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RESUMEN

El cancer de pulmon de células no pequeiias (NSCLC) representa uno de los
mayores desafios en el campo de la oncologia, debido a su alta incidencia, mortalidad
y resistencia a los tratamientos convencionales. Este trabajo de investigacion se centra
en evaluar el efecto del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1) sobre
la proliferacion celular y la expresion de biomarcadores relacionados con el fenotipo
de células madre de cancer (CSC) en la linea celular A549, modelo representativo del
NSCLC.

Una de las principales complicaciones del cancer de pulmoén de células no
pequefias es su alta recurrencia, y esto se debe fundamentalmente, a que las células
tumorales transitan hacia un fenotipo de célula madre, lo que les confiere
qguimiorresistencia y alta capacidad de autorrenovacion. Diversos estudios han
mostrado que la presencia de IGF-1 favorece el desarrollo y la progresion de diferentes
tipos de tumores. Por lo que el propdsito del presente trabajo de tesis es determinar si
la presencia de IGF-1 favorece la capacidad proliferativa de las células A549,
provenientes de cancer de pulmoén de células no pequefias, y si este efecto esta
relacionado con un incremento en los niveles de expresidon de biomarcadores

moleculares relacionados al fenotipo de células madre.

Los resultados obtenidos muestran que el IGF-1 promueve un incremento
significativo en la proliferaciéon celular y un aumento en la expresién de elementos
moleculares relacionados al ciclo celular como Ciclina B y Ki-67. Ademas, se observo
que IGF-1 no solo actia como un mitégeno, sino como un factor inductor del fenotipo

de célula madre.

Estos hallazgos refuerzan la relevancia de IGF-1 y su receptor, como potencial
blanco terapéutico en el tratamiento del cancer de pulmén de células no pequeias.
Ademas, abre nuevas lineas de investigacibn para entender los mecanismos
moleculares que subyacen a la resistencia tumoral y la agresividad en este tipo de

cancer.



1. ANTECEDENTES

1.1 Antecedentes generales

1.1.1 Generalidades del cancer

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), define al cAncer como un grupo de
enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo. Se caracteriza por
la rapida multiplicacion de células anormales que se extienden mas alla de sus limites
habituales, propagandose e invadiendo otros érganos y tejidos a través de un proceso
denominado metastasis. La metastasis es considerada como la principal causa de
muerte provocada por el cancer (OMS, 2022). La Agencia Internacional sobre la
Investigacion del Cancer (IARC, del inglés International Agency for Research in
Cancer) reportd en 2022, que se le atribuyeron casi 10 millones de defunciones a esta
enfermedad, considerandola una de las principales causas de muerte a nivel mundial
(IARC, 2022).

Esta enfermedad es resultado de una acumulacion de alteraciones genéticas y
epigenéticas (Figura 1) que les permite a las células sobrevivir, replicarse y evadir
mecanismos que regulan la apoptosis, la proliferaciéon y el ciclo celular (Hanahan,
2022). Las alteraciones genéticas, ya sean hereditarias o esporadicas, pueden afectar
los mecanismos responsables de mantener y reparar el acido desoxirribonucleico
(ADN) dafiado (Meza-Junco et al., 2006). Como consecuencia a estos cambios, las
células normales se transforman en células tumorales malignas (Sociedad Americana
del Cancer, 2019).
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Figura 1. Mecanismos celulares y moleculares que le permiten a las células desarrollar y adquirir
capacidades fenotipicas durante el desarrollo y progresién tumoral. Imagen modificada. (Hanahan,
2022).

Dentro de los tipos de cancer con mayor nimero de casos nuevos registrados
hasta el 2022 a nivel mundial se encuentran: pulmoén (2.48 millones), mama (2.29
millones), colorrectal (1.92 millones), préstata (1.46 millones), gastrico (0.968 millones)
y hepatico (0.866 millones), considerando ambos sexos y todas las edades
(International Agency of Research in Cancer, 2022). En cuestion del nimero de
muertes ocasionadas por cancer, el cancer de pulmon se lleva el primer lugar con 1.8
millones (18%) (GLOBOCAN, 2022), dado esto, se considera al cancer de pulmon
como un serio problema de salud publica, tanto por incidencia como mortalidad, lo que
vuelve imprescindible continuar con el estudio que permita caracterizar y descubrir
nuevos blancos terapéuticos, asi como comprender el agresivo comportamiento de

esta enfermedad.

1.1.2 Cancer de pulmén

El cancer de pulmon es una enfermedad heterogénea que surge como resultado

de la desregulacion del crecimiento de las células anormales y la evasion de los



mecanismos que mantienen la homeostasis en los pulmones (Morton et al., 2022).
Anatomicamente, la trdquea se bifurca para formar lo que se conoce como el arbol
bronquial hasta llegar a los alvéolos (Figura 2), estos se componen por dos tipos de
células; las més numerosas son las tipo |, son células epiteliales pavimentosas simples
y constituyen el sitio principal del intercambio entre el oxigeno y el diéxido de carbono,
mientras que las células alveolares tipo I, también conocidas como células septales,
son células epiteliales cubicas cuyas superficies tienen microvellosidades y secretan
liquido alveolar que contiene surfactante capaz de mantener himeda la superficie
entre las células y el aire, y a su vez, reducir la tension superficial para disminuir la
tendencia de los alvéolos a colapsar, se encuentran en menor proporcion y se
disponen entre las células tipo | (Tortora & Derrickson, 2013). El cancer de pulmon se
origina a partir de la acumulacion de alteraciones genéticas y epigenéticas en estas
células, donde la carcinogénesis de una célula normal a un carcinoma invasivo es un
proceso de varios pasos precedido por una lesion premaligna, como hiperplasia,
metaplasia o displasia del epitelio bronquial (Panani & Roussos, 2006). Por lo tanto, el
estudio histopatolégico del cancer de pulmén basado en sus caracteristicas celulares
y moleculares es parte esencial para clasificar, diagnosticar y manejar esta

enfermedad con mayor eficiencia.
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Figura 2. Diagrama de una porcion de un lobulillo pulmonar (Tortora & Derrickson, 2013).

A) Epidemiologia mundial
Respecto a la incidencia, la ultima estimaciéon de GLOBOCAN en 2022 declar6
2,480,675 nuevos casos diagnosticados de cancer de pulmén a nivel mundial (Figura
3), reconociéndolo como el tipo de cancer mas comun, considerando ambos sexos y
todas la edades (GLOBOCAN, 2022). Con un estimado de 1,572,045 nuevos casos,
el cancer de pulmén es el tipo de cancer mas comun en hombres y el tercer tipo mas
comun en mujeres con 908, 630 casos (GLOBOCAN, 2022).



Estimacién del niimero de casos nuevos en 2022, Mundial, ambos sexos, todas las edades .

Pulmén
2480675 (12.4%)

Mama
2296 840 (11.5%)

Otros
9 969 785 (49.9%)

Colorrectal
1926 425 (9.6%)

Prostata

1467 854 (7.3%)
Estémago

968 784 (4.8%)

Higado
Total : 19 976 499 866 136 (4.3%)

Figura 3. Gréfica de los nuevos casos diagnosticados de cancer a nivel mundial. Imagen modificada
(GLOBOCAN, 2022).

En cuestion de mortalidad, los datos de GLOBOCAN en 2022, arrojan al cancer
de pulmén como la primera causa de muerte ocasionada por cancer a nivel mundial
(considerando ambos sexos y todas las edades) (Figura 4). Ese mismo afio, se
estimaron 1,817,469 muertes debido a este tipo de cancer, representando el 18.7 %
del total de defunciones ocasionadas por cancer. En hombres, el cancer de pulmén es
el principal responsable de las muertes ocasionadas por esta enfermedad, con un
estimado de 1,233,241 defunciones, mientras que en mujeres representa el segundo
tipo de cancer mas mortal después del cancer de mama con un estimado de 607,465
fallecimientos a nivel mundial (GLOBOCAN, 2022).
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Estimacion del nimero de muertes en 2020, Mundial, ambos sexos, todas las edades.

Pulmén
1817 469 (18.7 %)

Colorrectal
904 019 (9.3%)

Otros
4 469 932(45.9%)

Higado
758 725 (7.8%)

Mama
666 103 (6.8%)

Pancreas
467 409(4.8%) Estéomago
Total :9 743 832 660 175 (6.8%)

Figura 4. Gréfica de la mortalidad provocada por cancer a nivel mundial. Imagen modificada
(GLOBOCAN, 2022).

