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RESUMEN 

 

Introducción: El cáncer de pulmón representa en la actualidad uno de los principales tipos 
de cáncer de mayor malignidad, en parte debido a su compromiso anatómico-regional 
ocasiona los índices más elevados de incidencia y mortalidad a nivel mundial tanto en 
hombres, como en mujeres. Entre las diferentes aberraciones genéticas, destacan 
mutaciones genéticas como aquellas localizadas en el gen que codifica para el receptor del 
factor de crecimiento epidérmico (EGFR), el cual constituye un blanco terapéutico como 
resultado de su participación en la activación de transducción de señales de EGFR. A partir 
del cual, se promueven mecanismos de desdiferenciación y división celular, mediante la 
activación de sus miembros intermediarios de señalización entre otros como PI3K/AKT y 
MAPK, que contribuyen al proceso de transformación maligna. Por otro lado, en algunos 
tipos de cáncer la señalización aberrante de la vía Hh, se ha descrito en comunicación 
intracelular potencialmente sinérgica con otras vías, destacando la vía de EGFR. En este 
sentido, en los últimos años el papel del activador transcripcional GLI-1 miembro de la vía 
Hh.a tenido relevancia. Adicional a ello, diferentes factores de transcripción entre ellos 
genes tipo homeobox (HOX), como el gen MEOX2 en mancuerna con GLI-1 contribuyen a 
mecanismos de resistencia a fármacos oncológicos, probablemente contribuyendo a la 
progresión maligna y/o pobre pronóstico clínico en pacientes con cáncer pulmonar. Sin 
embargo, los mecanismos celulares involucrados sobre la participación del eje MEOX2-
GLI1 sobre la activación de la vía EGFR, aún permanecen por ser esclarecidos. 
Metodología: Se realizaron ensayos de transfección estable del silenciamiento genético de 
MEOX2 y GLI-1 en células EGFR-silvestre A549 (shA549) y transitoriamente con siRNA en 
células NCI1975 (si1975), que nos permitió describir cambios en las vías de señalización 
de AKT y ERK posterior a exposición a los fármacos cisplatino y erlotinib. Además de otras 
técnicas como Western blot, ensayos de MTS y qRT-PCR. Resultados: Los principales 
hallazgos de este trabajo posterior a silenciar genéticamente de manera estable y transitoria 
a los factores MEOX2 y GLI-1 fue generar aumento en la sensibilidad a cisplatino y erlotinib, 
además de cambios en los niveles de activación de las vías de AKT y ERK. Conclusión: 

Los factores de transcripción MEOX2 y GLI-1 contribuyen de manera significativa en la 
modulación de la activación de la vía de AKT, potencialmente contribuyendo en la 
resistencia a la terapia oncológica pulmonar. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 DEFINICIÓN Y ETIOLOGÍA DEL CÁNCER 

De acuerdo a la definición que ofrece el diccionario de términos del Instituto Nacional del 

Cáncer de USA (NCI, por sus siglas en inglés), el cáncer se define como un conjunto de 

enfermedades caracterizadas por la división y proliferación celular descontrolada, con 

capacidad de invasión a tejidos cercanos y metástasis a otras partes del cuerpo (“National 

Cancer Institute (NCI)” 2015). Así mismo, en cáncer se involucran cambios dinámicos en el 

genoma caracterizados por un conjunto de anomalías moleculares que incluyen 

proliferación sostenida, resistencia a la apoptosis, migración, invasión y metástasis, evasión 

de supresores de crecimiento, angiogénesis, escape del sistema inmune, inmortalidad 

replicativa, inflamación promotora de tumor, inestabilidad cromosómica, y mutaciones; así, 

como mecanismos que llevan a la perdida de regulación  de la energética celular (Hanahan 

and Weinberg, 2000; Hanahan and Weinberg, 2011). 

El cáncer puede originarse por anomalías genéticas tales como aberraciones 

cromosómicas y mutaciones en genes supresores de tumores (APC, NF1, RB, P53) y 

oncogenes (RAS, RAF, MYC). Por otro lado, el papel de las alteraciones epigenéticas se 

han descrito en dicha enfermedad (Baylin and Ohm, 2006). Estas alteraciones epigenéticas 

son tan importantes para los eventos biológicos como los mecanismos genéticos, ya que 

no involucran cambios en la secuencia de ADN, pero asumen un importante papel en la 

modificación de la expresión génica. Estas modificaciones involucran pérdidas y ganancias 

de metilación de ADN, así como patrones alterados de modificaciones de histonas (Jones 

and Laird, 1999). Cabe destacar que el cáncer se puede desarrollar en casi cualquier 

órgano del cuerpo, siendo el cáncer de mama, próstata y pulmón los tipos de cáncer con 

mayor incidencia y mortalidad a nivel mundial según lo reportado en la página del 

GLOBOCAN, 2018  (Bray F, et al., 2018). 
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1.2 CÁNCER DE PULMÓN 

1.2.1 EPIDEMIOLOGÍA 

El cáncer de pulmón en la actualidad se encuentra entre los principales tipos de cáncer en 

términos de incidencia y es la principal causa de muerte por cáncer a nivel mundial tanto 

en hombres como en mujeres, esto debido a las mutaciones genéticas, la falta de 

marcadores de diagnóstico y la ubicación espacial del órgano presentes en dicha patología, 

las cuales contribuyen al inicio y progresión de la enfermedad a una etapa clínica avanzada 

metastásica en muy poco tiempo (“WHO | Cancer” n.d.) GLOBOCAN, 2018) 

Actualmente en México, el cáncer de pulmón es la segunda causa de muerte por cáncer 

tan solo superada por el cáncer de mama en mujeres y cáncer de colon en hombres. En el 

año 2000, el cáncer de pulmón fue responsable del 12.7% de las muertes por cáncer; en 

2013, representó el 12.8% de las muertes por cáncer y fue la tercera causa de muerte en 

el país, solo después de las enfermedades cardíacas (24.3%) y la diabetes (14.3%). En 

este trabajo se muestran los datos que durante la última década se han analizado, y la 

proporción de casos de cáncer de pulmón es más alta para las mujeres, y el 45,4% de todas 

las muertes por este tipo de cáncer se produjo en la población de entre 15 y 64 años con 

una tasa de mortalidad más alta en el norte de México (Mohar-Betancourt A, et al., 2017). 

 

1.2.2 CLASIFICACIÓN HISTOPATOLÓGICA DEL CÁNCER PULMOMAR 

El cáncer de pulmón se divide en carcinoma de pulmón de células pequeñas (SCLC) y 

carcinoma de pulmón de células no pequeñas (NSCLC) (Ferlay J, et al., 2010).  

El primero de ellos (SCLC) representa aproximadamente el 20% de los casos 

diagnosticados de cáncer de pulmón y se caracteriza por la presencia de pequeñas 

células con una alta relación núcleo-citoplasma que proliferan rápidamente, contienen 

gránulos neurosecretorios que producen hormonas peptídicas y/o aminas biógenas. 
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Alrededor del 90% de los casos de SCLC es positivo para los marcadores neuroendocrinos 

(cromogranina 95%, sinaptofisina 90%, Leu7 CD57), suele desarrollarse 

peribronquialmente e infiltrarse en la submucosa bronquial, esta clasificación se basa en el 

aspecto microscópico de las células tumorales (Zhou C, et al., 2011). Por otra parte, el 

carcinoma de pulmón de células no pequeñas (NSCLC) representa el 80% de los casos 

diagnosticados de cáncer pulmonar y se subdivide en: adenocarcinoma, carcinoma de 

células escamosas, carcinoma de células grandes y un grupo no especificado (Cho S, et 

al., 2012).  

 

• ADENOCARCINOMA 

Es el tipo más común de cáncer de pulmón, representa más de 40% de los casos de cáncer 

de pulmón registrados, 60% del NSCLC y más del 70% de los casos resecados 

quirúrgicamente. Por definición, el adenocarcinoma de pulmón es una neoplasia epitelial 

maligna con diferenciación glandular o producción de mucina. Cuando se reconocen tales 

características morfológicas, el tumor se designa como adenocarcinoma. Las células de 

adenocarcinoma de pulmón generalmente expresan marcadores neumocíticos. El factor de 

transcripción tiroideo (TTF-1) y Napsin A se expresan en más del 85% de los casos de 

adenocarcinoma de pulmón y, por lo tanto, sirven como marcadores de adenocarcinoma o 

diferenciación de adenocarcinoma en tumores poco diferenciados y en biopsia limitada 

(Rekhtman N, et al., 2011; Tacha D, et al., 2012). 

 

• CARCINOMA DE CÉLULAS ESCAMOSAS 

El subtipo histológico (SCC por sus siglas en inglés), constituye aproximadamente el 20% 

de los casos de NSCLC (Lewis D, et al., 2014). Su incidencia ha disminuido en las últimas 

décadas, probablemente debido a cambios en el hábito de fumar. SCC generalmente ocurre 

en la porción central del pulmón, a lo largo de las vías respiratorias principales, y puede 
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formar cavidades cuando alcanza un tamaño grande. En el examen microscópico, SCC 

muestra queratinización y puentes intercelulares y muestra un sólido patrón de crecimiento 

anidado. Las células tumorales usualmente tienen núcleos hipercromáticos, nucléolos poco 

visibles, y citoplasma de moderado a abundante con puentes intercelulares delineados. 

Puede haber queratinización de células tumorales individuales o grupos de células 

escamosas queratinizantes que forman perlas de queratina ubicadas centralmente dentro 

de tumores sólidos. Los SCC se dividen en subtipos de queratinización, no queratinización 

y basaloides. Contrario a los subtipos de adenocarcinoma, dicha subclasificación no 

muestra una utilidad pronóstica (Brambilla C, et al., 2014).  

 

• CARCINOMAS DE CÉLULAS GRANDES 

Este subtipo histológico (LCC por sus siglas en inglés), representa aproximadamente un 

3% de casos de NSCC que carecen de diferenciación específica de linaje, pruebas 

morfológicas e inmunohistoquímicas como en el adenocarcinoma, SCC o carcinoma 

neuroendocrino (inmunofenotipo nulo). LCC suele estar ubicado periféricamente, presenta 

un aspecto voluminoso y necrótico. Las células tumorales son grandes y de forma poligonal 

con núcleos pleomórficos y vesiculares, forman una hoja sólida sin patrón definido. El 

carcinoma neuroendocrino de células grandes (LCNEC) se clasifica en la categoría de 

tumor neuroendocrino de pulmón (NET) (Lewis D, et al., 2014; Travis W, et al., 2013). 

 

A continuación, se describen datos actualizados de la clasificación del cáncer pulmonar en 

el año 2011 por la Asociación Internacional para el Estudio del Cáncer de Pulmón, la 

Sociedad Torácica Americana y la Sociedad Respiratoria Europea, en la cual proponen una 

nueva categorización del Adenocarcinoma basada en la evidencia histológica de invasión.  
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ADENOCARCINOMA 

Las lesiones preinvasivas se clasifican en un continuo desde hiperplasia adenomatosa 

atípica (AAH) hasta adenocarcinoma in situ (AIS), y el adenocarcinoma mínimamente 

invasivo (MIA) incluyendo lesiones pequeñas (<3 cm) con <5 mm de invasión. Los 

adenocarcinomas invasivos muestran una variedad de patrones por ejemplo el 

adenocarcinoma predominantemente lepídico (LPA), acinar, papilar, micropapilar y sólido, 

los cuales se caracterizan por la alteración de un tumor que invade más de 5mm de la 

membrana basal alveolar. Esta agrupación se correlaciona con los resultados clínicos, con 

lesiones preinvasivas que tienen un curso clínico con cerca del 100% de probabilidad de 

ser curado, en contraste con los carcinomas invasivos que tienen un peor pronóstico. 

(Yoshizawa A, et al., 2011). 

 

CARCINOMA DE CÉLULAS ESCAMOSAS 

El cáncer de pulmón de células escamosas (SCC) es el segundo subtipo histológico más 

común, este comprende aproximadamente el 20% de las neoplasias pulmonares primarias 

en los EE. UU. SCC generalmente ocurre en la porción central del pulmón, a lo largo de las 

vías respiratorias principales, y puede formar cavidades cuando alcanza un tamaño grande. 

En el examen microscópico, SCC muestra queratinización y puentes intercelulares y 

muestra un sólido patrón de crecimiento anidado. Las células tumorales usualmente tienen 

núcleos hipercromáticos, nucléolos poco visibles, y citoplasma de moderado a abundante 

con puentes intercelulares delineados. Puede haber queratinización de células tumorales 

individuales o grupos de células escamosas queratinizantes que forman perlas de queratina 

ubicadas centralmente dentro de tumores sólidos. Los SCC se dividen en subtipos de 

queratinización, no queratinización y basaloides (Travis W, 2011; Brambilla C, et al., 2014). 
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TUMORES NEUROENDÓCRINOS 

En la nueva clasificación de la OMS realizada en el año 2015, se estableció una nueva 

categoría “tumores neuroendócrinos”. Los tumores neuroendocrinos invasivos comprenden 

tres subtipos: carcinoma de células pequeñas (SCLC), carcinoma neuroendocrino de 

células grandes (LCNEC) y tumor carcinoide (típico/atípico). La distinción entre un tumor 

neuroendocrino de alto grado (HGNET), el cual comprende SCLC y LCNET, y un tumor 

carcinoide es de importancia para la práctica patológica y clínica. HGNET es uno de los 

subtipos más agresivos y se caracteriza por una historia de tabaquismo intenso, mientras 

que los tumores carcinoides tienen un buen pronóstico y ocurren generalmente en 

pacientes sin antecedentes de tabaquismo (Inamura K, 2017). 

 

1.2.3 CLASIFICACIÓN MOLECULAR DEL CÁNCER PULMONAR (Marcadores 

Genéticos en Tumores Pulmonares Primarios) 

El cáncer de pulmón también puede clasificarse de acuerdo a las modificaciones 

moleculares descritas en dicha patología, tales como la aparición de mutaciones y/o 

secuencias polimórficas en diversos genes tanto supresores de tumores como 

oncogenes, entre los que destacan: AKT1, ALK, BRAF, EGFR, HER2, KRAS, MEK1, 

MET, NRAS, PIK3CA, RET y ROS1 presentándose alteraciones en vías de señalización 

importantes para el crecimiento y/o proliferación celular en condiciones fisiológicas 

normales (Ciardiello and Tortora, 2008).   

