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RESUMEN 

Los factores de transcripción tipo Homeobox como Mesenquima Homeobox-2 
(MEOX2), han sido asociados con la capacidad de resistencia a fármacos 
oncológicos, la progresión y/o prognosis clínica en pacientes con cáncer 
pulmonar, sin embargo, los mecanismos implicados, permanecen por ser 
dilucidados. En el presente trabajo se planteo analizar el posicionamiento del 
factor transcripcional MEOX2 y RNA Pol II sobre el epigenoma de tumores 
pulmonares, esto con el fin de identificar regiones promotoras de nuevos 
blancos génicos de MEOX2, los cuales probablemente estén asociados a la 
resistencia a fármacos oncológicos y pobre pronóstico. Mediante ensayos de 
inmunoprecipitación de cromatina (ChIP), de marcas de histonas, así como 
RNA Pol II sobre carcinomas pulmonares de células no pequeñas (NSCLC), e 
hibridación en microarreglos de DNA de alta resolución, se identificó un perfil 
de secuencias promotoras mediante análisis bioinformático de manera 
significativa (FDR≤0.1, y FDR≤0.2) correspondientes a 13 y 78 genes. Se 
demostró que el factor transcripcional MEOX2 se posiciona en la región 
promotora de GLI-1 en la posición -2,192 a la -109 acompañada de RNA Pol II 
e histonas de activación H3K27Ac y H3K4me3. Mediante ensayos de 
silenciamiento genético por siRNAs se demostró que el eje MEOX2-GLI-1 se 
encuentra implicado en la resistencia al cisplatino de manera dosis-
dependiente, así como involucrado en la migración y proliferación celular 
tumoral. Finalmente, el análisis de supervivencia de pacientes bajo tratamiento 
fármaco-oncológico permitieron confirmar que la expresión de GLI-1 
dependiente de MEOX2, se encuentra asociada con la progresión clínica y 
pobre supervivencia global, esto realizado una cohorte de pacientes con 
diagnóstico NSCLC, EGFR-Wild Type, o EGFR-mutado bajo terapia dirigida por 
TKIs. En conclusión, nuestros resultados derivados del estudio del 
posicionamiento en el epigenoma de pacientes NSCLC, han permitido por 
primera vez identificar que la sobreexpresión del eje MEOX2-GLI-1 se 
encuentra biológica y clínicamente involucrada en la resistencia a fármacos 
derivados de platino y la capacidad de respuesta a terapia dirigida basada en 
inhibidores de tirosina cinasas (TKIs) del receptor EGFR en pacientes NSCLC. 
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ABSTRACT 

Homeobox transcription factors such as Mesenchyme Homeobox-2 (MEOX2), 
have been associated with the capacity of resistance to oncological drugs, 
progression and/or clinical prognosis in lung cancer patients, however, the 
mechanisms involved, remain to be elucidated. In the present work, we propose 
to analyze the positioning of the transcription factor MEOX2 and RNA Pol II on 
the whole epigenome of lung cancer tumors, in order to identify promoter 
regions of new MEOX2 gene targets, which are probably associated with 
resistance to oncological drugs and poor prognosis. Chromatin 
immunoprecipitation (ChIP), histone marker assays, as well as RNA Pol II on 
non-small cell lung carcinomas (NSCLC), and hybridization in high resolution 
DNA microarrays, a profile of promoter sequences was identified by assay 
bioinformatics (FDR≤0.1, and FDR≤0.2) corresponding to 13 and 78 genes. It 
was shown that the transcriptional factor MEOX2 is positioned in the GLI-1 
promoter region at position -2,192 at -109 accompanied by RNA Pol II and 
activation histones H3K27Ac and H3K4me3. Genetic silencing by siRNAs 
demonstrated that the MEOX2-GLI-1 axis is involved in dose-dependent 
resistance to cisplatin as well as involved in tumor cell migration and 
proliferation. Finally, the survival analysis of patients undergoing drug-oncology 
treatment confirmed that GLI-1-dependent expression of MEOX2 is associated 
with clinical progression and poor overall survival, a cohort of patients 
diagnosed with NSCLC, EGFR- Wild Type, or EGFR-mutated under TKIs-driven 
therapy. In conclusion, our results derived from the study of the positioning in 
the epigenome of NSCLC patients have allowed for the first time to identify that 
the overexpression of the MEOX2-GLI-1 axis is biologically and clinically 
involved in resistance to platinum-derived drugs and the capacity of response to 
targeted therapy based on EGFR receptor tyrosine kinase inhibitors (TKIs) in 
NSCLC patients. 



2 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Cáncer 
El cáncer se ha definido como el conjunto de factores genéticos, epigenéticos y 
estructurales que conducen hacia la transformación fenotípica y funcional 
celular en tejidos, epitelios y órganos [1]. Lo anterior explicado en parte al 
conjunto de desequilibrios y micro-aberraciones cromosómicas de alta 
complejidad que conducen a disminuir la homeóstasis celular, ampliamente 
descrita y clasificada por los trabajos realizados por Hanahan y Weinberg [1,2], 
conocidos como las marcas moleculares del cáncer, entre los que destacan: 
 
-Mantenimiento de señalización favorable a la proliferación: Las células 
histológicamente normales requieren de señales de crecimiento, llamados 
mitogenos, los cuales actúan como mediadores entre estados activos de 
proliferación o estados de inactivación, estas señales son transmitidas vía 
transmembranal de célula a célula para completar la señalización. Estos 
factores intra o extracelulares intervienen sobre las células histológicamente 
normales promoviendo estados activos de proliferación, así mismo los 
oncogenes actúan promoviendo señales de crecimiento y proliferación celular 
sostenida y descontrolada [3]. Se ha documentado que RACK1 regula el 
crecimiento y la progresión del ciclo celular en cáncer pulmonar de células no 
pequeñas mediante la fosforilación de la proteína MCM7, RACK1 funciona 
como proteína de andamiaje entre AKT y MCM7, la sobreexpresión de esta 
proteína incrementa la fosforilación de MCM7 promoviendo la replicación del 
DNA y la proliferación celular en líneas celulares y cultivos primarios obtenidos 
de pacientes con cáncer pulmonar [4]. 
 
-Resistencia a los estímulos anti-crecimiento: En tejidos normales existen 
señales anti-proliferativas que operan para mantener la homeostasis celular 
mediante la quiescencia, estas señales se encuentran reguladas por 
inhibidores localizados en la matriz extracelular y la membrana celular, al igual 
que las señales de proliferación los inhibidores actúan mediante receptores 
transmembranales acoplados a vías de señalización intracelular, estos 
inhibidores tienen dos objetivos, forzar las células a salir del ciclo proliferativo 
hacia un estado quiescente o inducir estados post-mitóticos y muerte celular, 
en este sentido las células neoplásicas poseen insensibilidad a dichas señales 
de anti-crecimiento [5]. Los miRNAs son indispensables para la iniciación y 
progresión del cáncer, se han postulados como marcas del cáncer, sin 
embargo el estudio de un solo miRNA no es suficiente, se asume que la 
cooperación de distintos miRNAs regula vías oncogénicas y contribuyen a las 
marcas del cáncer, dos miRNAs mir-590 y mir-629 conocidos como onco-
miRNAs tienen como blanco a PTEN supresor de tumor que regula el ciclo 
celular, esto repercute en la insensibilidad a señales de anticrecimiento [6]. 
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-Evasión a señales de muerte celular programada: La capacidad de 
proliferación de una población celular neoplásica, no solo está determinada por 
la tasa de proliferación, si no también por la tasa de muerte celular, la muerte 
celular programada o apoptosis es la principal causa de disminución celular en 
un tejido especifico, la evasión a la muerte celular resulta un mecanismo por el 
cual las células neoplásicas adquieren capacidad proliferativa descontrolada, 
aunado a la resistencia adquirida a fármacos, resultan la principal causa de la 
capacidad de evasión a la apoptosis en la mayoría de las neoplasias de origen 
epitelial [7]. La maquinaria apoptótica está compuesta por reguladores y 
componentes, estos reguladores se dividen en dos circuitos, uno que recibe y 
procesa señales de muerte extracelular (ligando de FAS /receptor de FAS) y 
otro que modula e integra las señales de origen intracelular, los dos culminan 
en la activación de caspasa 8 y 9 respectivamente, iniciando la cascada de 
proteólisis y llevando a muerte celular [8] 
 
-La capacidad de inmortalización en base a mecanismos de replicación 
del DNA descontrolados: se han descrito tres mecanismos, mantenimiento de 
la proliferación, insensibilidad a las señales de crecimiento y resistencia a la 
apoptosis, estos mecanismos conducen a un desbalance en la capacidad 
proliferativa en cierto entorno celular, estos mecanismos deberían ser 
necesarios para mantener la homeostasis de un tejido normal, sin embargo las 
células de los mamíferos contienen un programa intrínseco de autonomía 
celular, que limita su multiplicación, las células neoplásicas adquieren de 
manera organizada mecanismos basados en la replicación del DNA, para 
mantener un estado replicativo descontrolado y mantener un grupo celular en 
estado proliferativo [9]. El alargamiento de telómeros es uno de los 
mecanismos de inmortalización celular, en la mayoría de las neoplasias 
humanas la telomerasa una ribonucleoproteína sintetiza nuevo DNA telomérico 
mediante la transcripción reversa de RNA, sin embargo se ha observado que 
ciertos tipos de neoplasias no llevan acabo este mecanismo, como en los 
neuroblastomas donde inicialmente los teloméros son muy largos y proliferan 
mas de 200 duplicaciones [10]. 
 
-Inducción de microambiente extracelular favorable al crecimiento 
neoplásico y angiogénesis: El oxígeno y los nutrientes suministrados por la 
vascularización son esenciales para la función celular y mecanismos de 
sobrevida, por lo que, las células de un tejido están obligadas a residir a corta 
distancia (100 mm) de un vaso capilar, esto asegura el mantenimiento 
homeostático celular, las células neoplásicas promueven la angiogénesis 
formación de nuevos vasos sanguíneos para el mantenimiento de un estado 
proliferativo aberrante [11], las vesículas extracelulares son bicapas lipídicas 
que sirven de comunicación en el microambiente tumoral, transportando ácidos 
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nucleicos y proteínas a células distantes, promoviendo procesos de 
proliferación, migración y angiogénesis, se han vuelto potenciales blancos 
terapéuticos, para disminuir el transporte en el microambiente tumoral [12] 
 
-Invasión y metástasis a diferentes sitios tisulares a la región de origen: 
Tarde o temprano la mayoría de las neoplasias malignas, conllevan a generar 
células pioneras con capacidad de movilidad hacia fuera del tumor, invadiendo 
tejidos adyacentes, viajar mediante el torrente sanguíneo a ubicaciones 
distales del origen primario y formar nuevas colonias. Estas células capaces de 
formar tumores distales al origen primario, son la causa del 90% de las muertes 
por cáncer en humanos [13]. Este fenómeno ha sido abordado ampliamente y 
todos los trabajos se han enfocado en disminuir la transición epitelio 
mesénquima, al inhibir distintos genes y RNA no codificante, ejemplo de esto el 
miR-182 se ha determinado con baja expresión en pacientes con cáncer 
pulmonar metastásico, y su sobreexpresión inhibe la migración y la invasión en 
modelos in vitro promoviendo la expresión de E-caderina y reduciendo los 
niveles de SNAiL, miR-182 regula negativamente la vía de MET disminuyendo 
la fosforilación de AKT [14]. 
Las seis marcas moleculares del cáncer antes descritas, han sido una 
aproximación a los mecanismos que explicaban en parte la génesis, 
mantenimiento y progresión de las enfermedades oncológicas, sin embargo, 
once años después se propusieron marcas emergentes, los cuales se 
describen a continuación: 
 
-Inestabilidad cromosómica y aumento en procesos de mutación 
genética: La adquisición de múltiples mecanismos mencionados anteriormente 
son producto de alteraciones en los genomas de células neoplásicas, esto se 
debe a que ciertos genotipos mutantes les confieren una ventaja selectiva a 
sub-clonas celulares, permitiendo un estado proliferativo y eventualmente la 
localización tisular local. Por lo tanto, la progresión tumoral es el resultado de la 
adquisición genotípica mutante, en las distintas clonas generadas, que les 
confieren mayor capacidad proliferativa, inactivación de genes supresores de 
tumor, así como alteración de los mecanismos epigenéticos como la metilación 
del DNA y modificación de histonas, los cuales modulan procesos celulares, 
[15]. 
 
-Generación de procesos pro-inflamatorios en tumores: Recientemente los 
patólogos han reconocido que algunos tumores sólidos están constituidos por 
células del sistema inmunológico, y por lo tanto reflejan condiciones 
inflamatorias que surgen en tejidos no neoplásicos. Con el avance en la mejora 
para la detección de marcadores celulares, se ha podido identificar con mayor 
seguridad la presencia de linfocitos y macrófagos en las lesiones neoplásicas, 
en tumores primarios existe infiltración de células de memoria tipo t 
específicamente Th1, se sugiere la presencia de células dendríticas maduras 
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en los nodos linfáticos adyacentes al tumor en centros germinales, se sugiere 
que estos centros sirvan como pronostico para predecir la supervivencia y toma 
de decisiones en la terapia [16].  
 
-Reprogramación del metabolismo energético: Una alta tasa de proliferación 
celular en las neoplasias no solo implica aumento en el tamaño de la masa 
tumoral, sino que también representa un desbalance en el metabolismo 
energético con el fin de impulsar el crecimiento y la división celular. Bajo 
condiciones aerobias, las células normales procesan la glucosa, primero al 
piruvato a través de la glicolisis en el citosol y después al dióxido de carbono 
en las mitocondrias, en condiciones anaerobias, se favorece la glucólisis y se 
envía relativamente poco piruvato a las mitocondrias que consumen oxígeno. 
Sin embargo, en células neoplásicas se ha observado una característica 
anómala del metabolismo energético de las células cancerosas, incluso en 
presencia de oxígeno las células neoplásicas pueden reprogramar el 
metabolismo de la glucosa, y la producción de energía, limitando su 
metabolismo energético en gran medida a la glicolisis [17]. 
 
-Evasión de la respuesta inmune antitumoral: Otro aspecto de amplio 
estudio ha sido el análisis de la formación de los tumores en el contexto de la 
respuesta inmunológica del huésped y sus mecanismos de evasión al sistema 
inmune, esto como mecanismo de resistencia a la erradicación de las células 
neoplásicas, tumores sólidos y/o micro metástasis, al respecto existe la teoría 
de la inmuno-vigilancia, en donde las células del sistema inmune se encuentran 
en constante monitoreo y son responsables de reconocer, eliminar y controlar 
posibles amenazas neoplásicas, sin embargo, las neoplasias han desarrollado 
mecanismos que les permiten evadir la detección de células del sistema 
inmune evitando así su erradicación del huésped [18]. 
 
El estudio del cáncer ha sido amplio y bajo un esquema de estudio dirigido, la 
asociación de un genoma susceptible o inestable en presencia de mutaciones 
de aparición estocástica en genes clave del control celular y otras funciones 
metabólicas y/o fisiológicas, han permitido explicar parcialmente la génesis, 
inducción, promoción y progresión de procesos neoplásicos [19,20]. De los 
mecanismos previamente mencionados, actualmente se estudia el papel de la 
respuesta inmune anti-tumoral deficiente-aberrante en el propio huésped la 
cual favorece la oncogénesis, así mismo se ha postulado que el factor 
ambiental está involucrado en estos procesos y se ha planteado la 
participación de factores evolutivos tales como la adaptación de una especie 
ante un ambiente que cambia de manera repentina, la evolución frente a 
ciertos patógenos, la limitada selección natural, y la adaptación hacia tasas 
reproductivas mayores a expensas de la salud, etc., [21–23]. Al respecto, se 
propone que los mecanismos epigenéticos y su regulación permiten que la 
oncogénesis tenga distintas vertientes y etapas, que son aprovechados en 
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fenómenos de adaptación frente a un ambiente nuevo que está en constante 
cambio, aunado a esto la combinación de factores inmunológicos locales y 
sistémicos conlleven al desarrollo de neoplasias en parte explicado por 
mecanismos como el desbalance de genes supresores de tumor y oncogenes, 
así como las mutaciones, la inestabilidad cromosómica y epigenómica [24–27] 
Ya que las neoplasias malignas son una de las mayores causas de mortalidad 
a nivel mundial y que la tasa de mortalidad aumentará en las próximas 2 
décadas, el estudio y la caracterización de los mecanismos que están 
involucrados es de suma importancia, no solo para la investigación clínica, si 
no en beneficio de las personas que tienen este padecimiento [28,29].  
 

1.2 Cáncer pulmonar 
Se considera cáncer pulmonar a las neoplasias malignas de origen epitelial que 
tienen su origen primario en la región bronquio-pulmonar, dividiéndose en 2 
grandes subgrupos o fenotipos; Carcinomas Pulmonares de Células Pequeñas 
(SCLC, por su siglas en ingles) que tienen la menor incidencia (10-15%) y los 
Carcinomas Pulmonares de Células No Pequeñas (NSCLC) los cual tiene la 
mayor incidencia (85-90%) entre todos los casos de cáncer pulmonar a nivel 
mundial, estos a su vez se dividen en 2 subfenotipos Adenocarcinomas (AC) 
siendo el de mayor incidencia, y Carcinoma de Células Escamosas (LSCC) 
[30,31]. El cáncer pulmonar es un problema de salud a nivel mundial, y de 
acuerdo con los datos obtenidos del GLOBOCAN y la OMS son las neoplasias 
malignas con mayor mortalidad en hombres y la segunda causa en mujeres, 
mientras que en ambos sexos representa la primera causa de muerte por 
neoplasias malignas, donde la esperanza de vida a 5 años es menor al 10% 
después de ser detectada, siendo las más agresivas y difícil de diagnosticar 
pese a los avances tecnológicos en la detección de imágenes de rayos X y 
resonancia magnética nuclear [29]. 
Los distintos fenotipos de las neoplasias pulmonares, son resultado de los 
múltiples desbalances genético-epigenéticos, así como, los factores 
ambientales que desembocan a la des-diferenciación de células y expansión 
clonal en los tejidos pulmonares, estos procesos secuenciales van desde un 
estado pre-maligno hacia el establecimiento de una neoplasia maligna tejido-
especifica [32]. Existen distintos agentes ambientales que promueven la 
generación y mantenimiento de neoplasias pulmonares, entre ellos, el humo de 
leña, humo de tabaco, hidrocarburos aromáticos, asbestos; que promueven la 
inflamación de epitelios, entre ellos el pulmonar así como el estrés oxidativo y 
daño al DNA genómico [33–35]. 
Las alteraciones genéticas contribuyen al proceso oncológico, mostrando un 
establecimiento de mutaciones germinales y somáticas en genes implicados, 
en distintos procesos, como son la diferenciación celular, proliferación, 
angiogénesis, apoptosis, etc., [36,37], además de los factores anteriores, los 
mecanismos epigenéticos permiten el silenciamiento o activación de grupos de 
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genes o regiones citogenéticas, en los que se encuentran genes que regulan 
los procesos antes mencionados [38,39]. Todos estos mecanismos resultan 
inducibles, pues poseen la capacidad de ser reversibles, en la actualidad es de 
gran relevancia el estudio de estos mecanismos para el diagnóstico y/o 
tratamiento oportuno [40,41]. Lamentablemente, la exposición a múltiples 
factores de riesgo está asociado con alta mortalidad en pacientes con 
neoplasias pulmonares, donde el diagnóstico es tardío, así como el alto índice 
de falla en los esquemas de tratamiento terapéutico como una causa principal 
de alta mortalidad [42–44]. 
 

1.3 Esquemas terapéuticos en pacientes con cáncer pulmonar 
La estratificación del cáncer pulmonar está de acuerdo al sistema Tumor, 
Nodo, Metástasis (TNM) en su octava edición, la Asociación Internacional para 
el Estudio del Cáncer Pulmonar (IASLC por sus siglas en ingles) analizó un 
total de 70,967 pacientes con NSCLC subdividiendo la categoría de T en 
función al tamaño del tumor [45],  Los esquemas terapéuticos utilizados en las 
neoplasias pulmonares de tipo NSCLC entre ellos los adenocarcinomas, son 
mediante la TNM asignando un estadio clínico en base al tamaño del tumor así 
como la metástasis [46]. 
 

Cuadro 1 Octava Comisión Americana sobre el cáncer TNM sistema de clasificación 

 N0 N1 N2 N3 M1a/N M1b/N M1c/N 
T1a IA1 IIB IIIA  IIIB (2) IVA IVA IVB 
T1b IA2 IIB IIIA (2) IIIB (1) IVA IVA IVB 
T1c IA3 IIB IIIA (4) IIIB (4) IVA IVA IVB 
T2a IB (1) IIB (1) IIIA IIIB (6) IVA IVA IVB 
T2b IIA IIB (1) IIIA (4) IIIB (4) IVA IVA IVB 
T3 IIB (1) IIIA (2) IIIB (8) IIIC (3) IVA IVA IVB 
T4 IIIA (4) IIIA (4) IIIB (7) IIIC (5) IVA IVA IVB 

 
La resección quirúrgica y la quimioterapia adyuvante, es decir posterior a la 
cirugía es utilizada cuando se detecta de manera temprana y no hay 
diseminación del tumor esto generalmente en los estadios I, IIA, IIB, IIIA, en 
algunos casos se utiliza la terapia neo-adyuvante, quimioterapia previa a la 
cirugía; sin embargo, la falta de marcadores de diagnóstico y los síntomas 
asociados con otras enfermedades pulmonares, hacen difícil la detección 
temprana y más del 70% de los casos son detectados en etapas tardías 
impidiendo la resección quirúrgica y tratamientos curativos [47]. 
Cuando los pacientes son candidatos a quimioterapia existen esquemas 
asignados de primera y de segunda línea, los fármacos de primera línea más 
utilizados en la clínica para el tratamiento de cáncer pulmonar son los 
derivados del platino (cisplatino, carboplatino, etc.), durante décadas, el 
cisplatino se ha utilizado como el fármaco de primera línea para el tratamiento 
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de cáncer de pulmón avanzado y metastásico [48]. Sin embargo, el pronóstico 
para los pacientes con cáncer de pulmón avanzado sigue siendo pobre, con 
una mediana de supervivencia de 8-11 meses, una tasa de supervivencia a un 
año de 30-45%, y una supervivencia a 5 años <5% [49]. Un ciclo de cisplatino 
por lo general dura entre 3 y 4 semanas, el tratamiento usual es de 4 a 6 ciclos 
después de este período se evalúa la respuesta al fármaco, si la masa tumoral 
no reduce su tamaño a pesar de haber terminado los ciclos se habla de una 
posible resistencia al fármaco [50]. La resistencia adquirida después de la 
exposición prolongada al cisplatino se considera como una de las principales 
razones para el fracaso de la quimioterapia, por lo que la combinación de 
distintos fármacos en la clínica oncológica pretende disminuir esta resistencia, 
los fármacos utilizados son:  
 
-Paclitaxel: Utilizado para el tratamiento de cáncer pulmonar, es uno de los 
fármacos que tienen como blanco el citoesqueleto, en especifico la tubulina, 
pues se une a la subunidad beta estabilizando el microtúbulo polarizado, no 
permitiendo su despolimerización, bloqueando la mitosis e induciendo 
apoptosis o bien llevando el ciclo celular a fase G0, en aquellos pacientes con 
enfermedad pulmonar intersticial el uso de paclitaxel mas carboplatino aumenta 
la seguridad y efectividad en pacientes con NSCLC, disminuyendo así los 
efectos secundarios [51]. 
 
-Doxorrubicina: Utilizado para el tratamiento de distintas neoplasias sólidas 
como las pulmonares, antibiótico de la familia de las antraciclinas, posee una 
estructura muy similar a la daunomicina, es un intercalante del DNA, el cual 
inhibe la biosíntesis de ácidos nucleicos, estabiliza la topoisomerasa II evitando 
que se libere la doble hélice y así deteniendo el proceso de replicación, 
induciendo la muerte celular, la principal desventaja del uso de la doxorrubicina 
es la toxicidad acumulativa que conduce a una insuficiencia cardiaca, en el 
tratamiento del NSCLC provee una respuesta entre el 30% y 50%, en 
combinación con Acacetin un flavonoide incrementa la citotocicidad en cáncer 
pulmonar [52]. 
 
-Etopósido: Fármaco utilizado en el tratamiento de neoplasias derivado de la 
planta podofilo (Podophyllum notatum) es una podofilina la cual inhibe la acción 
de la topoisomerasa II, evitando la condensación correcta de los cromosomas, 
arrestando el ciclo celular en fase G0, si bien la combinación de etopósido con 
cisplatino aumenta la respuesta en un 52% en SCLC, en un meta análisis 
realizado con 9 estudios y un total de 2317 pacientes se evaluaron los efectos 
adversos de las combinaciones etopósido (E) con cisplatino (P), carboplatino 
(C) e irinotecán (I), resultando que la combinación EC muestra la mayor 
toxicidad hematológica, mientras que la combinación IP tiene una menor 
incidencia en la toxicidad [53]. 
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La combinación de distintos fármacos prevé disminuir los efectos adversos y 
tóxicos que tiene el cisplatino sobre tejidos adyacentes clínicamente sanos, 
reducir la resistencia oncológica y/o potenciar el efecto citotóxico en células 
neoplásicas [46,54]. Ejemplo de estas combinaciones son: 
Esquemas de tratamientos con Carboplatino-Paclitaxel combinado con 
Bevacizumab ha tenido una tasa de respuesta del 76%, aumentando la 
supervivencia libre de progresión y la supervivencia global de 8.4 meses y 22.2 
meses respectivamente [55]. 
La combinación de Cisplatino-etopósido se encuentra en un estudio de fase I 
de SCLC, los 20 pacientes ingresados al estudio presentaron efectos 
secundarios la tasa de respuesta mejoró en un 52% [56]. 
Para mejorar la calidad de vida de los pacientes con neoplasias pulmonares y 
disminuir la resistencia oncológica desarrollada por la exposición de estos 
fármacos se han intentado con pobres resultados, nuevos esquemas 
terapéuticos basados en la modificación de las dosis y combinaciones de 
fármacos oncológicos, sin embargo no se ha tenido resultados satisfactorios 
[57]. Existen otros esquemas de tratamiento o terapia dirigida, la cual se basa 
en bloquear distintas vías de señalización, una de las terapias mayormente 
utilizadas en la clínica oncológica, son los inhibidores de los dominios de 
Tirosina Cinasa (TKIs) del Receptor del Factor de Crecimiento Epitelial (EGFR), 
como Gefitinib y Erlotinib de primera generación y Afatinib de segunda 
generación [58], sin embargo, se ha demostrado que la exposición prolongada 
a estos TKI’s alrededor de 10-14 meses induce la mutación de novo en el exon 
20 Thr790Met (T790M) la cual es responsable del 60% de los casos de 
resistencia, fármacos de tercera generación como el Osimertinib se han 
utilizado en la clínica en aquellos pacientes que tienen la mutación T790M [59] 
derivada de la exposición a fármacos de primera y segunda generación de 
TKI´s, sin embargo la mutación Cys797Ser (C797S) en el exon 20 es la 
mutacion mas conocida que induce resistencia a Osimertinib [60]. 
 

1.3 Mecanismos de resistencia al tratamiento fármaco-oncológico 
La quimiorresistencia es la capacidad celular de sobrevivir a retos 
farmacológicos, en el que están involucrados múltiples procesos moleculares, 
farmacocinéticos y farmacodinámicos propios de las células neoplásicas [61], 
este fenómeno ha sido analizado y descrito desde las primeras aproximaciones 
con fármacos antineoplásicos para el tratamiento del cáncer [62]. 
Los mecanismos de resistencia a fármacos se enfocan a la prevención de la 
muerte y proliferación de células tumorales, así como el crecimiento de tumores 
pulmonares, lo anterior explicado mediante el aumento de las tasas de eflujo 
de fármacos, reparación de daño en el DNA, alteraciones en el microambiente 
tumoral y en metabolismo de fármacos, así como la inhibición de la muerte 
celular [63–65].  
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-Eflujo de fármacos: Constituye el principal mecanismo de resistencia, este 
actúa inhibiendo la acción de los fármacos sobre su blanco, el eflujo puede ser 
modulado por distintas proteínas transportadoras de membrana, las cuales 
regulan el paso de los fármacos al exterior celular, dentro de estas destacan 
las bomba de eflujo P-glicoproteína (P-gp), bombas de ATP entre otras [66]. 
 
-Reparación del daño al DNA: El daño al DNA por quimioterapia puede ser 
por un mecanismo directo por fármacos a base de platino o como mecanismo 
indirecto por inhibidores de la topoisomerasa, en ambos casos conduciendo a 
la muerte celular o la senescencia. La reparación del daño en el DNA y la 
prevención de la muerte celular inducen el arresto del ciclo celular, lo que 
permite reparar el daño. En cáncer, el arresto del ciclo celular para la 
reparación del daño al DNA se ve interrumpida por mutaciones o pérdida de 
función en genes supresores de tumores como p53. Al menos una vía de 
reparación del daño al DNA es a menudo desregulada en cáncer [67].  
 
-Microambiente tumoral y el metabolismo de los fármacos: El 
mantenimiento del microambiente está involucrado en los procesos de estrés 
oxidativo, la resistencia modula mecanismos metabólicos, energéticos y 
estromales [68,69]. 
 
-Las mutaciones e inestabilidad cromosómica: Las mutaciones pueden 
cambiar el efecto del fármaco terapéutico teniendo una distinta respuesta en 
proteinas rio arriba o abajo del blanco especifico, incluso en la misma vía o en 
vías paralelas de señalización, lo cual resulta en la activación de la 
proliferación o la inhibición de la muerte celular [70,71], dentro de estas se han 
abordado las mutaciones en oncogenes de vías de señalización como los son 
K-RAS, ERK, mTOR, etc. [72], 
La resistencia a fármacos de primera línea, como lo es el cisplatino o derivados 
del platino se observa en la mayoría de los pacientes con cáncer pulmonar, a 
pesar de todos los esfuerzos sumados por comprender cuales son los 
mecanismos involucrados en la resistencia adquirida al cisplatino, hasta la 
fecha no estan totalmente comprendidos. Los mecanismos sugeridos son la 
disminución de la absorción del fármaco, el eflujo del fármaco, aumento en la 
reparación del daño al DNA, inactivación de vías apoptóticas [73,74]. El avance 
en la identificación de genes mediante la secuenciación ha permitido en este 
año revelar el transcriptoma de la línea celular A549 resistente a Cisplatino 
respecto a la parental, identificando 1,214 genes expresados diferencialmente, 
656 a la alza y 558 a la baja, tras el análisis de datos se encontró en los genes 
pertenecientes a la vía PI3K / AKT, regulación del citoesqueleto, activación de 
cinasas y adhesiónes focales en A549, con lo cual se pretende disminuir la 
resistencia a este tipo de fármacos [75]. 
La terapia personalizada no es la excepción, esta se basa en personalizar un 
tratamiento en tumores con un fenotipo especifico, y mutaciones genéticas que 
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impulsan la supervivencia y la progresión tumoral, la mayoría de los pacientes 
que son candidatos a este tipo de terapia presentan un tipo de resistencia 
dentro del primer año, los inhibidores de la tirosina ciinasa, terapia endocrina / 
hormonal, entre otros son los que presentan mayor resistencia en cáncer de 
pulmón de células no pequeñas, próstata, mama y melanoma [76].  
Se han identificado mutaciones en EGFR en pacientes con cáncer pulmonar de 
células no pequeñas, los cuales tienen una respuesta a inhibidores de EGFR, a 
pesar de la respuesta a estos inhibidores, más del 90% de los pacientes tiene 
una recaída, se desconoce cual es el mecanismo de resistencia a este tipo de 
fármacos, los pacientes con EGFR mutante tienen buena respuesta a gefitinib 
o erlotinib, sin embargo hay ocasiones que incluso después de la remisión 
completa estos pacientes presenten recaída, tras el análisis de la secuencia de 
DNA del gen EGFR en la nueva masa tumoral, presenta una segunda mutación 
un cambio de aminoácidos de treonina a metionina en la posición 790 (T790M) 
de la proteína EGFR, los avances en el modelamiento estructural y bioquímico 
mostraron que esta segunda mutación conlleva a la resistencia [70,77]. 
 