B) Epidemiologia nacional

De acuerdo con los datos de GLOBOCAN en 2022, el cancer de pulmén en
México ocupo6 el noveno lugar en incidencia debido a que se registraron 8,275 casos
nuevos, sin embargo, se posiciond en tercer lugar en cuestiéon de mortalidad con 7,808
namero de defunciones (Figura 5), esto considerando ambos sexos y todas las edades
(GLOBOCAN, 2022). En hombres, el cancer de pulmén ocupa el cuarto lugar en
incidencia con 5,062 casos nuevos en 2022 y el segundo en mortalidad, después del
cancer de proéstata, con 4,820 de defunciones. En mujeres el cancer de pulmon ocupa
el onceavo lugar en cuestion de incidencia con 3,195 nuevos casos en 2022 vy el

séptimo lugar en mortalidad con 2,998 defunciones el mismo afio (GLOBOCAN, 2022).
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Estimacion de la incidencia y mortalidad en 2022, Mundial, ambos sexos, todas las edades.

Incidencia Mortalidad

Mama -

Prostata -

Colorrectal -

Tiroides -
Cervicouterino -
Estomago -

Linfoma no Hodgkin -

Higado -

Tipo de cancer

Pulmén -
Leucemia -
Rifién -
Pancreas -
Cuerpo uterino -

Ovario -

Vejiga -

35 30 25 20 15 10 5 O 5 10 15 20 25 30 35
Numero en miles

Figura 5. Gréfica de incidencia y mortalidad del cancer en México. Imagen modificada (GLOBOCAN,
2022).

C) Sintomatologia
El cancer pulmon puede manifestar diversos sintomas indicativos de su aparicion,

entre los mas comunes se encuentran (World Health Organization, 2023):

e Tos persistente.

e Dolor en el pecho.

¢ Dificultad respiratoria.

e Tos con sangre.

e Fatiga.

e Pérdida de peso sin causa aparente.

¢ Infecciones en los pulmones de manera recurrente.

D) Factores de riesgo
El cancer de pulmén es una enfermad de etiologia variable, resultado de
diferentes factores de riesgo que predisponen su desarrollo. Entre los factores de

riesgo no modificables se encuentra la edad, se estima que el 53% de los casos ocurre
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en personas de 55-74 afos, mientras que el 37% restante ocurre en mayores de 75
afios (Thandra et al., 2021). Globalmente, los hombres son dos veces mas propensos
a ser diagnosticados y a morir de cancer de pulmén en comparaciéon con las mujeres,
se sugiere que esto se debe a la diferencia en el consumo de tabaco respectivamente.
Asi mismo, el historial familiar juega un papel clave al considerar la presencia de algun
componente donde se involucran los genes CY1Al, TP53, ALK y BRAF, lo que las
vuelve mas susceptibles a desarrollar cancer de pulmén a pesar de no ser fumadoras
(Thandra et al., 2021).

Dentro de los factores de riesgo modificables, se considera al tabaquismo como
la causa mas comun del cancer de pulmén, se estima que este habito es el
responsable del 85-90% de los casos de este tipo de cancer (Thandra et al., 2021).
Otros factores de riesgo incluyen la exposicion a radiacion como tratamiento para otros
tipos de cancer, la contaminacién del aire, la exposicion a ciertos metales (cromo,
niquel, arsénico, entre otros) y algunas enfermedades como fibrosis pulmonar o la

enfermedad pulmonar obstructiva crénica (Faraz Siddiqui & Siddiqui, 2019).

E) Diagndstico y tratamiento
Los métodos de diagndstico para el cancer de pulmon incluyen el examen fisico,
imagenologia (rayos-X, tomografia computarizada, resonancia magnética),
broncoscopia, biopsia para una examinacién histopatolégica y pruebas moleculares
gue permitan identificar mutaciones genéticas o biomarcadores para proporcionar una

mejor opcion de tratamiento (World Health Organization, 2023).

Dependiendo del estadio, la histologia, las alteraciones genéticas y la condicion
del paciente, el tratamiento para el cancer de pulmdn usualmente consiste en cirugia,
radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia y terapia molecular dirigida, ya sea de
manera exclusiva o combinada (Alexander et al., 2020). Pese a los esfuerzos por
mejorar la tasa de supervivencia de los pacientes al proporcionar mejores tratamientos,
en los casos avanzados, las células tumorales son capaces de presentar resistencia
mediante diferentes mecanismos intrinsecos y proceder a invadir tejidos distantes
(Wang et al., 2021). Desde la ultima década, el tratamiento para el este tipo de cancer

ha cambiado drasticamente debido al descubrimiento de diferentes biomarcadores que
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han dado pie a un tratamiento dirigido capaz de mantener la tasa de supervivencia de
los pacientes de 3-5 afios en promedio. Lamentablemente, menos del 25% de los
pacientes con cancer de pulmoén son beneficiados con la terapia dirigida, esto debido
a que no todos presentan alteraciones genéticas o aln no se han descrito los blancos

farmacoldgicos especificos (Wang et al., 2021).

1.1.3 Cancer de pulmén de células de no pequefias

El cancer de pulmén cuenta con un gran rango de caracteristicas histo-clinico-
patolégicas que permiten clasificarlo en cancer de pulmon de células pequefias (SCLC,
del inglés small cell lung cancer) y cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC,
del inglés non-small cell lung cancer) que representan el 15% y el 85% del total de
diagndsticos respectivamente (Thai et al., 2021).

Los subtipos principales del cancer de pulmén de células no pequefias son

(European Sociociety for Medical Oncology, 2019):

1. Carcinoma de células grandes (carcinoma indiferenciado): este tipo representa

aproximadamente el 10-15% de todos los canceres de pulmén y recibe su
nombre por el aspecto que presentan las células bajo examinacion

microscopica.

|

Carcinoma de células escamosas: representan aproximadamente un 25-30%

de todos los canceres de pulmoén; se desarrolla en las células escamosas que
recubren las vias respiratoria, a menudo se encuentra en los bronquios y
generalmente es causado por el tabaquismo.

3. Adenocarcinoma: representan alrededor del 40% de todos los canceres de

pulmén. Estos tumores surgen en las células productoras de mucina que
recubren las vias respiratorias (células caliciformes) y tiende a localizarse en

las areas periféricas del pulmon.

1.1.4 Células madre de cancer

El cancer de pulmén es considerado como la primera causa de muerte

ocasionada por cancer a nivel mundial, esto debido a que la mayoria de los pacientes
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desarrollan tumores secundarios que frecuentemente causan una recaida mortal
(Walcher et al.,, 2020). Se ha demostrado que existen poblaciones celulares
heterogéneas dentro del mismo tumor, que presentan diferencias genéticas y
fenotipicas, otorgdndoles multiples capacidades y caracteristicas (Herreros-Pomares,
2022). Una de las principales razones a las que se le atribuye la poca respuesta al
tratamiento, es la presencia de un nicho de células tumorales capaces de sobrevivir a
la terapia convencional como la quimioterapia y la radioterapia (Cortes-Dericks &
Galetta, 2022), a estas células se les conoce como células madre de cancer (CSC, del

inglés cancer stem cells).

El concepto de CSC surgid6 después de que, en 1997, Bonnet y Dick
demostraran que la leucemia mieloide aguda esta organizada de manera jerarquica al
ser originada de una célula hematopoyética primitiva. Desde entonces, la presencia de
CSC se ha reportado en multiples tipos de cancer, como el de mama, cerebro, colon,
pancreas y pulmén (Herreros-Pomares, 2022). Las CSC son una subpoblacion de las
células tumorales, con alta capacidad de proliferacién, autorrenovacion vy
diferenciacion (Su et al., 2021). La presencia de este tipo de células se relaciona
directamente con la resistencia a la quimioterapia y por consecuente la recurrencia del

cancer mediante la progresion tumoral y la metastasis (Walcher et al., 2020).

La investigacion del cancer de pulmén ha evidenciado algunos de los
mecanismos celulares y moleculares que presentan estas células, donde se incluye la
division asimétrica y autorrenovacion, es decir, la facultad de generar una CSC hija 'y
una poblacion de células con una alta capacidad proliferativa que les permite mantener
su pluripotencialidad y a su vez, el tamafio de su poblacion (Herreros-Pomares, 2022).
Las CSC pueden regular su ciclo celular al enlentecerlo y entrar en un estado de
latencia conocido como senescencia. Son capaces de entrar la fase GO del ciclo celular
de manera reversible en respuesta a diferentes estimulos y reactivarse a través de
mecanismos moleculares y transcripcionales (Aramini et al., 2022). Ademas, utilizan
las proteinas transportadoras ABC (del inglés, ATP-binding cassette) donde se
incluyen las ABCG2, ABCB1 o ABCC1, que les confieren la capacidad de resistencia

al extraer los farmacos del interior de la célula con el fin de evadir su efecto citotdxico
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(Herreros-Pomares, 2022). Asi mismo, pueden evadir diferentes tipos de muerte
celular; como sobrevivir a la pérdida de adhesion a un sustrato conocido como anoikis,
ademas de poder crecer sin la necesidad de una superficie sélida ya que sintetizan
altos niveles de factores de crecimiento y receptores de matriz extracelular. Pueden
sobreexpresar moléculas antiapoptéticas como BCL2 y BCLXL, que actian como
reguladores negativos de la permeabilizacion de la membrana mitocondrial, liberan
citocromo C, survivina (perteneciente a los inhibidores de la apoptosis), y niveles més
bajos de caspasa 8 (Herreros-Pomares, 2022). De igual forma tienen la capacidad de
escapar del sistema inmune innato y adaptativo, cambiar el microambiente tumoral a
uno inmunosupresor y pro-tumorogénico y adquirir un cambio de fenotipo de epitelial

a mesenquimal (Cortes-Dericks & Galetta, 2022).

