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Resumen 

El cáncer de pulmón es la primera causa de muerte por neoplasias malignas a 

nivel mundial. Diversas aberraciones a nivel genético se encuentran asociadas al 

desarrollo del cáncer, no obstante la presencia de modificaciones epigenéticas 

como patrones de metilación aberrante del DNA y modificaciones del código 

histónico son capaces de afectar la remodelación de la cromatina en diversos tipos 

de cáncer. 

Nuestro grupo de investigación, mediante ensayos de hibridación genómica 

comparativa (CGH), para el estudio global del epigenóma en cáncer pulmonar, ha 

logrado identificar patrones de hipermetilación en regiones citogenéticas que 

contienen probables genes supresores de tumor, recientemente descritos. 

Permaneciendo desconocidos datos que confirmen tales aberraciones 

epigenéticas en cáncer pulmonar, tanto en modelos celulares in vitro como en 

tumores sólidos, asociado con datos clínicos de los pacientes. Por lo que, el 

presente trabajo analizó la correlación entre metilación del DNA y remodelación de 

la cromatina sobre la expresión del mRNA de SORBS3 y PDLIM2 en modelos 

celulares como en muestras de pacientes con cáncer pulmonar, mediante el uso 

del agente desmetilante (5’-aza-dC) e inhibidor de desacetilasas de histonas 

(TSA). Así mismo ensayos de PCR específica de metilación (MSP) y PCR en 

tiempo real fueron realizados. Confirmando que el silenciamiento epigenético de 

SORBS3 y PDLIM2 a nivel del mRNA, tanto en modelos celulares de cáncer 

pulmonar, de pacientes de origen caucásico y pacientes de origen mestizo 

mexicano; Así como, en tumores sólidos pulmonares del tipo adenocarcinoma, se 

deben al mecanismo de metilación del DNA, en sinergía de mecanismos de 

acetilación de histonas. En conclusión, los resultados demuestran que los genes 

supresores de tumor SORBS3 y PDLIM2, constituyen potenciales candidatos a 

marcadores epigenéticos para ser analizados durante la progresión neoplásica de 

tumores de origen epitelial, como es el cáncer pulmonar, como un evento 

temprano y/o tardío en cáncer pulmonar. 

Palabras claves: Regulación epigenética, Gen Supresor de Tumor, Cáncer 

Pulmonar, SORBS3, PDLIM2.  
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1. Introducción 

 

1.1. Cáncer 

El cáncer es un sistema biológico complejo (Hanash, 2004) que comprende 

alteraciones a distintos niveles, tanto genético, epigenético, de regulación 

transcripcional y traducción de proteínas. Así como, a nivel de interacciones 

moleculares en vías de señalización (interactómica), mismas que involucran 

diferentes vías metabólicas (metabolómica). Tales alteraciones proveen a las 

células un conjunto de capacidades adquiridas durante las distintas etapas de la 

transformación neoplásica.  

Al respecto Hanahan y Weinberg en el año 2000 y más reciente en 2011, han 

clasificado 10 propiedades de identidad molecular (“Hallmarks of cancer” por sus 

siglas en inglés) adquiridas y compartidas durante el desarrollo de la mayoría de 

los tipos del cáncer, en humanos. Al respecto, se enuncian las propiedades de 

identidad molecular del cáncer, tales como: (1) Mantenimiento de señalización 

proliferativa, (2) Evasión a mecanismos supresores de crecimiento, (3) Evasión de 

la apoptosis, (4) Potencial replicativo ilimitado, (5) Inducción de angiogénesis, (6) 

Invasión a tejidos vecinos y metástasis, (7) Evasión del sistema inmune, (8) 

Reprogramación del metabolismo energético, (9) Inestabilidad genómica e (10) 

Inflamación (Hanahan & Weinberg, 2011). 

 

1.2. Características (Hallmarks) del Cáncer 

1.2.1. Autosuficiencia en Señales de Crecimiento 

En condiciones de normalidad fisiológica las células requieren de señales de 

crecimiento que permitan transitar de un estado quiescente o de proliferación 

controlada hacia un estado proliferativo aberrante. Tales señales de crecimiento 

incluyen la participación de factores de crecimiento, componentes de la matriz 

extracelular y moléculas de adhesión/interacción célula-célula necesarias para la 

transmisión celular mediada por distintos tipos de receptores trans-membranales. 

Sin embargo, las células neoplásicas adquieren la capacidad de crecimiento y 

proliferación dependiente de sus propias señales de crecimiento, reduciendo así 
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su dependencia de estimulación mediada por el microambiente del estroma que lo 

rodea. 

Para lograr dicha autonomía, la célula tumoral emplea distintas estrategias que 

incluyen la sobre-expresión de receptores a factores de crecimiento, confiriendo 

capacidad de híper-respuesta a factores de crecimiento, sobre-expresión de 

factores de crecimiento y alteración de vías de señalización (Hanahan & 

Weinberg, 2000; Witsh et al., 2010). 

 

1.2.2. Evasión de Señales de Anti-crecimiento 

En tejido histológicamente normal, señales antiproliferativas operan para mantener 

la quiescencia celular y la homeostasis tisular. Existen dos tipos de señales 

antiproliferativas: inhibidores de crecimiento solubles e inhibidores inmovilizados 

(embebidos en la matriz extracelular y superficie de membrana celular del 

estroma). Tales señales son recibidas por medio de receptores trans-membranales 

que desencadenan cascadas  de señalización. 

Las señales antiproliferativas ejercen su acción al entrar a estado quiescente 

celular (Fase G0) y/o promoviendo -manteniendo- un estado de diferenciación 

celular. En respuesta a ello, las células tumorales inactivan o eliminan receptores a 

moléculas anti-crecimiento. Además de apagar la expresión de integrinas y 

moléculas de adhesión encargadas de enviar señales de anti-proliferación 

(Hanahan & Weinberg, 2000). 

 

1.2.3. Evasión de la Apoptosis 

Alteraciones en el balance entre proliferación y apoptosis pueden conducir al 

desarrollo del cáncer. Por lo que, mecanismos intrínsecos de autodestrucción 

basados en la muerte celular programada o apoptosis adquieren relevancia 

fundamental (Igney & Krammer, 2002). La apoptosis puede ser iniciada por medio 

de receptores de muerte  sobre la superficie celular (vía extrínseca) y la otra es 

mediada por la mitocondria (vía intrínseca). En ambas vías se activan las 

caspasas las cuales degradan los sustratos celulares y esto da lugar a cambios 

morfológicos y bioquímicos característicos de la apoptosis (Igney & Krammer, 
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2002; Cotter, 2009). Sin embargo, los tumores logran proliferar evadiendo la 

apoptosis mediante la sobre-expresión de moléculas anti-apoptóticas, entre ellos, 

miembros de la familia BCL2 (BCL2, BCL-XL, MCL1), FLIP, receptores solubles 

para ligandos de muerte (CD95, DcR3) e inhibidores de proteínas apoptóticas, 

entre ellas, Survivina, cIAP2, y ML-IAP. Además, de inactivar genes pro-

apoptóticos como BAX y APAF1 (Igney & Krammer, 2002). 

 

1.2.4.  Potencial Replicativo Ilimitado 

Toda célula en condiciones de normalidad histo-fisiológica posee un número 

limitado de divisiones celulares, en el rango de 60-70, una vez alcanzado este 

número la célula detiene el ciclo celular, entrando a un estado de senescencia y 

muere (muerte celular programada) (Igney & Krammer, 2002).  De esta manera, la 

proliferación excesiva de un tejido normal es controlada. Este número finito de 

divisiones está determinado por la longitud de telómeros, dichas estructuras 

constituyen secuencias repetidas de 6 pares de bases localizadas al final de los 

cromosomas. Dichos telómeros se acortan entre cada ciclo celular -perdiendo 

entre 50 a 100 pb del DNA telomérico- debido a la incapacidad de la enzima DNA 

polimerasa para complementar la replicación del extremo 3’ de los cromosomas 

durante cada fase S del ciclo celular (Blasco, 2005). Cuando la longitud de los 

telómeros alcanzan cierto límite, los sensores de daño al DNA son activados y 

detienen el ciclo celular o desvían los procesos celulares hacia el proceso de 

apoptosis (Igney & Krammer, 2002). Mientras que, en células tumorales la longitud 

de telómeros permanece intacta debido a la sobre-expresión y activación de la 

telomerasa (Stewart & Weinberg, 2006), cuya enzima es capaz de reconstruir los 

telómeros entre cada fase de replicación del ciclo celular (Blasco, 2005). 

 

1.2.5. Inducción de Angiogénesis 

Así como en tejido histológicamente normal, los tumores requieren de nutrientes y 

oxígeno, además de habilidad para excretar residuos metabólicos y dióxido de 

carbono (Bergers & Benjamin, 2003). 
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Para lograr esto, los tumores inducen angiogénesis, incrementando la expresión 

de activadores angiogénicos como el factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento 

derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF). Otros 

tumores pueden inactivar o inhibir la expresión de proteínas inhibidoras de 

angiogénesis como trombospondina-1, entre otras moléculas conocidas como 

“estatinas” donde se incluyen angiostatina, endostatina, canstatina y tumstatina; 

capaces de combinar ambas estrategias que permitan inducir angiogénesis 

necesario para el desarrollo tumoral (Bergers & Benjamin, 2003).  

 

1.2.6. Invasión y Metástasis 

El continuo incremento de la masa tumoral provoca la ruptura de la lámina basal 

(invasión de la matriz extracelular) y movilidad de células tumorales hacia vasos 

sanguíneos resultado del proceso de angiogénesis tumoral. En su conjunto 

contribuyen a la invasión de tejidos adyacentes y generación de nuevos nichos 

neoplásicos a distancia en el huésped asegurando nutrientes y espacios ilimitados 

(Bierie et al., 2006; Albini & Sporn, 2007).  

Entre otras estrategias, que utilizan las células tumorales para adquirir esta 

capacidad conocida como invasión y metástasis, ocurre a través de cambios en la 

expresión de moléculas involucradas en la adhesión célula-célula o adhesión 

célula-matriz extracelular. Como ejemplo, destaca la inactivación del sistema E-

cadherina, β-catenina o CAMs por medio de alteraciones genéticas, represión 

transcripcional, o proteólisis del dominio de E-Cadherina extracelular, 

representando mecanismos recurrentes en diferentes tipos de cáncer. Adicional a 

ello, tiene lugar la inhibición de integrinas como moléculas de adhesión célula-

matriz extracelular (Berx & van Roy, 2009).  

Adicionalmente, participan la expresión de genes que codifican para proteasas e 

inactivación de genes inhibidores de proteasas. Las proteasas son proteínas que 

degradan la matriz extracelular. Al respecto, las células tumorales también pueden 

abrirse paso a través de vasos sanguíneos y capas de células epiteliales normales 
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contribuyendo a la capacidad invasiva de células tumorales sobre diferentes 

estructuras histológicas (Kalluri, 2003). 

 

1.2.7. Evasión del Sistema Inmune 

Evidencias experimentales han demostrado que deficiencias en el desarrollo o 

función de linfocitos T (LT) citotóxicos CD8, células T de ayuda CD4 o células NK 

(Natural Killers) favorecen la aparición del tumor, adicionalmente se ha 

demostrado que ratones inmunodeficientes de células T y células NK poseen 

mayor susceptibilidad al desarrollo de cáncer (Teng et al., 2008). 

Las células tumorales pueden evadir a los mecanismos de la respuesta inmune 

antitumoral, como ejemplo, las células tumorales evitan la infiltración de LT 

citotóxicos y células NK, mediante la producción de un ambiente inmuno-supresor 

conducido por TGF-β entre otros factores inmunosupresores (Yang et al., 2010). 

