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GLOSARIO 
 
CPCNP: Cáncer de pulmón de células no pequeñas 
 
RA: Ácido retinoico 
 
ATRA: All-trans ácido retinoico 
 
CIS: Cisplatino 
 
PACLI: Paclitaxel 
 
RAR: Receptor de ácido retinoico  
 
RXR: Receptor X de ácido retinoico 
 
RARa: Receptor alpha de ácido retinoico 
 
RARb: Receptor beta de ácido retinoico 
 
RARg:  Receptor gamma de ácido retinoico 
 
RXRa: Receptor X alpha de ácido retinoico  
 
RXRb: Receptor X beta de ácido retinoico 
 
RXRg:  Receptor X gamma de ácido retinoico 
 
CP: Cáncer de pulmón 
 
CPCP: Cáncer de pulmón de células pequeñas 
 
CDDP: Cis-diaminodicloroplatino (II) 
 
ADNg: Ácido desoxirribonucleico genómico 
 
RE: Retículo endoplásmico 
 
holo-RBP: Proteína plasmática de unión al retinol 
 
TTR: Transtirretina 
 
ILBP: Unión a lípidos intracelulares 
 
CRABP1: Proteína de unión al ácido retinoico celular 1 
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CRABP2: Proteína de unión al ácido retinoico celular 2 
 
N-CoR: Correpresor 1 de receptor nuclear 
 
SMRT: Mediador silenciador para los receptores de ácido retinoico 
 
RARE: Elementos de respuesta a ácido retinoico 
 
mRNA: Ácido ribonucleico mensajero  
 
CBP/p300cAMP: Elementos de respuesta de unión a proteínas 
 
COX 2: Cyclooxygenase-2 
 
PPARγ: Peroxisoma Activados los Receptores 
 
AP-1: Proteína de activación 1 
 
Cdk2: Quinasa dependiente de ciclina 2 
 
TNF: Factor de Necrosis Tumoral 
 
TRAIL: Ligando inductor de apoptosis relacionado con el Factor de Necrosis 
Tumoral 
 
MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio 
 
RT-PCR: Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa 
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RESUMEN: 
 
 
El cáncer de pulmón es uno de los más comunes en el mundo, ocupando el primer 

lugar de incidencia y mortalidad a nivel global. El 80% de los casos se diagnostica 

en etapas avanzadas por lo que la tasa de supervivencia es del 4% a un año y 15% 

a 5 años.  El tratamiento estándar para el cáncer de pulmón de células no pequeñas 

(CPCNP) en etapas avanzadas es la quimioterapia basada en platinos (cisplatino 

+paclitaxel, cisplatino + pemetrexed) solo o en combinación con radioterapia, sin 

embargo, los beneficios clínicos con estos agentes muestran bajas tasas de 

respuesta a un año. Por lo que es evidente que se requiere de una mayor 

investigación para el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento. 

 

Los avances en el entendimiento de la biología del cáncer han llevado al 

descubrimiento de muchos blancos moleculares potenciales como los relacionados 

con la inducción de la apoptosis, la diferenciación o el arresto del ciclo celular. Una 

de las nuevas estrategias de tratamiento, incluyen agentes como el ácido retinoico 

(RA). Los retinoides son derivados de la vitamina A y han sido utilizados en el 

tratamiento de diversos canceres; farmacológicamente, los retinoides son 

importantes moduladores del crecimiento celular, proliferación, procesos 

angiogénicos, regulación de la expresión génica, diferenciación, apoptosis y 

supresión de la carcinogénesis.  

 

Métodos: Se utilizó la línea celular del cáncer de pulmón H1666, la cual fue tratada 

con all-trans ácido retinoico (1 µM), cisplatino (CIS, 35 µM) y paclitaxel (PACLI, 

0.008 µM) en diferentes combinaciones. Se analizó la viabilidad celular mediante el 

ensayo MTT, mientras que el ciclo celular y la apoptosis se determinaron mediante 

citometría de flujo. Se determino la expresión de los receptores de ácido retinoico 

(RAR) y los receptores X de ácido retinoico (RXR) mediante RT-qPCR.  

 

Resultados: El grupo de ATRA y sus combinaciones ATRA-CIS, ATRA-PACLI, CIS-

PACLI y ATRA-CIS-PACLI mostraron la mayor inhibición de la viabilidad a las 72 
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horas. A las 24 horas los grupos PACLI, ATRA-PACLI, CIS-PACLI y ATRA-CIS-

PACLI incrementaron la fase S y G2-M. Este efecto se mantuvo a las 48 horas, 

además se incrementó la fase sub-G0 en los grupos ATRA, CIS y ATRA-CIS. A las 

72 horas se incrementó la fase sub-G0 en los grupos ATRA, CIS, ATRA-CIS y 

ATRA-PACLI. ATRA-CIS-PACLI mantuvieron un incremento en la fase G0-G1 y la 

fase S. 

Se encontró un incremento en la apoptosis a las 24 horas en las combinaciones 

ATRA-CIS, ATRA-PACLI y CIS-PACLI. A las 48 horas todos los grupos 

incrementaron la inducción de apoptosis, además, el grupo PACLI incrementó los 

niveles de células necróticas. A las 72 horas todos los grupos incrementaron la 

cantidad de células necróticas. 

La cuantificación de receptores mostró una regulación de los receptores RARα, β y 

γ en los grupos que recibieron ATRA, ATRA-CIS y ATRA-PACLI. Este efecto se 

mantuvo hasta las 72 horas. Los receptores RXRα, β y γ mostraron un incremento 

en su expresión en todos los grupos a las 24, 48 y 72 horas. 

 

Conclusión: 

Se encontró un efecto sinérgico en la adición de ATRA a CIS o PACLI en líneas 

celulares. ATRA es capaz de regular la expresión de receptores RAR y RXR.  
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ABSTRACT 
 
Lung cancer is the leading cause of cancer-related mortality worldwide, with almost 

1.4 million deaths per year. Lung cancer is diagnosed at an advanced stage in most 

of cases, due to it is associated with high mortality rate. Early detection remains an 

elusive goal, therefore, the survival rate to 5 years remain very low. The standard 

treatment for non-small cell lung cancer in the advanced stages is chemotherapy 

alone or in combination with radiotherapy, however, the clinical benefits with this 

treatment are very poor. For this reason, new strategies of treatment are been 

development. 

 

Advances in the understanding of cancer biology have led to the discovery of several 

molecular targets such as those related to the induction of apoptosis, differentiation 

or the arrest of the cell cycle. One of the new treatment strategies includes agents 

such as retinoic acid (RA). The products derived from vitamin A and have been used 

in the treatment of various cancers; pharmacologically, retinoids are important 

modulators of cell growth, proliferation, angiogenic processes, regulation of gene 

expression, differentiation, apoptosis and suppression of carcinogenesis. 

 

Methods: 
  

We used lung cancer cell line H1666, which was treated with all-trans retinoic acid 

(1 μM), cisplatin (CIS 35 μM) and paclitaxel (PACLI 0.008 μM) in their different 

combinations. The cell viability was analyzed by the MTT assay, while the cell cycle 

and apoptosis were determined by flow cytometry. The expression of the retinoic 

acid receptors (RAR) and the retinoic acid X receptors (RXR) was determined by 

RT-qPCR. 

 

Results:  
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The ATRA group and its combinations ATRA-CIS, ATRA-PACLI, CIS-PACLI and 

ATRA-CIS-PACLI showed the highest inhibition of viability at 72 hours. At 24 hours 

the group groups PACLI, ATRA-PACLI, CIS-PACLI and ATRA-CIS-PACLI increased 

the phase S and G2-M. This effect was maintained at 48 hours, and the sub-G0 

phase was increased in the ATRA, CIS and ATRA-CIS groups. After 72 hours, the 

sub-G0 phase was increased in the ATRA, CIS, ATRA-CIS and ATRA-PACLI 

groups. ATRA-CIS-PACLI maintained an increase in phase G0-G1 and phase S. 

 

An increase in apoptosis was found at 24 hours in the combinations ATRA-CIS, 

ATRA-PACLI and CIS-PACLI. At 48 hours all the groups increased the induction of 

apoptosis. In addition, the PACLI group increased levels of necrotic cells. At 72 hours 

all groups increase the number of necrotic cells. 

 

The quantification of receptors showed a regulation of the RARα, β and γ receptors 

in the groups that received ATRA, ATRA-CIS and ATRA-PACLI. This effect was 

maintained until 72 hours. The RXRα, β and γ receptors showed an increase in their 

expression in all groups at 24, 48 and 72 hours. 

 
 
Conclusion: 
A synergistic effect was found in the addition of ATRA to CIS or PACLI in cell lines. 

ATRA is able to regulate the expression of RAR and RAR receptors. 
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INTRODUCCIÓN: 
 
En Norteamérica, el cáncer de pulmón (CP) es el segundo cáncer más frecuente 

diagnosticado en hombres y mujeres, con más de 1,8 millones de casos estimados 

por año (Ferlay et al. 2018). En México, en 2015 se estimó que 1.69 millones de 

personas fallecieron a causa de CP (INEGI 2018) diagnosticándose 

aproximadamente 8 mil 600 nuevos casos de CP por año (Arrieta et al. 2013).   

 

El CP generalmente es diagnosticado en fase avanzada, lo que conlleva a una tasa 

de mortalidad elevada. A nivel mundial, el CP es la primera causa de muerte con 

más del 27% de todas las muertes por cáncer (Siegel, Miller, and Jemal 2017). En 

México, el Registro Histopatológico de Neoplasias Malignas en 2008 reportó 6,697 

muertes por esta neoplasia siendo la primera causa de muerte por cáncer en 

hombres y la segunda en mujeres (Jimenez-Pérez, Granados-García, and Green-

Schnneweiss 2000)(Arrieta et al. 2013). La detección temprana sigue siendo un 

objetivo difícil de alcanzar, por lo que las tasas de sobrevida a 5 años siguen siendo 

muy bajas (15%) (Jemal et al. 2011). 

 

Según la clasificación de la OMS de 2004, el CP agrupa a todos los tumores 

epiteliales malignos de pulmón excluyendo tumores pleomórficos, sarcomatoides, 

carcinoides y los derivados de la glándula salivar (Travis et al. 2015). Clínicamente 

el CP se divide en dos grandes categorías histológicas: cáncer de pulmón de células 

pequeñas (CPCP) y cáncer de pulmón de células no pequeñas (CPCNP), siendo 

diferentes en cuanto a la patogénesis, diferenciación, biología y tratamiento. El 

CPCP representa aproximadamente el 20% de los cánceres pulmonares, es de 

comportamiento muy agresivo y el 98% de los pacientes que lo presentan cuentan 

con historia de tabaquismo (Sher, Dy, and Adjei 2008). El CPCNP supone el 80-

85% de los CP e incluye fundamentalmente a los siguientes tipos histológicos: 

epidermoide, adenocarcinoma y de células grandes (Landis et al. 1999). El 

tabaquismo es el factor etiológico más común, asociado a esta neoplasia, sin 

embargo, el número de casos de CPCNP diagnosticado en los no fumadores se ha 

incrementado en los últimos años (Wakelee et al. 2007).  
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Esquemas de tratamiento en Cáncer de pulmón 

 

El esquema de tratamiento para el CP está asociado con el estadio de la 

enfermedad.  Los estadios IA, IB, IIA y IIB son susceptibles de tratamiento 

quirúrgico. Mientras que los estadios IIIA (N2T3), IIIB y IV no son quirúrgicos. El 

estadio IIIA (excepto N2T3) puede ser tratado quirúrgicamente en algunos casos 

tras quimioterapia neoadyuvante (Ettinger et al. 2010). El proyecto de estadificación 

de la asociación internacional para el estudio del cáncer de pulmón (IASLC por sus 

siglas en inglés) ha mostrado estadísticas superiores en la supervivencia de los 

pacientes en la etapa temprana, con una mediana de supervivencia global de 95 

meses para estadio IA, 75 meses para etapa IB, 44 meses para IIA, 29 meses para 

IIB y 19 meses para IIIA (Chansky et al. 2009). 

 

Pacientes en estadios IA y IB son considerados a tratamiento quirúrgico, la 

lobectomía o resección mayor es recomendable en lugar de resecciones sub-

lobulares. El uso preoperatorio o post operatorio de quimioterapia o radiación en 

estadio I no es recomendable (Zarogoulidis et al. 2013). Pacientes con estadio II 

son considerados para estrategias multidisciplinarias de tratamiento, la 

administración de radiación post operatoria no es recomendada en pacientes 

sometidos a una resección radical del tumor en estadio II con ganglios linfáticos N1 

metastásico (estadio II, N1). En pacientes con resección radical en estadio II y se 

encuentran en buenas condiciones físicas, se puede ofrecer quimioterapia 

adyuvante basado en platino entre la 4ta y 8va semana posterior a la toracotomía. 

Pacientes en estadio II, no considerados a tratamiento quirúrgico debido a las 

comorbilidades, deben ser considerados para tratamiento bajo quimioterapia y 

radioterapia (Zarogoulidis et al. 2013)(Robinson et al. 2007). Pacientes en estadio 

IIIA1-IIIA2 usualmente son operados por linfadenectomía mediastinal seguido de 

quimioterapia adyuvante basada en platinos (Robinson et al. 2007). Estadio IIB es 

considerado para tratamiento concurrente con quimioterapia y radioterapia. En 

casos seleccionados se podría implementar el uso de cirugía (Zarogoulidis et al. 
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2013)(Robinson et al. 2007). Los pacientes en estadio IIIB y IV reciben agentes 

citotóxicos análogos basados en platinos (cisplatino-carboplatino), ifofosfamida, 

mitomicina C, etopsido, gemcitabina, paclitaxel, docetaxel, vinorelbine, y 

pemetrexed (Le Chevalier et al. 2001)(Kelly et al. 2001)(Schiller et al. 2002). 

 

El tratamiento estándar para el CPCNP en etapas avanzadas IV,  es la quimioterapia 

combinada y/o en combinación con radioterapia, sin embargo, los beneficios 

clínicos con estos agentes muestran tasas de respuesta muy pobre. Por ejemplo; 

en los tratamientos de primera línea que utilizan la combinación de cisplatino o 

carboplatino/ paclitaxel, la sobrevida media es de sólo 7-10 meses, con tasas de 

respuesta del 20 al 30%, y los utilizados como segunda línea de quimioterapia 

como; docetaxel o pemetrexed muestran una tasa de respuesta de 6-9% en CPCNP 

(Molina et al. 2008)(Cullen et al. 1999).  

 

Mecanismo de acción de Cisplatino y Paclitaxel 

 

Cisplatino 

El Cisplatino, también conocido como cis-diaminodicloroplatino (II) (CDDP) es un 

complejo neutro de metal con configuración cis (Dasari and Tchounwou 2014). 

Figura 1. El cisplatino ha mostrado actividad anticancerígena en una variedad de 

tumores sólidos incluyendo CPCNP (Dasari and Tchounwou 2014).  

 

 
 
Figura 1: Estructura química de Cisplatino. Es un compuesto de coordinación de platino, 

concretamente el cis-diamindicloroplatino (II). Su fórmula es [PtCl2(NH3)2]. Después de 

someterse a la hidrólisis, reacciona con el ADN para producir enlaces cruzados inter e 
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intracadenas. Estos enlaces cruzados dan como resultado la apoptosis y la inhibición del 

crecimiento celular. La citotoxicidad del cisplatino se correlaciona con la detención celular 

en la fase G2 del ciclo celular. 

 

 
 

El cisplatino ejerce su efecto citotóxico al unirse al ADN genómico (ADNg). Como 

resultado, los procesos de replicación y transcripción no se llevan a cabo, lo que 

conlleva a la muerte celular (Gonzalez et al. 2001). El cisplatino ingresa a las células 

a través de canales transmembranales, disminuyendo la concentración intracelular 

de cloro por debajo de 20 mM, el fármaco se hidrata formando especies reactivas 

con carga positiva las cuales interaccionan con nucleófilos celulares(Andrews and 

Howell 1990). Los agentes de platino pueden formar cuatro tipos de enlaces en el 

ADN, los mono-aductos (que típicamente se convierten en enlaces cruzados 

intracatenarios), enlaces cruzados entre cadenas, enlaces cruzados intra cadenas 

y enlaces cruzados ADN-proteína (Rose, Kostyanovskaya, and Huang 2014). El 

aducto más común es un enlace cruzado intracadena entre guaninas 

adyacentes(Perez 1998). Sin embargo, el cisplatino también puede unirse al DNA 

mitocondrial, interactuando con fosfolípidos y fosfatidilserina de la membrana, 

desorganizando el citoesqueleto y afectando la polimerización de la actina 

(Jamieson and Lippard 1999). Además, puede formar aductos al reaccionar con 

compuestos que contienen grupos tiol tal como el glutatión. Una vez  formados los 

aductos con el ADN, las moléculas de cisplatino activan la vía de estrés del retículo 

endoplasmático (RE) (también conocida como respuesta de proteína desplegada), 

activando la vía de las caspasas induciendo como consecuencia la apoptosis celular 

(Rose et al. 2014). 