- Biomarcadores de las CSC

Debido al importante papel que juegan las CSC en el desarrollo tumoral, se ha
recurrido a el uso de biomarcadores que permitan identificarlas y diferenciarlas, ya que
podria resultar en un mejor diagnéstico, prediccion de vida del paciente y mayor
eficiencia de la terapia dirigida (Zheng et al.,, 2022). Las CSC de pulmén fueron
identificadas por primera vez en 1981 por Carney y colaboradores. Este grupo
encontr6 que, 1.5% de las células tumorales provenientes de pacientes con
adenocarcinoma de pulmén eran capaces de formar colonias cuando eran cultivadas
in vitro y reconstituir tumores cuando eran inoculadas en ratones. Desde entonces, han
continuado los estudios que afirman la existencia de biomarcadores y genes
indicadores de pluripotencialidad asociados al fenotipo de célula madre de cancer
(Cortes-Dericks & Galetta, 2022). Algunos de los biomarcadores principales de las
CSC de pulmén incluyen marcadores de superficie como CD44, CD133, y marcadores
intracelulares como la aldehido deshidrogenasa (ALDH1), NANOG, OCT4, entre otros.
(Zheng et al., 2022).

e (CD133: es una glicoproteina de 120 kDa que se encuentra en la superficie
celular y se expresa en las subpoblaciones de células indiferenciadas en
tumores solidos; se ha reportado la expresion de este marcador en

adenocarcinoma pancreatico, carcinoma hepatocelular, cancer de prostata,
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color, cerebro, riidn y pulmén. La alta expresion de esta proteina se relaciona
a tumorogénesis, metastasis y quimiorresistencia de las CSC (Barzegar et al.,
2018).

SOX2: es un factor de transcripcion que juega un papel importante en la
regulacion de las células madre embrionarias y pluripotentes inducidas. La alta
expresion de SOX2 resulta clave para conferir el fenotipo de célula madre a méas
de una docena de tumores (melanomas, osteosarcomas, mama, cabeza y
cuello, pancreas, pulmén, entre otros); estas células tienen una gran capacidad
de iniciar y propagar tumores, de quimiorresistencia, realizar la transicion
epitelio mesenquimal y evadir del sistema inmune (Al Mamun et al., 2018).
Nestina: es una proteina que forma parte de la familia de filamentos intermedios
y se encuentra expresado en una variedad de células madre, tanto normales
como tumorales. La alta expresion de esta proteina se asocia a procesos de
angiogénesis, proliferacion celular y metastasis, por lo que ha sido considerada
como un marcador de CSC en tipos de cancer como: cerebro, cérvix, utero,
prOstata, ovarios, testiculos, pancreas y recientemente en el de pulmén
(Jaramillo et al., 2021).

CD44: es una glicoproteina de membrana de tipo | y forma parte de la familia
de moléculas de adhesion celular. Es una proteina que pesa entre 85-200
compuesta de 742 aminoacidos. Se expresa en la mayoria de los tumores y es
un potencial marcador de CSC. Las células con alta expresion de CD44 tienen
altas capacidades de autorrenovacion, diferenciacion y migracion, lo que facilita
la metéstasis; diferentes estudios han demostrado que existe una mayor
expresion de esta glicoproteina en NSCLC en comparacion con el SCLC (Zheng
et al., 2022).

ALDH1: es una enzima de 50-55 kDa compuesta de 501 aminoacidos
responsable de la oxidacion de aldehidos y de la regulacion de la diferenciacion
de células madre normales. ALDH1 es un potencial marcador para las CSC en
tumores solidos y su expresion se correlaciona positivamente con el fenotipo de

tipo epitelial en NSCLC. Las células con mayor expresion de esta enzima tienen
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mayores capacidades de autorrenovacion, tumorogénesis y quimiorresistencia
(Zheng et al., 2022).

e NANOG: es un factor de transcripcion capaz de promover la proliferacion
celular, la renovacion y las propiedades de célula madre. Se compone de 305
aminoacidos aproximadamente y es de gran importancia para la diferenciacion
de las células tumorales (Zheng et al., 2022).

¢ |TG-a: laintegrina alfa también conocida como CD49, es una glicoproteina que
participa en la union de las células a la matriz extracelular. La activacion de
estas proteinas se asocia a procesos de diferenciacion, motilidad, polaridad,
proliferacion, supervivencia y apoptosis. Se propone que la integrina alfa resulta
ser en un importante regulador de la autorrenovacion y capacidad de formar
tumores en CSC (Krebsbach & Villa, 2017).

e |ITG-B: la integrina beta también conocida como CD29, es glicoproteina que
participa principalmente en la unién de las células a la matriz extracelular, la
supervivencia, la proliferacion y la migracién, sin embargo, su desregulacion
resulta en la proliferaciéon de células tumorales, invasién, supervivencia,

autorrenovacion y quimiorresistencia de las CSC (Wu et al., 2022).

1.2 Antecedentes Especificos

1.2.1 Factores de crecimiento similares a la insulina

Los factores de crecimiento similares a la insulina (IGF, del inglés insuline-like
growth factors) son péptidos con una masa molecular de alrededor de 7.5 kDa
relacionados estructuralmente con la proinsulina, se sintetizan en el higado y son
capaces de estimular a largo plazo el crecimiento, la diferenciacion, la proliferacion
celular y potenciar la accion de la insulina (Granada, 2006), mientras que a corto de
plazo, son capaces de regular la utilizacion y captacion de la glucosa y aminoéacidos,
asi como el metabolismo de lipidos y proteinas (Mancarella et al., 2021). Existen dos
tipos de IGF; IGF-1 (también conocido como somatomedina-C) y el IGF-2 (también

conocido como somatomedina-A).
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IGF-1 se correlaciona con el estado secretor de la somatotropina, también
conocida como hormona del crecimiento (GH, del inglés growth hormone) en la vida
posnatal, mientras que IGF-2 tiene una mayor relevancia en la etapa fetal. En los
fluidos biolégicos, los IGF circulan unidas en su mayor parte a una de las seis proteinas
transportadoras (IGFBP, del inglés insuline-like growth factor binding proteins)
encargadas de regular su biodisponibilidad y su interaccién con su receptor; estas
proteinas junto a los propios IGF, la insulina y tres tipos de receptores de membrana
donde se incluye el receptor de insulina (IR, del inglés insulin receptor), el receptor de
IGF-1 (IGF1R) y el receptor de IGF-2 (IGF2R) componen el llamado sistema IGF
(Mancarella et al., 2021).

La actividad del sistema IGF inicia cuando uno de los ligandos (IGFs o insulina)
se une a su receptor afin. Los dos principales receptores involucrados son IGF1R e
IR, ambos son receptores transmembranales de tipo tirosina cinasa compuestos de
dos subunidades a y dos B responsables de la unién del ligando y de la transduccion
de las sefales, respectivamente (Mancarella et al., 2021). IGF1R se expresa en una
variedad de tejidos y su activacion resulta en la regulacion de la supervivencia,
proliferacion, diferenciacion celular y la sintesis de proteinas. Por otro lado, el receptor
de insulina existe en dos isoformas; IR-A, que se expresa principalmente en tejido fetal
y células tumorales, y el IR-B, que se expresa en tejidos adultos y regula funciones
metabdlicas. La alta similitud y la frecuente coexpresiéon de IGF1R e IR determinan la
formacién de receptores hibridos, compuestos por un hemirreceptor de IGF-1 y un
hemirreceptor de insulina (Mancarella et al.,, 2021). Debido a las distintas
conformaciones de los receptores (Figura 6), los ligandos presentan diferentes
afinidades respectivamente, por ejemplo, la insulina tiene mayor afinidad por IR>>
hibrido IR/IGF1IR > IGF1R; IGF-1 presenta mayor afinidad por IGF1R > hibrido
IR/IGF1R >IR; IGF2 presenta mayor afinidad por IGF1R/IGF2R > IR-A> hibrido
IR/IGF1R >> IR-B (Mancarella et al., 2021). La complejidad de este sistema ha dado
pie a la investigacion de sus componentes individuales y los efectos celulares que

ejercen en la fisiologia y la enfermedad (Scalia et al., 2022).
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Figura 6. Distintas conformaciones de los receptores y su afinidad por los ligandos. Imagen
modificada. (Lee et al., 2022).