 

1.2.8. Reprogramación del Metabolismo Energético 

La proliferación descontrolada de las células neoplásicas requiere de ajustes en su 

metabolismo energético con la finalidad de aportar el combustible necesario para 

mantener la división y el crecimiento celular. En los tumores se observa un 

incremento en la tasa de captación de glucosa, la cuál es procesada en piruvato 

vía glucolisis aerobia, para que posteriormente dicho piruvato sea transformado en 

lactato, compuesto que ofrece múltiples ventajas al microambiente tumoral como 

disminución del pH extracelular, activación de proteasas capaces de degradar la 

matriz extracelular promoviendo el proceso de metástasis, remodelación del 

citoesqueleto, evasión de la apoptosis, etc. (Bradley et al., 2011). 

  

1.2.9. Inestabilidad Genómica (Cromosómica) y Mutación 

La selección de los mecanismos de identidad molecular o carácteristicas 

“Hallmarks” del cáncer, depende en gran medida del tipo y cantidad de 

alteraciones en el genoma de las células neoplásicas. En este sentido, la 

desregulación de la maquinaria de reparación del DNA en células tumorales, 

provoca aumento en la tasa de mutaciones espontaneas durante cada ciclo de 
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replicación. Determinadas mutaciones confieren una ventaja selectiva de células 

neoplasicas, permitiendo la proliferación descontrolada y la dominancia del tejido 

neoplásico (Hanahan & Weinberg, 2011). 

 

1.2.10. Inflamación 

Los procesos de inflamación contribuyen a la selección de múltiples marcas 

moleculares del cáncer, suministrando moléculas bioactivas al microambiente del 

tumor, incluyendo factores que mantienen la señalización proliferativa, factores de 

supervivencia que limitan la muerte celular, factores pro-angiogénicos, enzimas 

modificadoras de la matriz extracelular que facilitan la angiogénesis, invasión y 

metástasis (Coussens & Werb, 2002). 

Adicional a ello, en algunos casos la inflamación se presenta en estadios 

tempranos de la progresión neoplásica, participando de manera activa en los 

procesos de transformación y desarrollo neoplásico de tumores sólidos como el 

pulmonar (Qian & Pollard, 2010). 

 

1.3 . Epigenética y Cáncer  

Bajo el contexto de los procesos de selección de los mecanismos moleculares del 

cáncer propuestos por Hanahan y Weinberg (2000 y 2011), resulta importante 

destacar que, para lograr dichas características, se ha propuesto que las células 

tumorales cuentan con tres mecanismos principales de inactivación de genes 

supresores de crecimiento: (1) Ganancia/perdida de información genética, (2) 

Mutación del material genético y (3) Alteración (perdida) de los patrones de 

balance epigenético (Markl et al., 2001). Por esta razón, cambios en los patrones 

epigenéticos en células tumorales han sido objeto de amplias investigaciones con 

resultados prometedores para el desarrollo de estrategias alternativas de 

tratamiento en contra del cáncer. El campo de la biología enfocado al estudio de 

los mecanismos de regulación transcripcional conocido como epigenética, ha 

permitido el avance en el conocimiento de los patrones moleculares-epigenéticos 

heredables responsables del control de la transcripción, que no involucran 

cambios en la secuencia lineal del DNA (Portela & Esteller, 2010). En este sentido, 
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al menos 3 mecanismos pueden ser reconocidos como principales responsables 

de la regulación epigenética, tales como: i) Remodelación de la estructura de la 

cromatina, ii) Modificaciones químicas covalentes en colas de histonas y iii) 

Patrones de metilación del DNA (Portela & Esteller, 2010; Timp & Feinberg, 2013; 

Muers, 2013). 

Tales mecanismos son capaces de alterar el índice transcripcional y el 

silenciamiento genético; así como mecanismos de reparación y replicación del 

DNA; además de orquestar señales necesarias para la progresión del ciclo celular 

y mantenimiento de la estructura de secuencias teloméricas (Gonzalo, 2010). 

 

1.3.1 Remodelación de la Cromatina en Cáncer 

La estructura de la cromatina es regulada generalmente por dos grupos de 

complejos, entre ellos destacan aquellos capaces de modificar covalentemente las 

colas de histonas y aquellos encargados de remodelar la estructura de los 

nucleosomas, bajo mecanismos ATP-dependientes (Wilson & Roberts, 2011). 

Ambos mecanismos cooperan de forma eficiente para regular de forma transitoria 

la estructura de la cromatina desempeñando un papel esencial en el control de la 

expresión genética. Sin embargo, en diferentes tipos de cáncer se ha reportado 

una alta frecuencia de mutaciones, deleciones o silenciamiento de la expresión de 

factores remodeladores de la cromatina, tales como: ARID1A, ARID1B, ARID2, 

CHD1, CHD5, PBRM1, ATRX, DAXX, SMARCD1, SNF5 y BRG1 (Wong et al., 

2000; Medina et al., 2008; Wu, 2012; Timp & Feinberg, 2013), lo cual puede 

generar un estado de “inestabilidad epigenética” debido a alteraciones en la 

estructura de la cromatina, afectando índices de expresión del RNAm y 

perturbando la programación del control del ciclo y diferenciación celular. Tales 

cambios de índole epigenética, sólo pueden ser comparables con trastornos 

generados por la inestabilidad cromosómica a nivel genómico, contribuyendo de 

forma selectiva al desarrollo y establecimiento de las neoplasias malignas (Wilson 

& Roberts, 2011). 
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1.3.2 Modificación al Código de Histonas en Cáncer 

Las histonas juegan un papel fundamental como parte de los mecanismos de 

regulación epigenética. Al respecto, las modificaciones químicas covalentes de las 

histonas, tienen lugar en la unidad mínima funcional de organización de la  

cromatina constituida por el nucleosoma, integrado de aproximadamente 148pb de 

DNA enrollado 1.7 vueltas alrededor de un octámero de histonas, el cual se 

compone de 2 subunidades de cada histona H2A, H2B, H3 y H4 (Luger et al., 

2012). 

En este sentido las modificaciones químicas covalentes ocurren en el extremo N-

terminal no-estructurado o colas de histonas, que se extienden fuera del núcleo 

del octámero histónico. Al respecto, las modificaciones potenciales de histonas 

incluyen acetilación, metilación, fosforilación, ADP-ribosilación, ubiquitinación, 

sumoilación y biotinilación (Portela & Esteller, 2010). Ocurriendo la mayoría de 

estas modificaciones en los residuos de lisina, arginina y serina. En este sentido, 

la alteración más prominente en las colas de histonas en células tumorales resulta 

en la perdida de acetilación, cuya acción es mediada por enzimas Desacetilasas 

de Histonas (HDACs) (Rius & Lyko, 2012).  

A este respecto y con relación al estado transcripcional, el genoma humano puede 

dividirse en eucromatina, la cual se encuentra activa transcripcionalmente y 

heterocromatina inactiva transcripcionalmente. La eucromatina está caracterizada 

por altos niveles de acetilación y tri-metilación en las colas de histonas H3K4, 

H3K36 y H3K79 favoreciendo estructuras laxas de la cromatina, mientras que la 

heterocromatina está caracterizada por bajos niveles de acetilación y altos niveles 

de metilación en H3K9, H3K27 y H4K20 provocando una cromatina altamente 

compacta que impide la unión de factores de transcripción a su sitio blanco y por 

consiguiente reprimiendo a nivel transcripcional la expresión génica (Minucci & 

Giuseppe, 2006; Ellis et al., 2009; Cedar & Bergman, 2009). Siendo, uno de los 

mecanismos epigenéticos usados por las células tumorales para inactivar 

transcripcionalmente a genes supresores de tumor, evitando el proceso de 

tumorigenésis (Portela & Esteller, 2010). 
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1.3.3 Metilación del DNA en Cáncer 

La metilación del DNA es la modificación epigenética mejor conocida, 

desempeñando en parte el control de la expresión genética (Issa & Kantarjian, 

2009). Dicha modificación ocurre de forma casi exclusiva en la posición 5’ del 

anillo de la citosina dentro del contexto de di-nucleótidos CpG, mediante la adición 

de un grupo metilo, capaz de formar 5-metil-citosina (Portela & Esteller, 2010).  

Los di-nucleótidos CpG tienden a agruparse en regiones conocidas como islas 

CpG, definidas como regiones con extensión aproximada entre 200 y 500 pb con 

un contenido de G+C de al menos 50%. A menudo estas islas CpG se encuentran 

asociadas con el sitio TSS, aunque también son encontradas en regiones 

genéticas codificantes y regiones intergénicas (Portela & Esteller, 2010; Heyn & 

Esteller, 2012; Timp & Feinberg, 2013; Muers, 2013). 

En este sentido, los patrones de metilación del DNA genómico de mamíferos son 

mantenidos por la enzima DNA metiltransferasa 1 (DNMT1), capaz de metilar DNA 

hemi-metilado, asegurando el mantenimiento de  patrones de metilación del DNA 

genómico durante la replicación del DNA. Mientras que las enzimas DNMT3A y 

DNMT3B son capaces de metilar completamente el DNA no-metilado y hemi-

metilado, es decir llevando a cabo metilación de novo del genoma (Li, et al., 2012).   

La metilación del DNA es descrita comúnmente como una marca epigenética de 

“silenciamiento” que constituye un evento frecuente en el desarrollo, diferenciación 

y homeostasis tisular (Bergman & Cedar, 2013). En células tumorales se observa 

una perdida global del patrón de metilación del DNA e hipermetilación regional, 

específicamente en secuencias promotoras con islas CpG (Heyn & Esteller, 2012; 

Bergman & Cedar, 2013). Adicional a ello, evidencias recientes reportan que en 

cáncer patrones aberrantes de metilación del DNA en secuencias promotoras 

afectan negativamente un conjunto de genes supresores de tumor (Singh et al., 

2013). 

 

1.4 . Cáncer de Pulmón 

De todos los tipos de neoplasias malignas, el cáncer pulmonar representa la 

primera causa de muerte por neoplasias malignas, a nivel mundial (Jemal et al., 
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2011). En México, ocupa la segunda causa de muerte por neoplasias malignas en 

hombres; mientras que en mujeres el cuarto lugar (INEGI, 2012).  

El cáncer pulmonar representa neoplasias de origen epitelial, cuyos carcinomas se 

han clasificado en 2 grupos neoplásicos principales: i) carcinomas pulmonares de 

células pequeñas (SCLC) y ii) carcinomas pulmonares de células no-pequeñas 

(NSCLC); siendo este último conformado por los tipos histológicos 

adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas (carcinoma epidermoide) y 

carcinoma de células grandes (Minna et al., 2002).  

Al respecto, se menciona que el tipo histológico de mayor incidencia es el 

adenocarcinoma tanto en México como a nivel mundial, en ambos géneros, con 

mayor frecuencia en pacientes no-fumadores, así como en pacientes de corta 

edad (Minna et al., 2002). 

Adicional a ello, cabe mencionar que la mayoría de los casos por cáncer pulmonar 

son diagnosticados en estadíos clínicos avanzados, por lo que, resultan altos los 

índices de invasión y metástasis en pacientes, así como diversos síndromes para-

neoplásicos (Minna et al., 2002). Por lo que, en su mayoría los pacientes 

desarrolla enfermedad metastásica con pobre pronóstico y sobrevida a 5 años, 

menor del 15% (Cimino et al., 2012).  

 

1.5  Genes Supresores de Tumor en Cáncer Pulmonar 

Adicional a la capacidad por mantener señales de autonomía replicativa y 

estimuladoras de crecimiento, las células tumorales también eluden mecanismos 

de regulación negativa de la proliferación celular (Hanahan & Weinberg, 2011). En 

este sentido tales mecanismos son dependientes del funcionamiento de genes 

supresores de tumor. Entre ellos, destacan los genes supresores de tumor 

canónicos que codifican para las proteínas RB y TP53, quienes funcionan como 

nodos de control central sobre proliferación o senescencia/apoptósis (Hanahan & 

Weinberg, 2011). 