2. ANTECEDENTES  

2.1 Genómica del cáncer pulmonar 
La suma de mutaciones azarosas a lo largo del desarrollo neoplásico, logra 
trazar una línea génica conservada de activación sobre oncogenes y 
desactivación en genes supresores de tumor en el tejido neoplásico pulmonar. 
Algunos de ellos, comprenden la amplificación y aumento en el número de 
copias (CNV) de los oncogenes MYC en tumores SCLC, mutaciones puntuales 
en regiones que codifican para el oncogén RAS en NSCLC en particular del 
tipo adenocarcinoma ha sido el interés en las últimas décadas para el estudio a 
nivel genómico las neoplasias pulmonares [78]. 
El avance en técnicas genómicas permiten ampliar el estudio de este tipo de 
neoplasias, una de ellas la hibridación genómica comparativa (CGH), ha sido 
utilizada para la identificación de alteraciones genéticas tempranas en la 
progresión neoplásica pulmonar en tumores tipo adenocarcinoma, tales como 
aumento en el CNV de genes localizados en el locus 7q21.3-q22, donde se 
encuentran localizados SERPINE1 involucrado en la migración celular, GNB2 
que promueve la progresión y metástasis de neoplasias de NSCLC; STI3 
involucrado en la progresión neoplásica entre otros. En todos ellos, se ha 
propuesto un aumento de CNV en pacientes con cáncer pulmonar los cuales 
tienen mal pronóstico y pobre supervivencia [79].  
Mediante la utilización de plataformas de alta resolución y análisis masivo del 
genoma como la secuenciación masiva del DNA y microarreglos basados en 
DNA, se ha logrado identificar mediante el estudio de 200 muestras de distintas 
neoplasias, entre ellas carcinomas pulmonares de células no-pequeñas, 
aberraciones estructurales en el cromosoma 3, entre ellas inserciones y alto 
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nivel de metilación en diversos genes entre otros: MINT24, BHLHB2, RPL15, 
RARbeta1, ITGA9, RBSP3, BVS, ZIC4, sugiriendo su participación en el 
comportamiento biológico del tumor. La metilación de estos loci genéticos fue 
confirmada mediante PCR especifica de metilación y secuenciación por 
bisulfito de sodio [80], sugiriendo su probable papel como nuevos marcadores 
regulados epigenéticamente asociados al diagnóstico y/o tratamiento de 
carcinomas pulmonares. 
 

2.2 Epigenómica y epigenética del cáncer pulmonar 
La epigenética (del griego epi, en o sobre- genética) es la suma de reacciones 
químicas y modificaciones pos-traduccionales que modifican la actividad del 
DNA sin alterar la secuencia primaria. Las marcas epigenéticas pueden ser 
heredables, una de las características principales es la regulación reversible e 
inducible, es decir las marcas pueden modificarse dependiendo de las 
necesidades celulares. [81] 
Las modificaciones epigenéticas más estudiadas en cáncer pulmonar son:  
-La metilación del DNA: la adición de un grupo metilo en el carbono 5 de la 
citosina, esta reacción es catalizada por tres principales DNA metiltransferasas 
(DNMTs) responsable de la metilación de novo durante el desarrollo (DNMT3A 
y DNMT3B), o el mantenimiento de la metilación después de la replicación del 
DNA (DNMT1 asistida por DNMT3A y DNMT3B) [82], a la fecha se ha 
desarrollado un panel para la detección y pronóstico de NSCLC que consta del 
perfil de metilación de DNA de 6 genes (CDO1, HOXA9, AJAP1, PTGDR, 
UNCX, y MARCH11), este set de genes fue detectado en el 92.2% (83/90) de 
neoplasias pulmonares en un estadio IA, en muestras de suero se obtuvo una 
detección del  72.1% (31/41), este resultado fue similar en muestras de efusión 
pleural, siendo así que la metilación de regiones promotoras pueden ser 
utilizadas como bio-marcadores de detección temprana [83]. 
 
-Cambio en el código de histonas: La regulación mediada por el intercambio 
de marcas de histonas ha sido ampliamente estudiada, las distintas 
modificaciones entre las que destacan la metilación y la acetilación en los 
residuos de lisinas promueven la apertura y cierre de la cromatina, existen 
distintas enzimas encargadas de modular el perfil epigenético, las acetil-
transferasa de histonas (HAT), las desmetilasas de histonas (HDAC), las metil-
transferasa de histonas (HMT), son algunas de las enzimas encargadas de la 
regulación epigenética mediada por código de histonas [84], se sabe que 
distintos agentes externos como el humo de cigarro afecta los perfiles de 
expresión de estas enzimas, un estudio realizado en pacientes fumadoras, no 
fumadoras y enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC), identificó un 
incremento en las HAT, HMT y proteínas con dominio SET, y una 
desregulación en HDAC2, HDAC4, HAT1, PRMT1, y AURKB, así como una 
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inducción de H3K56ac y H4K12ac inducidas por humo de cigarro, afectando 
múltiples vías de señalización en respuesta al humo de cigarro [85]. 
 

2.2.1 Metilación del DNA Genómico 
La metilación del DNA es la modificación epigenética más estudiada y se 
restringe a la región del DNA llamado dinucleótidos CpG, es decir, la citosina 
seguida por un residuo de guanina. Se ha demostrado que la hipermetilación 
del DNA es responsable del silenciamiento génico, promoviendo la iniciación y 
el desarrollo de la carcinogénesis [86]. 
Recientemente se ha determinado que la metilación del DNA del gen MLH1 
correlaciona con la respuesta clínica al tratamiento con cisplatino después de la 
resección quirúrgica en NSCLC, por lo que la metilación de MLH1 puede 
convertirse en un potencial biomarcador de terapia individualizada para 
pacientes con NSCLC [87]. 
La hipometilación global de las secuencias de DNA y la hipermetilación focal en 
CpGs se pueden determinar en las primeras etapas de la tumorigénesis, la 
metilación constituye un enfoque atractivo para la detección temprana de 
cáncer. Distintos estudios han reportado el potencial de evaluar la metilación 
en DNA circulante para el diagnóstico de cáncer de pulmón. En uno de ellos se 
encontró que en diversas regiones promotoras de genes tienen un perfil de 
metilación diferencial entre pacientes con cáncer de pulmón y controles, en los 
que destaca SHOX2, DCLK1, SEPT9 y receptor de ácido retinoico B2 (RARB2) 
[88–91].  
La metilación del DNA puede ser indicativo de la agresividad tumoral y del 
riesgo de recurrencia después de la resección quirúrgica y/o quimioterapia. La 
importancia pronostica de la metilación del DNA circulante a nivel promotor se 
ha descrito en varios estudios, aunque la mayoría de ellos evalúan los 
cánceres en estadio tardío. La detección en la metilación de los genes BRMS1 
y SOX17 en pacientes con NSCLC inoperable, tiene un impacto negativo sobre 
la supervivencia. Por el contrario, la metilación de SFN correlaciona con un 
menor riesgo de muerte, además de su valor de diagnóstico, la metilación de 
DCLK1 también se asoció con una menor supervivencia [92,93]. 
La predicción y el seguimiento de la respuesta al tratamiento, es de suma 
importancia para los oncólogos, la detección del DNA circulante metilado refleja 
la carga tumoral para el seguimiento de la respuesta de un paciente a la 
terapia, ejemplo de ello es la alta metilación en los promotores de APC y 
RASSF1A dentro de las 24 horas después de la terapia con cisplatino 
consistente con la muerte celular debido a la quimioterapia, la metilación de 
SHOX2, RASSF1A y RARB2 ha demostrado potencial para monitorear la 
recurrencia de la enfermedad después de la cirugía y la quimioterapia. 
También se ha investigado el valor del DNA circulante metilado para predecir la 
respuesta al tratamiento. Los pacientes sin metilación en el promotor de CHFR 
tiene mayor supervivencia al recibir inhibidores de la tirosina cinasa, como 
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tratamiento de segunda línea, en comparación con la quimioterapia 
convencional [94–97]. 
Existen varias evidencias sobre la regulación epigenética en cáncer pulmonar 
en pacientes con NSCLC existe aumento en la metilación de regiones 
promotoras de los genes p16, DAPK (una proteína cinasa asociada a muerte), 
RAR-β (receptor beta del ácido retinoico), estos niveles de metilación 
posiblemente debido posiblemente a su exposición a factores de riesgo como 
el consumo de tabaco, y otros datos clínicos como la edad, peso dieta etc. [98]. 
La terapia epigenética se ha utilizado para combatir la adquisición de un perfil 
epigenético erróneo, la Azacitidina (AZA) y la 5-aza-2'-desoxicitidina 
(decitabina), son dos inhibidores clínicamente aprobados de la DNA metil-
transferasa (DNMTi), generalmente considerados los "buques insignia" de la 
terapia epigenética. Después de un largo período de desarrollo y análisis, se 
han aceptado como nuevos tratamientos oncológicos de origen 
hematopoyético. En estas neoplasias, las tasas de remisión, las mejoras en la 
supervivencia y la calidad de vida son muy alentadoras. Sin embargo su papel 
en el tratamiento de tumores sólidos es mucho menos definido, por lo que se 
requiere más investigación, incluyendo su mecanismo de acción [99]. 
En la figura 1 se muestra un esquema representativo de la regulación 
transcripcional mediada por la metilación en las regiones promotoras, en el 
panel A) se muestra una región promotora con un perfil de metilación bajo, la 
hipometilación permite a los factores de trascripción unirse a su región de unión 
y activar la expresión génica. En el panel B) se muestra la misma región 
promotora con una alta cantidad de sitios CpGs metilados, la hipermetilación 
en la región promotora impide a los factores de transcripción unirse 
correctamente reprimiendo la transcripción génica. 

 
 

Figura 1 Regulación epigenética (metilación del DNA). Los factores de transcripción 
(amarillo) se unen a sitios consenso en la promotora de diversos genes, la metilación del 
DNA impide la interacción proteína-DNA. 
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2.2.2 Alteraciones post-traduccionales del código de histonas en cáncer 
pulmonar 
Otro aspecto evaluado son las modificaciones post-traduccionales en las 
regiones promotoras de distintos ligandos de quimocinas (CXCL1, 2, 8) y sus 
receptores (CXCR1/2) en donde se observa desregulación en NSCLC en 
comparación con tejido normal con excepción de CXCL3. CXCL8 y CXCR1/2 
que resultan ser epigenéticamente regulada por modificaciones de las histonas 
después de la traducción [100]. 
Existen moléculas responsables del silenciamiento inadecuado así como la 
sobre-activación de genes, lo cual repercute en el acceso de la maquinaria 
transcripcional a sus genes blanco, a través de modificaciones químicas tanto 
del DNA, como secuencias de aminoácidos de histonas y proteínas re 
modeladoras de la cromatina, acetil-transferasa de histonas (HAT), 
desacetilasas de histonas (HDAC), metil-transferasa de histonas (HMTs), así 
como desmetilasas de histonas. Alteraciones en los procesos de regulación de 
tales enzimas conllevan al mal funcionamiento celular y eventualmente hacia la 
progresión neoplásica, lo cual hace importante el estudio de los mecanismos 
de regulación epigenética en cáncer pulmonar [101]. 
La terapia epigenética basada en inhibidores de remodeladores de la cromatina 
se ha enfocado en la metilación de la histona 3 en la lisina 27, H3K27, regulada 
por EZH2 que es la subunidad catalítica del complejo represivo policomb 2 
(PRC2). La trimetilación de H3K27 por EZH2 conduce al silenciamiento de  
genes por PRC2 los cuales están implicados en la diferenciación de células 
madre y el desarrollo embrionario. EZH2 está sobre expresado en una variedad 
de neoplasias, incluyendo NSCLC. 3-Deazaneplanocin-A (DZNep) es un 
inhibidor de EZH2 que actúa como represor disminuyendo los niveles de 
trimetilación de H3K27 (H3K27me3), se ha observado que la terapia 
epigenética con 3-deazaneplanocina-A inhibe el crecimiento de cáncer de 
mama y NSCLC [102]. 
 
En la figura 2 se muestra la regulación transcripcional mediada por un perfil 
genético de código de histonas, en el panel A) en la Histona 3 los residuos de 
lisina 4 y 27 se encuentran trimetilados y acetilados respectivamente, esta 
configuración epigenética, permite el desensamble nucleosomal y exponer la 
región promotora, para que los factores de transcripción puedan unirse a la al 
DNA y activar la transcripción. En el panel B) en la histona 3 los residuos de 
lisina 9 y 27 se encuentran trimetilados en ambos casos, esto impide el 
desensamble nucleosomal y que la cromatina se relaje impidiendo la unión de 
los factores de transcripción con el DNA, reprimiendo la actividad 
transcripcional. El balance epigenético se encuentra en constante movimiento, 
y estos cambios permiten una reprogramación epigenética. 
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Figura 2 Regulación epigenética (código de histonas) 

 

2.3 Aberraciones genético-epigenéticas de los Genes Homeobox (HOX) 
Algunos de los mecanismos que se ven afectados en cáncer, afectan la 
expresión de ciertos genes  que participan en el control del desarrollo 
embrionario, reflejo de un proceso de des-diferenciación celular en cáncer. 
Algunos de estos genes, son miembros del grupo de genes HOX (Homebox 
related genes), los cuales en su mayoría permanecen apagados en etapa 
adulta, y elevan su expresión en cáncer, y el cáncer pulmonar no es la 
excepción [103]. 
Los genes Homeobox codifican para una familia de factores de trascripción que 
juegan un papel decisivo en la embriogénesis y la diferenciación celular. La 
familia de proteínas Homeobox se caracterizan por que todos sus miembros 
poseen un dominio de unión a proteína (hélice-vuelta-hélice) llamado 
homeodominio, aparte de este homeodominio los miembros de esta familia 
comparten un sitio de unión a DNA muy conservado de 60 aminoácidos [104].  
Los genes HOX han sido estudiados en sus diferentes grupos: HOXA ubicados 
en el cromosoma 7, los genes HOXB ubicados en el cromosoma 17, los genes 
HOXC ubicados en el cromosoma 12 y los genes HOXD ubicados en el 
cromosoma 2 [105,106]. Mientras que otras subfamilias de genes relacionados 
a Homeobox se han descrito recientemente: 
PRX (Paired-related Homeobox) que es necesario para el desarrollo de la 
arteria pulmonar. Esta función se logra a través de trans-activación de PRX1 
del promotor de Tenascina-C (TN-C), una glicoproteína de la matriz extracelular 
[107]. La sobre-regulación de PRX1 en el cáncer de pulmón se ha propuesto 
como posible blanco terapéutico, así como a nivel pronóstico [108]. 
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PROX (Prospero-related Homeobox) se expresa en un subconjunto de células 
endoteliales que conforman los vasos linfáticos. Se ha demostrado mediante la 
deficiencia de PROX que en ratones PROX1 -/-, los embriones no desarrollan 
un sistema linfático normal, a pesar de que están implicados en la 
vasculogénesis y angiogénesis [107]. También se ha observado en distintas 
neoplasias entre ellas, cáncer de colon, mama, melanomas y cáncer pulmonar 
[109]. 
HHEX (Hematopoietically expressed Homeobox) involucrado en la 
diferenciación de hemangioblastos en células endoteliales y hematopoyéticas. 
La expresión de HHEX se encuentra implicada en la formación de angioblastos 
y desarrollo de la red vascular, por lo que se ha propuesto como un marcador 
temprano de células precursoras endoteliales [107]. HHEX muestra 
deslocalización de la proteína en carcinomas de mama, pues en tejido normal 
se localiza en núcleo y citoplasma, mientras que en el tumor se observa 
reducción en la fracción nuclear [110]. 
MEOX (Mesenchyme Homeobox) regulador clave de la función de las células 
vasculares. En células vasculares de músculo liso (VSMCs) su expresión se 
limita a las células senescentes y por esta razón también es conocido como 
growth arrest-specific Homeobox (GAX). La expresión de MEOX2 esta 
desregulada en respuesta a mitógenos in vitro y en lesiones de células 
endoteliales in vivo [107]. Recientemente se ha observado su sobre-expresión 
en tejido pulmonar fetal y tejido neoplásico pulmonar comparado con tejido 
pulmonar normal y adyacente a las neoplasias pulmonares [111]. 
 

2.4 Aberraciones genético-epigenéticas del Factor Transcripcional 
Mesenchyme Homeobox 2 (MEOX2)  
La regulación de MEOX2 es a través de mecanismos epigenéticos post-
transcripcionales, como los miRNAs. Las evidencias indican que miR-221 
induce la sobreexpresión de MEOX2, de manera indirecta desregulando 
transcripcionalmente su inhibidor. El inhibidor natural de MEOX2, es codificado 
por el gen llamado SIP1/ZEB2, conocido como un miembro (δEF-1) de la 
familia que pertenece a los factores nucleares llamados dedos de zinc. Se sabe 
que ZEB2 actúa principalmente como un represor transcripcional, además de 
identificar y confirmar múltiples sitios de unión ZEB2 capaces de bloquear la 
transcripción de MEOX2 [112]. En el mismo sentido mediante microarreglos de 
alta densidad se encontró un aumento en CNV en las regiones citogenéticas 
7p21.3, 7p21.1 en muestras de pacientes con cáncer pulmonar, este aumento 
solo se observaba en neoplasias con un estadio IIIB y IV, no así en el tejido 
adyacente a la región tumoral. Los factores de transcripción con aumento en 
CNV (MEOX2 y TWIST1) fueron evaluados a nivel de mRNA y perfil 
epigenético, encontrando que para MEOX2 la sobreexpresión del mRNA está 
asociado a un perfil bajo de H3K27me3 y viceversa, los pacientes con cáncer 
pulmonar que tienen sobreexpresión de MEOX2 tienen supervivencia de 10 
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meses, mientras que aquellos pacientes con baja expresión la supervivencia 
global es mayor a los 90 meses [113]. 
 

2.5 Blancos génicos del factor transcripcional MEOX2 en cáncer pulmonar 
A la fecha son escasos los estudios enfocados al estudio e identificación de los 
blancos génicos regulados por MEOX2 en cáncer pulmonar. 
Las escasas evidencias sobre MEOX2 como regulador transcripcional, indican 
la activación en forma directa sobre el promotor del gen supresor de tumores 
p16 INK4a. Se ha observado la perdida de la función de este gen en diversos 
tipos de neoplasias [114,115]. Adicionalmente, se sabe que INK4a posee un 
papel clave en el control del ciclo celular inhibiendo de forma directa a las 
cinasas dependientes de ciclinas 4 y 6; previniendo la interacción con ciclinas 
tipo E y D. De esta forma INK4a impide que la proteína RB sea fosforilada a 
través del heterodímero de Ciclina E/D con CDK 4/6. Es decir en ausencia de 
fosforilación a través de CDK4/6, sobre RB, esta sigue unida a E2F1, lo que 
impide que este factor sea activado, dando una señal decisiva en la transición 
de la fase G0/G1 hacia la fase S del ciclo celular, impidiendo la replicación 
celular, disminuyendo así la progresión del ciclo celular en cáncer. [116]. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Dada la importancia de MEOX2 y la evidencia de su contribución a la 
patogénesis del cáncer pulmonar es necesario identificar las interacciones 
génicas blanco y su asociación funcional como factor transcripcional en el 
desarrollo embrionario y cáncer. El presente trabajo propone identificar y 
describir las posibles interacciones génicas blanco, así como validar de forma 
cuantitativa algunos de estos blancos génicos regulados transcripcional y 
epigenéticamente. Basado en lo anterior, es posible evaluar y proponer su 
posible relevancia oncológica como potencial marcador temprano y/o posible 
blanco terapéutico en cáncer pulmonar. 
 

4. JUSTIFICACIÓN  

Debido a que el cáncer pulmonar es la primera causa de muerte por neoplasias 
malignas a nivel mundial, y el subtipo histológico NSCLC tiene una incidencia 
del 80% de todos los casos por neoplasias pulmonares, esto debido a la falla 
en el tratamiento y/o resistencia al cisplatino como fármaco de primera línea, es 
importante identificar las alteraciones genéticas y/o epigenéticas que conllevan 
a la génesis y progresión de este tipo de neoplasias, si bien las mutaciones han 
contribuido al entendimiento de la patogénesis pulmonar no lo han podido 
explicar del todo, sin embargo los blancos génicos de los factores de 
transcripción y las modificaciones postraduccionales como el código de 
histonas han sido estudiadas recientemente, el aumento en los niveles de 
expresión de MEOX2 acompañado de código de histonas bajo en H3K27me3 
correlaciona con poca supervivencia en pacientes con cáncer pulmonar tipo 
adenocarcinoma, ha la fecha se desconocen los blancos génicos de dicho 
factor de transcripción, por lo que el presente trabajo se enfoca en determinar 
los blancos génicos de MEOX2 y su reprogramación epigenética derivada de la 
exposición a cisplatino y su impacto en la supervivencia global en pacientes 
con NSCLC. 
 

5. HIPÓTESIS 

MEOX2 regula los niveles de expresión de sus blancos génicos, mediante el 
posicionamiento de RNA POL II y un código de histonas, que se reprograma 
tras el reto farmacológico de cisplatino. El silenciamiento a su vez aumenta la 
capacidad de migración y formación de colonias de líneas celulares de cáncer 
pulmonar. Por otro lado MEOX2 y sus blancos génicos se coexpresan en 
muestras de pacientes con cáncer pulmonar tipo adenocarcinoma, e impacta 
en la supervivencia global con estatus de EGFR mutado y no mutado. 
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6. OBJETIVOS 

6.1 OBJETIVO GENERAL 
 
Determinar los blancos génicos de MEOX2 involucrados en la resistencia al 
tratamiento oncológico mediado por cisplatino, mediante el análisis funcional 
del epigenoma en pacientes y modelos experimentales de cáncer pulmonar de 
células no pequeñas. 
 
 

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES 
 

1. Determinar los blancos génicos del factor transcripcional MEOX2, 
mediante análisis del epigenóma y la validación cuantitativa de 
secuencias promotoras derivadas de carcinomas pulmonares de 
pacientes y líneas celulares de cáncer pulmonar. 

2. Determinar los niveles de expresión de mRNA de los blancos génicos de 
MEOX2, comparando entre origen étnico  las líneas celulares de 
origen caucásico (A549, A427) y de origen mestizo mexicano 
(INER37 e INER51).  

3. Analizar la interacción de MEOX2, RNA POL II y código de histonas 
(H3K4me3, H3K9me3, H3K27ac y H3K27me3) en secuencias 
promotoras de los blancos génicos de MEOX2, en líneas celulares 
que presenten mayores niveles de expresión. 

4. Determinar si el tratamiento con cisplatino induce un cambio en el código 
de histonas (H3K4me3, H3K9me3, H3K27ac y H3K27me3) en las 
secuencias promotoras de los blancos génicos de MEOX2. 

5. Determinar si MEOX2 regula la expresión de sus blancos génicos en 
ausencia y presencia de cisplatino en las líneas con estatus de EGFR 
no mutado (A549, A427) y EGFR mutado (H1975). 

6. Analizar si el silenciamiento de MEOX2 altera la migración y la formación 
de colonias en las líneas con estatus de EGFR no mutado (A549, 
NH2347) y EGFR mutado (H1975). 

7. Evaluar si existe co-expresión de MEOX2 y sus blancos génicos en 
muestras de pacientes con cáncer pulmonar de células no pequeñas. 

8. Analizar la supervivencia global de MEOX2 y sus blancos génicos en 
pacientes con cáncer pulmonar con un estatus de EGFR mutado y no 
mutado. 
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL  
 

 
Esquema 1: Estrategia experimental. Pasos utilizados para la realización del proyecto en una 
línea de tiempo establecida por los objetivos particulares. 

Tumores sólidos  
Pacientes con Cáncer Pulmonar 

Líneas Celulares 
Pulmonares  
(A549, A427,INER51, 
INER37,NH2347,H1975) 

Identificar Blancos Génicos 
Análisis Bioinformático 
Vías de Señalización 

Validación Blancos Génicos 
Modelos Cáncer Pulmonar 
(Tumores sólidos y  
Líneas Celulares) 

Analizar Patrones 
Código de Histonas 
(Tumores solidos y  
Líneas Celulares) Niveles Expresión 

mRNA y Proteína 
(Blancos Génicos) 

Establecer Modelos 
Resistencia Farmacológica 
Corto 48 h / Largo 3 Meses 

Resistencia  
Oncológica 

Participación 
Transcripcional 

Participación  
Migración de   
Células tumorales 

Analizar Patrones 
Código de Histonas 
(Blancos Génicos) 

ChIP on chip 

ChIP 
qPCR 

ChIP 
qPCR 

qPCR 
Western Blot 

ChIP 
qPCR 

Curvas  
Viabilidad 

qPCR 
siRNAs 

Scratch 
siRNAs 
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8. MATERIALES Y MÉTODOS 

8.1 Establecimiento y mantenimiento de cultivos celulares 
Fueron empleadas 6 líneas celulares de tipo adenocarcinoma para la 
estandarización de técnicas y desarrollo del proyecto de doctorado. 
Las líneas celulares INER51 e INER37 fueron aisladas de pacientes mexicanos 
bajo atención médica en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratoria 
(INER) [117,118]. Por otro lado las líneas A549, A427, NH2347 y H1975 de 
origen caucásico generadas y registradas comercialmente por American Type 
Culture Collection (ATCC). 
Empleando para ello las siguientes condiciones de cultivo, mediante el uso de 
cajas T-75, T-25 y placas de 6 y 96 pozos, a 37ºC, 5% de CO2 y humedad 
relativa de 5% en medio RPMI-1640, reconstituido a partir de polvo de la marca 
biowest (USA) añadiendo 2 g. de Bicarbonato de Sodio de la marca GIBCO® 
(Auckland, NZ) y pH ajustado a 7.4 mediante HCl 1N, a continuación se 
muestran las proporciones y concentraciones empleadas para el uso del medio 
de cultivo: 
 
Cuadro 2 Medio de cultivo. Preparación de 500 mL para uso en cultivos de líneas celulares y 

muestras de tejido en fresco 

Componente Concentración Porcentaje % Volumen en mL. 
Medio RPMI-1640  85.4 425 
Suero Fetal bovino  10 50 
Penicilina/Streptomicina 25 mg 0.1 2.5 
L-Glutamina 100 mM 2 mM 1 5 
Piruvato Sodio 7.5% 1 mM 1 5 
Hepes Buffer 1M 25 mM 2.5 12.5 

 
Los ensayos fueron realizados a 48 horas, se sembraron las células y se 
dejaron adherir por 12 horas y se agregó fármaco. Para los tratamientos mono-
fármaco (Cisplatino 8 μM y Doxorrubicina100 nM) se dejaron 48 horas sin 
cambiar el medio de cultivo o fármaco, para los tratamientos combinados 
(Doxo-Cis y Cis-Doxo) a las 24 horas se retiró el fármaco anterior, y 
posteriormente se aplicó fármaco y medio de cultivo nuevo. Se inició con una 
densidad celular de 40,000 células por cm3 dependiendo del experimento a 
realizar se sembraron en cajas T-75 para los ensayos de Inmunoprecipitación 
de cromatina, en cajas T-25 para los ensayos de expresión, en placas de 6 
pozos para extracción de proteínas y silenciamiento genético mediante el uso 
de siRNAs y placas de 96 pozos para ensayos de viabilidad celular mediante 
MTT. Los ensayos fueron realizados por triplicado, para así determinar por 
análisis estadístico una diferencia significativa. 
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8.2 Esquemas de tratamientos con fármacos anti-neoplásicos  
Se trataron bajo distintos estímulos farmacológicos: 

• Control 
• Cisplatino 8 μM de la marca SIGMA (cat No. 479306-1G) 
• Doxorrubicina 100 nM de la marca SIGMA (cat No. D1515-10 MG) 
• Combinación 1 (Doxorrubicina 100 nM + Cisplatino 8 μM) 
• Combinación 2 (Cisplatino 8 μM + Doxorrubicina 100 nM) 

 
Cuadro 3. Esquema de tratamiento fármaco-oncológico. 

 
 
Se realizaron cultivos por periodos de 48 horas. Posteriormente, fueron 
cosechadas con Tripsina-EDTA 3x de la marca Biowest (México, USDA 
Approved), se agregó 1 mL de tripsina e incubó 1 min a 37 ºC para desprender 
la población de células. Se calculó la vialidad celular mediante el colorante vital 
de exclusión azul de tripano.  
 

8.3 Establecimiento de líneas celulares quimio-resistentes 
Se determinó por ensayos de MTT la dosis letal 50 (IC50 e IC25) de las células 
parentales, tras esto se incubaron durante 48 horas con la IC50 e IC25 
correspondiente a cada línea, al terminó de las 48 horas se cambió con medio 
libre de fármaco por 48 horas, este modelo se estableció por 15 días y al 
término se realizó un nuevo ensayo de MTT para evaluar aquellas células 
tratadas con la IC50 e IC25 hayan adquirido una resistencia al cisplatino, 
teniendo una IC50 e IC25 superior a las células parentales. 
 

8.4 Selección y procesamiento de muestras de tejido pulmonar derivado 
de pacientes 
La obtención y selección de muestras se realizó bajo la estrecha colaboración 
con el departamento de cirugía del INER, obteniendo tanto muestra del tejido 
neoplásico, como tejido pulmonar histológicamente normal adyacente a la 
neoplasia, cuando era permitido. 
Los tejidos tras una línea de transporte fue llevado al laboratorio en 25 mL., de 
medio RPMI 1640 libre de suero. 

Horas 0                12 0 24 24 48 
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Mediante el uso de material quirúrgico estéril, el tejido tumoral y tejido 
histológicamente normal fue procesado en medio de cultivo reconstituido con 
10% de suero fetal bovino, posteriormente el tejido fue diseccionado en espejo 
(2 fragmentos simétricos) los cuales fueron destinados a diferentes métodos de 
análisis, un fragmento fue destinado para su fijación en el reactivo HOPE® 
para su posterior procesamiento en parafina, a fin de realizar su análisis 
histopatológico y confirmación de lesión neoplásica o libre de neoplasia. 
El fragmento de tejido restante fue dividido en fragmentos pequeños y 
destinado para su procesamiento de purificación de cromatina o DNA, así 
como su almacenamiento en nitrógeno líquido mediante crioviales (marca 
Corning) con capacidad de 2.0 mL para su posterior uso. 
 

8.5 Fragmentación de la cromatina 

8.5.1 Entrecruzamiento de la cromatina de líneas celulares y muestras de 
tejido pulmonar para ensayos de ChIP 
El tejido fresco o congelado en trozos pequeños (3 mm3) fue pulverizado en 
mortero mediante el uso de nitrógeno líquido, después se transferió a tubos de 
15 mL al igual que los cultivos celulares confluentes, aproximadamente 3 
millones de células se lavaron con 10 mL de PBS 1X frio, inmediatamente las 
células y el tejido fueron incubados con formaldehído a concentración final del 
1% (270 µL) de formaldehído se incubó 15 min. Con movimiento a temperatura 
ambiente. 
Para detener la reacción de entrecruzamiento se añadió glicina de la marca 
Merck (Darmstadt, Alemania) a concentración final de 0.125 M. e incubó con 
movimiento a temperatura ambiente durante 10 min. 
Las células fueron lavadas con 10 mL de PBS frio (2 veces), se agregó 5 mL 
de PBS y se rasparon con un gendarme estéril (en el caso de las células 
adherentes) y se transfirieron a tubos de 15 mL, las muestras de tejido fresco y 
células fueron centrifugadas en una centrifugadora de la marca eppendorf 
(modelo 5804 Westbury, NY, U.S.A) a 2500 rpm, 4 ° C durante 15 min. 
Se tomó el sobrenadante y se lavó la pastilla celular con 10 mL de PBS 1X frío.  
Las células y el tejido se resuspendieron en 800 µL de buffer de lisis con 
inhibidores de proteasas e incubaron 45 min en hielo, posterior a ello, se 
separó una alícuota de 50 µL de cromatina no fragmentada, para la 
cuantificación del DNA asociado a la cromatina. 
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Cuadro 4 Buffer de lisis. 

Reactivo(concentración 
final) Solución stock Volumen para 

preparar 25 ml 
HEPES-KOH 50 mM pH7.5 1M 1.5 ml 

NaCl 140 mM 5M 0.7 ml 
EDTA 1 mM pH8 0.5M 0.05 ml 
Triton X-100 1% 20% 1.25 ml 

Sodium Deoxycholate 0.1% 10% 0.25 ml 
SDS 0.1% 20 % 0.125 ml 

 
Inhibidor de proteasas Complete Mini de la marca Roche® (Indianápolis, IN, 
U.S.A) 1 pastilla por cada 10 mL de buffer de lisis, aforado a 25 mL con agua 
destilada estéril. 
 

