7,588 nuevos casos
de cancer de pulmoén y 7,100 muertes por complicaciones de la enfermedad,
convirtiéndose en la tercera causa de muerte por cancer a nivel nacional, por debajo
del cancer de mama y cancer de préstata. El cancer de pulmon se clasifica en dos
tipos: a) carcinoma de pulmén de células no pequefias (NSCLC) y, b) carcinoma de
pulmén de células pequeiias (SCLC). EI NSCLC representa el 75% del total de

casos de cancer de pulmon.

La principal causa de muerte por cancer es la metastasis, iniciada por la
transformacioén fenotipica que sufren las células tumorales, pasando de un fenotipo
epitelial a un fenotipo mesenquimal, proceso conocido como transicion epitelio-
meséquima (EMT), transicion que estimula su capacidad migratoria y por ende su
capacidad metastasica. Diversas evidencias muestran que la presencia de factores
de crecimiento en el microambiente tumoral, inducen la EMT, destacando la
participacion del Factor de Crecimiento Fibroblastico tipo 2 (FGF-2) en diferentes

tipos de cancer, como el de mama, ovario, prostata, entre otros.

Las células tumorales provenientes de cancer de pulmon, sobre-expresan FGF-2,
asi como su receptor especifico, FGFR1, sin conocerse a detalle su participacion
en la EMT. Por lo que el proposito del presente trabajo, es investigar el efecto que
ejerce FGF-2 sobre la capacidad migratoria, como reflejo de la EMT, en las células
tumorales de pulmén A549, las cuales son un modelo experimental de carcinoma

de células no pequenas.

Ensayos de migracion en camara transwell, muestran que la presencia cronica de
FGF-2 exacerba la capacidad migratoria de las células A549, y que este efecto se
ve acompafado por cambios en los niveles de expresion del ARNm que codifica
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para a-SMA y MMP-2, los cuales son considerados marcadores moleculares de la
EMT.

Los resultados iniciales que obtuvimos, muestran la participacion del FGF-2 sobre
la capacidad metastasicas de las células A549. Esto pudiera en un futuro, proponer
al receptor de FGF-2 (FGFR1), como un blanco farmacolégico para inhibir la

metastasis de cancer de pulmon.



INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad tan antigua como el mismo hombre, y que le ha
acompafado muy probablemente desde su aparicion, hace aproximadamente 4
millones de afos (Salazar & Sanchez, 2014). El cancer se define como una
enfermedad provocada por un grupo de células atipicas o transformadas, que se
multiplican sin control y de manera autbnoma, cuyo crecimiento puede invadir de
manera local o a distancia, otros tejidos y 6rganos. El origen del cancer se debe al
desajuste en la homeostasis de diversos procesos celulares, tales como
supervivencia, crecimiento, proliferacion y reparacién celular, todo esto, debido a
alteraciones en el genoma, provocados por factores fisicos y quimicos (Pelengaris
& Khan, 2013). A diferencia de las células normales, las células tumorales
autogeneran sefiales inductoras de crecimiento y suprimen la expresion de sefales
inductoras de muerte, entre otras sefiales (Hejmadi, 2010; Hanahan & Weinberg,
2000).

EPIDEMIOLOGIA

El cancer se ha convertido en la segunda causa de muerte a nivel mundial, solo por
debajo de las enfermedades cardiovasculares, representando 9,9 millones de
defunciones en el afio 2020 (Sung et al., 2021). Es importante destacar que mas del
70% de muertes por esta causa, se registraron en paises de ingresos bajos o
medianos, estimandose que esta cifra para el afio 2030, podria llegar a superar los
13 millones de muertes (OMS, 2018). Ademas del impacto que tiene el cancer en la
salud publica, lo tiene en el aspecto econémico, ya que el gasto que representa el
cuidado y atencion de los pacientes con cancer, es superior al 1 billon de délares

anuales (Salazar & Sanchez, 2014).



Los tipos de cancer con mayor incidencia reportados en el afio 2020 a nivel mundial
fueron: cancer de mama (2,261,419 casos al afio , 11.7%), cancer de pulmoén
(2,206,771 casos al afio, 11.4%), cancer colén-rectal (1,931,590 casos al afio, 10%)
y cancer de prostata (1,414,259 casos al afio, 7.3%), de un total de 19,292,789 de
nuevos casos diagnosticados (Figura 1). Con respecto a la mortalidad en ese mismo
afo, el cancer de pulmén ocupd el primer lugar, con 1, 796,144 defunciones al afio
(18%) y el cancer colorectal, el segundo lugar, con 935,173 muertes por afio (9.4%),
de un total de 9, 958,133 muertes causadas por cancer (Sung, et al., 2021) (Figura
2).

Numero estimado de nuevos casos en 2020, en todo el mundo, ambos sexos, todas las edades

Mama

2261419(11,7%)

Pulmén
Otros canceres 2206 771 (11.4%)
8275 743 (42.9%) Colorectal
1931 590 (10%)
Préstata
) 1414259 (7.3%)
Eséfago
Estomago
604 100 (3.1%)
1089 103 (5.6%)
Cérvico uterino Higado
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total: 19 292 789 casos

Figura 1. Gréfica de los nuevos casos diagnosticados de cancer a nivel mundial. (Sung, et al.,
2021).



Numero estimado muertes en 2020, en todo el mundo, ambos sexos, todas las edades

Pulmén
1796 144 (18%)

Otros canceres

3557 464 (35.7%)
Colorectal
935173 (9.4%)
Prostata Higado
375 304 (3.8%) 830 180 (8.3%)
Pancreas
Estomago
466 003 (4.7%)
768 793 (7.7%)
Esoéfago Mama
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Total: 9 958 133 muertes

Figura 2. Gréfica de la mortalidad provocada por cancer a nivel mundial, (Sung, et al., 2021).

El cancer en México es la tercera causa de muerte, solo por detras de las
enfermedades cardiovasculares y la diabetes mellitus, reportandose mas de 90,222
muertes y 195,499 nuevos casos de cancer en el afio 2020 (GLOBOCAN, 2020).
Los siete principales tipos de cancer que padece la poblacion mexicana son: cancer
de mama (29,929 casos al afio), cancer de préstata (26,742 casos al afio), cancer
colorectal (14,901 casos al afio), cancer de tiroides (11,227 casos al afio), cancer
cérvico-uterino (9,439 casos al afio), cancer de estbmago (8,804 casos al afio) y
cancer de pulmén (7,588 casos al afio). El cancer de pulmén es uno de los mas
agresivos, ocupa la séptima posicion en cuanto su incidencia y el cuarto lugar en
mortalidad, reportandose 7,100 muertes por afio (Tabla 1) (GLOBOCAN, 2020).