En cáncer pulmonar se han descrito distintos genes supresores de tumor 

silenciados por mecanismos de regulación epigenética, como metilación del DNA, 

entre ellos: p16, RASSF1A, FHIT, APC, ACIN1, CCND2, CDH1, CDH13, MGMT, 
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MLH1, MYO18B, PGR, PTEN, RARB, WIF1, SOCS3, SPARC, TIMP3, NEUROD1, 

HAND1, ZNF423, REST, SLC5A8 y muchos otros genes (Zochbauer-Muller et al., 

2002; Kerr et al., 2007; Carvalho et al., 2012; Selamat et al., 2012; Kalari et al., 

2013; Park et al., 2013). Los patrones de metilación del promotor de genes 

supresores de tumor en sangre periférica y en esputo, actualmente están siendo 

explorados como potenciales biomarcadores de riesgo de cáncer y transformación 

neoplásica, así como de diagnóstico temprano en pacientes con cáncer pulmonar 

(Tan et al., 2013; Hubers et al., 2013). Al respecto, como se ha mencionado, los 

mecanismos epigenéticos reversibles sobre la metilación del DNA, sugiere el 

desarrollo de estrategias terapéuticas capaces de reactivar genes silenciados por 

metilación como los genes supresores de tumor (Zochbauer-Muller et al., 2002).  

Al respecto, en la actualidad diversas líneas de investigación oncológica, se 

enfocan a catalogar alteraciones en los patrones de metilación del DNA genómico, 

en particular específicas del cáncer pulmonar, ello mediante el establecimiento de 

modelos celulares derivados de muestras de tejido neoplásico pulmonar de 

pacientes con cáncer pulmonar, identificando gran número de genes metilados 

diferencialmente en distintos tipos histológicos del cáncer pulmonar, entre ellos: 

HOXA1, POU3F3, LHX1, CFB, GRB7 y PROM2; así como miR-9-3, miR-193 por 

mencionar sólo algunos (Kerr et al., 2007; Carvalho et al., 2012; Selamat et al., 

2012; Heller et al., 2012; Kalari et al., 2013; Park et al., 2013). 

No obstante lo anterior, los avances sobre el control, combate y erradicación del 

tumor en pacientes, implica un reto constante que involucra la búsqueda de 

nuevas vías de señalización y/o candidatos a genes supresores de tumor 

centrales en el desarrollo y evolución clínica en pacientes con cáncer pulmonar. 

 

1.6  Búsqueda de Nuevos Genes Supresores de Tumor Regulados 

Epigenéticamente 

Con relación a lo anterior, nuestro grupo de investigación mediante el empleo de 

herramientas de análisis global de metilación del genóma, ha identificado patrones 

de metilación aberrantes del DNA genómico en modelos celulares de cáncer 

pulmonar (Cerecedo et al; 2009; Datos en proceso, 2013). A este respecto, 
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mediante ensayos de hibridación genómica comparativa (CGH), se han 

identificado patrones de hipermetilación en regiones citogenéticas (en 

submegabases) que incluyen a potenciales genes supresores de tumor, entre 

ellos: SORBS3 y PDLIM2 (Cerecedo et al; 2009; Datos en proceso, 2013). Por lo 

que, hasta el momento no existen datos que confirmen dicho mecanismo de 

regulación epigenética sobre estos genes supresores de tumor en pacientes con 

cáncer pulmonar. 

No obstante, a continuación se describen las principales evidencias que apoyan la 

función de SORBS3 y PDLIM2, como genes supresores de tumor objeto de 

estudio para el presente trabajo, así como sus posibles mecanismos de regulación 

epigenética en cáncer. 

 

1.7  SORBS3 y su Regulación Epigenética en Cáncer 

El gen SORBS3 se localiza en el brazo corto del cromosoma 8 (Chr:8p) en la 

banda 21.3 (Chr:8p21.3) y codifica para una proteína conocida como vinexina, la 

cual posee tres dominios SH3. Se ha descrito que esta proteína juega un papel 

importante en la adhesión celular, organización del citoesqueleto y transducción de 

señales mediadas por el factor de crecimiento epidermal (EGF), participando en la 

vía de señalización c-Jun Kinase/Stress-Activated Protein Kinase “JNK/SAPK” 

(Kioka et al., 1999; Akamatsu et al., 1999; Nagata et al., 2009). Asimismo, se ha 

reportado que la proteína vinexina posee un papel clave en la migración celular 

(Mizutani et al., 2007; Kioka et al., 2010; Roessler et al., 2012). Recientemente, se 

ha descrito que vinexina interacciona directamente con AKT inhibiendo la vía de 

señalización bajo el control de AKT (Chen et al., 2013), cuya vía se encuentra 

sobre-activada en distintos tipos de cáncer controlando la resistencia a la muerte 

celular por apoptosis, proliferación y crecimiento celular, metabolismo energético 

de glucosa, motilidad celular y angiogénesis (Testa & Tsichlis, 2005); razones por 

las que constituye un excelente candidato a blanco terapéutico en cáncer. 

En este contexto, se ha reportado disminución en los niveles de expresión del 

mRNA de vinexina, en carcinomas de ovario, así como en líneas celulares de 
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fibroblastos NIH3T3 y 3Y1, ambas transformadas mediante transfección con el 

oncogén v-Src (Hough et al., 2000; Umemoto et al., 2009). 

Adicional a esto, análisis recientes mediante ensayos por CGH en carcinoma 

hepatocelular (HCC) derivados de pacientes, han demostrado disminución del 

número de copias en Chr:8p, en correlación con bajos niveles de expresión de 

SORBS3. Mientras que, ensayos de sobre-expresión de SORBS3 en líneas 

celulares xenotransplantadas en modelos in vivo -ratones inmunodeficientes 

SCID-, redujeron significativamente el crecimiento de tumores implantados, 

evidenciando a SORBS3, como gen supresor de tumor (Roessler et al., 2012). Sin 

embargo, a pesar de tales evidencias, permanece desconocida la participación de 

SORBS3, en neoplasias malignas de origen pulmonar, así como su regulación 

epigenética en tumores sólidos de pacientes. 

 

1.8  PDLIM2 y su Regulación Epigenética en Cáncer 

El gen PDLIM2 también conocido como MYSTIQUE o SLIM, se ubica en 

contigüidad al gen SORBS3 dentro de la región citogenética Chr:8p21.3. 

MYSTIQUE codifica para una proteína conocida como PDLIM2, constituida por un 

dominio N-terminal PDZ y un dominio C-terminal LIM (Loughran et al., 2005; Elkins 

et al., 2010).  

Se ha demostrado que PDLIM2 está implicado en la adhesión y migración celular 

(Torrado et al., 2004). Mientras que, también es capaz de controlar la activación de 

los factores de transcripción NF-kB (subunidad p65), STAT1 y STAT4, por medio 

del secuestro intranuclear y posterior degradación vía proteosoma (Tanaka et al., 

2005; Tanaka et al., 2007; Qu et al., 2010a; Qu et al., 2010b). Este mecanismo 

resulta de gran importancia para lograr contrarrestar el desarrollo del cáncer 

asociado a inflamación; ya que la activación constitutiva de los factores de 

transcripción NF-kB y STAT, son considerados factores esenciales para el 

crecimiento y progresión tumoral; así como un primer paso hacia la transformación 

maligna en los procesos de  “carcinogénesis” (Hanahan & Weinberg, 2011; 

Demaria et al., 2012; Yoon et al., 2012; Narayan & kumar, 2012). 
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Asimismo, estudios recientes reportan que el gen PDLIM2, se encuentra reprimido 

a nivel del mRNA en líneas celulares de cáncer de colon y cáncer de mama (tanto 

positivas como negativas a receptores de estrógenos), así como en leucemias de 

células T (ATL) y líneas celulares de leucemia de células T (TL-Om1). Al respecto, 

los autores demuestran que la hipermetilación del promotor de PDLIM2, es el 

mecanismo responsable del silenciamiento de PDLIM2, demostrado mediante 

ensayos de inhibición epigenética por 5-aza-2′-desoxictidina (5-aza-dC) -agente 

inhibidor de DNA metiltransferasas- (Yan et al., 2009; Qu et al., 2010a; Qu et al., 

2010b). Al mismo tiempo, estudios in vivo han demostrado que tumores de alta 

expresión de PDLIM2, poseen crecimiento tumoral significativamente menor que 

aquellos tumores con ausencia de expresión de PDLIM2, sugiriendo que la 

expresión de PDLIM2 posee función supresora de tumor (Qu et al., 2010a; Qu et 

al., 2010b). 

En resumen a pesar de tales evidencias ambos genes supresores de tumor, 

SORBS3 y PDLIM2, permanecen por ser analizados en términos de su expresión 

y regulación epigenética en pacientes con cáncer pulmonar. 

 

Planteamiento del problema 

Antecedentes previos de nuestro grupo de investigación señalan aberraciones en 

el patrón de metilación global del genoma en modelos celulares de carcinoma 

pulmonar derivados de pacientes (Cerecedo et al., 2009), destacando 

hipermetilación de secuencias citogenéticas ubicadas en la región Chr:8p21.3 

(Datos en proceso, 2013), donde se localizan los genes supresores de tumor 

SORBS3 y PDLIM2. Sin embargo, hasta el momento no existen reportes que 

indiquen, si alteraciones epigenéticas se encuentran presentes o involucradas en 

carcinomas pulmonares de pacientes, asociados a factores clínicos de riesgo. 

Razón por la que, el estudio de patrones de expresión del RNA en correlación con 

patrones de metilación del DNA y/o acetilación del código de histonas tanto en 

modelos celulares, como en muestras de pacientes con cáncer pulmonar, permitirá 

evidenciar y confirmar si ambos genes constituyen potenciales marcadores 

epigenéticos tempranos y/o tardíos en pacientes con cáncer pulmonar. 
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2. Justificación 

Durante los procesos de carcinogénesis en tejido pulmonar, las células tumorales 

adquieren alteraciones en los patrones de metilación del DNA y mecanismos de 

recambio del código histónico de la cromatina. Tales procesos de silenciamiento 

epigenético podrían causar alteraciones en la expresión de genes supresores de 

tumor como SORBS3 y PDLIM2 promoviendo la proliferación celular, migración y 

metástasis, como ha sido reportado en otros tipos de cáncer de origen epitelial, 

entre ellos cáncer de colón, cáncer de mama, leucemia y carcinomas 

hepatocelulares. Datos recientes de nuestro grupo, apoyan la posible participación 

de los genes supresores de tumor de SORBS3 y PDLIM2, como marcadores 

epigenéticos en neoplasias pulmonares en humanos. 

 

3. Hipótesis 

Mecanismos de hipermetilación del DNA genómico en la región citogenética 

Chr:8p21.3, provocará represión epigenético-transcripcional en la expresión de los 

genes supresores de tumor SORBS3 y PDLIM2, constituyendo nuevos indicadores 

epigenéticos de evolución neoplásica asociada a factores clínicos de riesgo en 

pacientes.    
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4. Objetivos 

 

5.1. Objetivo General 

Analizar el nivel de expresión de mRNA de SORBS3 y PDLIM2, y sus 

mecanismos de regulación epigenética, como la metilación del DNA y la 

acetilación de histonas, en modelos celulares in vitro y en tumores sólidos de 

pacientes con cáncer pulmonar. 

 

5.2. Objetivos Particulares  

 

1. Analizar el nivel de expresión de mRNA de los genes SORBS3 y PDLIM2 

en modelos celulares de carcinomas pulmonares, en comparación con 

células mononucleares de sangre periférica (PBMC’s) como muestras no-

neoplásicas. 