1.2.1 Sistema IGF en el cancer

IGF1R se expresa en tejido normal ejerciendo multiples funciones fisiologicas
en el desarrollo, crecimiento y la nutricion. Lamentablemente, IGF1R se encuentran
comunmente sobreexpresado en tumores malignos con el propdésito de mantener a las
células a través de sefales proliferativas sostenidas, eventos antiapoptoticos,
invasion, metéastasis y resistencia al tratamiento (Yuan et al., 2018). La excesiva
activacion de IGF1R les permite a las células tumorales aumentar la glucolisis y
disminuir la sensibilidad a ambientes de hipoxia, pH bajo y poca glucosa (Yuan et al.,
2018). Otros mecanismos incluyen: la sobreexpresion del receptor, alteraciones en la
disponibilidad del ligando, desregulacién de los efectores de sefalizacion rio abajo y
de manera menos comun, mutaciones en los receptores (Mancarella et al., 2021). Asi
mismo, investigaciones recientes han demostrado que los receptores a insulina se ven
incrementados en tejido tumoral y en lineas celulares de cancer en comparacion con
sus contrapartes normales, demostrando que la sobreexpresion del IR tiene un

potencial pro-oncogeénico; esto a su vez refleja la necesidad de las células tumorales
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de potenciar su ingesta de nutrientes y satisfacer sus demandas metabdlicas (Scalia
et al., 2022).

IGF-1 e IGF-2 poseen funciones autocrinas, paracrinas y endocrinas
desencadenadas por la unién con IGF1R, capaces de promover la autorrenovacion,
proliferacion celular, diferenciacion, supervivencia, metabolismo, metastasis,
resistencia al tratamiento y el fenotipo de CSC (Li et al., 2021) en diferentes tumores
humanos ya sean mesenquimales, epiteliales o hematopoyéticos a través de la
activacion de dos principales vias de sefalizacion: PI3K/AKT y MAPK/ERK
(Mancarella et al., 2021).

La via de sefalizacion comienza cuando uno de los ligandos (insulina, IGF-1 o
IGF-2) se une a su respectivo receptor. Tanto IR como IGFR sufren una trans-
autofosforilacion por su receptor intrinseco de tipo tirosin cinasa. Los principales
adaptadores de sefializacion reclutados a estos receptores son las proteinas SHC e
IRS, que a su vez son fosforilados por IR e IGF1R para activar la cascada de
sefalizacion. SHC regula la estimulacién de ERK, resultado en la induccion de la
proliferacion celular; mientras que el reclutamiento y activacion de PI3K depende de
IRS, dando lugar a la fosforilacion de AKT (Lee et al., 2022). La activaciéon de AKT
juega un papel crucial en la regulacién de la supervivencia celular, apoptosis y sintesis
de proteinas requeridas para la proliferacion celular (Haisa, 2013). La progresion del
ciclo celular esta positivamente regulada por la sefializacion de IGF1R a través de los
puntos de control que se encuentran en las distintas fases del ciclo. Se incrementa la
actividad ribosomal para facilitar la transicion de la fase GO a G1, la expresion de ciclina
D1 para facilitar la transicion G1 a Sy las ciclinas A y B para promover la transicion de
la fase G2 a M (Haisa, 2013).

1.2.2 Relacion entre IGF-1/IGFR y las CSC de NSCLC

Esta demostrado que la sefalizacion desencadenada por IGF1R es capaz de
regular la propiedad de célula madre en varios modelos de cancer, como en el
colorrectal, el de mama o en el carcinoma hepatocelular, donde se ha documentado
gue el complejo IGF-1/IGF1R se encuentra regulado positivamente, sobre todo

después de haber estado expuesto a inflamacion cronica, cirrosis o el virus de hepatitis
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B (Chen et al., 2021). Chen y colaboradores, en 2016, encontraron que la sefializacion
de IGF1R promueve la expresion de genes de pluripotencialidad como OCT4 y
NANOG en pacientes con carcinoma hepatocelular infectados con el virus de hepatitis
B, esenciales para la tumorogénesis de las CSC in vitro e in vivo. En el caso del
adenocarcinoma de pulmon, Xu y colaboradores han evidenciado que el complejo IGF-
1/IGF1R activa la via de sefalizacion PI3K/AKT para inducir la expresion de genes de
pluripotencialidad y a la vez, promover la expresion de genes reguladores de la
tumorogénesis y la autorrenovacion, como NANOG, correlacionandolo de manera

clinica con una menor tasa de supervivencia en los pacientes (Xu et al., 2013).

2. JUSTIFICACION

El cancer de pulmédn representa un grave problema de salud publica, a nivel
mundial es el tipo de malignidad mas comun, y la principal causa de muerte por tumor
maligno. A nivel nacional, en hombres, el cancer de pulmén ocupa el segundo lugar

en mortalidad, s6lo después del cancer de préstata.

Dentro de los diferentes tipos de cancer de pulmén, el cancer de pulmén de
células no pequefas representa el 85% del total de los casos diagnosticados y se
caracteriza por originar tumores secundarios capaces de persistir a pesar de los
tratamientos convencionales, poniendo en riesgo la vida del paciente. Una de las
principales explicaciones de este comportamiento se le atribuye a la presencia de
células tumorales con fenotipo de células madre, las cuales se caracterizan por poseer
una alta capacidad de proliferacién, autorrenovacion, invasion, tumorogénesis,
metastasis y quimiorresistencia. Recientemente se ha asociado la adquisicion de este
fenotipo de células madre en diferentes tipos de tumores, debido a la presencia cronica

de factores de crecimiento, tales como el IGF-1

Por ello, resulta importante evaluar el efecto que ejerce el IGF-1 sobre la
capacidad proliferativa de las células de cancer de pulmén, y si ademas incide, en la

induccion del fenotipo de célula madre. ElI conocimiento de esto, nos permitira
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eventualmente, proponer blancos farmacolégicos para un tratamiento mas eficiente de
los pacientes que padecen cancer de pulmon, mejorando su prondstico y calidad de

vida.

3. HIPOTESIS

La presencia de IGF-1 incrementa la capacidad proliferativa de las células A549

y el nivel de expresion de biomarcadores del fenotipo de células madre de cancer.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar si la exposicion prolongada de IGF-1 incrementa el tamafio de la
poblacion celular, asi como la proporcion de células que presentan el fenotipo de

células madre de cancer en la linea A549.

4.2 Objetivos Especificos
1. Identificar la presencia del ARNm que codifica para IGF-1 y su receptor (IGF-

1R) en la linea celular A549.

2. Evaluar el efecto de IGF-1 sobre la capacidad proliferativa de las células
A549.

3. Evaluar si la exposiciéon crénica de IGF-1 altera la expresion del ARNm que
codifica para diferentes biomarcadores de células madre de cancer (NANOG,
ITG-B, ITG-a, CD133, CD44, OCT4, ALDH1, Nestina).
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Cultivo celular

Se utilizé la linea celular A549 para el estudio experimental in vitro del cancer
de pulmén de células no pequefias. Estas células fueron aisladas de un
adenocarcinoma de pulmon perteneciente a un hombre caucasico de 58 afios y tienen
una morfologia de tipo epitelial similar a las células escamosas encontradas en el tejido
pulmonar, son adherentes y crecen en monocapa. Las células fueron sembradas en
caja Petri con medio de cultivo Advanced-DMEM (Gibco®, EUA) suplementado con
4% de suero fetal bovino (SFB), 1% de L-glutamina y 1% de una mezcla de antibidtico-
antimicético (10,000 pg/ml de estreptomicina, 10,000 unidades/ml de penicilina y
25ug/ml de anfotericina B), se mantuvieron en una incubadora a 37°C en una

atmosfera himeda y una mezcla de 5% de CO2y 95% de aire (Figura 7).

Figura 7. Imagen del cultivo celular de la linea A549 provenientes de adenocarcinoma de pulmoén.

24



5.2 Ensayo de proliferacion celular

Las células A549 fueron tripsinizadas y sembradas en placas de 6 pozos
(iniciando con 10,000 células por pozo) utilizando el medio de cultivo Advanced-DMEM
(Gibco®, EUA) suplementado con 4% de suero fetal bovino (SFB), 1% de L-glutamina
y 1% de una mezcla de antibiético-antimicético (10,000 pg/ml de estreptomicina,
10,000 unidades/ml de penicilina'y 25ug/ml de anfotericina B). Una vez que alcanzaron
una confluencia aproximada del 60%, se inicio el tratamiento con IGF-1 a diferentes
concentraciones (100 ng/mly 200 ng/ml) por 24, 48, 72 y 96 horas. Posteriormente las
células fueron tripsinizadas y resuspendidas en medio de cultivo, se tomé una alicuota
de la suspension celular y se realizé el recuento celular con un microscopio y una
camara de Neubauer, ademas, se evalué el nivel de expresién de ARNm que codifica
para Ki-67, como marcador de la division celular. Finalmente se obtuvo el nUmero de

células expresado de forma porcentual.