Con base en lo anterior se han descrito una serie de alteraciones genéticas en el grupo de 

tumores pulmonares NSCLC, siendo el oncogén viral Kristen rat sarcoma (KRAS), 

el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y la cinasa de linfoma 

anaplásico (ALK) los oncogenes más comúnmente alterados, los cuales conducen a la 

activación constitutiva de proteínas que inducen y sostienen la tumorigénesis (Lee T, et al., 

2016). Al respecto, se ha descrito que diferentes mutaciones se pueden encontrar en todos 
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los tipos histológicos de NSCLC, tanto en pacientes fumadores como en no-fumadores, 

siendo las personas fumadoras con adenocarcinoma las que presentan mayor incidencia 

mutacional en KRAS, EGFR, HER2, ALK, RET y ROS1 (Lee T, et al., 2016). A este 

respecto, el uso de terapias dirigidas en individuos con NSCLC en presencia de mutación 

en EGFR o ALK ha demostrado beneficio clínico en contraste con aquellos pacientes que 

no poseen blancos moleculares mutacionales susceptibles para una terapia personalizada 

(Kwak E, et al., 2010). No obstante, algunas evidencias, por el contrario, sugieren que 

aquellos tumores pulmonares impulsados por la mutación KRAS (principalmente 

adenocarcinomas), no responden adecuadamente a fármacos EGFR-TKIs. Así mismo, se 

ha descrito que la activación de KRAS como una de las vías de señalización involucradas 

en la resistencia a fármacos EGFR-TKIs también provocan resistencia al uso de anticuerpos 

monoclonales antagonistas de la función de EGFR. A este respecto, a pesar de la inhibición 

de EGFR por TKIs, la activación sostenida de KRAS permite la activación constitutiva de la 

vía de las MAPK, la cual en condiciones normales es activada por la unión de los ligandos 

a EGFR (Chong and Jänne, 2013). A continuación, se describen algunos de los onco-

drivers más relevantes en la oncología molecular del cáncer pulmonar. 

 

• EGFR 

El factor de crecimiento epidérmico (EGFR) también conocido como ERBB1 y HER1 es una 

proteína receptora transmembranal con actividad de tirosina cinasa, miembro de la familia 

HER de receptores epidermales humanos y es un componente crucial de las vías de 

señalización celulares, se expresa en tejido epitelial normal, mesenquimal y neurogénico 

(Huang L.and Fu 2015). EGFR se localiza en el brazo corto del cromosoma 7, en la región 

q22. En condiciones normales, la unión con ligandos (EGF y TGF-a) lleva a la 

homodimerización o heterodimerización con otros miembros de la familia HER, esto 
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provoca la autofosforilación del dominio tirosina cinasa y se da un cambio conformacional 

que permite la unión de proteínas adaptadoras y de andamiaje (SHC y GRB-2) para que se 

lleve a cabo el reclutamiento de otras proteínas señalizadoras, como resultado, sigue la 

regulación positiva transcripcional, que conduce a la síntesis de proteínas y la 

transformación de las funciones celulares o la arquitectura celular (Lynch T, et al., 2004). 

Además de EGFR, existen otros oncogenes que, al presentar mutación, conducen al 

desarrollo y progresión del cáncer, entre los que destacan: 

 

• KRAS  

Las proteínas RAS, incluida KRAS, son proteínas de unión a nucleótidos de guanina 

(proteínas G) que pertenecen a la familia de GTPasas pequeñas. Las proteínas G se 

componen de un dominio catalítico o dominio G, que se une a los nucleótidos de guanina 

activando o inactivando la señalización, así como una región hipervariable C-terminal (HVR) 

que incorpora grupos farnesilo o prenilo (modificaciones postranscripcionales). Estas 

modificaciones divergen en cada isoforma debido a la variabilidad de la secuencia del HVR 

y ubican las proteínas RAS en la membrana celular, donde realizan su función de 

señalización del EGFR (Tetlow and Tamanoi, 2013; Vetter and Wittinghofer, 2001). 

La señalización descendente está regulada por dos estados alternativos de proteínas RAS: 

RAS-GTP (forma activa) y RAS-GDP (forma inactiva). El complejo RAS-GTP activa varios 

efectores de señalización río abajo, como las vías RAF-MEK-ERK, y PI3K-AKT-mTOR entre 

otras vías que controlan múltiples funciones celulares incluyendo proliferación, apoptosis, 

movilidad y supervivencia celular. Estas cascadas de señalización se activan mediante el 

acoplamiento de varios receptores de factores de crecimiento como EGFR que favorecen 

una activación constitutiva de KRAS (Takashima and Faller, 2013; Mitin, Rossman, and Der 

2005). El intercambio de GDP-GTP está regulado por proteínas adicionales: los factores de 
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intercambio de nucleótidos de guanina (GEF) disminuyen la afinidad de las proteínas RAS 

por el GDP y favorecen la unión a GTP que causa la activación de RAS, mientras que las 

proteínas activadoras de GTPasa (GAP) aceleran la actividad intrínseca de la GTPasa para 

regular el ciclo RAS (Hennig A, et al., 2015; Bos, Rehmann, and Wittinghofer, 2007). 

La mutación más frecuente de KRAS en tumores de NSCLC es G12C en 41% de los casos, 

estructuralmente, esta mutación impide la union de KRAS a las GAP y por lo tanto la 

GTPasa es incapaz de hidrolizar el GTP a GDP. 

Se ha propuesto que los tumores pulmonares que presentan mutación en KRAS 

se comportan de manera similar a los tumores nativos KRAS, EGFR y ALK con respecto al  

desarrollo de metástasis (Doebele R, et al., 2012). Las 

mutaciones G12C y G12V generalmente se asocian con una sobrevida libre de progresión 

(PFS) más corta. Los pacientes con NSCLC que albergan la mutación G12C poseen más 

probabilidades de presentar diseminación de metástasis óseas, mientras que las metástasis 

pleuro-pericárdicas son más frecuentes en aquellos con mutaciones G12V. Sin embargo, 

las mutaciones KRAS G12D activan preferentemente la señalización PI3K y MEK (Ihle N, 

et al., 2012; Jia Y, et al., 2017).  

 

• ALK 

El gen ALK se localiza en el brazo corto del cromosoma 2 (2p23), pertenece a la 

superfamilia de receptor de insulina, y codifica para la proteína ALK. ALK es un receptor 

transmembrana con actividad tirosina cinasa, y al igual que otros receptores de tirosina 

cinasas, tiene un dominio extracelular, un segmento transmembrana y un dominio 

intracelular con actividad tirosina cinasa (Duyster B and Morris, 2001). La expresión de 

ALK se produce en el sistema nervioso durante la embriogénesis y disminuye en la vida 

postnatal. La fusión de ALK con la proteína asociada a microtúbulos de equinodermo (EML-
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4) es un origen común del cáncer de pulmón. Normalmente, funcionan en el desarrollo 

neuronal y la formación de microtúbulos, respectivamente, sin embargo, cuando se 

fusionan, pueden provocar el desarrollo de cáncer de pulmón por la activación irregular de 

sus elementos río abajo y representan del 4% al 7% de todos los casos de cáncer de pulmón 

de células no pequeñas (Perner S, et al., 2008). Hay tres tipos de mutaciones en el 

gen ALK: reordenamiento (ALK-R), amplificación (ALK-A) y mutación puntual. La mayoría 

de las mutaciones del gen ALK están en forma de una translocación con otro gen asociado 

que conduce a un oncogén de fusión, el cual se sobre-expresa en cáncer. En 1994, ALK se 

identificó originalmente en el linfoma anaplásico de células grandes como un compañero 

de fusión de nucleofosmina (NPM-ALK) como resultado de una translocación cromosómica 

(Morris S, et al., 1994). Los reordenamientos de ALK crean una tirosina cinasa ALK 

oncogénica que activa muchas vías de señalización descendentes, lo que resulta en un 

aumento de la proliferación celular y la supervivencia (Kwak E, et al., 2010). A este respecto, 

se han descrito socios genéticos adicionales en oncogenes de fusión con el gen ALK, 

incluidos TPM3, TFG, CLTCL1 y ATIC (Kwak E, et al., 2010). 

 

1.3 VÍAS DE SEÑALIZACIÓN CELULAR: “EGFR” 

Los sistemas de comunicación y señalización celular son determinantes fundamentales de 

la coordinación y función de los distintos tipos celulares a través del control de la expresión 

génica y de la función de las proteínas. Estos sistemas controlan dónde, cuándo, cuánto y 

por cuánto tiempo se expresan los RNA. En el caso de las proteínas, los mecanismos de 

señalización celular controlan, además, los cambios de localización, tráfico de proteínas 

dentro de una célula, cómo se degradan y las interacciones funcionales que establecen. Se 

estima que más del 20% de los genes en el genoma humano codifican proteínas implicadas 

en la transducción de señales. Por otra parte, la alteración de estos sistemas da lugar al 
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desarrollo de múltiples patologías como el cáncer, la diabetes, las enfermedades 

cardiovasculares, inflamatorias y neuro-degenerativas (Frank S, 2013). 

Las vías de comunicación celular son sistemas en cascada, con una serie de etapas 

secuenciales, en las que existe un proceso de detección de un mensajero por un receptor, 

seguida de un proceso de transducción o de transformación de esa señal extracelular en 

una intracelular. La diseminación de esas señales intracelulares (también denominadas 

segundos mensajeros) y su interacción con proteínas efectoras permite regular los 

procesos celulares básicos y las funciones fisiológicas integradas. Por tanto, estos sistemas 

son un poderoso instrumento para modular las funciones del organismo (Downward J, 

2001). Los receptores de tirosina cinasas (RTK) son mediadores primarios de muchas de 

estas señales y, por lo tanto, determinan el destino de la célula: crecimiento, diferenciación, 

migración o muerte. La familia ErbB de RTK consta de cuatro receptores: ErbB-1 (EGFR), 

ErbB-2 (HER2 o Neu), ErbB-3 y ErbB-4 (van der Geer P, et al,, 1994). 

Respecto a las vías de señalización importantes río abajo de EGFR se encuentran las vías 

RAS/RAF/MAPK (proteína cinasa activada por mitógeno), la vía de PI3K/AKT y la vía 

Jak/STAT (cinasa Janus transductores de señal y activador de la transcripción). Como 

resultado de la transducción de estas señales, se promueven la diferenciación celular o la 

proliferación celular entre otros procesos celulares importantes. La desregulación de las 

vías de señalización de PI3K/AKT y de las MAPK están implicadas en la transformación 

maligna (Crosbie P, et al., 2016; McCubrey J, et al., 2007). La activación sostenida por 

fosforilación resulta en una señalización aberrante que impulsa la proliferación celular, la 

invasión (Huang C, Jacobson K, and Schaller, 2004) y prolonga la sobrevivencia de las 

células cancerosas (Balmanno and Cook, 2009). 
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La vía PI3K/AKT se asocia principalmente con el crecimiento celular, la inhibición de la 

apoptosis, la invasión o la migración (Inamura K, et al., 2010), como se muestra en la 

imagen 1 tomada de (Nyati M, et al., 2006). 

Estudios previos del cáncer de pulmón de células no pequeñas han reportado la presencia 

de AKT fosforilado en un porcentaje de entre 33 a un 79% de los tumores y lo han 

identificado como un determinante clave de la agresividad tumoral asociada con pobre 

sobrevida (Kim and Choi, 2010).  

Por otra parte, la vía RAS/RAF/MAPK promueve principalmente la proliferación celular y la 

supervivencia, siendo las isoformas 1 y 2 de ERK son moduladores clave de la proliferación 

celular. Se requiere la fosforilacion de los residuos de treonina (Thr202) y de la tirosina 

(Tyr204) (fosforilación doble) para la actividad completa de la cinasa; la eliminación de un 

grupo fosfato (monofosforilacion) o ambas inactivan la actividad de la enzima (Lefloch, 

Pouysségur, and Lenormand, 2009). 

Dentro de la misma cascada de señalización, las mutaciones activadoras de KRAS 

promueven la fosforilación constitutiva de ERK, lo que lleva a la proliferación celular 

descontrolada. Mutaciones en KRAS se han detectado en aproximadamente 20% de los 

casos de NSCLC, particularmente adenocarcinomas (Westra H, et al., 1993). ERK 

fosforilada ha sido detectada hasta un tercio de los NSCLC con una asociación 

inconsistente con el pronóstico (Vicent S, et al., 2004a). Como se muestra en la Figura 1 

tomada de (Nyati M, et al., 2006). 

La sobreexpresión de ERK fosforilada  también se ha observado en enfisema comparado 

con tejido pulmonar sano (Mercer B, et al., 2004) y se postula que la activación constitutiva 

de ERK puede ser un evento crítico en la progresión del enfisema (D’Armiento J, et al., 

1992; Imai K, et al., 2001). La evidencia también apunta a la activación de la vía 
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PI3K/AKT/mTOR en la patogénesis de la EPOC (To Y, et al., 2010; Mercado, Ito, and 

Barnes 2015). 

 

 

Figura 1. Representación de las Vías de Señalización del Receptor del Factor de Crecimiento 
Epidérmico (EGFR). En la imagen se muestran las diferentes vías río debajo de EGFR, 
entre ellas se encuentran la vía de PI3K/AKT/mTOR y la vía de las MAPK, las cuales están 
implicadas en el crecimiento celular, proliferación y la inhibición de la apoptosis. Tomada de: 
Nyati M, et al., 2006. Nature Reviews Cancer, 6, 94. 
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1.4 FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN EN CÁNCER PULMONAR 

Los factores de transcripción (FT) interpretan directamente el genoma y realizan el primer 

paso para descifrar la secuencia de ADN, funcionando como "reguladores maestros" y 

"genes selectores" los cuales ejercen control sobre los procesos que especifican los tipos 

celulares y patrones de desarrollo (Lee T. and Young, 2013). Las mutaciones en los FT y 

en los sitios de unión al FT subyacen a muchas enfermedades humanas. Sus secuencias 

de proteínas, regiones reguladoras y funciones fisiológicas se conservan profundamente 

entre los metazoos (Bejerano G, et al., 2004; Carroll S, 2008). 