 

Paclitaxel 

El paclitaxel es un compuesto vegetal obtenido a través del extracto de la corteza 

de Taxus brevifolia.  
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Figura 2. Estructura del paclitaxel. El paclitaxel tiene un esqueleto hidrocarbonado 

formado por tres ciclos de 6, 8 y 6 carbonos polisustituido con cuatro metilos y ocho 

funciones oxigenadas (entre ellas, una de b-fenilisoserina que esterifica la posición C-13). 

La molécula posee un total de once estereocentros. 

 

Paclitaxel promueve el ensamblaje de polímeros de microtúbulos compuestos por 

subunidades repetitivas de heterodímeros de tubulina α y β. El paclitaxel reduce la 

concentración crítica de subunidades de tubulina purificadas necesarias para la 

polimerización en microtúbulos y aumenta el porcentaje de subunidades de tubulina 

que se ensamblan intracelularmente (Schiff, Fant, and Horwitz 1979). Paclitaxel 

induce arresto mitótico in vitro e in vivo, mediante la activación del punto de control 

mitótico (también conocido como el punto de control del conjunto de huso mitótico), 

principal mecanismo de control del ciclo celular que actúa durante la mitosis para 

evitar la mala segregación cromosómica. El punto de control mitótico retrasa la 

separación de los cromosomas que entran en la mitosis como pares replicados de 

cromátidas hermanas, hasta que cada pareja ha hecho uniones estables a ambos 

polos del huso mitótico (Kops, Weaver, and Cleveland 2005). Esta disposición 

garantiza que cada célula hija recibirá una copia de cada cromátida. Las cromátidas 

se conectan a los microtúbulos del huso a través de sus cinetocoros (complejos 

proteicos que se ensamblan en las regiones centroméricas del ADN) (Lara-

Gonzalez, Westhorpe, and Taylor 2012). Los cinetocoros no unidos, que no tienen 

uniones estables a los microtúbulos, activan una cascada de transducción de 

señales que retrasa la progresión mitótica al inhibir el ciclosoma-complejo promotor 
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de la anafase (Foley and Kapoor 2013). El tratamiento con paclitaxel arresta a 

células en mitosis debido a la inducción de cinetocoros no unidos (Waters et al. 

1998).  

 

Paclitaxel  induce muerte celular en la interfase, incluso sin haber sido afectada por 

una mitosis previa, ya que puede interferir con la señalización celular, el tráfico y el 

transporte mediado por microtúbulos (Herbst and Khuri 2003)(Komlodi-Pasztor et 

al. 2011). Experimentos in vitro han mostradoque paclitaxel inducen la muerte en 

células interfásicas que no han experimentado previamente mitosis (Janssen et al. 

2013)(Zasadil et al. 2014). En modelos animales, el índice mitótico indicativo de 

arresto celular después del tratamiento con dosis de paclitaxel es bastante bajo, lo 

que sugiere que el microambiente permite que paclitaxel muestre efectos de 

interfase no observados en cultivo (Janssen et al. 2013)(Orth et al. 2011).  

 

Efecto del tratamiento cisplatino-paclitaxel 

 

Los primeros estudios en células de cáncer de pulmón mostraron el efecto citotóxico 

de paclitaxel en un rango de 3 a 50nM y cisplatino en rangos de (150-500 µM) 

(Soriano et al. 1999). Estudios subsecuentes mostraron un efecto aditivo cuando el 

cisplatino y el paclitaxel se daban de forma simultánea (Kano et al. 1996).  

 

En los años 90´s los componentes de platino fueron combinados con agentes 

quimioterapéuticos de tercera generación como vinorelbine y gemcitabina, y los 

taxanos como docetaxel y paclitaxel. Estas combinaciones mostraron altas tasas de 

respuestas y prolongaron la supervivencia libre de progresión y llego a ser el 

tratamiento estándar para pacientes con cáncer de pulmón con buen estado 

funcional (Cheong et al. 2005). 

 

Varios estudios han demostrado que la combinación de cisplatino y taxanos  

(paclitaxel o docetaxel) en comparación con vinorelbine o pemetrexed  extendió la 

media de supervivencia de 8-11 meses y las tasas de supervivencia a un año de 
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38%, además fue mejor tolerado disminuyendo la toxicidad y mejorando la calidad 

de vida (Fossella et al. 2003)(Kelly et al. 2001)(Schiller et al. 2002).  

 

Ácido retinoico  

 

Los retinoides son análogos estructurales y funcionales de la vitamina A. Debido a 

que los organismos no pueden sintetizar la vitamina A, esta es obtenida mediante 

la ingesta de alimentos en forma de retinol, ésteres de retinol o β-caroteno. La 

vitamina A es almacenada como ésteres de retinol en las células estelares 

hepáticas. Posteriormente, el retinol es oxidado por la enzima retinol 

deshidrogenasa para formar retinal, subsecuentemente, el retinal es oxidado de 

manera irreversible para formar all-trans ácido retinoico (ATRA) por la enzima retinal 

deshidrogenasa y posteriormente oxidado por la enzima del citocromo P450 en el 

tejido hepático (Blaner et al. n.d.)(Chelstowska et al. 2016). El retinol tiene seis 

isoformas biológicas activas que incluyen al all-trans, 11-cis, 13-cis, 9,13-di-cis, 9-

cis and 11,13-di-cis, siendo el ATRA la forma fisiológica predominante. Otros 

retinoides endógenos con actividad biológica incluyen a 9-cis AR, 11-cis 

retinaldehído, 3,4-didehidro ácido retinoico (AR) y quizá 14-hidroxi-4, 14-retro 

retinol, 4-oxo AR, y 4-oxo retinol (Chambon 1996)(Kedishvili 2013). Algunos 

retinoides no son funcionales, sino moléculas de almacenamiento inactivas, 

precursores metabólicos o derivados de las formas activas. Figura 3. 
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Figura 3. Síntesis de la vitamina A. El retinol y los retinil ésteres son frecuentemente 

referidos como vitamina A preformada. El retinol puede ser convertido por el cuerpo a 

retinal, que puede a su vez ser oxidado a ácido retinoico, la forma de la vitamina A conocida 

por afectar la transcripción de genes. El retinol, retinal, ácido retinoico, y compuestos 

relacionados son conocidos como retinoides. 

 
 

Una vez sintetizado el ácido retinoico, puede viajar por la sangre unido a través de 

la proteína plasmática de unión al retinol (holo-RBP) asociada con otra proteína 

llamada transtirretina (TTR) hasta las células blanco (Kawaguchi et al. 2007). El 

retinol deja el complejo holo-RBP-TTR y difunde rápidamente a través de las 

membranas (van Bennekum AM et al. 2001). En algunos tejidos, el complejo retinol-

RBP-TTR es reconocido por el receptor de membrana, denominado STRA6, que 

media la captación de retinol en las células (Noy 2016)(Chen et al. 2016). Se ha 
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descrito que STRA6 media el flujo de retinol desde las células y de ese modo actúan 

como un transportador bidireccional, con una concentración de retinol específica, 

determinando la polaridad del transporte (Chen et al. 2016)(Bushue and Wan 2010).  

 

Las concentraciones intracelulares de varios retinoides son controladas, además de 

las proteínas de unión, por la actividad de varias enzimas metabólicas. Su tráfico 

celular es facilitado por la vinculación a miembros de la proteína de unión a lípidos 

intracelulares (ILBP), conocida como proteína de unión al ácido retinoico celular 1 

(CRABP1) y 2 (CRABP2); y la proteína de unión a ácidos grasos 5 (FABP5) 

(Donovan et al. 1995)(Tan et al. 2002). Una vez unido a estas proteínas, AR es 

transportado a diferentes partes de la célula, para realizar sus efectos biológicos o 

ser metabolizado (Budhu and Noy 2002)(Chambon 1996)(Dong et al. 1999)(Fiorella 

and Napoli 1994)(Napoli 1996). Alternativamente, AR puede ser secuestrado en el 

citoplasma cuando se une a sus proteínas de unión, modulando así la 

biodisponibilidad y la toxicidad del AR (Fiorella and Napoli 1994)(Napoli 1996). Un 

componente clave de la acción de la AR es su movilización hacia el núcleo donde 

actúa como un activador de receptores nucleares que a su vez regulan la 

transcripción de genes. 

 

La función intracelular de los retinoides es regulada a través de la activación de dos 

clases de receptores nucleares RARs y rexinoides (RXR) (Gronemeyer, 

Gustafsson, and Laudet 2004). Los receptores RAR y RXR están incluidos dentro 

de la superfamilia de receptores nucleares que actúan como factores de 

transcripción activados por ligandos y que incluyen receptores de esteroide, 

vitamina D y hormona tiroideas (Balmer and Blomhoff 2002). Cada receptor tiene 

tres isoformas (a, b y g) que codifican para los diferentes genes (RARa, RARb 

RARg y RXRa, RXRb, RXRg), los cuales regulan la expresión de genes y otros 

procesos como el crecimiento celular, diferenciación, supervivencia y muerte 

(Altucci et al. 2007). 
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Los heterodímeros RXR/RAR son las unidades funcionales que traducen las 

señales de los retinoides, modulando positiva o negativamente la expresión de 

genes específicos. Los RARs interactúan con diferentes proteínas coactivadoras y 

correpresoras para regular la transcripción. El complejo formado por los 

heterodímeros RAR/RXR actúa como represor transcripcional en ausencia de 

ligando. Bajo estas condiciones los heterodímeros RAR/RXR se unen a complejos 

correpresores que contienen N-CoR o SMRT (N-CoR-2) más proteínas adicionales 

(Perissi et al. 2010). Por otro lado, cuando los heterodímeros se unen a los 

elementos de respuesta a ácido retinoico (RARE) que se encuentran en la región 

promotora de los genes del ácido retinoico, activan la transcripción (Soprano, Qin, 

and Soprano 2004)(Lotan and Clifford 1991). Figura 4 
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Figura 4. Esquema de la vía de señalización de ATRA. Una vez que el ATRA es sintetizado 

es liberado al torrente sanguíneo donde viaja hasta su blanco. El ATRA difunde a través de 

la membrana y se acumula en el citoplasma, donde se une a las proteínas de unión al ácido 

retinoico celular (CRABPs) las cuales la translocan al núcleo. Una vez en el núcleo se une 

a los dímeros de los receptores de RA (RAR) y los receptores de retinoides X (RXR), 

denominados RAR / RXR, los cuales se unen a los elementos de respuesta de RA (RARE) en 

sus genes diana en ausencia de ligando, interactuando con complejos de proteínas (co-

represores) que estabilizan la estructura nucleosomal de la cromatina y evitan el acceso al 

promotor. Tras la unión de RA, un cambio conformacional en la estructura helicoidal del 

dominio de unión a ligando RAR cambia sus propiedades de interacción proteína-proteína, 

liberando a los co-represores y reclutando complejos co-activadores que desestabilizan los 

nucleosomas y / o facilitan el ensamblaje de la transcripción pre complejo de iniciación, que 

contiene ARN polimerasa II (Pol II), proteína de unión a TATA (TBP) y factores asociados 

a TBP (TAF). 

 

 

Receptores de ácido retinoico y cáncer  

 

Los RAR y RXR regulan la expresión de subconjuntos de genes diana implicados 

en la diferenciación celular, la proliferación y la apoptosis. Cambios en la expresión, 

perdida en la expresión de RAR, mutaciones o modificaciones postraduccionales 

han sido considerados como la causa de transformaciones malignas y correlacionan 

con crecimiento tumoral (Duong and Rochette-Egly 2011). 

 

El receptor RARα está asociado con diferenciación de células epiteliales e impulsa 

los cambios estructurales durante la transición de la etapa glandular a la canalicular 

en el pulmón (Lohnes et al. 1995). El RARα pertenece a la superfamilia de los 

receptores de hormonas y actúa como un factor de transcripción regulado por el 

ácido retinoico. En adultos, el RARα se encuentra altamente regulado en piel 

(Watson et al. 2004). El papel oncogénico de RARα se ha descrito en leucemia 

promielocitica aguda, en donde sufre un reordenamiento cromosómico con el gen 
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PLM, donde se sintetizan las proteínas híbridas PML-RARα y su recíproca RARα-

PML. Estas proteínas híbridas tienen una función importante en la patogenia de la 

leucemia aguda promielocítica, debido a que provocan la disrupción de los cuerpos 

nucleares que interfieren con el proceso normal de apoptosis (Grimwade 1999). 

 

Por otro lado, el receptor más estudiado en cuanto a su posible papel en 

oncogénesis pulmonar es RAR β (Renaud et al. 1995). Específicamente el RNA 

mensajero (mRNA) de RARb se encuentra frecuentemente disminuido o silenciado 

en tumores sólidos, incluyendo cáncer de pulmón, carcinoma de células escamosas 

de cabeza-cuello, y en líneas celulares de cáncer de mama, lo cual ha llevado a la 

hipótesis de que RARb actúa como un supresor tumoral (Widschwendter et al. 

2000). 
 

El receptor de ácido retinoico X gamma (RXRg) está estrechamente relacionado con 

los receptores de la hormona tiroidea. Existen dos isoformas principales de RAR 

gamma: RAR gamma 1 se encuentra predominantemente expresado en piel, 

mientras que RAR gamma 2 ha sido encontrado en la embriogénesis temprana y en 

células de carcinoma embrionario (Lehmann, Zhang, and Pfahl 1992).  RAR gamma 

está involucrado de forma redundante en vertebrados en el control pleiotrópico de 

patrones embrionarios y organogénesis, proliferación celular, diferenciación y 

apoptosis, así como control homeostático (Lehmann et al. 1992). 

 

En cáncer de pulmón los receptores que muestran modificaciones en su expresión 

son RARα, RARγ, RXRα y RXRβ, sugiriendo que las alteraciones en la expresión 

de estos receptores podrían jugar un papel importante en la carcinogénesis (Picard 

et al. 1999)(Martinet et al. 2000)(Chen, Goyette, and Lohnes 2004). La 

hipermetilación del gen RXR se ha observado en 31.7 % de pacientes con CPCNP. 

La metilación de RXRγ tiene diferentes efectos en la supervivencia de acuerdo la 

condición de fumador de los pacientes, metilación RXRγ se ha asociado a una peor 

supervivencia en pacientes no fumadores, pero con una tendencia hacia una mejor 

supervivencia en pacientes fumadores (Lee et al. 2010). Sin embargo, la supresión 
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de mRNA de todos los RXR en tumores resecados de cáncer de pulmón está 

asociada con una peor supervivencia global. 

 

 

Tratamiento con ATRA 

 

En la última década los retinoides se han propuesto como agentes 

quimioterapéuticos o quimiopreventivos debido a que regulan una gran cantidad de 

procesos biológicos (Dragnev, Rigas, and Dmitrovsky 2000). Muchas evidencias 

experimentales apoyan el conocimiento de que los RA pueden interferir, en varios 

niveles, con los eventos multifactoriales que intervienen en la oncogénesis de 

tumores sólidos, evitando la progresión de lesiones pre-malignas a malignas o bien, 

una vez establecido el tumor, pueden impedir o demorar su crecimiento. 

 

 

All-trans ácido retinoico (ATRA) y sus análogos han mostrado actividades clínicas 

importantes en la prevención y terapias del cáncer (Ki Hong et al. 1995)(Lotan 

1996). Uno de los mayores efectos biológicos del ATRA es la regulación de la 

diferenciación, inhibición de la proliferación y apoptosis en neoplasias 

hematopoyéticas y neoplasias solidas como cáncer de mama y pulmón. Estas 

funciones se atribuyen a la relación entre los receptores de los retinoides y otras 

vías de diferenciación durante la carcinogénesis. De acuerdo con esto, sustancias 

específicas de unión a RXR inhiben AP-1 (proteína de activación 1), disminuyendo 

la proliferación en epitelio respiratorio normal, por otro lado, RARβ y RXRα 

dependiente de AP-1 interactúan con otros receptores nucleares, como PPARγ, con 

cofactores CBP/p300cAMP (elementos de respuesta de unión a proteínas) 

asegurando la inhibición del ciclo celular mediada por AP-1, y por lo tanto 

favoreciendo la apoptosis o diferenciación. Mecanismos de regulación a la baja de 

RARβ combinados con un incremento de CBP y AP-1 desencadenan progresión 

tumoral y proliferación(Karamouzis, Konstantinopoulos, and Papavassiliou 

2007)(Karamouzis and Papavassiliou 2005). Concurrentemente la incapacidad de 
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RXRα para formar heterodímeros con PPARγ permite una regulación al alta de COX 

2 dependiente de AP1/CBP, resultando en la inhibición de la apoptosis. Además, la 

actividad transcripcional mediada por AP-1 regula otras vías como la formación de 

complejos Jun/Fos que regula genes implicados en el ciclo celular, funciones de 

supervivencia y promotores tumorales (Brabender et al. 2002).  