TABLA 1

Incidencia y mortalidad de cancer de pulmon en México

México
Fuente: Globocan

Incidencia y mortalidad por tipos de cancer

Nuevos casos Muertes

Cincer Numero Rango (%)  CUM.risk Nimero Rango (%) | CUM.risk
Mama 29929 1 15.3 .31 7931 1 6.9 2.14
Prostata 26 742 2 13.7 12.56 1457 3 18 5.65
Colorectal 14 901 3 1.6 - 71733 2 9.4 -
Tiroides 1227 4 5.7 1.02 956 18 - 0.21
Cervico uterino 943% 5 4.8 2.01 4335 8 1.1 117
Estomago 8804 ( 4.5 1.69 6735 6 8.3 1.4
Pulmon 7588 7 39 1.7 7100 5 3.4 1.64
Higado 7536 8 39 1.69 1175 4 2.9 1.64

CANCER DE PULMON

A nivel mundial, con respecto al cancer de pulmén, se diagnosticaron 2, 206,771 de
nuevos casos Yy se reportaron 1, 796,144 de muertes en el afio 2020. Este tipo de
cancer, representa la primera causa de muerte por esta enfermedad (18%) (Sung
et al., 2021). En México, ocupa el cuarto lugar de mortalidad por este padecimiento,
contabilizandose 7,100 defunciones por afilo (Thandra, 2019; Sun, et al, 2021).

Factores de riesgo

- Tabaquismo
Es el factor de riesgo de cancer de pulmon mas importante y prevalente. El

humo del tabaco contiene mas de 7,000 productos quimicos, incluidos al

6



menos, 69 carcindgenos identificados, y aunque solo alrededor del 15% de
los fumadores desarrollan cancer de pulmén, entre el 80 y el 90 % de los
diagnosticos de cancer de pulmon se atribuyen al tabaquismo, esto pudiera
ser debido a los fumadores pasivos, pues diversos estudios han encontrado
carcindgenos en el humo de cigarrillo, que incluyen hidrocarburos aromaticos
policiclicos, nitrosaminas y aminas aromaticas. En concordancia con lo
anterior, se ha encontrado que la nicotina y su metabolito cotinina, asi como
los carcindégenos del tabaco, estan presentes en la orina de las personas que
nunca han fumado y que estan expuestas al humo de cigarrillo. Una meta-
analisis publicada en el afio 2018, reportdé que la exposicion al humo de
cigarrillo de manera pasiva, aumenta en un 25%, el riesgo de sufrir cancer
de pulmén en comparacion con los que nunca han fumado y tampoco han

estado expuestos al humo de cigarrillo (Schabath & Cote, 2020).

Exposicion al radon

El raddn, es un gas radiactivo invisible, inodoro e insipido que se encuentra
en el suelo y se produce naturalmente durante la desintegracion radiactiva
del torio y el uranio. A nivel mundial, del 3 al 14% de los casos de cancer de
pulmon diagnosticados, se atribuyen a la exposicion al radon (Schabath &
Cote, 2020).

Edad

La incidencia de cancer de pulmén es baja en personas menores de 40 afios
y aumenta de manera significativa en el rango de edad de los 75 a los 80
afios (Malothora, et al., 2016; Thandra, et al. 2021).

Género

Los hombres presentan mayor incidencia y mortalidad por cancer de pulmén
gue las mujeres. En cuanto la incidencia, en el afio 2020, se diagnosticaron
1,435,943 hombres y 607,465 mujeres, y en relacion a la mortalidad durante

ese mismo afo, murieron 1,188,679 hombres y 607,465 mujeres
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(GLOBOCAN, 2020). Una probable explicacion a esta diferencia por género,
es que hay un mayor porcentaje de hombres fumadores que mujeres
fumadoras (27.1% en hombres y 8.7% en mujeres). Sin embargo, las mujeres
tienden a ser mas susceptibles al cancer de pulmon, ya que desarrollan de
manera mas comun, mutaciones en los genes CY1Al y TP53, asi como un
aumento en la expresion de receptores a estrégenos (Sameth et al., 2009;
Malothora et al., 2016; Thandra et al. 2021).

Historia familiar y genética

Se ha observado que un historial familiar positivo de cancer de pulmon
aumenta el factor de riesgo en 1.7 veces, incluso se relaciond con una
aparicion temprana. Un analisis de vinculacion de genealogias de alto riesgo,
identifico la susceptibilidad a padecer cancer de pulmén, cuando se
presentaban alteraciones en los locus 5pl1l5 (que incluye el gen de la
transcriptasa reversa de la telomerasa), 6g23-25 (que regula la sefializacion
de la proteina G) y 15925, que se ha demostrado que incrementa la

dependencia de nicotina (Malothora et al., 2016; Thandra et al. 2021).

Enfermedades inflamatorias

Algunas enfermedades que causan inflamacion cronica respiratoria, se han
asociado con un mayor riesgo de padecer cancer de pulmén, por ejemplo,
pacientes con antecedentes de tuberculosis, su factor de riesgo es de 1.5-2,
y pacientes con antecedentes de EPOC, enfisema o bronquitis cronica, el
factor de riesgo va de 2 a 3 veces (Malothora et al., 2016; Schabath y Cote
2020).



Clasificacion

El cancer de pulmon se clasifica en dos tipos: a) carcinoma de pulmén de células
no pequefas y b) carcinoma de pulmén de células pequefias. El SCLC, representa
aproximadamente el 25% de los casos de cancer de pulmén, es muy agresivo y de
proliferacion rapida. Este tipo de carcinoma, es el que muestra mayor relacién con
el tabaquismo, ya que el 98% de los pacientes que lo presentan, cuentan con
historial de tabaquismo. Por su parte, el NSCLC, representa mas del 75% de los
casos de cancer de pulmén, de los cuales, aproximadamente el 40 % son
adenocarcinomas, del 25 al 30 %, son carcinomas de células escamosas
(epidermoide) y del 10 al 15 % son carcinomas de células grandes. El
adenocarcinoma, es el tipo mas comudn en pacientes no fumadores y se origina a
partir de células productoras de moco, clasificandose en cuatro tipos: acinar, papilar,
bronquioalveolar y variedad solida secretora (Hoyos et al., 2017; Schabath & Cote,
2020).

Se ha considerado un tercer tipo de cancer de pulmén llamado mesotelioma, el cual
se presenta tipicamente en la pleura, y su origen estd muy relacionado a la
exposicion a asbesto. Este tipo de cancer pulmonar es agresivo y mortal, pues es

de dificil diagnoéstico (Velasco & Zarco, 2009).

METASTASIS

La metastasis es el proceso por el cual las células que conforman los tumores
malignos iniciales, se dispersan e invaden sitios distantes del cuerpo, donde
subsecuentemente forman nuevas colonias que pueden desarrollar tumores

secundarios (Pecorino, 2012). La metastasis es la principal causa de muertes en



pacientes con cancer, pues mas del 90% de las muertes asociadas a cancer, son a

consecuencia de ésta.