8.5.2 Fragmentación de la cromatina a partir de las líneas celulares y 
muestras de tejido pulmonar en fresco 
Se utilizó un sonicador de la marca ultrasonic processor (Modelo GE 601, USA) 
bajo los siguientes parámetros de fragmentación: 
 

Cuadro 5. Condiciones de fragmentación de la cromatina 

Amplitud Watts N° de pulsos Tiempo del pulso s 
60 95-100 10 20 

 
Todo el tiempo de sonicación las muestras se mantuvieron en hielo, después 
de los ciclos de fragmentación las muestras fueron centrifugadas a 13,000 
rpm., durante 15 min a 4 °C, se generaron alícuotas del sobrenadante cuidando 
de no tocar el fondo del tubo con restos celulares, los cuales fueron 
desechados.  
Fueron almacenadas alícuotas de 100 µL en ultra-congelador a -80 °C para su 
posterior uso, se purificó 1 alícuota de 50 µL de cromatina fragmentada y 1 
alícuota de cromatina sin fragmentar por el método de fenol-cloroformo, para el 
análisis de integridad y cuantificación. 
 

8.5.3 Purificación del DNA fragmentado por fenol-cloroformo 
A partir de alícuotas previas de 50 µL c/u del DNA fragmentado y no 
fragmentado, se agregó 5 µL de proteinasa K (stock 0.02 mg/mL) de la marca 
Qiagen (Maryland, USA) e incubó a 65 °C por 1 hora en el termociclador, 
después se agregó 1 volumen de Fenol:Cloroformo de la marca Invitrogen 
(USA) se mezcló para su posterior incubación por 5 min a temperatura 
ambiente. Las muestras fueron centrifugadas a 13,000 rpm. a 4 °C por 5 min, 
se tomó la fase acuosa (fase superior) y se transfirió a un tubo nuevo. 
Se agregó 2 volúmenes de isopropanol frío de la marca SIGMA (USA) y se 
dejó precipitar el DNA toda la noche a -80 °C. 
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Al término de la precipitación se centrifugó a 13,000 rpm a 4 °C por 45 min se 
decantó el sobrenadante y se lavó la pastilla de DNA 3 veces con 300 µL de 
etanol al 70% (grado biología molecular) de la marca SIGMA (Sheboygan Falls, 
WI, USA), al término se resuspendió en un volumen de 50 µL de agua libre de 
nucleasas y se procedió a la cuantificación. 
 

8.6 Inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP) 
Se utilizó el kit de inmunoprecipitación EZ magna ChIP proteína G cat. 17-409 
de la casa comercial Millipore siguiendo las indicaciones del proveedor 
mencionando las modificaciones a continuación: cada IP se realizó a partir de 
12 µg de cromatina y dependiendo de la cuantificación se llevó a un volumen 
final de 450 µL (incluyendo cromatina y buffer de dilución) y agregó 2.25 µL de 
inhibidor de proteasas. Para cada muestra se incluyó el uso de anticuerpos 
anti-H3K27Ac (cat.ab4729, Lot.GR71158-2), anti-H3k27me3 (cat.ab6002, 
Lot.GR77445-3), anti-H3K4me3 (cat.ab8580, Lot.GR68224-1), anti-H3k9me3 
(cat.ab8898, Lot.GR47224-2), anti-RNA Pol II CTD fosforilada (cat.ab5131, 
Lot.GR59740-1) de la marca Abcam, anti-MEOX2 (cat.sc-81971, Lot.C2714) de 
la marca SantaCruz Biotechnology y control negativo anti-IgG de ratón de la 
marca Millipore. 
Por cada ensayo de inmunoprecipitación se agregó la concentración de 1 µg de 
anticuerpo más 20 µL de perlas magnéticas acopladas a proteína G, se incubó 
a 4 °C toda la noche con agitación-rotación empleando un mezclador DYNAL® 
modelo 10111 (New Hyde Park, NY, USA) con velocidad aproximada de 35 
rpm. Al término de la incubación las pastillas derivadas de perlas magnéticas 
acopladas a proteína G fueron aisladas del resto del sobrenadante mediante el 
uso de un magneto (12-tube magnet) de la marca QIAGEN (USA). 

8.6.1 Lavado del complejo 
El complejo (perlas-anticuerpo-cromatina) se lavó y resuspendió en 500 µL de 
cada una de las siguientes soluciones amortiguadoras (buffer) en frío usando el 
siguiente orden e incubando durante 5 minutos c/u, con agitación seguido del 
método de separación magnética: Buffer bajo  en sales (Law salt inmune 
complex); Buffer alto en sales (High salt inmune complex); Buffer cloruro de litio 
(LiCl inmune complex); Buffer TE. Todos parte del kit de la marca Millipore. 
 

8.6.2 Elución del complejo y reversión del entrecruzamiento 
A cada tubo, se agregó 100 µL  buffer ChIP elución y 1 µL proteinasa K (stock 
0.02 mg/mL) e incubaron a 62 °C durante 2 horas con agitación, para inactivar 
la proteinasa K, se incubó a 95 °C durante 10 minutos en baño seco, al 
terminar se dejó enfriar las muestras a temperatura ambiente 
aproximadamente 5 min, por último se separaron las perlas magnéticas 
mediante el uso del magneto, y se recuperó el sobrenadante en un tubo nuevo. 
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8.6.3 Purificación del DNA-IP 
A la solución previa de 100 µL de DNA Inmunoprecipitado (IP) fue añadido 500 
µL de buffer de unión mezclando con agitación, esta solución se transfirió a la 
columna con tubo colector, para centrifugar durante 1 minuto a 13,000 rpm 
desechando la fase líquida, posteriormente se agregó 500 µL de buffer de 
lavado a la columna y centrifugó durante 1 minuto a 13,000 rpm, se desechó el 
sobrenadante y repitió este paso 2 veces más, la columna se colocó en un tubo 
nuevo y agregaron 25 µL de agua libre de nucleasas en la membrana de la 
columna e incubó por 5 min. 
Por último, la columna fue centrifugada durante 1 minuto a 13,000 rpm 
desechando la columna y recuperando el DNA para su cuantificación. 
 

8.6.4 Verificación del producto Inmunoprecipitado 
Después de cuantificar se utilizaron 10 ng de DNA IP purificado y se llevó a un 
volumen de 10 µL para realizar PCR de punto final bajo las siguientes 
condiciones de reacción en un volumen final de 20 µL 
 

Cuadro 6. Condiciones de PCR en tiempo final 

REACTIVO 
(concentración) VOLUMEN CONCENTRACIÓN

FINAL 
MgCl2 25 mM 1.2 µL 1.5 mM 

Buffer PCR 10x 2.0 µL 1X 
dNTP’s Mix 2.0 

mM 
4.0 µL 0.4 mM 

Control Primers 0.8 µL 10 µM 
Taq polimerasa 0.2 µL 1.0 U 

DNA 10 µL 10 ng 
H2O 1.8 µL --------- 

Vol. total 20 µL 20 µL 

 
Se utilizó un termociclador de la marca: Axigen, (modelo: Maxigene Gradient 
USA), con el siguiente programa de amplificación: Desnaturalización inicial 94 
°C 1min, desnaturalización 94°C 30 s, alineamiento 59°C 30 s, elongación 72°C 
30 s (35 ciclos) y una extensión final 72 °C 5min. 
 
El producto amplificado de 166 pb fue verificado en geles de agarosa 
(Fermentas, USA) al 1.5%, además del uso del marcador de peso molecular de 
DNA 100 pb plus (Fermentas, USA). 
 

8.7 Amplificación genómica lineal (Whole Genome Amplification “WGA”) 
Para la amplificación se utilizó el kit comercial GenomePlex® Whole Genome 
Amplification (WGA 2) de la marca SIGMA (USA) siguiendo las indicaciones del 
fabricante con modificaciones estandarizadas en el laboratorio que a 
continuación se describen: 
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8.7.1 Preparación de la biblioteca 
Para preparar la biblioteca se utilizó una solución de 20 ng de DNA IP en 10 µL 
de agua libre de nucleasas, 2 µL  de buffer de preparación de librería 1X y 1 µL  
de solución estabilizadora de librería, la mezcla previa se homogenizó y 
centrifugó brevemente, se incubó a 95 °C durante 2 minutos en termociclador y 
se dejó enfriar en hielo aproximadamente 5 min, posteriormente se agregó 1 µL 
de enzima de preparación de librería haciendo un volumen total de 15 µL , se 
homogenizó y colocó en el termociclador incubando de la siguiente manera: 
16°C durante 20 min, 24°C durante 20 min, 37°C durante 20 min, 75°C durante 
5 min, 4°C indeterminado. 

8.7.2 Amplificación 
Fue preparada una mezcla de reacción como se indica a continuación, siendo 
añadida sobre el volumen de 15 µL de la reacción previamente mencionada. 
 

Cuadro 7. Condiciones de amplificación (WGA1) 

REACTIVO 
Stock VOLUMEN CONCENTRACIÓN

FINAL 
Master Mix amplification 10X 7,5 μL --------- 

WGA polimerasa 5 μL 12.5 U 
H2O . 47,5 μL --------- 

Vol. total 75 μL 75 μL 

 
Con la micropipeta fue resuspendida la mezcla y centrifugó brevemente, para 
su posterior incubación mediante las siguientes condiciones: Desnaturalización 
inicial  95°C 3 min, desnaturalización 94°C 15 s, alineamiento / extensión 65°C 
5 min. (14 ciclos). 
 
Al término de los ciclos el DNA amplificado se purificó por columnas (MiniElute® 
Qiagen, USA) siguiendo el protocolo sin modificación, resuspendiendo en 22 
µL de agua libre de nucleasas.  
En geles de agarosa al 1.5 % se verificó el producto amplificado en un rango 
de 100-1000 pb, las muestras purificadas IP se re-amplificaron por el kit 
comercial GenomePlex® WGA Re-amplification (WGA3) de la marca SIGMA 
(USA) siguiendo las indicaciones del fabricante con modificaciones 
estandarizadas en el laboratorio: a partir de una solución de 500 ng se 
resuspendió en 10 μl de agua libre de nucleasas, se preparó un master mix y 
se añadieron los siguientes reactivos a los 500 ng de DNA-WGA1. 
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Cuadro 8. Condiciones de amplificación (WGA3) 

REACTIVO 
Stock VOLUMEN CONCENTRACIÓN 

FINAL 
Master Mix amplification 10X 7,5 μL --------- 

dNTP mix 10 mM 3.0 μL 0.4 mM 
WGA polimerasa 5 μL 12.5 U 

H2O . 49,5 μL --------- 
Vol. total 75 μL 75 μL 

 
Se resuspendió, centrifugó y se colocó en termociclador empleando las 
siguientes condiciones de incubación: Desnaturalización inicial 95°C 3 min, 
desnaturalización 94°C 15 s, alineamiento/extensión 65°C 5 min. (14 ciclos). 
Después de completar los ciclos el DNA re-amplificado se purificó por fenol-
cloroformo (previamente descrito), resuspendiendo en 200 µL de agua libre de 
nucleasas, se verificó su integridad en geles de agarosa al 1.5% los productos 
amplificados en un rango de 100-1000 pb. 
 

8.8 Hibridación en microarreglos de DNA de alta resolución (3x720k 
Refseq) Nimblegen-Roche 
Se utilizaron microarreglos de alta resolución en formato 3x720K los cuales 
permiten la hibridación de muestras tejido fresco y/o líneas celulares. Los 
microarreglos contienen 3 secciones de 720,000 sondas de DNA c/u, las 
cuales representan 30,893 transcritos y 22,542 regiones promotoras. 
La longitud por sonda es de 50-75 pb conteniendo 100 pb de espacio entre 
sonda, capaces de representar 3,200 pb río arriba (upstream) y 800 pb río 
abajo (downstream) a partir del sitio de inicio de la trascripción, los 
microarreglos están diseñados para determinar regiones no repetitivas en el 
genoma humano, incluye regiones promotoras, elementos enhancer, unión de 
factores de transcripción, así como regiones bajo el control de modificación de 
histonas, basado en versión publicada del ensamble del genoma humano 
(UCSC genome browser, HG18). 
 

8.8.1 Marcaje fluorescente del DNA-IP con Nimblegen Dual Color 
El marcaje fluorescente de las muestras de DNA-IP fue realizado empleando el 
Kit comercial NimbleGen Dual–Color DNA Labeling de la marca Roche® 

(Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Se utilizaron los DNA amplificados por WGA obtenidos a partir de anti-RNA Pol 
II y anti-MEOX2, 1 μg de ambos DNA-IP se llevó a un volumen de 40 μl, esto 
se realizó con la menor cantidad de luz posible, mezclando de la siguiente 
forma: 
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Cuadro 9. Condiciones de marcaje (NimbleGen Dual Color) 

Reactivo Cy5 Nonameros 
(Rojo)  

Cy3 Nonameros 
(Verde)  

Solución de Nonameros 40 μL 40 μL 
DNA 40 μL 40 μL 

Agua cbp. 44 μL 4 μL 4 μL 

 
Las muestras fueron incubadas a 98°C por 10 min, e inmediatamente 
colocadas en hielo 5 min, protegiendo de la luz e incubando en hielo cada tubo. 

 

Cuadro 10. Condiciones de Master mix para el marcaje 

Reactivo Panomer 647 
(Rojo)  

Panomer 555 
(Verde)  

10mM dNTP Mix 18 μL 18 μL 
Exo-Klenow Fragment (3'->5' exo-) 50U/μL 2 μL 2 μL 

Volumen final 20 μL 20 μL 

 
Cuidadosamente se mezcló pipeteando y se centrifugó; al término se incubaron 
durante 3 horas a 37°C protegiendo de la luz, por último, se añadió 10 μl del 
buffer de paro (0.5 M EDTA). Las muestras fueron colocadas en hielo. 
 

8.8.2 Purificación y cuantificación de las muestras del DNA-IP 
A cada muestra se agregó 11.5 µL de NaCl 5M y 110 µL de isopropanol frío se 
homogenizó y dejó incubar toda la noche a -20ºC, protegido de la luz, las 
muestras fueron centrifugadas a 12,000 rpm durante 20 min, se decantó el 
sobrenadante cuidando de no perder la pastilla de DNA (pellet) y se lavó con 
500 μl de etanol al 70% en frío y se resuspendió en un tubo nuevo. 
Posteriormente se centrifugó a 12,000 rpm durante 15 min, se eliminó el 
sobrenadante mediante el uso de pipeta y se dejó secar la pastilla por espacio 
de 20 min, mediante el uso del desecador de la marca SpeedVac (USA) en frío 
a 4 ºC, protegido de la luz, una vez desecadas las muestras fueron brevemente 
centrifugadas y se re-hidrató cada pastilla de DNA en 25 µL de agua libre de 
nucleasas, se cuantificaron las muestras en un espectrofotometro de la marca 
Bioteck modelo EPOCH (USA). 
Basados en la concentración, se calculó el volumen de cada muestra que 
equivalía a un total de 34 µg ambas muestras derivadas del DNA-IP mediante 
el uso de anticuerpos anti-RNA Pol II y anti-MEOX2, fueron combinadas en un 
tubo de 1.5 mL, la pastilla se dejó secar nuevamente por 20 min, en el 
concentrador por vacío (SpeedVac) a 4°C, protegiendo de la luz. 
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8.8.3 Hibridación del DNA-IP en microarreglo de secuencias promotoras 
La pastilla se resuspendió en 5.6 µL de agua libre de nucleasas, mediante 
ligera agitación y breve centrifugación. 
Para la hibridación se utilizó el kit comercial de hibridación de la marca 
NimbleGen Roche® (Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 

Cuadro 11. Preparación de muestras previo a hibridación 

Solución de hibridación master mix para una laminilla Arreglo 3X720K 
Buffer de Hibridación 2X 35 µL 

Componente de Hibridación A 14 µL 
Oligo de alineamiento 1.4 µL 

Total 50.4 µL 

 
La mezcla de hibridación (master mix) se agregó a los 5.6 µL de DNA 
conteniendo ambos fluoróforos, se agitó ligeramente y centrifugó brevemente 
para mezclar las 2 soluciones, posteriormente se incubó a 95ºC durante 5 min, 
protegiendo de la luz, al término se incubó a 42ºC en la cámara de hibridación 
20 min, antes de cargarse sobre el microarreglo. 
Como se muestra a continuación fue colocado el mixer HX3 de la marca 
Roche® (Alemania) sobre el micro-arreglo 3X720: 
 

 
Figura 3. Formato de 3X720K arreglos NimbleGen 

 
Para cada sección del microarreglo se cargaron 18 µL de la muestra 
previamente preparada mediante el uso de micropipeta en posición horizontal. 
Para evitar la evaporación se colocó la cubierta adhesiva indicada en el 
protocolo (cover slip) por cada orificio de carga para posteriormente hibridar 
incubando durante 48 horas a 42ºC. 
 

8.8.4 Lavado del microarreglo 
Antes de empezar con el lavado se prepararon los buffers de la siguiente 
manera: 

Cuadro 12. Preparación, buffers de lavado de microarreglos 

Lavado para un arreglo Buffer I Buffer I, II y III 
Agua VWR 243 m. 24.3 mL 

10X Buffer I, II y III 27 mL 2.7 mL 
1M DTT 27 mL 2.7 mL 

Total 270 mL 27 mL 
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Para facilitar la eliminación del mixer, se calentó el buffer de lavado I a 42°C, 
manteniendo el resto de las soluciones de lavado a temperatura ambiente. 
El mixer fue retirado con la ayuda de la herramienta de desmontaje mediante el 
uso del buffer I a 42 °C, el microarreglo se lavó durante 10-15 segundos para 
eliminar el buffer de hibridación. 
Vigorosamente se lavó por 3 min el micro-arreglo en las distintas soluciones 
amortiguadoras (buffer I, II y III) a temperatura ambiente empleando el volumen 
de 27 mL, en un tubo Falcon® de 50 mL. 
Al término de los lavados los microarreglos fueron sometidos a centrifugación 
por 2 min a 1,500 rpm., empleando la centrífuga desecadora de la marca 
Roche® NimbleGen (Alemania). 
Por último se obtuvieron las imágenes del micro-arreglo mediante el lector o 
scanner de la marca Gene PIx modelo 4000a (USA). 
 

8.8.5 Análisis bioinformático del microarreglo 
Para el análisis de hibridación del micro-arreglo se utilizó el programa o 
software NimbleScan versión 2.6, y se procedió en una primera etapa a 
obtener las imágenes por canal de Fluorescencia 635 nm y 532 nm (imágenes) 
en el programa NimbleScan. 
Ambas imágenes fueron alineadas por separado, ajustando brillo y contraste 
así como almacenadas en canales separados en formato tif. 
Para el análisis de datos de ChIP on chip se generan varios formatos de 
reportes conteniendo la información por canales de fluorescencia por separado 
como a continuación brevemente se describen dichos reportes: 
Pairs reports (.pair): Provee la secuencia, la sonda y la intensidad de la señal 
de los datos para un solo canal. 
Probe reports (.probe): Provee la secuencia, la sonda y la intensidad de la 
señal de los datos para múltiples canales. 
GFF report (General Feature Format, .gff): Provee un formato de intercambio 
para los datos de la base genómica, sustituible para la visualización en el 
programa NimbleGen SignalMap versión 1.9. 
Una vez generados los distintos reportes se realizó una escala de datos Log2-
Ratio, estos se generaron a partir de los reportes anteriormente indicados (pair 
y probe), el índice generado (ratio) de los canales fue obtenido mediante la 
fórmula 532/635, esto nos generó un archivo con el nombre de (MEOX 
2_ratio.gff), el cual contiene el índice para ambos canales. 
A partir de este archivo se procedió a la búsqueda de picos representativos que 
tengan un mayor índice de florescencia, el cual nos generó un archivo con el 
nombre (MEOX 2_ratio_peaks.gff). 
Los picos fueron detectados por la intensidad y alineamiento de 4 sondas (min 
probre > valor de corte “cutoff peak”), usando una ventana de deslizamiento de 
500pb (sliding window), el valor de corte (cutoff) fue evaluado como un 
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porcentaje hipotético máximo definido como (mean+6[standard deviation]), para 
obtener los datos del índice (ratio) se realizaron 20 veces aleatoriamente para 
evaluar la probabilidad de falsos positivos False Discovery Rate (FDR por sus 
siglas en ingles), y a cada pico fue asignado un valor FDR, un valor FDR ≤0.2 
indica un pico de fluorescencia verdadero (interacción física de alta 
probabilidad proteína-DNA), mientras que un valor de FDR≥0.2 indica un 
posible falso positivo. 
Los parámetros usados de valor de corte (cutoff) fueron del 95%, dicho valor de 
corte alto corresponde a la detección de picos de fluorescencia más astringente 
lo cual es reflejado en el valor de FDR. 
Ya que se obtuvieron los picos se procedió a posicionarlos (mapearlos) 
generando un archivo en formato Excel, que nos proporcionó información 
como: ID del pico de fluorescencia del gen, cromosoma, posición genómica 
inicial y final, índice de fluorescencia, FDR del pico de fluorescencia, nombre 
del gen, numero de acceso al GenBank, descripción y sinónimo. 
 

8.9 Predicción de vías de señalización a partir de secuencias promotoras 
bajo la interacción MEOX2. 
La selección de genes blanco de MEOX2 se realizó mediante análisis de 
jerarquía y probabilidad de falsos positivos además de análisis in silico de 
expresión génica fueron seleccionados genes probablemente relacionados 
funcionalmente con la capacidad de regulación transcripcional ante MEOX2 en 
cáncer pulmonar. Ello mediante el análisis de predicción de rutas metabólicas 
involucradas o rutas de señalización, utilizando bases de datos como KEGG 
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) y el uso de herramientas 
bioinformáticas en línea, entre ellas: 
http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/option.php. Se utilizaron parámetros 
estadísticos, un método hipergeométrico y múltiples pruebas de ajuste entre 
ellas Bonferroni, utilizando un nivel de significancia de 0.05 y un número 
mínimo de genes por categoría: 2. 
 

8.10 Diseño de oligonucleótidos 
Los oligonucleótidos para expresión fueron diseñados mediante el uso de 
programas bioinformáticos de análisis de predicción de secuencias como 
ProbeFinder versión 2.45 para Humano, ROCHE. Los oligonucleótidos para las 
regiones promotoras fueron diseñados utilizando programas bioinformáticos 
como Primer 3 Plus y VECTOR NT. Todos los oligonucleótidoss fueron 
sintetizados y purificados desalados con la escala de la síntesis de 0.05 M por 
Sigma-Aldrich (USA). (ANEXO 1-3) 
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8.11 Análisis cuantitativo y ensayos de validación por ChIP-qPCR 
El DNA-IP obtenido de las muestras de tejido fresco y líneas de células fueron 
analizados mediante qPCR y sub-análisis de cuantificación absoluta utilizando 
LightCycler 480 System (Roche, Mannheim, Alemania), SYBR Green Master 
Mix (Thermo Fisher Scientific, Fermentas, Foster City, CA, EE.UU. y / o SYBR 
Green KAPA, Foster City, CA, EE.UU.) mediante el uso de oligonucleótidos 
dirigidos para los genes blanco, se utilizaron 20 ng. de DNA-IP por reacción, se 
comparó mediante curvas de calibración de diluciones seriadas de DNA nativo 
(DNA diploide de 8 personas clínicamente sanas) derivado de células 
mononucleares de sangre periférica de donantes sanos a concentraciones de 
100 ng, 10 ng, 1 ng, 0.1 ng y 0.01 ng. 
Las condiciones de amplificación fueron: desnaturalización inicial 95°C 10 min, 
desnaturalización 95°C 15 s; alineamiento 55°C 30 s; extensión a 72°C 30 s 
(40 ciclos). 
 

8.12 Ensayos de transfección y silenciamiento genético por siRNAs  
Se utilizó RNAs pequeños de interferencia (siRNAs) dirigidos contra MEOX2 
(sc-106233) y GLI-1 (sc-37911) y un siRNA no relacionado con mRNA humano 
como un control negativo (sc-37007 y SC-44230 ) todos los siRNAs fueron 
obtenidos de la casa comercial Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, 
EE.UU.). Los cultivos de celulares con 3x105 células fueron cultivadas con 
medio RPMI-1640, y 3% de SFB libres de antibióticos, se incubaron en placas 
de 6 pozos durante 12 horas, se utilizó Lipofectamine® como reactivo de 
transfección (Life Technologies Corporation, Invitrogen, Foster City, CA, 
EE.UU.) y siRNAs a una concentración final 50 nM, en ausencia o presencia de 
8 μM de cisplatino en un volumen total de 1000 μl. El silenciamiento se evaluó 
a las 48 horas posterior a la transfección. 
 

8.13 Ensayos de viabilidad celular mediante MTS 
El análisis de viabilidad celular se realizó utilizando 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -5- 
(3-carboximetoxifenil) -2- (4-sulfo-fenil) 2H-tetrazolio (MTS) (Promega, 
Madison, WI, EE.UU.) en ausencia o presencia de distintas concentraciones de 
cisplatino. En placas de 96 pozos se sembraron 2500 células en un volumen 
total de 200 μl. de medio de cultivo RPMI-1640, durante 48 horas y 
posteriormente se incubaron con 20 μl. de MTS durante 3 horas a 37 °C, se 
tomó una lectura a una longitud de onda de 490nm, se restó el fondo mediante 
un blanco sin células ni fármaco. y se graficó en forma de porcentaje. 
 

8.14 Purificación de proteínas y ensayos de Western Blot 
Las proteínas totales se extrajeron y se purificaron por el método de Trizol 
(Invitrogen), se resuspendió en SDS al 5% con inhibidores de proteasa (mini 
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completa, Roche, Indianapolis, IN, EE.UU.), y se cuantificó la proteína de 
mediante el kit comercial DC Protein (Bio -Rad). Se utilizaron 30 μg de 
proteínas totales para electroforesis vertical en geles de acrilamida al 10 y 
12%, a 120 volts por 120 min; y luego se transfirieron a membranas de 
nitrocelulosa usando método de transferencia en cámara húmeda a 300 
mAMP; la eficacia de la transferencia fue confirmada por Rojo de Ponceu 
(BioRad, Hercules, CA, EE.UU.). Las membranas se bloquearon con PBS 1X-
Tween 20 al 0.1% con 5% de leche baja en grasa y se incubaron a 4 °C 
durante toda la noche con anticuerpos (GLI-1) (Rockland y Abcam) 1:1500, 
(MEOX2) 1:1500, (B-actina) 1:3000, o (GAPDH) 1:3000 (Santa Cruz 
Biotechnology, Dallas, Texas, EE.UU.), se lavaron 3 veces con PBS 1X-Tween 
20 al 1% por 10 min, a temperatura ambiente. Las membranas se incubaron 
durante 2 h con anticuerpo secundario (HRP anti-ratón / anti conejo HRP) 
1:10,000 y PBS 1X-Tween 20 al 0.1% con 5% de leche baja en grasa a 
temperatura ambiente, se lavaron 3 veces con PBS 1X-Tween 20 al 1% por 10 
min, y un lavado adicional de agua destilada. Las membranas se revelaron con 
300 μl de Super Signal West Femto máxima sensibilidad (Thermo Scientific) se 
incubó 1 min a temperatura ambiente y se reveló usando el escáner C-Digit (LI-
COR, Nebraska, EE.UU.), los cambios de relación se calcularon utilizando el 
programa Image Studio (versión 4.0.21). 
 

8.15 Ensayos de migración de células tumorales (Herida) 
La técnica de herida (800 μM aproximadamente) se llevó a cabo sobre células 
cultivadas en monocapa por 8 hrs, empleando 2X105 células por pozo en placa 
de 24 pozos. Los cultivos celulares fueron privados de FSB por las siguientes 
48 horas. Para remover las células despegadas los cultivos fueron lavados con 
PBS 1X 3 veces luego de la realización de la herida. Se tomaron fotografías 
(40X) a 0, 24, 36 y 48 horas post-herida. Fue cuantificada el área de herida, 
con el programa Image J, empleando la aplicación “Dupicate”, permitiendo el 
análisis cuantitativo del área de la herida. Posterior a ello, los pasos “Process”, 
“binary” and “make binary”, permitieron la transformación de pixeles a código 
binario para la cuantificación del área seleccionada. Finalmente ajustes en la 
escala “set scale”, and “analize particles” permitieron la obtención de 
sumatorias y representación cuantitativa de migración celular expresada en 
porcentaje. 
 

8.16 Ensayos de migración (Traswell) 
Placas de 6 pozos (Corning) pre-incubados 6 h a 37°C, fueron sembradas con 
densidad celular de 3X104 células por pozo, por triplicado. Posterior a su 
adherencia toda la noche la población celular fue transfectada con siRNAs 
correspondientes, por 6 horas. Posteriormente, 25,000 células transfectadas 
fueron transferidas y sembradas en la cámara superior traswell, mientras que 
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en la parte inferior se agregó medio RPMI suplementado con 10% de SFB 
empleando placas de 24 pozos. El tiempo total del cultivo fue de 48 horas, a 
37°C y 5% de CO2, al término las células adheridas a los insertos traswell 
fueron cuidadosamente fijadas con metanol al 70% y teñidas con 0.1% de 
cristal violeta y lavadas con agua corriente, mientras que montados empleando 
entellan sobre laminillas. Las imágenes fueron tomadas mediante microscopio 
en campo claro con aumento total de 100X. 
 

8.17 Ensayos clonogénicos de proliferación celular 
Placas de 6 pozos fueron sembradas a una densidad de 300,000 células por 
pozo. Posterior a su adherencia toda la noche, fueron transfectadas 6 horas 
mediante siRNAs correspondientes. Posteriormente células fueron transferidas 
y sembradas por triplicado en placas de 6 pozos a una densidad de 10,000 y 
en placas de 12 pozos a una densidad de 5,000. Las poblaciones celulares 
fueron cultivadas entre 6 a 21  días a 37°C y 5% de CO2, al término las células 
fijadas con metanol y ácido acético (3:1, v/v), fueron teñidas con 0.5% de cristal 
violeta y lavadas con agua corriente. El crecimiento de las colonias fue 
cuantificado mediante el uso de la herramienta plugin de ImageJ Colony Area 
[119]. 

 

8.18 Ensayos RT-qPCR y análisis de expresión de mRNA 
Se utilizó el método TRIzol (Invitrogen, California, USA) para la extracción y 
purificación total de mRNA, mientras que la síntesis de cDNA se generó a partir 
de 2 μg de RNA total utilizando el sistema de transcripción inversa ImProm-II. 
Mientras que la detección de expresión de mRNA se realizó utilizando el kit 
Probe Master (Roche, Alemania) y sondas de hidrólisis (Universal Probe 
Library "UPL", Roche, Alemania) mediante el uso del equipo de PCR en tiempo 
real LightCycler® 480 (Roche, Alemania) Siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Los niveles de expresión del mRNA se normalizaron bajo la 
detección de GAPDH como gen endógeno, mientras que los análisis de 
expresión se llevaron a cabo mediante el método ΔΔT. 
Se usaron secuencias de oligonucleótidos y sondas UPL en las siguientes 
condiciones de amplificación: desnaturalización inicial a 95ºC durante 5 min, 40 
ciclos de desnaturalización a 95ºC durante 10 s, alineamiento a 60ºC durante 
17 s y extensión a 72°C durante 1 s. Los oligonucleótidos se diseñaron usando 
el programa ProbeFinder versión 2.51 (Roche, Alemania) y sintetizados por 
SIGMA-ALDRICH (EE.UU.). 
 

8.19 Análisis estadístico 
Fueron empleadas, prueba exacta Fisher y análisis de covarianza para 
establecer diferencias estadísticas entre ambos grupos de pacientes, 
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considerando estadísticamente significativas aquellas diferencias con p<0.05 
aplicando prueba de una sola vía con comparaciones múltiples utilizando 
Duneet y Turkye, así como t de student . Para ello, se empleó el software 
SPSS (versión 11.0) y GraphPad Prism (versión 5.0). 
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9. RESULTADOS

9.1 Análisis bioinformático, identificación de los blancos génicos del 
factor transcripcional MEOX2 y predicción de vías de señalización. 
El análisis del epigenoma asociado a MEOX2 revelado en pacientes con 
cáncer pulmonar, muestra perfiles distintos de asociación del factor de 
transcripción con regiones promotoras. En el esquema 2 se muestra la serie de 
pasos que se realizaron desde la obtención de la muestra hasta la validación 
por qPCR. 

 
Esquema 2: Flujo de trabajo. Seguimiento de pasos en línea temporal desde la obtención de 
la muestra hasta la validación por qPCR para los blancos génicos de MEOX2. 