El mismo FT puede regular diferentes genes en diferentes tipos de células, lo que indica 

que las redes reguladoras son dinámicas incluso dentro del mismo organismo. Determinar 

cómo se ensamblan los FT de diferentes maneras para reconocer los sitios de unión y 

controlar la transcripción es primordial para comprender sus funciones fisiológicas, 

decodificar las propiedades funcionales específicas de los genomas y mapear cómo se 

orquestan programas de expresión específicos en organismos complejos. Las principales 

familias de factores de transcripción en eucariotas como la de dedos de zinc (C2H2-zinc 

finger ZF), Homeodominio, hélice-loop-helix básica (bHLH), la cremallera básica de leucina 

(bZIP), y el receptor de hormonas nucleares (NHR), fueron descritas por Johnson y 

McKnight en 1989). El conocimiento de los sitios de unión, a menudo identificados por 

métodos como DNAse footprinting (huella de DNasa) o el cambio de movilidad, llevó a la 

identificación de las proteínas de unión particulares mediante la secuenciación de péptidos 

N-terminales, las bibliotecas de fagos o la selección de un híbrido. Se observaron 

similitudes en la composición y estructura de aminoácidos entre diferentes proteínas de 

unión al ADN. Las nuevas proteínas de unión al ADN continúan siendo identificadas por 

métodos experimentales por ejemplo, ensayos de un híbrido (Reece-Hoyes and Marian 

Walhout 2012), espectrometría de purificación por afinidad del ADN (Tacheny A, et al., 
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2013) y los microarreglos de proteínas (Hu X, et al., 2011), pero hoy en día, la mayoría de 

los FT conocidos y putativos se han identificado por homología de secuencia con un dominio 

de unión al DNA (DBD) previamente caracterizado, que también se usa para clasificar el FT 

(Weirauch and Hughes, 2011). Se cree que la mayoría de los FT actúan reclutando 

cofactores (Reiter, Wienerroither and Stark 2017). Dichos coactivadores y co-represores 

son frecuentemente complejos proteicos con múltiples subunidades o proteínas con 

dominios que regulan la transcripción a través de varios mecanismos. Comúnmente 

contienen dominios involucrados en la unión de la cromatina, la remodelación de 

nucleosomas y/o la modificación covalente de las histonas u otras proteínas, incluidos los 

FT y la RNA polimerasa (Frietze and Farnham, 2011).  

Los roles fisiológicos de los FT también se conservan a evolutivamente: un ejemplo muy 

conocido de ello son los genes HOX, los cuales codifican proteínas que actúan como 

factores de transcripción y especifican el plano corporal anterior-posterior de los 

vertebrados (Bürglin T, 2011), otro ejemplo son los FT de la familia RFX que regulan genes 

involucrados en varios procesos celulares como en el desarrollo de cilios en la superficie 

celular  (Choksi S, et al., 2014). No obstante, los FT evolucionan, modificando sus motivos, 

y patrones de expresión (Arendt D, et al., 2016; Grove C, et al., 2009; Schmitges F, et al., 

2016). 

Otras proteínas importantes son las proteínas con Homeodominio, las cuales tienen 

homólogos en los vertebrados. Los FT se expresan diferente de acuerdo al tejido, los FT 

con homeodominio, por el contrario, están altamente enriquecidos y además tienen roles 

bien establecidos en la especificación temprana del destino de las células embrionarias y 

roles en el mantenimiento y diferenciación de tipos de células especializadas (Bürglin T, 

2011; Dunwell and Holland, 2016). 
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1.4.1 EL FACTOR TRANSCRIPCIÓNAL TIPO HOMEOBOX MEOX2 EN CÁNCER 

PULMONAR 

La proteína Homeobox MEOX2 (también conocido como gen homeobox específico de 

detención del crecimiento, GAX) es una proteína que en humanos está codificada por el 

gen MEOX2 (Lepage D, et al., 1994). Este gen codifica a un miembro de una subfamilia de 

genes que contienen homeobox, divergentes, similares a antenapedia. La proteína 

codificada juega un papel en la regulación de la miogénesis de las extremidades en 

vertebrados. Las mutaciones en la proteína MEOX2 presentes en el ratón están asociadas 

con anomalías craneofaciales y/o esqueléticas, además de la disfunción neurovascular 

observada en la enfermedad de Alzheimer (Stamataki D, 2001). 

En el NSCLC ciertos genes de la familia homeobox, como MEOX2 han sido asociados 

previamente con la progresión histopatológica, mal pronóstico clínico y quimiorresistencia 

oncológica (Ávila-Moreno F, et al., 2014). Adicionalmente, ha sido descrita su regulación 

epigenética en tejido pulmonar embrionario cuyo perfil se asemeja a tumores de pulmón de 

adulto. Usando los perfiles de expresión génica diferencial y de metilación del ADN como 

guía, se han identificado genes, entre los que se encuentra MEOX2, los cuales se 

encuentran metilados de forma aberrante en el NSCLC. MEOX2 se encontró hipermetilado 

en las muestras de cáncer de pulmón, mientras que la metilación de otros genes por 

ejemplo MDK y LAPTM5 se correlacionó con el estado de diferenciación del o el tipo de 

tumor. Se determinó que MEOX2 se encuentra mayormente metilado en tejidos de cáncer 

de pulmón en comparación con muestras de pulmón de fetos y de adultos sanos, además 

de su papel en la formación y el patrón de somitas. MEOX2 se expresa en células 

endoteliales vasculares e inhibe la angiogénesis (Lepage et al., 1994). Por lo tanto, el 

estado de metilación observada en la región 5’ -UTR de MEOX2, en combinación con la 

expresión génica y la hipometilación de la misma región en pulmones fetales y adultos 
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sanos indican una expresión alterada de MEOX2 en tumores de pulmón (Mankoo B, et al., 

2003), (Cortese R, et al., 2008) 

Sin embargo, los mecanismos asociados con los genes relacionados con HOX, como 

MEOX2, en el contexto de la resistencia a los medicamentos para el cáncer de pulmón, la 

supervivencia general y el pronóstico clínico aún no se han dilucidado por completo (Armas-

López L, et al., 2017). 

 

1.5 PARTICIPACIÓN DE LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN SONIC HEDGEHOG EN CÁNCER 

PULMONAR 

Hedgehog (Hh) es una de vía de señalización importante durante el desarrollo para la 

comunicación intercelular. La vía de Hh es importante para la organogénesis de casi todos 

los órganos de mamíferos, así como en la regeneración y la homeostasis. La señalización 

de Hh se altera en diversos tipos de cáncer (Davis F, et al., 2001; Bangs and Anderson, 

2017). La señalización de Hh en vertebrados depende de un orgánulo especializado, el cilio 

primario (PC), a diferencia de otras vías de señalización esenciales para el desarrollo. Este 

orgánulo es importante para procesar señales celulares y/o cambios ambientales 

extracelulares necesarios para el desarrollo, como Wingless (Wnt), el factor de crecimiento 

derivado de plaquetas (PDGF), Shh y Notch (Goetz and Anderson, 2010).  

Existen tres proteínas Hh en mamíferos, Sonic Hedgehog (Shh), Indian Hedgehog (Ihh) y 

Desert Hedgehog (Dhh). Shh e Ihh tienen diversas funciones y coinciden en varios tejidos, 

Shh es importante en la especificación de los tipos celulares del sistema nervioso y en el 

patrón de las extremidades, mientras que Ihh está involucrado en el desarrollo del 

esqueleto, principalmente en la osificación endocondral. Dhh está restringido a las gónadas, 

incluidas las células de la granulosa de los ovarios y en los testículos, en las células de 
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Sertoli (Bitgood, Shen, and McMahon 1996; Yao, Whoriskey, and Capel 2002; Wijgerde et. 

al., 2005).  

La función mejor estudiada de Shh, durante la embriogénesis del ratón, es instruir el patrón 

de las células progenitoras neurales tales como los progenitores de interneuronas y las 

neuronas motoras, que se diferencian debido a un gradiente de Shh (Briscoe and Ericson,, 

2001; Dessaud, McMahon, and Briscoe, 2008). Varias evidencias demuestran que la 

embriogénesis y la tumorigénesis tienen características comunes, ambos procesos 

dependen de mecanismos coordinados de proliferación, diferenciación y migración (Ma Y, 

et al., 2010). Las vías de señalización vitales para el desarrollo embrionario y la 

organogénesis se modulan en la tumorigénesis. Se ha demostrado que la activación 

aberrante de la señalización de la vía de Hh está asociada con la formación de tumores 

cerebrales, así como con su comunicación cruzada con otras vías como (TGFßs), Wnt, 

Notch y Shh (Roth W, et al., 2000; Golestaneh and Mishra 2005; Lima F, et al., 2012).  

La activación de la vía de Hh es positiva y negativamente regulada por la fosforilación, la 

cual se produce por moléculas como Sufu, IGUANA, PKA (Ferretti E, et al., 2005); GSK3B 

(Glycogen synthase kinase 3 beta), y CK1a (Casein Kinase 1 Alpha), entre otras (Ho K, 

2002), y puede ocurrir de dos maneras: 1.- Señalización canónica: dependiente del ligando 

o mediante señalización inducida por el receptor y 2.- Señalización no canónica, cuando 

hay un mecanismo de activación independiente del ligando (Blotta S, et al., 2012). La 

señalización canónica de Hh se produce cuando la glicoproteína Shh se une e inactiva a la 

proteína Patched (Ptch1). A falta del ligando Shh, la actividad de la proteína Smo es inhibida 

por Ptch1, por lo que la unión de la proteína Shh a Ptch1 regula la actividad de Smo 

(Choudhry Z, et al., 2014; Rimkus T, et al., 2016). Smo es una proteína similar a GPCR 

(receptor acoplado a proteína G), y la translocación a la membrana de los cilios es 

importante para la activación de GLI-1(Goetz and Anderson, 2010; H Lee and Ko, 2016). 

En respuesta a la señalización de Shh, se libera la inhibición que tiene Ptch1 sobre Smo en 
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el cilio primario (PC), después de la degradación de Ptch1, Smo se acumula en el cilio 

primario (PC) donde se activa y estabiliza al iniciar la cascada de señalización de Hh (Denef 

N, et al., 2000). Esta cascada de señalización resulta en la translocación de las proteínas 

de la familia GLI al núcleo lo cual induce la transcripción de los genes blanco, incluidos 

Ptch1 y GLI-1, en un circuito de retroalimentación negativa y positiva, respectivamente 

(Blotta S, et al., 2012). Además, la translocación de GLI-1 al núcleo también modula a la 

proteína de Wnt y Noggin (Rimkus T, et al., 2016; Dahmane and Ruiz i Altaba, 1999). El 

gen GLI-1 se clonó inicialmente como un oncogén amplificado de un glioma maligno y luego 

se caracterizó como un factor de transcripción de la vía de Hh (Kinzler K, et al., 1987; Ariel 

Ruiz i Altaba, Mas, and Stecca, 2007). Tres proteínas de la familia GLI (GLI-1, GLI-2 Y GLI-

3) son factores de transcripción con dedos de zinc que se expresan en vertebrados, estas 

tres proteínas son dependientes de Shh, aunque solo GLI-1 actúa como un activador 

transcripcional, GLI-2 es tanto activador como represor de la vía  y GLI-3 actúa como 

represor de la vía (Ruiz i Altaba A, 1997; Sasaki H, et al., 1999; Teglund and Toftgård, 

2010).  

La vía de señalización Hh también puede ser controlada por Supressor of Fused (Sufu) 

(Gonnissen, Isebaert, and Haustermans, 2015). Sufu es un regulador negativo de la vía de 

señalización de Hh, que actúa sobre los factores de transcripción de GLI. Cuando el ligando 

de Hh no está presente, Sufu se une directamente a las proteínas GLI e inhibe su 

translocación al núcleo, impidiendo la activación de la vía, sin embargo, los mecanismos 

específicos relacionados con la inactivación de GLI por Sufu no se comprenden 

completamente (Kogerman P, et al., 1999), sin embargo, actualmente lo que se sabe es 

que las proteínas GLI retenidas en el citoplasma por Sufu se degradan o procesan y, por lo 

tanto, inhiben la señalización de Hh. Por lo anterior, la vía de señalización de Hh es crucial 

no solo durante el desarrollo embrionario y postnatal sino también en el proceso de la 

transformación maligna, ya que un desequilibrio en la activación de la vía puede conducir a 
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malformaciones estructurales y fenotípicas en organismos superiores, como 

complicaciones faciales, holoprosencefalia, microcefalia, cíclope y paladar hendido 

mientras que en la etapa adulta, la activación o modulación constitutiva de la vía Hh está 

involucrada en la homeostasis de los tejidos y contribuye al proceso de renovación y 

reparación de los tejidos, así como al mantenimiento de las células madre (Humke E, et al., 

2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Vía de Señalización de Hedgehog (hH), activación canónica y no canónica. (A) La 
activación de la vía Hh comienza con la unión del ligando Shh al receptor Ptch1, PTCH1, eliminando 
la inhibición sobre Smo y promoviendo su desplazamiento a la membrana celular, se promueve la 
traslocación al núcleo y la actividad transcripcional de GLI-1. (B) Se ha descrito la activación no 
canónica de GLI a través de diversas vías entre las que se encuentran la vía de PI3K/AKT/Mtor y la 
vía de las MAPK sin que se requiera la unión del ligando Shh. Tomado y adaptado de (Armas-López 
L, et. al., 2017).  

B 
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1.6 TERAPIA ONCOLÓGICA EN CÁNCER PULMONAR 

Inhibidores (Moléculas pequeñas): 

El mal pronóstico del cáncer de pulmón se atribuye al diagnóstico de la enfermedad en una 

etapa avanzada y la falta de cura, así como la corta supervivencia para pacientes con 

etapas avanzadas de NSCLC. Hasta hace poco, todos los NSCLC se trataban de manera 

similar, según la estadificación. La cirugía fue el estándar de atención para pacientes con 

NSCLC en estadio I – IIIA (Goldstraw P, et al., 2016).  