2. Analizar la relación entre metilación del DNA y modificación de histonas, 

mediante ensayos de inhibición epigenética in vitro sobre la expresión de 

los genes SORBS3 y PDLIM2. 

3. Determinar cualitativamente, mediante ensayos MSP, los niveles de 

metilación de las secuencias promotoras de los genes SORBS3 y PDLIM2 

en modelos celulares de cáncer pulmonar.   

4. Analizar mediante ensayos de expresión relativa del mRNA de SORBS3 y 

PDLIM2, la participación de mecanismos de silenciamiento epigenético 

tanto en modelos celulares in vitro, como en muestras de tumores sólidos 

pulmonares derivados de pacientes. 
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

 

  

Transformación con 

Bisulfito de Sodio 

Síntesis de cDNA por 

RT-PCR 

MSP de SORBS3 y 

PDLIM2 

Análisis de expresión de 

SORBS3 y PDLIM2 por Q-PCR 

Asociación metilación DNA-

expresión mRNA 

 

Extracción de DNA y RNA por la 

técnica de TRIzol Reagent 

DNA RNA 

Muestras de células 

mononucleares de 

sangre periférica 

(PBMCs) de donantes 

clínicamente sanos 

Líneas celulares de 

cáncer pulmonar    

A549, A427, INER51 e 

INER37 

Carcinomas sólidos 

pulmonares de pacientes 

Exposición a 

factores de riesgo  
Libres de 

exposición a 

factores de riesgo 

Líneas celulares cáncer 

pulmonar y PBMCs 

tratadas con 5’-aza-dC y 

Trichostatin A (TSA) 
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7. Materiales y Métodos 

 

7.1. Obtención de muestras 

 Se consiguieron muestras de sangre periférica de donantes sanos del 

banco de sangre del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias 

(INER). Las cuales se trataron para extraer las células mononucleares 

(PBMC) que fueron utilizadas para ensayos posteriores. 

 Se utilizaron las líneas celulares de adenocarcinoma pulmonar de 

células no pequeñas de origen caucásico A549 y A427 obtenidas del 

ATCC y las líneas celulares de adenocarcinoma de células no pequeñas 

de origen mestizo mexicano INER51 e INER37 establecidas dentro de la 

Unidad de Investigación del Instituto Nacional de Enfermedades 

Respiratorias (INER) (Ponce de León & Barrera, 2005; De Lucio et al., 

2005). Se cultivaron en medio RPMI 1640 adicionado con 10% de suero 

fetal bovino, 0.1% de Gentomicina, 1% de L-Glutamina, 1% de Piruvato 

de Sodio y 2.5% de Hepes, en condiciones de 37ºC y 5% de CO2.   

 Las muestras de tejido pulmonar sano y tumoral se obtuvieron del banco 

de muestras de nuestro grupo de investigación. 

 

7.2. Tratamiento de las líneas celulares con 5’-aza-2’-desoxicitidina (5’-aza-

dC) y Trichostatin A (TSA)  

Para el tratamiento de las líneas celulares (A549, A427, INER37 e INER51) con 

los inhibidores epigenéticos (5’-aza-dC y TSA) (Sigma), se incubaron 200,000 

células en 2mL de medio de cultivo por pozo en cajas de 6 pozos, por 48 horas. 

Se trataron con una concentración de 5’-aza-dC (4μM), TSA (300nM), Aza/TSA 

(4μM/300nM) y con DMSO al 10% para el grupo control (ya que los inhibidores 

fueron disueltos en este solvente). El medio de cultivo fue cambiado a las 24 horas 

con la misma concentración de su respectivo inhibidor.  
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7.3. Aislamiento de DNA y RNA 

La extracción de DNA y RNA se realizó siguiendo el protocolo de TRIzol Reagent 

(Invitrogen). La concentración de las muestras fue determinada usando los 

espectrofotómetros NanoDrop ND-1000 UV y Epoch™ Microplate. Se determinó el 

cociente 260/280 para ver la pureza del DNA tomando como valor aceptable 

A260/280 de 1.6 - 1.8 para DNA y A260/280 > 1.8 para RNA. 

7.4. Transformación de DNA con Bisulfito de Sodio 

Las metilaciones de las citosinas del DNA pueden ser cuantificadas mediante el 

uso de técnicas moleculares como la técnica de bisulfito de Na+, en las cuales se 

inducen polimorfismos de nucleótidos sencillos a partir de nucleótidos no 

metilados en islas específicas y permite la conservación de las citosinas metiladas. 

Las islas de nucleótidos tratadas son reconocidas y amplificadas por PCR 

específico para metilaciones, donde las bases convertidas en uracilo a partir de 

citosina son reconocidas como timinas, permitiendo la cuantificación apropiada de 

las bases metiladas conservadas (Yang et al., 2004). 

El DNA previamente aislado se trató con la técnica de bisulfito de sodio para 

convertir todas las citosinas no metiladas en uracilo. Para ello se realizó lo 

siguiente: 

Se diluyó DNA (hasta 2 μg) en 20μl con H2O destilada, después se agregaron 85 μl 

de Mix de Bisulfito y 35μl de Buffer de Protección de DNA. Se mezcló vigorosamente 

(la solución se tornará de color verde a azul después de adicionar el buffer de 

protección, índicando correcto pH) y se colocó en el termociclador programado de la 

siguiente manera: 

Paso Tiempo Temperatura (°C) 

Desnaturalización 5 min 95 

Incubación 25 min 60 

Desnaturalización 5 min 95 

Incubación 85 min 60 

Desnaturalización 5 min 95 

Incubación 175 min 60 

Hold ∞ 20 
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Una vez terminada la reacción, se agregaron 560μl de Buffer BL y se mezcló 

vigorosamente, se transfirió la mezcla a columna EpiTect y centrifugó 1min a 

13,000 rpm. Se descartó el sobrenadante y añadieron 500μl de Buffer BW, 

posteriormente centrifugar 1 min a 13,000 rpm. se descartó el sobrenadante y 

se agregaron 500μl de Buffer BD y se incubó por 15min a temperatura ambiente. 

Después se centrifugó 1 min a 13,000 rpm y se descartó el sobrenadante. Se 

agregaron 500μl de Buffer BW y se centrifugó 1 min a 13,000 rpm. Se repitió el 

paso 9. Posteriormente se centrifugó una vez más por 1min a 13,000 rpm sin 

agregar ningún buffer, con la finalidad de eliminar cualquier residuo líquido. Se 

incubó por 5 min a 56 °C en termoblock, permitiendo la evaporación de 

cualquier residuo líquido, después se agregaron 25μl de Buffer de elución 

directamente a la membrana de la columna. Se incubó 5min a temperatura 

ambiente y eluyó el DNA centrifugando por 1 min a 12,000 rpm. Finalmente se 

almacenó a 2-8 °C. 

 

7.5. Oligonucleótidos usados para PCR específica de metilación (MSP) 

 Secuencia Tamaño del producto 

SORBS3   

Sentido Metilado 5’-TAGATTCGAGATTTAAATTTCGTTC-3’ 200 pb 

Antisentido Metilado 5’-CATCCCTACCCGACTACTACC-3’  

   

Sentido No Metilado 5’-TTTAGATTTGAGATTTAAATTTTGTTTGT-3’ 200 pb 

Antisentido No Metilado 5’-TCCCTACCCAACTACTACCTAACAC-3’  

   

PDLIM2   

Sentido Metilado 5’-CGGTTTCGGGATTATATGGGC-3’ 150 pb 

Antisentido Metilado 5’-ACCTAACTACCGCTCACCTATCCG-3’  

   

Sentido No Metilado 5’-GGGTGGTTTTGGGATTATATGGGT-3’ 150 pb 

Antisentido No Metilado 5’-CTCACCTAACTACCACTCACCTATCCAAC-3’  

 

7.6. PCR específica de metilación (MSP) 

Para realizar la técnica de MSP se prepararon reacciones con un volumen total de 

20μl utilizando el kit de Taq DNA polymerase de QIAGEN. Cada reacción 
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conteniendo una concentración final 1X de Buffer como a continuación se 

describe: MgCl2 1.5mM, Solución Q 1X, dNTP’s 0.4mM, Corel Load 1μl (QIAGEN), 

oligonucléotidos para ensayos de MSP a una concentración final de 1μM, 15 ng de 

DNA transformado por bisulfito, Taq pol 0.5U  y agua inyectable (Plasti-Estéril, 

México). Las condiciones del termociclador fueron las siguientes: 5 min a 95°C 1 

ciclo, 30s a 95°C 40 ciclos, 30s a 60°C (SORBS3 3’M y 3U), 61°C (PDLIM2 3’M) y 

59°C (PDLIM2 3’U) 40 ciclos, 45s a 72°C 40 ciclos, 5 min a 72°C 1 ciclo y 

enfriamiento por tiempo indefinido a 4°C. 

7.7. Electroforesis 

Los productos de PCR fueron separados usando un gel de agarosa a una 

concentración de 3% a 80V, 500mA por 35 min. La intensidad de amplicones fue 

obtenida mediante el análisis desitometrico de bandas empleando el programa 

GelAnalyzer 2010a. 

7.8. Síntesis de cDNA 

El cDNA de cada una de las muestras fue sintetizado a partir de 1µg de RNA 

siguiendo el protocolo de High Capacity RNA to cDNA Kit (Applied Biosystems). 

7.9. Oligonucleótidos usados para Expresión de mRNA en PCR tiempo real 

(qPCR) 

 Secuencia Tamaño del producto 

SORBS3   

Sentido 5’-CACCAAGACGAGATGCTTCC-3’ 75 pb 

Antisentido  5’-GTGCTTGCAGAGGGCTTG-3’  

   

PDLIM2   

Sentido 5’-CACTGACCGGCTCAAAGG-3’ 95 pb 

Antisentido  5’-GATGGGCGTGTGGAAATC-3’  

   

GAPDH   

Sentido 5’-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’ 66 pb 

Antisentido  5’-GCCCAATACGACCAAATCC-3’  
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7.10. PCR tiempo real (qPCR) para análisis de expresión de mRNA  

Se prepararon reacciones con un volumen total de 15µl usando el kit de KAPA 

SYBR Fast Universal. Cada reacción conteniendo una concentración final 1X de 

SYBR Master Mix, oligonucleótidos de expresión del mRNA a 200nM, 1μl de cDNA 

y agua inyectable. Se utilizó el termociclador Light Cycler 480 programado de la 

siguiente manera, pre-incubación: 3 min a 95°C 1 ciclo, Amplificación: 10s a 95°C, 

17s a 60°C, 30s a 72°C por 40 ciclos, Temperatura de disociación del DNA 

(Melting Curve) 5s a 95°C, 1 min a 65°C y 97°C continuo por 1 ciclo; así como 

Temperatura de enfriamiento: 10s a 40°C por 1 ciclo. 

7.11. Análisis estadístico 

Para los ensayos de expresión relativa de SORBS3 y PDLIM2 en modelos 

celulares de adenocarcinoma pulmonar en condiciones basales y en muestras de 

tejido de pulmón de pacientes se realizó la prueba de t para dos poblaciones 

independientes con un valor de significancia de p<0.01 (El nivel de expresión de 

mRNA de cada modelo celular en condiciones basales fue comparado con el 

promedio de la expresión de mRNA de células mononucleares de sangre 

periférica (PBMCs) de los 5 donantes estudiados, asimismo el promedio de mRNA 

del tejido tumoral de los pacientes se comparó con el promedio de la expresión de 

mRNA del tejido normal), mientras que para los resultados de expresión de 

mensajero en líneas celulares tratadas con 5’-aza-dC y TSA se realizó un análisis 

de variancia (ANOVA) junto con la prueba de Fisher para determinar diferencias 

significativas, entre los tratamientos con un valor de significancia estadística 

p<0.05. 
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8. Resultados 

 

8.1. Disminución en la Expresión del mRNA de los Genes Supresores de 

Tumor SORBS3 y PDLIM2 en Modelos Celulares de Cáncer Pulmonar. 