 

Adicionalmente, los retinoides juegan un papel central en la producción de tumores 

del estroma y por lo tanto en el control de la progresión e invasión del tumor a través 

de su habilidad de regular la expresión de metaloproteinasas de la matriz 

extracelular, del factor transformante β y proteínas reguladoras del ciclo celular, 

como ciclinas dependientes de cinasas I, p16 y p21 (Wang et al. 1999). Los 

retinoides activan la transcripción del ciclo celular inhibiendo p21, a través de la 

interacción directa con el promotor de RAR-RXR (Liu, Iavarone, and Freedman 

1996).   

 

Por otro lado, hay numerosos estudios que muestran que el AR es capaz de inducir 

muerte celular programada como agente único o en combinación con otros agentes 

citotóxicos, en diferentes líneas celulares (Grunt ThW et al. 1998)(Wang et al. 

2000)(Vivat-Hannah et al. 2001). ATRA incrementa los receptores de TNF en la 

superficie celular de varias líneas celulares, principalmente en cáncer de mama y 

pulmón. En líneas celulares de cáncer de mama ATRA y 9-cis AR produce 

reducciones en la ciclina D1 y expresión Cdk2; sugiriendo que la activación de la 

RARα es importante para la inhibición de Bcl-2, survivina, ciclina D1, y Cdk2. El 

ligando RARb tiene el efecto más consistente en la expresión de Bcl-2 y al mismo 

tiempo, también regula a la baja los niveles de la proteína ciclina D1, la cual tiene 

poco efecto en survivina o Cdk2 (Pratt, Niu, and White 2003). El tratamiento con 

ATRA en células de carcinoma de ovario permite el arresto del ciclo celular en 

G1/G0 lo que genera un aumento de los niveles de Rb2/p130, PP2a y p27 (Vuocolo 

et al. 2003). En células epiteliales y bronquiales tratadas con retinoides también ha 

sido vinculado al arresto del ciclo celular en la fase G1, suprimiendo el crecimiento 

y disminuyendo de la expresión de ciclinas (Nabeyrat et al. 2000).  
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La habilidad de ATRA para inducir apoptosis es variable y depende altamente del 

tipo celular. Los retinoides causan apoptosis en células de cáncer de páncreas, 

melanoma, carcinomas cervicales y pulmón entre otros. ATRA induce apoptosis 

post-maduración a través de la inducción de ligandos de muerte y caspasa 8, que 

median la acción de TRAIL a través de los receptores de DR5 (Altucci et al. 2001).  

 

Combinación de quimioterapia con ATRA 

 

El efecto sinérgico de la combinación de agentes citotóxicos como el platino o 

paclitaxel con retinoides ha sido demostrado en algunas líneas celulares de cáncer, 

por ejemplo, la combinación de paclitaxel o cisplatino con ácido retinoico 13-cis tiene 

un potente efecto sinérgico en la inhibición del crecimiento de diferentes líneas 

celulares de cáncer de pulmón (Soriano et al. 1999). El pretratamiento de células de 

adenocarcinoma pancreático con all-trans ácido retinoico o ácido retinoico 9-cis 

incrementa los efectos citotóxicos del cisplatino (Pettersson, Colston, and Dalgleish 

2001), este efecto también se reportó para la combinación de all-trans-ácido 

retinoico y cisplatino en células de adenocarcinoma de ovario, para all-trans ácido 

retinoico y paclitaxel en líneas celulares de cáncer prostático y de carcinoma 

escamoso de cabeza y cuello (Budman, Calabro, and Kreis 2002)(Satake et al. 

2003). Considerando estos antecedentes, nosotros proponemos que la 

combinación de ATRA con quimioterapéuticos de primera línea de tratamiento 

actuará de manera sinérgica en la inducción de apoptosis y arresto del ciclo celular 

en líneas de cáncer de pulmón de células no pequeñas. 

 

Justificación 
 
El ATRA ha mostrado beneficios en la respuesta a tratamiento, incrementando la 

supervivencia en pacientes con cáncer de pulmón con alta expresión del receptor 

de ácido retinoico beta. Por lo que este trabajo evalúo el efecto de la combinación 
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de ATRA más quimioterapia citotóxica basada en cisplatino y paclitaxel sobre líneas 

celulares  de cáncer de pulmón. 
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HIPÓTESIS 
 

La combinación de ATRA con cisplatino y paclitaxel tendrá un efecto sinérgico, 

potenciará la apoptosis y modificará la expresión de receptores RAR y RXR en 

líneas celulares de cáncer de pulmón de células no pequeñas. 
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OBJETIVO GENERAL 
 

Determinar el potencial efecto sinérgico del ATRA y quimioterapia sobre la apoptosis 

y proliferación celular, además de evaluar la expresión de los receptores del ácido 

retinoico (RAR y RXR) en líneas celulares de cáncer de pulmón de células no 

pequeñas. 

 

 
OBJETIVOS PARTICULARES 
 

Determinar la activación de apoptosis en respuesta al tratamiento con ATRA solo o 

combinado con paclitaxel o cisplatino. 

  

Evaluar el efecto del tratamiento con ATRA solo o combinado con 

paclitaxel/cisplatino, sobre la proliferación de células de CPCNP. 

  

Evaluar el efecto del tratamiento con ATRA solo o combinado con 

paclitaxel/cisplatino sobre la expresión los receptores RARα, RARβ y RAR� en 

células de CPCNP  

  

Evaluar el efecto del tratamiento con ATRA solo o combinado con 

paclitaxel/cisplatino sobre la expresión los receptores RXRα, RXRβ y RXRg en 

células de CPCNP 
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MATERIAL Y MÉTODOS  
 

Línea celular   
La línea celular H-1666 de cáncer de pulmón de células no pequeñas fue obtenida 

de la ATCC (CRL-5885). La cual fue cultivada en medio DMEM-F12 (Gibco) 

suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de la solución de 10,000 

U/ml de penicilina/10,000 μg/ml de estreptomicina (Gibco). Las condiciones de 

cultivo fueron a 37°C en atmosfera húmeda y 5% de CO2. 

 

Tratamiento de la línea celular 
Se realizó la determinación de la concentración inhibitoria 50% (IC50) de ATRA, 

cisplatino y paclitaxel. Posteriormente, se realizaron las combinaciones con y sin 

ATRA en presencia o ausencia de paclitaxel o cisplatino a las 24 horas. Una vez 

establecidas las dosis, las combinaciones quedaron de la siguiente manera: ácido 

retinoico all-trans (ATRA) 1 µM (Sigma Aldrich, México), 35 µM cisplatino (CIS) 

(PISA Pharmaceuticals), 0.008 µM paclitaxel (PACLI) (Dabur Pharmaceuticals Ltd) 

y las combinaciones ATRA-CIS, ATRA-PACLI, ATRA-CIS-PACLI y CIS-PACLI 

 

Ensayos de proliferación 
La proliferación celular se determinó mediante el ensayo de bromuro de 3-(4,5- 

dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), el cual es captado por las células y 

reducido por la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial a su forma insoluble 

formazán. Posteriormente el formazán debe ser solubilizado con isopropanol ácido, 

la coloración formada será directamente proporcional a la actividad enzimática. Para 

este ensayo se utilizaron cajas de 96 pozos a una concentración de 50,0000 células 

por pozo las cuales se dejaron en incubación a 37 ºC y 5 % de CO2 durante 12 horas 

para permitir su adherencia. Posteriormente, se adicionó el tratamiento 

quimioterapéutico en presencia o ausencia de ATRA. Una vez tratadas, se 

incubaron a 37 ºC y 5% de CO2 por 24 horas, se descartó el sobrenadante y se 

añadieron 50 μL de MTT (mg/ml) en solución amortiguadora libre de calcio y 

magnesio. Se incubaron por 4 horas más a 37 ºC para permitir la formación de 

cristales de formazán, se eliminó el sobrenadante y se añadieron 100 μL de 
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isopropanol ácido. Se dejaron los cultivos a temperatura ambiente hasta que los 

cristales de formazán fuesen disueltos. Al concluir el tiempo de incubación se 

realizaron las lecturas de densidad óptica (DO) utilizando un filtro de 620 nm como 

referencia en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 570 nm 

(Wickramasinghe 1996). 

 

El porcentaje de Viabilidad se obtuvo de la siguiente forma: 

 

% Viabilidad = DO células tratadas x 100 

   DO células control 

Cada ensayo se realizó por triplicado, con controles negativos (solvente) y células 

no tratadas.  

 
Evaluación del índice de combinación (IC): método de isobol 
Chou y Talalay introdujeron un término científico "Índice de combinación" (IC) que 

se utiliza para determinar efectos sinérgicos o antagónicos (Chou and Talalay 

1984)(Chou 2010). El índice de combinación por el método (CI)-isobol proporciona 

una evaluación cuantitativa del efecto sinérgico entre drogas. Se calcula un IC a 

partir de los datos dosis-efecto de tratamientos farmacológicos únicos y 

combinados. Un valor de IC menos que 1 indica sinergia; CI = 1 indica aditivo efecto; 

y IC> 1 indica antagonismo. La interacción de drogas (sinergismo o antagonismo) 

es más pronunciado más allá de un valor de CI de 1. De acuerdo con el rango de 

CI, el sinergismo podría definirse como leve (IC: 0,85-0,90), moderado (0,7-0,85), 

sinergismo (IC: 0,3-0,7), fuerte (IC: 0,1-0,3), y muy fuerte (IC <0,1)(Chou 

2006)(Chou 2010).  

 

Formalmente, el índice de combinación (IC) de un tratamiento farmacológico 

conjunto se define como CI = D1 / Dx1 + D2 / Dx2. Aquí D1 y D2 son las dosis de 

droga 1 y droga 2, respectivamente, en la combinación; Dx1 y Dx2 cada uno es la 

dosis de un tratamiento con solo el medicamento 1 y el medicamento 2 que daría el 

mismo efecto que el de la combinación, respectivamente. Las dosis Dx1 y Dx2 
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deben ser estimado a partir de los datos dosis-efecto de un solo fármaco. En nuestro 

estudio, la relación dosis-efecto de los tratamientos individuales y combinados se 

midieron como porcentaje de inhibición del crecimiento celular para obtener el índice 

de combinación (IC) para los múltiples fármacos probados, es decir ATRA, CIS y 

PACLI. 

 

Análisis del ciclo celular 
La distribución de la etapa del ciclo celular en las células fue determinada por 

citometría de flujo usando ioduro de propidio (IP). El IP es un fluoróforo con 

capacidad de intercalarse en el ARN y ADN, de manera que la intensidad de 

fluorescencia de las células permeabilizadas previamente y teñidas con IP será 

directamente proporcional a la cantidad de ácidos nucleicos contenidos en ella; si 

adicionalmente, se degrada el ARN mediante una RNAsa, la intensidad de 

fluorescencia detectada en el clitómetro de flujo será directamente proporcional al 

contenido de ADN de esta célula y por ende se puede inferir en que estadio del ciclo 

celular se encuentra.    

 

Después del tratamiento experimental, 1 × 106 de células fueron lavadas con PBS, 

centrifugadas a 300 x g por 5 minutos y decantadas, para posteriormente ser fijadas 

con etanol frío al 70%. Luego, las células se lavaron con PBS, se centrifugaron y se 

resuspendieron en regulador de permeabilización (0,2 M de Na2HPO4, 0,1 M de 

ácido acético ácido) y se incubaron 30 min a temperatura ambiente. Luego, las 

muestras se centrifugaron y se resuspendieron en una solución de RNAsa A (100 

μg / ml) y IP (25 μg / ml). Las células se incubaron en oscuridad durante 30 min a 

temperatura ambiente. Se adquirieron 10,000 eventos por cada una de las muestras 

en el citómetro de flujo FACS Calibur (Becton Dickinson, EE. UU.). El ciclo celular 

fue determinado en la región FL-2A discriminando posibles formaciones de dobletes 

mediante el análisis de región en FL2A versus FL2W. Los datos fueron analizados 

mediante el programa Cell Quest Pro y Flow Jo ver. 7.6.1  
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Evaluación de apoptosis 

Se obtuvieron 2-4 x106 células de cada uno de los grupos. Posterior a la recolección 

de células, se centrifugaron a 300 x g por 5 min, se decantó el sobrenadante y 

realizó un lavado con 2ml de regulador salino de fosfatos (PBS). Se resuspendieron 

las células en 5ul de anexina V FITC y 5 ul de yoduro de propidio en 100 ul de 

regulador de unión. Se agitaron y se dejaron en oscuridad por 15 minutos a 

temperatura ambiente. Se lavaron con PBS y se decantó el sobrenadante. Se 

adicionaron 400ul más de regulador de unión (0.1 M Hepes/NaOH (pH 7.4), 1.4 M 

NaCl, 25 mM CaCl2) a cada tubo. Se adquirieron 10,000 eventos totales por 

citometría de flujo (FACSCalibur, BD Biosciences) y se analizaron los resultados 

utilizando el programa Cell QuestPro y Flow Jo v7.6.1. 

 

Determinación de los receptores RAR y RXR mediante rt-PCR 
Los niveles de RNAm de los receptores de ácido retinoico fueron evaluados por RT-

PCR utilizando oligonucleótidos específicos para amplificar el ADN copia (cDNA) 

proveniente de los RNAm. El RNA se extrajo por el método del trizol. Brevemente, 

los cultivos celulares se lavaron 2 veces con PBS, se adicionaron 3 ml de tripsina 

(Gibco) para despegar la monocapa de células, la suspensión se colectó y se 

agregó 1ml de trizol. Posteriormente, se agregaron 200 µl de cloroformo, la mezcla 

se agitó y se incubó 3 min a temperatura ambiente. Posteriormente, la mezcla se 

centrifugó a 14,000 rpm durante 15 min a 4°C y la fase acuosa se transfirió a un 

tubo de 1.5 ml. El RNA se precipitó con un volumen igual (v/v) de isopropanol y se 

centrifugó durante 20 min a 4°C. Se eliminó el isopropanol y el botón se lavó con 

800 µl de etanol al 75% por agitación en vórtex. El botón se centrifugó a 7,500 rpm 

durante 5 min a 4ºC, se eliminó el etanol y el botón de RNA se resuspendió en 50 

µl de agua con dietilpirocarbonato (DEPC). La calidad del RNA se verificó por 

electroforesis en geles de agarosa al 2%. Para la síntesis del cDNA a partir del RNA 

total se realizó una reacción de transcripción reversa (RT) en una mezcla de 4 µl de 

oligo dT 10 µM y 6 µg del RNA, a 70ºC durante 10 min. Después se adicionó una 

mezcla de 8 µl del amortiguador 5X, 4 µl de dithiothreitol 0.1 M, 4 µl de desoxi-
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ribonucleótidos (dNTP’s) 200 µM, 2 µl de transcriptasa reversa (200U/µl) 

(SuperScript II, Invitrogen) y agua libre de nucleasas para llevar a un volumen de 40 

µl. La mezcla se incubó a 22ºC durante 10 min y posteriormente se incubó a 42ºC 

durante 2 h para llevar a cabo la reacción de RT y a 70°C durante 15 min para 

detener la reacción. El cDNA se utilizó como molde para la amplificación de los 

RNAm por PCR, para esto se utilizó 1 µl del cDNA obtenido por RT de las líneas 

celulares y una mezcla de los siguientes reactivos: 5 µl del amortiguador 10X (Tris-

HCl 200 mM, pH 8.4, KCl 500 mM), 2 µl MgCl2 50 mM, 1 U de Taq DNA polimerasa, 

(Gibco), 4 µl dNTPs 200 µM, 2 µl del oligo 5´ 10 µM, 2 µl del oligo 3´ 10 µM y se 

llevó a un volumen final de 50 µl con agua libre de nucleasas. Las condiciones 

generales de amplificación fueron de: 1 ciclo de 94°C por 5 min, 40 ciclos de 94°C 

por 30 s, 56°C por 45 s y 74°C por 30 s a 2 min y una extensión final de 1 ciclo a 

72°C por 7 min. La amplificación se llevó a cabo en el termociclador Gene Amp PCR 

system 2400 (Perkin-Elmer). Los productos de PCR se detectaron mediante 

electroforesis en geles al 2% de agarosa en TBE.  