Los pacientes con NSCLC representan una población heterogénea, lo que dificulta el 

manejo de la enfermedad; sin embargo, una mayor comprensión de la patogenia molecular 

de la enfermedad ha abierto el camino para nuevos tratamientos que utilizan agentes 

anticancerígenos dirigidos contra moléculas específicas. Actualmente, el blanco terapéutico 

mejor establecido es EGFR, miembro de la familia de receptores con actividad de tirosina 

cinasas HER/ErbB (Zer and Leighl, 2014). 

Avances recientes en terapias moleculares dirigidas han cambiado el paradigma para el 

tratamiento de pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas (NSCLC), que 

presentan mutaciones somáticas activadoras en EGFR (Lynch T,et al., 2004b; Paez J, et 

al., 2004a; Pao W, et al., 2004b).  

Varios EGFR-TKIs, como erlotinib, gefitinib y afatinib, han demostrado un notable beneficio 

clínico y, en consecuencia, han sido aprobados como terapia de primera línea en el NSCLC 

con mutación en EGFR en estadio avanzado (Maemondo I, et al., 2010; Mitsudomi T, et al., 

2010; Mok T, et al., 2009; Y.-L. Wu et al., 2014a).  

Sin embargo, el desarrollo de la resistencia es inevitable y presenta un gran desafío para el 

éxito del tratamiento con EGFR-TKIs (Pao and Chmielecki, 2010; Chong and Jänne, 

2013;Camidge, Pao, and Sequist, 2014). En los últimos años se han descrito mecanismos 
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moleculares que conducen a la adquisición de resistencia a EGFR-TKIsl, entre los que se 

encuentra la mutación T790M  acompañada por la amplificación de EGFR, detectada en 

aproximadamente el 50% de los NSCLC que presentan mutación en EGFR y resistencia 

adquirida a gefitinib o erlotinib (Kobayashi S, et al., 2005; Pao W, et al., 2005). 

 

Anticuerpos Monoclonales: 

Los anticuerpos monoclonales (mAbs) representan otra forma alternativa de inhibir la 

activación y señalización de EGFR. Además de la inhibición competitiva de los ligandos que 

se unen al dominio extracelular, también pueden formar complejos de anticuerpo-receptor 

que se endocitan y degradan. Los mAbs anti-EGFR disponibles incluyen cetuximab, 

necitumumab, panitumumab y matuzumab. Dos estudios de fase III, FLEX (Pirker R, et al., 

2009) y BMS099 (Lynch T, et al., 2010) han examinado la combinación de cetuximab con 

quimioterapia doble de platino en NSCLC avanzado mientras que el ensayo FLEX demostró 

una mejora marginal en la supervivencia global media. 

 

1.6.1 MECANISMOS DE RESISTENCIA A LA TERAPÍA ONCOLÓGICA PULMONAR 

El perfil molecular en tumores del grupo NSCLC ha llevado al desarrollo de una clasificación 

(catálogo diverso), actualmente en proceso de expansión, tanto de las aberraciones 

genéticas que conducen y sostienen la tumorigénesis, como de mutaciones genéticas 

activadoras de procesos de señalización celular como ocurre para el EGFR el cual 

representa el ejemplo prototípico de conductor oncogénico que puede ser modificado o 

dirigido con fines terapéuticos (Pao W, et al., 2004b; Lynch T, et al., 2004ª). 
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Numerosos ensayos aleatorios y de meta-análisis han confirmado la superioridad y 

beneficio del uso de EGFR-TKIs, sobre los efectos tóxicos de la quimioterapia en el 

tratamiento de pacientes con NSCLC que presentan mutaciones en el EGFR, con ventajas 

consistentes y significativas en términos de tasa de respuesta objetiva (ORR) y 

supervivencia libre de progresión (SLP). Aunque una proporción considerable de pacientes 

tratados con EGFR-TKIs inicialmente logran un control notable de la enfermedad, la 

progresión ocurre inevitablemente. Dado que las neoplasias evolucionan continuamente y 

se vuelven resistentes al bloqueo de EGFR, el tratamiento de los pacientes con NSCLC 

que adquieren resistencia a las terapias dirigidas contra el EGFR representa un desafío 

(Neel and Bivona, 2017).   

Se han descrito varios mecanismos de resistencia adquirida a EGFR-TKIs los cuales se 

pueden dividir en: mutaciones secundarias en el EGFR tales como la L858R, T790M en el 

exón 20 de EGFR, la amplificación de MET, la sobreexpresión del factor de crecimiento de 

hepatocitos (HGF), la activación del receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 

1 (IGF1R), la activación de vías de señalización alternativas PI3K y MAPK y la 

transformación fenotípica o histopatológica mediante la transición epitelio-mesenquima 

(EMT)   (Sequist L, et al., 2011; Ohashi K, et al., 2013; Yano S, et al., 2017; Mok T, et al., 

2009) (Maemondo M, et al., 2010; Rosell R, et al., 2012; Y.-L. Wu et al., 2014ª). Sin 

embargo, la mutación T790M del EGFR es el mecanismo más común que provoca dicha 

resistencia, habiéndose detectado hasta en un 50% de los pacientes tratados con los 

EGFR-TKIs de primera generación erlotinib o gefitinib (Wu S, et al., 2016; Tan, Gilligan, and 

Pacey 2015; Stewart E, et al., 2015; Huang L and Fu 2015; Morgillo F, et al., 2016). 

 

 

 



 

31 
 

1.7 TERAPÍA DIRIGIDA BASADA EN EGFR-TKIS EN CÁNCER PULMONAR 

Las guías actuales (Lim S, et al., 2018; Maconachie R, et al., 2019) recomiendan la prueba 

mutacional de EGFR en todos los pacientes para identificar aquellos pacientes candidatos 

a inhibición del receptor EGFR, así como el tratamiento de primera línea con monoterapia 

basada en EGFR-TKIs (Ettinger D, et al., 2017). Los TKIs son moléculas pequeñas que 

interfieren con la unión del ATP al dominio tirosina cinasa. Se han desarrollado varias 

generaciones de EGFR-TKIs, los TKIs de primera generación como erlotinib y gefitinib se 

unen reversiblemente al sitio de unión de ATP del dominio tirosina cinasa de EGFR. 

Estudios por meta-análisis han demostrado que la primera generación de EGFR-TKIs como 

gefitinib y erlotinib mejoró la sobrevida libre de progresión en comparación con la aplicación 

de quimioterapia con base en derivados de platino (Lee C, et al., 2013).  

Por lo tanto, la monoterapia con EGFR-TKIs se ha convertido en el estándar de atención 

para pacientes con NSCLC avanzado que son positivos para tales mutaciones. Sin 

embargo, aunque la mayoría de los pacientes que albergan mutaciones sensibilizadoras a 

EGFR-TKI muestran inicialmente una buena respuesta al tratamiento, después de 

aproximadamente 9 a 14 meses de dicha terapia adquieren resistencia a estos fármacos. 

Los EGFR-TKIs de segunda generación afatinib y dacomitinib son inhibidores covalentes 

irreversibles de EGFR y otros miembros de la familia ErbB (HER2, ErbB3 y ErbB4) (Li D, et 

al., 2008; Solca F, et al., 2012; Engelman J, et al., 2007). Afatinib se asocia con una mejoría 

en la PFS en comparación con la quimioterapia a base de derivados del platino (cisplatino) 

como tratamiento de primera elección para el tratamiento del NSCLC con mutación en 

EGFR (Sequist L, et al., 2013; Y.-L. Wu et al., 2014b) y puede mejorar la PFS en 

comparación con gefitinib en pacientes sin tratamiento previo (Paz-Ares L, et al., 2017). Un 

análisis conjunto de los ensayos de fase III LUX-LUNG 3 y 6 reveló que el afatinib, en 

comparación con la quimioterapia basada en cisplatino, mostró un beneficio general en 
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cuanto a supervivencia en un subconjunto de pacientes con deleciones del exón 19 (Yang 

J, et al., 2015).  

Recientemente, el afatinib se comparó con el gefitinib como tratamiento de primera línea, y 

el afatinib mejoró significativamente la PFS (Park K, et al., 2016). Más recientemente, un 

estudio aleatorizado de fase III (ARCHER 1050) informó que el TKI dacomitinib fue superior 

al gefitinib con una mejoría en la PFS en el tratamiento de primera línea del NSCLC con 

mutación en EGFR (Y.-L. Wu et al., 2017). 

A pesar de elevados índices de respuesta inicial en pacientes tratados con EGFR-TKIs 

inevitablemente estos adquieren resistencia al tratamiento.  

Dada la eficacia limitada de los EGFR-TKI de segunda generación para superar la mutación 

T790M que genera resistencia a los TKI, se han desarrollado EGFR-TKIs de tercera 

generación. Estos incluyen osimertinib, EGF816, olmutinib, PF-06747775, YH5448, avitinib 

y rociletinib. La característica de estos agentes de tercera generación es que tienen una 

actividad significativamente mayor en las células con mutación en EGFR que en las células 

EGFR WT, lo que las hace mutante-selectivas (Wang, Cang, and Liu, 2016). Estos 

inhibidores de tercera generación tienen estructuras centrales de pirimidina para ir contra 

la mutación T790M. Al unirse covalentemente a la cisteína (C797) del bolsillo de unión a 

ATP, con alta selectividad a la mutación T790M, los inhibidores de tercera generación 

ofrecen mejores índices de respuesta a pacientes con resistencia a inhibidores de primera 

y segunda generación. Los resultados de la eficacia del tratamiento con inhibidores de 

tercera generación han demostrado mejores resultados clínicos en comparación con 

inhibidores de primera y segunda generación y se tiene una tendencia hacia la mejora de 

la supervivencia general (Soria J, et al., 2018). 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

El estudio del genoma, epigenoma y su correlación con el transcriptoma en cáncer, para la 

identificación de las aberraciones moleculares en enfermedades oncológicas, entre otras 

como alteraciones en la expresión de factores de transcripción, cambios aberrantes en el 

código de histonas y metilación de secuencias del DNA se han visto involucrados en la 

progresión histopatológica maligna y mecanismos de resistencia a la terapia basada en 

fármacos oncológicos, como ocurre en las enfermedades malignas pulmonares. Al 

respecto, trabajos recientes han destacado el posible papel que llevan a cabo los factores 

de transcripción tipo Homeobox como MEOX2, al desregular la expresión de genes que 

codifican para miembros de vías de señalización, entre ellos el gen efector GLI-1 miembro 

de la vía Sonic Hedgehog tanto en modelos de cáncer pulmonar in vitro, como en tumores 

in vivo derivados de modelos animales, o bien derivados de pacientes con cáncer pulmonar, 

sugiriendo en parte una posible explicación al aumento en la capacidad de resistencia a la 

terapia fármaco-oncológica tanto basado en cisplatino, como en la terapia dirigida basada 

en EGFR-TKIs en pacientes con mal pronóstico, tanto en ausencia, como en presencia de 

un estatus mutacional para el gen EGFR. Sin embargo, los mecanismos asociados y/o 

involucrados se desconocen actualmente. No obstante, evidencias preliminares recientes 

han sugerido que alteraciones en la activación por fosforilación de algunos de los miembros 

de las vías de señalización de EGFR, como PI3K-AKT-mTOR y MAPK podrían estar 

mediadas por los niveles de sobreexpresión del eje transcripcional MEOX2-GLI1, 

desempeñando un probable papel molecular de resistencia a fármacos oncológicos como 

cisplatino y terapia dirigida “EGFR-TKIs” en cáncer pulmonar. Por lo que, el presente 

proyecto se propuso determinar si la activación por fosforilación de miembros de la vía de 

EGFR, son modulados en ausencia y/o presencia de la expresión de MEOX2 y/o GLI-1 

empleando para ello, modelos celulares in vitro de cáncer pulmonar de humano, y con ello 
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contribuir en determinar sobre la participación de MEOX2 y/o GLI-1 como potenciales 

blancos terapéuticos intermediarios de los mecanismos de resistencia adquirida a EGFR-

TKIs en cáncer pulmonar.  

  

3. HIPÓTESIS 

Actualmente, el eje transcripcional MEOX2-GLI1 asociado con la resistencia a la terapía 

fármaco-oncológico, se desconoce su mecanismo de acción molecular en cáncer pulmonar, 

su estudio en la activación de las vías de señalización EGFR-TKI, permitirá identificar las 

alteraciones moleculares involucradas en la resistencia al tratamiento oncológico de terapía 

dirigida en cáncer pulmonar. 
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Determinar la participación de los factores de transcripción MEOX2-GLI1 en alteraciones 

de miembros de la vía de EGFR (AKT y ERK), y su impacto en la capacidad de resistencia 

al tratamiento oncológico en células de cáncer pulmonar.  

 

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Determinar la sensibilidad a cisplatino vs TKI-erlotinib en modelos celulares de cáncer de 

pulmón EGFR silvestre (células A549, NCI-NH2347), y EGFR-mutadas (células NCI-

H1975, HCC827).  

2. Determinar los niveles de expresión basal y de activación de AKT y ERK, además de 

MEOX2 y GLI-1 en células de cáncer pulmonar EGFR silvestre (A549, NCI-NH2347) vs 

EGFR-mutado (HCC827, NCI-H1975). 

3. Determinar los efectos en la expresión basal y de activación (fosforilación) de AKT y ERK 

en células de cáncer pulmonar posterior al tratamiento basado en cisplatino vs TKI-

erlotinib. 

4. Determinar el efecto de silenciamiento genético de MEOX2 y GLI-1 mediante el uso de 

siRNAs vs shRNAs en la expresión/activación de AKT y ERK en células de cáncer de 

pulmón. 

5. Determinar los cambios en la sensibilidad al tratamiento basado en cisplatino y TKI-

erlotinib en células de cáncer de pulmón por efecto de silenciamiento genético de MEOX2 

y GLI-1.   