 
El filtrado de los datos genómicos obtenidos a partir del microarreglo nos 
presenta un co-posicionamiento de los factores de transcripción MEOX2 y RNA 
POLII, para determinar un índice se realizó un análisis de Hibridación 
Genómica Comparativa (CGH) por sus siglas en inglés, mostrando el genoma 
completo, ejemplificando cada cromosoma de un color distinto, en el eje de las 
Y se muestra la intensidad de fluorescencia en logaritmo de base 2 (Log2-
RATIO), en el paciente 13 se muestra mayor señal en la región superior lo que 
corresponde a una mayor interacción de MEOX2 con regiones promotoras, por 
el contrario el paciente 3 se muestra una señal de enriquecimiento en la región 
inferior lo que significa mayor interacción de la RNA POLII con regiones 
promotoras, en el paciente 6 se muestra un enriquecimiento de ambos factores 
de transcripción, teniendo una interacción con la misma intensidad en una 
misma región promotora. 
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Paciente - 13 

 
Paciente – 6 

 
Paciente – 3

 
Figura 4 Análisis bioinformático por CGH de MEOX2 y RNA POLII, en el genoma de 
pacientes con cáncer pulmonar. Análisis del ideograma obtenido por CGH, mostrando la 
intensidad de los picos de fluorescencia de los canales (532/635), el cual representa el 
enriquecimiento de MEOX2 (532 parte superior) y RNA POL II (635 parte inferior) a lo largo del 
genoma de pacientes con cáncer pulmonar.

 
La visualización informática de datos en plataformas como el programa 
Integrative Genomics Viewer (IGV) por sus siglas en inglés, nos permite la 
comparación de datos publicados previamente por grupos de investigación 
especializados en el estudio del epigenoma, en este sentido los datos 
obtenidos en el instituto Broad concuerdan con los datos obtenidos en nuestro 
laboratorio, pues al comparar bases de datos del proyecto ENCODE para la 
línea celular A549 (adenocarcinoma pulmonar) bajo la técnica de CHIP-Seq, se 
muestran perfiles de fluorescencia similares en el genoma completo de 
proteínas y modificaciones post-traduccionles en las que destacan: CTCF en 
azul, marcas de activación H3K4me3 y H3K27Ac en verde, marcas de 
represión H3k9me3 y H3k27me3 en rojo y los datos obtenidos de IP en el 
laboratorio (azul claro y azul rey), permitiendo observar el enriquecimiento de 
MEOX2 y RNA POLII en regiones promotoras de genes posiblemente 
involucrados en las neoplasias pulmonares de pacientes mexicanos.  
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Figura 5 Análisis bioinformático del epigenoma de cáncer pulmonar. Ideograma que 
muestra la intensidad de fluorescencia de los picos de distintas marcas de regulación 
epigenética tomadas de la base de datos del laboratorio Broad depositadas en ENCODE de la 
línea celular A549, CTCF (azul obscuro), marcas de histonas de activación H3K4me3 and 
H3K27Ac (verde), marcas de histonas de represión H3K27me3 and H3K9me3 (rojo); MEOX2 
(turquesa) y RNA POL II (azul) de pacientes con cáncer pulmonar derivados de nuestro 
estudio; así como el transcriptoma (rosa) y RNA POL II (azul) tomadas de la base de datos del 
laboratorio HudsonAlpha depositadas en ENCODE de la línea celular A549. Los datos 
obtenidos del ENCODE corresponde a ensayos por ChIPSEq y los datos del presente trabajo 
por ChIP on chip, utilizando el visualizador “IGV Viewer (versión 2.3.60)”. 

 
Posterior al análisis bioinformático se realizaron pruebas estadísticas, para 
determinar el nivel de significancia de los picos por la intensidad de 
fluorescencia mediante el análisis de False Discovery Rate (FDR) por sus 
siglas en inglés, y así determinar una firma genética entre los pacientes 
sometidos a la IP y posterior hibridación en microarreglos, esto fue simplificado 
en diagramas de Venn con un valor de corte de FDR=0.2 y FDR=0.1. 
Encontrando en FDR=0.1 un total de 1724 genes para el paciente 3, 3486 
genes para el paciente 6 y 5419 genes para el paciente 13, a continuación se 
agruparon aquellos genes que se compartían entre los pacientes dando como 
resultado 13 genes compartidos, este nivel estadístico se amplió a FDR=0.2 
encontrándose 3347 genes para el paciente 3, 5536 genes para el paciente 6 y 
6787 genes para el paciente 13, en este análisis se encontró una firma de 78 
genes compartidos entre los 3 pacientes con cáncer pulmonar. 
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Figura 6 Análisis bioinformático de blancos de MEOX2. Análisis jerárquico y distribución 
de genes compartidos, diagramas de Venn FDR=0.1 y FDR=0.2 donde se muestra las 
blancos de MEOX2 en pacientes con cáncer pulmonar tras la IP. 

 
Al realizar un análisis de los genes compartidos se encontraron funciones 
distintas, genes que codifican proteínas de membrana, genes que codifican 
proteínas involucradas en la degradación de la matriz extracelular (MMP24) y 
factores de transcripción (ZEB1 y GLI-1) involucrados en transformación 
oncológica y la malignidad, entre otros. 
 
Con el fin de darle un significado molecular, los genes resultantes al análisis 
con el valor de corte de FDR=0.2 se construyeron vías de señalización con los 
genes, utilizando herramientas bioinformáticas como el Websalt, que con su 
base de datos nos permitió identificar aquellos genes representados con un 
valor de FDR=0.2, y construir vías de señalización que posiblemente este 
involucradas en la iniciación, mantenimiento y progresión de las neoplasias 
malignas, dando como resultado vías de tipo embrionario como son TGF-β, 
Notch, WNT, Hedgehog, entre otras, sin embargo poco se había estudiado la 
participación de la vía de señalización Hedgehog en neoplasias pulmonares y 
el mediador principal de la vía es GLI-1 un factor de transcripción que modula 
la actividad de la propia vía, y se ha asociado con carcinomas de tipo neuronal 
y ha sido poco explorado en neoplasias de tipo epitelial, aunado a que se 
encuentra dentro de los 13 genes con un valor FDR=0.1. 
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Tabla 1. Secuencias promotoras blanco del factor transcripcional MEOX2. Filtrado de 
datos usando un FDR 0.1, en pacientes con cáncer pulmonar, en color naranja se muestra GLI-
1 gen de la vía de señalización Hedgehog. 

PICO 
ID  CHR PICO 

INICIO 
PICO 
FINAL 

PICO 
SCORE 

PICO 
FDR 

CADENA 
SENTIDO # ACCESO DESCRIPCIÓN 

7382 chr15 560960
34 

560967
40 

0.575148 0.09818 - NM_170697 ALDH1A2 

1291 chr20 118434
14 

118446
12 

0.570716 0.02392 + NM_014962 BTBD3 

7629 chrX 331394
18 

331398
11 

0.559561 0.09625 - NM_004006 DMD 

905 chrX 135054
343 

135055
220 

0.606675 0.0393 + NM_001449 FHL1 

1023 chr12 561350
01 

561354
72 

0.596296 0.07544 + NM_005269 GLI-1 

1353 chr3 111506
83 

111510
68 

0.563425 0.07544 + NM_001098
213 

HRH1 

3098 chr6 119711
930 

119712
915 

0.422957 0.0462 - NM_005907 MAN1A1 

7208 chr20 332768
79 

332773
32 

0.585966 0.08287 + NM_006690 MMP24 

2583 chr4 717885
04 

717888
88 

0.878884 0.01453 + NM_001130
709 

RUFY3 

4816 chr2 159530
737 

159531
771 

0.705989 0.04685 + NM_033394 TANC1 

726 chr5 170667
431 

170667
978 

0.631767 0.03231 + NM_021025 TLX3 

2331 chr8 874239
14 

874245
06 

0.567401 0.03991 + NM_007013 WWP1 

3276 chr10 316444
44 

316451
40 

0.448939 0.06282 + NR_024285 ZEB1 

 
En la figura 7 se muestra la vía de señalización Hedgehog, en rojo se muestran 
aquellos genes en los que MEOX2 y RNA POLII tienen una interacción física 
con su región promotora, esta imagen generada a partir de los datos obtenidos 
del paciente 6 muestra que más del 60% de los genes de la vía se encuentran 
bajo una posible regulación transcripcional de MEOX2, es de gran relevancia 
esta vía ya que los productos finales participan en la señalización de otras vías 
involucradas en neoplasias de tipo epitelial como WNT y TGF-β. 
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Figura 7 Construcción de vías de señalización celular a partir de análisis de predicción. 
Datos obtenidos por ChIP on chip de MEOX2 y RNA POL II de regiones promotoras de 
pacientes con cáncer pulmonar con un valor de FDR≤0.2, (imagen representativa tomada del 
paciente 6, AEE5536gensymbol.txt) bajo los siguientes parámetros: Organismo: Homo sapiens, 
Tipo de Id: símbolo del gen, referencia: genoma, i.e. Lista de genes, estadística: 
Hypergeométrica, Nivel de significancia: .05, MTC: Corrección Bonferroni, Mínimo: 2 

 
En la figura 8 se muestra la interacción de MEOX2 sobre la región promotora 
de GLI-1, mostrando que en los 3 pacientes hay un co-posicionamiento de 
MEOX2 y RNA POL II mostrada por el nivel de fluorescencia y el corte 
estadístico, en el paciente 6 y 13 marcados en color rojo (≥0.05) y en el 
paciente 3 marcado en color naranja (≤0.05), al realizar un análisis de 
predicción in silico de sitios de unión de MEOX2 sobre los 4000pb (3200pb rio 
arriba y 800pb rio abajo) con el programa TFSearch se encontraron 12 posibles 
regiones de interacción, se validaron cuantitativamente 7 regiones de 
interacción en las cuales había un pico de relevancia estadística 
aproximadamente a las -2000 pb y las -200 pb con relación al sitio de inicio de 
la transcripción. 
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Figura 8 Análisis bioinformático del promotor de GLI-1. Análisis de la región promotora de 
GLI-1 en pacientes con cáncer pulmonar, donde se muestra la intensidad de Fluorescenciade 
los picos de MEOX2 y RNA POL II en los pacientes 3, 6 y13, se muestra 12 posibles sitios de 
unión de MEOX2 en la región promotora de GLI-1, 7 regiones fueron analizadas 
cuantitativamente. Escala 200 bp. 

 
El análisis de la región citogenética del cromosoma 12 donde se encuentra el 
locus de GLI-1 muestra un perfil epigenético en la región promotora de GLI-1, 
los datos derivados del proyecto ENCODE en A549 muestra un 
enriquecimiento de CTCF (azul) en la región promotora y de las marcas de 
activación H3K4me3 y H3K27Ac (verde), mientras que hay una ausencia de 
marcas de represión, mostrándose un promotor posiblemente activo, los 
resultados obtenidos en el laboratorio muestran un posicionamiento de MEOX2 
y RNA POL II en la región promotora de GLI-1 similar a los datos obtenidos de 
la RNA POL II de la línea A549, esto permite visualizar los pacientes 
mexicanos con cáncer pulmonar y su posible regulación epigenética mediada 
por un código de activación de histonas. 
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Figura 9 Análisis epigenético de la región promotor de GLI-1. Análisis bioinformático de 
marcas de regulación epigenética sobre la región promotora de GLI-1, donde se muestra CTCF 
(azul obscuro), H3K4me3 and H3K27Ac (verde), H3K27me3 and H3K9me3 (rojo) (ENCODE); 
MEOX2 y RNA POL II (negro), transcriptoma (rosa) y RNA POL II (azul) de la línea celular 
A549. Los datos obtenidos utilizando el visualizador “IGV Viewer (versión 2.3.60) 

 
Para evaluar cuantitativamente la región promotora de GLI-1 se diseñaron 12 
juegos de oligonucleótidos, en la figura 10 se muestra el diseño, tamaño y 
posición de estos para evaluar cuantitativamente la región promotora de GLI-1, 
seleccionando las 7 regiones cercanas al sitio de inicio de la transcripción, 
debido al valor estadístico obtenido tras los ensayos de IP de MEOX2 y de 
RNA POL II.
 

 
Figura 10 Promotor de GLI-1 diseño in silico de posibles sitios de interacción de MEOX2. 
En base a los Hotspots de los sitios de interacción de MEOX2 en los pacientes con cáncer 
pulmonar, se realizó una predicción de sitios de unión a lo largo del promotor proximal de GLI-
1, encontrándose 12 sitios de posible interacción de MEOX2, se analizaron 7 regiones para 
mapear la región promotora de GLI-1. 
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9.2 Identificación y validación de las regiones promotoras del gen GLI-1 
de la vía Hh como en gen blanco de MEOX2 en carcinomas pulmonares 
derivados de pacientes y líneas celulares de cáncer pulmonar. 
Los 7 sitios de interacción de MEOX2 con la región promotora de GLI-1 se 
evaluaron mediante ChIP-qPCR en una cohorte de 13 pacientes y 2 líneas 
celulares de adenocarcinoma pulmonar (A549 y A427). En la figura 11 se 
muestra los niveles de enriquecimiento de MEOX2 y RNA POL II, mostrando el 
posicionamiento de MEOX2 en 2 regiones una cercana en las -2000 pb (1-2) y 
otra en las -700 pb (4), coincidiendo con el perfil de RNA POL II teniendo picos 
máximos en esas mismas 2 regiones para los pacientes y las líneas celulares. 

 

  
Figura 11 Análisis cuantitativo de factores transcripcionales sobre la región promotora 
de GLI-1. Análisis de enriquecimiento de MEOX2 y RNA POL II, en 7 segmentos de la región 
promotora de GLI-1, en 13 pacientes con cáncer pulmonar y dos líneas celulares de 
adenocarcinoma (A549, A427) 

 
Con el fin de evaluar el perfil epigenético de la región promotora de GLI-1 se 
realizaron ensayos de ChIP-qPCR de H3K27Ac y H3K4me3, siendo las marcas 
presentes en las bases de datos del proyecto ENCODE para la línea celular 
A549. Encontrándose un enriquecimiento de H3K27Ac a lo largo de la región 
promotora desde los -2000 pb hasta cerca de las -250 pb en los pacientes y las 
líneas celulares, para la marca H3K4me3 el enriquecimiento es similar a lo 
observado con MEOX2 y RNA POL II en la región cercana a las -700 pb pero 
en menor medida, mostrando así una asociación de marcas de activación de la 
cromatina y el posicionamiento de MEOX2 y RNA POL II posiblemente como 
un mecanismo de regulación transcripcional de forma activa. 
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Figura 12 Análisis cuantitativo de marcas de histonas sobre la región promotora de GLI-
1. Análisis de enriquecimiento de H3K27Ac y H3K4me3, en 7 segmentos de la región 
promotora de GLI-1, en 13 pacientes con cáncer pulmonar y dos líneas celulares de 
adenocarcinoma (A549, A427) 

 

9.3 Análisis del nivel de expresión del mRNA de los blancos génicos de 
MEOX2. 
Se evaluó el nivel de mRNA de los genes principales de la vía de señalización 
Hedgehog, esto mediante ensayos de qPCR con sondas de hidrólisis 
permitiendo detectar el mensajero maduro para cada gen que participan en la 
vía en distintas líneas de cáncer pulmonar. 
 

9.3.1 Expresión del mRNA en genes miembros de la vía de señalización 
Hh en condiciones basales (ausencia de fármacos oncológicos)  
Se realizó el análisis denominado “ΔΔCT”, para obtener los valores relativos de 
expresión de 4 líneas celulares A549 y A427 (de origen caucásico), INER51 e 
INER 37 (derivadas de pacientes mexicanos) ajustando con un gen de 
referencia como GAPDH, y tomando como control la mezcla de los 4 RNAs de 
las líneas celulares. En la figura 13 se observa el perfil de expresión basal de 
los genes implicados en la vía, mostrando que A549 tiene los niveles de 
expresión más altos de los genes SHH, SMO, GLI-1 y ABCG2 gen blanco de 
GLI-1 siendo significativo el incremento comparado con el control, en contraste 
la línea celular A427 presenta los niveles más bajos de expresión de SHH, 
PTCH1, SMO y GLI-1. En cuanto a las líneas derivadas de pacientes 
mexicanos solo en la INER37 se observa un aumento en la expresión de 
PTCH1 y SMO, y una disminución en ABCG2, mientras que INER51 no 
muestra cambios en los niveles de expresión. 
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Figura 13 Análisis del patrón de expresión basal del mRNA en modelos celulares de 
cáncer pulmonar. Expresión relativa normalizado con GAPDH, se tomó como control la 
mezcla del RNA de las líneas celulares ajustándolo a 1. Las imágenes representan el resultado 
de 3 experimentos independientes, se realizó un análisis estadístico de ANOVA de una sola 
vía, con pruebas de comparación múltiple de Dunnett siendo significativo *p<0.05, **p≤ 0.01, 
***p≤ 0.001 

 

9.4 Análisis de la respuesta al tratamiento farmacológico en líneas 
celulares de cáncer pulmonar. 
Con la finalidad de evaluar el efecto de distintos fármacos oncológicos 
utilizados en la clínica, para el tratamiento de cáncer pulmonar, las líneas 
celulares se sometieron a distintos retos farmacológicos con fármacos de 
primera línea como lo es el Cisplatino y Doxorrubicina, estos son utilizados en 
el tratamiento de neoplasias malignas de tipo epitelial, además de simular el 
efecto de pacientes que no responden al tratamiento por una posible 
resistencia al fármaco se establecieron modelos de resistencia a largo plazo, 
sometiendo el cultivo celular a la constante exposición a Cisplatino 
incrementando la dosis hasta volver a las células resistentes. 
 

9.4.1 Viabilidad celular como respuesta a fármacos anti-neoplásicos en 
líneas celulares de cáncer pulmonar 
4 modelos celulares se utilizaron para evaluar la tasa de células vivas después 
del reto farmacológico, esto graficado en forma de porcentaje tomando como 
100% el cultivo celular que no fue sometido a tratamiento, para el análisis se 
evaluó la exclusión del colorante vital azul de tripano. En la figura 14 se que 
observa las líneas celulares de origen caucásico tienen una mayor viabilidad 
celular después de la exposición al fármaco, A549 entre el 50 y 60% mientras 
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que la A427 presenta más de 50% de células vivas después de los retos 
farmacológicos, mientras que las líneas derivadas de pacientes mexicanos son 
más susceptibles a los retos farmacológicos mostrando una menor viabilidad 
correspondiente al 50% 48 horas después del tratamiento farmacológico, se 
utilizaron como concentración para Cisplatino 8 μM y para Doxorrubicina 100 
nM. se realizaron combinaciones para simular lo que se practica en la clínica 
invirtiendo el orden de los fármacos para evaluar el efecto en los cultivos 
celulares pero no se encontró diferencia en las combinaciones.  
 

  

  
Figura 14 Análisis de la tasa de viabilidad celular después del reto farmacológico. Se 
evaluó la tasa de viabilidad mediante el conteo por azul de tripano, se tomó como control las 
células sin exposición a fármaco, se utilizó Cisplatino 8μM, Doxorrubicina 100nM, y 
combinaciones durante 48 horas, imagen representativa de 3 experimento independientes, se 
realizó una ANOVA de una sola vía, con pruebas de comparación múltiple de Dunnett siendo 
significativo *p<0.05, **p≤ 0.01, ***p≤ 0.001 

 

9.4.2 Análisis de cambio en el perfil de expresión del mRNA en modelos 
de cáncer pulmonar, como respuesta a fármacos oncológicos 
Se evaluaron los niveles de expresión de los genes que participan en la vía de 
señalización Hedgehog, en los modelos celulares analizados, con respecto al 
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gen SHH cuyo producto es iniciador de la vía, la figura 15 muestra una 
disminución significativa en el tratamiento combinado de Cis-Doxo solo en el 
modelo A549, mientras que en los demás modelos y tratamientos no se 
observa diferencia alguna.  

 

  
Figura 15 Análisis del mRNA de SHH en líneas celulares de cáncer pulmonar. Ensayos de 
qPCR utilizando sondas de hidrólisis normalizando con GAPDH, las imágenes representa 3 
ensayos independientes, se realizó ANOVA de una sola vía, con pruebas de comparación 
múltiple de Dunnett siendo significativo *p<0.05 

 
Al analizar los cambios en los niveles de expresión del gen PTCH1, que 
codifica al primer receptor reportado que posee 12 dominios 
transmembranales, se observa una disminución significativa en los 
tratamientos combinados en la línea A549, en la línea INER51 se observa una 
disminución en todos los tratamientos oncológicos, sin embargo ni en la línea 
A427 ni en la INER37 se observan diferencias significativa (Figura 16). 
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Figura 16 Análisis de mRNA de PTCH1 en líneas celulares de cáncer pulmonar. Ensayos 
de qPCR utilizando sondas de hidrólisis normalizando con GAPDH, las imágenes representa 3 
ensayos independientes, se realizó ANOVA de una sola vía, con pruebas de comparación 
múltiple de Dunnett siendo significativo *p<0.05, **p≤ 0.01, ***p≤ 0.001 

 

Para el gen SMO, que codifica al segundo receptor reportado que posee 7 
dominios transmembranales, el análisis de qPCR no muestra ninguna 
diferencia significativa para los tratamientos farmacológicos, ni para las líneas 
celulares (Figura17). 
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Figura 17 Análisis de mRNA de SMO en líneas celulares de cáncer pulmonar. Ensayos de 
qPCR utilizando sondas de hidrólisis normalizando con GAPDH, las imágenes representa 3 
ensayos independientes, se realizó ANOVA de una sola vía, con pruebas de comparación 
múltiple de Dunnett siendo significativo *p<0.05 

 
Respecto al gen GLI-1 último gen y efector de la vía Hedgehog, un factor de 
transcripción que tiene una regulación autocrina, no se observaron cambios 
significativos en los patrones de expresión en los diferentes modelos y 
tratamientos farmacológicos, sin embargo la línea A549 tiene una tendencia al 
aumento del mRNA en los tratamientos independientes (Figura18). 
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Figura 18 Análisis de mRNA de GLI-1 en líneas celulares de cáncer pulmonar. Ensayos de 
qPCR utilizando sondas de hidrólisis normalizando con GAPDH, las imágenes representa 3 
ensayos independientes, se realizó ANOVA de una sola vía, con pruebas de comparación 
múltiple de Dunnett siendo significativo *p<0.05 

 
El análisis de MEOX2 gen de relevancia clínica y posible regulador de la vía 
Hedgehog no se observan diferencia significativas en los modelos de estudio ni 
tampoco en los tratamientos farmacológicos.(Figura19). 
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Figura 19 Análisis de mRNA de MEOX2 en líneas celulares de cáncer pulmonar. Ensayos 
de qPCR utilizando sondas de hidrólisis normalizando con GAPDH, las imágenes representa 3 
ensayos independientes se realizó ANOVA de una sola vía, con pruebas de comparación 
múltiple de Dunnett siendo significativo *p<0.05 

 
El análisis del patrón de expresión del gen ABCG2 blanco de GLI-1, no 
muestra cambios significativos en los modelos celulares, sin embargo es de 
destacar una tendencia en las líneas caucásicas hacia la alza, mientras que en 
la líneas derivadas de pacientes mexicanos se observa un disminución en la 
INER51.  
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Figura 20 Análisis de mRNA de ABCG2 en líneas celulares de cáncer pulmonar. Ensayos 
de qPCR utilizando sondas de hidrólisis normalizando con GAPDH, las imágenes representa 3 
ensayos independientes se realizó una ANOVA de una sola vía, con pruebas de comparación 
múltiple de Dunnett siendo significativo *p<0.05 

 

9.4.3 Análisis de cambios en el perfil transcripcional y epigenético en 
secuencias promotoras del gen GLI-1 como blanco génico de MEOX2 en 
presencia de fármacos oncológicos en cáncer pulmonar 
Para analizar el perfil epigenético asociado a marcas de activación (H3K4me3 
y H3K27Ac) y de represión (H3K9me3 y H3K27me3) se realizaron ensayos de 
inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) con anticuerpos específicos para 
estas marcas, adicionalmente se incluyo a MEOX2 y RNA POL II, para 
evidenciar el enriquecimiento sobre la región promotora de GLI-1, cerca del 
sitio de inicio de la transcripción, esto en las líneas celulares A549 y A427, 
donde se observo un enriquecimiento de MEOX2 en las regiones 7, 6 y 3 en 
una escala de 200% sobre el valor del DNA input, en la línea A427 en las 
mismas regiones pero en un 100% sobre el input, A549 no presenta 
enriquecimiento de la RNA POL II, mientras que A427 se muestra un 
enriquecimiento de hasta 150% sobre el input en la región 7 a la región 2. 
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En cuanto a las marcas de activación la A549 solo presenta un enriquecimiento 
de hasta 40% en la región 3, mientras que la A427 tiene un enriquecimiento del 
20% de la región 7 a la región 2, en cuanto a la marca H3K4me3 es muy 
discreto el enriquecimiento menor al 10% en ambas líneas, para las marcas de 
represión H3K27me3 el enriquecimiento es de un 15% de las regiones 7 a 2 en 
las 2 líneas, mientras que para H3K9me3 en A549 se observa un incremento 
de la región 7 a la 2 con un pico máximo de 40% en la región, en cuanto a la 
A427 se observa un enriquecimiento menor al 15% respecto al input (Figura 
21). 

  

  

  
Figura 21 Análisis del código histónico sobre el promotor de GLI-1 en líneas celulares. 
Ensayos de ChIP-qPCR de marcas de histonas tomando como control DNA no IP, las gráficas 
representan 3 experimentos independientes expresadas en %. 

 
Para evaluar la remodelación epigenética mediada por fármacos de primera 
línea utilizados para el tratamiento de cáncer pulmonar, se utilizó cisplatino con 
un concentración de 8 μM en un lapso de 48 horas, en las líneas A549 y A427, 
siendo las mismas marcas inmunoprecipitadas anteriormente, en la figura 22 
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se muestra la línea A549 y la región promotora de GLI-1, tras el reto 
farmacológico no se pierde el enriquecimiento de MEOX2 en las regiones 7, 6 y 
3, mientras que para la RNA POL II hay un incremento de hasta un 60% sobre 
el input después del reto farmacológico desde la región 7 hasta la región 2, en 
cuestión a las marcas de activación H3K4me3 hay un enriquecimiento después 
del tratamiento desde la región 6 a la región 1 siendo más evidente en la región 
3 con un 50% sobre el input, en contraste H4K27Ac hay una disminución en 
todas las regiones, en cuestión a las marcas de represión H3K9me3 hay un 
enriquecimiento tras el reto farmacológico con un pico máximo de hasta 90% 
sobre el input en la región 3, mientras que para H3K27me3 se mantienen los 
niveles de enriquecimiento respecto al control, esto sugiere una 
reprogramación epigenética en la región promotora de GLI-1, promoviendo un 
estado de cromatina bivalente, derivado del estrés citotóxico del cisplatino.  
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Figura 22 Análisis del código histónico sobre el promotor de GLI-1 en A549 frente al reto 
farmacológico. Ensayos de ChIP-qPCR de marcas de histonas tomando como control DNA no 
IP, reto farmacológico con cisplatino 8 μM. A 48 horas, las imágenes representan 3 
experimentos independientes expresadas en %. 

 
La línea celular A427 mostrada en la figura 23 muestra valores de 
enriquecimiento de MEOX2 muy similares en la región 6 y 3, de igual manera la  
RNA POL II de la región 7 a la región 2, teniendo un incremento en la región 3 
de hasta 150% sobre el input, en cuestión a las marcas de activación 
H3K4me3 no se observan cambios, al igual que la marca H3K27Ac una ligera 
disminución del 20% al 5% sobre el input tras el reto con cisplatino en la región 
7 a la 2, en cuestión a las marcas de represión hay un enriquecimiento de 
H3K9me3 tras el reto farmacológico de la región 7 a la región 2 con un 
aumento máximo de hasta 50% sobre el input en la región 3, en cuanto a 
H3K27me3 no hay diferencia tras el tratamiento oncológico se mantiene en un 
20% sobre el input, sugiriendo una reprogramación a un estado de represión 
transcripcional debido al estrés citotóxico del cisplatino. 
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Figura 23 Análisis del código histónico sobre el promotor de GLI-1 en A427 frente al reto 
farmacológico. Ensayos de ChIP-qPCR de marcas de histonas tomando como control DNA no 
IP, reto farmacológico con cisplatino 8μM. Se realizó a 48 horas, las imágenes representan 3 
experimentos independientes expresadas en %.  

 

9.4.4 Análisis de la capacidad de resistencia al fármaco oncológico 
cisplatino en líneas celulares de cáncer pulmonar. 
Para evaluar la capacidad de respuesta a fármacos oncológicos de primera 
línea en cáncer pulmonar como lo es el Cisplatino, se midió la actividad de 
deshidrogenasas en 4 modelos celulares mediante ensayos de MTT un método 
indirecto para evaluar la actividad metabólica, , se utilizó una dosis creciente de 
cisplatino en un rango de 0.1μM a 100μM siendo las líneas derivadas de 
pacientes caucásicos (A549 y A427) las que tienen una mayor resistencia al 
fármaco con una IC50 en promedio de 20μM, mientras que las líneas celulares 
derivadas de pacientes mexicanos son mucho más sensibles y tienen una IC50 
en promedio de 9 μM. (Figura 22). 
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Figura 24 Determinación de la IC50 en respuesta a cisplatino en líneas celulares. Ensayos 
para evaluar la actividad de deshidrogenasas mediante MTT utilizando cisplatino en dosis 
crecientes, ensayos realizados a 48 horas, se determinó la IC50 mediante una regresión no 
lineal log(inhibidor) VS respuesta. 

 
Para evidenciar la resistencia a fármacos oncológicos se utilizaron los 
parámetros previamente obtenidos de las IC50 de las líneas celulares, 
utilizando A549 con una IC50 de 20.18 μM y la INER37 con una IC50 de 8.85 
μM, teniendo un reto farmacológico de Cisplatino continuo a una concentración 
IC25 10.10 μM y 4.42 μM respectivamente durante 15 días, mostrando al 
término de este periodo en la línea A549 un incremento en la IC50 teniendo un 
valor final de 49.97 μM. incrementándose cerca del doble el valor inicial, 
mientras que para la línea INER37 al termino de los 15 días tubo un valor final 
de 29.65 μM. teniendo un incremento casi de 4 veces la IC50 inicial, 
estableciendo así líneas celulares resistentes a Cisplatino (Figura 25). 
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Figura 25 Resistencia a cisplatino en líneas celulares. Generación de líneas resistentes a 
cisplatino tras el reto constante farmacológico durante 15 días, se utilizó la IC25 10.10 μM. y 
4.425 μM. Respectivamente. Ensayos para evaluar la actividad de deshidrogenasas mediante 
MTT utilizando cisplatino en dosis crecientes, ensayos realizados a 48 horas, se determinó la 
IC50 mediante una regresión no lineal log(inhibidor) VS respuesta. 

 
En la figura 26 se muestran los cambios a nivel de proteína de las células 
parentales y resistentes a Cisplatino, en las cuales se observa un incremento 
en los niveles de expresión en A549 respecto a la proteína de GLI-1, siendo 
significativo el cambio cuando se utiliza el fármaco a 48 horas en las células 
resistentes, en contraste para MEOX2 se observa una disminución en los 
niveles de expresión de la proteína para las células resistentes a Cisplatino, 
tanto en condiciones de control como con exposición a 48 horas de Cisplatino. 
 

 
Figura 26 Análisis de la expresión de proteínas en A549 resistentes a cisplatino. Análisis 
por WesternBlot normalizando las muestras con GAPDH, como control células parentales, se 
utilizaron los títulos GLI-1 (1:500), MEOX2 (1:1500) y GAPDH (1:300) imagen representativa de 
3 experimentos independientes, se realizó una t de student siendo significativo *p<0.05, **p≤ 
0.01 
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9.5 Participación de los factores de transcripción MEOX2 y GLI-1 en la 
quimio-resistencia del cáncer pulmonar 
Para evidenciar la participación transcripcional de MEOX2 sobre los blancos 
génicos, como GLI-1 y su participación en la actividad de deshidrogenasas y su 
capacidad de resistencia a fármaco oncológico, se evaluó por MTT la 
respuesta ante Cisplatino bajo la supresión de la expresión génica de MEOX2, 
GLI-1 y su combinación (iMX/iGL) mediante el uso de RNA interferentes, en la 
figura 27 se muestra las líneas celulares de cáncer pulmonar, en donde en 
A549 se observa una disminución en la IC50 con el silenciamiento de MEOX2 
(16.75μM), GLI-1 (10.07μM) y en la combinación (9.54μM), siendo la condición 
de combinación e inhibición de GLI-1 las que tienen mayor efecto en la 
actividad de deshidrogenasas con un IC50 de 10μM en promedio, comparada 
con una secuencia aleatoria que no reconoce ningún mRNA mensajero, así 
mismo en la línea celular A427 aunque el efecto es menor también hay una 
disminución en la IC50 del silenciamiento génico de MEOX2 (10.44μM), GLI-1 
(17.88μM) y combinación (16.98μM), siendo MEOX2 donde se observa mayor 
efecto con respecto al control, en cuanto a la línea celular NH2347 solo se 
observa una disminución de la actividad de deshidrogenasas en el 
silenciamiento de MEOX2 y la combinación, teniendo una IC50 de 1.08μM y 
1.36μM respectivamente, en la línea celular H1975 no se observa ningún 
cambio en ningún silenciamiento genético.  