 

La PCR cuantitativa de transcripción inversa (RT-qPCR) se realizó utilizando la 

mezcla de reactivos (Applied Biosystems® México), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Se utilizaron Sondas TaqMan® (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EE. 

UU.) acopladas al fluoróforo VIC (verde) o FAM (azul).  Se utilizaron las siguientes 

sondas: RAR α (Hs00940446_m1), RAR β (Hs00977140_m1), RAR γ 

(Hs01559231_gH), RXR α (Hs01067640_m1), RXR β (Hs00232774_m1) y RXR γ 

(Hs02519543_s1). Se utilizó RNAsa P como control endógeno. El análisis fue 

realizado según las instrucciones del fabricante usando el equipo ABI PRISM 7500. 

Se analizó por cuantificación relativa, los datos obtenidos de la Real-time RT-PCR 

se normalizaron con respecto a un gen de referencia, RNAsa P. Para calcular la 

expresión relativa a un gen de referencia se utilizó el método 2-ΔΔCT donde la 

herramienta CT utiliza una fórmula matemática derivada del método de Pfaffl para 

el cálculo de la expresión relativa.  
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Análisis Estadístico 
Para fines descriptivos, las variables continuas se resumieron como medias 

aritméticas, medianas y desviaciones estándar (SD). La distribución de datos 

(paramétrica y no paramétrica) se determinó por la prueba Kolmogorov-Smirnov. 

Las comparaciones inferenciales entre los grupos se analizaron mediante varianza 

de una vía (ANOVA) y la prueba post-hoc (Tukey) o Kruskal-Wallis. Se consideró 

estadísticamente significativa si el valor de p ≤0.05 en una de las pruebas usadas. 

Se utilizó el software SPSS (IBM SPSS, Inc., Chicago, IL, EE. UU. Versión 20) para 

el análisis de datos. 
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RESULTADOS 
Citotoxicidad in vitro 
 
Viabilidad celular evaluada por MTT a las 24, 48 y 72 horas (Figura 1). Los datos 

representan el porcentaje +/- DES ES de tres experimentos independientes por 

triplicado. La gráfica muestra, una disminución significativa de la viabilidad celular a 

las 24 horas en los grupos ATRA-PACLI (66.6 ± 2.6% p=0.005) y CIS-PACLI (64.6 

± 1.5% p=0.005) y ATRA-CIS-PACLI (71.1 ± 1.0% p=0.003) con respecto al grupo 

control (100 ± 0%). A las 48 horas se observó una disminución en el grupo CIS (86.4 

± 10.3%). Sin embargo, los grupos que alcanzaron una diferencia significativa 

fueron: ATRA (58.0 ± 1.8%), PACLI (67.4 ± 0.5%), ATRA-CIS (62.1 ± 2.7%), CIS-

PACLI (62.5 ± 2.5%), (p<0.005, para cada comparación), presentando la 

disminución más significativa los grupos ATRA-PACLI (42.3 ± 4.9%) y ATRA-CIS-

PACLI (42.3 ± 3.0%)  con respecto al grupo control (95.5 ± 6.0%) (p<0.001). A las 

72 horas la viabilidad celular disminuyó en los grupos PACLI (56.3 ± 5.0 %, 

p=0.005), encontrándose el mayor efecto en los grupos ATRA (41.5 ± 5.7%), CIS-

PACLI (41.1 ± 9.6%) ATRA-CIS-PACLI (38.2 ± 3.6%), ATRA-CIS (37.44 ± 3.0 %) y 

ATRA-PACLI (36.6 ± 1.6%) con respecto al grupo control (90.41 ± 1.7%) (p<0.001). 
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Figura 1. Viabilidad celular. Cada valor representa la media, desviación estándar de tres 

experimentos independientes. Se muestran las diferencias de los grupos a las 24 horas ⋆p 

=0.005 y ⋇p= 0.003.  A las 48 horas se encontraron diferencias estadísticas de ⋄p=0.005, 
‡p=0.001. A las 72 horas se muestran las diferencias de:  *p= 0.005, ** p = 0.001. 

 

Evaluación de índice de combinación 
El índice de combinación evaluado por Chou y Talalay mostró un efecto sinérgico a 

las 24 horas en las siguientes combinaciones ATRA-CIS (0.61±0.06), ATRA-PACLI 

(0.40 ± 0.02), y ATRA-CISPACLI (0.56 ± 0.10) y un efecto sinérgico muy fuerte en 

la combinación CIS-PACLI (0.023 ± 0.01). A las 48 horas se encontró un efecto 

antagónico en todas las combinaciones ATRA-CIS (1.47 ± 0.03), ATRA-PACLI (1.28 

± 0.04), CIS-PACLI (1.23 ± 0.09) y ATRA-CIS-PACLI (1.53 ± 0.03). A las 72 horas 

se mantuvo el efecto antagónico en los grupos ATRA-CIS (1.34 ± 0.27), ATRA-

PACLI (1.59 ± 0.16), CIS-PACLI (1.19 ± 0.02) y ATRA-CIS-PACLI (2.14 ± 0.03). 
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Tabla 1. Índice de combinación (IC) los diferentes tratamientos en la línea H1666. Los 

valores del IC se muestran en medias ± desviación estándar (DS) para cada una de las 

siguientes combinaciones: ATRA-CIS (A+C), ATRA-PACLI (A+P), CIS-PACLI (C+P), 

ATRA-CIS-PACLI (A+C+P). 

 

 

Ciclo celular 
 
Se evaluó ciclo celular a diferentes tiempos, a las 24 horas se encontró una 

disminución de la fase G0-G1 en los grupos PACLI (16.43 ± 1.5%, p<0.001), ATRA-

PACLI (18.8 ± 0.36%, p<0.001), CIS-PACLI (23.6 ± 1.49%, p<0.001) y ATRA-CIS-

PACLI (23.6 ± 8.0%, p<0.001) en comparación con los grupos control (68.5 ± 6.3%), 

ATRA (59.1 ± 5.9%), CIS (52.3 ± 12.2%) y ATRA-CIS (62.4 ± 4.2%) (Figura 2A). La 

fase G2-M mostró un incremento en el grupo PACLI (39.4 ± 4.5%) en comparación 

con Control (1.8 ± 1.7%, p<0.001), ATRA (8.8 ± 2.9 %, p<0.001), CIS (8.44 ± 3.0 %, 

p<0.001), ATRA-CIS (5.0 ± 2.8 %, p<0.001), CIS-PACLI (23.4 ± 2.2%, p=0.020) y 

ATRA-CIS-PACLI (13.8 ± 4.0%, p<0.001). Aunque hubo una disminución en el 

grupo ATRA-PACLI (23.9 ± 10.9%, p=0.10) no alcanzó a ser significativo. El 

porcentaje de viabilidad fue mayor en los grupos PACLI (p<0.001), ATRA-PACLI 

(p=0.005) y CIS-PACLI (p=0.006) con respecto a ATRA, CIS (5.0 ± 2.8%) y ATRA-

CIS (Figura 2B). La fase S mostró un incremento en el grupo ATRA-CIS-PACLI 

(54.2 ± 6.0%) en comparación con el grupo control (22.0 ± 8.0%, p=0.002), ATRA 
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(27.9 ± 2.4%, p=0.001), CIS (29.0 ± 11.1%, p=0.012), PACLI (36.2 ± 1.5%, p=0.018), 

ATRA-CIS (23.9 ± 5.2%, p<0.001) (Figura 2C). No se encontraron diferencias en 

sub G0, control (9.1 ± 1.6%), ATRA (4.0 ± 3.2%), CIS (10.1 ± 4.4%), PACLI (7.8 ± 

1.8%), ATRA-CIS (8.5 ± 4.0%), ATRA-PACLI (14.6 ± 9.2%) y CIS-PACLI (9.3 ± 

0.7%) (Figura 2D). 
 

 
 

Figura 2A. Distribución del ciclo celular por citometría de flujo a las 24 horas. *p<0.001 

muestra las diferencias significativas en la fase G0-G1 comparadas contra el Control 
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Figura 2B. Fase G2-M del ciclo celular. Se observan diferencias significativas de:  

*p<0.001, **p=0.020, ‡p<0.001 y +p<0.001, comparadas contra el grupo control. 

  

 
Figura 2C. Fase S a 24 horas.  *p=0.002 comparado con el grupo control. 

 



 
 

42 
 

 
 Figura 2D. Fase sub G0.  No se muestra diferencias entre grupos. 

 

 

A las 48 horas se encontró una disminución del incremento en la fase G0-G1 en los 

grupos tratados con PACLI (37.3 ± 5.3), ATRA-PACLI (39.5 ± 5.1), CIS-PACLI (36.4 

± 4.8) en comparación con el grupo control (57.5± 6.2, p=0.010, 0.036 y 0.006), 

ATRA (59.7 ± 2.8, p<0.001, <0.001 y <0.001), CIS (59.9 ± 2.7 p<0.001, <0.001 y 

<0.001) y ATRA-CIS (57.6 ± 0.66, p<0.001, 0.001 y <0.001) (Figura 3A). En la fase 

G2-M se encontró una disminución en todos los grupos respecto al control. Los 

grupos que mostraron una mayor disminución fueron ATRA (0.3 ± 0.1, p=0.049), 

CIS (0.3 ± 0.1, p=0.031) y ATRA-CIS (0.15 ± 0.01 p=0.010) respecto al grupo 

control. Mientras que PACLI (3.9 ± 1.6, p=0.005), ATRA-PACLI (3.22 ± 2.88, 

p=0.002) CIS-PACLI (4.8 ± 1.2, p=0.048) y ATRA-CIS-PACLI (3.7 ± 1.6, p=0.05). El 

grupo CIS-PACLI (4.8 ± 1.2) mostró un incremento en esta fase en comparación 

con ATRA (p=0.019), CIS (p=0.012), y ATRA-CIS (p=0.004) (Figura 3B). Por otro 

lado, la fase S mostró un incremento en los grupos que recibieron paclitaxel. El 

grupo que mostró el mayor incremento fue PACLI (49.0 ± 12.3), seguido de CIS-

PACLI (47.9 ± 5.6) y ATRA-PACLI (45.0 ± 4.8) en comparación con los grupos ATRA 
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(11.6 ± 4.0, p<0.001 en todas las comparaciones), CIS (9.6 ± 2.8, p<0.001 en todas 

las comparaciones) y ATRA-CIS (6.8 ± 1.0, p<0.001 respectivamente). El grupo 

ATRA-CIS-PACLI (36.3 ± 3.5) mostró diferencias con respecto a los grupos ATRA 

(p=0.002), CIS (p=0.001) y ATRA-CIS (p<0.001) (Figura 3C) La fase Sub G0 

incrementó en los grupos ATRA (27.7 ± 5.6, p=0.002), CIS (29.7 ± 0.7, p=0.001) y 

ATRA-CIS (35.3 ± 1.3, p<0.001) comparado con los grupos control (3 ± 1.9). Los 

grupos ATRA, CIS, y ATRA-CIS mostraron un incremento respecto a los grupos 

PACLI (9.9 ± 8.5, p=0.05, p=0.04, p=0.05), ATRA-PACLI (12.4 ± 0.26, p=0.015, 

p=0.010, p=0.002), CIS-PACLI (11.5 ± 1.5, p=0.010, p=0.010, p=0.012, p=0.004) y 

ATRA-CIS-PACLI (19.1 ± 2.1, p=0.05, p=0.048, p=0.05) (Figura 3D). 
  

 
Figura 3A. Distribución del ciclo celular por citometría de flujo a las 48 horas. La fase G0-
G1 fue significativo *p=0.010, ‡p=0.036, **p=0.006 comparado con el grupo control y 
+p<0.001 comparado con el grupo ATRA, ⋄p<0.001  CIS y ⦁⦁p<0.001 ATRA-CIS. 
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Figura 3B. Fase G2-M a las 48 horas.  Se muestran diferencias significativas cuando se 

comparó *p<0.001 en ATRA, CIS y ATRA-CIS comparados con el control. También se 

encontraron diferencias entre ‡p= 0.049 ATRA, **p=0.010 ATRA-PACLI y +p CIS-PACLI 

comparados con el control. 
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Figura 3C Fase S a las 48 horas. Se encontraron diferencias entre *p=0.001 ATRA, CIS ‡ 

p<0.001, ATRA-CIS **p<0.001 comparado con PACLI. Se encontraron diferencias entre 
⋄p<0.001 ATRA comparado con ATRA, CIS y ATRA-CIS. 

 

 
Figura 3D Fase Sub G0 a las 48 horas. Se muestran diferencias entre *p=0.002 ATRA, * 

p=0.001 CIS, *p<0.001 vs control. Se muestran diferencias entre ATRA comparado con 

PACLI *p=0.05, ATRA-PACLI *p= 0.015, CIS-PACLI *p= 0.010, y ATRA-CIS-PACLI p= 

0.05. Se muestran diferencias entre CIS comparado con PACLI ‡p= 0.04, ATRA-PACLI ‡p= 

0.010, CIS-PACLI ‡p= 0.010, y ATRA-CIS-PACLI ‡p= 0.048. Se muestran diferencias entre 

ATRA-CIS comparado con PACLI **p= 0.05, ATRA-PACLI **p= 0.002, CIS-PACLI **p= 

0.012, y ATRA-CIS-PACLI **p= 0.05. 

 
A las 72 horas se encontraron diferencias en la fase G0-G1 en el grupo ATRA-CIS-

PACLI (30.3 ± 4.9) con respecto al grupo control (51.8 ± 2.8 p=0.001). Los demás 

grupos no mostraron cambios ATRA (56.7 ± 1.9), CIS (54 ± 3.4), PACLI (40.5 ± 5.1), 

ATRA-CIS (55.1 ± 5.3), ATRA-PACLI (38.3 ± 5.3), CIS-PACLI (37.3 ± 1.0) (Figura 

4A). La fase G2-M mostró cambios significativos entre ATRA (0.85 ± 0.2), CIS (0.65 

± 0.41) y ATRA-CIS (0.15 ± 0.01) cuando se comparó con el grupo control (3.2 ± 

0.1, p<0.001). PACLI (3.7 ± 1.7), ATRA-PACLI (3.0 ± 0.08), CIS-PACLI (4.1 ± 0.68) 
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y ATRA-CIS-PACLI (1.0 ± 1.0) no mostraron diferencias significativas (Figura 4B). 
Se encontró un incremento en la fase S principalmente en el grupo ATRA-CIS-

PACLI (51.7 ± 3.7) y CIS-PACLI (44.1 ± 3.65) en comparación con los grupos ATRA 

(6.5 ± 0.9, p=0.021), CIS (5.5 ± 1.0, p=0.018) y ATRA-CIS (5.29 ± 1.7, p=0.017). Se 

encontró una disminución en los grupos ATRA (6.5 ± 0.9), CIS (5.5 ± 1.0) y ATRA-

CIS (5.29 ± 1.7) comparado con el grupo control (30 ± 5.9, p<0.001 para todas las 

comparaciones). No se encontraron diferencias en otros grupos (Figura 4C). En la 

fase Sub G0 se encontró un incremento en el grupo de CIS (40.1 ± 4.5) comparado 

con CIS-PACLI (13.7 ± 3.9, p=0.032) y ATRA-CIS-PACLI (14.1 ± 3.0, p=0.035). No 

se encontraron diferencias en otros grupos (Figura 4D). 

 
Figura 4A Distribución del ciclo celular por citometría de flujo a las 72 horas. La fase G0-

G1 fue significativo, *p=0.001, cuando se comparó con el control.  
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Figura 4B Fase G2-M a las 72 horas. Se encontraron diferencias entre ATRA, CIS ATRA-

CIS y ATRA-CIS-PACLI cuando se comparó con el control (*p<0.001). 