La metastasis se presenta de manera posterior a la finalizacion de una compleja
sucesion de eventos biolégicos celulares, denominados colectivamente, cascada de
invasion-metéstasis (Figura 3). El primer paso de la cascada de invasion
metastasica es la activacion de la transicion epitelio mesenquimal (EMT), durante la
cual inicia la invasion local del tumor primario. Este proceso es iniciado por la
activacion de varias vias de sefalizacion, que regulan la organizacion del
citoesqueleto, y la pérdida de adhesion de las células tumorales a la matriz
extracelular circundante y/o a la membrana basal. Esta nueva condicién, permite a
las células tumorales movilizarse, lo que les permitira expandirse al tejido

circundante (Cuadrado, et al.2017).

El segundo paso de la cascada de invasion metastasica, se conoce como
Intravasacion, y se refiere a la capacidad que tienen las células tumorales de pasar
entre las células endoteliales de vasos sanguineos y linfaticos, para ser
transportadas por la sangre o la linfa, respectivamente, a sitios distantes de su punto
de origen.

El tercer paso, es la supervivencia de las células tumorales mientras circulan en
sangre, pues deben sobrevivir a la anoikisis, que es un tipo de apoptosis causada
por perdida de adhesion celular, y evitar ser reconocidas y eliminadas por las células
del sistema inmune, especificamente, las células NK (natural killer). El cuarto paso
comienza cuando las células tumorales salen de los vasos sanguineos, proceso
conocido como extravasacion, para llegar a su tejido u érgano diana. Las células
tumorales en el nuevo tejido, comenzaran a crecer y crear microcolonias,
adaptandose a las nuevas condiciones del microambiente tisular (Cuadrado et al.,
2017).

El quinto y ultimo paso de la cascada de invasion metastasica, es la proliferacion de

las nuevas microcolonias, ya que muchas de las células recién diseminadas,
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pueden permanecer quiescentes durante meses (Valastyan & Weinberg, 2011;
Leron & Pareja, 2019).

TUMOR PRIMARIO LLAVES:

= ECM @ Exosoma

) Célula epitelial 7 Vasos sanguineos

= ® ° @ Célula tumoral ©e Citocinas
2 Plaqueta
2 = ° ® A Membrana basal
i @ < | Célula endotelial
INTRAVASACION " __
= = = (== = - | D> [ = - | @ P o | @

°c @
\ ® CIRCULACION Q’o
—_— .; \
b e (o EXTRAVASACION

(== =4 = = = = (== = == oco - | @ = = =

Colonizacion

@ Nicho premetastasico

(&)

o~ oo ., .
[ | e | e ]
)%' -

Micrometdastasis

ORGANO DIANA

Figura 3. Etapas de la transicion epitelio mesenquimal (modificado de Cuadrado et al., 2017).

TRANSICION EPITELIO- MESENQUIMA

La transicion epitelio-mesénquima es el proceso mediante el cual, las células
epiteliales dejan de expresar marcadores moleculares de fenotipo epitelial, como es
la E-cadherina, la cual es una proteina importante para mantener la uniones
intercelulares y con ello la integridad de la barrera epitelial, y comienzan a expresar

a su vez, proteinas caracteristicas de fenotipo mesenquimal, favoreciendo la
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remodelacion de la matriz extracelular y con ello su capacidad migratoria
(Moustakas & Heldin, 2007).

La EMT, como muchos otros procesos bioldgicos, requiere la presencia de factores
de transcripcion, factores de sefalizacion y otras moléculas que aseguren la
transformacion de un fenotipo epitelial hacia un fenotipo mesenquimal. Entre los
diferentes factores de crecimiento que se han descrito como inductores de la EMT,
se pueden mencionar al TGF-3, EGF, FGF, HGF e Wnt, entre otros. El efecto
inductor que ejercen los factores de crecimiento sobre la EMT, es mediado por la
expresion de un conjunto particular de factores de transcripcion, denominados
factores de transcripcién asociados a la EMT (EMT-TF), identificados como Snail-1,
Snail-2, Twisty ZEB1. Los EMT-TF tienen un efecto represor sobre la expresion de
los marcadores moleculares del fenotipo epitelial: E-cadherina, claudina, ocludinas
y desmoplaquinas; proteinas importantes para el mantenimiento de las uniones

celulares y la polaridad celular (Said & Williams, 2011; Troncoso et al., 2017).

La interaccién de las células tumorales con su microambiente local, inducen la
produccion de factores de crecimiento, citocinas y otros mensajeros quimicos,
capaces de activar la EMT (Gahaderi & Niknejad, 2021).

El control de la metéstasis, resulta sumamente importante para limitar la progresion
tumoral y con ello extender la supervivencia y calidad de vida de los pacientes, por
lo que resulta importante, conocer los mecanismos moleculares a través de los
cuales, los factores de crecimiento inducen la EMT, considerando esta transicion

como el paso inicial de la metastasis (Leon & Pareja, 2019).

Entre los diferentes factores de crecimiento relacionados con la EMT esté el factor
de crecimiento fibroblastico tipo 2, que promueve la formacién mesodérmica y la
migracion de células mesenquimales, durante la embriogénesis. Especificamente,
durante la gastrulacion, el FGF-2 induce la expresién de Snail-1, quien reprime

directamente la expresion de E-cadherina (Moustaka y Heldin 2007).

FACTOR DE CRECIMIENTO FIBROBLASTICO TIPO 2 (FGF-2)
12



El FGF-2 es una proteina conformada por 146 amino&cidos y con un peso molecular
de 16 a 18 KDa (Baretio & Laube, 2005). El FGF-2 pertenece a la superfamilia de
Factores de Crecimiento Fibroblastico que esta conformada hasta por 23 miembros,
siendo los mas abundantes el FGF-1y el FGF-2 (Bickfall et al., 1997).

Los FGF se expresan en casi todos los tejidos y cumplen funciones esenciales en
las primeras etapas del desarrollo embrionario (organogénesis), y en la etapa
adulta, funcionan como factores homeostaticos, para el mantenimiento, reparacion,
regeneracion de tejidos y organos. Los FGF secretados al medio extracelular,
regulan de manera autocrina, paracrina y endocrina, procesos celulares
fundamentales que incluyen la proliferacién, la supervivencia, la migracion, la
diferenciacion y el metabolismo (Bikfall et al., 1997; Ornitz & Itoh, 2015).

La presencia de FGF-2 estimula la migracion, proliferacion y angiogénesis en
células endoteliales, mientras que, a nivel del sistema nervioso, participa en la
diferenciacion y supervivencia neuronal. Adicionalmente, el FGF-2 favorece la
diferenciacion de las células pulmonares, la regeneracion de la piel, el
mantenimiento de la presion sanguinea y el desarrollo del musculo liso (Bickfall et
al. 1997; Beenken y Mohammadi 2009; Ornitz y Itoh 2015).

Receptor a FGF-2

Se han descrito hasta la fecha 4 diferentes receptores para FGF-2: FGFR1, FGFR2,
FGFR3 y FGFR4. Particularmente, el FGF-2 se une con alta afinidad al FGFR1,
tanto en sus isoformas lllb y llic, activando las vias de sefalizacion MAPK/ERK1-2
y PIBK/AKT/mTOR (Figura 4) (Lau et al., 2013).