El análisis de expresión relativa del mRNA de los genes supresores de tumor de 

SORBS3 y PDLIM2 en diferentes modelos celulares de cáncer pulmonar tipo 

adenocarcinoma (A549, A427, INER51 e INER37), mostró disminución de la 

expresión genética, en comparación con células no-neoplásicas empleando para 

ello células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de 5 donantes 

clínicamente sanos. Al respecto, los niveles de expresión del mRNA para SORBS3 

y PDLIM2 mostraron reducción estadísticamente significativa (p<0.01) en todos los 

modelos celulares de cáncer pulmonar incluidos en el estudio (Figuras 1 y 2). 

 

Figura 1. Análisis de expresión relativa del mRNA para el gen SORBS3 en células mononucleares de 

sangre periférica (PBMCs) y líneas celulares (LC) de adenocarcinoma pulmonar, mediante ensayos 

por Q-PCR y normalización sobre el gen endógeno GAPDH. Los datos representan la media ± 

desviación estándar (n=2; *p <0.01).  

* * 

* 

* 
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Figura 2. Análisis de expresión relativa del mRNA para el gen PDLIM2 en células mononucleares de 

sangre periférica (PBMCs) y líneas celulares (LC) de adenocarcinoma pulmonar, mediante ensayos 

por Q-PCR y normalización sobre el gen endógeno GAPDH. Los datos representan la media ± 

desviación estándar (n=2; *p <0.01). 

 

8.2. La Disminución de la Expresión de SORBS3 y PDLIM2 en Modelos 

Celulares Tipo Adenocarcinoma Pulmonar, Es Dependiente del 

Silenciamiento Epigenético Mediado por Metilación del DNA y 

Acetilación de Histonas. 

Con el objetivo de analizar los mecanismos posibles de la represión en la 

expresión de SORBS3 y PDLIM2 en los 4 modelos celulares de cáncer pulmonar 

incluídos en el estudio, se analizó la participación de la metilación del DNA y 

mecanismos de remodelación de la cromatina, como principales mecanismos 

epigenéticos de control transcripcional de supresores de tumor en células 

neoplásicas (Portela & Esteller, 2010). Para ello, los modelos celulares A549, 

A427, INER51 e INER37 fueron tratados con el inhibidor de DNA-metil-

transferasas (DNMT’s) 5’-aza-2’-desoxicitidina (5’-aza-dC), así como con el 

inhibidor de desacetilasas de histonas (HDAC’s) Trichostatin A (TSA), para su 

posterior análisis cuantitativo de expresión del mRNA y estado de metilación del 

* * * 

* 
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promotor de ambos SORBS3 y PDLIM2, mediante ensayos de PCR específica de 

Metilación (MSP).  

Al respecto, en primera instancia, resulta importante destacar que ambos modelos 

celulares A549 y A427, bajo condiciones basales -libres de tratamiento 

epigenético- indicados como tratamiento “control negativo” (DMSO 10%), 

mostraron hipermetilación en la región promotora de SORBS3, al presentar 

productos de amplificación en nivel de metilación semejantes al control positivo del 

DNA-metilado estándar 100% (EpiTect Control DNA methlyated, QIAGEN) 

(Figuras 3B, 3C, 4B y 4C). Adicionalmente, cabe mencionar que en el modelo 

celular INER51 resultó imposible determinar el estado de metilación para ambos 

genes SORBS3 y PDLIM2, llevando a cabo múltiples repeticiones sin éxito, como 

se muestra en las figuras 6B-C.  

Lo anterior probablemente sea debido a aberraciones citogenéticas propias del 

modelo celular, que no permiten el alineamiento de oligonucleotidos con su 

secuencia blanco. Por otro lado, se observó hipermetilación en la región promotora 

de PDLIM2 en ambos modelos celulares A549 y A427 (Figuras 7B-C y Figuras 8B-

C); mientras que hipometilación en INER37 (Figuras 9B-E). Cabe mencionar que 

nuestro modelo celular INER37 fue el único donde fue posible detectar 

amplificación de secuencias no-metiladas mediante oligos para PDLIM2. Mientras 

que el empleo de oligonucleótidos para SORBS3 no-metilado mostró deficiencias 

para su amplificación, incluyendo el uso de controles del DNA estándar No-

Metilado (EpiTect Control, QIAGEN). Razón por la que, resultados derivados del 

análisis de alelos no-metilados para SORBS3 y PDLIM2, fueron excluídos del 

presente trabajo, no obstante actualmente nuestro grupo lleva a cabo análisis 

confirmatorios de metilación, mediante secuenciación-bisulfito de sodio (Seq-Bis).  

Adicional a ello, tratamientos con inhibidores epigenéticos 5’-aza-dC [4μM] 

provocaron inducción en la expresión del mRNA de SORBS3 en A549, en 

contraste con el grupo control DMSO10%. Siendo 6 veces mayor ( ̅= 27.09 ± 

15.28), comparado con células no-neoplásicas como PBMC’s ( ̅= 4.304 ± 0.961) 

(Figura 3A). Asimismo, el efecto causado por la combinación 5’-Aza/TSA provocó 
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inducción de SORBS3 ( ̅= 9.874 ± 2.861), aunque en menor nivel comparado con 

el tratamiento único de 5’-Aza. Sin embargo, en ambos casos poseen diferencias 

estadísticamente significativas (p<0.05), con respecto al control negativo (DMSO 

10%), en proporción dos veces mayor que la expresión normalizada de una 

mezcla de RNAm de PBMCs de 5 donantes sanos (Figura 3A). Adicionalmente, el 

tratamiento por TSA no generó cambios significativos en la expresión de SORBS3 

( ̅= 2.631 ± 1.657) en A549 (Figura 3A). Adicional a ello, dicha inducción del 

mRNA en A549 correlaciona con disminución del nivel de metilación de SORBS3, 

observado mediante tratamiento por 5’-Aza [4μM] y combinación Aza/TSA (Figuras 

3B-C). Sugiriendo que la metilación del DNA posee mayor influencia sobre el 

silenciamiento epigenético de SORBS3 en el modelo celular A549. 
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Figura 3. Análisis de expresión relativa del mRNA y correlación cualitativa de metilación por MSP para el gen SORBS3,  
sobre el modelo celular de cáncer pulmonar A549 bajo tratamiento con inhibidores epigenéticos 5’-aza-dC y TSA. (A) 
Expresión relativa del mRNA de SORBS3 normalizada sobre el gen endógeno GAPDH. Datos representan la media ± 
desviación estándar (n=2; *p <0.05); (B) Porcentaje de cambio del nivel de metilación mediante análisis densitométrico 
sobre amplicones del DNA metilado de SORBS3, empleando el programa GelAnalyzer; (C) Amplificación de fragmentos 
del DNA metilado del promotor de SORBS3 mediante ensayos por MSP. 

 

* 

* 
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Por otro lado, el análisis del modelo celular A427 muestra un efecto contrario, es 

decir se observa un aumento significativo (p<0.05) en la expresión del mRNA de 

SORBS3 bajo tratamiento con TSA 300nM ( ̅= 5.021 ± 1.573), en contraste con 5’-

Aza [4μM] (  ̅ = 1.385 ± 0.302) (Figura 4C). En este sentido la combinación 

Aza/TSA también causó inducción de SORBS3 ( ̅= 3.086 ± 1.169), aunque no de 

manera significativa, llama la atención que el nivel de expresión alcanzado por 

TSA 300nM fue ligeramente superior al mostrado por PBMC’s ( ̅= 4.304 ± 0.961), 

sugiriendo restauración en la expresión de SORBS3 con TSA 300nM en A427 

(Figura 4A). Lo anterior en correlación con la caída del nivel de metilación del 

promotor de SORBS3 provocado por TSA 300nM (Figuras 4B-C), incluso menor 

del nivel mostrado por PBMC’s, sugiriendo que mecanismos de remodelación de 

la cromatina constituyen el mecanismo epigenético de mayor influencia como 

mecanismo de represión transcripcional de SORBS3 en el modelo celular A427. 
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Figura 4. Análisis de expresión relativa del mRNA y correlación cualitativa de metilación por MSP para el gen SORBS3,  
sobre el modelo celular de cáncer pulmonar A427 bajo tratamiento con inhibidores epigenéticos 5’-aza-dC y TSA. (A) 
Expresión relativa del mRNA de SORBS3 normalizada sobre el gen endógeno GAPDH. Datos representan la media ± 
desviación estándar (n=2; *p <0.05); (B) Porcentaje de cambio del nivel de metilación mediante análisis densitométrico 
sobre amplicones del DNA metilado de SORBS3, empleando el programa GelAnalyzer; (C) Amplificación de fragmentos 
del DNA metilado del promotor de SORBS3 mediante ensayos por MSP. 

 

 

 

* 

* 
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Por otra parte, no fue posible detectar inducción significativa de la expresión de  

SORBS3 en el modelo celular INER37, en presencia de tratamiento epigenético 

alguno (Figura 5A). Adicional a ello, el promotor de SORBS3 en INER37 bajo 

condiciones basales mostró 50% de metilación con respecto al DNA-estándar 

100% metilado (Figuras 5B-C), sugiriendo metilación parcial de SORBS3 en el 

modelo celular de cáncer pulmonar INER37. 

 

Figura 5. Análisis de expresión relativa del mRNA y correlación cualitativa de metilación por MSP para el gen SORBS3,  
sobre el modelo celular de cáncer pulmonar INER37 bajo tratamiento con inhibidores epigenéticos 5’-aza-dC y TSA. (A) 
Expresión relativa del mRNA de SORBS3 normalizada sobre el gen endógeno GAPDH. Datos representan la media ± 
desviación estándar (n=2; *p <0.05); (B) Porcentaje de cambio del nivel de metilación mediante análisis densitométrico 
sobre amplicones del DNA metilado de SORBS3, empleando el programa GelAnalyzer; (C) Amplificación de fragmentos 
del DNA metilado del promotor de SORBS3 mediante ensayos por MSP. 

* 
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En contraste, el modelo celular INER51 mostró aumento significativo de la 

expresión de SORBS3 bajo tratamiento por TSA 300nM ( ̅= 7.284 ± 0.599); así 

como bajo tratamiento de combinación 5-Aza/TSA ( ̅= 7.248 ± 5.125) (Figura 6A). 

Adicional a ello, el nivel de expresión inducido por TSA 300nM fue casi dos veces 

mayor que la expresión observada en PBMC’s ( ̅= 4.304 ± 0.961), sugiriendo 

restauración de la expresión del mRNA de SORBS3 en INER51, a través de 

mecanismos de remodelación de la cromatina como mecanismo epigenético de 

silenciamiento de SORBS3. Sin embargo, experimentalmente no fue posible 

detectar el estado de metilación mediante MSP sobre este modelo celular de 

cáncer pulmonar (Figuras 6B y 6C). Al repecto, hemos logrado determinar 

aquellos mecanismos epigenéticos involucrados en la capacidad de regular la 

represión transcripcional de SORB3. 
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Figura 6. Análisis de expresión relativa del mRNA y correlación cualitativa de metilación por MSP para el gen SORBS3,  
sobre el modelo celular de cáncer pulmonar INER51 bajo tratamiento con inhibidores epigenéticos 5’-aza-dC y TSA. (A) 
Expresión relativa del mRNA de SORBS3 normalizada sobre el gen endógeno GAPDH. Datos representan la media ± 
desviación estándar (n=2; *p <0.05); (B) Porcentaje de cambio del nivel de metilación mediante análisis densitométrico 
sobre amplicones del DNA metilado de SORBS3, empleando el programa GelAnalyzer; (C) Amplificación de fragmentos 
del DNA metilado del promotor de SORBS3 mediante ensayos por MSP. 