 
Figura 4C Fase S a las 72 horas. Se muestran las diferencias *p<0.001, entre el grupo 

ATRA-CIS-PACLI vs ATRA, CIS y ATRA-CIS. 
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Figura 4D Fase Sub G0 a las 72 horas. Se muestran las diferencias entre los grupos 
*p=0.032 CIS-PACLI y **p=0.035 ATRA-CIS-PACLI vs CIS. 
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Apoptosis 
 
Se evalúo apoptosis a las 24, 48 y 72 horas mediante citometría de flujo (Figura 5, 

6 y 7, respectivamente). A las 24 horas se encontró disminución en la viabilidad 

celular de los grupos ATRA-PACLI (57.5 ± 6.5, p=0.005) y CIS-PACLI (47.8± 8.3, 

p=0.001) comparado con los grupos control (77 ± 9.8). No se encontraron cambios 

en los grupos ATRA (75.3 ± 10.4), CIS (74.6 ± 13.4), PACLI (82 ± 2.6) y ATRA-CIS 

(60.3 ± 11.0) (Figura 5A). Se encontró un incremento en la apoptosis en el grupo 

CIS-PACLI (44.8 ± 1.13), ATRA-PACLI (38.4 ± 6.7) y ATRA-CIS (36.0 ± 1.1) 

comparado el grupo PACLI (11.4 ± 1.9, p=0.003, p=0.001 y p<0.001). Los grupos 

control (16 ± 9.5), ATRA (18.7 ± 8.2), CIS (19.4 ± 13.8) y ATRA-CIS-PACLI (19.4 ± 

7.4) no mostraron diferencias (Figura 5B). La evaluación de necrosis mostró una 

disminución en los grupos ATRA-CIS (3.5 ± 1.9) y ATRA-PACLI (4.0 ± 0.4) sin llegar 

a ser estadísticamente significativo. Por otro lado, se encontró un incremento en el 

grupo de ATRA-CIS-PACLI (9.0 ± 4.8) control (6.8 ± 1.3), ATRA (5.9 ± 2.0), CIS (5.9 

± 2.1), PACLI (6.3 ± 0.7) y CIS-PACLI (7.4 ± .65) sin llegar a ser estadísticamente 

significativo (Figura 5C). 
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Figura 5A. Evaluación de apoptosis a las 24 horas. Diferencia en la viabilidad entre los 

grupos *p=0.005 ATRA-PACLI y **p=0.001 CIS-PACLI vs control.  

 
Figura 5B. Evaluación de células en apoptosis. La apoptosis mostró diferencias entre los 

grupos *p=0.003 ATRA-CIS, **p=0.001 ATRA-PACLI y ‡p<0.001 CIS PACLI comparado 

con el control.  

 
Figura 5C. Evaluación células necróticas a las 24 horas. No se encontraron diferencias en 

las células necróticas. 
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A las 48 horas se encontró una disminución en las células vivas en los grupo ATRA 

(12.7 ± 6.9, p=0.015), CIS (12.0 ± 0.5, p=0.004), PACLI (14.8 ± 1.7, p=0.006), ATRA-

CIS (5.12 ± 1.8 p=0.007), ATRA-PACLI (2.7  ± 1.6, p=0.005), CIS-PACLI (13.9  ± 

2.4, p= 0.004) y ATRA-CIS-PACLI (12.9 ± 1.8, p= 0.005) con respecto al grupo 

control (66.5 ± 8.1) (Figura 6A). Se encontró un incremento en la apoptosis en los 

grupos ATRA (65.9 ± 12.0), CIS (77.6 ± 1.8), ATRA-CIS (90.4 ± 1.99), ATRA-PACLI 

(92.6 ± 3.11), CIS-PACLI (68.5 ± 5.3) y ATRA-CIS-PACLI (67.5 ± 5.8) comparados 

con el grupo control (20.8± 3.3, p<0.001 para todos las comparaciones). Se mostró 

un incremento del grupo PACLI (55.7 ± 9.1) sin llegar a ser significativo (Figura 6 

B). La necrosis se vio incrementada en el grupo PACLI (29.4 ± 7.4) comparado con 

CIS (10.30 ± 1.21, p<0.001), ATRA-CIS (4.5 ± 1.6, p<0.001) y ATRA-PACLI (4.7 ± 

3.2 p<0.001). No se encontraron diferencias en los demás grupos control (12.6 ± 

3.92), ATRA (21.3 ± 8.5), CIS (10.3 ± 1.2. p=0.1), CIS-PACLI (17.5 ± 3.0 p=0.10), 

ATRA-PACLI (4.72 ± 2.5, p=0.21) y ATRA-CIS-PACLI (19.5 ± 4.1) (Figura 6C). 

 
 

Figura 6A. Evaluación de apoptosis a las 48 horas. Diferencia en la viabilidad en todos los 

grupos con respecto al grupo control *p<0.001. 
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Figura 6B. Evaluación de apoptosis a las 48 horas. Se muestra las diferencias en viabilidad 

respecto al grupo control *p<0.001. 

 

 
 

Figura 6C. Evaluación de apoptosis a las 48 horas. Se muestra las diferencias en necrosis 

del grupo PACLI respecto a CIS, ATRA-CIS y ATRA-PACLI (*p<0.001 para todas las 

comparaciones). 
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A las 72 horas se encontró una disminución en las células vivas en todos los grupos 

ATRA (26.2 ± 10.9), CIS (19.9 ± 5.1), PACLI (21.6 ± 11.1), ATRA-CIS (25.7 ± 14.6), 

ATRA-PACLI (22.7 ± 3.9), CIS-PACLI (19.1 ± 6.2) y ATRA-CIS-PACLI (21.0 ± 6.9), 

comparados contra el grupo control (66.3 ± 9.3 p<0.001 para todas las 

comparaciones) (Figura 7A). La apoptosis mostró un incremento en los grupos 

ATRA (47.4 ± 4.0), CIS (48.5 ± 1.3), ATRA-CIS (52.5 ± 8.4,) ATRA-PACLI (41.2 ± 

4.7), CIS-PACLI (46.8 ± 7.0) y ATRA-CIS-PACLI (49.0 ± 12.3), comparado con el 

grupo control (21.9 ± 5.6, p<0.001 para todos los grupos). El grupo de PACLI (34.6 

± 8.6, p=0.78), mostró un incremento sin llegar a ser significativo (Figura 7B). La 

necrosis mostró un incremento en los grupos PACLI (43.7 ± 7.8, p<0.001), ATRA-

PACLI (36 ± 3.2, p=0.001) y CIS-PACLI (33.9 ±1.1, p=0.001) comparado con el 

grupo control (11.7 ± 3.9). Los grupos ATRA (26.3 ± 9.1), CIS (31.5 ± 5.5) y ATRA-

CIS-PACLI (29.6 ± 5.6) mostraron un incremento, sin llegar a ser estadísticamente 

significativo (Figura 7C). 
 

 
Figura 7A. Evaluación de apoptosis a las 72horas. Diferencia en la viabilidad entre los 

grupos ATRA, CIS, PACLI, ATRA-CIS, ATRA-PACLI, CIS-PACLI y ATRA-CIS-PACLI con 

respecto al grupo control (*p<0.001 para todos los grupos).  
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Figura 7B. Evaluación de apoptosis a las 72horas. Diferencias de apoptosis entre ATRA, 

CIS, PACLI, ATRA-CIS, ATRA-PACLI, CIS-PACLI y ATRA-CIS-PACLI vs control 

(*p<0.001 para todos los grupos).  

 
 

Figura 7C. Evaluación de apoptosis a las 72horas. Se encontró incremento en la necrosis 

de los grupos PACLI *p=0.001, ATRA-PACLI **p<0.001 y CIS-PACLI ‡ p=0.011 vs control.  
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Expresión de mRNA para los receptores de ácido retinoico 
 
Se analizó la expresión de los receptores RAR α, β y γ y RXR α, β y γ a diferentes 

tiempos. Se encontró un incremento en la expresión del mRNA a las 24 horas del 

receptor RAR α de los grupos ATRA-CIS (1.99 ± 0.31), ATRA-PACLI (1.99 ± 0.25) 

y ATRA-CIS-PACLI (1.99 ± 0.41) comparados con el control (1.00, p<0.001) (Figura 
8A). A las 48 horas se incrementó la expresión del mRNA de este receptor en los 

grupos ATRA (1.99 ± 0.41), ATRA-CIS (1.99 ± 0.27), ATRA-PACLI (1.52 ± 0.21) y 

ATRA-CIS-PACLI (1.89 ± 0.27) con respecto al grupo control (1.00, p=0.001) 

(Figura 8 B). A las 72 horas se mantuvo el incremento en la expresión del mRNA 

del receptor RAR α en los grupos ATRA (2 ± 0.19), ATRA-CIS (1.99 ±0.19), ATRA-

PACLI (1.99 ± 0.05) y ATRA-CIS-PACLI (1.99 ± 0.47) (p<0.001 para todas las 

combinaciones) (Figura 8 C). 

 

 
Figura 8A. Cuantificación de RARα a las 24 horas. Diferencias en expresión de los 

receptores en ATRA-CIS *p<0.001, ATRA-PACLI **p<0.001 y ATRA-CIS-PACLI ‡p<0.001 

respecto al grupo control 
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Figura 8B. Cuantificación de RARα a las 48 horas. Diferencias en la expresión de RAR α 

en ATRA *p<0.001, ATRA-CIS **p<0.001, ATRA-PACLI ‡p<0.001 y ATRA-CIS-PACLI 
⋄p<0.001 cuando se comparó con el grupo control. 

 
Figura 8C. Cuantificación de RARα a las 72 horas. Diferencias en la expresión de RARα 

en ATRA *p<0.001, ATRA-CIS **p<0.001, ATRA-PACLI ‡p<0.001 y ATRA-CIS-PACLI 
⋄p<0.001, cuando se comparó con el grupo control. 
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Respecto al mRNA del receptor RAR β, este incrementó su expresión en los grupos 

ATRA-CIS (1.73 ± 0.13), cuando se comparó con el grupo control (1.00, p=0.012) a 

las 24 horas (Figura 9 A). A las 48 horas se incrementó la expresión en el grupo de 

ATRA (1.75 ± 0.23), ATRA-CIS (1.99 ± 0.08), CIS-PACLI (1.99 ± 0.26) y ATRA-CIS-

PACLI (1.99 ± 0.05) con respecto al grupo control (1.00, p=0.026 con el grupo de 

ATRA-PACLI y p=0.001 para los demás grupos) (Figura 9B). A las 72 horas se 

mantuvo el incremento del receptor RAR β en los grupos ATRA (1.65 ± 0.09), ATRA-

CIS (1.99 ± 0.09), ATRA-PACLI (1.99 ± 0.09) y ATRA-CIS-PACLI (1.99 ± 0.04) con 

respecto al grupo control (1.0, p=0.024 para ATRA y p=0.001 para las demás 

comparaciones), los grupos CIS (0.80 ± 0.06), PACLI (1.0 ± 0.08) y ATRA-PACLI 

(0.80 ± 0.09) no mostraron cambios (Figura 9C). 

 

 
Figura 9A. Cuantificación de RARβ a las 24 horas. La expresión de los receptores 

incrementó principalmente en los grupos tratados con ATRA. 
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Figura 9B. Cuantificación de RARβ a las 48 horas. Diferencias en la expresión de RARα 

en ATRA *p<0.001, ATRA-CIS **p<0.001, ATRA-PACLI ‡p<0.001 y ATRA-CIS-PACLI 
⋄p<0.001, cuando se comparó con el grupo control. 

 
Figura 9C. Cuantificación de RARβ a las 72 horas.  Diferencias en la expresión de RARα 

en ATRA *p<0.001, ATRA-CIS **p<0.001, ATRA-PACLI ‡p<0.001 y ATRA-CIS-PACLI 
⋄p<0.001, cuando se comparó con el grupo control. 
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Con respecto a la expresión del receptor RARγ se encontró un incremento a las 24 

horas en todos los grupos ATRA-CIS (2 ± 0.37) y ATRA-CIS-PACLI (2 ± 0.24) con 

respecto al grupo control (1.0, p<0.001). Se encontró una disminución en la 

expresión de los grupos ATRA (0.58 ± 0.05), CIS (0.69 ± 0.07), PACLI (0.63 ± 0.1) 

sin llegar a ser significativo. (Figura 10A). La evaluación a las 48 horas mostró un 

incremento en los grupos ATRA (1.99 ± 0.11), CIS (1.99 ± 0.12), PACLI (1.99 ± 0.4), 

ATRA-CIS (1.99 ± 0.05), ATRA-PACLI (1.99 ± 0.23), CIS-PACLI (1.99 ± 0.05) y 

ATRA-CIS-PACLI (1.99 ± 0.4) con respecto al grupo control (1.0, p<0.001) (Figura 
10B). A las 72 horas se mantuvo el incremento en todos los grupos que recibieron 

tratamiento ATRA (1.99 ± 0.04), CIS (2± 0.07), PACLI (1.97 ± 0.11), ATRA-CIS (1.99 

± 0.21), ATRA-PACLI (1.99 ± 0.38), CIS-PACLI (1.99 ± 0.06) y ATRA-CIS-PACLI 

(1.99 ± 0.45) con respecto al grupo control (1.0, p<0.001) (Figura 10C). 
 

 
Figura 10A. Cuantificación de RAR γ a las 24 horas. La expresión del receptor incrementó 

en los grupos ATRA-CIS *p<0.001 y ATRA-CIS-PACLI **p<0.001 respecto al grupo 

control. 
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Figura 10B. Cuantificación de RAR γ a las 48 horas La expresión del receptor se 

incrementó en todos los grupos respecto al grupo control*p<0.001. 

 

 
 Figura 10C. Cuantificación de RAR γ a las 72 horas La expresión del receptor se 

incrementó en todos los grupos respecto al grupo control*p<0.001. 
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La evaluación del mRNA de RXR α a las 24 horas mostró un incremento en los 

grupos ATRA (1.88 ± 0.09, p=0.001), CIS (2.0 ± 0.07, p<0.001), PACLI (1.70 ± 0.18, 

p=0.003), ATRA-CIS (1.69 ± 0.17, p=0.018), ATRA-PACLI (1.69 ± 0.14, p=0.018), 

CIS-PACLI (1.81 ± 0.17, p=0.001) y ATRA-CIS-PACLI (1.89 ± 0.23, p=0.001) con 

respecto al grupo control (1.0) (Figura 11A). A las 48 horas se mantuvo el 

incremento de la expresión en los grupos ATRA (1.91 ± 0.11, p=0.001), CIS (2.0 ± 

0.10, p<0.001), PACLI (1.70 ± 0.05, p=0.008), ATRA-CIS (1.65 ± 0.1, p=0.012), 

ATRA-PACLI (1.69 ± 0.18, p=0.019), CIS-PACLI (1.47 ± 0.30, p=0.021) y ATRA-

CIS-PACLI (1.89 ± 0.33, p=0.001) con respecto al control (1.0) (Figura 11B). El 

análisis a las 72 horas mantuvo el incremento en la expresión del receptor en los 

grupos ATRA (1.74 ± 0.10), CIS (1.99 ± 0.2, ), PACLI (1.99 ± 0.09), ATRA-CIS (1.99 

± 0.06), ATRA-PACLI (1.99 ± 0.09), CIS-PACLI (1.99 ± 0.13) y ATRA-CIS-PACLI 

(1.99 ± 0.10) con respecto al grupo control (1.0, p=0.008 cuando se comparó con 

ATRA y p<0.001 con respecto a los demás grupos) (Figura 11C). 
 

 
Figura 11A. Cuantificación de RXR γ a las 24 horas.  La expresión de los receptores 

incrementó en los grupos ATRA, CIS-PACLI, y ATRA-CIS-PACLI **p=0.001; CIS 
+p<0.001; PACLI ‡p=0.003; ATRA-CIS y ATRA-PACLI *p=0.008 comparado contra el 

control. 
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Figura 11B. Cuantificación de RXR γ a las 48 horas. La expresión de los receptores 
incrementó en los grupos ATRA y ATRA-CIS-PACLI **p=0.001; CIS +p<0.001; PACLI 
‡p=0.008; ATRA-CIS *p=0.008; CIS-PACLI ••p= 0.021 y ATRA-PACLI ⋄ p=0.019 
comparado contra el grupo control. 
 