5.3 Experimentos de Reaccion en Cadena de la Polimerasa con

Transcriptasa Inversa (RT-PCR)

5.3.1 Extraccién del Acido Ribonucleico Total

La extraccion de ARN total de las células A549 se realizo utilizando el kit
comercial Cell Total RNA Purification Mini Kit (Favorgen Biotech). Antes de comenzar
el proceso de extraccion, las células fueron sometidas al proceso de tripsinizacion, que
consiste en retirar el medio y realizar dos lavados con 5 ml de buffer de fosfatos (PBS)
y agregar 500ul de Tripsina-EDTA al 0.25% para despegar las células de la caja Petri,

y se continuaron con las indicaciones de uso estandarizado del proveedor.

5.3.2 Determinacion de la cantidad y calidad del Acido
Ribonucleico Total

A partir del ARN total extraido se determind la cantidad y calidad por
espectrofotometria. Se utilizd una solucion compuesta de 4ul de muestra y 196u de
agua estéril para obtener un volumen final de 200pl. Se evalué la concentracion a una
longitud de onda de 260nm a 280nm (A260nm/A280nm), considerando una muestra

de buena calidad con cociente de entre 1.6 y 2.0.
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5.3.3 Sintesis de Acido Desoxirribonucleico Complementario/

Retro Transcripcion (RT)

Se realiz6 la sintesis de Acido Desoxirribonucleico complementario (ADNc) a
partir del ARN extraido de las células A549 de las diferentes condiciones. Se igualaron
las concentraciones de ARN de cada condicion y se agregaron 6pl de la mezcla de RT
a cada muestra (Tabla 1). Se utilizé el kit comercial High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, EUA) y se llevo a cabo el proceso de enlongacion
en el termociclador bajo las siguientes condiciones: 10 minutos a 25°C, 2 horas a 37°C,

5 minutos a 85°C y finalmente a 4°C.

Reactivos Volumen (1X)
Buffer de RT 4ul
Random Primer 1pl
dNTP’s 0.5ul
Transcriptasa Inversa 0.5ul
Total 6ul

Tabla 1. Mezcla de reactivos para RT.

5.3.4 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR es una técnica que permite amplificar una secuencia de ADN, este
proceso se llevé a cabo mediante el kit DreamTaq PCR Master Mix (Thermo Scientific,
EUA) siguiendo las indicaciones del proveedor, del cual se realizé una mezcla de
reactivos de PCR (Tabla 2) compuesto de; buffer DreamTagq, agua libre de nucleasas,

los oligonucléotidos sentido y antisentido y la muestra de RT para la amplificacion

especifica.

Reactivos Volumen (1X)

Buffer DreamTaq 6 ul

Fw primer 10 pl

Rv primer 1ul

Agua libre de 1ul

nucleasas
Muestra de RT 2 ul
Total 20 pl
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Tabla 2. Mezcla de reactivos necesarios para PCR.

Los oligonucledtidos utilizados se muestran a continuacion (Tabla 3):

Oligo- Direccion Secuencia Tamafio T (°C)
nucleétidos (pb)
B-actina Forward CAAGAGATGGCCACGGCT 218 pb 72.9
Reverse = TCCTTCTGCATCCTGTCGGCA 72.5
Ki-67 Forward AGTACCAGGAGGTGAGGATAA 415pb 61.5
Reverse = CTGCACTGGAGTTCCCATAAA 62.3
NANOG Forward CCTACAATCCAGCTCTTTGG 422 pb 61.7
Reverse CTCAGGCATTGGTGAAGATT 62.1
Nestina Forward CACTCAGAGGGAAGGAGATAGA 290 pb 61.8
Reverse GATGGAGCAGGCAAGAGATT 63.7
CD44 Forward =~ ACCCAAAGGGTGAAGCTATTT 248 pb 62.9
Reverse CCATTCTCAGCTCTTCCTGATAC 63.3
CD133 Forward GAGACCCAAGACTCCCATAAAG 244 pb 63.1
Reverse = CCCAGGACACAGCATAGAATAA 63.1
ITGB Forward TGATCCTGTGTCCCATTGTAAG 531 pb 64.0
Reverse = GTCAGTCCCTGGCATGAATTA 64.2
ALDH1 Forward GCAGACCTGCACAAGAATGA 481 pb 61.5
Reverse TGTAGAGCTCGTCCTGCTGA 61.3
OCT-4 Forward GACGGCATCGCAGCAGCTTGG 384 pb 78.5
ATACAC
Reverse GAGAAGGCGAAGTCGGAAG 64.4
ITGa Forward CGTTCCAGACAGTACAGTACAG 273pb 60.9
CTAAC
Reverse = GCTCTGTGGTCTACATCAATCT 63.3
C

Tabla 3. Descripcion de los oligonucleétidos utilizados.

Se emple6é 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 oligonucleotido, 1 minuto a 72°C, 10 minutos a 72°C y
finalmente la temperatura de los tubos se llevé a 4°C, para ser almacenados en
congelacion hasta su empleo. Se realizaron de 20 a 40 ciclos, dependiendo de la

muestra a evaluar para asi obtener multiples copias del fragmento de intereés.
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5.3.5 Separacion electroforéticay densitometria

A partir de los productos de PCR se realizo la electroforesis horizontal en un gel de
agarosa al 1.2% donde se cargaron las muestras adicionadas con DreamTaqg Green
PCR Master Mix (Thermo Scientific, EUA) (9ul por pozo) para separar los amplicones.
Se utiliz6 un marcador de peso molecular de ADN (4ul por pozo) para aproximar el
tamafio de las bandas observadas. La electroforesis se realiz6 bajo las siguientes
condiciones: 65V y 400A por 80 min. Posteriormente se capturaron las imagenes del
gel mediante un fotodocumentador (Gel Documentation System, Bc AXYGEN) para

proceder a la densitometria de las bandas a través del Software ImageJ (NIH, EUA).

5.4 Andlisis de datos

El andlisis estadistico y graficos se realizaron mediante el Software SigmaPlot
11.0 (Jandel Corporation, EUA). Se utilizé la prueba t de Student para evaluar la
diferencia entre grupos, para considerar la diferencia estadisticamente significativa p

debe ser menor a 0.05 (p<0.05).

6. RESULTADOS

6.1 Las células A549 expresan el ARNm que codifica para los
diferentes elementos del sistema IGF (IGF-1, IGF1R, IGF-2 e IGF2R).

Inicialmente se decidié determinar si las células A549 expresan el ARNm que
codifica para los diferentes elementos que componen el sistema IGF, se realizaron
ensayos de RT-PCR para determinar los niveles de expresion en condiciones basales.
Se observé que las células A549 expresan los 4 elementos, sobresaliendo la expresion
de IGF-1B e IGF1RB sobre los niveles de IGF-2 y su receptor (Figura 8).
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Figura 8. Nivel de expresion de ARNm para los diferentes elementos del sistema IGF; IGF-1A, IGF-1B,
IGF1RA, IGF1RB, IGF-2 e IGF2R. Se realizaron tres experimentos independientes (n=3).

6.2 IGF-1 favorece la capacidad proliferativa de las células A549.

Dado que IGF-1 y su receptor (IGF1R) sobresalieron en los niveles de
expresion, se decidid considerarlos para los experimentos subsiguientes. Procedimos
a investigar si la presencia de IGF-1 es capaz de modificar la capacidad proliferativa
de las células A549. Se consideraron dos dosis para los diferentes tratamientos con
IGF-1, las concentraciones fueron 100 ng/mly 200 ng/ml durante 24, 48, 72 y 96 horas;
al finalizar el tratamiento se realiz6 el conteo celular empleando una camara Neubauer.
Respecto al tratamiento con IGF-1 a 100 ng/ml se pudo observar un aumento
significativo del 125% aprox. de la poblacion celular hasta las 72 horas, sin embargo,
este efecto no se mantuvo horas posteriores. En el caso del tratamiento con dosis de
200 ng/ml, no se mostro una diferencia estadistica hasta las 96 horas, donde se
observo una reduccion significativa del 40% de la poblacion celular (Figura 9).
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Figura 9. Las células A549 fueron tratadas con IGF-1 durante 24, 28, 72 y 96 horas a dos diferentes
concentraciones, 100 ng/ml y 200 ng/ml. Al finalizar el tratamiento se realiz6 el conteo celular mediante
una cdmara de Neubauer. A) Las células tratadas con 100 ng/ml de IGF-1 mostraron un aumento
significativo a las 72 horas, mientras que B) aquellas tratadas con 200 ng/ml de IGF-1 mostraron una
reduccion significativa hasta las 96 horas con respecto al control. Los valores graficados son el promedio
con su error estandar de tres experimentos independientes (n=3), (**) el valor de p < 0.01, (***) el valor
de p< 0.001.