* 
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Asimismo, los resultados sobre el gen PDLIM2 permitieron evidenciar que el 

tratamiento con 5’-Aza [4μM] incrementó la expresión del mRNA de PDLIM2 en el 

modelo celular A549 ( ̅= 5.216 ± 2.812), alcanzado niveles semejantes a células 

no-neoplásicas “PBMC’s” ( ̅= 4.89 ± 0.171) (Figura 7A). De la misma manera, se 

observó inducción en la expresión de PDLIM2 ( ̅= 8.027 ± 1.736) bajo tratamiento 

con TSA [300nM], alcanzando casi 2 veces el nivel de expresión de PBMC’s, 

mientras que el uso de combinación Aza/TSA, no indujo un aumento significativo 

( ̅= 1.628 ± 0.294)  (Figura 7A). Lo anterior, en correlación con disminución en los 

niveles de metilación del promotor de PDLIM2 observado en el modelo A549 bajo 

tratamiento por 5’-Aza y TSA, observado mediante la amplificación por PCR 

específica de metilación (MSP), donde el producto de amplificación es similar al 

obtenido en células no-neoplásicas PBMC’s (Figuras 7B-C). 
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Figura 7. Análisis de expresión relativa del mRNA y correlación cualitativa de metilación por MSP para el gen PDLIM2,  

sobre el modelo celular de cáncer pulmonar A549 bajo tratamiento con inhibidores epigenéticos 5’-aza-dC y TSA. (A) 

Expresión relativa del mRNA de PDLIM2 normalizada sobre el gen endógeno GAPDH. Datos representan la media ± 

desviación estándar (n=2; *p <0.05); (B) Porcentaje de cambio del nivel de metilación mediante análisis densitométrico 

sobre amplicones del DNA metilado de PDLIM2, empleando el programa GelAnalyzer; (C) Amplificación de fragmentos 

del DNA metilado del promotor de PDLIM2 mediante ensayos por MSP. 

 

* 

* 

* 
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Adicionalmente, respecto al modelo celular A427 el tratamiento bajo 5’-Aza [4μM] 

restauró la expresión del mRNA de PDLIM2 ( ̅= 7.014 ± 2.35), alcanzando niveles 

comparables al mix de PBMC’s ( ̅= 4.89 ± 0.171). Mientras que el tratamiento con 

TSA [300nM] no fue capaz de modificar el nivel de expresión de PDLIM2 ( ̅= 1.428 

± 0.530) (Figura 8A). Al respecto, de manera sorprendente, la combinación  

Aza/TSA incrementó los niveles del mRNA de PDLIM2 ( ̅= 34.24 ± 18.53) de hasta 

7 veces el nivel de expresión observado sobre el mix de PBMC’s (Figura 8A). Lo 

anterior, sugiere una cooperación entre ambos mecanismos epigenéticos para 

mantener el silenciamiento transcripcional de PDLIM2 en A427. Adicionalmente, 

nuestros resultados por  MSP en este modelo celular muestran disminución del 

nivel de metilación del promotor de PDLIM2 bajo las 3 combinaciones del 

tratamiento (Figuras 8B-C). 

En contraste, el modelo celular INER37 bajo tratamiento alguno fue imposible 

detectar inducción significativa del nivel de expresión del mRNA para PDLIM2 

(Figura 9A) llama la atención que el promotor de PDLIM2 muestre metilación 

parcial del DNA, al identificar escasa amplificación mediante el uso de 

oligonucleótidos para secuencias metiladas (Figuras 9B-C), en contraste del nivel 

alto de amplificación logrado sobre DNA estándar 100% metilado. Adicional a ello, 

destacando que sólo este modelo celular mostró amplificación de secuencias no 

metiladas, mediante ensayos por MSP para el gen PDLIM2, ideintificando una 

banda más intensa en contraste con secuencias metiladas (Figuras 9D-E), 

sugiriendo que el promotor de PDLIM2 se encuentra parcialmente metilado en el 

modelo celular INER37. 
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Figura 8. Análisis de expresión relativa del mRNA y correlación cualitativa de metilación por MSP para el gen PDLIM2,  
sobre el modelo celular de cáncer pulmonar A427 bajo tratamiento con inhibidores epigenéticos 5’-aza-dC y TSA. (A) 
Expresión relativa del mRNA de PDLIM2 normalizada sobre el gen endógeno GAPDH. Datos representan la media ± 
desviación estándar (n=2; *p <0.05); (B) Porcentaje de cambio del nivel de metilación mediante análisis densitométrico 
sobre amplicones del DNA metilado de PDLIM2, empleando el programa GelAnalyzer; (C) Amplificación de fragmentos 
del DNA metilado del promotor de PDLIM2 mediante ensayos por MSP. 

 

 

* 
* 
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Figura 9. Análisis de expresión relativa del mRNA y correlación cualitativa de metilación del DNA mediante ensayos 
MSP para el gen PDLIM2, análisis del modelo celular INER-37 bajo tratamiento con inhibidores epigenéticos 5’-aza-dC 
y TSA. (A) Expresión relativa del mRNA de PDLIM2 normalizada sobre el gen endógeno GAPDH. Datos representan la 
media ± desviación estándar (n=2; *p <0.05); (B) Porcentaje de cambio del nivel de metilación mediante análisis 
densitométrico sobre amplicones del DNA metilado de PDLIM2, empleando el programa GelAnalyzer; (C) Amplificación 
de fragmentos del DNA metilado del promotor de PDLIM2 mediante ensayos por MSP. (D) Porcentaje de cambio del 
DNA-no metilado mediante análisis densitométrico de amplicones del DNA no-metilado de PDLIM2; (E). Estado de 
metilación del promotor de PDLIM2 en INER-37 analizado mediante el uso de oligonucleótidos de MSP, para secuencias 
no-metiladas. 

* 
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Adicional a lo anterior, fue evaluado el efecto de inhibidores de metilación del DNA 

como 5’-Aza [4μM]  e inhibidores de desacetilasas de histonas por TSA [300nM], 

con el objetivo de restaurar la expresión inducible de PDLIM2 de manera 

significativa, alcanzando un nivel del mRNA en el modelo celular INER-51 similar 

al detectado en muestras no-neoplásicas de PBMC’s derivado de 4-5 donantes 

clínicamente sanos (Figura 10A). Sin embargo, como se había mencionado 

previamente, no fue posible determinar con éxito el estado de metilación de este 

modelo celular (Figuras 10B-C), aunque datos en proceso nos indican 

hipometilación de su genoma (datos no mostrados). 

 

* 

* 
* 
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Figura 10. Análisis de expresión relativa del mRNA y correlación cualitativa de metilación del DNA mediante ensayos 
MSP para el gen PDLIM2, análisis del modelo celular INER-51 bajo tratamiento con inhibidores epigenéticos 5’-aza-dC 
y TSA. (A) Expresión relativa del mRNA de PDLIM2 normalizada sobre el gen endógeno GAPDH. Datos representan la 
media ± desviación estándar (n=2; *p <0.05); (B) Porcentaje de cambio del nivel de metilación mediante análisis 
densitométrico sobre amplicones del DNA metilado de PDLIM2, empleando el programa GelAnalyzer; (C) Amplificación 
de fragmentos del DNA metilado del promotor de PDLIM2 mediante ensayos de MSP. 

 

 

8.3. La Represión Epigenética en Modelos Celulares de Cáncer 

Pulmonar, Correlaciona con la Perdida de la Expresión de mRNA de 

SORBS3 y PDLIM2 en Carcinomas Sólidos Pulmonares Derivados 

de Pacientes. 

Con el objetivo de encontrar correlación entre los 4 modelos celulares de cáncer 

pulmonar incluídos en el presente estudio con muestras de tumores pulmonares 

derivados de pacientes, se llevó a cabo un análisis de expresión de SORBS3 y 

PDLIM2 en carcinomas sólidos pulmonares en fresco. Para ello, fueron incluídos 

en el estudio los análisis de expresión de tumores sólidos obtenidos de 13 

pacientes. A partir de los cuales se logró detectar que ambos genes SORBS3 y 

PDLIM2 poseen niveles de expresión relativa del mRNA significativamente 

(p<0.01) menores en tejido neoplásico, comparado con tejido histológicamente 

normal, incluso detectado bajo el anális pareado (Normal y Tumor) por paciente 

(Figuras 11 y 12). 
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Figura 11. Análisis de expresión relativa del mRNA para el gen SORBS3 en tejido pulmonar histológicamente normal y 
tejido tumoral derivado de pacientes con cáncer pulmonar tipo adenocarcinoma, empleando para ello análisis de 
normalización mediante detección del gen endógeno GAPDH. Datos representan la media ± desviación estándar (n=2; *p 
<0.01). 

 

 

Figura 12. Análisis de expresión relativa del mRNA para el gen PDLIM2 en tejido pulmonar histológicamente normal y 
tejido tumoral derivado de pacientes con cáncer pulmonar tipo adenocarcinoma, empleando para ello análisis de 
normalización mediante detección del gen endógeno GAPDH. Datos representan la media ± desviación estándar (n=2; *p 
<0.01). 

* 

* 
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8.4. La represión Epigenética de SORBS3 y PDLIM2 en Pacientes con 

Cáncer Pulmonar es Independiente de la Exposición a Factores de 

Riesgo (Humo de Leña). 

Con el propósito de postular a SORBS3 y PDLIM2 como probables nuevos 

blancos moleculares en pacientes con cáncer pulmonar, se llevó a cabo el análisis 

de expresión del mRNA para SORBS3 y PDLIM2, sobre dos grupos de pacientes: 

i) pacientes con cáncer pulmonar bajo exposición a humo de leña y ii) pacientes 

con cáncer pulmonar libres de exposición a factores ambientales de riesgo, cuyos 

datos de pacientes se muestran en la tabla 1. 

Tabla 1. Lista de pacientes con cáncer pulmonar en presencia y ausencia de factores de riesgo 

ambiental. 

Numero Registro Edad Tipo Histológico Sexo Estadio Exposición 

JSB300309 75 Adenocarcinoma  Femenino IV Humo de leña 
GHM291008 63 Adenocarcinoma  Femenino IV Humo de leña 
GCH170209 74 Adenocarcinoma  Femenino IV Humo de leña 
AEE101007 71 Adenocarcinoma  Femenino IIIB Humo de leña 
PMA230408 59 Adenocarcinoma  Femenino IV Humo de leña 
HHL011107 49 Adenocarcinoma  Femenino IV Humo de leña 

GOMJ300609 64 Adenocarcinoma  Femenino IIIB Humo de leña 
DSE201008 70 Adenocarcinoma  Femenino IV (-) 

SPN020309 41 Adenocarcinoma  Femenino IIIB (-) 

GMRM080708 47 Adenocarcinoma  Femenino IV (-) 

CCL010408 48 Adenocarcinoma  Masculino IV (-) 

MGGR140809 55 Adenocarcinoma  Femenino   (-) 

RSCL300109 38 Adenocarcinoma  Femenino IV (-) 

 

Con base en lo anterior, se determinaron los niveles de expresión de SORBS3 y 

PDLIM2, ratificando que la represión epigenética observada en modelos celulares 

de cáncer pulmonar, se encuentra ampliamente representada en muestras de 

pacientes con cáncer pulmonar tipo AD, ello de forma independiente con la 

exposición a factores de riesgo entre ellos, humo de leña (Figuras 13, 14, 15 y 16) 

lo que sugiere dos posibles hipotesis: i) las aberraciones epigenéticas de SORBS3 

y PDLIM2, ocurren desde etapas tempranas, manteniéndose hasta etapas tardías 

y ii) dichas aberraciones epigenéticas de SORBS3 y PDLIM2, ocurren posterior a 
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los procesos tempranos de carcinogénesis pulmonar, destacando que en ambos 

escenarios constituyen un mecanismo celular-epigenético conservado en 

pacientes con cáncer pulmonar, de manera independiente a su exposición 

ambiental, probablemente ubicándolos como potenciales marcadores epigenéticos 

del cáncer pulmonar.  