El FGFR1 esta conformado por aproximadamente 800 amino&cidos, distribuidos en
tres dominios: un dominio extracelular tipo inmunoglobuilina, un dominio

transmembrana y un dominio intracelular con dos sitios de actividad tirosina cinasa
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(TK1 y TK2) (Figura 4). La presencia de heparan sulfato (HS) y Hs proteoglicano
(HSPG) es importante para la union del FGF-2 a su receptor, asi como para la
estabilidad de la molécula, respectivamente (Bikfall et al., 1997; Powers, 2000;
Ornitz & Itoh, 2015).

b )
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Figura 4. Esquema de las dos isoformas del receptor FGFR1.: IlIb (fenotipo epitelial) y llic (fenotipo
mesenquimal) (Ornitz & Itoh, 2015).

Via de sefalizacion FGF-2

La via de sefializacion de FGF-2/FGFR1, empieza cuando el FGF-2 se une a su
receptor FGFR1 entre los dominios Igll y Iglll, dicha union es estabilizada con ayuda
del heparan sulfato (HS) caracteristico de los receptores a FGF. Una vez unido FGF-
2 a su receptor mencionar este se dimeriza y fosforila lo que dara lugar a la
activacion de las dos vias asociadas a la actividad FGF-2/FGFR1: RAS-MAPK y
PI3K-AKT (Figura 5). La activacion de estas vias empieza por la fosforilacion de
FRS2a, una proteina adaptadora que se une a CRKL la cual es fosforilada en la
Y463 del receptor (Ornitz & Itoh, 2015; Takase et al., 2016; Pascual et al., 2020). A
continuacion, se describen a detalles las vias relacionadas con la activacion del

receptor FGFRL1 por su ligando FGF-2.
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La via RAS-MAPK se inicia por la union y posterior fosforilacion, de la proteina
adaptadora CRKL a la Y463, posterior a este evento la proteina adaptadora FRS2a
se unira y fosforilalra en la proteina CRKL, a continuacién la FRS2a activada
promovera la unién de la proteina GRB2 a FRS2a. GRB2 activa la via RAS-MAPK
a través del reclutamiento de SOS, En consecuencia la activacion de MAPK regula
la expresion de diversos genes diana a través de la activacion de factores de
transcripcion especificos de transformacion (ETS) como Etv4 (Pea3) y Etvs (Erm),
ademas de la expresion de inhibidores de la via de FGF-2 como lo son
SPRY,DUPS6 y SEF. En contraste con la via PI3k-AKT inicia después de la
activacion de FRS2a que se une a la proteina GAB1 y activa PI3K.AKt, cuya funcién
es inhibir la activacion de moléculas blanco, como la proteina de caja forkhead
(FOXO01).Por su parte FOXO1, un efector proapoptoético, es inactivado por AKT, lo
gue hace que salga del nucleo y promueva la supervivencia celular. Adicional a
esto, AKT también activa la via mTOR a través de fosforilacion inhibicién de TSC2,
estimulando finalmente el crecimiento celular y proliferacion (Pascual et al., 2000;
Billotet et al., 2004; Tuner & Grouse, 2010; Ornitz & Itoh, 2015).
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Figura 5: Via de sefializacion activada por la uniéon de FGF-2 a FGFR1 (modificada de Ornitz & Itoh,
2015).

ANTECEDENTES

FGF-2 y Cancer

La activacion de FGFR1 por FGF-2 regula numerosos procesos celulares, tales
como: proliferacion, diferenciacion y supervivencia, lo que cual lo hace susceptible
de estudio, para entender las bases moleculares del origen, desarrollo y progresiéon
tumoral, ya que una desregulacién de dichos procesos, esta implicado en muchos
tipos de cancer (Turner & Grose, 2014; Ornitz & Itoh, 2015).

Diversas evidencias cientificas muestran que la sobre-expresion de FGF-2, como

de su receptor, estan relacionados positivamente con la progresion del cancer de
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mama (Jong et al., 1998), cancer de ovario (Steel et al., 2001), cancer de vejiga
(Martino et al., 2012), cancer de higado (Matsubara et al., 2017), cancer de prostata

(Wang et al., 2020) y cancer de pulmén (Miura et al., 2019), entre otros.

El silenciamiento de los genes que codifican para FGF-2 y FGFR1 en modelos de
melanoma humano y de cancer de pulmon, causan la reduccién drastica en el
tamafio del tumor, por lo que se sugiere, que la inhibicion de la sefializacion de FGF-
2 puede proponerse como un blanco farmacolégico (Beenken & Mohammadi, 2009;
Wang et al., 2020).

FGF-2y EMT

La EMT es un proceso tanto fisiologico como patoldgico, que se presenta en la
embriogénesis, reparacion de tejidos y en los procesos neoplasicos (Troncoso et al.
2017). Se ha descrito la participacion de la via de sefializacion activada por FGF-2,
en la EMT durante la embriogénesis y la reparacion de tejidos (Arvelo et al., 2016;
Moustakas & Heledin, 2007).

En el afio 2002, Strutz y colaboradores, observaron que al tratar de manera crénica
células del epitelio tubular de raton con FGF-2, se favorecia la EMT, ya que las
células eran capaces de migrar, sus niveles de vimentina, MMP-9, MMP-2, estaban

elevados y los de citoqueratina reducidos (Strutz et al., 2002).

El silenciamiento del ARNm que codifica para FGF-2, empleando el miR-646,
reduce la capacidad metastasica de las células A549, provenientes de cancer de
pulmon, al inhibir la EMT (Wang et al., 2020). La presencia de FGF-2 en células de
cancer de ovario reduce la expresion de E-cadherina, marcador molecular de la
EMT, a través de la via de sefalizacion PI3BK/AKT/mTOR y de la via MAPK/ERK
(Lau et al., 2013).
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El silenciamiento de FGF-2, en células de adenocarcinoma pulmonar, disminuye la
expresion de vimentina y la morfologia celular, pasa del fenotipo mesenquimal, al
fenotipo epitelial (Miura et al., 2019, Blaz et al., 2021).

JUSTIFICACION

El cancer es la tercera causa de muerte a nivel mundial, dentro de estas neoplasias,
destaca el cancer de pulmén, pues representa el 18% de las muertes provocadas
por esta enfermedad. El cancer de pulmén, ha sido ampliamente relacionado con el
consumo de tabaco y exposicion a contaminantes ambientales, una gran mayoria
de los pacientes desarrollan metastasis, principal causa de su muerte. Por lo que
resulta sumamente importante entender a detalle, el mecanismo molecular
involucrado, esto con el fin de proponer blancos farmacolégicos para mejorar el

prondstico y calidad de vida del paciente.

