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RESUMEN 

 

Introducción: El cáncer de pulmón ocupa el primer lugar en mortalidad por cáncer a 
nivel mundial, con una tasa de sobrevida no mayor a cinco años, en promedio menor al 
15%, debido a su diagnóstico en etapas clínicas tardías. Al respecto, se reconoce que los 
pacientes con este tipo de neoplasias, responden inicialmente de manera favorable a la 
terapia, a pesar de ello, posteriormente adquieren resistencia tanto a fármacos 
oncológicos como de terapia dirigida, entre ellos EGFR-TKIs, contribuyendo a la baja 
eficacia terapéutica y pobre sobrevida en pacientes. En relación con lo anterior, estudios 
recientes han demostrado que los RNAs largos no-codificantes (lncRNAs) de acuerdo a 
su funcionalidad, se han propuesto como posibles blancos terapéuticos y biomarcadores 
implicados tanto a nivel pronóstico y de progresión como de respuesta al tratamiento en 
pacientes oncológicos. El lncRNA SOX2-OT se ha descrito como un oncogén, al igual 
que sus variantes genéticas, han sido demostrados como sobre-expresados en 
neoplasias pulmonares, indicando su participación en el desarrollo y progresión de esta 
enfermedad. Por su parte, el eje transcripcional GLI-1/SOX2 ha sido reportado sobre-
expresado en tumores pulmonares, asociado con la capacidad de resistencia al 
tratamiento en pacientes con cáncer de pulmón de células no-pequeñas (NSCLC). Por lo 
que, basado en lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue determinar el nivel de 
expresión de SOX2-OT y su relación con el nivel de expresión de los genes SOX2 y GLI-
1, además de su probable participación en la respuesta a fármacos oncológicos como 
Cisplatino y de terapia dirigida basados en Inhibidores de Tirosina Cinasa (TKIs) del 
Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR) como Erlotinib en células de 
NSCLC.  
Para evaluar la posible regulación del eje transcripcional GLI-1/SOX2 a través del lncRNA 
SOX2-OT y su participación en la respuesta al tratamiento en cáncer pulmonar NSCLC, 
se realizaron ensayos de silenciamiento transitorio mediante siRNAs dirigidos en contra 
de las variantes 1 y 6 de SOX2-OT en células de cáncer pulmonar A549. Posterior a ello, 
a través de ensayos de qRT-PCR se midió la variabilidad de expresión del RNA 
mensajero (mRNA) de GLI-1 y SOX2, así como también, los niveles relativos de las 
proteínas del factor de transcripción GLI-1 y SOX2, mediante ensayos de Western Blot. 
De igual manera, para evidenciar la implicación de SOX2-OT en la actividad de la vía de 
señalización de EGFR, se midió la expresión de proteínas de AKT y ERK, así como su 
activación por su estado de fosforilación. Finalmente, con el objetivo de valorar el papel 
de SOX2-OT en la respuesta a Cisplatino y TKI-Erlotinib, se realizaron ensayos de MTT.  
Resultados: Los niveles de expresión del mRNA de los genes GLI-1 y SOX2 
disminuyeron como consecuencia del silenciamiento del lncRNA SOX2-OT. Además, se 
evidenció el papel funcional de SOX2-OT en la capacidad de regulación de la expresión y 
activación por fosforilación de los miembros de la vía de señalización de EGFR, 
evidenciando que el silenciamiento de SOX2-OT conlleva a la no activación de p-AKT, 
pero favorece la activación de p-ERK. Adicional a ello, es posible afirmar que el 
silenciamiento de SOX2-OT sensibiliza la respuesta al tratamiento oncológico basado en 
Cisplatino y el TKI-Erlotinib. 
Conclusión: El lncRNA SOX2-OT participa en la mediación del eje GLI-1/SOX2, en 
la regulación de AKT y ERK, miembros de la vía de señalización de EGFR y en la 
respuesta a la terapia basada en Cisplatino y en el EGFR-TKIs Erlotinib, en NSCLC.  
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1. INTRODUCCIÓN  

 

1.1 DEFINICIÓN Y ETIOLOGÍA DEL CÁNCER  

 

El cáncer se define como el conjunto de enfermedades caracterizadas por 

la división y proliferación celular autónoma, con capacidad de migrar e invadir 

tejidos teniendo como resultado un fenómeno denominado metástasis (National 

Cancer Institute (NCI)”, 2019). De igual modo, en el genoma existen aberraciones 

moleculares presentes en cáncer, tales como, evasión de supresores de 

crecimiento, resistencia a la apoptosis, inmortalidad replicativa, mantenimiento de 

la proliferación, invasión y metástasis, por mencionar algunos (Hanahan y 

Weingberg, 2011). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Aberraciones moleculares presentes en cáncer. Tomada de Hanahan y Weinberg, 
2011. Cell. 144(5). 
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El cáncer puede originarse debido a una serie de mutaciones, es decir, a 

cambios en la secuencia del DNA que pueden resultar de errores en la copia del 

DNA durante la división celular, de la exposición a radiaciones ionizantes o a 

sustancias químicas denominadas mutágenos (“National Human Genome 

Research Institute”, 2019).  