6.3 IGF-1 influye sobre la expresion de elementos moleculares

relacionados a la capacidad proliferativa de las células A459.

Es un hecho que el IGF-1 induce un incremento en el tamafio de la poblacion
celular, por lo que se decidio identificar los elementos moleculares relacionados con la
capacidad proliferativa de las células, que pudieran ser alterados por la presencia de
IGF-1. Se determiné por RT-PCR el nivel de expresion del ARNm que codifica para
Ki-67, marcador nuclear de proliferacion celular y de Ciclina B, elemento que participa
en la transicion de la fase G2 a la M del ciclo celular, en ausencia y presencia de IGF-
1 a concentraciones de 100 ng/ml y 200 ng/ml durante 72 horas de tratamiento. Los
resultados obtenidos demuestran que el nivel de expresion de ARNm tanto para Ki-67
como Ciclina B aumentan significativamente un 30% aproximadamente tras la
exposicion a IGF-1 a una concentracion de 100 ng/ml durante 72 horas, mientras que

a una concentracion de 200 ng/ml no se observaron cambios significativos en la
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expresion de ambos elementos moleculares, esto con respecto al 100% de la
condicion control (Figura 10).

Estos resultados indican que la dosis de 100ng/ml de IGF-1, favorece el
incremento de la poblacion celular y elementos moleculares relacionados, mientras
qgue, a una dosis mas alta, no se observé un cambio significativo en la expresion de
estos elementos.
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Figura 10. Expresion de elementos moleculares que participan en la proliferacion de las células A549
posterior al tratamiento con IGF-1. Las células fueron tratadas con 100 y 200 ng/ml de IGF-1 durante 72
horas. (A) Se cuantifico el nivel de expresion de ARNm que codifica para Ki-67 y Ciclina B (B) con
respecto al control. Todos los datos fueron normalizados con respecto a los niveles de expresion de
ARNm que codifica para 8 actina, considerado como control de expresion. Los valores graficados son
el promedio con su error estandar de tres experimentos independientes (n=3), (*) el valor de p < 0.05,
(**) el valor de p < 0.01.

6.4 IGF-1 influye sobre la expresion de biomarcadores de células
madre de cancer (CSC) en la linea celular A549.

Dado que los resultados obtenidos anteriormente demostraron que IGF-1 puede
favorecer a una de las caracteristicas principales de la progresion tumoral, que es la
proliferacion, se decidio investigar, si la presencia de este factor de crecimiento seria

capaz de incidir sobre la adquisicién del fenotipo de células madre de cancer. Para
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poner a prueba esta posibilidad, se evalué el nivel de expresion del ARNm que codifica
para diferentes biomarcadores moleculares relacionados con el fenotipo de célula
madre de céancer, en condiciones de ausencia y presencia de 200 ng/ml de IGF-1 por
72 horas (Figura 11). Los resultados obtenidos son variables, por ejemplo, se observa
que la presencia de IGF-1 induce un incremento significativo en los niveles de
expresion de NANOG, ITG-a, e ITG-B; una reduccion en la expresién de Nestina; y no

se observaron cambios significativos en los niveles de expresion de CD44 y ALDH1.
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Figura 11. El tratamiento con IGF-1 provoco resultados variables para los diferentes biomarcadores
evaluados. Las células fueron tratadas 200 ng/ml de IGF-1 durante 72 horas. Se cuantifico el nivel de
expresién de ARNm que codifica para NANOG, ITG-q, ITG- 8, Nestina, ALDH1 y CD44 para la condicién
control y la experimental. Todos los datos fueron normalizados con respecto a los niveles de expresion
de ARNm que codifica para 8 actina. Los valores graficados son el promedio con su error estandar de
tres experimentos independientes (n=3), (*) el valor de p < 0.05, (**) el valor de p < 0.01, (***) el valor
de p <0.001.

7. DISCUSION

El cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) es una enfermedad que
surge como resultado de una acumulacion de alteraciones genéticas y epigenéticas
en las células. Actualmente, se reconoce a este tipo de cancer como uno de los

principales desafios en el area oncolédgica debido a su alta incidencia y su elevado
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indice de mortalidad a nivel mundial (GLOBOCAN, 2022). Este tipo de cancer es
particularmente problematico debido a la capacidad de las células del NSCLC para
generar tumores secundarios que persisten a pesar de los tratamientos
convencionales. A este comportamiento se le atribuyen mecanismos complejos como
la metastasis, resistencia a tratamientos y recurrencia tumoral, procesos en los que las
células madre de cancer (CSC) juegan un papel crucial (Zheng et al., 2022). Este grupo
de células madre poseen una alta capacidad de inducir la proliferacion,
autorrenovacion, diferenciacion y quimiorresistencia, contribuyendo significativamente

a la agresividad de este tumor (Herreros-Pomares, 2022).

La investigacion sobre los factores que regulan el fenotipo de células madre
tumorales se vuelve fundamental. Recientemente, se ha identificado que la alta
expresion de factores de crecimiento, entre ellos, el factor de crecimiento similar a la
insulina tipo 1 (IGF-1) y su receptor, esta asociada con la adquisicion de caracteristicas
desdiferenciadas en estas células tumorales (Yuan et al., 2018). Por tanto, es
primordial evaluar el impacto de IGF-1 sobre la expresion de genes relacionados con

la pluripotencialidad de las células madre tumorales en NSCLC.

En el presente trabajo, se plantearon objetivos especificos enfocados en evaluar
la presencia de ARNm que codifica para IGF-1 y su receptor, asi como en determinar
si la exposicion crénica al IGF-1 incrementa la proporcion celular en la linea A549, un
modelo representativo del NSCLC, y el efecto que ejerce sobre la expresion de
biomarcadores relacionados con el fenotipo de células madre de cancer. Estos
objetivos buscan proporcionar una comprension mas detallada sobre cémo IGF-1
podria contribuir a la progresién y resistencia del NSCLC, con el potencial de identificar
nuevos blancos terapéuticos que podrian mejorar el prondstico y la calidad de vida de

los pacientes.

Para establecer la evaluacion del efecto de IGF-1 sobre las células A549, se
llevé a cabo una serie de ensayos de RT-PCR que permitieron confirmar la expresion
basal de ARNm de los componentes del sistema IGF en estas células. Se demostro
que las células A549 expresan todos los elementos evaluados: IGF-1, IGF1R, IGF-2 e
IGFR2.
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Esto indica que las células A549 tienen la capacidad intrinseca para responder
a las sefales mediadas por el sistema IGF-1. Entre los componentes evaluados, la
expresion de IGF-1 e IGF1R fue particularmente destacada, sugiriendo que las células
A549 son capaces de recibir y responder de manera efectiva a las sefiales del factor
de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1). La evidencia sugiere que la elevada
expresion de estos componentes puede deberse a la produccion autocrina de las
células malignas para aumentar las concentraciones intratumorales de IGF-1 e IGF-2.
(Westley & May, 2013). Este hallazgo es consistente con la literatura que indica que la
presencia de IGF-1 e IGF1R juega un papel sumamente importante en la regulacion
del crecimiento celular, in vivo e in vitro (Brodt et al., 2001) y el prondstico del paciente
en diversos contextos de cancer. Por ejemplo, en cancer de colon, de préstata, de
mama, y de pulmon, diversos estudios demostraron que un aumento en la expresion
del receptor de IGF-1, tanto a nivel de ARNm como de proteina, se correlaciona con
un mayor indice de metastasis y una menor tasa de supervivencia (Westley & May,
2013). Esto proporciona una base solida para explorar como la exposicion cronica a
IGF-1 influye en la biologia de las células A549 y en la expresion de biomarcadores

relacionados al fenotipo de CSC.

Aungue también se detecto la expresion de IGF-2 e IGF2R, estos elementos no
seran el foco principal de esta discusion. La razén es que el enfoque de este estudio
se encuentra en el papel especifico de IGF-1 y su receptor en la modulacién de la
proliferacion celular y en las caracteristicas de las células madre tumorales de la linea
A549. El andlisis detallado de IGF-2 y su receptor excede el alcance de este estudio y

podria ser abordado en futuras investigaciones.