Un elemento central para el inicio de la metastasis es la EMT, por lo que el propdsito
del presente trabajo, es investigar la participacion del FGF-2, que se ha visto
relacionado en procesos como la migracion celular y la regulacién de factores de
transcripcion asociados a la EMT, en el desarrollo y la progresion del cancer de
pulmén, especificamente en la linea celular A549, la cual deriva de un
adenocarcinoma pulmonar de células no pequefias, que es el tipo de cancer

pulmonar mas comun (75% de los casos).
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HIPOTESIS

La presencia de FGF-2 incide sobre la transicion epitelio-mesénquima de las

células tumorales A549, mejorando su capacidad migratoria.

OBJETIVO GENERAL

e Determinar si la presencia de FGF-2 incide sobre la transicion epitelio-
mesénquima de las células tumorales A549, mejorando su capacidad

migratoria.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar si la presencia de FGF-2 favorece la capacidad migratoria de las
células A549.

2. Investigar si las células A549 expresan el receptor FGFR1 a nivel de
ARNmM.

3. Determinar si la presencia de FGF-2 regula los niveles de expresion del
ARNmM que codifica para marcadores moleculares del fenotipo

mesenquimal, asi como de las metaloproteinasas.

19



METODOS

Cultivo de la linea celular A549

Las células A549 es una de las lineas celulares de cancer pulmonar mas utilizadas.
Fue obtenida a partir de tejido proveniente de un paciente caucasico de 58 afios de
edad con carcinoma pulmonar. Las células A549 se sembraron en matraces de
cultivo de poliestireno de 25 cm2 de superficie, con medio de cultivo Advanced-
DMEM (Gibco, EUA) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 1% de L-
Glutamina y 1% de una mezcla de antibidtico-antimicotico (25ug/ml de anfotericina
B, 10,000 pg/ml de estreptomicina y 10,000 unidades/ml de penicilina). Se
mantuvieron dentro de una incubadora a 37° C con una atmosfera humeda del 5%
de CO2 y 95% de aire. El medio de cultivo se renovo cada 48 horas y cada 4 dias
las células se cosecharon. La cosecha de células consistié en los siguientes pasos:
retirar el medio de cultivo y lavar 2 veces con 5 ml de PBS 1X estéril, adicionar 2 ml
de tripsina y dejar reposar por 5 min, posteriormente se mezclé con 4 ml de medio
de cultivo, de la suspension celular obtenida se transfiri6 a un tubo conico y se
centrifugo a 1500 rpm por 5 min. Se elimino el sobrenadante y la pastilla celular que
quedo en el tubo es resuspendida con medio de cultivo fresco, a partir del cual, se
tomaron alicuotas para regenerar el cultivo madre, y el resto de la suspension
celular se utilizé para sembrar las células que se utilizaron para los experimentos
posteriores. Para realizar los experimentos, las células se sembraron en placas de
6 pozos a las cuales se les dio tratamientos a distintas concentraciones y a
diferentes tiempos segun sea necesario en 1.5 ml de medio de cultivo por pozo.
Para ello las células sembradas debieron tener una confluencia del mas del 50 por
ciento para dar comienzo a cada uno de los tratamientos dependiendo del tiempo
en el que se mantuvieron las células, se realizaron recambios de medio cada 24
horas agregando en cada recambio el mismo tratamiento. Todo esto en condiciones

de esterilidad en una campana de flujo laminar.
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Ensayo de RT-PCR de punto final

a) Extraccion de acido ribonucleico total (ARNrT)

Las células se sembraron en placas de 6 pozos, una vez que alcanzaron la
confluencia esperada, se recambio el medio de cultivo y se dio inicio al tratamiento
correspondiente, con recambio de medio cada 24 horas. Una vez considerado el
tiempo respectivo al tratamiento se procedio a realizar la extraccion del RNA total
haciendo uso de un kit comercial FavorPrep TM, Tissue Total RNA Mini (Favorgene,
Biotech Corp., China), siguiendo las instrucciones del fabricante: se retiré el medio
de cultivo de las placas, se realizaron 2 lavados con PBS 1X, se preparo el buffer
de lisis suplementado con 1% de B- mercapto-etanol y se agreg6 350 pL de buffer
de lisis por pozo, con ayuda de una micropipeta se resuspendio y se transfirio el
homogenado celular a la columna FARB que contenia el filtro blanco, se centrifugo
a 12000 rpm por 2 min, se deseché la columna FARB y lo que quedo en el tubo
colector se paso a un tubo eppendorf de 2 ml, se agregaron 350 uL de etanol al 70%
en cada tubo. Se colocé en otra columna los filtros rojos y se les afiadié lo obtenido
en el tubo eppendorf, se centrifugd a 12000 rpm por 2 min y se retird el
sobrenadante, se realiz6 1 lavado con buffer de lavado uno y 2 lavados con buffer
de lavado dos. Tras cada lavado, las muestras se centrifugaron a 12000 rpm durante
2 min. Por ultimo, las columnas se transfirieron a un tubo eppendorf de 1.5 ml estéril
y se agregaron 30 pL de agua libre de RNAsas. Se dejo reposar la muestra por 3
minutos a temperatura ambiente y finalmente se centrifugd a 12000 rpm por 5

minutos para obtener el RNA total.
b) Cuantificacion de ARN

Posterior a la extraccion, se cuantifico la concentracion y la calidad de ARN extraido
mediante espectrofotometria. Para ello se empleé una dilucion con 4 puL de la
muestra y 196 uL de agua inyectable, para obtener un volumen final de 200 uL; la
concentracion se evalué a una longitud de onda de 260 nm y la integridad del ARN
se evalu6 como el cociente obtenido entre las longitudes de onda 260 nm y 280 nm

(A260/A280). El valor del cociente obtenido debié ubicarse en un rango de 1.8-2.0
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para considerarse como una muestra de ARN de buena calidad y poder ser

empleado en los ensayos de RT-PCR.
c) Sintesis de acido desoxirribonucleico complementario (ADNCc)

Para la sintesis de la cadena de Acido Desoxirribonucleico complementario al ARN
extraido, se empled el kit comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystem, EUA), siguiendo las indicaciones del fabricante. Se hizo un
“‘master mix” (mezcla de componentes) como se muestra en la tabla de abajo del

cual se afadio 10 pL de forma comun a todas las muestras.
TABLA 2

Compontes parala RT

Reactivo Volumen
Buffer RT 4l
dNTPs 2 ul
Random Primers 1l
Reverse transcriptase 0.5 ul
MULL
Total 7.5 ul

Para cada tubo de reaccion se emple6 un volumen final de 20 pL, por lo que el
volumen restante (10 pL) se complementd con la muestra de ARN mas agua. La

cantidad de ARN por tubo de reaccion fue de 4 ug.