 
Figura 11C. Cuantificación de RXR γ a las 48 horas.  La expresión de los receptores 

incrementó en los grupos ATRA **p=0.008, CIS; PACLI; ATRA-CIS; CIS-PACLI; ATRA-

PACLI y ATRA-CIS-PACLI; * p<0.001 comparado contra el grupo control. 
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A las 24 horas, el mRNA del receptor RXR β mostró cambios en la expresión de los 

grupos PACLI (1.99 ± 0.06, p=0.001), ATRA-PACLI (1.99 ± 0.22, p=0.008), CIS-

PACLI (1.99 ± 0.36, p=0.019) y ATRA-CIS-PACLI (1.99 ± 0.40, p=0.019) con 

respecto al grupo control (1.0) (Figura 12A). A las 48 horas se encontró un 

incremento de ATRA (1.73 ± 0.05, p=0.012), CIS (1.99 ± 0.31, p<0.001), ATRA-CIS 

(1.89 ± 0.08, p=0.006), ATRA-PACLI (1.60 ± 0.27, p=0.027) y ATRA-CIS-PACLI 

(1.99 ± 0.07, p<0.001) respecto al grupo control (1.0) (Figura 12B). A las 72 horas 

todos los grupos mostraron un incremento, ATRA (1.99 ± 0.23), CIS (1.99 ± 0.07), 

PACLI (1.99 ± 0.45), ATRA-CIS (1.99 ± 0.06), ATRA-PACLI (1.69 ± 0.18), CIS-

PACLI (1.99 ± 0.06) y ATRA-CIS-PACLI (2.0 ± 0.32) con respecto al grupo control 

(1.0, p=0.005 cuando se comparó con ATRA-PACLI y p<0.001 cuando se comparó 

con los demás grupos) (Figura 12C). 

 
Figura 12A. Cuantificación de RXR β a las 24 horas. La expresión de los receptores 

incrementó en los grupos PACLI *p=0.001; ATRA-PACLI **p=0.008 CIS-PACLI Y ATRA-

CIS-PACLI ‡p=0.019 comparado contra el grupo control. 
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Figura 12B. Cuantificación de RXR β a las 48 horas.  La expresión de los receptores 

incrementó en los grupos ATRA *p=0.0012; CIS y ATRA-CIS-PACLI **p<0.001; ATRA-CIS 
‡p=0.006; y ATRA-PACLI ••p= 0.021 comparado contra el grupo control.  

Figura 12C. Cuantificación de RXR β a las 72 horas La expresión de los receptores 

incrementó en los grupos ATRA, CIS, PACLI, ATRA-CIS, CIS-PACLI y ATRA-CIS-PACLI 

*p<0.001 y ATRA-PACLI **p=0.005 comparados contra el grupo control. 
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El mRNA del receptor RXR γ incrementó su expresión desde las 24 horas en los 

grupos ATRA (2.0 ± 0.12, p<0.001), CIS (2.0 ± 0.05, p<0.001), p<0.001, PACLI (2.0 

± 0.15, p<0.001), ATRA-CIS (1.73 ± 0.13, p=0.004), ATRA-PACLI (2.0 ± 0.09, 

p<0.001), CIS-PACLI (2.0 ± 0.09, p<0.001) y ATRA-CIS-PACLI (1.75 ± 0.32, 

p=0.004) con respecto al grupo control (1.0) (Figura 13A). A las 48 horas se 

mantuvo alta la expresión del receptor en los grupos ATRA (1.80 ± 0.12, p=0.008), 

CIS (1.74 ± 0.13, p=0.012), PACLI (2 ± 0.20, p<0.001), ATRA-CIS (1.90 ± 0.06, 

p=0.001) CIS-PACLI (1.80 ± 0.26, p=0.027) y ATRA-CIS-PACLI (1.66 ± 0.54, 

p=0.044) (Figura 13B). A las 72 horas se mantuvo el incremento en la expresión de 

los grupos ATRA (1.99  ± 0.09, p<0.001), CIS (1.78 ± 0.06, p=0.026), PACLI (1.68 

± 0.20, p=0.021), ATRA-CIS (1.90 ± 0.06, p=0.001) y ATRA-PACLI (1.78 ± 0.09, 

p=0.029) con respecto al grupo control (Figura 13C). 
  

 
Figura 13A. Cuantificación de RXR γ a las 24 horas. La expresión de los receptores 

incrementó en los grupos ATRA, CIS, PACLI, ATRA-PACLI, CIS-PACLI *p<0.001; ATRA-

CIS y ATRA-CIS-PCLI **p=0.004 comparado contra el grupo control. 
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Figura 13B. Cuantificación de RXR γ a las 48 horas. La expresión de los receptores 

incrementó en los grupos ATRA *p=0.008, CIS **p=0.012, PACLI ⋄p<0.001, ATRA-CIS 
‡p=0.001 CIS-PACLI +p<0.001 y ATRA-CIS-PCLI ••p= 0.044 comparado contra el grupo 

control. 

 
Figura 13C Cuantificación de RXR γ a las 72 horas. La expresión de los receptores 

incrementó en los grupos ATRA *p=0.008, CIS **p=0.026, PACLI ••p=0.021, ATRA-CIS 
‡p=0.001 CIS-PACLI +p=0.029 comparado contra el grupo control. 
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DISCUSIÓN 
 
Los retinoides y sus análogos naturales o sintéticos juegan un papel importante en 

el mantenimiento de los tejidos epiteliales como la piel, las membranas mucosas y 

el tejido pulmonar (Chambon 1996). Son prometedores agentes antineoplásicos con 

efectos terapéuticos y quimiopreventivos como la regulación del crecimiento celular, 

la diferenciación y la inducción de apoptosis (Bushue and Wan 2010). En este 

estudio encontramos que la combinación de ATRA con PACLI y CIS inhiben el 

crecimiento celular en las células H1666, mostrando una mejor actividad antitumoral 

en comparación con el tratamiento de quimioterapia (QT). Las combinaciones 

ATRA-CIS, ATRA-PACLI, CIS-PACLI y ATRA-CIS-PACLI también exhibieron 

efectos sinérgicos a las 24 horas. Múltiples estudios han demostrado efectos 

sinérgicos y anti proliferativos de la combinación ATRA-PACLI en diferentes tipos 

de cáncer, tales como gliomas, cáncer de pulmón, mama y células de carcinoma de 

colon, así como en xeno-injertos de glioma en ratones (Karmakar et al. 

2007)(Karmakar, Banik, and Ray 2008)(Applegate and Lane 2015). La combinación 

ATRA-CIS ha mostrado efectos aditivos en ensayos experimentales incluidos 

cáncer de ovario, cabeza y cuello, carcinoma de células escamosas, cervical y 

humano y carcinoma de células escamosas (Aebi et al. 1997)(Masuda et al. 2002). 

Estos efectos pueden derivarse del mecanismo de acción de cada compuesto. 

ATRA se une a los RAR y modula la transcripción de genes diana a través de 

elementos de respuesta al ácido retinoico (RARE) (So and Crowe 2000). CIS induce 

apoptosis por disminución de Bcl-2 y el incremento de BAX. ATRA es capaz de 

reducir las relaciones Bcl-2/BAX después de una exposición prolongada (Aebi et al. 

1997). De la misma manera, paclitaxel en combinación con los retinoides revela 

sinergia en parte debido a la fosforilación de Bcl-2 inducida por paclitaxel (Vivat-

Hannah et al. 2001). En líneas celulares de glioma U787MG el tratamiento 

combinado de ATRA más paclitaxel es capaz de regular a la baja la molécula de 

señalización de supervivencia MEK-2, mientras que regula a la alta moléculas de 

señalización como p-ERK, p-JNK, y p-p38 MAPK; y también es capaz de inhibir la 

vía de supervivencia AKT (Karmakar et al. 2008).  
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En cuanto al ciclo celular, encontramos los mayores efectos después del tratamiento 

con PACLI y sus combinaciones. Los tratamientos PACLI, ATRA-PACLI, CIS-PACLI 

y ATRA-CIS-PACLI causaron arresto en el ciclo celular en la fase G2/M y S. 

Diversos estudios previos han demostrado que la apoptosis inducida por paclitaxel 

induce arresto del ciclo celular en las células de cáncer de pulmón en G2/M (Jordan 

et al. 1993)(Noh, Kim, and Kim 2014). Otros estudios han demostrado que PACLI 

ejerce un efecto sinérgico con ATRA a través del arresto mitótico de células 

cancerígenas en la fase G2-M (Vivat-Hannah et al. 2001). Además, los grupos 

celulares tratados con ATRA, CIS y ATRA-CIS mostraron un aumento en la 

población sub-G0/G1. Se ha demostrado que ATRA es capaz de reducir la viabilidad 

celular e incrementar la apoptosis en líneas tumorales de mama, pulmón e hígado 

(Güzey et al. 1998)(Mangiarotti et al. 1998). En líneas celulares de MCF-7 de cáncer 

de mama, ATRA es capaz de incrementar la acumulación de la fase G0/G1 

induciendo apoptosis (Mangiarotti et al. 1998).   Estos resultados confirman los 

hallazgos hechos por estudios previos que muestran que las células tratadas con 

CIS acoplado a un polímero biodegradable son arrestadas en las fases G0/G1 y 

G2/M, acompañado de un Sub- pico en G0/G1 (Moreno et al. 2008). CIS se 

considera un inhibidor inespecífico del ciclo celular, por lo que, las células en fase 

S son más sensibles a este fármaco (Moreno et al. 2008). CIS induce un daño 

irreversible en la célula durante la fase G2 que conduce a la apoptosis (Evans, Tilby, 

and Dive 1994)(Wagner and Karnitz 2009). Por otra parte, ATRA induce un aumento 

en la muerte celular (observado como un aumento en Sub-G0) lo que conlleva a 

una disminución de la proliferación celular (observado como un menor % de células 

en fase S). El tratamiento con ATRA en concentraciones de 40 nM a 1 μM causa 

arresto del ciclo celular en G0 / G1 a través de la inhibición de la expresión ERK1, 

también disminuye la fosforilación de Rb, y aumenta la asociación de Rb/E2F-1 en 

células troncales carcinogénicas del cáncer gastrointestinal (Crowe, Kim, and 

Chandraratna 2003). En carcinoma pancreático, ATRA indujo arresto del ciclo 

celular en la fase G1 o G2, reduciendo la población en fase S tras 24 horas de 
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tratamiento, seguido de apoptosis con aumento en el porcentaje de células en sub-

G0/G1 para una total inhibición de la proliferación (el-Metwally et al. 2005).  

 

Estudios previos han indicado que ATRA bloquea el crecimiento celular a través del 

arresto de las células en la fase pre-S, lo que ocasiona que las células salgan de la 

fase G0 para terminar en muerte celular por apoptosis (Mangiarotti et al. 1998). Con 

respecto a la inducción de apoptosis, la combinación de ATRA con CIS o PACLI 

indujo la muerte celular de manera más eficiente que cualquiera de los dos 

tratamientos solos. La combinación con ATRA incrementa la citotoxicidad de CIS en 

carcinoma de ovario y células escamosas de cáncer de cabeza y cuello (Aebi et al. 

1997)(Jozan et al. 2002). La inducción de la apoptosis se ha relacionado con la 

expresión de RAR en células de cáncer de mama humano (Liu et al. 1996). La 

combinación de ATRA-PACLI es capaz de regular a la baja hTERT e inactivar Bcl-

2, promoviendo apoptosis en células de glioma U87MG (Karmakar et al. 2008). 

Además, los retinoides selectivos α/β en combinación con Taxol mostraron un efecto 

sinérgico a través de la inducción de apoptosis en MCF7(Vivat-Hannah et al. 2001). 

El efecto citotóxico de ATRA sobre el crecimiento celular y la inducción de la 

apoptosis implica unión específica y activación del receptor de ácido retinoico como 

RARα, β, γ (De Luca 1991). 

 

En el cáncer de pulmón, los patrones de expresión de RAR y RXR juegan un papel 

importante en el pronóstico, la progresión, la supervivencia y falta de respuesta al 

tratamiento (Xu et al. 1997). Nuestro estudio muestra que el tratamiento con ATRA 

participa en la inducción de RAR. La expresión de RARα aumenta a las 24 horas en 

todos los grupos que recibieron tratamiento con ATRA. La desregulación RARα 

participa en el desarrollo de leucemia promielocítica (Pandolfi 2001)  y cáncer de 

mama (Farias et al. 2002). Se ha sugerido que ATRA media esta actividad 

antitumoral a través de la activación del gen que codifica para RARα (Simeone and 

Tari 2004). Del mismo modo, RARα regula al alta los niveles de RARβ a través de 

la unión a RAREs en RARβ (Khuri et al. 2000). Nosotros encontramos incremento 

en los niveles de RARβ en células tratadas con ATRA. RARβ es el gen supresor 
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tumoral más estudiado cuya pérdida de expresión y metilación está asociada con la 

patogénesis del cáncer de pulmón (Brabender et al. 2002)(Virmani et al. 2000). En 

tumores de pulmón, mama y próstata, RARβ se pierde o se regula a la baja a través 

de la hipermetilación del promotor inconstante, sin deleción o mutación del gen 

(Hayashi et al. 2001)(Martinet et al. 2000)(Wakelee et al. 2007). Otros estudios han 

demostrado que la regulación positiva de RARβ por ATRA se correlaciona con la 

inhibición del crecimiento en cáncer de mama y cáncer de pulmón (Peng et al. 

2011). Además, en líneas celulares de cáncer de pulmón y mama sensibles a ATRA, 

la inducción de RARβ es estimulada por el tratamiento con ATRA (Liu et al. 

1996)(Zhang, Liu, and Lee 1996). En cáncer de pulmón, la hipermetilación de RARβ 

se asocia con recurrencia, en etapas avanzadas de CPCNP (Kim et al. 

2005)(Tomizawa et al. 2004). Previamente, demostramos que la adición de ATRA 

a CT aumenta sobrevida libre de progresión (SLP) y tazas de respuesta (RR) en 

cáncer de pulmón, y este efecto se relacionó con los niveles de RARβ (Arrieta et al. 

2010). De manera similar, encontramos que RARγ aumentó con el tratamiento 

ATRA y este se mantuvo a las 72 horas. RARγ juega un papel en la diferenciación, 

proliferación celular y apoptosis en muchos tipos de células y microambientes 

celulares, también manteniendo un equilibrio entre la auto-renovación de células 

madre hematopoyéticas y diferenciación (Kumar et al. 2004)(Yan et al. 2010). 

 

La expresión de RARγ se pierde en el cáncer de piel y en algunas lesiones 

premalignas (Finzi et al. 1992). Recientemente, se ha observado que altos niveles 

de RARγ se han asociado con la oncogénesis en el carcinoma hepatocelular (Yan 

et al. 2010). La expresión de RARγ también se asocia con una alta citotoxicidad e 

inhibición del crecimiento de células de carcinoma de células escamosas de cabeza 

y cuello tratadas con ATRA (Klaassen et al. 2001). 

 

Aunque los resultados in vitro con retinoides y CT son promisorios, en pacientes 

aún no se ha mostrado un beneficio claro. Estudios utilizando una dosis diaria de 

bexarotene 400 mg/m2, un tipo de retinoide natural que actúa únicamente activando 

los receptores nucleares de tipo RXR, en combinación con dos regímenes de 



 
 

71 
 

quimioterapia cisplatino/vinorelbine y carboplatino/paclitaxel no han demostrado 

algún beneficio en el aumento de la sobrevida global ni en la sobrevida libre de 

progresión en pacientes con CPCNP en estadios avanzados excepto en aquellos 

pacientes que presentaron hipertrigliceridemia grado 3 y 4 (Janssen et al. 

2013)(Blumenschein et al. 2008). En un estudio fase II donde se incluyeron 107 

pacientes con CPCNP en estadios avanzados, se logró una tasa de respuesta de 

55.8% (CI 95%, 46.6% - 64.9%) en el grupo que recibió all-trans ácido retinoico en 

comparación con 25.4% (CI 95%, 21.3% - 29.5%, p=0.001) comparado con el grupo 

que recibió placebo. Así mismo se obtuvo una mediana de sobrevida libre de 

progresión de 8.9 meses vs 6.0 meses (p=0.008) para all-trans ácido retinoico y 

placebo, respectivamente y logrando también una mejora en la sobrevida global en 

los pacientes con ácido all-trans retinoico de 23.5 ± 5.8 meses; 95% CI, 11.9 ± 35 

comparado contra el grupo placebo el cual obtuvo una mediana de sobrevida global 

de 9.6 ± 0.9 meses; 95% CI, 7.7±11.4) (p = 0.004) (Arrieta et al. 2010). 
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CONCLUSIÓN 
 

En cáncer de pulmón se ha reportado que el tratamiento con ATRA puede mejorar 

la respuesta a tratamiento en pacientes tratados con cisplatino y paclitaxel. Sin 

embargo, no se habían descrito las posibles vías por la que el ATRA induce este 

efecto. Aquí reportamos que la adición de ATRA a la quimioterapia, CIS o PACLI, 

muestra un efecto sinérgico e incrementa el efecto anti proliferativo y anti apoptótico 

en células de cáncer de pulmón.  