 

 

Figura 13. Análisis de expresión relativa del mRNA para el gen SORBS3 en tejido pulmonar histológicamente normal y 
tejido tumoral derivado de pacientes con cáncer pulmonar tipo adenocarcinoma, bajo exposición a factores de riesgo 
(Humo de Leña), empleando para ello análisis de normalización contra del gen endógeno GAPDH. Datos representan la 
media ± desviación estándar (n=2; *p <0.01). 

 

* 
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Figura 14. Análisis de expresión relativa del mRNA para el gen SORBS3 en tejido pulmonar histológicamente normal y 
tejido tumoral derivado de pacientes con cáncer pulmonar tipo adenocarcinoma, libres de factores de riesgo, 
empleando para ello análisis de normalización contra del gen endógeno GAPDH. Datos representan la media ± 
desviación estándar (n=2; *p <0.01). 

 

Cabe destacar que la expresión del mRNA de SORBS3 disminuye 

significativamente (p <0.01) en tejido tumoral de ambos grupos de pacientes, tanto 

en presencia como ausencia de factores de riesgo ambiental, entre ellos el humo 

de leña (Figuras 13 y 14).  Asimismo, se observa represión transcripcional para el 

gen PDLIM2 en ambos grupos de pacientes (Figuras 15 y 16), en contraste de 

SORBS3, quienes muestran mayor represión epigenética en el grupo de pacientes 

libres a factores de riesgo (Figura 14). 

* 
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Figura 15. Análisis de expresión relativa del mRNA para el gen PDLIM2 en tejido pulmonar histológicamente normal y 
tejido tumoral derivado de pacientes con cáncer pulmonar tipo adenocarcinoma, bajo exposición a factores de riesgo 
(Humo de Leña), empleando para ello análisis de normalización contra del gen endógeno GAPDH. Datos representan la 
media ± desviación estándar (n=2; *p <0.01). 

 

Figura 16. Análisis de expresión relativa del mRNA para el gen PDLIM2 en tejido pulmonar histológicamente normal y 
tejido tumoral derivado de pacientes con cáncer pulmonar tipo adenocarcinoma, libres a factores de riesgo, empleando 
para ello análisis de normalización contra del gen endógeno GAPDH. Datos representan la media ± desviación estándar 
(n=2; *p <0.01). 

* 

* 
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9. Discusión 

Los resultados demuestran la existencia de represión epigenética sobre la 

expresión del mRNA de ambos genes supresores de tumor SORBS3 y PDLIM2, 

en 2 modelos celulares de cáncer pulmonar tipo adenocarcinoma de origen 

caucásico A549 y A427; así como 2 modelos celulares derivados de pacientes de 

origen origen mestizo mexicano INER37 e INER51. No obstante, resultados 

prevíos han reportado disminución en la expresión del mRNA de SORBS3 en 

líneas celulares de fibroblastos transformadas por v-Src (Umemoto et al., 2009), 

en tumores de cáncer de ovario (Hough et al. 2000); así como, en pacientes con 

hepatocarcinomas (Roessler et al., 2012). Asimismo se ha descrito disminución en 

los niveles del mRNA de PDLIM2 en modelos celulares de leucemia (Yan et al., 

2009), líneas celulares de cáncer de colon (Qu et al., 2010b) y cáncer de mama, 

en ambos receptor de estrógenos negativas y positivas (Qu et al., 2010a) sin 

embargo, nuestros resultados son los primeros en demostrar represión 

transcripcional de SORBS3 y PDLIM2 en modelos celulares de cáncer pulmonar 

tipo adenocarcinoma. 

Al respecto una posible explicación sobre la disminución en la expresión de 

SORBS3, está centrada en la función biológica que desarrolla la proteína vinexina, 

codificada por el gen SORBS3, capaz de inhibir la vía de señalización de AKT 

(Chen et al., 2013) la cual se encuentra hiperactiva en la mayoría de los tipos de 

cáncer promoviendo proliferación, supervivencia y crecimiento celular, así como 

angiogénesis del tumor (Testa & Tsichlis, 2005). Por lo tanto, para el tumor resulta 

necesario inactivar transcripcionalmente a SORBS3 evitando que interfiera con el 

silenciamiento de la vía AKT. Sin embargo, hasta el momento no existen reportes 

que asocien el silenciamiento de SORBS3 con la hiperactivación de la vía de 

señalización AKT y la progresión tumoral. 

Adicional a ello, otra probable explicación del silenciamiento transcripcional-

epigenético de SORBS3 se encuentra centrada sobre la expresión de vinexina, 

capaz de aumentar la activación de la vía de señalización JNK/SAPK (Akamatsu 

et al., 1999). En este sentido, se ha reportado que JNK se encarga de inducir 

muerte celular mediada por el supresor de tumores p53  (Sabatini et al., 2005). No 

C C 
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obstante, no existen datos que permitan relacionar a SORBS3 con la activación de 

la vía JNK/SAPK en cáncer. 

Adicional a ello, es posible interpretar que la disminución del mRNA de PDLIM2 en 

los modelos celulares de cáncer pulmonar (A549, A427, INER51 e INER37) 

resulta indispensable para impedir que la proteína PDLIM2 inhiba la activación 

constitutiva de los factores de transcripción NF-kB (subunidad p65), STAT1 y 

STAT4, a través del secuestro intranuclear y su posterior degradación 

proteosomal, como se ha descrito en distintos tipos de cáncer (Tanaka et al., 2005; 

Tanaka et al., 2007; Qu et al., 2010a; Qu et al., 2010b). Sin embargo, hasta el 

momento no existen datos que permitan confirmar que dicho mecanismo suceda 

en pacientes con cáncer pulmonar. 

Nuestro análisis de expresión del mRNA de SORBS3 y PDLIM2 sobre modelos 

celulares de cáncer pulmonar tipo de adenocarcinoma pulmonar (A549, A427, 

INER51 e INER37), permitió describir que la existencia de represión 

transcripcional ocurre a través de mecanismos de regulación epigenética, ya sea 

dependientes de metilación del DNA, y/o dependientes de mecanismos de 

remodelación de la cromatina, dependientes de la actividad de HDACs. Al 

respecto, en primera instancia y con base a los resultados de la técnica de PCR 

específica de metilación “MSP” se demostró que el gen SORBS3 se encuentra 

hipermetilado en dos líneas celulares de cáncer pulmonar “A549 y A427”, 

sugiriendo que la metilación del DNA constituye el mecanismo responsable de la 

represión transcripcional, probablemente como se ha demostrado para otros 

genes supresores de tumor, como MLH1, TIMP3 o p16 para otros tipos de cáncer 

(Cameron et al., 1999; Ghosal et al., 2002; Meng et al., 2007; Walton et al., 2008). 

No obstante, cuando se tratan tales modelos celulares con 5’aza-dC, inhibidor de 

DNMT’s, sólo es posible observar un aumento en la expresión del mRNA de 

SORBS3 en A549, confirmando que este mecanismo epigenético por metilación 

del DNA es dominante sobre los mecanismos de remodelación de la cromatina. 

Mientras que el resto de los modelos celulares estudiados como A427 e INER51, 

poseen como principal mecanismo de represión transcripcional de SORBS3, la 

actividad de HDACs o remodelación de la cromatina, ya que es posible observar 



56 
 

incremento del nivel del mRNA de SORBS3, cuando estas líneas celulares son 

tratadas mediante TSA, como agente inhibidor de HDACs, en contraste del 

tratamiento con 5’aza-dC, sugiriendo que la promoción de hiperacetilación de 

histonas modifica la estructura de la cromatina conduciendo la inducción 

transcripcional del silenciamiento de SORBS3. Al respecto, este hallazgo resulta 

interesante, ya que diversos autores reportan que la desacetilación de histonas 

por tratamiento con TSA es incapaz de inducir la re-expresión de genes 

silenciados por hipermetilación de secuencias promotoras (Cameron et al., 1999; 

Ghosal et al., 2002; Meng et al., 2007; Walton et al., 2008). No obstante, 

contribuyen en favor del conocimiento de la reactivación epigenética mediante el 

uso de TSA, como previamente se ha demostrado por diversos autores (Xiong et 

al., 2005; Ou JN, et al., 2007; Liu et al., 2012; Park et al., 2013), resultando en 

controversia respecto al efecto causado por TSA sobre modelos celulares de 

cáncer. Por otro lado, destaca que ninguno de los tratamientos empleados 

permitió reactivar la expresión de SORBS3 de manera significativa sobre el 

modelo celular INER37, asímismo evidenciado de manera preliminar a través de la 

técnica de MSP, que su promotor se encuentra parcialmente metilado. Sugiriendo 

la presencia de un mecanismo de represión adicional al epigenético, entre ellos 

mecanismos de carácter post-transcripcional, como la acción de RNAs pequeños 

no codificantes, como los micro-RNAs (miRNA) regulando negativamente la 

expresión genética de SORBS3 en el modelo celular INER37. Ejemplo de ello es 

la acción descrita de miR-199a el cual reprime la expresión de HIF1α en células de 

carcinoma pulmonar del grupo NSCLC (Ding et al., 2013). En suma, la represión 

transcripcional de SORBS3 por metilación del DNA ocurre en A549 mientras que 

la remodelación de la cromatina es el mecanismo con mayor influencia sobre la 

represión de SORBS3 en ambos modelos celulares A427 e INER51. 

Por otro lado, destaca que el gen PDLIM2 se encuentra hipermetilado en ambos 

modelos celulares A549 y A427, en congruencia con otros autores quienes 

reportan que PDLIM2 posee hipermetilación de su promotor en modelos celulares 

de cáncer de colon y cáncer de mama, en leucemias de células T (ATL) y en 

líneas celulares del tipo ATL (TL-Om1) (Yan et al., 2009; Qu et al., 2010a; Qu et 
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al., 2010b). En cambio dentro del modelo celular INER37, PDLIM2 se encuentra 

parcialmente metilado, de acuerdo al método de PCR específica de metilación 

(MSP). Sin embargo, PDLIM2 hipermetilado en el modelo celular A549 muestra 

dependiencia de ambos mecanismos de regulación epigenética tanto por 

mecanismos de remodelación de la cromatina, como metilación del DNA cuando 

dicho modelo celular es tratado mediante 5’aza-dC y TSA de manera 

independiente, como tambien sucede sobre el modelo celular INER51. Lo cual 

sugiere en ambos casos la cooperación dinámica de estos mecanismos 

epigenéticos, como previamente se ha demostrado sobre otros genes supresores 

de tumor (Cameron et al., 1999; Ghosal et al., 2002; Meng et al., 2007; Walton et 

al., 2008), destacando por primera vez la presencia de dicho mecanismo en 

modelos celulares del cáncer pulmonar sobre el gen supresor de tumor PDLIM2.  

Sin embargo, contrario a lo anterior llama la atención que el tratamiento 

combinado por Aza/TSA no aumente sinérgicamente el nivel de expresión de 

PDLIM2, sugiriendo un efecto adverso provocado por la inhibición de DNMT’s en 

combinación de inhibición de HDAC’s, probablemente a través de la activación de 

un inhibidor putativo de la transcripción de PDLIM2 en cáncer pulmonar, como se 

ha descrito previamiente como posible mecanismo de represión transcripcional 

mediante el uso combinado por 5-Aza/TSA sobre la expresión del receptor de 

andrógenos (AR) en modelos celulares in vitro de cáncer de próstata DU-145 y 

PC-3 (Walton et al., 2008). 