Se empled un termociclador Mastercycler S50 (Eppendorf) para realizar el siguiente
protocolo: 10 minutos a 25°C, 2 horas a 37°C, 5 minutos a 85°C y finalmente la
temperatura de los tubos se llevo a 4°C, para ser almacenados en congelacion hasta

su empleo.
d) Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

A partir del ADN complementario obtenido en la retro-transcripcion se realizo
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con el Kit comercial DreamTaq PCR
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Master Mix (Thermo Scientific, EUA), siguiendo las indicaciones del proveedor, con

un volumen total de reaccion minimo de 20 pL.
TABLA 3

Componentes parala PCR

Reactivo Volumen
Dream Tag 10 pl
Agua libre de nucleasas 6 ul
Primer Forward 1 pl
Primer Reverse 1 pl
ADNc 2 pl
Total 20 ul

Se empled un termociclador Mastercycler S50 (Eppendorf) para realizar el siguiente
protocolo: 5 minutos a 94 °C, 30 segundos a 94°C, 30 segundos a la temperatura
media del oligonucledtido a utilizar, 1 minuto a 72°C, 10 minutos a 72°C y finalmente
la temperatura de los tubos se llevo a 4°C para ser almacenados en congelacion

hasta su empleo.

Los oligonucleotidos utilizados para la PCR de punto final se muestran en la
siguiente tabla:
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TABLA 4

Oligonucledtidos empleados para los ensayos de PCR

Fwd:| GAGGCTACAAGGTCCGTTATG

FGFR1 Rv: |[CCATCTCTTTGTCGGTGGTATTA 336
Fwd:| AGAACCTGCAGGAGGCAGAAGAAT

Vimentina Rv: |CTTCCATTTCACGCATCTGGCGTT 201
Fwd:| GACCCTGAAGTACCCGATAGA

a-SMA Rv: | CTCAGCAGTAGTAACGAAGGAATAG 421
Fwd:| AGAAGATCATGATGTCGGCCTGCT

MMP-2 Rv: | GCGGATCCAGCGCCCAGAGAGACAC 686
Fwd:| CTTCCAAGGCCAATCCTACTC

MMP-9 Rv: |GCCATTCACGTCGTCCTTAT 438
Fwd:| GGAAGTTCTGGCCAAAATGA

MMP-14 Rv: |AACAGGCAAAGCTGATGCAGACAC 314
Fwd:| CAAGAGATGGCCACGGCTGCT

B-actina Rv: | CAAGAGATGGCCACGGCTGCT 218

e) Separacion electroforética de los productos de PCR

A partir de los productos de PCR se procedi6 a la separacion electroforética,

utilizando geles de agarosa al 1.2% tefiidos con Bromuro de etidio (BrEt).

Para la preparacion del gel se disolvieron 600 miligramos de agarosa en 50 mL de
buffer TAE 1X, la solucion se calentd por tiempos intermitentes de 30 segundos
hasta un tiempo total de 1:30 minutos, se afiadié 4 uL de bromuro de etidio y se
vertio en la cAmara de electroforesis dejando gelificar por 30 minutos a temperatura

ambiente.

El gel se cargd con 9 pyL de cada muestra. Como marcador de peso molecular se
empled el patron de ADN comercial Gene Ruler 100 pb DNA Laddery junto con el
con buffer 6X DNA Loading Dye (ambos de Thermo Scientific, EUA).
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La separacion electroforética se llevo a cabo en buffer TAE 1X a 65 Voltios durante
80 minutos; finalmente, se obtuvieron tres micrografias de cada uno de los geles en

el fotodocumentador de geles AXYGEN.
f) Densitometria

Se realizé el andlisis densitométrico de las bandas presentes en las imagenes
obtenidas en el fotodocumentador utilizando el software ImageJ que es
proporcionado gratuitamente por el Instituto Nacional de Salud de los Estados
Unidos de América (De sus siglas en inglés, NIH)

Ensayo de migracion en camaras transwell

Para el ensayo se utilizaron Soportes Permeables Transwell® con membranas de
policarbonato (poro de 8.0 um, Corning Incorporated, EUA). Las células fueron
sembradas en placas de 6 pozos con medio Advanced-DMEM, suplementado con
10% de FBS, 1% de L-glutamina y 1% de una mezcla de antibi6tico —antimicatico
(25ug/ml de anfotericina B, 10,000 pg/ml de estreptomicina y 10,000 unidades/mi
de penicilina), una vez alcanzada la confluencia esperada, se recambié el medio de
cultivo y se dio inicio al tratamiento de las células con 100 ng/ml de FGF-2 por 48
horas. Al finalizar el tratamiento se procedié a obtener una suspensién celular final
de 3x10° células/ml en medio de cultivo libre de suero fetal bovino. El ensayo de
migracion en camaras tranwsell se realizé de la siguiente manera: a) en la parte
inferior de la camara se agregaron 750 ul de medio de cultivo completo y sobre la
membrana de policarbonato de la camara transwell se adicionaron 100 ul de la
suspension celular, dando un numero final de 30,000 células sembradas; b) la placa
con los insertos se incubo por 18 horas a 37°C, en 95% de aire y 5% de COg; c) con
ayuda de un hisopo de algodon se retiraron las células que permanecieron en la
parte superior de la membrana de policarbonato del inserto; d) las células que
migraron permanecieron en la parte inferior de la membrana de policarbonato del

inserto y fueron fijadas con una mezcla de metanol/acetona (1/1) por 20 minutos a
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4°C; e) las células fueron tefiidas con el colorante cristal violeta (0.05%) por 20
minutos; f) las células fueron lavadas varias veces con agua tridestilada con el fin
de eliminar el exceso de colorante, dejandose finalmente el inserto en agua; g) las
camaras transwell se mantuvieron en refrigeracion hasta el conteo celular; h) se
realizaron microfotografias en un microscopio de campo claro que tiene acoplado
una camara modelo c10 plus (Jenoptick) y con el objetivo 10X; i) a partir de las
microfotografias obtenidas se realiz6 el conteo celular empleando el programa

Image J.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico y las graficas se realizaron con el software SigmaPlot 11.0
(Jandel Corporation, EUA). Se utilizd la prueba t de Student, para muestras
independientes con distribuciéon normal y varianza homogénea, para evaluar la
diferencia entre las medias de los datos obtenidos para cada grupo experimental;
y se determind si entre dichos parametros las diferencias son estadisticamente
significativas o no, tomandose como parametro de significancia, un valor de

p<0.05 (*). Las graficas muestran el valor promedio * error estandar.
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RESULTADOS

FGF-2 promueve la capacidad migratoria de las células A549

Inicialmente, decidimos investigar si la presencia de FGF-2 modificaba de alguna
manera la capacidad migratoria de las células A549. Las células fueron mantenidas
por 48 horas en presencia de 100 ng/ml de FGF-2. Al finalizar este periodo, las
células fueron cosechadas para ser resembradas en los insertos de las cAmaras
transwell (30,000 células), se incubaron nuevamente durante 18 horas,
manteniendo la presencia de FGF-2 en el medio de cultivo. Al finalizar la incubacion,
las células que migraron fueron fijadas, tefiidas y fotografiadas. A partir de las
microfotografias obtenidas se realiz6 el conteo celular utilizando el programa Image
J. La Figura 6 muestra las microfotografias de las células que migraron bajo
nuestras condiciones experimentales, observandose claramente que la presencia
de FGF-2, induce un incremento superior al 25% en las células que migran con

respecto a la condicién control.
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Figura 6. Efecto de FGF-2 sobre la migracién de las células A549. Las células A549 se
mantuvieron en presencia de 100ng/ml de FGF-2 por 48hrs. Posterior a este periodo, se realizd
ensayos de migracion en transwell, donde se sembraron 30000 células A) Se muestran micrografias
representativas obtenidas con el objetivo 10x, del ensayo de migracion en cdmaras transwell. B)
Cuantificacion de las células que migran en la condicion tratada con 100 ng/ml de FGF-2 con
respecto a la condicion control. Los valores graficados son el promedio con su error estandar de tres
experimentos independientes, (*) el valor de p es menor de 0.05.