 

En cáncer de pulmón se ha reportado una perdida en la expresión de sus 

receptores, principalmente RARb, asociados a un crecimiento celular 

descontrolado. En muestras de tumores de cáncer pulmonar, la pérdida en la 

expresión se ha asociado a un peor pronóstico. El tratamiento con ATRA incrementó 

la expresión de RAR en líneas celulares, sin modificar la expresión de los receptores 

RXRs. La combinación de ATRA con cisplatino o paclitaxel, muestra un efecto 

sinérgico sobre la inducción de apoptosis e incrementa la expresión de los 

receptores de RAR en la línea celular H-1666 de cáncer de pulmón.  

 

PERSPECTIVAS 
 
El ácido retinoico ha mostrado un efecto protector en el nervio periférico 

disminuyendo los efectos de la quimioterapia citotóxica. Además, ha mostrado que 

incrementa la respuesta a quimioterapia en pacientes con cáncer de pulmón 

avanzado.  Actualmente estamos evaluando el efecto de la combinación de ATRA 

e inhibidores de tirosina-cinasa en líneas celulares de cáncer de pulmón. De 

acuerdo a nuestros resultados lo que esperamos es incrementar el efecto citotóxico 

de la combinación, mediante el arresto del ciclo celular, incremento de la apoptosis 

y evitar que las células hagan resistencia con los inhibidores de tirosina-cinasa.  
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ABSTRACT 
 

Purpose: Loss of expression of retinoic acid receptors (RAR) results in lack of response to treatment and 
cancer progression. All-trans retinoic acid (ATRA) is a potential chemotherapeutic and chemopreventive agent 
with differentiation-inducing, anti-proliferative and pro-apoptotic effects that up-regulates retinoic acid 
receptors. The aim of this study was to asses a possible synergistic combination of ATRA with chemotherapy 
in terms of pro-apoptotic and anti-proliferative effects as well as on RAR expression in non-small cell lung 
cancer (NSCLC). Methods: The human lung cancer cell line H1666, was treated with ATRA, cisplatin (CIS) and 
paclitaxel (PACLI) at different combinations. We analyzed cell viability by the MTT assay while cell cycle and 
apoptosis were determined by flow cytometry. RAR and RXR expression was determined by RT-qPCR. Results: 
ATRA combined with CIS or PACLI inhibited cell growth showing a synergistic effect at 24 hours. All Paclitaxel 
combined treatments arrested cells in the G2-M phase whereas ATRA-CIS increased the sub G0 population. 
Furthermore, ATRA alone enhanced apoptosis, and this effect was greater when combining ATRA-CISPACLI. 
Additionally, ATRA in all combinations promoted up-regulation of RARα,β and γ. Conclusion: The addition of 
ATRA to CIS or PACLI enhanced their antitumor effect in lung cancer cells. This effect was more evident with 
the ATRA-PACLI combination. 
 
Keywords: Non-small cell lung cancer, All-trans Retinoic Acid, Cisplatin, Paclitaxel, Retinoic Acid Receptors, Apoptosis, 
Cell Cycle. 
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INTROOUCTION 

ABBREVlAT'IONS 

NSCLC: Non-SmaJ Cel Luog Cancer. ATRA: AI~ Tlans Retinoic 
Acid, Cl: Olaroolhefapy, PACU: Pacitaxlll, CIS: CispIatin, 
RAR: A9tinoic &cid RaalptOfS, RXR: A9tinoic X Recoptor. 

Lung cancer Is lhe leading cause of cancer dealhs 
worIctNide. Tlle non--smal~cell lung cancer subtype 
(NSCLC) accounts lor mare than 800/. 01 !he cases 
(Jemal el al., 2010). In MElxico, NSCLC is!he first cause 
01 death lrom cancer, with over 6,697 dealhs par year 
(Arrieta el al. , 2013), aoo a 5-year survÍVal rale 01 only 
about 16% (Groome el al., 2007). Chemothefapy (CT) lar 
adYanced NSClC has limi1ed elficacy, with 200/..-35% 01 
global response aoo 350/. 01 one--year survlval rale 
(Scagllotti el al., 2002). A slucty comparing 
Ihirdgeneration Cl reglmes, shoWed no di~ere~s in 
surviVal rale at one aOO two years, !hus, cisplatln and 
paditaxel remaln !he standard lrealmenl lar NSCl C 
(Schiller el al. , 20(2). 

Carcinogenesis of !he respiralory epithelium is a 
munilactorial process including Inherited aoo acquired 
genetic chang.es, chromosomal rearran.gements anel 
epigenetic lactors (Karamouzis and PapavassUiou, 2005). 
Retlnolds are required lar normal epithelial cell growth 
anel regulallon; howewr. lheir deliciency con.lributes .10 
signaling dysfunction aOO has been assoaaled with 
bronchial metapLasia aOO inaeased risII. Ior lung cancer 
development (Bagos et al. , 20(8). Alteralion or Ioss 01 
expression 01 retinoic acld receplars (RAR), eilher RARa, 
~ or V are lound in premalignant aOO mallgnanl tissues, a 
leatur~ lhal is associated wilh malignant translormalion 
01 human cells (Xu el al., 1994; Xu el al., 1997). 

All-trans rellnoic acid (ATRA) is an active metabolite 
!hat regulates the expression of target ge~. ~~rough 
binding and actiYalion 01 RAR receptors, InhlbitlOl1 01 
prolileration, and diMerenliation 01 cell cultures (Llu el al., 
1996). ATRA induces RAR~ expression in peripheral 
nelYes, inducing regeneration (Zhelyaznik aoo May, 
20(6), and in breast cancer cells ATRA also up-regulates 
Ihis receplor causing growth inhibilion (Uu el al., 1996). 

Aelinoids have been usad as potenlial 
chemotherapeul ic adjuvanls since they promole 
differentiation aoo because 01 their anti.proliferative, 
proapoptotic, aOO anti-oxidanl eNects (Altucci ~t al., 
20(1). In premalignant\eslons. relinokls inhibil !he 
development 01 seoooo prima¡y cancers In patients wilh 
upper aerodigestiYe Iracl and lung cancers (Hong el al., 
1990; Hansan el al., 20(0). ~ver, larga randomized 
bials using relinoids 101' prevention 01 lobacco-related 
caneer, showed a higller incidence ol lung cancer among 
smoking participants who received retinoids (Pastorino, 

::~s~~;al :~ing~RA t~~:r:=:!~ 

!he response rale (RA) and progression 're,e survival 
(PfS) In patients with adVanced NSCLC (Amela el al. , 
2011). Addilionally, precllnlcal elala and phase 11 clinlcal 
lriaIs have suggested \hat platinum-based chemotherapy 
plus bexarotene Improws owrall survival (OS), but a 
subsequenl phase 111 clínical trlal shoWed benefits only lor 
OS in patients with increased lriglycerideS (lyag~ 2005; 
Edelman el al., 20(5). Based 00 !hese lac\s, !he use of 
retinoids in dinical bials remains controversial. 

This stucty aimad at describing the eflects 01 ATRA in 
combination with Paclila;(el (PACLJ) and Clsplatin (CIS), 
on prolileralion, apopIosis, and the expresslon of retinoic 
aOO receplors in long cancer cells. 

MATERIAL ANO METHOOS 

Cell culture 

The NSCLC ce" line HI666 (Aclenocarcinoma line), was 
oblained Irom lha ATCC (American Tlssue Culture 
CoIIe<:tIon, AockviUe, MO, USA). Cells were maintained in 
Dulbecco's modilied Eagle's meclium (OMEM, GIBCO 
BRL, Granel lslaOO, NY, USA) supplemented with 100/. 
letal bovine serum (GIBCO BAL), 4 mM glutarnine, lOO 
U'ml peniciRin aOO lOO ~ml streptomycin. Cells were 
grown and maintained unclar slerile oonditions al 37 0 C in 
a humld environment with 5% CCh. Tha assays were 
carried out in trIpIicale. 

Ce1lular growlh rates were determined using an MTT 
(3-[4,5-dimelhylthlazoI-2·yf]·2, 5-diphe~yltetrazolium . 
bromide) assay, Cells were grown In 96-well plates In 

10% FBS-conlaining OMEM medium al a density of 
1 .. 10' cellslwell . Alter 24 hr, cells were trealad with 1 11M 
retinolc acid (ATRA) (Sigma Aldrich, Me_loo), 35 11M 
Cisplalin (CIS) (PISA Pharmaceuticals), 0.008 11M 
Paclitaxel (PACU) (Oabur Pharmaceutlcals Ud) ar 
combinations !hereol al the sama ooncentrations. Alter 
24, 48h ar 72h, 10 11\ 01 the MTT labeling reagenl (Roche 
AppIied Science, Mexico) were acIded, and plates were 
incubated al 3~ 101' 4 hr. Afterwards, 100 11\ 01 
solub4lizalion solulion (Rocha applied, Mexico) was 
added aOO plates were Incubated oyemighl. Cell vlability 
was measured al 570 nm using a microplate reader 
(BioRad. Hercules, CA, U.SA). 

Combinalion index (CIJ-Isobol method 

Chou and T alalay Inlroduced a scientific term 
"comblnalion indexo (CI) which Is used lo delermined 
synerglslic ar anlagonistic ellects (Chou and Talalay, 
1984; Chau, 20 10). TIle combination indax (C I)-i~ 
melhocl providas a quanlitaliYe assessmenl of synerglSm 
between drugs. A CI is eslimaled Irom dose-effect data 01 
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single and combined drug treatmenls. A value 01 CI less 
Ihan 1 indicales synergism; CI • 1 indicales addilive 
ellect; and CI > 1 indicates antagonism o Orug inleraclion 
(synergism or antagonism) is mare pronounced !he 
larther a CI value is Irom , . According lo lhe CI range, 
lhe synergism could be defined as slighl (CI : 0,85-0,90), 
moderate (0,7-0,85), synergism (CI: 0,3-0,7), slrong (CI : 
0,1-0,3), and Yery slrong (CkO,I ) (Chou, 2010; Chou, 
2006). 

Formally, ttE combinal ion index (CI) 01 a combined 
drug Irealmenl is delined as CI • 011 Dx l + 021 Dx2 
Here DI and 02 are lhe doses 01 drug 1 and drug 2, 
respeclively, in lhe combinalion; Dxl and Dx2each is!he 
dose 01 a Irealmenl wilh only drug 1 and drug 2 Ihal 
would give !he same ellect as lhal 01 lhe combination, 
respeclively. lhe doses Dxl and Dx2 need to be 
eslimated Irom lhe dose-ellecl dala 01 single drug 
Irealmenls. In our sludy, lhe dose-eflecl relal ionship 01 
individual and combined Irealmenls was measured as !he 
percenlage cell growth inhibilion lo obtain !he 
combinalion index (CI) lor lhe mulliple drugs lesled Le. 
A1RA, CIS and PACLI. 

In vitre assays 

l o determine !he cytoloxic ellecls 01 ATRA combined 
wilh Cl (CIS andlor PACLI), cells were grown in 24-well 
plales in 100/0 FBS-conlaining DMEM medium at a 
density 01 3,<105 cells/well. Afler 24 hours, cells were 
Irealed wilh A1 RA, CIS and PACLI a10ne or in diflerenl 
combinalions lor 24, 48 and 72 hours. lhe combinalions 
used were Conlrol (no Irealmenl), AI RA, CIS, PACLI, 
A1RA-CIS, A1 RA-PACLI, CIS-PACLI and A1 RA­
CISPACLI. Afler Irealmenl, ce lls were incubated wilh 
Irypsin and collecled to delermine RAR expression, ce ll 
cycle slage and induclion 01 apoplosis. 

Cell cycle analysis 

l he dislribution 01 !he ce ll cyde stage in cells was 
determined by llow cytometry using propidium iadide (PI) 
slaining. Afler experimenlal Irealmenl, 1>< 106 cells were 
rinsed wilh PBS, oollected and lixed in oold 70% elhanol. 
l he samples were slared at -m unlil analyzed. lhen, 
ce lls were washed wilh PBS, cenlriluged, resuspended in 
permeabilizalion buller (0.2 M Na2HPO... 0.1 M 
acelicacid) and incubated lor 30 min al 37"c. Aflerwards, 
ce lls were cenlriluged and resuspended in RNAse (lOO 
Illiml) and PI (25 Illiml). Cells were incubaled in !he dark 
lor 30 min al room lemperature . Dala were collected in 
lhe FACSCal ibur Flow cytomeler (Becton Dickinson, 
USA) and tO,ooo evenls were evalualed. lhe ce ll cycle 
was delermined on an FL-4 reg ion. Measuremenls were 
obtained al 488 nm galing out, doublets and d umps lor 
each sample were discarded. Gell QuestPro and FIow Jo 

ver. 7.6.1 software were used lar dala analysis. 

Delection ot apoptosis by annexin V-7 AAD 

lhe Annexin V assay is based on lhe observal ion that 
phosphalidylserine (PS), a phospholipid normally 
oonlined in lhe inner plasma membrane, translocales lo 
!he cell surface during apoptosis. Afler pharmacological 
treatmenls, ce lls were rinsed wilh PBS, resuspended in 
1 mi fillered PBS, and adjusled lo a concenlralion 01 
Ixl06 cells/ml. Cell suspensions were incubaled wilh 200 
11101 annexin V-binding buller (0.1 HEPES (pH 7.4), 1.4 
M NaCI and 25 mM CaCI solution) conlaining Annexin 
VFITC (1 Illiml) (Annexin V Apoplosis Delecl ion Kit 1, BD 
Pharmingen) and 7 AAD. Alter genlly vortexing, cells 
were incubated lor 15 min at room lemperalure in lhe 
darK. Data were oollecled lar 10,000 events by Ilow 
cytomelry (FACSCal ibur instrumen~ BD Biosciences) 
and analyzed using Cell QueslPro and Flow Jo ver. 7.6.1 
software . 

lhe dot-plol 01 !he lour quadrants in lhe ligures was 
used lo dislinguish !he viable (Annexin V-I7AAD-), 
apoplolic (Annexin V+I7AAD+), and necrolic (Annexin 
V-I7AAD+) cells (Pielra el al ., 2001 ). 

Gene expression analysis by real- t ime PCR 

RNA exlraclion was perlarmed using l Rlzo¡8 RNA 
Isolalion Reagenl (Gibco, Lile l echnologies Corporalion), 
according lo manulacturer's instrucl ions. Briel ly, 500 111 01 
lRlzol® reagenl were added lo ce lls and !he mix was 
kepl al - 70"C unl il used. Gells were lhen Ihawed at room 
temperalure and 200 111 01 chlorolorm were added, 
samples were kepl on ice lor 3 min on a plale shaker. At 
!he end 01 !he incubal ion periad lhe tubes were 
cenlriluged al 14,000 rpm lor 5 minules, !he aqueous 
phase was !hen removed and RNA was precipilated wilh 
an equal volume (v/v) 01 isopropyl-alcohol (Merck 
Oarnslad Germany), lubes were cenlriluged, lhe 
sU¡Emalanl was discarded, and lhe ¡Ellel was washed 
wilh 800 111 01 750/0 elhanol. l he mixlure was centriluged 
al 7500 rprn lor 5 min al 4"c, !he supernalant was 
discarded and lhe pellel was resuspended in 50 111 DEPC 
water. 

Reverse Iranscriplase quanlilalive PCR (Rl -qPCR) 
was perlormed using masler mix reagents (Applied 
BiosystemS® Mexico), lollowing manulacturer's 
instructions. l aqMan® Prol:les (Applied Biosystems, 
Carlsbad, CA, USA), were coupled with Standard Oye 
Seis, VIC (Green) or FAM (91ue), lo delecl !he relative 
expression 01 RA R a (HsOO940446_ml ), RAR 13 
(HS00977140_ml ), RAR V (HSOI 559231_gH), RX R a 
(HSOI067640_ml ), RXR 13 (HSOO232774_ml ) and RXR V 
(HS02519543_sl ). Mean Ihreshold values lor larget 
genes were normalized lor lhe endogenous oonlrol 
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Figure 1. MTI Viabi lily AsSIlf Tho aff9CI 01 A TRA, PAClI and CIS on Hl666 canOIIr cal! viabi lily was 
ootarmiood using Iha MTI assay. Valuas ara shown as pGrOllntage 01 viability ralativa lo untraatGd 
OIIl1s. Data reprGSGnl the rooans 01 throo irdoperdent axpGriroonts. "p-0.OO5 comparing PACLI vs. 
Control, " p- 0.001 comparing ATRA, CIS, ATRA·CIS, ATRA·PAClI, CIS-PAClI and ATRA·CIS· 
PACLI vs. control at 72 hours. 
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Table 1. Combination irdex 01 traatmants in the H1666 OIIn lina. Tho CI values ara shown as rooans ± standard ooviation (SO) lor each combination: ATRA·CIS (A+C ), 
ATRA·PAClI (A+P), CIS-PAClI (C+P), ATRA·CIS-PAClI !A+C+P). 