 

 

 

 
 
 
 

Líneas celulares de NSCLC 

• A549 (EGFR wildtype, KRAS G12S) y NH2347 (EGFR 
wildtype) 

• H1975 (L858R y T790M) 
• HCC827 (del E746-A750) 

Margarita
Texto escrito a máquina
4. OBJETIVO GENERAL 



 

36 
 

 
 
 
 

Figura 3. CORREGIR Diseño Experimental. En este trabajo se utilizaron líneas celulares de 
NSCLC A549 (EGFR-silvestre, mutación G12C de KRAS), NH2347 (EGFR-silvestre), NCI-H1975 
(L858R y T790M) y HCC827 (del E746-A750) para realizar ensayos de qRT-PCR, Western Blot, 
ensayos de silenciamiento mediante siRNA y shRNA y ensayos de viabilidad celular mediante la 
técnica de MTS. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Cultivo celular  

Las líneas celulares A549, NCI-H2347 (EGFR silvestre, mutación G12C en KRAS), 

HCC827 (del E746-A750 en el exón 19) y NCI-H1975 (mutación L858R y T790M, 

mutaciones ausentes en KRas y ALK) de cáncer de pulmón (adenocarcinoma) 

humano se obtuvieron del ATCC (American Type Culture Collection). Los cultivos 

celulares se mantuvieron medio RPMI 1640 (Biowest), suplementado con suero fetal 

bovino (Biowest) al 10% y penicilina estreptomicina al 1% (Biowest), en una 

incubadora a 37°C y 5% de CO2.  

 

Extracción de RNA y qRT-PCR 

La extracción del RNA total se realizó mediante el método de TRIzol (Invitrogen). La 

síntesis de cDNA se realizó mediante el kit SuperScript II (RNasa H) (Invitrogen) a partir 

de 1 µg de RNA total. Para la reacción de qRT-PCR se utilizaron 20ng de cDNA. La 

detección de la expresión de los RNAm se realizó mediante SYBR GREEN (RealQ 

Plus Master Mix Green) en un volumen total de reacción de 15 µL. La qRT-PCR se 

realizó en el equipo LightCycler 480 Real-Time PCR (Roche, Alemania). Los niveles 

de expresión del RNAm se normalizaron con la expresión del gen endógeno 

GAPDH. El análisis de expresión se realizó utilizando el método comparativo 2-ΔΔCT.  

Tabla 1. Secuencia de Oligonucleótidos 

Gen Secuencia 
Tm 
°C 

 
GAPDH 

 
F5´-TCTGCTCCTCCTGTTCGAC-3´ 

 
60 
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Tabla 1. La tabla muestra cada una de las secuencias de los oligonucleótidos utilizados 
para determinar la expresión de los genes blanco mediante qRT-PCR y la temperatura de 
alineamiento. 

 

Ensayos de Transfección Transitoria (RNA de interferencia “siRNAs”) 

Para los ensayos de la disminución de la expresión transitoria del RNAm blanco se 

utilizó un siRNA dirigido para MEOX2 y GLI-1 además de un siRNA control (Santa 

Cruz Biotechnology. MOX-2 siRNA: sc-106233. GLI-1-siRNA: sc-37911 control 

siRNA: sc-37007). Se sembraron 290 000 células A549 y 300 000 células para la 

línea NCI-H1975 en cajas multi-pozos de 6 y se incubaron toda la noche, al día 

siguiente, se transfectaron con 20 pmol de cada siRNA mediante el método de 

lipofectamina 2000 (Invitrogen). Después de 48h las células se cosecharon para 

realizar la extracción de RNA y proteínas para futuros ensayos.  

 

Ensayos de Western Blot  

R5´-GCCCAATACGACCAAATCC-3´ 
 

MEOX2 

 
 F5´-GTCAGAAGTCAACAGCAAACCCAG-3´ 

R5´-CACATTCACCAGTTCCTTTTCCCGAGCC-3´ 
 

60 

GLI-1 

 
F5´-CCAGGAATTTGACTCCCAAG-3´ 
R5´-GGCTTTGAAGGGCCTCAG-3´ 

 

60 
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Las proteínas se extrajeron con buffer RIPA (Tris pH 7,4 50 mM, NaCl 150 mM, NP-40 

1%, SDS 0,1%, EDTA 2 μM) adicionado con inhibidor de proteasas a partir de 1x106 

células y se cuantificaron mediante el método de Lowry, la cuantificación de 

proteínas se determinó a una longitud de onda de 750 nm en el equipo EPOCH. 

Para el Western blot se utilizaron 30 μg de proteína total y se separaron en geles de 

poliacrilamida-SDS al 12%. Las proteínas se transfirieron a una membrana de 

difluoruro de polivinilideno (PVDF) (Bio-rad), el bloqueo se realizó con solución de 

bloqueo (Blotting-Grade Blocker, Bio-rad), o bien BSA al 5% para la incubación de 

anticuerpos dirigidos contra las proteínas fosforiladas durante 2h. La incubación de 

los anticuerpos primarios se realizó toda la noche a 4°C empleando las siguientes 

diluciones correspondientes: GLI-1: 1:500 (abcam), MEOX2: 1:750, AKT:1:750, 

ERK: 1:750, p-AKT: 1:750 y p-ERK:1:750. La incubación con el anticuerpo 

secundario se realizó por 2h: anti-Rabbit 1:10,000 y anti-mouse: 1:10,000 (genetex) 

según las instrucciones que el proveedor señala. Las marcas se revelaron con el kit 

de detección quimioluminiscente ECL (BioRad). 

 

Ensayos de viabilidad celular (MTS) 

Los cultivos celulares se sembraron en placas de 96 pozos en una densidad de 

3000 células para A549 y NCI-H2347 y 4000 células para NCI-H1975 y HCC827. 

Los cultivos celulares se incubaron toda la noche para la adherencia celular. Se 

preparó un stock a 10 mM del EGFR-TKI erlotinib (Sigma Aldrich) con DMSO y se 

prepararon las siguientes diluciones: 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100, 1000, 20, 40, 80, 
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200 µM, manteniendo un porcentaje de DMSO no mayor al 1%. Para el caso de 

cisplatino (Sigma Aldrich) se preparó un stock a 5 mM a partir de 5 mg de la sal y 

se disolvió en NaCl al 0.9%, se prepararon las siguientes diluciones: 0.001, 0.01, 

0.1, 1, 10, 100, 1000, 30, 50, 80 µM.  Lala incubación con el fármaco se realizó por 

72 h para el erlotinib y 48 h para cisplatino, pasado el tiempo, se agregó 20 µL del 

reactivo de MTS CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay 

(Promega) y se incubó por 2 h para el caso de las líneas celulares A549 y NCI-

H2347, para las líneas celulares NCI-H1975 y HCC827 4h, la reacción se detuvo 

con SDS 10% y se leyó a una longitud de onda de 490nm y un longitud de onda de 

690 nm para restar el fondo, la viabilidad fue calculada como el porcentaje del 

control (células con medio RPMI con 0.2% de DMSO para el caso del EGFR-TKI o 

células no tratadas para cisplatino) después de restar la absorbancia de fondo. La 

determinación de IC50, IC25, e IC10 se calculó mediante el programa GraphPad Prism 

6. Se realizaron 3 réplicas biológicas independientes por cuadruplicado.  

 

Análisis estadístico  

Se llevaron a cabo pruebas de T y ANOVA de dos vías, para analizar de manera 

comparativa diferencias entre las diferentes líneas celulares de cáncer pulmonar 

empleadas; los valores de P ≤ 0.05 fueron considerados como estadísticamente 

significativos. Todos los análisis estadísticos se llevaron a cabo utilizando los programas de 

software GraphPad Prism versión 6 y el programa Sigma plot 10.0. 
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5. RESULTADOS 

 

6.1 ANÁLISIS DE LAS CONCENTRACIÓNES INHIBITORIAS 50 (IC50) FRENTE A 

CISPLATINO Y EGFR-TKI (ERLOTINIB) EN CÉLULAS DE CÁNCER PULMONAR  

Para establecer la concentración citotóxica o inhibitoria 50 (IC50) de las líneas celulares de 

NSCLC a los fármacos in vitro, las células se trataron con cisplatino durante 48h y erlotinib 

durante 72h y se realizaron ensayos de citotoxicidad celular mediante la técnica MTS. En 

la figura 4(A) se muestra que, al tratar las células con cisplatino, se observó citotoxicidad 

en la línea celular NCI-H1975 a una concentración de 0.8597µM, mientras que en las demás 

líneas analizadas (A549, NH2347 y HCC827) se observó citotoxicidad a concentraciones 

de 2.440 µM, 5.302 µM y, 5.109 µM respectivamente.  

En la figura 4(B) se muestra que la citotoxicidad de la línea celular A549 para el TKI erlotinib 

se presenta a una concentración de 223.2 µM, mientras que para la línea NCI-H1975 se 

presenta a una concentración de 104.8 µM presentando una IC50 menor en comparación 

con las células NCI-NH2347 (262.4 µM) y (HCC827 246.6 µM), esto difiere con reportes 

previos donde células NCI-NH2347 (EGFR silvestre) y HCC827 (del E746-A750 en el exón 

19) presentan mayor sensibilidad al tratamiento con erlotinib, ya que las mutaciones 

presentes en dichas líneas celulares confieren sensibilidad a los fármacos EGFR-TKIs en 

comparación con la línea NCI-H1975 como lo reportan Wang et al (2015) y Abourbeh et al 

(2015).  

 

 

 



 

42 
 

 

A) 

  

 B)  

Figura 4. Análisis de IC50 para los fármacos cisplatino y erlotinib en líneas celulares de cáncer 
pulmonar (NSCLC). Ensayo representativo de citotoxicidad MTS a 48h o 72h. (A) tratamiento con 
cisplatino, (B) tratamiento con erlotinib. El eje x indica el porcentaje de viabilidad celular y el eje Y la 
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representación logarítmica de la concentración del fármaco en escala micromolar. Los datos se 
presentan como media ± D.E., de 3 réplicas biológicas independientes. 
 

6.2 ANÁLISIS DEL NIVEL BASAL DE PROTEÍNA DE LOS GENES ERK Y AKT EN 

CÉLULAS DE CÁNCER PULMONAR EGFR-SILVESTRE Y EGFR-MUTADAS. 

 

           Con el objetivo de determinar los niveles endógenos de proteína de los genes AKT, ERK, y 

su correspondiente nivel de activación por fosforilación (pAKT y pERK) en células de cáncer 

pulmonar EGFR-silvestre y EGFR-mutadas, se llevó a cabo la extracción de proteínas para 

realizar ensayos de Western Blot. En la figura 5(A) se muestran los niveles de expresión y 

activación de AKT en las 4 líneas celulares del grupo NSCLC, donde se puede observar 

que los niveles de AKT total no presentan variación estadísticamente significativa entre las 

líneas celulares, así mismo para el caso de la forma activa (pAKT), el nivel de fosforilacion 

en las 4 líneas celulares presenta un mayor nivel en las líneas celulares NCI-NH2347 y NCI-

HCC827 en comparación con las demás líneas celulares, aunque de manera no 

significativa. Por su parte en la figura 5(B) se observa que los niveles de expresión de ERK 

total no presentan variación estadísticamente significativa entre las 4 líneas celulares al 

igual que el nivel de fosforilacion de ERK. Se utilizó GAPDH como control de carga y para 

normalizar los datos, los datos se presentan como media ± D.E., de 3 réplicas biológicas 

independientes.       
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      B)                                          

 

Figura 5. Análisis de los niveles de expresión de AKT, y ERK, con su respectivo nivel 
de activación por fosforilación (pERK y pAKT) mediante ensayos de Western Blot en 
líneas celulares de cáncer de pulmón (NSCLC). En (A) se muestran los niveles de 
expresión y activación de AKT; mientras que en (B) se muestran los niveles de expresión y 
activación de ERK. Niveles de GAPDH fueron analizados como control de carga. Los datos 
se presentan como media ± D.E., de 3 réplicas biológicas independientes.   
 
 

6.2.1 ANÁLISIS DEL NIVEL DE EXPRESIÓN BASAL DE MEOX2 Y GLI-1 EN LÍNEAS 

CELULARES DEL GRUPO NSCLC.  

 

A continuación, para determinar un posible papel de MEOX2 y GLI-1 en la resistencia al 

tratamiento oncológico pulmonar se determinaron los niveles de expresión de MEOX2 y 
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GLI-1 en las líneas celulares de NSCLC: A549, NCI-H1975, HCC827 y NCI-NH2347 

mediante qRT-PCR y Western Blot. En la figura 6(A) se muestran los resultados obtenidos 

para los niveles de RNA mensajero de MEOX2 y GLI-1, se observa que MEOX2 y GLI-1 

son detectables en todas las líneas celulares de NSCLC, sin embargo, los niveles de RNA 

m de MEOX2 son muy bajos en las líneas celulares. En cuanto a la expresión de GLI-1 hay 

un nivel de expresión mayor en la línea celular A549 a nivel de RNAm, lo cual convierte a 

esta línea celular en un modelo adecuado para este trabajo. En la figura 6(B) con respecto 

a los niveles de expresión a nivel de proteína la expresión de MEOX2 en la línea celular 

A549 es mayor, aunque de una manera no significativa, en comparación con las demás 

líneas celulares, por otra parte, el nivel de expresión de GLI-1 en la línea celular A549 y 

HCC827 es menor en comparación con las demás líneas celulares de NSCLC. Los 

resultados se muestran como la media ± D.E., de 3 réplicas biológicas independientes. 
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B) 

 

Figura 6. Análisis del nivel de expresión basal del RNAm y proteína de MEOX2 y GLI-
1 mediante qRT-PCR y Western Blot, respectivamente, en líneas celulares NSCLC. En 
(A) se muestra el nivel de RNAm de MEOX2 y GLI-1 en las líneas celulares de NSCLC 
mediante qRT-PCR. En (B) se muestra el nivel de expresión de las proteínas MEOX2 y 
GLI-1 mediante Western Blot. Se utilizó GAPDH como control de carga tanto para la qRT-
PCR como para el Western Blot. Los datos representan la media ± D.E., de 3 réplicas 
biológicas independientes. 

 

6.3 ANÁLISIS DEL EFECTO DE CISPLATINO Y TKI-ERLOTINIB SOBRE LA 

ACTIVACIÓN DE MIEMBROS DE LA VÍA EGFR EN CÉLULAS DE CÁNCER PULMONAR 

A549. 