 

  

  
Figura 27 Participación de MEOX2 y GLI-1 en la viabilidad celular bajo el tratamiento con 
cisplatino. Ensayos para evaluar la actividad de deshidrogenasas mediante MTT utilizando 
cisplatino en dosis crecientes, ensayos realizados a 48 horas, utilizando siRNAs específicos, se 
determinó la IC50 mediante una regresión no lineal log(inhibidor) vs respuesta. 
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9.5.1 Análisis de la participación del eje transcripcional MEOX2-GLI-1 en 
la capacidad de quimio-resistencia (cisplatino) en cáncer pulmonar. 
Se realizaron ensayos de tiempo real para la detección de mRNAs maduros de 
los genes MEOX2 y GLI-1 tras el silenciamiento de MEOX2 y saber su impacto 
en la regulación de blancos génicos en condiciones control y Cisplatino. Para 
las líneas celulares A549 y A427 se observa una disminución en los niveles de 
mRNA de MEOX2 tanto en condiciones de silenciamiento de MEOX2 control y 
cisplatino, corroborando el efecto del silenciamiento genético de este gen, y 
solo en la línea A427 hay una disminución significativa del mRNA cuando se 
utiliza el silenciamiento y cisplatino, mientras que en la línea A549 no hay 
diferencias tras el silenciamiento en ambas condiciones, en la línea celular 
H1975 no fue posible la detección de mRNA maduro de MEOX2, posiblemente 
a que esta línea no exprese dicho gen o los niveles sean indetectables por el 
equipo. Al evaluar a GLI-1 se observa una disminución significativa en la 
condición del silenciamiento de MEOX2 y cisplatino casi en su totalidad para la 
línea A549, mientras que para la A427 hay una disminución de hasta un 70% 
en relación al control, para la línea celular H1975 la cual no fue posible detectar 
MEOX2 no se observa una disminución del mRNA de GLI-1 tanto en 
condiciones control como de reto farmacológico a cisplatino (Figura 28). 
 

 
Figura 28 Análisis de expresión de MEOX2 y GLI-1 mediante el silenciamiento de MEOX2 
en tratamientos con cisplatino. Ensayos de qPCR utilizando sondas de hidrólisis 
normalizando con GAPDH, las imágenes representa 3 ensayos independientes, se realizó una t 
de student siendo significativo *p<0.05, **p≤ 0.01 

 

A549

Control
siMEOX2

Cisplatino
siMEOX2

Control
siSCR

0.0

0.5

1.0

1.5

E
xp

re
si

ón
R

el
at

iv
a

M
EO

X2
/G

A
PD

H

A427

Control
siMEOX2

Cisplatino
siMEOX2

Control
siSCR

0.0

0.5

1.0

1.5

*

E
xp

re
si

ón
R

el
at

iv
a

M
EO

X2
/G

A
PD

H

Control
siMEOX2

Cisplatino
siMEOX2

Control
siSCR

0.0

0.5

1.0

1.5

E
xp

re
si

ón
R

el
at

iv
a

M
EO

X2
/G

A
PD

H

H1975

A549

Control
siMEOX2

Cisplatino
siMEOX2

Control
siSCR

0.0

0.5

1.0

1.5

**

Ex
pr

es
ió

n
R

el
at

iv
a

G
LI

-1
/G

A
PD

H

A427

Control
siMEOX2

Cisplatino
siMEOX2

Control
siSCR

0.0

0.5

1.0

1.5

**

E
xp

re
si

ón
R

el
at

iv
a

G
LI

-1
/G

A
PD

H

Control
siMEOX2

Cisplatino
siMEOX2

Control
siSCR

0.0

0.5

1.0

1.5

E
xp

re
si

ón
R

el
at

iv
a

G
LI

-1
/G

A
PD

H

H1975



64 

9.5.2 Análisis de cambios en el nivel de proteína de GLI-1 como blanco 
génico del factor transcripcional MEOX2 en líneas celulares de cáncer 
pulmonar 
Al observar el posicionamiento de MEOX2, RNA POL II y marcas epigenéticas 
de activación (H3K27Ac y H3K4me3) sobre la región promotora de GLI-1, se 
sugirió que esté bajo un posible control transcripcional de MEOX2, por lo que 
se realizaron ensayos de silenciamiento genético para evidenciar los niveles de 
proteína por WesternBlot en la línea celular A427 (figura 29), mostrando una 
disminución en la proteína de GLI-1 de manera significativa tras el 
silenciamiento de MEOX2 corroborando el efecto del silenciamiento genético y 
lo previamente observado a nivel de mRNA. 
 

 
 
Figura 29 Validación del efecto del silenciamiento genético de MEOX2. Análisis por 
WesternBlot normalizando las muestras con GAPDH, como control un siRNA scramble, se 
utilizaron los títulos GLI-1 (1:500), MEOX2 (1:1500) y GAPDH (1:300) imagen representativa de 
3 experimentos independientes, se realizó una t de student siendo significativo *p<0.05 

 
Para evaluar el efecto del cisplatino y su participación en la regulación 
transcripcional, se realizaron ensayos en A549 y A427, de silenciamiento 
génico de MEOX2 y exposición a fármaco, mostrando disminución de GLI-1 
bajo el silenciamiento de MEOX2 frente al reto farmacológico en 
concentraciones de 8μM. comparado con la secuencia control, esto es similar 
en la línea A427 (Figura 30).  
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Figura 30 Regulación transcripcional de MEOX2 sobre GLI-1 en Líneas celulares de 
cáncer pulmonar. Análisis por WesternBlot normalizando las muestras con GAPDH, como 
control siRNA scramble, el reto con cisplatino 8μM se realizó a 48 horas. se utilizaron los títulos 
GLI-1 (1:500), MEOX2 (1:1500) y GAPDH (1:300) imagen representativa de 3 experimentos 
independientes, se realizó una t de student siendo significativo *p<0.05 

 
También se evaluó el silenciamiento de MEOX2, GLI-1 y la combinación en la 
línea celular A549 y H1975. Teniendo como resultado en la línea A549 para la 
proteína de GLI-1 una disminución en el silenciamiento de MEOX2, GLI-1 y 
combinación en las condiciones control, no se observó esto en la condición con 
cisplatino, en cuanto a la línea H1975 solo se observa una disminución de la 
proteína en el silenciamiento de GLI-1 y combinación en condiciones control, 
mientras que para la condición de cisplatino no se observan cambios 
significativos. En cuanto a los niveles de proteína de MEOX2 la línea celular 
A549 tiene una disminución significativa de la proteína tras el silenciamiento de 
MEOX2, GLI-1 y combinación en las condición de control, sin embargo este 
efecto no se ve en la condición con cisplatino, para la línea H1975 no se pudo 
detectar la proteína ni en condiciones control ni tratamiento, esto igual que en 
el mRNA mensajero (figura 31).  
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Figura 31 Participación de MEOX2 como regulador positivo de GLI-1 en Líneas celulares 
de cáncer pulmonar. Análisis por WesternBlot normalizando las muestras con GAPDH, como 
control siRNA scramble, el reto con cisplatino 8μM se realizó a 48 horas. se utilizaron los títulos 
GLI-1 (1:500), MEOX2 (1:1500) y GAPDH (1:300) imagen representativa de 3 experimentos 
independientes, se realizó una ANOVA de una sola vía, con pruebas de comparación múltiple 
de Dunnett y una t de student siendo significativo *p<0.05, **p≤ 0.01, ***p≤ 0.001 

 

9.6 Análisis de la participación funcional de MEOX2 y GLI-1 en la 
proliferación celular del cáncer pulmonar 
La estrategia utilizada para evaluar la participación de MEOX2 y GLI-1 fue la 
movilidad celular, y la capacidad de formar colonias, esto con el objetivo de 
analizar el impacto de MEOX2 como regulador transcripcional y GLI-1 como 
blanco génico de MEOX2.  
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9.6.1 Ensayos de migración de células tumorales mediante la técnica de 
herida (Horizontal) 
Se analizó la capacidad de migración celular de los modelos celulares A549 y 
A427, utilizando la técnica de herida en condiciones de confluencia al 100% 
utilizando condiciones como control y reto con cisplatino a 48 horas, en la 
figura 32 se muestra el resultado a 0, 24 y 48 horas después de realizar la 
herida en el cultivo confluente, se observa un aumento en la capacidad de 
migración de la línea celular A549 cuando es incubada con cisplatino 
comparada con el control, este aumento significativo es observado de 24 a 48 
horas, de manera contraria en la línea celular A427 no muestra diferencia entre 
condiciones, tanto en el control como aquella incubada con cisplatino a 24 y 48 
horas. 
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Figura 32 Migración celular en modelos celulares A549 y A427. Análisis de la movilidad 
celular mediante la herida en un cultivo celular en monocapa, el reto con cisplatino 8μM se 
realizó a 48 horas, se utilizó como control células sin tratamiento, imagen representativa de 3 
experimentos independientes, se realizó ANOVA de una sola vía, con pruebas de comparación 
múltiple de Dunnett siendo significativo *p<0.05

 
Dado que solo en la línea celular A549 se observó la capacidad de migración, 
se evaluó la línea A549 resistente a cisplatino, en la figura 33 se muestra como 
la línea resistente tiene una mayor capacidad de migración a 24 a 48 horas 
teniendo un incremento de manera significativa, comparada con la línea 
parental. 

   
 

Figura 33 Migración celular en A549 parental vs resistente. Análisis de la movilidad celular 
mediante la herida en un cultivo celular en monocapa, el reto con cisplatino 8 μM se realizó a 
48 horas, se utilizó como control células parentales, imagen representativa de 3 experimentos 
independientes, se realizó una ANOVA de una sola vía, con pruebas de comparación múltiple 
de Dunnett siendo significativo *p<0.05, **p≤ 0.01 
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específicos para inhibir MEOX2, GLI-1 y combinación, mostrando como 
resultado al tiempo de 24 horas una disminución significativa de la migración 
celular tras el silenciamiento de MEOX2 y no así en los demás tratamientos, sin 
embargo al termino de las 48 horas se observa una disminución en las 
condiciones de silenciamiento de MEOX2 y combinación de MEOX2 y GLI-1
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respecto al control, mientras que para el silenciamiento de GLI-1 no se observa 
diferencia significativa con respecto a la secuencia scramble, pero si una 
diferencia significativa respecto al silenciamiento de MEOX2 y combinación 
(figura 34). 

 
Figura 34 Migración celular de A549 resistente y su efecto tras el silenciamiento de 
MEOX2 y GLI-1. Análisis de la movilidad celular mediante la herida en un cultivo celular en 
monocapa, el reto con cisplatino 8 μM se realizó a 48 horas, se utilizó como control siRNA 
scramble, imagen representativa de 3 experimentos independientes, se realizó una ANOVA de 
una sola vía, con pruebas de comparación múltiple de Dunnett siendo significativo *p<0.05, 
**p≤ 0.01, ***p≤ 0.001 

 

9.6.2 Ensayos de migración de células tumorales mediante el uso de 
cámaras Transwell (Vertical) 
No en todas las líneas celulares se puede evaluar la migración mediante la 
técnica de herida esto debido a que no llegan a formar una monocapa y tener 
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silenciamiento de GLI-1 y combinación, mientras que la condición de 
silenciamiento de MEOX2 no se observan diferencias significativas (figura 35). 

 
 

 
Figura 35 Migración celular mediante el uso de cámaras Transwell y el silenciamiento de 
MEOX2 y GLI-1 en líneas celulares de cáncer pulmonar. Análisis de la movilidad celular 
mediante cámaras Transwell, el reto con cisplatino 8 μM se realizó a 48 horas, se utilizó como 
control siRNA scramble, imagen representativa de 3 experimentos independientes, se realizó 
una ANOVA de una sola vía, con pruebas de comparación múltiple de Dunnett siendo 
significativo *p<0.05, **p≤ 0.01, ***p≤ 0.001 
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solo hay una disminución significativa tras el silenciamiento de GLI-1 y un 
tendencia no significativa en el silenciamiento combinado, en el silenciamiento 
de MEOX2 no se observan cambios significativos, esto previamente observado 
en los ensayos de migración celular (Figura 36). 
 

 
 

 
Figura 36 Capacidad de formación colonias tras el silenciamiento de MEOX2 y GLI-1 en 
líneas celulares de cáncer pulmonar. Análisis de la capacidad de formar colonias, mediante 
la expansión clonal, reto con cisplatino 8μM se realizó a 48 horas, se utilizo como control siRNA 
scramble, imagen representativa de 3 experimentos independientes, se realizó una ANOVA de 
una sola vía, con pruebas de comparación múltiple de Dunnett siendo significativo *p<0.05, 
**p≤ 0.01, ***p≤ 0.001 
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en parafina de carcinomas sólidos pulmonares para evaluar la presencia de las 
proteínas, identificando correlación en la expresión entre ambas proteínas. 
Los niveles de expresión de MEOX2 y GLI-1 es diferencial, hay pacientes con 
alta expresión de MEOX2 y GLI-1 tanto pacientes con una menor expresión, 
sin embargo estos niveles correlacionan aquellos pacientes que presentan baja 
expresión de MEOX2 también presentan baja expresión de GLI-1, así también 
en pacientes cuya expresión es alta se observa en las 2 proteínas (Figura 37). 
 

Pacientes con  Pacientes con 
Baja Expresión  Alta Expresión 

 
Figura 37 Análisis de la presciencia de MEOX2 y GLI-1 en pacientes con cáncer 
pulmonar. Análisis de intensidad de marcadores mediante Inmunohistoquímica doble marcaje 
MEOX2-DAB y GLI-1-FA, en grupos de pacientes con cáncer pulmonar tipo adenocarcinoma 
n=23, se realizó una ANOVA de una sola vía, con pruebas de comparación múltiple de Tukey 
siendo significativo *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001 

 
Se realizó un análisis multivariado para identificar diferencias significativas 
entre diferentes características de los paciente, tomado en cuenta la edad, 
genero, tabaquismo, calidad de vida (ECOG), estadio clínico y niveles de 
expresión de MOEX2 y GLI-1, encontrándose una diferencia significativa en los 
niveles de expresión de MEOX2 con un valor de p<0.05. 
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Tabla 2. Análisis multivariado usando datos clínicos de pacientes con cáncer pulmonar. 
Modelo de regresión Cox y riesgo relativo (RR), calculado con un C.I. de 95%. 

 Riesgo Relativo 95% .I.C p 

Edad 1.013 0.99 – 1.04 0.709 

Genero 1.145 0.53 – 2.5 0.73 

Tabaquismo 1.063 0.53 – 2.5 0.873 

ECOG 1.227 0.82 – 1.8 0.323 

Estadio Clínico 1.138 0.74 – 1.7 0.354 

Expresión MEOX2 2.04 1.02 – 4.1 0.046* 

Expresión GLI-1 1.73 0.889 – 3.4 0.106 

 

9.8 Análisis del eje MEOX2-GLI-1 y su impacto en la supervivencia global 
de pacientes con cáncer pulmonar bajo esquemas de seguimiento clínico 
fármaco-oncológico 
Para evaluar la importancia de MEOX2 y GLI-1 y su impacto en aquellos 
pacientes con cáncer pulmonar, ser realizaron curvas de supervivencia a 60 
meses, encontrándose en la figura 38 una diferencia significativa con un valor 
de p=0.009 y p=0.002 para MEOX2 y GLI-1 respectivamente, teniendo una 
menor supervivencia aquellos pacientes que tienen niveles altos de expresión 
de estas proteínas, mientras que para los pacientes que presentan una menor 
expresión tiene una supervivencia mayor a los 60 meses, en ambas proteínas. 
 

 
Figura 38 Análisis de la prognosis de supervivencia en pacientes con carcinomas 
pulmonares. Supervivencia en pacientes con baja y alta expresión de MEOX2 y GLI-1, 
expresado en supervivencia global a 60 meses n=90 (Log Rank “Mantel-Cox” p=0.009 y 
p=0.002) 

 
Realizando un análisis en aquellos pacientes que solo tengan el tipo histológico 
de adenocarcinoma pulmonar solo se observa un diferencia significativa en 
GLI-1, con un valor de p=0.002, teniendo un supervivencia mayor a 60 meses 
en aquellos pacientes con menor expresión de GLI-1, mientras que para 

Expresión MEOX2 (intensidad x área nuclear)

___ Alta
Mediana 4.9 meses [95% CI 0.6 – 9.7]

----- Baja
Mediana 9.7 meses [95% CI 5.1 – 14.2]

Valor de p: 0.009

Expresión GLI-1 (intensidad x área nuclear)

___ Alta
Mediana 9.82 months [95% CI 0.7 – 18.9]

----- Baja
Mediana 31.01 months [95% CI 14.9 – 47.1]

Valor de p: 0.002
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MEOX2 no hay diferencia significativa, sin embargo aquellos pacientes que 
tienen menor expresión de MEOX2 también tiene una supervivencia mayor a 
los 60 meses. 
 

 
Figura 39 Análisis de la prognosis de supervivencia en pacientes con adenocarcinomas 
pulmonares. Supervivencia en pacientes con baja y alta expresión de MEOX2 y GLI-1, 
expresado en supervivencia global a 60 meses n=72 (Log Rank “Mantel-Cox” p=0.079 y 
p=0.002) 

 
Es de gran importancia la mutación en EGFR en pacientes con cáncer 
pulmonar, debido a la posibilidad de responder mejor o no a terapia dirigida con 
fármacos capaces de inhibir proteínas tirosina cinasa (TKI´s), y así evitar 
cascadas de señalización y transcripción de genes involucrados en el 
mantenimiento de las neoplasias, se realizaron curvas de supervivencia para 
aquellos pacientes que no tienen una mutación en EGFR (figura 40) y están 
bajo tratamiento con terapia dirigida con TKI´s, teniendo una diferencia 
significativa con un valor de p=0.002 los niveles de expresión de GLI-1 con una 
supervivencia de 35 meses aquellos pacientes con alta expresión y más de 60 
meses en pacientes con baja expresión, para MEOX2 no se observa diferencia 
significativa. 
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Expresión MEOX2 (intensidad x área nuclear)

___ Alta
Mediana 9.8 meses [95% CI 0.0 - 23.9]

----- Baja
Mediana 22.9 meses [95% CI 0.0 – 51.6]

Valor de p: 0.079

Expresión GLI-1 (intensidad x área nuclear)

___ High
Mediana 5.8 meses [95% CI 4.5 - 7.2]

----- Low
Mediana 16.2 meses [95% CI 1.6 – 30.7]

Valor de p: 0.002

Pacientes con adenocarcinomas pulmonares
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Figura 40 Análisis de la prognosis de supervivencia en pacientes con carcinoma 
pulmonar con terapia dirigida y EGFR no mutado. Supervivencia en pacientes con baja y 
alta expresión de MEOX2 y GLI-1, expresado en supervivencia global a 60 meses bajo 
tratamiento dirigido con TKI´s en pacientes con EGFR NO mutado n=54 (Log Rank “Mantel-
Cox” p=0.122 y p=0.002) 

 
En aquellos pacientes con cáncer pulmonar de tipo histológico adenocarcinoma 
y que no tengan una mutación en EGFR y estén bajo tratamiento de terapia 
dirigida con TKI´s, se realizó curvas de supervivencia teniendo como resultado 
una diferencia significativa para GLI-1 con un valor de p=0.006, mostrando un 
valor promedio de supervivencia de 35 meses aquellos pacientes con alta 
expresión, mientras que para aquellos que tienen una menor expresión la 
supervivencia es mayor a los 60 meses, mientras que para MEOX2 no se 
observan una diferencia significativa. 
 

 
Figura 41 Análisis de la prognosis de supervivencia en pacientes con adenocarcinoma 
pulmonar con terapia dirigida y EGFR no mutado. Supervivencia en pacientes con baja y 
alta expresión de MEOX2 y GLI-1, expresado en supervivencia global a 60 meses bajo 
tratamiento dirigido con TKI´s en pacientes con EGFR no mutado n=45 (Log Rank “Mantel-Cox” 
p=0.045 y p=0.006) 
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Expresión MEOX2 (intensidad x área nuclear)

___ Alta
Mediana 5.02 meses [95% CI 4.5 - 5.5]

----- Baja
Mediana 9.7 meses [95% CI 6.2 – 13.1]

Valor de p: 0.122

Expresión GLI-1 (intensidad x área nuclear)

___ High
Mediana 4.9 meses [95% CI 0.6 - 9.7]

----- Low
Mediana 9.7 meses [95% CI 5.1 – 14.2]

Valor de p: 0.002

Pacientes con carcinomas pulmonares
con EGFR no mutado
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Expresión MEOX2 (intensidad x área nuclear)

___ Alta
Mediana 4.9 meses [95% CI 0.0 - 12.4]

----- Baja
Mediana 34.4 meses [95% CI 0.0 – 76.1]

Valor de p: 0.045

Expresión GLI-1 (intensidad x área nuclear)

___ High
Mediana 5.9 meses [95% CI 0.0 - 12.9]

----- Low
Mediana 31.3 meses [95% CI 14.3 – 47.8]

Valor de p: 0.006

Pacientes con adenocarcinomas pulmonares
con EGFR no mutado
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En los pacientes con carcinomas pulmonares con un estatus de mutación en el 
gen EGFR y que estén bajo tratamiento de TKI´s, se realizaron curvas de 
supervivencia para el gen MEOX2 con un valor de p=0.024 y para GLI-1 un 
valor de p=0.011, si bien no se muestra una diferencia significativa, se observa 
una tendencia en ambos genes pues para MEOX2 la sobre vida es de 36 
meses en promedio mientras que para GLI-1 la supervivencia promedio es de 
37 meses, esto para aquellos pacientes que tienen una menor expresión de 
ambos genes. 
 

 
Figura 42 Análisis de la prognosis de supervivencia en pacientes con carcinoma 
pulmonar con terapia dirigida y EGFR mutado. Supervivencia en pacientes con baja y alta 
expresión de MEOX2 y GLI-1, expresado en supervivencia global a 60 meses bajo tratamiento 
dirigido con TKI´s en pacientes con EGFR mutado n= 36 (Log Rank “Mantel-Cox” p=0.024 y 
p=0.011) 
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Expresión MEOX2 (intensidad x área nuclear)

___ Alta
Mediana 15.6 meses [95% CI 0.0 - 34.5]

----- Baja
Mediana 36.6 meses [95% CI 33.2 – 39.9]

Valor de p: 0.024

Expresión GLI-1 (intensidad x área nuclear)

___ High
Mediana 21.6 meses [95% CI 6.9 - 36.3]

----- Low
Mediana 37.5 meses [95% CI 28.6 – 44.5]

Valor de p: 0.011

Pacientes con carcinomas pulmonares
con EGFR mutado
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10. DISCUSIÓN 

Desde la década pasada, se han denotado las diferencias entre los perfiles de 
expresión y los patrones de metilación de distintos factores de trascripción tipo 
HOX entre ellos MEOX2, tanto en tejido pulmonar fetal como en carcinomas 
pulmonares, proponiendo junto con otros factores de transcripción como 
posibles biomarcadores en el desarrollo histopatológico pulmonar [111], sin 
embargo existe poca información que respalde esta hipótesis, nuestro grupo de 
investigación fue el primero en asociar la sobreexpresión de MEOX2 y marcas 
epigenéticas relacionadas con cierre o apertura de la cromatina, determinando 
así la quimiorresistencia y la supervivencia en pacientes con cáncer pulmonar 
[113], haciendo notar la importancia de la expresión de MEOX2 en la prognosis 
en pacientes con cáncer pulmonar, informes recientes sugieren la sobre 
expresión de factores de transcripción tipo HOX y la asociación de eventos 
epigenéticos constituyen nuevos mecanismos de resistencia a fármacos, estos, 
deben ser tomados en cuenta en el momento de la toma de decisiones en la 
aplicación de tratamientos con fármacos de primera o segunda línea [120].  
El estudio de los blancos génicos de MEOX2 permitió identificar los procesos 
moleculares y celulares en los que se encuentran involucrados, estos genes 
forman parte de vías de señalización de desarrollo embrionario como WNT, 
TGF-β, NOTCH y Hedgehog (Hh) entre otras, esto ha permitido abrir la 
perspectiva a un nuevo eje transcripcional que conduce al mantenimiento de 
neoplasias pulmonares [121].  
 
Muestras de tres pacientes a los que se realizaron ensayos de 
inmunoprecipitación de cromatina acoplado a microarreglos (ChIP on chip) 
mostraron un perfil de interacciones del índice MEOX2/RNA Pol II en regiones 
promotoras, a pesar de que las muestras son del tipo histológico de 
adenocarcinomas los blancos génicos se comparten entre los pacientes según 
el análisis estadístico, 78 genes con un FDR 0.2, 13 genes con un valor FDR 
0.1 y 2 genes con un valor FDR 0.05. El estudio del epigenoma es una 
herramienta para identificar posibles marcadores de diagnóstico, pronóstico y 
tratamiento en este sentido Raunch en el 2007 utilizó el análisis masivo de 
marcas epigenéticas como lo es la metilación en islas CpG, para la 
identificación de 12 posibles marcadores de diagnóstico temprano en cáncer 
pulmonar, consolidándose como una herramienta de búsqueda de nuevos bio-
marcadores en la detección temprana y/o tratamiento de neoplasias 
pulmonares [122]. 
Recientemente en datos obtenidos del epigenoma de MEOX2 en muestras de 
pacientes con cáncer pulmonar, han sido depositados en el repositorio de base 
de datos científicos en su plataforma digital nombrada  DRYAD mediante el 
número de acceso: http://dx.doi.org/10.5061/dryad.rm7dd. Esto permite a toda 
la comunidad científica, analizar los datos obtenidos por nuestro laboratorio y 
formular nuevas preguntas de investigación. 
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Con los datos obtenidos del análisis bioinformático de los blancos génicos de 
MEOX2, se construyeron vías de señalización que estuvieran modulando 
genéticamente y/o epigémicamente la respuesta al tratamiento, la vía de 
señalización Hedgehog había sido poco estudiada en cáncer pulmonar, sin 
embargo en los últimos cinco años ha habido un auge en la participación de 
GLI-1 como factor de transcripción en distintas neoplasias epiteliales entre ellas 
pulmonares, se ha propuesto que es capaz de unirse a la región promotora de 
ABCG2 y aumentar su expresión lo cual conlleva a tener un mayor eflujo de 
fármaco y adquirir un fenotipo de resistencia esto en células de linfoma tipo B 
[123]. 
 
Cuando se realizó un análisis a la región promotora de GLI-1, identificamos 
mediante análisis bioinformático picos de fluorescencia del índice de 
MEOX2/RNA Pol II que van desde un FDR de 0.05 hasta 1, siendo así una 
posible regulación transcripcional, al realizar un análisis de predicción de 
posibles sitios de interacción el software TF Search identificó 12 posibles sitios 
de unión, por lo que procedimos a su validación y a mapear la región 
promotora en una longitud de 2000 pb. La región promotora de GLI-1 se 
encuentra delimitada por marcas de activación de cromatina como lo es 
H3K27Ac y H3K4me3 en pacientes con cáncer pulmonar, esto también 
mostrado en los datos obtenidos del proyecto ENCODE en A549, con lo cual 
se consolida el primer análisis epigenético en la región promotora de GLI-1 en 
pacientes con cáncer pulmonar. 
Para las líneas celulares A549 y A427 el posicionamiento de MEOX2 y RNA 
Pol II concuerdan con los datos obtenidos de marcas de activación esto en 
datos publicados por el proyecto ENCODE, sin embargo en la línea celular 
A549 los datos obtenidos en el laboratorio muestran también un patrón de 
cromatina cerrada por H3K9me3 en la región promotora de GLI-1, estos datos 
son similares a lo observado por Victoria E. Villegas y colaboradores en el 2014 
donde identifican el posicionamiento de H3K27me3 y RNA Pol II en la región 
promotora de GLI-1 [124]. El posicionamiento de MEOX2, RNA Pol II, 
H3K4me3 y H3K27Ac en la región promotora de GLI-1, sugiere un control 
activo transcripcionalmente, ya que un enriquecimiento en la región promotora 
ha sido postulada como promotor activo de la transcripción y MEOX2 podría 
estar regulando de manera positiva a GLI-1 [125]. 
 
Para determinar si los genes de la vía de señalización Hh estaban sobre 
expresados en las líneas celulares de cáncer pulmonar, se evaluó el mRNA de 
SHH, PTCH1, SMO, GLI-1 y ABCG2, obteniendo como resultado una sobre 
expresión de todos los genes en A549 en comparación con la A427 y las líneas 
INER, esto es similar a lo obtenido por Yuan Z en el 2007, donde además de la 
A549 también analizaron HOP-62 y H322M ambas líneas celulares de NSCLC 
[126]. Se analizaron los niveles de mRNA de los genes de la vía bajo la 
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exposición de fármacos de primera línea utilizados para el tratamiento de 
cáncer pulmonar, como lo es cisplatino, doxorrubicina y combinaciones, debido 
a que estos fármacos se utilizan en la clínica para el tratamiento de cáncer 
pulmonar con mayor frecuencia en el país, y se obtuvo un disminución del 
mRNA solo en SHH y PTCH1 en A549 en la combinación de los 2 fármacos, el 
tratamiento a 48 horas no modifica los patrones de expresión de los genes de 
la vía Hh, sin embargo esto si es observado en pacientes que presentan 
resistencia a cisplatino aumentando los niveles de expresión de los genes 
incrementando la actividad de la vía Hh en pacientes con cáncer pulmonar 
[127]. 
 
Para evidenciar el efecto del cisplatino en las líneas celulares y evaluar 
epigenéticamente la región promotora de GLI-1, se inmunoprecipitaron 2 
marcas de activación H3K4me3 y H3K27Ac y 2 marcas de represión H3K9me3 
y H3K27me3, así como RNA Pol II y MEOX2, para determinar el perfil 
epigenético en respuesta al tratamiento con cisplatino, mostrando en MEOX2 
una ocupación en 2 regiones del promotor una a -2000 pb y otra a -700 pb, 
sugiriendo una posible dimerización como factor de transcripción, sin embargo 
en ambas líneas A549 y A427 existe un doble posicionamiento de marcas de 
activación y represión, en la región promotora de GLI-1, denominada por varios 
autores como cromatina bivalente, Bernhart SH y colaboradores el año pasado 
realizaron un estudio donde demuestran que el cambio en la cromatina 
bivalente conlleva al incremento en la expresión de genes involucrados en el 
desarrollo, entre ellos los genes tipo Homeobox y su implicación en cáncer, 
concluyendo que los cambios en el estado de bivalencia de la cromatina están 
ligados a la tumorigénesis [128]. 
 
El cisplatino como mecanismo de acción es intercalante del DNA y formación 
de aductos, donde la RNA Pol II no puede continuar con la transcripción, la 
replicación no se lleva a cabo y la célula es llevada a apoptosis, estos aductos 
también tienen impacto en la remodelación de la cromatina, la unión de 
MEOX2 en la región promotora de GLI-1 no se ve afectada tras el reto con 
cisplatino a 48 horas en ambas líneas celulares, con respecto a la RNA Pol II 
hay un aumento en solo en la línea A549 posiblemente aumentando la tasa 
transcripcional posterior al reto con cisplatino, en cuestión a la marca 
H3K27me3 no hay diferencia en ambas líneas, en la línea A549 hay tres 
eventos que hay que señalar: un aumento de la marca H3K4me3 disminución 
de H3K27Ac y un aumento de la marca H3K9me3 tras el reto con cisplatino 
manteniendo el estado bivalente de la cromatina, posiblemente debido al 
aumento de las enzimas que trimetilan la lisina 9 como lo es SETDB1 y 
SETDB2 estas enzimas participan como moduladores en mecanismos de 
migración celular y metástasis, esto descrito por Wu PC y colaboradores donde 
en 2014 demostraron que KMT1E/SETDB1 actúa como supresor de metástasis 
y se encuentra desregulado en células con alta metástasis en tumores de 
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pulmón [129], tras el reto con cisplatino la reprogramación epigenética en la 
región promotora de GLI-1 y el posible aumento de las enzimas SETDB1 y 2 
impidan la proliferación celular y la migración celular mediada por la vía Hh. 
 