Expresion de FGFR1 en células A549

FGF-2 induce cambios significativos en la capacidad migratoria de las células A549,
por lo que decidimos investigar si este efecto es mediado por su receptor, por lo que
decidimos a continuacion, evaluar si nuestro modelo experimental, expresa el
ARNm que codifica su receptor especifico FGFR1. Las células A549 se
mantuvieron en condiciones de cultivo control, al alcanzar una confluencia minima
del 90%, se aislo y purificd el ARN total, a partir del cual realizamos el ensayo de
expresion génica, especificamente RT-PCR de punto final. La Figura 7 muestra la
imagen obtenida de la separacion electroforética del producto de PCR amplificado.
Las células A549 expresan el ARNm que codifica para FGFRL1.

MW  FGFR1

Figura 7. Expresion del ARNm que codifica para FGFR1. Las células A549 se mantuvieron en
condiciones de cultivo control, se aisld y purifico el ARN total y por RT-PCR de punto final (35 ciclos)
se determiné la presencia del ARN que codifica para FGFR1.
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FGF-2 exacerba la expresion de marcadores moleculares del fenotipo

mesenquimal

La capacidad migratoria de las células tumorales depende primordialmente de que
éstas mantengan su fenotipo mesenquimal, por lo que decimos a continuacion
evaluar, si la presencia de FGF-2 favorece la expresion del ARNm que codifica para
a-SMA y vimentina, considerados como marcadores moleculares clasicos del
fenotipo mesenquimal. Inicialmente, las células A549 fueron tratadas con 100 ng/mli
de FGF-2 a diferentes tiempos de tratamiento: 24, 48 y 72 horas, para
posteriormente aislar y purificar el ARNm total. Los resultados de la RT-PCR de
punto final para a-SMA y vimentina se muestran en la Figura 8. La presencia de
FGF-2, induce un incremento significativo en el nivel de expresion de a-SMA (Figura
8A) y de vimentina (Figura 8B) en las primeras 24 horas de tratamiento, sin
observarse cambios aparentes a las 48 y 72 horas de tratamiento para el caso
particular de a-SMA, ya que, para vimentina, al prolongarse la duracién del

tratamiento, se observa una reduccion significativa en sus niveles de expresion.
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Figura 8. El FGF-2 exacerba la expresién del ARNm que codifica para a-SMA y vimentina en
las primeras 24 horas de tratamiento. Las células se mantuvieron en presencia de 100 ng/ml
de FGF-2 a diferentes tiempos: 24, 48 y 72 horas. Transcurrido ese tiempo se realizé RT-PCR
de punto final para determinar el nivel de expresion del ARNm que codifica para: A) a-SMA y
B) vimentina. Se muestra una imagen representativa para cada condicion. Los valores graficados
son el promedio con su error estandar de tres experimentos independientes, (*) el valor de p es
menor de 0.05. La normalizacion se realizo con respecto a los niveles de expresion del ARNm que
codifica para B-actina, el cual es considerado como control.

Una vez, que determinamos que a las 24 horas de tratamiento con FGF-2, se induce
un incremento significativo en los niveles de expresién del ARNm que codifica para
a-SMA y vimentina, decidimos investigar si este efecto depende de la concentraciéon
de FGF-2, para cual procedimos a realizar una curva dosis-efecto. Las
concentraciones de FGF-2 utilizadas fueron: 10, 25, 50, 100 y 200 ng/ml. Al finalizar
el tratamiento, se aislo y purifico el ARN total para los ensayos de RT-PCR de punto

final. El apartado A de la Figura 9 muestra que a las concentraciones de 10 y 25
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ng/ml de FGF-2 se observa un incremento significativo en los niveles de expresion
del ARNm que codifica para a-SMA, reduciéndose su expresion a partir de 50 ng/ml,
hasta alcanzar la concentracion maxima de 200 ng/ml. Por su parte, el nivel de
expresion de vimentina se ve aumentado a partir de la concentracion de 10 ng/mil
de FGF-2, manteniéndose dicho efecto estimulatorio en todas las demas

concentraciones (Figura 9B).
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Figura 9. Efecto dosis-dependiente del FGF-2 sobre la expresién del ARNm que codifica para
a-SMA y vimentina. Las células se mantuvieron durante 24 horas a diferentes concentraciones
de FGF-2: 10, 25, 50, 100 y 200 ng/ml. Transcurrido ese tiempo se realizé6 RT-PCR de punto
final para determinar el nivel de expresion del ARNm que codifica para: A) o-SMA y B)
vimentina. Se muestra una imagen representativa para cada condicién. Los valores graficados
son el promedio con su error estandar de tres experimentos independientes, (*) el valor de p es
menor de 0.05. La normalizacion se realizo con respecto a los niveles de expresion del ARNm que
codifica para B-actina, el cual es considerado como control.
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FGF-2 estimula la expresion de metaloproteinasas

La transicion epitelio-mesénquima ademas de favorecer la capacidad migratoria de
las células tumorales, exacerba su capacidad invasiva, al incrementar los niveles de
expresion de metaloproteinasas, enzimas que degradan los elementos proteicos de
la matriz extracelular, dejando el camino libre para el transito de las células
tumorales. En este sentido, decidimos investigar de manera preliminar, si la
presencia de 100 ng/ml de FGF-2 por 24 horas, induce cambios en los niveles de
expresion del ARNm que codifica para las principales metaloproteinasas
relacionadas en la metastasis: MMP-2, MMP-9 y MMP-14. La Figura 10 muestra
que el FGF-2 induce un incremento significativo en el nivel de expresién del ARNm
gue codifica para la MMP-2 y MMP-9, mientras que para el caso de la MMP-14, se
observa una reduccion de aproximadamente el 25% con respecto a la condicién

control.
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Figura 10. FGF-2 incide sobre los niveles de expresion del ARNm que codifica para diferentes
metaloproteinasas. Las células A549 fueron mantenidas en la presencia de 100ng/ml de FGF-2 por
24 horas. Transcurrido ese tiempo se realizd RT-PCR de punto final para determinar el nivel de
expresiéon del ARNm que codifica para las metaloproteinasas: MMP-2, MMP-9 y MMP-14. A) Imagen
representativa de los productos de PCR obtenidos. B) Los valores graficados son el promedio con
su error estandar de tres experimentos independientes, (*) el valor de p es menor de 0.05. La
normalizacion se realizd con respecto a los niveles de expresion del ARNm que codifica para -
actina, el cual es considerado como control
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DISCUSION

La mortalidad de cancer de pulmon representa la causa numero uno de muertes por
cancer en el mundo. A pesar de que se conocen diferentes causas del cancer de
pulmén como el tabaquismo, el raddn, el asbesto etc. También se debe considerar
los factores genéticos que participan en la metastasis pues esta es la principal causa

de muerte debida al cancer.