La hipétesis de este estudio planteaba que la presencia de IGF-1 e IGF1R
incrementaria la proporcion de células A549 a través de su impacto en la proliferacion
celular. Los resultados mostraron que el tratamiento con IGF-1 a 100 ng/ml provocé
un aumento significativo de aproximadamente el 125% en la poblacién celular hasta
las 72 horas. Este incremento inicial en la proliferacion celular respalda la hipétesis de
que IGF-1 actua como un promotor del crecimiento celular. Al unirse el ligando a

IGF1R, un receptor de tipo tirosina cinasa, se desencadena la activacion de las vias
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de sefializacion PI3K/AKT y MAPK/ERK, desempefiando un papel crucial en la
regulacion de la supervivencia, la autorrenovacion y la proliferacion celular, procesos
estrechamente vinculados al mantenimiento de CSC (Westley & May, 2013). No
obstante, el efecto proliferativo no se mantuvo a lo largo del tiempo, ya que la tasa de
poblacion celular se estabilizé en los intervalos posteriores. Esto podria indicar que, a
pesar del efecto inicial positivo, la capacidad proliferativa inducida por IGF-1 esta
regulada por mecanismos que limitan el crecimiento a largo plazo o que las células

desarrollan una respuesta adaptativa a la exposicion cronica de IGF-1.

En contraste, el tratamiento con IGF-1 a 200 ng/ml resulté en una reduccién
significativa del 40% en la poblacion celular a las 96 horas. Este resultado sugiere que
dosis mas altas de IGF-1 pueden tener efectos adversos sobre la proliferacion celular,
posiblemente a través de la sobreestimulacion de vias de sefalizacion que conducen
a la apoptosis o la inhibicién del crecimiento celular (Westley & May, 2013). Este efecto
contradictorio en dosis mas altas no invalida la hipétesis, pero indica que el impacto
de IGF-1 en la proliferacion celular es dosis-dependiente.

En relacién con los resultados descritos previamente, se decidié evaluar cdmo
IGF-1 modula la expresion de elementos moleculares clave en la proliferacion celular.
Especificamente, se midi6 la expresion del ARNm de Ki-67, un marcador nuclear de
proliferacion y Ciclina B, marcador que juega un importante papel en la transicion de

la fase G2 a la M del ciclo celular.

Los resultados mostraron que IGF-1 a 100 ng/ml increment6 significativamente
la expresion de Ki-67 y Ciclina B en aproximadamente un 30% en comparacion con el
control. Este hallazgo es consistente con el aumento observado en la poblacion celular
bajo el mismo tratamiento, sugiriendo que IGF-1 estimula la proliferacion celular al
activar estos marcadores asociados con la progresion del ciclo celular. La elevacion
en Ki-67 y Ciclina B proporciona una explicacion molecular para el aumento de la

proliferacion celular observado anteriormente.

En contraste, con la administracién de IGF-1 a 200 ng/ml, no se detectaron
cambios significativos en la expresion de estos marcadores. Este resultado se alinea

con la disminucién de la poblacién celular observada a esta concentracion, sugiriendo
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gue dosis mas altas de IGF-1 pueden inducir respuestas que limitan la proliferacion o

activan mecanismos de regulacion negativa.

Se puede concluir que existe una relacion dosis-dependiente en la respuesta de
las células A549 a IGF-1. Mientras que concentraciones bajas (100 ng/ml) promueven
la proliferacion celular y aumentan la expresion de marcadores de proliferacion,
concentraciones mas altas (200 ng/ml) parecen tener efectos inhibitorios. La conexion
entre los resultados de la capacidad proliferativa y la expresion de elementos
moleculares proporciona una vision integral de como IGF-1 regula la proliferacion en
células A549 y destaca la importancia de ajustar la dosis para optimizar la respuesta

celular.

En el marco de esta investigacion, se examind la expresion de diversos
biomarcadores caracteristicos de las células madre tumorales en la linea A549 con el
fin de evaluar si IGF-1, es capaz de promover este fenotipo en células provenientes
de NSCLC. Entre los biomarcadores seleccionados para este analisis, se incluyeron
SOX2, OCT4 y CD133 debido a su implicacion documentada en el desarrollo tumoral
y su relevancia en la caracterizacion de células madre de cancer. A pesar de la
aplicacion rigurosa de los métodos experimentales en condiciones de tratamiento con
200 ng/ml de IGF-1 durante 72 horas, no se detecto la expresion de SOX2, OCT4 ni
CD133. Es fundamental considerar que la expresion de biomarcadores de células
madre tumorales puede variar significativamente dependiendo del tipo de cancer y de
la linea celular en estudio. En este contexto, la linea celular A549, es un modelo de
cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC), mientras que los biomarcadores
analizados, como SOX2, OCT4 y CD133, han mostrado en estudios previos, una
sobreexpresion destacada en cancer de pulmén de células pequefias (SCLC), tanto in

vivo como in vitro (Guo et al., 2022).

Es importante sefalar que la ausencia de expresion de estos biomarcadores no
invalida el impacto de IGF-1 en las caracteristicas de las células madre tumorales,
puesto que investigaciones previas respaldan su participacion y su repercusion sobre
el pronostico del paciente (Guo et al., 2022). Concluyendo que las caracteristicas

Unicas de cada tipo de cancer pueden influir en la regulacion y la funcion de los
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biomarcadores, lo que a su vez puede afectar los resultados obtenidos (Narita et al.,
2014).

A pesar de que no se lograron capturar datos concluyentes sobre la expresion
de SOX2, OCT4 y CD133, la evaluacion de otros biomarcadores y aspectos
relacionados con la funcion de IGF-1 sigue siendo relevante y ofrece una significativa

sobre su impacto en la biologia de las células A549.

A continuacion, se discutiran los resultados obtenidos de cada uno de los

biomarcadores evaluados en este estudio.

Nestina, es una proteina de la familia de filamentos intermedios que se expresa
en diversas células madre, tanto normales como tumorales y su participacion se asocia
principalmente a procesos como la angiogénesis, proliferacion celular y metastasis,
por lo que se considera un marcador de gran impacto para las CSC en diferentes tipos
de cancer (Jaramillo et al., 2021). Un articulo publicado por Cheng, Z. y colaboradores
en 2014, demostré que los niveles de nestina tanto a nivel de ARNm y a nivel de
proteina, se expresaron en todas las lineas celulares de NSCLC, incluida la linea A549
y que los altos niveles de expresion se asociaron significativamente con los niveles del
marcador proliferativo Ki-67 y un fenotipo celular poco diferenciado. Asi mismo,
comprobaron que a través del silenciamiento de nestina mediante de un siRNA, se
reducen efectivamente las propiedades proliferativas de las células, confirmando que
existe una relacién positiva entre la expresion de este marcador y el grado de
malignidad tumoral (Chen et al., 2014).

El tratamiento de las células A549 con IGF-1 a una concentracion de 200 ng/mi
durante 72 horas revel0 una reduccion significativa en la expresion del ARNm de
nestina del 20%, en comparacion con el control. Este resultado destaca a nestina como

el inico biomarcador evaluado que mostré una disminucién en la expresién de ARNm.

Este hallazgo sugiere que IGF-1 ejerce un efecto inhibidor especifico sobre
nestina, lo que podria influir en los procesos asociados con este biomarcador, tales
como la proliferacion y la capacidad metastasica. A través de la consulta bibliografica

se propone que este comportamiento ocurra debido a que IGF-1 podria estar
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modulando vias de sefalizacion que afectan directamente la expresion de nestina, que
induzca cambios en los factores de transcripcion que controlan su expresion, que
interfiera con la estabilidad del ARNm o dado que nestina esta involucrada en la
proliferacion y la metastasis, los efectos de IGF-1 en estas funciones celulares podrian
inducir una respuesta adaptativa en la que la célula reduce la expresion de nestina

para contrarrestar los cambios inducidos por IGF-1 (Singh et al., 2018).

El siguiente biomarcador analizado fue CD44, una glicoproteina de membrana
de tipo | que forma parte de la familia de moléculas de adhesién celular y que se
expresa en la mayoria de los tumores (Thapa & Wilson, 2016). Dada su implicacién en
procesos clave como la autorrenovacion, diferenciacion y migracién celular, CD44 se
ha convertido en un marcador molecular de interés en el contexto del cancer, ya que

estas funciones facilitan la metastasis (Thapa & Wilson, 2016).

Diversos articulos han demostrado que la glicoproteina CD44 se expresa en
tejido de cancer de pulmén de tipo NSCLC y que su sobreexpresion regula
positivamente la metastasis; Hu y colaboradores en 2018, demostraron que en la linea
celular A549, CD44 se encuentra sobreexpresado y cuando este es inhibido mediante
un siRNA, se suprime la habilidad de formar colonias y la proliferacién de las células
(Hu et al.,, 2018). Dado el anterior antecedente, se sugiere que, pese a que los
resultados obtenidos en esta investigacion no mostraron un cambio significativo tras la
exposicion a IGF-1 en la condicion experimental, CD44 ya se encuentra
sobreexpresado de manera basal en la linea A549, concluyendo que IGF-1 no afecta

la expresion de este biomarcador ni los procesos celulares que promueve.