Por otro lado, en el modelo celular A427 sucede todo lo contrario a lo observado 

en ambos modelos celulares A549 e INER51. Donde se detecta una inducción de 

la expresión de PDLIM2 siete veces sobre el nivel de expresión mostrado por 

PBMC’s, ello en presencia de tratamiento por 5’aza/TSA. Del mismo modo, el 

tratamiento con 5’aza-dC, provocó inducción no significativa en la expresión de 

PDLIM2. Lo cual sugiere que, en los modelos celulares A549, INER51 y A427, 

ambos mecanismos: metilación del DNA, como remodelación de la cromatina por 

enzimas desacetilasas de histonas “HDACs” cooperan de forma dinámica al 

silenciar transcripcionalmente a PDLIM2. Estos hallazgos, confirman las 
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evidencias de varios autores quienes reportan que la metilación del DNA, 

constituye el mecanismo principal de represión para PDLIM2 en diversos tipos de 

cáncer, entre ellos cáncer de colón, cáncer de mama y leucemias tipo  ATL (Yan et 

al., 2009; Qu et al., 2010a; Qu et al., 2010b). Sin embargo, dichos autores no 

evaluaron niveles superiores de organización epigenética, como es la 

remodelación de la cromatina, la cual funciona de manera cooperativa con la 

metilación del DNA genómico para reprimir transcripcionalmente a PDLIM2 en 

líneas celulares del tipo adenocarcinoma, siendo resultados no descritos hasta el 

momento por ningún autor.   

Al respecto, el modelo celular INER37 no mostró inducción de la expresión del 

mRNA de PDLIM2 y SORBS3. En este sentido, una probable explicación del 

fenómeno es la descrita por Zhao y colaboradores en 2005, quienes observaron 

silenciamiento del gen MGMT, en presencia de hipometilación del DNA en 

secuencias promotoras. Por lo que examinaron posibles mecanismos involucrados 

en el silenciamiento, concluyendo que la dimetilación de la lisina 9 de la histona 3 

(H3k9me2) así como la unión de proteínas de unión a CpG’s metiladas (MeCP2) 

son capaces de influir de forma determinante en el silenciamiento de MGMT (Zhao 

et al., 2005). Lo cual sugiere que estos mecanismos epigenéticos pudieran estar 

involucrados en la represión transcripcional de SORBS3 y PDLIM2, en el modelo 

celular INER37, cuyos mecanismos no fueron evaluados en el presente proyecto. 

Aunque, también existe la posibilidad de que la expresión del mRNA de ambos 

genes en INER37 este siendo regulada por la acción de los miRNAs (Ding et al., 

2013), cuyo mecanismo resultaría de amplio interés evaluar. 

En conclusión, la represión transcripcional de PDLIM2 contempla la cooperación, 

entre ambos mecanismos tanto metilación del DNA, como remodelación de la 

cromatina en los modelos celulares A549, A427 e INER51. 

Por otro lado, en la actualidad permanecen vigentes dos modelos epigenéticos 

que permiten explicar la represión transcripcional (Curradi et al., 2002; Cedar & 

Bergman, 2009).  
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Respecto a lo anterior, el primer modelo describe como el DNA hipermetilado 

recluta proteínas de unión a citosinas metiladas, las cuales a su vez reclutan a 

HDAC’s, provocando estructuras de la cromatina altamente condensadas en favor 

de la inactivación transcripcional (Curradi et al., 2002). Por lo que, inhibidores de 

HDAC’s como el TSA, bajo algunas condiciones no permiten activación 

transcripcional (Figura 3A), ya que al parecer no resulta suficiente descompactar a 

la cromatina, sino acompañarlo con disminución de hipermetilación del DNA, 

mediante inhibidor de DNA metiltransferasas (5’-Aza). Por lo que, evitamos la 

metilación del DNA, así como eventos epigenéticos posteriores activando la 

transcripción genética (Figura 3A).  

El segundo modelo sugiere que el primer paso para la represión transcripcional 

constituye el reclutamiento de enzimas metiltransferasas de histonas, así como 

presencia de HDACs en sitios de genes en proceso de inactivación, provocando 

compactación de la cromatina capaz de inactivar genes localizados en dicha 

región, asimismo con el objetivo de mantener establemente la represión en dicho 

sitio, complejos proteicos reclutan DNA metil-transferasas al sitio requerido, 

provocando hipermetilación del DNA complementando la represión transcripcional 

(Cedar & Bergman, 2009; Ou JN, et al., 2007). Por esta razón, cuando tratamos a 

células con 5’-Aza, bajo ciertas condiones no resulta posible inducir activación 

transcripcional (Figuras 4A y 6A), debido al efecto sumatorio o sinérgico 

independiente involucrando tanto HDAC’s como DNMTs para lograr activación 

transcripcional (Figuras 4A y 6A). 

Adicional al fenómeno descrito en modelos celulares in vitro, hemos demostrado 

que la represión transcripcional de ambos genes supresores de tumor, sucede 

también en tumores sólidos pulmonares derivados de pacientes con cáncer 

pulmonar. A este respecto, Hough y colaboradores (2000) han reportado 

disminución del mRNA de SORBS3 en tumores de ovario; así como en 

hepatocarcinomas (HCC) (Roessler et al., 2012). Sin embargo, los resultados del 

presente estudio describen por primera vez el fenómeno de represión 

transcripcional de SORBS3 en tumores sólidos de pacientes con cáncer pulmonar. 
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De la  misma manera, se han reportado niveles bajos del mRNA de PDLIM2 en 

pacientes con leucemias del tipo ATL (Yan et al., 2009), así como en líneas 

celulares de cáncer de colon y mama (Qu et al., 2010a; Qu et al., 2010b). Sin 

embargo, los resultados del presente trabajo describen por primera vez la 

disminución de la expresión del mRNA de PDLIM2 en tumores sólidos derivados 

de pacientes con cáncer pulmonar, de manera preliminar al parecer de forma 

independiente de la exposición a factores de riesgo ambiental. 

Por último, se ha descrito que las causas del cáncer pulmonar se atribuyen al 

efecto estocástico causado por factores de riesgo ambiental, tales como humo de 

leña, tabaco o derivados de compuestos de arsénico, compuestos aromáticos,  

níquel, asbestos, polvos de sílice y otros agentes carcinógenos. No obstante, 

existen reportes de pacientes con cáncer pulmonar libres de exposición a factores 

de riesgo (Field & Withers, 2012). Con el propósito de describir y proponer a los 

genes SORBS3 y a PDLIM2 como candidatos a marcadores epigenéticos en 

cáncer pulmonar, fueron analizados dos grupos de pacientes con cáncer 

pulmonar, tales como: i) pacientes con exposición a humo de leña y ii) pacientes 

libres a factores de riesgo. De manera sorprendente la comparación del perfil de 

expresión del mRNA entre tumores derivados de pacientes con exposición a humo 

de leña y libres a factores de riesgo mostró escasas diferencias; identificando 

represión transcripcional de los genes supresores de tumor SORBS3 y PDLIM2 en 

ambos grupos de pacientes. Dicho hallazgo resulta de gran importancia en la 

oncología molecular, ya que sugiere que aún en presencia de un ambiente libre de 

humo de leña, se conduce al desarrollo de la represión transcripcional de los 

genes supresores de tumor SORBS3 y PDLIM2, como factores claves en el 

desarrollo de la tumorigenésis pulmonar.  

En resumen, con base en el análisis de expresión y ensayos de metilación del 

DNA, el estudio de modelos celulares de cáncer pulmonar y carcinomas sólidos 

pulmonares, permiten proponer a los genes supresores de tumor SORBS3 y 

PDLIM2 como probables nuevos marcadores epigenéticos del cáncer pulmonar. 
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10.  Conclusiones 

 

 El análisis epigenético reveló que ambos genes supresores de tumor 

SORBS3 y PDLIM2, se encuentran reprimidos a nivel de mRNA, en 

diferentes modelos celulares de cáncer pulmonar (A549, A427, INER51 e 

INER37) in vitro. 

 

 El análisis cualitativo de metilación de la secuencia promotora del gen 

SORBS3, identificó hipermetilación de los modelos celulares de cáncer 

pulmonar (A549 y A427). 

 

 Se demuestra que el mecanismo de mayor influencia asociado con 

represión transcripcional-epigenética del gen SORBS3, es el mecanismo de 

metilación del DNA en secuencias promotoras del modelo celular A549. 

 

 La hipermetilación del promotor de SORBS3 y la remodelación de la 

cromatina representan el mecanismo epigenético dominante sobre la 

represión transcripcional en los modelos celulares A427 e INER51. 

 

 PDLIM2 se encuentra hipermetilado en modelos celulares A549 y A427; 

mientras que INER37, probablemente posee metilación parcial.  

 

 Mecanismos sinérgicos de metilación del DNA y acetilación de histonas en 

la cromatina, influyen en la represión dinámica de PDLIM2, en 3 de 4 

modelos celulares de cáncer pulmonar (A549, A427 e INER51). 

 

 Ambos genes supresores de tumor SORBS3 y PDLIM2 se encuentran 

silenciados epigeneticamente en tumores sólidos derivados de pacientes 

con cáncer pulmonar tipo adenocarcinoma, independientemente de su 

exposición a factores de riesgo ambiental. 
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11. Perspectivas 

Los resultados de este trabajo aportan un nuevo entendimiento sobre el 

silenciamiento de genes supresores tumor en carcinomas pulmonares. Asimismo, 

sugieren definir experimentalmente la responsabilidad de SORBS3 y/o PDLIM2 en 

la formación de colonias tumorales y migración tumoral in vitro; así como 

determinar su particpación en procesos de transformación y progresión tumoral in 

vivo mediante ratones inmuno-comprometidos; O bien mediante el empleo de 

modelos de progresión tumoral de origen epitelial, como el cáncer pulmonar donde 

a la fecha, no existen evidencias sobre su participación en procesos de 

carcinogenésis. 

 

Por otra parte, resulta importante determinar cuantitativamente el estado de 

metilación de SORBS3 y PDLIM2, como marcadores epigenéticos en pacientes, 

mediante ensayos de secuenciación del promotor (Seq-Bis) o bien mediante la 

técnica de High Resolution Melting (HRM) (Q-PCR-Bis) en muestras de pacientes 

en distintas etapas clínicas de la enfermedad neoplásica pulmonar. No obstante, 

resulta difícil el análisis de muestras de tejido pulmonar en fresco, en fases 

tempranas, por lo que se sugiere realizar el estudio de modelos de progresión 

neoplásica pulmonar en ratones; así como evaluar el nivel de metilación a lo largo 

de la transformación neoplasica hasta su fase tardía; lo cual nos permitirá conocer 

en que momento del desarrollo tumoral ocurre el silenciamiento epigenético por 

metilación de SORBS3 y PDLIM2 en cáncer pulmonar. Adicional a ello, se 

propone la posibilidad de detectar la hipermetilación del DNA en circulación 

sanguínea, o fluídos biológicos como saliva, materia fecal y orina en pacientes, 

como lo describe Maxwell y colaboradores en 2009; en contraste del uso de 

métodos quirúrgicos invasivos en pacientes. 

 

Adicionalmente, resulta importante realizar estudios epigenéticos completos sobre 

la región citogenética de SORBS3 y PDLIM2, que permitan determinar el código 

histónico de control transcripcional, como H3K9me3 y H3K4me3, así como 

H3k27me3 y H3K27Ac al igual que proteínas de unión al DNA en regiones CpG’s 
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metiladas (MeCP2), probablemente involucrados en el silenciamiento 

transcripcional de la región Chr:8p21.3 en cáncer pulmonar. 
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