Se determinó la IC50, dosis a la cual el 50% de las células están muertas y se 
encontró que las células obtenidas en el ATCC tiene una IC50 de 20 μM 
mientras que las líneas derivadas de pacientes mestizo mexicanos tiene una 
IC50 de 10 μM en promedio, siendo estas últimas las más sensibles al 
tratamiento con cisplatino, por lo que se pretendió generar líneas resistentes a 
cisplatino, con el objetivo de comparar los patrones de proteínas en aquellas 
células sensibles y resistentes, existen varios métodos de generación de líneas 
resistente, nosotros utilizamos la técnica utilizada por Barr, M.P y cols, descrita 
en el 2013, que consta en determinar la IC50 de la línea parental y 
posteriormente tratar las células con la IC50 en un periodo de 72 horas, y 
posteriormente mantener las células con la IC25 en un periodo mínimo de 6 
meses, para generar la línea resistente [130], lo que nos permitió tener líneas 
celulares de 6 meses de exposición al cisplatino con una IC50 de 49 μM en 
promedio, siendo el doble de la IC50 de la línea parental para la línea A549 y 
una IC50 de 29.65 μM siendo tres veces más resistente que la línea parental 
en la INER37. 
Al realizar los análisis de WesternBlot de las líneas parentales y resistentes 
obtuvimos un perfil de sobre expresión de GLI-1 en aquellas células 
resistentes, y una disminución en MEOX2 en las células resistentes, las 
mutaciones estocásticas que adquieren las células con una exposición 
continua a fármacos como cisplatino, modifican los patrones de expresión de 
diferentes proteínas, disminuyen la capacidad de muerte celular mediada por la 
apoptosis, aumentan la clogenicidad, incrementan marcadores de tipo troncal 
como NANOG, OCT4 y SOX2, aumentando también marcadores de la 
transición epitelio-mesenquimal [131]. Una posible explicación a la disminución 
de los niveles de proteína de MEOX2 es la metilación en regiones promotoras 
de DNA, se ha observado una correlación positiva entre hipermetilación de 
islas CpG´s y el incremento en la resistencia a fármacos, esto se ha observado 
en pacientes con cáncer de ovario tardío, y demostrado por Meng Li en el 2009 
al volver resistente una línea celular de cáncer de ovario (A2780) tras 5 rondas 
de exposición a cisplatino observando una disminución en los niveles de mRNA 
de distintos genes entre ellos MEOX2, los autores sugieren la metilación de 
novo como un posible mecanismos de silenciamiento estocástico en las líneas 
resistentes a cisplatino y/o carboplatino [132]. 
 
Para evaluar la participación funcional de MEOX2 y su impacto en los blancos 
génicos como GLI-1, se realizó el silenciamiento genético de estos genes y un 
doble silenciamiento, esto con el fin de evaluar una regulación de MEOX2 
sobre GLI-1, en las líneas celulares A549 y A427, existe una diminución de la 
IC50 con respecto al scramble del silenciamiento de MEOX2 de tener una IC50 
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de 53 y 30 μM para la A549 y A427 respectivamente, a 16 y 10 μM, esto 
posiblemente debido al fondo genético de cada línea, para A549 existe 
mutación de TGFB2 regulador de la proliferación y POU5F1B regulador de 
pluripotencialidad, a demás se ha demostrado una sobreexpresión de ABCG2 
en poblaciones de A549 resistentes teniendo un fenotipo tipo troncal del cáncer 
[133], esto incide en la capacidad de resistencia al fármaco, donde la sobre 
expresión de MEOX2 está asociado con la quimiorresistencia a cisplatino, al 
silenciarlo con un siRNA disminuye la IC50 disminuyendo también la 
resistencia a cisplatino [113], con respecto al silenciamiento de GLI-1 también 
hay una disminución de la IC50 de 10 y 17 μM respectivamente, GLI-1 regula 
de manera positiva a CCND1 y CCND2 los cuales actúan formando un 
complejo con Cdk4 y/o Cdk6 modulando la transición de la fase G1/S del ciclo 
celular, también regula a FOXF1, FOXL1 factores transcripcionales 
involucrados en la proliferación celular [134], cuando se utiliza un 
silenciamiento doble no se observa un efecto aditivo pues la IC50 es similar a 
lo obtenido del silenciamiento de GLI-1, esto debido a una posible competencia 
por el siRNA con los liposomas o una inhibición catalítica de los siRNAs en el 
mensajero, esto no está confirmado y no hay registro en la literatura que pueda 
estar pasando. 
En las línea celular NH2347 es el primer registro en la literatura sobre un efecto 
de MEOX2 en la respuesta a cisplatino, sin embargo una disminución tras el 
siRNA de MEOX2, esta línea celular tiene mutaciones en TP53, BMI1 
reguladores de la proliferación celular y GLI-3 represor de la vía Hh, con 
respecto a la línea H1975 no se observa diferencias en la IC50 tal vez producto 
de la falta de detección de niveles tanto de mRNA como de proteína de 
MEOX2, lo cual se sugiere una mutación estocástica en el gen que lo codifica, 
sin embargo no existe ningún antecedente de mutación de MEOX2 en esta 
línea. 
En este estudio se ha demostrado que MEOX2 y GLI-1 están involucrados en 
procesos de proliferación celular y quimiorresistencia a cisplatino, sin embargo 
no se descarta la posibilidad de resistencia a otro tipo de fármacos como 
inhibidores de TKI´s, se ha determinado los niveles de mRNA de ambos genes 
y se ha determinado una regulación transcripcional de MEOX2 sobre GLI-1, 
esto debido a que MEOX2 se posiciona en su región promotora al igual que 
marcas de una cromatina bivalente mediada por H3K4me3 y H3K9me3, esto 
pudiera tener una respuesta a la exposición a un fármaco oncológico donde las 
células pueden dirigirse hacia un proceso de senescencia o proliferación 
celular, esto se ha observado en pacientes cuyo tratamiento puede remover 
una población de células tumorales o la selección de células con un fenotipo 
troncal y promover la resistencia a fármacos, resultando en una regulación 
positiva de MEOX2 sobre el mensajero de GLI-1, que disminuyen aún más los 
niveles de mensajero cuando se utiliza cisplatino a 48 horas, posicionando a 
MEOX2 como un regulador de la proliferación y quimiorresistencia mediada por 
GLI-1. Los genes HOX, una súperfamilia conservada en distintas especies 
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están involucrados en varios procesos oncológicos, un ejemplo de ello es la 
regulación del gen HOXA5, un regulador maestro de la morfogénesis y la 
diferenciación celular, la sobre expresión de este gen HOX inhibe la 
proliferación y la invasión en células NSCLC, se ha propuesto que la baja 
expresión de HOXA5 conlleva a un pobre pronóstico y una baja supervivencia 
en pacientes con NSCLC [103], contrario a lo observado en nuestro grupo pues 
la baja expresión de MEOX2 en pacientes con NSCLC es un marcador de 
mejor pronóstico y alta supervivencia [113], esto también debido a los datos 
obtenidos ya que al disminuir los niveles de expresión de MEOX2 también 
disminuyen la capacidad de formar colonias y la movilidad celular, si bien los 
dos genes tienen un dominio tipo Homeobox estos se expresan de manera 
diferencial y pueden ser utilizados como biomarcadores. Sin embargo lo que 
cabe destacar es la participación de los genes HOX como moduladores 
transcripcionales, en respuesta a un evento de estrés celular, o frente a un reto 
farmacológico, a la fecha el auge de la determinación de marcadores 
tempranos para la detección y/o pronóstico ha sido enfocado en factores de 
transcripción y los genes HOX no han sido la excepción. 
Aunque las investigaciones están enfocadas al desarrollo de fármacos de 
nueva generación de terapia dirigida como Osimertinib [135], el tratamiento con 
cisplatino como fármaco de primera línea se seguirá utilizando en la clínica en 
combinaciones con otros fármacos y/o inhibición de genes RNA no codificante 
para aumentar el efecto citotóxico y disminuir la quimioresistencia así como los 
efectos adversos en el tratamiento de cáncer pulmonar [136,137]  
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Fortalezas y debilidades  
 
Aunque el análisis de microarreglos es una herramienta poderosa, las 
limitaciones del proyecto están dadas por la validación de solo 1 gen de la vía 
de señalización Hedgehog, sin embargo se ha ampliado el estudio de 12 genes 
restantes con un FDR<0.1, en los proyectos con los estudiantes en el 
laboratorio, pudiendo realizar una red de interacción entre estos genes y 
MEOX2, para así determinar su implicación en el cáncer pulmonar, por otra 
parte es de suma importancia evaluar la implicación de MEOX2 y GLI1 en 
modelos in vivo, estos ensayos actualmente se están desarrollando en el 
laboratorio y en colaboración con el Instituto Nacional de Enfermedades 
Respiratorias. 
La fortaleza de este proyecto de investigación radica en el análisis masivo del 
epigenoma en muestras de pacientes con cáncer pulmonar, el análisis 
sistemático y estadísticamente significativo de genes asociados a esta 
neoplasia, la validación de los genes blancos en muestras de pacientes con 
cáncer pulmonar y líneas celulares, y la regulación de los blancos génicos 
mediante el uso de RNA interferente y su impacto en procesos oncogénicos 
como la migración y la formación de colonias, además tiene y su importancia 
en el ámbito  clínico al identificar una coexpresion y la supervivencia global en 
una cohorte de 90 pacientes con seguimiento clínico, todo este conjunto de 
análisis conlleva a proponer un eje transcripcional entre MEOX2 y GLI-1 y su 
participación en el cáncer pulmonar. 
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11. CONCLUSIONES 

 
1. Se determinaron por primera vez los blancos génicos del factor 

transcripcional MEOX2, en una cohorte de pacientes con diagnóstico 
de adenocarcinoma pulmonar y las líneas celulares A549 y A427, 
determinando una firma de 78 genes con secuencias promotoras 
compartidas entre diferentes pacientes con una significancia 
estadística FDR≤0.2.  

2. Se determino que la A549 posee los niveles de mRNA mas altos de los 
blancos genios de MEOX2 (SHH, SMO, GLI-1, ABCG2), mientras que 
la A427 posee los niveles mas bajos, en las líneas INER37 e INER51 
no hubo diferencia significativa. 

3. Se identificó la interacción de MEOX2, RNA POL II e histonas (H3K27Ac 
y H3K9me3) enriquecidas en la región promotora del gen GLI-1, en 
A549 y A427 las cuales presentaron lo niveles de expresión mas altos 
y bajos respectivamente. 

4. En presencia cisplatino se reprograma el código de histonas de 
H3K4me3, H3K9me3 y H3K27ac en la A549 y H3K9me3 en A427. 

5. MEOX2 regula de manera positiva la expresión del blanco génico GLI-1 
independiente de la exposición de cisplatino en las líneas con estatus 
de EGFR no mutado (A549 y A427), no se detectaron niveles de 
expresión en líneas con estatus de EGFR mutado (H1975). 

6. El silenciamiento de MEOX2 disminuye la migración y la formación de 
colonias de células tumorales en las líneas A549 y NH2347, mientras 
que células que no expresan MEOX2 (H1975) no sufren cambios en 
su capacidad de migración y formación de colonias. 

7. La coexpresión de MEOX2 y del blanco génico GLI-1 correlaciona de 
manera positiva en pacientes con cáncer pulmonar de células no 
pequeñas. 

8. El análisis de supervivencia mediante curvas de Kaplan-Meier identificó 
que la expresión de GLI-1, es dependiente de MEOX2 y pobre 
supervivencia global, en pacientes con cáncer pulmonar con estatus 
genético de EGFR no-mutado y EGFR mutado.  
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12. PERSPECTIVAS 

Con base en el marco teórico y resultados obtenidos por nuestro grupo de 
investigación, el presente trabajo confirma la participación de MEOX2 
regulando la expresión génica de GLI1, miembro de la vía de señalización 
Hedgehog en neoplasias pulmonares de tipo adenocarcinoma. Lo anterior 
dependiente de mecanismos de re-programación epigenética frente a fármacos 
intercalantes del DNA como son los derivados del platino. 
Asimismo, se demuestra que el eje transcripcional MEOX2-GLI-1 se encuentra 
activo en carcinomas pulmonares derivados de pacientes cuyo eje funcional se 
encuentra activo durante el desarrollo embrionario, también durante los 
mecanismos de la transición epitelial-mesenquimal e invasión-metástasis del 
cáncer. 
Con base en los datos obtenidos durante este proyecto, el cual se enfocó en 
dilucidar la participación de MEOX2 en el fenómeno de quimiorresistencia en 
cáncer pulmonar, proponemos que el presente trabajo genera 2 perspectivas: 
1. Determinar en tumores sólidos pulmonares y líneas celulares derivadas de 
pacientes, los complejos proteicos asociados (acoplados) a MEOX2, lo cual 
permita explicar cómo interviene MEOX2 de manera fina transcripcional y 
epigenéticamente sobre la capacidad de  resistir a esquemas de tratamiento 
basado en fármacos oncológicos (cisplatino) capaces de afectar el pronóstico y 
supervivencia de los pacientes con cáncer pulmonar a nivel clínico. 
2. Determinar en modelos murinos la participación transcripcional del eje 
MEOX2-GLI-1, al inhibir este eje se pretende evaluar la capacidad de revertir la 
formación de  nuevos tumores, así como evaluar la metástasis in vivo, todo 
esto con el fin de dilucidar el impacto del eje transcripcional MEOX2-GLI-1 en 
las neoplasias pulmonares, así como implementar nuevas estrategias 
terapéuticas que permitan dar una mejor calidad de vida al paciente.
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14. ANEXOS 

 
Anexo 1 Diseño de primers expresión. Secuencia, tm y tamaño del amplicón de cada gen 
diseñado a ser validado 

Gen Secuencia (5´-3´) Tm 
Teórica Tamaño Tm 

Exp 

MEOX2 CTGGATCTCACTGAAAGACAGGT 
TCCCTTTTTCACATTCACCAG 

59 126 60 

GLI-1 
CCAGGAATTTGACTCCCAAG 
GGCTTTGAAGGGCCTCAG 

60 124 60 

SHH 
GCTTCGACTGGGTGTACTACG 
GCCACCGAGTTCTCTGCT 

59 70 60 

SMO TCACCCCTGTGGCAACTC 
CTGCAGCTCTGGGGAGAT 

59 83 60 

PTCH 1 
TCTGGAGCAGATTTCCAAGG 
ACCCAGTTTAAATAAGAGTCTCTGAAA 59 91 60 

ABCG2 
TGGCTTAGACTCAAGCACAGC 
TCGTCCCTGCTTAGACATCC 

60 67 60 

GAPDH 
AGCCACATCGCTCAGACAC 
GCCCAATACGACCAAATCC 

60 66 60 

 
 

Anexo 2 Diseño de primers promotor. Secuencia, y tamaño del amplicón de cada gen 
diseñado a ser validado 

Gen Secuencia (5´-3´) Tm 
Teórica Tamaño Tm 

Exp. 

MEOX2 
CGTAATTTTAGATTTGGCGTTT 
AATACGCCTATCCTTTCAAAAA 

60 196 56 

GLI-1 
TCGTTGTTTTTTGTTTTTATGTT 
AAAATTCAACCGAAAACGATA 

59 218 56 

SHH TTCGGTTTTTCGTAATTTTTT 
CTCCGAACGATTTAAAAAACT 

59 155 56 

SMO 
GCGAGTTAGAGTAATAAAGGAGT 
ATACGAATACAACTCCGACTC 57 127 56 

PTCH 1 
INI 

GACGTGTTTGGTTTTAGAATTT 
AAAAACAAACTATACGCGAATC 

59 137 56 

PTCH 1 
FIN 

CGGAAAAAGATATTTTTTTCGT 
AACACAATAAACCCGACAACT 

59 138 56 

ABCG2 
AAAAAATTTAGTCGTTTCGTTTGA 
TTATTAAAACGCTACCTCCGAA 61 194 56 
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Anexo 3 Diseño de primers promotor GLI-1. Secuencia, y tamaño del amplicón de cada 
gen diseñado a ser validado 

GEN 
(REGIÓN) SECUENCIA (5´- 3´) POSICIÓN TAMAÑO TM 

EXP. 

GLI-1 1 
AGGCCGTGTGACATGTGATT 
GACAGAGCGAGACTCCGTCT 

-2192 -2009 183 55 

GLI-1 2 
TCGGACTCCTGACTTGAGGT 
TCTTCTCCCCACCCAGTTCT 

-1830 -1673 157 55 

GLI-1 3 CCAGCCTGGGCAAATAGTGA 
TCAGAGACCCAGCTCAGTCA 

-1541 -1375 166 55 

GLI-1 4 
CCCTCCAGAACTTCGAGACG 
GGCTCTGGAAGAAGGTGAGG -822 -665 157 55 

GLI-1 5 
TTCCATCCAAAGGGTGAGGC 
CCCCGACAACCAGATTGAGG 

-612 -457 155 55 

GLI-1 6 
AAAAAATTTAGTCGTTTCGTTTGA 
TTATTAAAACGCTACCTCCGAA 

-301 -109 193 55 

 
Anexo 4 Diseño de primers de expresión para el gen GLI-1 
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Anexo 5Diseño de primers de expresión para el gen MEOX2 

 
 

Anexo 6 Diseño de primers de expresión para el gen SHH 
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Anexo 7 Diseño de primers de expresión para el gen SMO 

 
 

Anexo 8 Diseño de primers de expresión para el gen PTCH1 
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Anexo 9 Diseño de primers de expresión para el gen ABCG2 

 
 

Anexo 10 Diseño de primers de expresión para el gen GAPDH 
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Anexo 11 Estimación de Picos en base a su FDR Paciente 13 

 
 

 
Anexo 12 Estimación de Picos en base a su FDR Paciente 6 
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Anexo 13 Estimación de Picos en base a su FDR Paciente 3 

 
 
Fragmentación de la cromatina de líneas celulares 
La fragmentación de la cromatina de las líneas celulares se llevo acabo bajo 
las distintas condiciones farmacológicas y parámetros descritos en materiales y 
métodos, en los anexos 14 y 15 se observa la fragmentación de la cromatina 
de las 2 líneas celulares A427 y A549, cuya fragmentación del DNA ocurre 
entre las 100 a 3000 pb. como control de integridad del DNA genómico se 
empleó el DNA nativo (no-sonicado) el cual posee un alto peso molecular 
indicando que la fragmentación de la cromatina no se debe a degradación del 
DNA.
 

Anexo 14 Patrón de la cromatina antes de su fragmentación Líneas A427 y A549 
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Anexo 15 Patrón de la cromatina después de su fragmentación Líneas A427 y A549 

 
 

 
Anexo 16 Análisis de la expresión de proteínas en A427 resistentes a cisplatino 
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Anexo 17 Análisis de la migración celular por el método de herida en células parentales 
A549 bajo silenciamiento genético. 

 
 

Anexo 18 Análisis de la migración celular por el método de herida en células parentales 
A549 expuestas a cisplatino, bajo silenciamiento genético. 

 
 
 
 

siRNA SCR siRNA MEOX2 siRNA GLI1 

CÉLULAS A549 PARENTAL 

siRNA MEOX2/GLI1 

0 Hr 

24 Hr 

48 Hr 

Parental 0 horas

Con
tro

l s
iRNA

MEOX2 s
iRNA

GLI 
siR

NA

MX/G
L s

iRNA
0

10

20

30

40

C
el

l M
ig

ra
tio

n 
(%

)

Parental 24 horas

Con
tro

l s
iRNA

MEOX2 s
iRNA

GLI 
siR

NA

MX/G
L s

iRNA
0

10

20

30

40 ***
***

***

Ce
ll M

ig
ra

tio
n 

(%
)

Parental 48 horas

Con
tro

l s
iRNA

MEOX2 s
iRNA

GLI 
siR

NA

MX/G
L s

iRNA
0

10

20

30

40
***

***
***

Ce
ll M

ig
ra

tio
n 

(%
)

siRNA SCR siRNA MEOX2 siRNA GLI1 

CÉLULAS A549 PARENTAL CISPLATINO 

siRNA MEOX2/GLI1 

0 Hr 

24 Hr 

48 Hr 

             Cisplatin 48 Hrs 0 horas

Con
tro

l s
iRNA

MEOX2 s
iRNA

GLI 
siR

NA

MX/G
L s

iRNA
0

10

20

30

40

C
el

l M
ig

ra
tio

n 
(%

)

              Cisplatin 48 Hrs 24 horas

Con
tro

l s
iRNA

MEOX2 s
iRNA

GLI 
siR

NA

MX/G
L s

iRNA
0

10

20

30

40 *

C
el

l M
ig

ra
tio

n 
(%

)

              Cisplatin 48 Hrs 48 horas

Con
tro

l s
iRNA

MEOX2 s
iRNA

GLI 
siR

NA

MX/G
L s

iRNA
0

10

20

30

40 **
**

**

C
el

l M
ig

ra
tio

n 
(%

)



105 

Anexo 19 Análisis de la migración celular por el método de herida en células parentales 
A427 bajo silenciamiento genético. 

 
 
 

Anexo 20 Análisis de la migración celular por el método de herida en células parentales 
A427 expuestas a cisplatino, bajo silenciamiento genético.
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Tabla 3. Secuencias promotoras blanco del factor transcripcional MEOX2, Se realizó 
usando un FDR 0.2, en pacientes con cáncer pulmonar, en color naranja se muestra GLI-1 gen 
de la vía  de señalización Hedgehog 

PICO 
ID 

CHR PICO 
INICIO 

PICO 
FINAL 

PICO 
SCORE 

PICO 
FDR 

CADENA 
SENTIDO 

# 
ACCESO 

DESCRIPCIÓN 

4213 chr1 1774654
19 

177465
885 

0.479067 0.18459 - NM_00731
4 

ABL2 

1061 chr1 1773805
10 

177381
312 

0.589386 0.04324 - NM_00515
8 

ACSL3 

3587 chr1 1773785
54 

177379
039 

0.795589 0.0535 - NM_00113
6000 

ALDH1A2 

1865 chr2 2234336
36 

223434
621 

0.633109 0.00752 + NM_00445
7 

ANKRD50 

3863 chr2 2234324
52 

223432
818 

0.427995 0.191 + NM_00445
7 

ANKRD53 

6668 chr2 2234327
56 

223433
449 

0.609718 0.08287 + NM_20337
2 

AP1S2 

177 chr15 5614461
3 

561450
74 

0.857094 0.01728 - NM_17069
6 

ARRDC4 

1057 chr15 5609460
6 

560954
78 

0.590198 0.07544 - NM_17069
7 

BTBD3 

7382 chr15 5609603
4 

560967
40 

0.575148 0.09818 - NM_17069
7 

C20orf111 

1698 chr4 1258527
91 

125853
754 

0.646305 0.00435 - NM_02033
7 

C5orf30 

1663 chr4 1258505
90 

125850
860 

0.543137 0.14854 - NM_02033
7 

CASC2 

2586 chr4 1258519
53 

125852
296 

0.878884 0.01453 - NM_02033
7 

CCM2 

3927 chr2 7105877
4 

710593
42 

0.497442 0.16211 + NM_00111
5116 

CEP170 

2566 chr2 7105600
3 

710565
72 

0.485061 0.13397 + NM_00111
5116 

CIZ1 

3085 chr2 7105704
3 

710573
97 

0.834351 0.03487 + NM_00111
5116 

CREM 

623 chrX 1578254
0 

157831
31 

0.759303 0.02314 - NM_00391
6 

DACT1 

3192 chrX 1578559
8 

157860
71 

0.455006 0.1072 - NM_00391
6 

DAZ3 

1783 chrX 1578339
0 

157840
87 

0.985893 0.00328 - NM_00391
6 

DMD 

905 chr15 9630484
7 

963055
18 

0.721764 0.04397 + NM_18337
6 

DTNA 

3471 chr15 9630497
1 

963054
16 

0.442648 0.191 + NM_18337
6 

DYRK1A 

1547 chr15 9630339
5 

963045
10 

1.022486 0.0088 + NM_18337
6 

EHBP1 

399 chr20 1181962
6 

118201
06 

0.795783 0.03641 + NM_18144
3 

EN2 

1291 chr20 1184341
4 

118446
12 

0.570716 0.02392 + NM_01496
2 

ERBB2IP 

3841 chr20 1184630
1 

118474
15 

0.771008 0.04345 + NM_01496
2 

F3 

286 chr20 4227227
5 

422726
16 

0.819189 0.03022 - NM_01647
0 

FBXO33 

3617 chr20 4227519
3 

422755
70 

0.434831 0.15746 - NM_01647
0 

FHL1 

1223 chr20 4227330
5 

422738
86 

1.079411 0.00154 - NM_01647
0 

FLJ32063 

2025 chr5 1026222
64 

102622
950 

0.618241 0.07709 + NM_03321
1 

FOXK1 

3020 chr5 1026211
23 

102621
603 

0.459467 0.15746 + NM_03321
1 

FOXP1 
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6375 chr5 1026214
28 

102622
020 

0.622095 0.11495 + NM_03321
1 

FSTL1 

2155 chr10 1197962
80 

119796
651 

0.610494 0.08776 + NR_02694
1 

FYN 

2735 chr10 1197941
84 

119794
527 

0.476998 0.13397 + NR_02693
9 

FZD1 

5844 chr10 1197948
91 

119795
394 

0.650177 0.09625 + NR_02694
1 

GAB2 

220 chr7 4500597
3 

450067
74 

0.837568 0.02188 + NM_03144
3 

GLI-1 

2769 chr7 4503072
5 

450312
17 

0.475841 0.13397 + NM_00102
9835 

GTPBP5 

4226 chr7 4500535
0 

450056
87 

0.745808 0.0535 + NM_03144
3 

HRH1 

4219 chr1 2414846
40 

241485
328 

0.479067 0.18459 - NM_01481
2 

INTS6 

1420 chr1 2414869
31 

241487
302 

0.559916 0.08721 - NM_00104
2405 

ITGA1 

6261 chr1 2414863
27 

241486
888 

0.629841 0.14039 - NM_00104
2404 

KIAA0146 

233 chr9 1300086
10 

130009
097 

0.836373 0.02314 - NM_00113
1015 

KIF2A 

1909 chr9 1300055
67 

130006
031 

0.52188 0.08721 - NM_01212
7 

LIF 

7432 chr9 1300072
26 

130007
641 

0.573205 0.16712 - NM_00113
1015 

MAGIX 

4761 chr10 3545588
4 

354566
61 

0.429607 0.10251 + NM_18306
0 

MAN1A1 

655 chr10 3546679
1 

354672
86 

0.64535 0.045 + NM_18301
2 

MDGA1 

375 chr10 3552399
0 

355250
85 

1.362276 0 + NM_18272
1 

MMP24 

2876 chr14 5817416
7 

581746
56 

0.559657 0.11139 + NM_01665
1 

NBEA 

1687 chr14 5817205
8 

581726
34 

0.541994 0.05263 + NM_00107
9520 

NKX2-5 

5727 chr14 5817334
8 

581738
22 

0.653892 0.11495 + NM_00107
9520 

NKX3-2 

4176 chrY 2377535
0 

237759
29 

0.480305 0.05867 + NM_02036
4 

OGFR 

738 chrY 2536956
5 

253714
94 

0.630152 0 - NM_02036
4 

PDE4B 

8405 chrY 2537060
1 

253710
99 

0.458075 0.16712 - NM_02036
4 

PELO 

1172 chrX 3119467
0 

311951
39 

0.696028 0.04148 - NM_00401
6 

PORCN 

592 chrX 3294942
7 

329501
08 

0.657231 0.00702 - NM_00400
7 

PPP1R3F 

7629 chrX 3313941
8 

331398
11 

0.559561 0.09625 - NM_00400
6 

PRDM13 

5002 chr18 3032753
1 

303281
00 

0.402296 0.11483 + NM_03297
9 

PRKG1 

517 chr18 3042550
5 

304260
50 

0.677605 0.0393 + NM_00112
8175 

PRKRA 

7851 chr18 3042633
1 

304271
34 

0.53307 0.09818 + NM_00112
8175 

PVRL3 

1297 chr21 3766195
5 

376624
07 

0.6795 0.05137 + NM_10139
5 

RGS3 

2899 chr21 3771217
0 

377128
25 

0.468277 0.13397 + NM_13043
6 

RUFY3 

2321 chr21 3765907
2 

376596
27 

0.90875 0.01453 + NM_10139
5 

SATB1 

2128 chr2 6278615
8 

627868
49 

0.610498 0.00968 + NM_01525
2 

SDCCAG8 
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3126 chr2 6275206
1 

627525
34 

0.456528 0.15746 + NM_00114
2615 

SEC24B 

3493 chr2 6278553
8 

627860
21 

0.802261 0.04345 + NM_01525
2 

SORBS2 

3451 chr7 1549423
84 

154944
409 

0.52065 0 + NM_00142
7 

SPTBN1 

4035 chr7 1549410
33 

154941
393 

0.419859 0.191 + NM_00142
7 

TANC1 

7069 chr7 1549419
68 

154942
317 

0.590432 0.14039 + NM_00142
7 

TBX20 

1724 chr5 6525735
0 

652577
93 

0.640321 0.06909 + NM_01869
5 

TLX3 

3686 chr5 6525745
6 

652580
01 

0.43075 0.191 + NM_00100
6600 

TTC3 

1533 chr5 6525848
7 

652589
47 

1.026457 0.00758 + NM_00100
6600 

WASF3 

825 chr1 9477978
4 

947802
63 

0.730007 0.04397 - NM_00199
3 

WASL 

2275 chr1 9478238
4 

947829
77 

0.500978 0.13397 - NM_00199
3 

WDFY3 

4512 chr1 9478209
6 

947829
77 

0.72929 0.08081 - NM_00199
3 

WWP1 

5348 chr14 3897078
0 

389715
37 

0.35818 0.07914 - NM_20330
1 

YTHDF1 

2595 chr14 3897331
8 

389736
69 

0.484942 0.13397 - NM_20330
1 

ZEB1 

4086 chr14 3897201
6 

389724
21 

0.751976 0.06601 - NM_20330
1 

ZFHX3 

777 chrX 1350577
75 

135058
236 

0.738211 0.03022 + NM_00115
9700 

ZNF135 

905 chrX 1350543
43 

135055
220 

0.606675 0.0393 + NM_00144
9 

ZNF330 

1283 chrX 1351037
99 

135104
382 

1.065831 0.00168 + NM_00115
9701 

ZNF664 
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Tabla 4 Cohorte de pacientes y seguimiento clínico de pacientes con Cáncer Pulmonar 
(n=90). 

 % (n/N) 
Genero   
Femenino 63.3 (57/90) 
Masculino 36.7 (33/90) 
Edad (Años)   
Media (± S.D.) 56.2 (14.1) 
Mediana  58.5  
Mediana Edad (Años)   
< 60 53.3 (48/90) 
≥60  46.7 (42/90) 
Exposición a humo de tabaco   
No Fumador 48.9 (44/90) 
Fumador 51.1 (46/90) 
Tabaquismo (paquetes/años)   
Media (± S.D.) 18.2 (22.9) 
Mediana  10.3  
Mediana de tabaquismo (paquetes/años)   
Fumador leve (< 10.18) 50 (23/46) 
Fumador crónico (≥10.18) 50 (23/46) 
Exposición a humo de leña   
Presente 72 (65/90) 
Ausente 27.8 (25/90) 
Exposición Asbestos   
Presente 7.8 (7/90) 
Ausente 92.2 (83/90) 
Estadio Clínico    
IIIb 23.3 (21/90) 
IV 76.7 (69/90) 
ECOG PS   
0-1 82.2 (74/90) 
2-4. 17.8 (16/90) 
Histologia   
Adenocarcinoma 84.4 (76/90) 
Epidermoide 7.8 (7/90) 
Carcinoma células grandes 5.6 (5/90) 
indiferenciado y otros carcinomas NSCLC 2.2 (2/90) 
Quimioterapia basada en Cisplatino   
No 20 (18/90) 
Yes 80 (72/90) 
Respuesta terapéutica a quimioterapia basada 
en Cisplatino 

  

Respuesta Completa 2.8 (2/72) 
Respuesta Parcial  40.3 (29/72) 
Enfermedad estable  40.3 (29/72) 
Progresión de la enfermedad  16.7 (12/72) 
Mutación en EGFR   
Negativo 60 (54/90) 
Positivo 36.7 (33/90) 
Sin determinar 3.3 (3/90) 
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INTRODUCTION

Lung cancer remains the leading cause of death due 
to malignant disease in both the U.S.A. and worldwide, with 
1.6 million cases annually [1, 2, 3, 4]. Non-small-cell lung 
carcinomas (NSCLCs) have been associated with exposure 
to carcinogenesis-promoting environmental risk factors, 
including tobacco smoke [5], as well several genetic and 
epigenetic aberrations in the lung [6]; however, notably, 
the number of lung malignancy-related deaths that are not 
tobacco-associated is continuously increasing [2, 6].