El FGF-2 es un factor de crecimiento que se ha visto involucrado en la progresion,
proliferacion y metéastasis en diferentes tipos de cancer. Varios estudios han
relacionado la sobreexpresion de FGF-2 con la expresion de diferentes marcadores
moleculares de la EMT (Miura et al., 2019; Steel et al., 2001; Lau et al., 2013; Wang
et al., 2021). Sin embargo, se desconoce con precision el efecto que pudiera estar
ejerciendo el FGF-2 sobre la EMT de células no pequefias de cancer de pulmén. En
el presente estudio se buscé determinar si la presencia de FGF-2 incide sobre la
transicion epitelio-mesénquima de las células tumorales A549, exacerbando con

ello su capacidad migratoria.

Existen evidencias que muestran que el tratamiento con FGF-2 favorece la
migracion celular en distintos tipos de neoplasias: cancer de prostata, pulmon y
esoéfago, (Liu et al., 2015; Takase et al., 2016; Baz et al., 2021). Es por ello que lo
primero que se decidié investigar fue si el FGF-2 era capaz de favorecer la
capacidad migratoria de las células A549. El resultado obtenido muestra claramente
que el FGF-2 estimula la capacidad migratoria de las células A549. Este dato es
concordante con el presentado por el grupo de Baz y colaboradores en la misma
linea celular (Baz et al., 2021).

Se ha descrito en diferentes tipos celulares, que el efecto del FGF-2 es mediado por
la activacion especifica de FGFR1, por lo que se decidio investigar, si las células
A549 expresan el ARNm que codifica para dicho receptor. El ensayo de expresion
génica mostré que las células A549 expresan el ARNm para dicho receptor, el cual
pudiera estar involucrado en el efecto que ejerce el FGF-2 sobre la capacidad
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migratoria de las células A549, para lo cual sera necesario realizar experimentos de
migracion celular utilizando de manera simultinea FGF-2 con antagonistas
especificos de FGFR1. Ademé&s, de complementar con experimentos de
inmunodeteccion para determinar la presencia proteica de dicho receptor. El
resultado obtenido a nivel de ARNm coincide con el reportado por los grupos de
Schultheis y de Ortiz, igualmente en células provenientes de cancer de pulmon
(Schultheis et al., 2014; Ortiz et et al., 2015).

La capacidad migratoria de las células esta fuertemente relacionada con el fenotipo
mesenquimal de las células, de ahi que las células que sufren EMT, mejoran su
capacidad migratoria. Con esta idea en mente, se decidi6 investigar, si la presencia
cronica de FGF-2 favorece la EMT de las células A549, y una manera de evaluar
dicha transicion, es determinando los niveles de expresion del ARNm que codifica
para marcadores moleculares del fenotipo mesénquimal, tales como a-SMA,
vimentina, N-cadherina, entre otros. Para fines del presente trabajo, se evalud la
expresion de o-SMA vy vimentina, tanto a diferentes concentraciones de FGF-2,

como de duracioén del tratamiento.

La presencia de FGF-2 por 24 horas favorece la expresion del ARNm que codifica
para o-SMA y vimentina. Estos resultados se relacionan positivamente, con el
presentado previamente por Miura y colaboradores, quienes demostraron que el
silenciamiento de FGF-2 disminuye los niveles de expresion de vimentina en
NSCLC. (Miura et al. 2019; Wang et al. 2020). Con respecto a la expresion de o-
SMA regulada por FGF-2, Strutz y colaboradores, mostraron en otros tipos
epiteliales, que FGF-2 induce un incremento en la expresion de a-SMA et al. (2002).
Estos resultados nos permiten sugerir que el FGF-2 favorecen el fenotipo
mésenquimal de las células A549, y que este efecto depende tanto de la duracion

del tratamiento como de la concentracion de FGF-2. Siendo la duracion 6ptima de
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24 horas y la concentracion de 100 ng/ml, segun nuestras propia condiciones

experimentales.

La EMT no solamente favorece la capacidad migratoria de las células, sino también
su capacidad invasiva, la cual se puede evaluar por ensayos de invasion en
camaras transwell o determinando los niveles de expresion del ARNm que codifica
para algunas metaloproteinas, las cuales son proteasas que degradan las proteinas
de la matriz extracelular, dejando el camino libre para que las células pueden
moverse (Coronato et al., 2012). Los resultados obtenidos revelan de manera
interesante que la presencia por 24 horas de FGF-2 aumentd la expresion del ARNm
que codifica para MMP-2 y MMP-9 en las células A549. El efecto de FGF-2 sobre
la expresidbn de metaloproteinasas ya habia sido previamente reportado por
Jeinniskens y colaboradores en la misma linea celular (Jeinniskens et al., 2006), por
su parte, Strutz y su grupo, mostraron que el FGF-2 aumentaba la expresion de
MMP-9 y MMP-2 en la linea celular NP-1 (Strutz et al., 2002).

Los resultados preliminares reportados en el presente trabajo, nos permiten sugerir
un papel preponderante del FGF-2 sobre la capacidad migratoria de las células
A549, a consecuencia del incremento del nimero de células que transitan del

fenotipo epitelial a mesénquimal.

Adicional a nuestros resultados hay que considerar que existen otras vias que
participan junto con el FGF-2 en procesos tumorales como la EMT o la migracion.
En este sentido el grupo de trabajo de Baz., demostrd en células provenientes de
cancer pulmonar, que el que el FGF-2 participa junto con el TGF-B, en la regulacion
de marcadores moleculares del fenotipo epitelial y mesenquimal, a su vez

favoreciendo la migracién (Baz et al. 2021).

El cancer de pulmén es la primera causa de muerte a nivel mundial debido a
neoplasias. Un porcentaje muy alto de enfermos por cancer de pulmon presentan
metéstasis, por lo que el FGFR1 activado por FGF-2, pudiera ser considerado un
blanco farmacolégico para inhibir o enlentecer el proceso metastasico de las célula

no pequefas de carcinoma de pulmon.

35



CONCLUSIONES

. EI FGF-2 estimula la capacidad migratoria de las células A549.

. Las células A549 expresan FGFRL1, receptor de mayor afinidad por FGF-2.

. EI FGF-2 favorece el mantenimiento del fenotipo mesénquimal de las células
A549, aumentando la expresion de a-SMA y vimentina en las primeras 24

horas de tratamiento.

. El FGF-2 induce un incremento en los niveles de expresion de MMP-2 y
MMP-9, lo cual pudiera incidir directamente sobre la capacidad invasiva de

las células A549.
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