 

Para determinar los cambios en la fosforilación de elementos río abajo de EGFR (AKT y 

ERK) frente a tratamiento por EGFR-TKIs y cisplatino en líneas celulares de cáncer 

pulmonar A549 y NCI-H1975, 1x106 células se sembraron en cajas petri, se permitió su 

adherencia por 24 horas y las células fueron tratadas con erlotinib o cisplatino durante 12, 

48 o 120 h. Posteriormente, al transcurrir el tiempo de exposición a los fármacos, se 

recuperaron las células para la extracción de proteínas y se realizaron ensayos de Western 
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blot para determinar los niveles de AKT y ERK totales, así como los niveles de activación 

(pAKT y pERK).  

En la figura 7(A) se muestran los niveles de expresión de AKT total y pAKT en la línea 

celular A549, se observa que los niveles de expresión de AKT disminuyen aunque no de 

una manera significativa tanto en el tratamiento con erlotinib como con cisplatino al 

exponerse al fármaco durante 12 h, mientras que al exponerse los fármacos durante 48 

horas los niveles de AKT aumentan tanto con erlotinib como con cisplatino, disminuyendo 

de la misma manera los niveles de AKT y pAKT a las 120 h de exposición al fármaco. 

En la figura 7(B) se muestran los resultados de los niveles de expresión de ERK total y 

pERK en la línea celular A549 después del tratamiento con cisplatino y erlotinib, se observa 

que los niveles de ERK total aumentan tras la exposición durante 12, 48 y 120 h con erlotinib 

o con cisplatino, mientras que los niveles de activación de ERK disminuyen al tratarse las 

células con erlotinib durante 12, 48 o 120h. Los datos se presentan como la media ± D.E., 

de 4 réplicas biológicas independientes.  
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Figura 7. Análisis de los niveles de expresión de AKT y ERK, y su nivel de activación 
por fosforilación (pAKT y pERK) en la línea celular A549 posterior al tratamiento con 
cisplatino y erlotinib. (A) Análisis de la expresión de AKT y pAKT en células A549 posterior 
al tratamiento con erlotinib y cisplatino a 12, 48 y 120 h. (B) Análisis de expresión y 
activación de ERK en células A549 posterior al tratamiento con erlotinib y cisplatino a 12, 
48 y 120 h. Se utilizó GAPDH como control de carga tanto para la qRT-PCR como para el 
Western Blot. Los datos representan la media ± D.E., de 4 réplicas biológicas 
independientes. 
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6.3.1 ANÁLISIS DEL EFECTO DE CISPLATINO Y TKI-ERLOTINIB SOBRE LA 

ACTIVACIÓN DE MIEMBROS DE LA VÍA EGFR EN CÉLULAS DE CÁNCER PULMONAR 

NCI-H1975 

 

Para determinar los cambios en la fosforilación de elementos río abajo de EGFR (AKT y 

ERK) frente a tratamiento por EGFR-TKIs y cisplatino en la línea celular de cáncer pulmonar 

NCI-H1975, se realizó lo anteriormente descrito para la línea, al transcurrir el tiempo de 

exposición a los fármacos, se realizó la extracción de proteínas y se realizaron ensayos de 

Western blot para determinar los niveles de AKT y ERK totales, así como los niveles de 

activación (pAKT y pERK). En la figura 8(A) se muestran los resultados de los niveles de 

expresión y activación de AKT en la línea celular NCI-H1975 después del tratamiento con 

cisplatino y TKI-erlotinib se observa que los niveles de expresión y activación de AKT 

aumentan en los diferentes tiempos de exposición al fármaco ya sea con erlotinib o 

cisplatino. En la figura 8(B) se observa una tendencia a que los niveles de ERK total 

disminuyan, aunque de una manera no significativa tanto con erlotinib como con cisplatino 

tras la exposición durante 12, 48 y 120 h, mientras que los niveles de activación de ERK 

aumentan tanto con erlotinib como con cisplatino. Los datos se presentan como la media ± 

D.E., de 2 réplicas biológicas independientes.  
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Figura 8. Análisis de los niveles de proteína de los genes AKT y ERK, y su nivel de 
activación por fosforilación pAKT y pERK en la línea celular NCI-H1975 posterior al 
tratamiento con cisplatino y TKI-erlotinib a 12, 48 y 120 h. (A) niveles de expresión de 
AKT y pAKT. (B) Niveles de expresión de ERK y pERK. La proteína GAPDH fue usada 
como control de carga. Los datos se presentan como la media ± D.E., de 2 réplicas 
biológicas independientes.  
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6.4 SILENCIAMIENTO GENÉTICO Y SU VALIDACIÓN EN LOS GENES MEOX2 Y GLI-1 

MEDIANTE ENSAYOS DE qRT-PCR Y WESTERN BLOT 

 

Al establecer que los niveles de expresión de MEOX2 y GLI-1 son detectables en la línea 

celular A549, la pregunta es si la actividad de los genes contribuye a la resistencia al 

tratamiento oncológico y si existe algún tipo de sinergia con la vía de EGFR. Para probar 

esto, las células A549 se transfectaron transitoriamente con siRNA dirigidos contra MEOX2 

(siMEOX2), GLI-1 (siGLI-1) o con un control scramble (siSCR). En la figura 9(A) se muestra 

la validación del silenciamiento a nivel de RNAm mediante ensayos de qRT-PCR, se 

observa que los niveles tanto de MEOX2 como de GLI-1 en la línea celular A549 disminuyen 

de manera significativa en comparación con el (siSCR) Los datos se presentan como media 

± D.E., de 4 réplicas biológicas independientes vs (siSCR). * P <0.05, ** P <0.0001. En la 

figura 9(B) se muestra la validación del silenciamiento de MEOX2 y GLI-1 a nivel de proteína 

mediante Western blot, se observa que los niveles de MEOX2 (P=0.0276) y GLI-1 (P 

=0.0010) disminuyeron de manera significativa en la línea celular A549 en comparación con 

el control (siSCR). Los datos se presentan como la media ± D.E., de 2 réplicas biológicas 

independientes *P<0.05 vs siSCR.  

               

 

        A) 

 

 

 

 

 

 

* 

** 



 

52 
 

 

 

 

     B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Validación del silenciamiento genético transitorio de MEOX2 y GLI-1 en 
células A549 (modelo siA549). A) El silenciamiento mediado por siRNA de MEOX2 y GLI-
1 se evaluó mediante qRT-PCR usando el método comparativo 2-ΔΔCt para determinar la 
expresión génica relativa respecto al siSCR usando GAPDH para normalizar los datos. B) 
El silenciamiento mediado por siRNA de MEOX2 y GLI-1 se validó mediante Western Blot 
usando GAPDH para normalizar.  Las barras representan la media ± D.E., de 2 réplicas 
biológicas independientes. *P<0.05 vs siSCR.  
 
 
 
 

6.4.1 EFECTO DEL SILENCIAMIENTO GENÉTICO DE MEOX2 Y GLI-1 EN LA 

EXPRESIÓN Y FOSFORILACIÓN DE AKT Y ERK EN CÉLULAS A549, 

TRANSFECTADAS TRANSITORIAMENTE POR siRNAs 

 

Para determinar si el efecto de los silenciamientos de MEOX2 y GLI-1 mediante siRNAs 

afecta en los niveles de activación de la vía de señalización de EGFR se realizaron ensayos 
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de Western Blot para medir los niveles de fosforilación de AKT y ERK posterior al 

silenciamiento de MEOX2 y GLI-1.  

En la figura 10(A) se muestran los niveles de expresión y activación de AKT posterior al 

silenciamiento mediante siRNAs de MEOX2 o GLI-1, se observa que los niveles de 

expresión de AKT total permanecen sin cambios tanto con el silenciamiento de MEOX2 

(P=0.0408) como con el silenciamiento de GLI-1 (P=0.20607), mientras que los niveles de 

activación de AKT disminuyen tras el silenciamiento ya sea de MEOX2 (P=0.0082) o GLI-1 

(P=0.0160). En la figura 10(B) se muestran los niveles de expresión y activación de ERK 

posterior al silenciamiento mediante siRNAs de MEOX2 o GLI-1, se observa que los niveles 

los niveles de expresión de ERK total al igual que los niveles de AKT total permanecen sin 

cambios tanto en silenciamiento de MEOX2 (P=0.5361) como en silenciamiento de GLI-1 

(P=0.0659); mientras que los niveles de expresión de pERK, muestran variaciones con 

tendencia a la disminución de los niveles de activación de ERK durante el silenciamiento 

de MEOX2 (P=0.7953) y GLI-1 (P=0.89485). Los datos se presentan como la media ± D.E., 

de 2 réplicas biológicas independientes. *P=<0.05 vs siSCR. Se utilizó GAPDH como 

control de carga, así como empleado para normalizar los niveles de proteína total.  
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Figura 10. MEOX2 y GLI-1 modulan los niveles de activación/fosforilación de AKT. A) 
Los niveles de activación de AKT se determinaron mediante Western Blot usando AKT total 
para normalizar.  B) Los niveles de fosforilación de ERK se determinaron mediante Western 
Blot usando ERK total para normalizar. Para normalizar los niveles de proteínas totales 
(AKT y ERK) se utilizó a GAPDH. Las barras representan la media ± D.E., de 2 réplicas 
biológicas independientes (*P= <0.05 vs siSCR).  
 
 

6.5 EFECTO DEL SILENCIAMIENTO GENÉTICO DE MEOX2 y GLI-1 SOBRE LOS 

NIVELES DE PROTEÍNA TOTAL Y FOSFORILADA DE AKT Y ERK EN CÉLULAS A549 

(TRANSFECTADAS ESTABLEMENTE POR shRNA) 

 

A continuación, para corroborar los resultados previos se llevaron a cabo ensayos de 

transfección estable mediante shRNAs para silenciar a MEOX2 y GLI-1 en la línea celular 

de cáncer pulmonar A549. En la figura 11 se muestra la validación del silenciamiento de 

MEOX2 y GLI-1 mediante la técnica de Western Blot. Se observa que los niveles de 

expresión de MEOX2 y GLI-1 disminuyen con respecto al control (shSCR) cuando hay un 
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silenciamiento tanto de MEOX2 (P=0.0670) como de GLI-1 (P=0.3769), aunque de una 

manera no significativa. Los datos se presentan como la media ± D.E., de 3 réplicas 

biológicas independientes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Análisis de validación del silenciamiento estable de MEOX2 y GLI-1 en 

células de cáncer pulmonarA549 (modelo shA549). El silenciamiento mediado por 
shRNA de MEOX2 y GLI-1 se validó mediante Western Blot, análisis de normalización se 
llevó a cabo empleando GAPDH como control de carga. Las barras representan la media ± 
D.E., de 3 réplicas biológicas independientes *P= <0.05 vs shSCR.  
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6.5.1 EFECTO DEL SILENCIAMIENTO GENÉTICO DE MEOX2 Y GLI-1 SOBRE LOS 

NIVELES DE PROTEÍNA TOTAL Y FOSFORILADA DE AKT Y ERK EN CÉLULAS A549 

TRANSFECTADAS POR shRNAs.  

 

 

Para determinar si el efecto del silenciamiento de MEOX2 y GLI-1 mediante shRNAs afecta 

los niveles de activación de AKT y ERK se realizaron ensayos de Western Blot. En la figura 

12(A) se muestran los niveles de expresión y activación de AKT posterior al silenciamiento 

mediante shRNAs de MEOX2 o GLI-1, se observa que los niveles de expresión de AKT 

total permanecen sin cambios tanto con el silenciamiento de MEOX2 como con el 

silenciamiento de GLI-1, mientras que los niveles de pAKT disminuyeron significativamente 

tras el silenciamiento ya sea de MEOX2 (P=0.0009) o GLI-1 (P=0.0004). Por otro lado, en 

la figura 12(B) muestran los niveles de expresión y activación de ERK posterior al 

silenciamiento de MEOX2 y GLI-1, se observa que los niveles de expresión de ERK total 

permanecen sin cambios en cuanto a sus niveles de expresión, mientras que los niveles de 

pERK presentan tendencia a disminuir posterior al silenciamiento de MEOX2 (P=0.5965) y 

GLI-1 (P=0.8139). Los datos se presentan como la media ± D.E., de 3 réplicas biológicas 

independientes. 
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Figura 12. Efecto del silenciamiento de MEOX2 y GLI-1 en la expresión y activación 
de AKT y ERK en la línea celular A549 (modelo shA549). A) Los niveles de fosforilación 
de AKT se determinaron mediante Western Blot usando AKT total para normalizar. B) 
Niveles de fosforilación de ERK se determinaron mediante Western Blot usando ERK total 
para normalizar. Para normalizar las proteínas totales (AKT y ERK) se utilizó GAPDH. Las 
barras representan la media ± D.E., de 3 experimentos independientes. *P= <0.05 vs 
shSCR.  
 
 
 
 
6.6 PARTICIPACIÓN DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN MEOX2 Y GLI-1 EN LA 

RESISTENCIA AL FÁRMACO CISPLATINO EN CÁNCER PULMONAR 

 

Para determinar la participación de los genes MEOX2 y GLI-1 en la resistencia a la terapia 

fármaco-oncológica pulmonar, se llevaron a cabo ensayos de citotoxicidad celular mediante 

la técnica de MTS. En este sentido, posterior al silenciamiento genético de MEOX2, GLI-1 

y en su caso doble silenciamiento mediante shRNAs en células de cáncer pulmonar A549, 

se evaluó la capacidad de sensibilidad versus resistencia al tratamiento basado en el uso 
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de cisplatino y erlotinib, las células se trataron con fármacos por 48h y 72h., 

respectivamente, transcurrido el tiempo de exposición a los fármacos, se añadió el reactivo 

MTS y leyó la absorbancia a 490 nm.  En la figura 10 se muestra que en el silenciamiento 

de MEOX2 las células muestran una IC50 a una concentración del cisplatino de (0.2188 µM) 

mientras que en el silenciamiento de GLI-1, las células muestran una IC50 a una 

concentración del cisplatino de (0.3577 µM), por lo que aumenta la sensibilidad de la línea 

celular A549 al cisplatino en comparación con el grupo control shSCR (0.6541 µM). Los 

resultados obtenidos se analizaron y graficaron utilizando el software Graphpad Prism 6.0. 

y se muestran como la media ± D.E., de 3 réplicas biológicas empleando el grupo shSCR 

para su normalización.  