T ln1e A e A.C Effect A P A. P Effect e p C. P Effe(:t A e p A.C. P EfJect 
(Hours) 

" 0.46 0.15 0.61 S'" o." 0.17 0.40 S'" 0.07 0.16 0.23 S,_ o.", o.", 0.20 o." s,., 
S'" 

0.02 0.02 o.", 0.02 0.03 0.02 0 .02 0.03 0.01 0 .02 0.02 0.03 0.10 

" 1.11 0.36 1.47 Ao' 0.72 o." 1.28 Ao' o." 0.87 1.23 Ao' o." 0.24 0.56 1.53 Aro 

0.05 0.09 o.", o.", 0.05 o.", o.", 0.05 0.09 o.", o.", o., 0.03 

" 0.92 0.42 '" Ao' 0.91 o." 1.59 Ao' o.", 0.74 1.19 Ao' 0.97 o ... 0.73 2.14 Aro 

0.18 0.10 0.27 0.18 0.05 0.16 0.10 0.05 0.02 0.18 0.10 0.05 0.03 

control RNAse P. The analysis was performed Stali st ical analys is were summarized as arilhmetic means, medians, 
PRISM 7500. and standard deviations (SO). According lo data 

For descriptive purposes, conlinuous variables dislribution (normal and non-normal) determined .. 
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l1f lhe Kolmogorov- Smirnov les~ inlerenlialoomparisons 
among groups were conducled wilh Qne-way analysis 01 
variance (ANOVAaccording lo manulaclurer's 
inslruclions using ABI) and posl-hoc (Tukey) test or wilh 
Kruskal-Wall is test Slalislical signilicance was 
delerrnined wilh p ~0. 05 in a two-sided lest SPSS 
soltware package (IBM SPSS, Inc., Chicago, IL, USA 
Yersion 20) was used lor dala analysis. 

RESULTS 

In Vitro cytotoxicity 

Cell viabilHy was evalualed by !he MTT assay in HI666 
cells Irealed wilh ATRA, CIS, PACLI and lheir 
combinalions. Cell growlh was evalualed al 24, 48 and 
72 hours afler exposure lo each drug. ATRA aIone 
reduced cell viabilily up lo 42% and 580/0 al 48 hours and 
72 hours (p. O.OOS and paO.OOI, respeclively). ATRA-CIS 
diminished ce ll viabil ily al 24, 48 and 72 h (170/0, 380/. , 
63%; p.O.OS, paO.OOI, p. O.OOI, respeclively), bener Ihan 
CIS alono, &howing a &ynorgi&l ic oHect. ATRA-PACLL 
also showed a progressiYe decrease in cell viabilily al 24, 
48 and 72 h (340/0, 58%, 640/0; p.O.COI , respectively) 
bener Ihan PACLI alane. No slalislically signilicanl 
differences were lound belween ATRA-PACLI vs. 
ATRACIS- PACLL (p. 0.834) (Figure 1). 

Combinalion inoox 

CIS-PACLI displayed a slrong synergism al 24 hours 
measured by lhe Combinalion Index (CI) (0.23 :t 0.01 ). 
We also lound synergislic effecls al 24h in ATRA-CIS 
(0.61 :t 0.06), ATRA-PACLI (0.40 :tO.02); and ATRA­
CISPACLI (0.56:t 0.10). Conversely, al 48 and 72 hours 
we lound anlagonislic eflecls in all combinalions (TabIe 
1 ). 

Cell cycle 

As shown in Rgure 2 (A, B and C) each 01 lhe Ihree 
drugs used produced differenl ellecls on lhe ce ll cycle. 
ATRA increased lhe sul>GO populalion al 48 and 72 
hours. ATRA-CIS behaYed like ATRA al all limes. 
ATRAPACLI arresled ce lls in S-phase, wilh increasec:l 
G2/M arresl al 24 hours. Al 48 hours all cells were 
arresled in S-phase, while al 72 hours sub-GO cell 
populalion increased. ATRA-CIS-PACLI arresled cells ir¡ 
S-phase al 24 and 72 hours, in contrasl, al 48 and 72 
hours increased lhe sub-GO populalion. 

Apoplosis 

Afler 24 hours 01 Irealment, we did nol l ind diflerences in 
apoplosis belween CONTROl, ATRA, CIS and PACLL 
Irealmenls. However, al Ihis lime ATRA-CIS, 
ATRAPACLI and CIS-PACLI showed almosl a two-Iold 
increase in apoplosis (p. 0.033; p.O.OI S, p.0.023). Al 48 
hours !here a two lo 10ur-IoId increase in apoplosis in 
almosl all groups (p<O.OS). However, lhe PACLL 
Irealmenl showed an increase in bolh apoplosis and cell 
necrosis. Al 72 hours, !he dealh process by apoplosis 
oonlinued, however, we also lound an increase in 
necrosis in all groups as oompared wilh conlrols (p<O.OS) 
(Figure 3A, B and C). 

RAR and RXR expression after Chemolherapy plus 
ATRA Irealmenl 

RAR and RXR expression were measured by RT-qPCR 
in NSCLC ce lls under Irealmenl wilh CT-ATRA (Figure 4 
A, B and C). RARa expression increased around 2-lold 
by ATRA alano aflor -18 and 72 hour& whilo tha 
oombinalions up-regulated RARa since 24 hours. RARI3 
increased expression alter 24 hours only in the ATRACIS 
group and afler 48 and 72 hours in ATRA, CISPACLL and 
ATRA-CIS-PACLI. O/erall, Irealmenls oonlaining ATRA 
up-regulaled RARI3 excepl lor ATRAPACLI Ihal had no 
effecl on expression. RARV levels increased al 24 hours 
lor ATRA-CIS and ATRA-CISPACLI . Alter 48 hours, all 
Irealmenls induced a 2-loId increase in RARy levels, and 
Ihis ellect was mainlained until !he end 01 Irealrnent 
Consistently, lhe ATRA-CIS combinalion upregulaled all 
Ihree RAR receptors at all limes, showing a betler 
induclion 01 !hese receptors over olher treatments. No 
signifi canl modilicalions were observed in RXRa, JI and y 
mRNA IeYels. 

DISCUStON 

Relinoids and their nalural or synlhelic analogues are 
doseiy relaled lo vilamin A, and play major roles in cell 
growlh regulalion. They are promising anl¡"neoplastic 
agents wilh lherapeutic and chemoprevenliYe effects as 
!hey regulale ce ll growth. diflerenlialion and apoptosis. 
Relinoids suppress carcinogenesis in a varíely 01 cell 
Iypes (Clarke el al., 2004; Kim and Kim, 2011), also 
showing chemoprevenliYe ellecls in clinical Irials 01 
breasl caneer, renal cell carcinoma, oral premalignanl 
lesions, bronchial epithelium 01 chronic smokers, skin 
premalignanl lesions, and cervical caneer (Hansen el al., 
2000; Fíelds el al., 2007). 

In Ihis sludy, we lound Ihal combining ATRA wilh 
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Figure 3. A, B and C Induction 01 Apoptosis. Apoptosis ana~is using Annoxin-V·PEI7·AAD dolblo slaining. Bar 
graphs show the peroontage al dGad, living, and apoptotic cells according lo trealfTlllnt. ·p-0.033; p-0.01 5 and p-
0.023 comparing ATRA·CIS, ATRA·PAClI and CIS·PAClI ys. control. 
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Figure 4. A, B and C ExprGssion 01 RARa, P and V by Real Time PCA. Ouantificalion al RAR' II, P and V in lhe 
H1666 0011 lillll as GxprGSSGd in Iogarithm base 10 comparad lo lhe Gxprassion 01 RARs in conlrols. The 
Gxprassion 01 lhe receplors was s.ign ificantly mereaSGd in all ATRA·treatGd groups. 
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PACLI and CIS inhibited ce ll growlh in lhe HI 666 0011 and 
enhanced an1i1umor activity when compared lo single 
drug !herapy. Also, lhe combinalions ATRA-CIS, 
ATRAPACLI, CIS-PACLI and ATRA-CIS-PACLI exhibited 
synergistic elfecls al 24 hours. Mulliple sludies have 
shown synergisl ic, anl iprol ileral ive effects 01 !he 
ATRAPACLI combinalion in glioma, lung cancer, breasl 
and colon carcinoma ce lls, as well as in glioma 
xenograf1s in mice (Karmakar el al., 2007; Karmakar el 
al ., 2008; Hong el al., 2011 ). Besides, ATRA-CIS exerted 
additive elfecls in many experimenlal sel1ings, including 
ovarian, head and neck, squamaus ce ll carcinoma, 
cervical and human skin squamaus 0011 carcinoma (Aebi 
el al., 1997; Masuda el al ., 2002). 

These observalions may be derived Irom lhe 
mechanism 01 acoon 01 each compound. ATRA binds lo 
RARs and modulale Iranscriplion 01 largel genes Ihrough 
relinoic acid response elemenls (RAREs). CIS induces 
apoplosis by downregulalion 01 BcI-2 and upregulalion 01 
BAX. ATRA alone reduced BcI-21BAX ralios alter 
prolonged exposure (Aebi el al., 1997). In !he same 
manner, PACU and relinoid signaling revealed Ihal 
synergy is relaled in part due lo phosphorylalion 01 Bcl-2 
induced by Padilaxel (Vival-Hannah el al ., 2001 ). 

Concerning cell cycle, we laund lhe majar effecls al ler 
Irealmenl wilh PACLf and ils combinalions. PACLI, 
ATRA-PACLI, CIS-PACLI and ATRA-CIS-PACLI 
Irealmenls caused arresl al bolh, !he G21M-phase and 
lhe S-phase. Previous sludies have shown Ihal 
padilaxel-induced apoplosis bIocKs lung cancer cells in 
lhe G2IM phase (Jordan el al. , 1993; Haldar el al ., 1997; 
Noh el al., 2014; Singh and Dash, 2009). Previaus 
sludies have shown Ihal PACLf exerts a synergisl ic elfec1 
wilh ATRA by milotic arresl 01 cancer oolls in lhe G2-M 
phase (Vival -Hannah el al., 2001). 

Addilionally, lhe ce ll groups Irealed wilh ATRA, CIS 
and ATRA-CIS showed an increase in lhe sub-GOIGI 
populal ion. This is supported by previous sludies 
.showing lhal cells lrealed with CIS are arresled in lhe 
GGlGI and G2IM phases, accompanied by a Sub-GOIGI 
peak (Moreno el al. , 2008). CIS is considered a 
nonspecilic 0011 cycle inhibilor, however, cells in-S phase 
are more sensilive lo Ihis drug. CIS induces irreversible 
ce ll damage during G2 phase leading lo apoplosis 
(Evans el al., 1994; Gonzalez el al., 2001 ; Wagner and 
Karnitz,2009). 

In addilion, ATRA arresl in lhe sub-Go and decrease 
phase S in cell cycle . ATRA Irealmenl Irom 40 nM lo 1 
11M causes GGfGI 0011 cycle arresl Ihrough inhibil ERKI 
expression, also decrease Rb phosphorylalion, and 
increase RblE2F-1 associaoon in gaslroinleslinal cancer 
slem cells (Crowe el al., 2003). In pancreatic carcinoma 
ATRA alone arrested cells in lhe GI or G2 phase 
reducing !he population al S-phase al ler 24 hours 
lollowed by apoptosis in sub-GOIGI cells lar a lull 
inhibition 01 proIileration (el-Metwally et al ., 2005). 
Previous reports have indicated thal ATRA bIocks 0011 

growth, arresling cells in !he pre-S phase ; making cells 
exil the ce ll cycle eilher inlo a GO quiescent state or lo 
cell death vía apoptosis (Mangiarol1i el al. , 1998). 

Concerning apoptosis, !he combinalion 01 ATRA plus 
CIS or PACLI induced ce ll dealh more efficiently than 
either drug aIone. The combination wilh ATRA enhances 
!he cytotoxicity 01 CIS in ovarian carcinoma and in 
squamous head and neck cancer ce lls (Aebi el al., 1997; 
Jazan el al., 2002). Inducl ion 01 apoptosis has been 
relaled lo !he expression 01 RARs in human breasl 
cancer cells (Liu et al. , 1996). The combination 01 ATRA­
PACLI is able lo down-regulale hTERT and inaclivale 
BcI-2, promoling apoplosis in U87MG glioma cells 
(Karmakar et al. , 2008). Also, seleclive relinoid at~ in 
oombinalion with Taxol shown a synergislic effecl 
Ihrough apoplosis induclion in MCF7 (Vival -Hannah el 
al., 2001). The cytoloxic effecl 01 ATRA on ce ll growlh 
and inducl ion 01 apoptosis involves specil ic binding and 
activalion 01 relinoic acid receplor such as RARa, ~, y 
(De Luca, 1991). 

In lung cancer lhe expression pal1erns 01 RAR and 
RXR play an important role in prognosis, progression, 
survival, and lack 01 response lo !herapy (Xu el al. , 
1997). Our sludy shows Ihal ATRA lreatmenl participales 
in Ihe induclion 01 RARs. RARa increases al 24 hours in 
all graups Ihat receiYed ATRA Irealmenl. RA Ra 
deregulaoon participales in Ihe deYelopment 01 acule 
promyelocytic leukemia (Pandolli , 2001) and human 
breasl carcinoma (Farias el al. , 2002). It has been 
suggesled Ihal ATRA mediates th is an1i1umor activily 
Ihrough acl ivation 01 RARa, encoded by the RARa gene 
(Simeone and Tari, 2004). Likewise, RARa up-regulales 
RAR~ levels Ihrough binding to RAREs on the RA R~ 
promoter (Khuri el al., 2000; Leroy el al ., 1991). 

We lound increased RAR~ levels in oolls treated wilh 
ATRA. RAR~ is Ihe mast sludied tumor suppressor gene 
whose loss 01 expression and melhylal ion is associated 
with the palhogenesis 01 lung cancer (Brabender el al. , 
200~; Virmani el al., 2000). In lung, breast and prostate 
lumors, RAR~ is Iost or down-regulaled Ihrough 
inconslanl promoler hyper-melhylalion, wilhout gene 
deletion or mutalion (Hayashi el al., 2001 ; Martinet el al. , 
2000; Wakelee el al ., 2007). OIher studies have shown 
Ihat up-regulalion 01 RAR~ by ATRA carrelales wilh 
growth inhibition in human breast cancer and lung cancer 
cells (Peng el al ., 201 1). Furthermore, in ATRA-sensilive 
lung and breasl cancer ce ll lines RAR~ is induced by 
ATRA (Liu el al. , 1996; Zhang el al., 1996). In lung 
cancer, hyper-melhylalion 01 RAR~ is associaled wilh 
recurrence, in advanced slages 01 NSCLC (Kim el al. , 
2005; Tomizawa et al., 2004). Previausly, we showed 
Ihat the addilion 01 ATRA lo CT increases PFS and RR in 
lung cancer, and Ihis elfect was relaled lo RAR~ levels 
(Arriela el al. , 2011 ). 

In a similar manner, we laund Ihat RARy increased 
under ATRA Irealmenl, and th is effecl was maintained up 
lo 72 hours. RA Ry plays a role in dilferenlialion, 
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prolilerallon and apopIosis in many diflerenl cell types 
and cen microenvironments, aIso maintaining a balance 
Published by Basic Research Journal 01 Medicine and 
Clínical Sdence between hIlmalopoielic stem ceD sel'· 
renewaJ and dillerentialion (Kumar el al., 2004; Van el 
al ., 2010). RARy expresslon is IosI in skin cancer ancI in 
sorne premalignanllesions (Rnzi el al. , 1992). Recently, 
high leIIels 01 RARy have been associated with 
oncogenesis In hepalocellular carcinoma (Yan el al., 
2010). High RARy expression is aIso associated wilh 
high cytotoxicity and growlh inhibition 01 hilad and nedl. 
squamous celJ carcinoma cells !realad with ATRA 
(Klaassen el aL. 20(1). 

CONCLUSION 

TIle comblnallon 01 ATRA with CIS or PACLI enhances 
lile anllprolil9fative and antiapoptolic ellecl in lung 
carlCel' cells and induces !he expresslon 01 RARs bul nol 
RXRs. Synerglstic ellects are more evident whlln using a 
comblnlng ATRA with CIS or PACLI. 
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