Several molecular mechanisms and cell-signaling 
pathways that may or may not be induced by exposure 
to environmental risk factors contribute to lung tumor 
���	�
�� �� �������� �� ��� ���		����� �� ��������
including genetic [8], transcriptional [9], and epigenetic 
aberrations in the cancer epigenome that are involved in 
[10–13] progression, survival and/or therapeutic responses 
in lung cancer patients [14–16].

Several studies have described epigenome-wide 
���������� ���!	�� �� 	"�
 ������ ��������# ���� ��$�
������!�� %&' ����������	����� ���!	�� �� 
���
promoter sequences for transcription factors, while others 
��$�����������<�� ����������=>��	����
���� @�\^`
MSX1, OTX1, OSR1, IRX2, PAX6 [17], SIX, LHX, PAX, 
DLX and ENGRAILED{|}~�����		�\^'�	"����
����
such as HOXA7 and HOXA9{|�~�&����	�������\^
gene transcription factors have been proposed to be 
potential biomarkers for early diagnosis and/or to monitor 
treatment outcomes in lung cancer patients [20].

�� &����� ������� ����������>�\^ @��\^`
����	� 
����� �"�� �� ��\^�� ��$� ���$��"�	� ����
associated with histopathological progression, poor clinical 
���
������������	�
���	���������������{�|~�����$���
����������������������������\^>��	����
�����"��
����\^�����������=���	"�
��������"
�����������
overall survival, and clinical prognosis has yet to be fully 
elucidated.

In this study, we investigated the lung cancer 
���
����� �� ���!	� ���
�� 
��� ��������� ���� ���
occupied and likely regulated by the transcription 
������ �\^>��	���� 
��� ��\^� ����������� ��
transcriptionally active RNA Pol II and epigenetic 
activation histone markers in human solid lung 
carcinomas. Bioinformatics analysis allowed us to 
identify a molecular signature consisting of 78 gene 
��������� @�%�����`�������"	��	� ������
���
>���|
gene promoter (with the stringent statistical values 
�%����|����%�����`���������������������������
of active RNA Pol II. In addition, quantitative validation 
��� �"�������	 ���	���� ���!���� ���� �=�������� ��
�����\^�>���|��������������	�=����������������
active RNA Pol II and the epigenetic activation histones 
�����'� ��� �������� ���� ��$�	$�� �� ����������
to the cancer drug cisplatinum and lung cancer cell 
migration and proliferation. We also demonstrated that 

��� ��\^�>���| �=�� �� �	�����		� ���������� ����
poorer overall survival in lung cancer patients with both 
��������	��������������������@����`>���>�"�����
�������>�"���������"����"��������!������������$�
������������$�	���������������������\^�>���|
axis is involved in lung cancer malignancy and platinum-
based therapy resistance, as well as an association with 
clinical progression and poor overall survival, in both 
����>���>�"����� ��� ����>�"����� 	"�
 ������
�������������$��
����>�����������������������@���`>
based therapies.

RESULTS

MEOX2 immunoprecipitation on promoter 
tiling arrays reveals new MEOX2 gene promoter 
targets in lung cancer patients

����������
��	��������"���������������
���
�������� ���
����� ����\^>��	����
��� �������������
������ ��\^� �� �"��� ��	�� 	"�
 ����������� ��
identify and propose new mechanisms, e.g., transcriptional 
axes, involved in lung oncological treatment resistance, 
and to characterize the association between clinical 
progression and overall survival in lung cancer patients. 
�� ������� ����� �"�������� �� ���	������� ��
epigenomics approach involving immunoprecipitation 
������ ���
����
 ��\^� ��� ��� �&' ��	 �� ����$�
enzyme using fragmented chromatin derived from 13 
solid lung adenocarcinomas obtained from NSCLC 
patients ranging in age from 62 to 74 years, with clinical 
�"������������!����	����@|��|�������`����
���
@"���� �� �� ������` �$���		 �"�$�$�	 @���	� �`� ���
���������������������������������	�����������!����
second-line oncological treatment regimens based on 
cisplatinum/paclitaxel-navelbine and were selected to 
���	������"��������������%&'@��>%&'`����\^�
and RNA Pol II immunoprecipitation assays that was used 
����"����"������������$��������<�������&���	����
promoter tiling sequence arrays, following a pipeline 
������
��������������"��	����������
"��|'�����"
�
�����������������	������������$���������������\^�
occupation of gene promoter sequences (Log2 above 532 
���"���������`versus RNA Pol II occupation (Log2 
��	��������"���������`�����	"�
��������������
����
������>|���>�����>� @��
"��|'`�%����������	
��\^���&'��	�����"���������"
��"�������
�����
at gene promoter sequences was likely accompanied by 
the enrichment of active versus repressive epigenetic 
histone markers, as determined when we compared the 
���
���������	��	"�
���������������@������!����
the present work) with the previously reported lung cancer 
epigenome from the lung cell line A549 obtained from the 
�&�\%����������������@��
"��|�`�

Additionally, bioinformatics analysis of 1,000-bp 
��
����� "���
 ��� �"��������� ����= ��
�>�����
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@��\^�������&' ��	 ������` ������!�� � ����	 ��
������ ����� ��� ���|� �"��������� ����� �� ��� 	"�

cancer patients P-13, P-6 and P-3, respectively, with 
����������	��
��!��������%����|@�"��	����������
"��
1B), representing a total of 5,419, 3,486 and 2,048 gene 
promoters in each patient, respectively (Figure 2A). 
�"����������}����������������|��"��������������
��������������		���
��!�������%�����@�"��	��������
Figure 1B), corresponding to a total of 6,787, 5,536 and 
3,347 gene promoters in patients P-13, P-6 and P-3, 
respectively (Figure 2A).

���������	�������!����
��"

��������������		�
��
��!���� ��	��"	�� ��
���"�� ���������
 �� |�
@�%����|` �������} @�%�����`��\^�
��� ���
��

��������� @��
"�� �'# 	����� �� �"��	�������� ���	�
I) common to patients P-13, P-6 and P-3 despite 
����� ��������
 �	�����	 �"�$�$�	 ���� @���	� �`� 	���	�
controlling and/or modulating gene expression for cell 
signaling pathways.

MEOX2 gene promoter targets are associated 
with cellular and embryonic differentiation 
signaling pathways in lung cancer patients

����
 ��� ��\^� 
��� �������� ���
�� ����
@��
�>����� ��\^���&' ��	 ��� �%�����`� ��
predicted biological, molecular and cellular signaling 
pathways involved in embryonic development, protein-

Table I: Clinical outcomes of the INER lung cancer patient cohort (n=13)
PATIENT AGE GENDER WOOD 

SMOKE
TOBACCO ASBESTOS/ 

AROMATIC 
COMPOUND

NSCLC 
TYPE

TNM FAMILY 
HERITAGE 
CANCER

FOLLOW 
UP

TREATMENT CLINICAL 
RESPONSE

CURRENT 
STATUS

CANCER-DRUG 
FIRST LINE 

TREATMENT 
(CYCLES)

CANCER-DRUG 
SECOND LINE 
TREATMENT 

(CYCLES)

P-1 60 ���'�� + � �
'%

Solid

��
N3
�| + 94 months

Adjuvant
Chemotherapy/
Radiotherapy

Partial 
Response, 

Local 
%������������ '����

�����'��&���
��&\�����&�
Partial response

(6)

���\&����
Partial response

(6)

P-2 41 ���'�� + � �
'%

Solid

��
N<3
�� + 74 months

Coadjuvant 
and Adjuvant 

Chemotherapy/
Radiotherapy

Partial 
Response '����

�%%��
&'�����&�

Partial response
(6) N.A.

P-3 62 ���'�� + � �
'%

Solid

��
N3
�| + 70 months

Adjuvant
Chemotherapy / 

Radiotherapy

Partial 
Response, 

Progression, 
����	�%����	
%������������ '����

�����'��&���
&'�����&�

Partial response
(6)

�'��\��'��&���
�'����'^��
Partial response

(6)

P-4 77 ���'�� + � �
'%

Solid
��

&¡��| � 63 months

Adjuvant
Chemotherapy/
Radiotherapy

Response 75% 
reduction '����

�'��\��'��&��
��'����'^��
Partial response

(6)

%\���'^���
ASA404

Partial response
(6)

P-5 67 ���'�� � + �
'%
N.S.

�|
&¡��| + 48 months

Adjuvant
Chemotherapy

No Response, 
����	�%����	
%������������ %�'%

�'��\��'��&��
�%\���'^���
���'��£��'�
Partial response

(6)

�������^�%�
�'��\��'��&��

No response
(1)

P-6 70 ���'�� + � - / +
'%
N.S.

��
N0
�� � 16 months

Adjuvant 
Chemotherapy/
Radiotherapy

Partial 
Response, 

����	�%����	
%������������ %�'%

�'��\��'��&��
�������'��&�

No response
(2) N.A.

P-7 48 ���'�� + � �
'%
N.S.

��
&¡��| � 13 months

Adjuvant 
Chemotherapy

Partial 
Response %�'%

�����'��&���
%\���'^��
Partial response

(6)

�'��\��'��&���
���£'�

No response
(2)

P-8 71 ���'�� � + �
'%
N.S.

��
N3
�| � 11 months

Adjuvant 
Chemotherapy No Response %�'%

�'��\��'��&��
�%\���'^��
Partial response

(6)

�%%��&'�����&�
�������^�%

No response
(1)

P-9 36 ���'�� � � �
'%

Solid
��

&¡��| � 11 months
Adjuvant 

Chemotherapy

No Response, 
����	�%����	
%������������ %�'%

%\���'^���
�����'��&��
Partial response

(2)

�������^�%�
�'��\��'��&��

No response
(1)

P-10 68 ���'�� � � N.S.
'%
N.S. N.S. +

7
months

Adjuvant 
Chemotherapy / 

Radiotherapy N.S. %�'%

�'��\��'��&��
��'����'^��
Partial response

(1)

���\&����
No response

(1)

P-11 55 ���'�� � + �
'%
N.S. N.S. �

6
months N.S. N.S. %�'% N.A. N.A.

P-12 64 ���'�� + � �
'%
N.S.

��
N0
�� �

2
months

Patient
Refuse 

���������
���������

Abandonment %�'% N.A. N.A.

P-13 74 ���'�� + � �
'%

Solid
��

&¡��| �
1

month

Patient
Refuse 

��������� N.A. %�'% N.A. N.A.

'��������������@'%`�&�������!��@&���`�&��'��	����	�@&�'�`�
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Figure 1: Bioinformatics analysis shows MEOX2 and RNA Pol II occupancy throughout the lung cancer epigenome to 
�������	
�
���
����
����
��������
������
������� (A)����
������������$������������������������������"���������
��������� ��� ������	��������� �����������
 ��� ��������������\^����� @���$�` ����&'��	 ������ @������` ����"
��"� ��� 	"�

cancer epigenome derived from lung adenocarcinoma patients. (B) �"�
 ������ ���
������ ������
 ���"������ �� ��� ���� ���"	����
@����>�	"� �����`� ����$����� �������� ������� ��� �����'� @
���� �����`� ��� ���������� �������� ������� ��� �������� @���
�����`����$������'���	"�
����������������		�����������������&�\%����������������@�����������������������������`�
���
��������"�������� ��� ���������������������\^�@�"��"���������`����&'��	 �� @����>�	"������` �� 	"�
��������������
�������� @
�������� �� ��� ������� ��"��`�'��������		�� ��� ��&' ������������� ���!	� @���� ����� ��	��` ��� �&' ��	 �� @����>�	"�
�����`���
��������"����������$������'���	"�
����������������		���������������&�\%����������������@��������������
�"����'	���	���������`���������'		�&�\%������������������������������������	����������������������������������>��>
����������"��	�<��

�������������	��
�������'		�����������	�<�����$��"�	�<��"���
������������
���@$������������`���	��
�������$��������	"������!
"��	�
���#���������
��	��������������������������������������
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protein binding, ion binding, nucleic acid and nucleotide 
synthesis processes. Additionally, we investigated 
��$���	 ��		>��
��	��
��������� �"�� �����>��¤&��
&\���� �'��� ¥��>��'�� ��� ��\�� ��� �����
���
���
 @���` @��
"�� ��`� ��� ����� �����������
����������
���
>���|
������������������������		�
��
��!����"���
���������
����%����|����%�����

$�	"�� @��
"�� �' ��� �"��	�������� ���	� �`�
Interactome prediction analysis revealed a high probability 
�������������������������
��\^������������"�	���
������� �"�� �� ��� ������������� ������� �'^|� �'^��
���'� ��� £���� �� ��		 ��&' ��� �%�&|'>�'�
����� ��� ��$�	$�� �� %&' ���	������� ��� ��		 ���	�
control, respectively (Figure 2C).
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�������$������	"�
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���"����������������������������������$������	�
���������	������������������©����©��		����#����������		���
��!����
�%�$�	"��������������� (B)�������������� ���	���� ��$��	������ ���"	����� @����>�	"������` ����		 �� ���������� ����$�����
����������������������'�@
���������`��� ������������ �����������$���������������������������@��������` ��
'���	"�
����������������		�@�&�\%����������������`#�������
����������$�������������������������������"�����������
���������������������\^��������$���<����&'��	��@�	��������`����	��	"�
���������������@���������"��`��������������
�=�����������!	�@���������`��������������&'��	��@�	"��������	��`��'���	"�
����������������		��'		�����������	�<��
���$��"�	�<��"���
���������������
���@$������������`���	�������
�����$���������!
"��	�
���#�����������	�����������
indicates the enrichment of epigenetic and transcriptional markers.
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MEOX2 and RNA Pol II are positioned 
����������
45607
����
��������
��8���!��

�������������� ���	���� �� ���>| 
��� ��������
sequences between -3,200 bp and +800 bp were performed 
���$�	"����
����"�������������	"���������������������
from individually imprinted probes and determining the 
�"�������������������MEOX2_532 ”upper” and RNA 
Pol II_635 “below”������	�@!�����������
"���'`�

������>����� @��
"�� �'` �"��������� �����
����������� ����"�������������� ������ @��\^��
RNA Pol II Ratio) for the patients P-13 and P-6, which 
�������������"��������������������������%������
(red segments), while patient P-3 exhibited peaks (orange 
��
�����`���%����|��������	�	����������>�������
ª|����������>|
�����������@��
"���'`�

Similarly, as shown in Figure 3A (third track), we 
������!����\^��"����������������������>|
���
��������������������
����
�����
��!�����	�$�	���
�%��������%����|����%�����@��������
����
���
color segments, respectively). Interestingly, in the fourth 
������ �����
��!���������������&'��	�������>|

��������������"������"

���������������>|
�����
��������������		�����$��
�$��������������������\^�
transcription factor, as well as epigenetically altered, 
������������ �� � ������� ����$����� ���!	� ��$�	$��

���������������'��������$���<����&'��	���
������������$��"�	�������!����	"�
��������������
��		�'�������������������&�\%����������������
analyzed here (Figure 3B).

The GLI-1 gene promoter is occupied by 
MEOX2 and active RNA Pol II and is 
epigenetically associated with the activation 
histones H3K27Ac and H3K4me3

��� �������������� ���"	�� �"

����� ��� �������	
���"���������������$���
"	����������>|
�����������
���"������������������������	��������\^�������!��
������������������"��������$�	�$�	������ �����\^�
���"����������>|
��������������"�������|�	"�

����	��������������������������������@���	��`�����
the lung adenocarcinoma cell lines A427 and A549.

We designed an oligonucleotide set (Supplementary 
���	���`������$�������|���''��'���\^�"����$�
transcription binding sites (spanning a sequence promoter 
��
��� ���� >��|�� �� >|�� ��` ������!�� $�� in silico 
�������������	����"���
�����>��������	������
���
Computational Biology Research Consortium (see lower 
section of Figure 3A), and additionally we predicted 29 
��\^��"����$���������������>��������>�����
�� ��� ���>| 
��� �������� "���
 ��� ��������������
���
���¥�����@������������`�

«"��������$��������	���� ���!������\^�
(Figure 4A) and RNA Pol II (Figure 4B) occupancy 
�� ���>| 
��� �������� ���"����� �� ��� ��
���

spanning -2,192 to -109 bp, and we detected higher 
	�$�	� �� ��\^� ��� �&' ��	 ��� ������"	��	� ��
��\^�>�"����$� � ��� � ������������� ������
 �����
(Figure 4A–4B).

��\^�����&'��	 �����"������� ������>
1 gene promoter was differentially enriched, likely 
correlating with different clinical parameters such 
as overall survival time and/or cancer drug response 
@���	��`�¤�������!����
��!����@p�����`�"��������$�
��������������������������������������������>
1 gene promoter, including in the lung adenocarcinoma 
��			����'������'���@��
"����¬�%`������!����
�
�������� ���� ��\^� ���"����� �� ��������	� ����
positive transcriptional modulation accompanied by 
������������������
����������$������������������'�
����������@��
"����¬��`������!��		������
��!����
���������� �� �����'� @��
"�� ��` ��� �������
@��
"�� ��` �� ������ � �������� ���� � ������
(p�����`����	"���
�����'������'�����			�����

In contrast, decreased enrichment of the repressive 
�������� �������� ��� ������� �� ���� 	"�

adenocarcinoma patients and the lung adenocarcinoma 
��		 	���� '��� ��� '��� ��� �	�� �������� �� ���>|
gene promoter (data not shown); instead an increased 
����$�����������!	��
����	�������!����������>|
gene and promoter sequences in A549 lung cancer cells 
based on the bioinformatics analyses obtained from the 
�&�\%� ������� �������� @��
"�� ��`� ����� ���"	��
strongly suggest that positive transcriptional and epigenetic 
��
"	����� �� ��� ��\^�>���| �=�� �� ��$�	$�� ��
malignant lung tumor biology and cancer drug resistance 
versus���������������$��"�	��"

����������\^���
human lung cancer [21]; however, the mechanisms involved 
remain uncharacterized, and it is possible that a previously 
"������������\^���������������������������>|
���
promoter is responsible for lung cancer drug resistance and/
or lung oncological therapy responses.

Inducible mRNA and protein GLI-1 expression 
occur in a MEOX2- and cisplatinum dose-
dependent manner in lung cancer

¤������$�����\^�>������������"����������>|
mRNA expression both in the absence and the presence of 
����	����"�������!�������������$�����"���
������!�
����>��\^� ���&' �������	 @��
"�� �'`� �����!��		��
���"�����\^���������=����������		����
������	�������
�� ����>��\^� ���&'� �����	���� ���� ���"��� ���>|
protein co-expression levels (Supplementary Figure 2A).

Furthermore, an inducible, cisplatinum dose-
��������� ��\^� ������� �=�������� ������� ���
������!����	"�
����������������		�@�"��	��������
��
"����`�������������
������	����"�>���"������>
1 protein expression in the lung adenocarcinoma cell 
lines A427 and A549 that was markedly reduced by anti-
��\^����&'�@��
"����`�
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�� ����������� ��� ������	� �������"���� �� ���
��\^�>���| �=�� �� ���������������� �� ���������
cellular cytotoxic assays to evaluate cisplatinum dose 
responses using the lung adenocarcinoma cells lines 
A427 and A549. First, inhibitory concentrations (IC:50) 
were calculated by constructing cisplatinum dose-
����������"�$��#�����¦����������=�����	����
for both cell lines (Figure 6A). Next, genetic silencing 

������������"���
���&'>��\^������������$��
� ���"����� �� ��� ��¦��� ��� ���� '��� @|���� "�`
���'��� @|���� "�` ��		�� ����	�� ������� ���� ����
�������&'>���|�����=�"�������&'>��\^��	"�
���&'>���|@��
"����`��"�����
��!�������"�������
��		"	��$����	������"������������������>��\^�������>
���>|���&'���������>�"�����	"�
��������			���
�|����������>��������	���\^���&'�=��������
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 !�������
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 ��
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.*$�V<!� (A) Quantitative enrichment analyses for 
��\^����(B)�&'��	��������������������|��"����$���\^�>������
������������>|
��������������"�����������	������
13 lung adenocarcinoma patients as well as the A427 and A549 lung adenocarcinoma cell lines. Statistical analysis was performed to determine the 
average enrichment values for (C)��\^����(D)�&'��	����������������
��"�����"���
����
���������	�����������>|
�����������
���"��������������������!	����	�������������������(E)�����'����(F)������������|��"����$���\^�>������
���������
���>|
��������������"�������������$���
����������������	�"	��������"���
�����������������(G)�����'����(H)�������#
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��!���������������@"���
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��������������>|
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Figure 5: Inducible expression of GLI-1 mRNA and protein occurs in a MEOX2-dependent manner and is involved in 
!��!��
����
��������!�� (A) mRNA expression analysis was performed for the A427 and A549 lung adenocarcinoma cell lines in the presence 
���������������	����"�>��������������������������������
���$�������	������	����&'���������!�����>��\^����&'��������������
������"	����������������������������$����	�
���	�=������������������������	����������®p���������®®p����|�(B) A427 and A549 
	"�
����������������		��=������������	����"�>���"���	����>|��������=�������������������¦|���@}�`����	����"������"���	����>|
�=����������������$����		����
��������������������>��\^����&'���������������}�����	����"��¤�������	������������	���	�����
assessed via quantitative densitometry, were performed to determine *p��������®®p������"���
��"���� �̄t>��������		�����>���'&\�'
����%"����� �̄����"��� �̄�"	���	�����������������¤�������	������������"����!���������=�	����	�����������������=��������������
�
����=�����	�<�����'�%�����
�����������������$�������	�
���	���	�������«"����!���������	�����������������"���
����	����"�@�
�`��������������
���$�������	�������������
��������������"���
��>%������$���@���\�`���=�	�"����!����������������	����
������������"�"���
���
���"�����������#�������	��=�	���������������������!������������"����������	�<�����'�%��
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Figure 6: Cytotoxic cellular resistance exhibited MEOX2-GLI1 axis-dependent resistance via a cisplatinum dose-
���������
 ��!������� (A) Cellular viability assays generated cisplatinum dose-response curves indicating the 50% inhibitory 
concentrations (IC:50) for A427 and A549 lung adenocarcinoma cells. (B) Cisplatinum IC:50s for both A427 and A549 lung cancer cells 
������
��!����	����������@p�����`����\^����������>|
�����	�����
�����������������>���'&\�'�����"���¯��"	���	�
comparison test. (C)����	����"���¦�������|���	"�
����������������		����������
��!����	����������@p�����`����\^�����
�����>|
�����	�����
�
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(Supplementary Figure 2C, Figure 6C). We concluded that 
��\^�����������������������"�������������>|
���
���������������������$����"	��������\^�>���|
axis expression via a cisplatinum-dependent resistance 
mechanism associated with lung tumor cellular viability, 
cellular proliferation and migration.

The inducible MEOX2-GLI-1 axis is involved in 
cellular migration and cellular proliferation in 
lung cancer cells

Cellular migration and proliferation were system-
�����		����	�<�����"�������	������������
��!����@p�����|`

Figure 7: Inducible MEOX2-GLI1 axis expression was involved in cellular migration and cellular proliferation in lung 
!��!��
!����� (A)'�������|���	"�
��������		������������������"���	����>|��������=�����������������		����
�������������
}�����	����"�������"������>|���"���	��=����������		����
������	��������������!�����>��\^����&'����������>��\^�
���&'�	"�����>���|���&'���������������}�����	����"��¤�������	������������	���	�������������$���"��������$��������������
were performed to determine *p����������>���'&\�'���%"�����¯���������"	���	������������������������
��!���������������
���� ������� �� ������	�� ��"����¯� t>���� ��� ��������� �� �������� ��
��!���� ����������� ������� ������	 ��� ����	����"� ����������
«"����!������ ���	���� ���� �����	�<�� �� ������	�� ���&' �� � ��
���$� ������	 ��� 
��� ��	�����
� ���
�� ���� ��������"���
 �
�>%������$���@���\�`������=�	�"����!����������������	����������������"�"���
���
���"����������������	��=�	���������
������������!������������"����������	�<�����'�%��@continued)
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Figure 7: (continued) Inducible MEOX2-GLI1 axis expression was involved in cellular migration and cellular 
�������������
��
����
!��!��
!�����
(B) Cell culture images and graphs showing the quantitative analysis of cellular migration as a 
��������
�@�������		��
������������`�����������
��!������\^�������>|�������>����������"���������		����
�������$��"�	���
�����������	�������������>��\^��������>���|���&'���'����&���������|���	"�
����������������		�#®®p���������
***p������|����������>���'&\�'���%"�����¯��"	���	����������������

Figure 7: (continued) Inducible MEOX2-GLI1 axis expression was involved in cellular migration and cellular 
�������������
 ��
 ����
 !��!��
 !�����
 (C) Cell culture images and graphs showing the quantitative analysis of cellular proliferation 
@�	���
����������`�����������
��!������\^�������>|�������>����������"���������		����
�������$��"�	��������������	�������
������>��\^��������>���|���&'���'����&���������|���	"�
����������������		�#®®p���������®®®p������|�������
���>���'&\�'���%"�����¯��"	���	������������������������		��
����������=�����	���
�����@�	���
����������`���������
�����	�<������"����!��"���
������
�¥��	���&"�����	"
�����	@����������	�����������`�
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��\^�>������������>|��������=��������������������
'�����		������������������������>��������	���\^�
	�$�	�������|���	"�
����������������			���@��
"��
�'����"��	����������
"����`������$��� ���"������
in lung tumor cellular migration were observed in the A427 
(Supplementary Figure 3A) and A549 (Supplementary Figure 
3B) cell lines in an in vitro scratch-migration horizontal 
�����������\^����������>|
�����	�����
���"	������
��
��!�������"�����@p����|���p�����|`�������
������
index in A549 cells (Supplementary Figure 3B), compared 
with a lower migration index in A427 cells (Supplementary 
��
"���'`�¤��	��$�	�����������	��������\^�>���|
axis by performing transwell-migration vertical assays with 
�������'������&�����	"�
����������������			����
��������$����
��!���������������@p�����|`������������
�|���	"�
��������		�@��
"����`�������=��������>
��������	���\^�	�$�	�@��
"���'����"��	��������
Figure 2C).

����		�� �����\^�>���| �=�����$�	��������
investigating the proliferation capacity of the A549 and 
&�����	"�
��������			�������	���
��������������
��������!������������		���
��!���������������@p����|�
and p�����|` �������� ���� �|��� 	"�
 ������ ��		�
(Figure 7C). All of these data are likely associated with 
clinical stage progression, malignant capacity (invasion/
metastasis), and/or cancer drug resistance as well as 
overall survival in lung cancer patients.

In Situ positive co-expression of MEOX2 and 
GLI-1 supports a MEOX2-GLI1 axis in two 
cohorts of lung cancer patients

Clinical validation analyses were performed in 
two independent lung cancer patient cohorts to identify 
������$��"�	�����>�=���������������\^�������>
1 proteins in situ in solid lung carcinomas derived from 
��	"�
���������������������&�������������	"�

���������������������&�'&�����������������=���
�	�����	�"������ @���	� ��`� �"�������
�"�����������
regarding the existence of a novel co-regulatory axis 
��$�	$��
������������������\^���������������>|
gene promoter sequences in human NSCLC.

In this context, double immunostaining analyses of 
cellular nuclear area expressed as an average percentage 
@��\^�>%'� ������� versus ���|>'� �����` ����
��������"��������&������������������������������	
������$���>�=��������	�$�	���������\^�������>|
��������@�������
���\^��=��������	�$�	������	�������
��
����>|�=��������	�$�	�`���������$������p������
and p������|��
��!�����	�$�	����������$�	�@��
"��}'`�
Subsequently, this positive co-expression among both 
low and high protein expression lung cancer patient 
groups was quantitatively detected in the INCAN patient 
cohort by undertaking an Intensity Index analysis based 
��'	
������������$���=�	�����"��������\^����
���>|@��
"��}�`���������������"���"��������$����	����

were performed based on the Algorithm Intensity Index plus 
����$���
��"�	���������������
�����!����
�������$�
�����	����������������\^�>���|�=����>�=��������
levels for each lung cancer patient at both the p��������
p������| ��
��!����� 	�$�	� @��
"�� }�`� �"����������
based on clinical outcomes for the INCAN lung cancer 
patient cohort, which predominantly received platinum-
������������@���	���`���"	��$���������	�����������<��
��\^��$���=�������������
��!������<������������
� ��
��!����� 	�$�	��p¨����� @���	� ���`# ����� ���"	��
�"���������=������������	���������\^�>���|�=��
in clinical malignancy and/or cancer drug-based therapy 
resistance versus��������������������$���		�"�$�$�	�

Overexpression of the MEOX2-GLI1 axis is 
associated with poorer overall survival and 
cancer drug therapy responses

�������������	����������������$������	��>
����� �"�$�$�	 �"�$� ���	���� ��� ������"���� ��� ���
INCAN cohort, and better overall survival (statistically 
��
��!���� �� p������` ��� �����$�� ��� �		 	"�

��������� �������� ���� 	���� ��\^� ��� ���>|
������� ��>�=�������� 	�$�	� @����������		� ��
��!����
at p¨����� ��� p¨������ ��������$�	�` @��
"�� �'`�
'��������	���	��>������"�$�$�	�"�$����	������	"�

adenocarcinoma patients representing 84% (76/90) of the 
total INCAN lung cancer patient cohort indicated poorer 
�$���		 �"�$�$�	 @����������		� ��
��!���� �� p������` ��
	"�
����������������������������
�����\^����
���>|���������>�=��������	�$�	�@p¨��������p¨������
respectively) (Figure 9B).

Furthermore, survival curve analysis of all INCAN 
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1 protein expression levels (p¨��|�� ��� p¨������
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"�� ��`� ����$��� �"�$�$�	 ���	����
�� ��	� 	"�
 �������������� �������� ���� ����>
���>�"����� ����"� ������!�� ������ �$���		 �"�$�$�	
@����������		���
��!������p������`������
�����\^�
��� ���>| ������� ��>�=�������� 	�$�	� @p¨����� ���
p¨��������������$�	�`@��
"���%`�

Finally, overall survival analysis of all INCAN 
	"�
����������������������>�"���������"�������!��
�������$���		�"�$�$�	���
���������	������\^����
���|���������>�=��������	�$�	�@p¨��������p¨���||�
respectively) (Supplementary Figure 4A-4B), which is 
	���	�����������������������>����	����"��	"����>
������������������������!�
��"�@�����`������>
�"����� 	"�
 ������ �������� @���	� ��`� �� �"������
our results provide evidence for a novel transcriptional-
���
��������\^�>���|�=����������$�	$������		"	��
viability, cancer drug resistance, cellular proliferation 
and migration capacity, and overall clinical survival and 
therapy prognosis in lung cancer.
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Table 2: Clinical outcomes of the INCAN lung cancer patient cohort (n=90)

% (n/N)

Gender

Female 63.3 (57/90)

��	� 36.7 (33/90)

Age (years)

����@°��%�` 56.2 (14.1)

������ 58.5

Median Age (years)

< 60 53.3 (48/90)

±�� 46.7 (42/90)

Smoking Expossure

Non-smoker 48.9 (44/90)

Smoker 51.1 (46/90)

Tobacco (pack/years)

����@°��%�` 18.2 (22.9)

������ 10.3

Median of Tobacco (pack/years)

Light smokers (< 10.18) 50 (23/46)

���$��������@±|��|}` 50 (23/46)

Wood-Smoke Exposure

Present 72 (65/90)

Absent 27.8 (25/90)

Asbestos Exposure

Present 7.8 (7/90)

Absent 92.2 (83/90)

Disease Stage

IIIb 23.3 (21/90)

IV 76.7 (69/90)

TNM

�^ 0(0/90)

����| 0(0/90)

�� 12.2 (11/90)

�� 15.6 (14/90)

�� 72.2 (65/90)

&^ 72.2 (65/90)

N0 0 (0/90)

N<3 0 (0/90)

(Continued)
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DISCUSSION

������� ��� ���
������ ��"���� ��$� ���������
several genetic and epigenetic aberrations, some of which 
��� ������!�� �� �������=>��	���� 
��� �������������
��������"��������\^'����\^��	"����
�������
human lung carcinomas [17, 18] that are involved in lung 

cancer biology [19] and are associated with early lung 
cancer diagnosis [20] and/or malignant stage upon clinical 
���
����� {|�~� ������	�� ��\^� ��� ���� ���	������
in fetal lung development and histopathological lung 
���������
�������{��~������\^�����¤���|����
previously associated with chemoresistance and lung 
cancer prognosis [21]. Recent published reports suggest 

% (n/N)

N3 15.6 (14/90)

N4 12.2 (11/90)

�^ 0 (0/90)

�� 23.3 (21/90)

�| 76.7 (69/90)

ECOG PS

0-1 82.2 (74/90)

2-4. 17.8 (16/90)

Histology

Adenocarcinoma 84.4 (76/90)

���������� 7.8 (7/90)

Large Cell Carcinoma 5.6 (5/90)

Undifferentiated and others NSCLC 2.2 (2/90)

Main Histological Pattern Among Adenocarcinoma Patients

Lepidic 14.5 (11/76)

Acinar 10.5 (8 /76)

Papilar 7.9 (6 /76)

���������	�� 1.3 (1 /76)

Solid 27.6 (21 /76)

\�����&�������!�� 38.2 (29 /76)

Received Platinum-Based Chemotherapy

No 20 (18/90)

Yes 80 (72/90)

Therapeutic Response to Platinum-Based Chemotherapy

Complete response 2.8 (2/72)

Partial response 40.3 (29/72)

Stable disease 40.3 (29/72)

%���������
������� 16.7 (12/72)

EGFR-Mutated

Negative 60 (54/90)

Positive 36.7 (33/90)

Undeterminated 3.3 (3/90)
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��\^� �$���=�������� ����������� �� ���
������
events constitutes a probable new cancer drug resistance 
mechanism that must be considered in the context of lung 
�������	�����	����
�����{��~�����$����������������
�� ��\^� 
��� �������� ���
���� �� ��		 �� ��	����
���
���������!	�������	��"	��������������$�	$����
cancer drug resistance and clinical lung cancer prognosis, 
have remained unclear.