  

Figura 13. Análisis del efecto de citotoxicidad celular frente al fármaco cisplatino en 
células de cáncer pulmonar A549 transfectadas de manera estable mediante shRNA 
contra MEOX2 y GLI-1. Ensayos de viabilidad celular (MTS) a 48 h de incubación con 
cisplatino. El eje Y indica el porcentaje de viabilidad celular, mientras que el eje X la 
concentración del fármaco en micromolar. Los datos se presentan como media ± D.E., de 
3 réplicas biológicas independientes. Los resultados obtenidos se trataron y graficaron 
utilizando el software Graphpad Prism 6.0. Para normalizar se utilizó el shSCR.  
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A continuación, en figura 14 se muestra la sensibilidad de células A549 al fármaco cisplatino 

posterior al silenciamiento por shRNA de MEOX2 y GLI-1 (Llamado modelo UBIMED, 

pasaje celular 7). Se observa que la sensibilidad de las células aumenta el silenciamiento 

de MEOX2, presentado citotoxicidad a una concentración de 1.260 µM del fármaco 

cisplatino, mientras que las células con el silenciamiento de GLI-1 presentan citotoxicidad 

a una concentración de 2.726 µM, ambos resultados en comparación con el control (shSCR) 

que presenta citotoxicidad a una concentración del fármaco de 3.009 µM. En estos nuevos 

ensayos, se realizó un silenciamiento doble (shM/G) para determinar si el efecto de silenciar 

ambos genes potencializa la sensibilización de las células al tratamiento farmacológico, y 

se encontró que el efecto es muy similar a la concentración que se obtuvo para el shSCR 

con una concentración de 3.280 µM. Los datos se presentan como media ± D.E., de 3 

réplicas biológicas independientes y los resultados obtenidos se trataron y graficaron 

utilizando el software Graphpad Prism 6.0. utilizando el shSCR para normalizar los datos, 

sin embargo, al no observar aumento en la sensibilidad al cisplatino con el silenciamiento 

doble (shM/G) se propuso aumentar el número de réplicas biológicas.  
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Figura 14. Análisis del efecto de citotoxicidad celular frente al fármaco cisplatino en 
células de cáncer pulmonar A549 (modelo UBIMED) pasaje 7 de células transfectadas 
de manera estable mediante shRNA en contra de MEOX2 y GLI-1. Ensayos de viabilidad 
celular (MTS) a 48 h de incubación con cisplatino. El eje Y indica el porcentaje de viabilidad 
celular, mientras que el eje X la concentración del fármaco en escala micromolar. Los datos 
se presentan como media ± D.E., de 3 réplicas biológicas independientes. Los resultados 
obtenidos se trataron y graficaron utilizando el software Graphpad Prism 6.0. Para 
normalizar se utilizó el shSCR.  
 
 
 
EL EFECTO SILENCIAMIENTO GENÉTICO DE MEOX2 Y GLI-1, ES REPRODUCIBLE 

EN NUEVOS ENSAYOS DE TRANSFECCIÓN Y TRATAMIENTO POR CISPLATINO EN 

CÉLULAS A549 

 

Con el propósito de validar los resultados obtenidos en las células NSCLC A549 (Modelo 

UBIMED), se realizaron nuevos experimentos de silenciamiento genético (Modelo celular 

nombrado INER, pasaje celular 7), es así que en la figura 15 se muestran los resultados del 

efecto del cisplatino en las células A549, en nuevo modelo celular posterior al silenciamiento 
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de MEOX2 y GLI-1. En figura 15(A) se observa que el silenciamiento de MEOX2 aumenta 

la sensibilidad de las células al cisplatino a una concentración del fármaco de 1.295 µM y 

de la misma manera el silenciamiento de GLI-1 aumenta la sensibilidad al fármaco a una 

concentración de 0.952 µM ambos en comparación con el control (shSCR) que presenta 

citotoxicidad a una concentración de 1.924 µM, los resultados se muestran como la media 

± E.E., de 1 réplica biológica realizada por cuadruplicado. En la figura 15(B) se observa que 

el silenciamiento de MEOX2 aumenta la sensibilidad al cisplatino a una concentración del 

fármaco de 1.401 µM y de la misma manera el silenciamiento de GLI-1 aumenta la 

sensibilidad al fármaco a una concentración de 0.670 µM ambos en comparación con el 

control (shSCR) que presenta citotoxicidad a una concentración de 2.547 µM, los resultados 

se muestran como la media ± E.E., de 1 réplica biológica realizada por cuadruplicado. En 

la figura 12 (C) se muestra la integración de las 2 réplicas biológicas.  
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A)                                                                              B) 

 

                         C) 

 

 
 
 
Figura 15. Análisis del efecto de citotoxicidad celular frente al fármaco cisplatino en 
células de cáncer pulmonar A549 transfectadas de manera estable mediante shRNAs 
contra MEOX2 y GLI-1 (Modelo de transfección INER, pasaje celular 7). A) y B) Ensayo 
de viabilidad celular (MTS) realizado por cuadruplicado a 48 h de incubación con cisplatino. 
C) Integración de las 2 réplicas biológicas. El eje Y indica el porcentaje de viabilidad celular, 
mientras que el eje X la concentración del fármaco en micromolar. Los datos se presentan 
como media ± D.E., de 1 réplica biológica realizada 2 veces por cuadruplicado. Los 
resultados obtenidos se trataron y graficaron utilizando el software Graphpad Prism 6.0. 
Para normalizar se utilizó el shSCR. 
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6.7 LAS PROTEÍNAS MEOX2 Y GLI-1 AFECTAN LA RESISTENCIA A TKI-ERLOTINIB 

EN CÉLULAS DE CÁNCER PULMONAR 

 

Para determinar la participación de los genes MEOX2 y GLI-1 en la capacidad de resistencia 

a la terapia oncológica pulmonar, se llevaron a cabo ensayos de viabilidad-citotoxicidad 

celular mediante la técnica de (MTS). En este sentido, posterior al silenciamiento genético 

de MEOX2, GLI-1 y en su caso el silenciamiento doble con shRNAs en células de cáncer 

pulmonar A549, se evaluó la capacidad de sensibilidad versus resistencia al tratamiento 

basado en EGFR-TKI erlotinib por 72h, transcurrido el tiempo de exposición, se adicionó el 

reactivo MTS y se leyó la absorbancia a 490 nm.  

Basado en lo anterior, en figura 16 se observa que el silenciamiento de MEOX2 aumenta la 

sensibilidad a erlotinib a una concentración de 0.2151 µM en contraste del grupo control 

shSCR el cual presenta citotoxicidad a concentración de 94.84 µM, mientras que, tanto el 

silenciamiento de GLI-1 (270.1 µM) como el silenciamiento doble (shM/G) (214.9 µM) 

aumentan la sensibilidad a erlotinib en comparación con el control shSCR. Los resultados 

obtenidos se analizaron mediante el software Graphpad Prism 6.0, los cuales se muestran 

como la media ± E.E., de 3 réplicas biológicas. Si bien los resultados obtenidos son 

representativos, muestran una tendencia al aumento en la sensibilidad de las células al 

tratamiento con erlotinib 
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Figura 16. Análisis del efecto de citotoxicidad celular frente al fármaco erlotinib en 
células de cáncer pulmonar A549 transfectadas de manera estable mediante shRNA 
contra MEOX2 y GLI-1. Ensayos de viabilidad celular (MTS) a 72h de incubación con 
erlotinib. El eje Y indica el porcentaje de viabilidad celular, mientras que el eje X la 
concentración del fármaco en concentración micromolar. Los datos se presentan como 
media ± E.E., de 1 réplica biológica independiente realizada por triplicado. Los resultados 
obtenidos se trataron y graficaron utilizando el software Graphpad Prism 6.0. Para 
normalizar se utilizó el shSCR.  
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Posteriormente, se realizaron nuevos experimentos para corroborar el efecto del fármaco 

erlotinib en las células A549. En la figura 17 se muestra el efecto del erlotinib en las células 

A549 tras los silenciamientos de MEOX2 y GLI-1. Se observa que el silenciamiento de 

MEOX2 aumenta la sensibilidad de las células al TKI-erlotinib a una concentración IC:50 

del fármaco de 123.6 µM en comparación con el control (shSCR) que presenta citotoxicidad 

a una concentración IC:50 de 162.0 µM, por otra parte el silenciamiento de GLI-1 no logro 

aumentar la sensibilidad al fármaco erlotinib, presentando citotoxicidad a una concentración 

IC:50 de 168.0 µM en comparación con el control (shSCR), los resultados se muestran 

como la media ± E.E., de 1 réplica biológica realizada por cuadruplicado.  

Cabe mencionar que experimentos preliminares al finalizar el presente trabajo de tesis 

indican que el silenciamiento de MEOX2 contribuye en aumentar la sensibilidad a TKI-

erlotinib en células A549, en comparación del grupo control shSCR, mientras que el 

silenciamiento de GLI-1 promueve un aumento marginal en la sensibilidad a TKI-erlotinib, 

cuyos resultados serán validados en ensayos posteriores a cargo del grupo de investigación 

y procesando su análisis estadístico definitivo mediante el software Graphpad Prism 6.0. 

Por último, cabe mencionar que ensayos adicionales de resistencia citotóxica serán 

realizados por el grupo de investigación sobre células EGFR-mutadas (NCI-H1975) 

transfectadas establemente por shRNA-MEOX2 versus shRNA-GLI1, lo cual permitirá llegar 

a conclusiones definitivas sobre este fenómeno de resistencia farmacológica, como se llevó 

a cabo de manera preliminar mediante el análisis de validación del silenciamiento genético 

de MEOX2 y GLI1 en células EGFR-mutadas (NCI-H1975), mediante ensayos de expresión 

genética por qPCR, mostrados en figura suplementaria 1. 
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Figura 17. Análisis de la citotoxicidad celular provocada por efecto del fármaco TKI-
erlotinib en células de cáncer pulmonar A549 (Modelo celular INER) en pase celular 8 
transfectadas de manera estable con shRNA en contra de MEOX2 y GLI-1. Ensayos de 
viabilidad celular (MTS) a 72 h de incubación con TKI-erlotinib. El eje Y indica el porcentaje 
de viabilidad celular, mientras que el eje X índica la concentración del fármaco en 
concentración Micromolar. Los datos se presentan un ensayo representativo por 
cuadruplicado de 2, como el valor de la media ± E.E. Los resultados obtenidos se analizaron 
y graficaron mediante el software Graphpad Prism 6.0. Para normalizar cuantitativamente 
los cambios se utilizó el grupo control shSCR.  
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6. DISCUSIÓN  

El cáncer pulmonar es considerado la principal causa de muerte a nivel mundial tanto en 

hombres como en mujeres. Específicamente, el NSCLC representa el 85% de los casos y 

se encuentra asociado al hábito de fumar y a mutaciones en genes supresores de tumores 

y oncogenes. Una de las mutaciones mayormente asociadas a NSCLC es la que se 

presenta en el EGFR. 

La mutación puntual de EGFR más comúnmente encontrada es la mutación L858R, la cual 

se encuentra en el dominio tirosina cinasa y constituye aproximadamente el 45% de las 

mutaciones en el EGFR (Paez et al. 2004b; Shigematsu et al. 2005). Denominada mutación 

de activación “clásica”, la mutación L858R confiere 50 veces más actividad de cinasa que 

el EGFR silvestre (Carey k, et al., 2006); (Yun C,et al., 2007).  

El tratamiento estándar aplicado en NSCLC es la cirugía y, para los estadios II y III, se 

combina con quimioterapia adyuvante basada en cisplatino (Arriagada R, et al., 2010), el 

cual posee tres mecanismos de acción. El primero de ellos ocurre a partir de la unión de 

grupos alquilo a bases de ADN, promoviendo su fragmentación a partir de enzimas de 

reparación al intentar reemplazar las bases alquiladas, lo cual evita la síntesis de ADN y 

por lo tanto la transcripción del RNA, el segundo es a partir del daño al ADN a través de la 

formación de enlaces cruzados de ADN, lo cual impide la replicación o transcripción y el 

tercero que se lleva a cabo a partir de la inducción de un emparejamiento incorrecto de los 

nucleótidos, lo cual conduce a la aparición de mutaciones (Wang D and Lippard 2005). 

Por otra parte, para los pacientes con deleciones del exón 19 o una mutación del exón 21 

(L858R) de EGFR, el tratamiento estándar de primera línea es el uso de EGFR-TKIs de 

primera (gefitinib, erlotinib) o segunda generación (afatinib). Los fármacos EGFR-TKIs 

mejoran la tasa de respuesta, el tiempo de progresión y la supervivencia 

general. Desafortunadamente, los pacientes de NSCLC con mutación en EGFR desarrollan 
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progresión de la enfermedad después de aproximadamente 10 a 14 meses posteriores al 

inicio del tratamiento con EGFR-TKIs. Se han descrito diferentes mecanismos de 

resistencia adquirida a los EGFR-TKIs de primera y segunda generación, sin embargo, el 

tratamiento óptimo para los diversos mecanismos de resistencia adquirida aún no está 

claramente definido. Uno de los mecanismos mayormente descritos es el que se adquiere 

debido a la mutación T790M, dicha mutación aumenta la afinidad por el ATP, lo que reduce 

la capacidad de los EGFR-TKIs reversibles para unirse al dominio de tirosina cinasa EGFR 

(S.-G. Wu and Shih 2018; Maemondo M, et al.,  2010; Mitsudomi T, et al., 2010; Mok T, et 

al., 2009; Wu Y, et al., 2014ª).  

Más del 60% de los pacientes desarrollan resistencia a los inhibidores de primera o segunda 

generación con la T790M, esta mutación evita la unión del fármaco al aumentar la afinidad 

del ATP a su sitio de unión de ATP en el bolsillo de unión de ATP (Sequist L, et al., 2011). 