Adicionalmente, se evalué la expresion de la aldehido deshidrogenasa 1
(ALDH1), esta forma parte de una superfamilia de enzimas encargadas de metabolizar
y desintoxicar una variedad de aldehidos enddgenos y exdégenos. Asi mismo, es
considerada como un marcador prometedor para las células madre cancerosas (CSC)
debido a que la alta expresion de esta enzima se asocia a un aumento en la capacidad
de proliferacion, autorrenovacion y resistencia a la quimioterapia en células de cancer
de tipo epitelial (Zheng et al., 2022). En 2015, Wei y colaboradores, realizaron un

estudio de meta-analisis con el fin de esclarecer el efecto que ejercen los altos niveles
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de expresion de ARNm y de proteina de la ALDH1 sobre el NSCLC; a través del
analisis de los datos, concluyeron que existe una correlacion entre los altos niveles de
ALDH1 y una mayor tasa de metéstasis hacia los ganglios linfaticos y una menor tasa
de supervivencia para el paciente (Wei et al., 2015). Afios posteriores se observo el

mismo efecto en diferentes tipos de cancer solidos (Wei et al., 2022).

Sin embargo, en este estudio los resultados mostraron que la expresion del
ARNm de ALDH1 no experimenté modificaciones significativas en respuesta al
tratamiento con IGF-1, mostrando un comportamiento similar en la expresion de CD44.
Estos hallazgos plantean varias consideraciones. Primero, podria indicar que IGF-1 no
influye directamente en la regulacion de CD44 y ALDH1 en las células A549 bajo las
condiciones experimentales utilizadas. Puede ser que el impacto de IGF-1 sobre
ambos biomarcadores requiera condiciones adicionales, como diferentes
concentraciones de IGF-1, tiempos de tratamiento mas prolongados o la presencia de
otros factores de crecimiento y sefiales moleculares que modulen la expresion de
estos. También es posible que las células A549, en su estado basal, ya presenten
niveles 6ptimos de CD44 y ALDH1 que no respondan a la estimulacién con IGF-1. Este
resultado sugiere que, aunque CD44 y ALDH1 son biomarcadores relevantes en el
contexto de CSC y NSCLC, su regulacién en respuesta a IGF-1 puede ser mas
compleja o dependiente de factores adicionales que deben ser investigados mas a

fondo en futuros estudios.

Entre los biomarcadores que mostraron un aumento en su expresion se
encuentra NANOG, un factor de transcripcion crucial en la regulacion de la
proliferacion, renovacion y diferenciacion de células tumorales (MacLean et al., 2024).
Tras tratar las células A549 con 200 ng/ml de IGF-1 durante 72 horas, se registré un
incremento aproximado del 80% en la expresion de NANOG, en comparacion con el
control no tratado.

El aumento en la expresion de NANOG, sugiere que IGF-1 tiene un alto impacto
en la regulacion positiva de este factor de transcripcidn, y por consecuente, un
potenciamiento de las caracteristicas asociadas al fenotipo de célula madre tumoral,

como lo es la autorrenovacion, la proliferacion y el mantenimiento del estado
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indiferenciado de las células (MacLean et al., 2024). A través de un estudio de meta-
analisis sobre el impacto que tiene la alta expresion de NANOG en tumores solidos,
se reveld que ésta se asocia a una enfermedad mas agresiva y un peor prondstico
para el paciente en multiples tipos de cancer, incluyendo el de pulmén (MacLean et
al., 2024). Por lo tanto, estos resultados proponen estudiar mas a fondo la relacion
entre IGF-1 y NANOG para esclarecer su funcion como un posible blanco terapéutico

para pacientes con NSCLC.

Por altimo, se evalud la expresion de ARNm de dos tipos de integrinas; ITG- a
e ITG- B, también conocidas como CD49 y CD29. Las integrinas son glicoproteinas
transmembranales involucradas principalmente en la adhesion celular y la
sefalizacion. La familia de las integrinas se compone de 18 subunidades alfa y 5
subunidades beta, formando heterodimeros en la membrana celular capaces de
modular interacciones clave entre las células y la matriz extracelular (MEC),
permitiendo que las células respondan a estimulos del entorno (Xiong et al., 2021). Su
activacion promueve una variedad de procesos celulares criticos como la motilidad,
polaridad celular, supervivencia, proliferacion y diferenciacion, factores esenciales
para la biologia de las células madre de cancer (CSC) y su capacidad para mantener

la heterogeneidad tumoral (Aksorn & Chanvorachote, 2019).

Continuando con el experimento, las células tratadas con 200 ng/ml de IGF-1
mostraron un aumento aproximado en la expresion de ARNm de ITG-a del doble
respecto al grupo control. Este aumento significativo sugiere que IGF-1 desempefia un
papel importante como modulador de la actividad de ITG-a en la linea A549.

El hecho de que ITG-a esté relacionado con la adhesion y migracion celular
(Aksorn & Chanvorachote, 2019) sugiere que este aumento en su expresion podria
facilitar la capacidad de las células de NSCLC para migrar e invadir tejidos, apoyando

su rol en el mantenimiento del fenotipo de células madre cancerosas.

La relevancia de ITG-a en el contexto del cancer de pulmén radica también en
su posible funcibn como mediador de la sefalizacion de supervivencia y resistencia a
la apoptosis (Vachon, 2011). La alta expresién de integrinas como ITG-a puede

generar sefales que promueven la evasion de la muerte celular programada conocida
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como anoikis, lo que favorece la persistencia de las CSC en microambientes tumorales
desafiantes (Vachon, 2011). Esto implica que la inhibicion de las vias de sefalizacion
mediadas por integrinas podria representar una estrategia terapéutica efectiva para
reducir la capacidad de invasion y metéstasis de las células tumorales. Por lo tanto,
ITG-a podria representar un marcador importante en el seguimiento de la agresividad
tumoral y una potencial diana terapéutica para el tratamiento del cancer de pulmén de

células no pequefias.

De igual manera, la expresion de la integrina beta (ITG-B) tras la exposicién a
IGF-1 resulta relevante debido al papel de esta glicoproteina en procesos clave como
la adhesion celular, la migracion, la supervivencia y la proliferaciéon de células

tumorales (Xiong et al., 2021).

Se ha demostrado a través de diversos articulos que la MEC y las integrinas
modulan la sefializacion de IGF1R a través de su activacion, facilitando la proliferacion
celular y la motilidad. En 2016, Tahimic y col. desmostraron que, mediante proteinas
activadoras, las integrinas provocan la transactivacion de IGF1R; y en 2017, Takada y
col. observaron que IGF-1 es capaz de unirse tanto a IGF1R como a la integrinas para
formar un complejo terciario que refuerza su sefializacion (Chen et al., 2021). En este
caso, se observd un aumento del 10% con 200 ng/ml de IGF-1, estadisticamente
significativo respecto al control. Esto podria sugerir una mayor activacion de vias de
sefalizacion que favorecen la proliferaciéon, la supervivencia y la quimiorresistencia,
como PI3K/Akt y MAPK/Erk (Aksorn & Chanvorachote, 2019).

Mediante los resultados obtenidos es posible concluir que, bajo la concentracion
de IGF-1 evaluada, la sefalizacion de ITG-a e ITG-B podria estar contribuyendo a un
entorno mas favorable para la progresion tumoral y la supervivencia de las células
A549 provenientes de NSCLC, lo que refuerza la importancia de las integrinas en el
mantenimiento de las CSC en este tipo de cancer. Esto a su vez sugiere la posibilidad
de utilizar inhibidores de estas glicoproteinas como enfoque terapéutico para disminuir

la capacidad metastasica de las células.
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8. CONCLUSIONES

1. Las células A549 expresan de manera diferencial el ARNm que codifica para los
elementos moleculares del sistema IGF, en mayor proporcion IGF-1 e IGF1R
sobre IGF-2 y su receptor.

2. Existe unarelacion dosis-dependiente en la respuesta de las células A549 a IGF-
1. A concentraciones bajas (100 ng/ml) se promueve la proliferacion celular y
aumenta la expresibn de marcadores de proliferacion, mientras que
concentraciones mas altas (200 ng/ml) parecen tener efectos inhibitorios.

3. IGF-1 disminuye la expresion del ARNm que codifica para Nestina en las células
A549.

4. IGF-1 no ejerce ningun cambio significativo en los niveles de expresion de ARNm
de CD44 y ALDHL1.

5. IGF-1 es capaz de aumentar los niveles de expresion del ARNm que codifica
para NANOG, ITG-a e ITG-B.
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