���������������������!����������\^�
���
�����������
�����!	�����������=�����������������		�
����$��&'��	����<�����	"�
�������\"����
�����>
wide data were directly obtained from human solid lung 
�������������������!������
�������������}�
���
���������@�%�����`�����������
��$���	��		��
��	��


��������� ���	"���
 ����� ¤&�� &����� ¥��>��'��
�'��������\�# ��� ��$�	$������� ������ �����
pathways in cancer progression, tumor cellular invasion 
and cancer metastasis has previously been described [24].

' ����������		� ��
��!���� ��	��"	�� ��
���"��
���������
���}
������������@�%�����`��|�
���
��������� @�%����|` ��� ������ �� ��������� 	"�

carcinoma patients; these promoters included Sonic 
���
���
>���>|
��������������"�������������$�
����������$��"�	�����������������"������\^�
��������������	 ���"����� ���������	�� ��� ���>| 
���
was recently proposed to be involved in ABC transporter-
���������������	�
���	����������������������¤���|
and Snail gene transcription factors are linked to the 

������
_�
>�����"�
����
���
45607
!�0�'��������
���
!�������
��
���
����
!��!��
�������
!������� (A) Investigation 
�� ���	"�
�������&��������������������	�<��
����=���������������������\^�>%'�@�����`������>|>'�@���` ������!��
groups of lung cancer patients with lower and higher positive nuclear area averages (%) at **p���������®®®p������|�(B) Investigation 
�� ��� 	"�
������ �&�'&������� �����������	�<��
 ��� ��������� �����������\^�>%'�������>|>%'� @��� �����`$�� ��	��
�������������� ���	���� ����� �� ��� '	
������ ������$� ��=�	 ��"�� @��� �������	� ��� �������` ������!�� 
��"�� �� 	"�
 ������
patients exhibiting lower and higher protein expression intensity levels with a cutoff established at *p�����#��
��!�������������������
���������������������
���>���'&\�'���%"�����¯��"	���	�����������������(C) Intensity Index and Intensity Index plus Nuclear 
'���'$���
����	���������������������������$��=�����������������\^�>%'�������>|>%'������������������
��"����
	"�
���������������=�������
 	���������
�����������=�������� 	�$�	����� ������!������� ��
��!�����������������®p��������
***p������|�����������������>���'&\�'���%"�����¯��"	���	�����������������
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����� ���
���
 ������� ��� ���"�� �"���>���������

cancer stem-like cells, in both non-solid tumor-derived 
leukemia cells and solid-epithelial tumor-derived cervical 
��������		�{��~�'��������		�����"

��������\^�
transcription factor promotes platinum-based treatment 
���������� �� ��� ���
���
>���| 
��� ��������
level, in accordance with a previous report describing 
��� ��$�	$����� �� ���
���
>���| �� ��� '����
transporter-dependent oncological resistance exhibited 
by a lung cancer stem-like side cell population [26] and 
is involved maintaining the self-renewal of cancer stem-
like cells as recently reported for arsenic trioxide-treated 
	"�
�����������		�{��~���������"

��������	����
������$����"	����������
���
>���|
����=��������
�"� �	�� ������$� ���"����� �� ��� ��\� �������
(Figure 2), in line with very recent reports describing an 
������������������ �����\������>��|���������
����� ��� "���� �¤���| ��������������	 ������	� ���
poorer overall survival in NSCLC patients [28], as well 
�� ��� ��$�	$����� �� �¤���|>����	� 	����� �� ���
���
���
�������������������������������������		>
like phenotype [25].

��� �"������� ������� �� ��� ��� ������� ��$�
previously been linked to cellular proliferation in 
&���� ��		 	���� @'���� ������ ��� �\�>��` ���
��	��	"�
��������������$��������������#�����!��		��
���>| 
������ ��	�����
 �������� ���� �� ���
antagonist reduces lung tumor cellular proliferation [29]. 
'��������		�����>|
�������������������������$�����
functionally related to cancer stem cell self-renewal 
capacity and tumorigenicity in solid glioma tumors [30]. 
�"�������������>���|��
��	��
��������������$�	$��
���������<�����������>���@
�!��������	������`>�����
therapy, thereby reducing cellular viability, as well 
as the self-renewal function of cancer stem-like cells 
����$�� ���� �������>�"����� 	"�
 ������ ��		 	����
�|�������|���{�|~�������� ������!����
��!����
��������������� �����\^�>���|�=�� ��������		"	��
cytotoxic resistance capacity and cellular migration 
proliferation, which is likely explained in part by 
���$��"���"����������
�����$�	$������� ������>

���|��
��	��
�����������		"	�����	������������		"	��
transmigration and epithelial-mesenchymal transition in 
���&������			����'����������{��~���������
����
recent reports have demonstrated a correlation between 
��\^� �$���=�������� ��� 
������ ��		"	�� ��
������
capacity, increased senescence and cell cycle progression, 
promoting the development of vessel cells [33].

��$���	���$��"�����������	������������>|
���
in docetaxel, methotrexate and etoposide chemoresistance 
through transcriptional modulation of the ABC transporter 
family genes in esophageal adenocarcinoma, prostate 
carcinoma and metastatic squamous cell carcinoma cell 
	���� {��~� \���� ��"���� ��������� ��� �������"���� ��
�����������	��		��
��	��
���>���|�=�������"����
chemoresistance to doxorubicin, vincristine, and etoposide 
���������>��	���"���>����$���>������������	�"�����
cells and solid tumor-derived epidermoid carcinoma 
����		�{��~���������������$��	�����������$����
&������			����"����
�!��������	�������=���"��{�|~
and in mouse- and human-derived SCLC cells treated with 
the cancer drugs etoposide, carboplatin, cisplatinum and/
��������>����
�����&��>�%����{��~�'��������		��
���
��!�������"�����������	����"������������������
experimental in vitro models is achieved via inhibition 
�� ��� ���>��\>���| �=�� ��
��	��
 ���� �� ��\
����
�����@�%�>����`�������"���&�����������
cell lines [37].

����$��� ��� ��"���� ��$� ���������
chemoresistance at the transcriptional level in terms of 

��������������"���������'���������������
���
�������� �����"	������������>|
����������������
factor through gene sequences in other domains located 
from -416 to -408, accompanied by increased levels 
�� ��� ������� ������ ���|}'�� ��		����
 ��		"	��
����"	�������������>���|�=��{�}~��"�����
������
������� ������� ���>| ���"������ �� '���� 
���
�����������"�����������"������=����������'�����
which is involved in chemoresistance in the presence of 
doxorubicin and methotrexate in non-solid tumors and 
�>��		 ���>���
��� 	������� ��		� {�}~� ����� ���
������������������������"�������	�����������>���|>

Table 3: Multivariate analysis based on clinical outcomes of the INCAN lung cancer patient cohort (n=90)

Relative Risk `jq
��6� P

Age 1.013 0.99 – 1.04 0.709

Gender 1.145 0.53 – 2.5 0.73

Smoking 1.063 0.53 – 2.5 0.873

ECOG 1.227 0.82 – 1.8 0.323

Clinical Stage 1.138 0.74 – 1.7 0.354

MEOX2 Expression 2.04 1.02 – 4.1 0.046*

GLI-1 Expression 1.73 0.889 – 3.4 0.106

Cox regression model and relative risk (RR) ratio calculated with a corresponding 95% C.I.
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Figure 9: Quantitative (Intensity Index plus Nuclear Area Average) analyses revealed the involvement of the 
����04567
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���������
��
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!��!��
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���			"�
������������������	�������
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@	�
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'�����=������
�	������	������������������������
as shown for the lung cancer stem cell-like population 
����$�����������������		"�
��������		�{��~�

\"����"	����������������	��	"�
����������
and the A427 and A549 NSCLC cell lines constitute 
���!����$������������������
��
��!�������
�����
���"����� �� ��� �������=>��	���� 
��� ��\^��
'��������		�� ���>| 
��� �������� ���"����� ���
transcriptionally occupied by active RNA Pol II and 
epigenetically accompanied by the active histones 
�����'� ��� ������� ���� ����������		� ��
��!����
enrichment at two hotspot regions ranging from -1,830 
to -1673 and -822 to -665, supporting the existence of 
������$���\^�>���|�=������������	�����������
by the lung cancer epigenome analysis derived from 
A549 lung adenocarcinoma cells (Figure 1B and Figure 
��`���$��"�	��"�	������������������������¥���
��		��
"��������&�\%����������������{��~�

������"�!����
�����������������������������
chemoresistance and/or also likely associated with 
acquired chemoresistance, which have been linked to and/
or involved in epigenetic mechanisms based on aberrations 
��������������������$����!	��������������\^�

�����������{�|~��"��	�������������$��������!	��
�������� ��� �����'� ��� ������� �� ���>| 
���
�����������"�����@��
"���������
"����>��`��"�
in other cases is modulated by long non-coding RNAs 
(lncRNAs), as was recently been reported for lncRNA 
�\�'��� ����� �������� ����	����"� ��"
 ����������
by controlling p21 protein expression to increasing cell 
cycle control in A549 lung cancer cells [41]. Additionally, 
�\�'�� �$���=�������� ��� ���� �������� �� ��	��
tumor NSCLC patients with poorer prognosis as well as 
functionally associated with higher lung tumor cellular 
migration and cellular invasion in vitro lung in A549 and 
SPC-A1 cancer cells, with lung tumor metastasis in vivo in 
SPC-A1 lung cancer cells [42], and with poorer prognosis 
�� 	"�
 ������ �������� {��� �}~� \���� ������	�
�=�	�������� ���	"�� � ��	� ��� �\�'��>�����������
������	��������
��������	�������������$�����	�=
�@����`�����£|���£����������%|������������
complex-dependent manner, which are reportedly involved 
�������������������$������������������	��������
���� �������	������ ��������$�	� {��~� '��������		��
	���&'�\�'�������
�������		���$�	$��������������
of the p15, p21 and p27 genes at the promoter sequence 
	�$�	 �� 	"�
 ������ {��~� %���>��
"	���� �=��������
��	���&'��������$�	$��������	����"�����������
through p53 and Bcl-xl controlled gene expression in 
lung carcinoma cells [45], although additional epigenetic 
evidences must be obtained in lung cancer patients. 
Additionally, lncRNA BC087858 overexpression is clearly 
�����������������"��������������������>��������
�
�!������ ������� {��~� ���	� 	���&' �'�� ����>
��
"	����� �� ��$�	$�� ������>��� ���������� �� 	"�

cancer patients and NSCLC cell lines [47]; in both cases, 

the underlying epigenetic mechanisms have yet to be fully 
�	���!���

\"��"�������	���
�������������
��	���"

����
��$�	 ��\^�>���| ��������������	 �=�� ��
��	��
 ��
involved in resistance to the cancer drug cisplatinum 
in a dose-dependent manner, as previously proposed 
��� 	"�
 ������ {�|~� ��\^� �$���=�������� ���"	���
�� ����	����"� ����>��������� ���"���	� ���>| 
���
expression at the gene promoter level associated with 
chemoresistance in lung cancer cells, which likely 
correlates with previous reports in which inhibition of the 
���>���|�=������$�	$������������"
������������
a lung cancer stem-like cell side population [37] through 
���������������������	���
�������������'����
���
promoter sequence [38]. Additionally, this mechanism is 
involved in lung adenocarcinoma cell survival and cancer 
��"
 ���������� ����"���� $�� ��� ���>���| �=�� �"�
��
���$�	� ��
"	���� �� ���
���
>����������
 �������
@����` ������>���>�"�����'���������>�"�����
�|���������}��&������			����"�������>�����
treatment [48]; however, here this mechanism is positively 
��
"	��������\^��������������������		�$�	�

������	"�������������$������������ ���!���
time the functional and clinical correlations of the 
�$���=������� ��\^�>���| ��������������	 �=��� ����
as a novel molecular candidate axis involved in lung 
cancer drug resistance and as a predictor of therapy 
prognosis. Certain reports investigating NSCLC patients 
��$� ��������� �� �$���=������� ���>���� �=��
associated with poorer progression-free survival [49] as 
��		�����$���=����������>��=����$�	$������		"	��
proliferation and apoptosis resistance in lung squamous 
��		 ���������� {��~�����$��� ������������ ����\
inhibition assays, these axes promote the down-regulation 
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����=���������������	�������
��!��������>
���>����� ��������� �"��������	���� ������� ���"���
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cancer cell survival and cancer drug resistance [52]. We 
�������� ����	�� ���"	�� ��� ���� ����>��	� ���� ���
����>�"�����	"�
��������������@��
"����¬�%���
�"��	�������� ��
"�� �'`� ����$�� � ���>��������	
���>| ����$����� 	���	� ���"�� �� � ����|>���������
manner in NSCLC patients as a proposed necessary step 
for lung cancer tumorigenicity [53]. Additionally, this 
������� �� 	���	� ��$�	$�� ������>���>����� �������
��������������������>����"�����@'���`�������>
�"�����@�|���`	"�
��������		�{��~�

%��������$�	����
���
��!���������	���������=
����� �� ��� �$���=������� ��\^�>���| �=��� �"�
results depict a novel transcriptional and likely epigenetic 
mechanism involved in lung tumor biology and cancer 
drug resistance mechanisms to platinum-based and/or 
���
�� ����>���>����� ������� ���������� ��������
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lung tumor cell viability, cellular migration/proliferation, 
clinical prognosis and overall survival in lung cancer 
patients.

MATERIALS AND METHODS

Sample selection and cell lines

A total of 123 tumor samples from 2 cohorts of 
&�������������������	"�����������������"������
training cohort consisted of 13 fresh-frozen (FF) lung 
�"������		���������������������"�
���	���$������
�������	��>!=�������!�>��������@����`	"�
�"����
from the Pathology Service at the National Institute 
�� ����������� %������� @�&��` �� ��=��� ����� '�
independent validation cohort consisted of 90 randomly 
selected patients with advanced NSCLC enrolled in the 
��������\���	�
����������&������	������������"��
@�&�'&`����=�����������¥"	���|���%�������
2011. We included samples from patients with clinical 
���
�� ������������
 �� ����&����
��
������ @���
�������`������������������������$�\���	�
����"�
���	������������������"�@��\���`��������¬����
were candidates for platinum-based chemotherapy and/or 
���>��������
����������

In addition, the NSCLC cell lines A427, A549, 
&����� ��� �|��� ���� ���'������� ���� �"	�"��
��		������ @'���� �������� �'� ��'` ���� "��� ��
perform experimental assays to investigate cisplatinum 
��"
����������������
���������	��������������"�����	
��$����������$�������������$���������	�����&��
(B17-07, B09-08) and INCAN (015/016/ICI, 964/15). 
'		�����������������	�
���		����!����	"�
������
diagnosis, underwent surgical procedures, and provided 
informed consent before tumor resection for this study and 
future genetic/epigenetic biomarker studies.

Clinical data collection, treatment regimen and 
patient follow-up

Clinical outcome data for all patients, including 
their clinical history, histopathological diagnosis, 
performance status and smoking history, were obtained 
����������	��������������
������������!�����
ever smokers (combining current or former smokers). 
�"������������������!������������������������

who have smoked at least 100 cigarettes in life and 
were still smoking at the very moment of the interview. 
�������������������!�������������������������
not smoking at the moment of the interview but have 
smoked at least 100 cigarettes in their life. All patients 
were treated according to international guidelines for 
lung cancer treatment [55]. All received platinum-based 
������������ �� � !���>	��� ��������� �� �����������
with paclitaxel or vinorelbine. After progression with 
cytotoxic chemotherapy, the patients received second- 

or third-line treatment with an epidermal growth factor 
�������� @����`>���
����
 �������� ������ ���������
@���`� ������ 
�!����� �� ��	������� ����� �� �����
�"����������"���������>�"���������"�������������
@�=���|}¬�|`������������"���
��������������«
�������	>����������@«�'��&����������'���
�������%"���	������������`������������$��"�	�
used to genotype NSCLC patients [56].

Chromatin immunoprecipitation (ChIP)

��	"�
�"���@��#���3) samples consisting of 
almost 70% tumor tissue were pulverized under liquid 
�����
���!=������|© �����	������ ���|����� ���
���������	���"���	�<��������|���
	�������������
������"	���
��		���������������|^�������������
����	�����"����@���������>�\�������|����
&��	�|���%�'��}�|©������^>|�����|©����"�
���=����	���� ��� ��|© �%�` ���������
 |� �	 ����
������������������@����	�����������������������	���
IN, USA).

��� ��������� ���� ��� ��>�� ����	�� ���
������������|��"	����������������"�������������
|� 
 �� ��������� ��� ���"�������������� @����`
"���
����������	�£>��
������²����@��		������
�����"	�� �'� ��'` ��� ��� 
 �� ����>��\^�
@�������"<���������	�
��%�		����^���'`����		��
| 
 �� ����$���� ����>�����'�� ����>�������� ����>
�������������>�������������>�&'��	������������
@'������������
��������������������
������`�'
|>
�	��"��������>��"���
����"��������
���$�
������	�������@��		�����������"	���'���'`�

6>0|;<
������!�����}
��#�����
���

�	#����~�����
�����
��������
��8���!�
������

arrays

Sequence promoter tiling arrays (RefSeq, 
&���	���� '�����	� ��|}� $������ �=����� �����
&���	����� �������` �����������
 ���}�� ������������
22,542 promoter sequences, and enhancer regions were 
���	���� �� �������� ������
 ����� ��� ��� ��\^�
������������� ������� ����������� ���������
 ��>��>��
probes with 100 bp between each probe, representing 
-3,200 bp upstream and +800 bp downstream of the 
����������������������@���`�����"����

���"�������������� %&' @��>%&'# �� �
` ���
	�����	����	�!��"���
�¤��	�������'��	�!������
@¤�'�`�������	�=���@��>%&'>¤�'�#����
`���
�����	�!������ ��� @¤�'�` @��
��� ��� ��"��� �\�
����'�`�������������¤�'����¤�'��������	�!��
under the following conditions: Initial denaturation step 
at 95°C for 3 min, 14 cycles of denaturation/annealing/
�=�����������´����|�������������!��	��������´����
�������>���	�!����>%&'����"��!��"���
��������	>
chloroform method.
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&�=������������	&���	����%"�	>��	��%&'
����	��
���@�������������`���"�����	���	|
��
��>%&'����������������>�&'��	���������>��\^�
via incubation with a solution of nonamers (Cy3 and Cy5, 
��������$�	�`�|����&����=�������	�=�>�	����
���
����@�¯>µ� ̄�=�>`������"������´�����������
����		��|�	���"����@�����%�'`��������������
����"���������	���	��
���������

����		���	����>%&'����"��!���������������
��������	"������������	�����©������	����"����!��
at 260 nm using a spectrophotometer (Bioteck, model 
��\�����'`������ ��
�� ���$��"�	� 	���	�� ��>
%&'��������"���
���������\^�����&'��	��
antibodies was mixed and hybridized for 48 hours at 42°C. 
����		��������������������������"���
���&���	����
¤����"�������@������������`����"������������
�������"
�����@�����&���	������������`���������
1,500 rpm, and images were captured.

ChIP-on-chip bioinformatic analysis

���������� ���
������������������������
�����"���
��������@������=����	��������'`�
In addition, bioinformatics analysis was performed using 
&���	�������������$���������@&���	������������`�

Both images (one from each channel) were subjected 
to microarray alignment with values close to 0.1290, 
adjusting for brightness and contrast, and stored using the 
.tiff format. Next, ChIP-on-chip analysis generated the 
following bioinformatics reports containing information 
���� ���� �"��������� ������	�¦ ����� ������� @�����`�
������������@������`�������������@������	����"��
Format: .gff).

Additionally, a complete genome bioinformatics 
�"�>���	���� ��� ��������� "���
 ��� ��� ������ ��
������������������������������"�����������
��	�
�������� ���� ��>%&' ��
����� �������� �� ��\^�
and/or RNA Pol II, indicating possible transcriptionally 
����$� ��\^� 
��� �������� ���"���� ���
���� ������
&���	������
��	���@��������$������|��`���"���
to map the positions of the signal segments resulting from 
the hybridization data; for this analysis, a Log2-Ratio scale 
was established, and the index (ratio) was obtained using 
the formula 532/635 (MEOX2_532/RNA Pol II_635). 
�������������������������"���������������������
determined by the alignment of 4 probes near one another 
@��������µ�"������"���������`��������������	����

window of 500 bp.

While the cutoff value was evaluated based on 
� �����������	 �� ��=��"� ��������
� ��!��� ��
the mean+6 [standard deviation], data from the index 
(ratio) were randomly assessed 20 times to establish 
����������	������������$���	�������$�������@�%�`#
���$�	"���%��������%����|����%�������������
�"���������������@�		���
���������������������$�

��������������������	���%����%�
���	����������
System, with the provisional doi:10.5061/dryad.rm7dd).

Signaling prediction pathways (from MEOX2 
gene promoter targets)

�����������	�������	������������%��������	���
and the in silico prediction of gene expression levels 
������!�������	�����
����������������	���	�����
"���������������������	������	����\^���	"�
������
�������������� ���	���� ���������������	����������
or signaling pathways were undertaken using the online 
���� @����� �����	������ �� ����� ��� �������`
database, and in silico prediction analysis was performed 
using the online webpage http://bioinfo.vanderbilt.edu/
webgestalt/option.php with the following statistical 
parameters: a hyper-geometric method and Bonferroni 
���������� ������������
��!����� 	�$�	�����������
minimum number of 2 genes per category.

8>�9
����	�
��
8���������"��	
"�������
��6>

analyses

��� ��>%&'� ���� ���	�<�� �� ���������

���� ����	"�� �"����!������ "���
 � ��
�����	�� �}�
������ @������ ��������� �������`� �¶�� �����
��������=@�'�'��������������������'���'`���
oligonucleotide sets for the proposed gene promoter target 
�����@�"��	�����������	���`�

'����	�����
����>%&'���"���������������
��		������ ������	�!�������� ���������"�$�� ����"
�
�����	 ��	"����� �� ����$� %&' @���	��� ������	 
������
%&'`����$������������������	�	��������"�	�����		�
of healthy donors (100 ng, 10 ng, 1.0 ng, 0.1 ng and 0.01 ng).

�����		����
���	�!��������������������"���¦
initial denaturation at 95°C for 10 min and 40 cycles of 
denaturation at 95°C for 15 seconds, annealing at 55°C 
for 30 seconds and extension at 72°C for 30 seconds. 
\	�
��"�	�������@�"��	�����������	���`��������
���
"���
 ��� \���\ ��� &� ����\� ���
���� ���
��������<��������'>'�%����@��'`�

Genetic silencing (siRNA transfection assays)

¤�"����������>��\^�@��>|�����`�������>|
(sc-37911) siRNAs, each consisting of a pool (cocktail) of 
����
��>�����!����&'�@|�>����`����
��������������
������������
 �"��� 
��� �=������������ ���>�"���
related siRNAs obtained from Santa Cruz Biotechnology 
@%�		��� �^� ��'` ���� "��� �� ��
���$� ������	� @��>
����������>�����`���������·|�5��		�������>|���
(Biowest, USA) and 3% antibiotic-free FBS (Biowest, 
USA) were incubated in 6-well plates for 12 hours and 
then transfected for a total of 48 hours with Lipofectamine 
2000® (Invitrogen, Foster City, CA, USA) and siRNAs at 
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���������������������������������	����"���"
���
����	$�	"���������	�

9&08>�9
����	�
���
�9;<
�'��������
����	���

������<�	@��$����
�����	����������'`������
��� "��� ��� ����	 ��&' �=�������� ��� �"��!�������
��� �%&' ��� ��������<�� ���� � 
 �� ����	 �&'
"���
 ��� ������>�� ��$���� ������������� ������
@�����
���������¤�����������'`���&'�=��������
���������������������"���
���������������@������
�������`��������	����������@���$����	������������
�������������������`�����
�����	��¹�}����	>
���� ��� ������ @������ �������` ��		����
 ���
���"����"���¯� �����"������� ��&' �=�������� 	�$�	�
were normalized to expression of the endogenous gene 
�'�%������=�����������	�����������������"���

���ºº��������

\	�
��"�	������ ���"����� ��� ��� ������
@�"��	�����������	����`�������	���"���������		����

���	�!����������������¦������	�����"����������´�����
min and 40 cycles of denaturation at 95°C for 10 seconds, 
annealing at 60°C for 17 seconds and extension at 72°C 
���|��������\	�
��"�	���������������
���"���
���
��������������
���$���������|@�������������`���
��������<��������'>'�%����@��'`�

Western blot assays

����	�������������=������������"	�"�����		����
�"��!��"���
������£\�������@��$����
��`��"�������
���©�%�����������������������@�\��	��������������
���������	����&���'`����"����!��"���
����������	
���������������@���>���%�`�&�=����
������	�������
was resolved by vertical electrophoresis in 12% acrylamide 
gels and then transferred to nitrocellulose membranes 
"���
�����>�	��>�"�����"���������������������������
�� @������ ������ �������!�� ������ ����� �'� ��'`�
�����������������	�������������������"������
��"�������©	��>�����	� ��|^������|©�����>��
��� ���"����� �$����
�� ���� ���������� �
����� ���|
(Rockland, 100-401-223, Pottstown, PA USA; and Abcam 
'�|�������������
��������������������
������`
@|¦�����`���\^���>}|��|@|¦|����`�����'�%���>
����}@|¦�����`�����������"<���������	�
�@%�		���
�^���'`���������������������������|^���
�"��	�������������|©�����>����������������"��
and then incubated for 2 hours with a secondary 
�������� @����>��"�� ��������>������ ���# |¦|�����`
��������������"�����		������������
����|^���
�"��	�������������|©�����>����������������"���
���������������� ���"����������"�����
��	¤���
����� ��=��"� �������$��� �"������� @������ ������
�������!�����������������������������������'���'`�
�����>%�
������������"���������
����"�������@��>
�\�������	��&����'`��������
�����������	�"	����
using Image Studio Software (version 4.0.21).

Cellular viability (Cytotoxicity) assays

Cellular viability analyses were performed in 
96-well plates using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-
@�>�����=������=������	`>�>@�>�"	��������	`>��>
�����<�	�"�@���`@�����
����������¤����'`�����
�����������������������	����"�����������>��		�	����
����������������������������		���|��	������>
1640 culture medium for 48 hours and subsequently 
���"�����������	�����@��
��	`������"������
read later at 490 nm; cell viability was calculated using the 
��		����
����"	�¦��		$����	���¨@\�%����������	��
������	 \�%�` · |��� ����	��	�� ��"
 ���������� �"�$��
were constructed to evaluate dose responses using serial 
dilutions of cisplatinum.

Cellular scratch (Migration) assays

Wounding (approximately 800 microns was carried 
out on cells 8 hours after monolayer cultures were 
established using 2x105 cells per well (24-well plates)). 
�����		����������$��������	��$������"�@���`���
the remainder of the 48-hours experiment; then, cultures 
����������� ���������|^���������
�����@��=`
were taken at 0, 24, 36 and 48 hours post-wounding. 
�����"����������"����!��"���
���
�¥����	����

����%"�	���������������������������������������
applications to transform pixels into binary code. Finally, 
���"������� �� ����	� ���� ��� �'��	�<� ������	���
facilitated quantitative representation of the cell migration 
index expressed as a percentage (%) with respect to the 
wound (scratch) at time 0 hours.

Cellular transwell (Migration) assays

Six-well plates were seeded in triplicate at a density 
���·|�5 cells per well. Following overnight adherence, 
cells were transfected with corresponding siRNAs for 
� ��"��� �"����"���	�� ��·|�3 transfected cells were 
transferred into upper transwell chambers in 24-well 
�	��������	�������������������������������>|���
����"��"��	�����������|�©�����������	�"	�"��
��������}��"������´�����©�\2��������		�����
���������	������������		����������������"		�!=��
using 70% methanol, stained with 0.1% crystal violet, 
washed with running water, and mounted on slides 
"���
����		�������	���
���������������	�
��!�	�
�����������������	��
��!��������|��^�

Clonogenic assays

Six-well plates were seeded at a density of 3x105 cells 
per well. After overnight adherence, cells were transfected 
����������������
���&'�������		��������������������
in triplicate into 6-well plates at a density of 1x104 per 
well and into 12-well plates at a density of 5x103 per well. 
��		������"	�"����������|��������´�����©�\2, 
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��		������!=����������������	������������� @�¦|
v/v), washing in running water, and staining with 0.5% 
������	 $��	��� ��	��� 
����� ��� �"����!�� "���
 ���
���
�¥��	���&"�����	"
�����	{��~�

Immunohistochemical assays using 
histopathological samples

Immunohistochemical analyses were performed on 
����>������"�����	������������"��� ��������"��
����"������������@��'�`��"�
�������������������
�	���	���	�������������	�
������������!������	�����
lung tumor regions characterized by high cellularity for 
����	"�
�"�����������������������"����"���
���
�������� '�$����� ����"� '������ @'�'|��` ���� �
���>������	��¤�"���|>�
�������!�����>��\^�
@����� ��"< ���������	�
�� %�		��� ��=��� ��'` ���
����>���>|���������� @����	���������������'��'`�
�	������� ���$����	 %'� ��� �	������� ���$����	
Alkaline Phosphatase Red detection kits were used in 
����"������ ���� � ������� ������ ��������� �^
@�������������	������������"�����'£���'`����
slides were dehydrated, cleared in xylol and mounted 
�� ��������� ������ ' ����� %���� ����������� 	�
��
���������� @¤��<	��� �������` ��� "��� �� ������
����������
����������^������^��
��!�������

������
����	���������������
������
�¥���
the ImmunoRatio Plugin (Version 1.42q), developed 
�� ¥���� ���	� ��� ��	��" �"������ �� ��� ������"��
�� ���������	 ������	�
�� ���$������ �� �������
(http://153.1.200.58:8080/immunoratio/), were used to 
quantitatively analyze the percentage corresponding to 
positive nuclear area (average) on histopathological slides 
@� !�	�� ��� ���� �	��� ����	�` �� ���^ ��� ���^� ��
addition, Aperio ePathology ImageScope Software version 
11.0.2.725 (Leica Biosystems, USA) and the Intensity 
Index based on the Algorithm Positive Pixel Count 2004-
08-11 (Version 8.100) were used to categorize positive 
pixel counts into three Intensity Bins, expressed as the 
Number of Strong Positive Reactions Index (described 
�� &��¨&���&��ª&�ª&��`�'		 ���� ���� ����������		�
���	�<�� �� ������ ��
��!���� ����������� ����
 ���
NSCLC patient groups.

Statistical analyses

T>������ ���>��� '&\�'� �"���¯�� %"��¯�
��� ����>¤������»� �"	���	� ���������� ����� ����
performed to analyze the differences between patient 
groups; p $�	"�� � ���� ���� ���������� ����������		�
��
��!�����\$���		�"�$�$�	���	����������	�"	����"���

������	��>���������������	"���
���������������

subgroups with the Breslow-Wilcoxon and Log Rank 
������	>��=� �����#p$�	"������|���������������
������������������������		���
��!�����'��"����������
potential confounders were calculated using a multivariate 

Cox regression model, and the relative risk (RR) ratio was 
calculated with a corresponding 95% C.I. as a measure of 
association. All statistical analyses were carried out using 
��������������
������������@���>\�^�����������`
������>��������������@¤�������$��������`�
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