Con la finalidad de determinar la sensibilidad in vitro a cisplatino y erlotinib y con ello realizar 

ensayos posteriores, en este trabajo se realizaron ensayos de viabilidad celular mediante 

la técnica MTS. Los resultados muestran que la línea celular NCI-H1975 presentó una 

mayor sensibilidad a ambos fármacos, en comparación con las demás líneas celulares de 

NSCLC que presentan mutaciones activadoras o no presentan mutación en EGFR. Se ha 

descrito que la línea celular NCI-H1975 es resistente a los fármacos TKIs en comparación 

con otras líneas celulares que son EGFR Wild-type (Wang Z, et al., 2016). Sin embargo, a 

este respecto Noro en el 2006 describió que la línea celular NCI-H1975 con sobreexpresión 

de HER2 presenta una mayor sensibilidad al tratamiento con gefitinib en comparación con 

la línea parental, lo que sugiere que la sobreexpresión de HER2 puede superar/revertir la 

resistencia mediada por la mutación T790M. Además, se observó que la expresión de HER2 

también puede emplearse como un marcador pronóstico para pacientes con cáncer de 

pulmón, particularmente aquellos que albergan la mutación T790M en el dominio de 
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quinasa de EGFR (Jing Xu, 2016). Además, las mutaciones de HER2 dentro del dominio 

tirosina cinasa también se consideran asociadas con la capacidad de respuesta de EGFR-

TKIs en NSCLC y carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (Shigematsu H, 

2005; Cohen EE, 2005), sin embargo, se requieren estudios prospectivos para confirmar el 

papel de HER2 en el NSCLC y otro tipo de tumores como un marcador pronóstico para la 

capacidad de respuesta tumoral, además de las mutaciones de EGFR y KRAS. 

Por otra parte, Han SW (2005) demostró que las mutaciones activadoras en los genes 

KRAS y BRAF se correlacionan con la resistencia primaria a los TKI en el NSCLC, lo que 

sugiere que las mutaciones comunes, que se sabe que están asociadas con la resistencia, 

no resultan directamente en el desarrollo de resistencia adquirida a los TKI, ya que en 

general, el desarrollo de resistencia adquirida a los TKI, basado en la mutación T790M, se 

ha atribuido a la reactivación de EGFR, debido a la deficiencia de unión al fármaco (Xue C, 

2012; Shepherd FA, 2005). Por lo tanto, se deben considerar otros mecanismos de 

resistencia a TKIs. 

Esto abre la posibilidad de que la línea empleada es este estudio no presente la mutación 

T790M o que haya adquirido una alteración adicional que anule el efecto la mutación 

T790M. Para corroborar esto se requeriría hacer un genotipificado de la línea celular.  

Después de los análisis de sensibilidad al fármaco, se evaluó el estado de activación de las 

cascadas de señalización de AKT (S473) y ERK, las cuales se han visto implicadas en la 

transformación maligna del NSCLC (Dhillon A, et al., 2007) (Hers, Vincent, and Tavaré 

2011) (McCubrey J, et al., 2007). La activación sostenida por fosforilación de dichas 

proteínas resulta en una señalización aberrante que promueve la proliferación celular, 

invasión tumoral (C. Huang, Jacobson, and Schaller 2004) y prolonga la supervivencia de 

las células cancerosas (Balmanno and Cook, 2009). Además (Tsurutani W, et al., 2006) 
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determinan la presencia de AKT fosforilado (S473) en 33% a 79% de los tumores 

analizados en diferentes estudios y esta asociado con un pronóstico desfavorable, diversos 

autores lo han identificado como un factor determinante clave de la agresividad del tumor 

asociado con una mala supervivencia.  Mukohara T, et al., 2003 lo identificaron como un 

factor determinante clave de la agresividad del tumor asociado con una mala supervivencia 

(Balsara et al. 2004; Scrima et al. 2012; Tang et al. 2006; Yoshizawa et al. 2010).  

Por otro lado, la activación la vía PI3K/AKT/mTOR desempeña un papel crucial en la 

resistencia adquirida a la terapia dirigida a EGFR (Gadgeel and Wozniak 2013). Además, 

la amplificación del receptor MET, es otro mecanismo de resistencia a EGFR-TKIs que 

puede resultar en la activación de la vía PI3K/AKT/mTOR. Los estudios preclínicos han 

demostrado que los inhibidores de dicha vía podrían superar la resistencia al EGFR-TKI 

(Donev I, et al., 2011). 

Así mismo, (Lefloch, Pouysségur, and Lenormand 2009) determinaron que ERK es un 

modulador clave de la proliferación celular y encuentran que la fosforilación de los residuos 

de treonina (Thr202) y tirosina (Tyr204) (doble fosforilación) se requiere para la actividad 

completa de la cinasa. Además varios trabajos, entre los que destaca el trabajo de 

Mokohara (Mukohara T, et al., 2003) detectaron a ERK fosforilado en hasta un tercio de los 

NSCLC, sin embargo, presenta una asociación inconsistente con el pronóstico  (Shi Y, et 

al., 2011) (Vicent S, et al., 2004b).   

En este trabajo se determinaron los cambios en la fosforilación de miembros de la vía de 

señalización de EGFR (AKT y ERK) frente a tratamiento con cisplatino y EGFR-TKIs en las 

líneas celulares de cáncer pulmonar A549 y NCI-H1975. Los resultados muestran que la 

expresión y activación de las proteínas AKT y ERK en las líneas A549 y NCI-H1975, 

permaneció sin cambios significativos en sus niveles basales posterior al tratamiento con 

cisplatino y erlotinib después de 12h, 48h y 120h, sin embargo, se observa una tendencia 
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a la disminución de los niveles de fosforilación de AKT y ERK tras el tratamiento, lo que es 

consistente con reportes previos en donde se ha reportado que la activación en sentido 

descendente de la vía PI3K/AKT/mTOR tiene un papel crucial en la resistencia adquirida a 

la terapia dirigida a EGFR (Gadgeel and Wozniak 2013; Holland W, et al., 2015) y tras el 

tratamiento con EGFR-TKIs y con cisplatino se logra disminuir la activación de las cascadas 

de AKT y ERK.  

Recientemente en nuestro equipo de trabajo, mediante ensayos de silenciamiento genético 

por siRNA se logró identificar el eje MEOX2-GLI-1 en líneas celulares de NSCLC, dicho eje 

parece estar involucrado en la resistencia a cisplatino de una manera dependiente de la 

concentración (Armas L, et al., 2017). 

La vía de Hh desempeña un papel importante en la proliferación celular, la diferenciación, 

la apoptosis y la migración, y se ha demostrado que interactúa con otras vías de 

señalización como la vía de las MAPK/ERK (Seto M, et al., 2009),  PI3K/AKT/mTOR (Zhou 

J, et al., 2016) y EGFR (Kasper M, et al., 2006), entre otras. La desregulación de la vía de 

Hh contribuye a la tumorigénesis y acelera la tasa de crecimiento del tumor (Katoh and 

Katoh 2009). La activación anómala de la ruta de Hh se ha demostrado en muchos tipos de 

cáncer, incluyendo el carcinoma de células basales (BCC) (Oro A, et al., 1997), gliomas 

malignos (Clement V, et al., 2007), meduloblastoma (Goodrich L, et al., 1997), leucemias 

(Dierks C, et al., 2008), y carcinomas de mama, pulmón, páncreas y próstata (Rimkus T, et 

al., 2016). En el NSCLC, la vía de Hh desregulada con la reactivación de los factores de 

transcripción GLI facilita el inicio, la progresión y la metástasis, así como también confiere 

resistencia a los fármacos a través de la desregulación de la transición epitelio-mesénquima 

(EMT) y la actividad de ABCG2. En consecuencia, la inhibición de la señalización de Hh 

induce una disminución significativa en la proliferación de células NSCLC (Bermudez O, et 

al., 2013) (Yuan Z, et al., 2007). Los efectos autocrinos de la vía SHH se han relacionado 
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previamente con la proliferación celular en líneas celulares de NSCLC (A549, H322M y 

HOP-62) y carcinomas pulmonares sólidos derivados de pacientes; Específicamente, el 

silenciamiento genético GLI-1 combinado con un antagonista de SHH reduce la 

proliferación celular del tumor pulmonar (Yuan Z, 2007). Clement en 2007 demuestra que 

los factores de transcripción GLI-1 se relacionan funcionalmente con la capacidad de 

autorrenovación de las células madre del cáncer y la tumorigenicidad en los tumores de 

glioma sólido. Además, la inhibición de la señalización de SHH-GLI1 está implicada en la 

sensibilización a la terapia basada en EGFR-TKI (geftinib / erlotinib) 

Basado en lo anterior, para determinar un posible papel de MEOX2 y GLI-1 en la resistencia 

al tratamiento oncológico pulmonar, en primer lugar, se determinaron los niveles de 

expresión basales de MEOX2 y GLI-1 en las 4 líneas celulares de NSCLC A549, NCI-

H1975, HCC827 y NCI-NH2347 mediante qRT-PCR y Western Blot, esto para determinar 

si dichos genes se detectan en todas las líneas celulares y ver si existen diferencias en la 

expresión entre las mismas. Los resultados indican que tanto MEOX2 como GLI-1 son 

detectables en todas las líneas celulares, siendo las líneas A549 y NCI-H1975 las que 

muestran los mayores niveles de expresión de MEOX2 y GLI-1 respectivamente.  

Posteriormente, para determinar si los genes MEOX2 y GLI-1 participan en la activación de 

las cascadas de señalización de AKT y ERK, en primer lugar, se realizaron ensayos de 

silenciamiento de MEOX2 y GLI-1 mediante siRNAs y shRNAs en la línea celular A549 

Posteriormente se determinó la expresión de AKT, ERK, pAKT y pERK después del 

silenciamiento de los genes. Los resultados demuestran en este estudio que ni MEOX2 ni 

GLI-1 tienen influencia sobre la expresión de AKT y ERK y tampoco influyen en el estado 

de fosforilación de ERK al menos no de manera significativa, aunque se observa una 

tendencia a la disminución de la expresión de pERK, pero MEOX2 y GLI-1 sí tienen 

influencia sobre pAKT en la línea A549, estos son los primeros resultados obtenidos hasta 
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el momento sobre la posible participación de MEOX2 y GLI-1 en la activación de las 

cascadas de señalización de AKT y ERK. 

Sin embargo, el trabajo previo de Armas López en 2017, reportó mediante ensayos de 

silenciamiento por siRNAs, que el silenciamiento de los genes de MEOX2/GLI-1 está 

relacionados con la resistencia citotóxica a cisplatino de una manera dependiente de la 

dosis, así como en la capacidad de la migración y proliferación celular (Armas L, et al., 

2017).  

No existe más información con respecto al eje MEOX2/GLI-1 en ningún tipo de cáncer, por 

lo que el presente trabajo pretendió determinar, si el silenciamiento de los genes MEOX2 y 

GLI-1 se encuentra relacionado con la resistencia a la terapia oncológica pulmonar con 

cisplatino y además del efecto sobre la terapía blanco EGFR-TKI (erlotinib). Por lo que, en 

el presente trabajo, posterior al silenciamiento de MEOX2 y GLI-1 en células A549, tratadas 

por 48 h con Cisplatino y 72 h con TKI-erlotinib, respectivamente, los resultados indican que 

ambos MEOX2 y GLI-1 contribuyen de manera paralela a la resistencia a cisplatino y a TKI-

erlotinib, cuyos resultados deberán ser validados en ulteriores ensayos experimentales 

tanto in vitro, como ensayos in vivo. 

 

  



 

74 
 

 

7. CONCLUSIONES 

 

1. Células de cáncer pulmonar A549, seguido de células NCI-NH2347 y HCC827 

presentaron mayor resistencia a cisplatino y TKI-erlotinib en contraste de células 

NCI-H1975 (EGFR mutadas “T790M), sin embargo, no existen diferencias 

significativas entre dichas líneas celulares sobre la sensibilidad en ambos fármacos. 

2. Se determinaron los niveles detectables de expresión basal de las proteínas AKT, 

pAKT, ERK y pERK en las 4 líneas celulares de cáncer pulmonar, no detectando 

diferencias significativas entre ellas. Lo mismo, se observa respecto a los niveles de 

expresión de MEOX2 y GLI-1. 

3. Fueron detectados alteraciones en los niveles de proteína total y fosforilada de 

ambas AKT y ERK en células A549 “EGFR wild type” y NCI-H1975 “EGFR-mutado”, 

posterior al tratamiento por cisplatino y TKI-erlotinib. 

4. MEOX2 y GLI-1 participan en aumentar significativamente los niveles de 

fosforilación de AKT, mientras que los cambios de activación de ERK, resultaron no-

significativos en células de cáncer pulmonar A549. 

5. La expresión de las proteínas MEOX2 y GLI-1 promueven la resistencia tanto a 

fármacos oncológicos (cisplatino), como de terapía dirigida TKI-erlotinib en células 

de cáncer pulmonar A549. 
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8. PERSPECTIVAS 

La participación del eje transcripcional MEOX2-GLI1 en la resistencia a la terapia 

oncológica dirigida como EGFR en células de Cáncer Pulmonar deberá ser validada en 

su contexto fisiológico empleando modelos in vivo, analizando ambos modelos celulares 

de cáncer pulmonar de humano tanto EGFR-wild type (A549), como EGFR-mutadas 

(NCI-H1975). 
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Figura suplementaria 1. Ensayos de validación del silenciamiento genético de 

MEOX2 y GLI-1 en células de cáncer pulmonar NCI-H1975 mediante siRNAs. En la 
figura se muestran los niveles de expresión de MEOX2 y GLI-1 posterior al 
silenciamiento mediante siRNAs, se observa que los niveles de MEOX2 y GLI-1 
disminuyen, sin embargo, solo se pudieron realizar 2 réplicas biológicas debido a 
problemas con la viabilidad celular, por lo que en este trabajo únicamente con la línea 
celular A549 debido a que se pudieron realizar ensayos sin pérdida de células. Los 
datos se presentan como la media ± D.E., de 2 réplicas biológicas independientes. Se 
empleo el control siSCR para normalizar los niveles de expresión relativa. Se realizarán 
ensayos posteriormente para determinar si MEOX2 y GLI-1 influyen en la resistencia a 
la terapia en la línea celular NCI-H1975.  
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