Las mutaciones pueden tener lugar en diversos genes, tales como, los 

protooncogenes y los genes supresores de tumor. Los protooncogenes son 

responsables de llevar a cabo la división y crecimiento celular, además de 

efectuar regulaciones a nivel transcipcional, traduccional y de proteínas, de modo 

que, cuando presentan alteraciones en su expresión o mutaciones, influyen en la 

sobre-expresión de genes y en el origen de oncogenes, estos últimos contribuyen 

al desarrollo de cáncer debido a los cambios en las funciones celulares Por su 

parte, los genes supresores de tumor, como su nombre lo indica, son aquellos 

que impiden que las células se modifiquen y resulten en células cancerígenas, 

inhibiendo la proliferación celular descontrolada. Cuando los genes supresores de 

tumor se encuentran mutados o presentan una deleción, la probabilidad de 

tumorigénesis aumenta debido a la pérdida de su función original (Alberts et al., 

2004).  
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1.2 CÁNCER DE PULMÓN 

1.2.1 EPIDEMIOLOGÍA 

En 2015 el cáncer se consideró como la principal causa de muerte a nivel 

mundial, atribuyéndosele 8.8 millones de decesos. Los cinco tipos de cáncer que 

causan mayor número de fallecimientos son: cáncer de mama, cáncer pulmonar, 

cáncer colorrectal, cáncer gástrico y cáncer hepático (OMS, 2017). El cáncer 

pulmonar presenta una tasa de supervivencia no mayor al 15% a cinco años 

debido a su detección en etapas clínicas tardías (Siegel et al., 2015).  

En México, de acuerdo con datos del INEGI, se estima que la principal 

causa  de muerte en hombres es a causa del cáncer de próstata, seguido del 

cáncer de pulmón, cáncer de estómago y cáncer de hígado. Mientras que para 

mujeres la principal causa de muerte es por cáncer de mama, seguido del cáncer 

cervicouterino, cáncer de hígado y cáncer de estómago. (INEGI-INCAN, 2019). 

 

1.2.2 ETIOLOGÍA  

El cáncer de pulmón se asocia principalmente con el consumo de tabaco 

debido a su alto contenido de carcinógenos, principalmente, los hidrocarburos 

aromáticos policíclicos (HAP) y el 4- (metilnitrosamino)- 1-(3-piridil)-1-butanona 

(NNK). Dichos carcinógenos, promueven la formación de aductos en el DNA, la 

metilación de genes, alteraciones en la secuencia del DNA, amplificación o 

eliminación de segmentos de DNA y ganancias o pérdidas de cromosomas 



11 
 

completos (Barta et al., 2019). Seguido de la exposición a radón, arsénico y humo 

de leña (De Groot et al., 2018).  

Las alteraciones epigenéticas participan también en la carcinogénesis del 

cáncer de pulmón, dichas modificaciones son heredables en el DNA, no implican 

cambios en la estructura primaria de la secuencia de nucleótidos, pero intervienen 

en la metilación del DNA, en la modificación de histonas y en la presencia de 

RNAs no codificantes (Allis et al., 2015).  

 

1.2.3 CLASIFICACIÓN HISTOPATOLÓGICA  

El cáncer de pulmón, se divide en cáncer de pulmón de células no 

pequeñas (NSCLC), el cual representa el 85% de los casos y se subdivide en: 

adenocarcinoma (AD), carcinoma de células escamosas (SCC) y carcinoma de 

células grandes (LCC);  y en cáncer de pulmón de células pequeñas (SCLC) el 

cual tiene una incidencia del 15% de los casos (Travis et al., 2011).  
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Figura 2. Histopatología de cáncer de pulmón. A) Cáncer de pulmón de células pequeñas.  
B) Adenocarcinoma, C) Carcinoma de células escamosas. D) Carcinoma de células grandes. 
Tomada de Mollberg et all. 2011. Adv Ther 28,3.  

 

 En 2015, la Organización Mundial de la Salud (OMS) actualizó la 

clasificación histopatológica del cáncer de pulmón, con la finalidad de mejorar la 

precisión en el diagnóstico y tratamiento de los pacientes, misma que se describe 

a continuación:  

 ADENOCARCINOMA  

Presenta estructura acinar, tubular o produce mucina. De acuerdo al grado de 

invasión, se divide en adenocarcinoma in situ (AIS), adenocarcinoma 

mínimamente invasivo (MIA) y adenocarcinoma invasivo.  
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El AIS posee un diámetro de ≤3 cm. El MIA tiene un diámetro de ≤3 cm y un 

tamaño de invasión de ≤5mm.  

El adenocarcinoma invasivo se clasifica de acuerdo a diferentes patrones, 

tales como, lepídico, papilar, acinar, micropapilar y sólido. 

 CARCINOMA DE CÉLULAS ESCAMOSAS 

Carcinoma con queratinización o presencia de puentes intercelulares. Se 

clasifican en carcinoma de células escamosas queratinizante, no queratinizante y 

basaloide.  

 TUMORES NEUROENDÓCRINOS  

Tumores invasivos que se clasifican en tres tipos: SCLC, carcinoma 

neuroendocrino de células grandes (LCNEC) y tumor carcinoide (típico y atípico). 

Los tumores neuroendocrinos de grado alto (HGNET), que incluyen SCLC y 

LCNEC, es el subtipo de mayor agresividad y es típico de pacientes con alto 

grado de tabaquismo. 

El carcinoide típico es un tipo de tumor que presenta células semejantes 

entre sí, con citoplasma claro o granular eosinófilo, con núcleo vesiculoso y 

nucléolo visible. No presentan necrosis ni mitosis. Se considera que el 10% 

presentan metástasis en ganglios linfáticos regionales. El carcinoide atípico 

supone aproximadamente el 24% de los tumores neuroendocrinos. Suelen ser 

centrales o periféricos, este último se presenta en el 60% de los casos. Se 

encuentran bien delimitados macroscópicamente, presentan necrosis, 
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pleomorfismo marcado y actividad mitótica. Se encuentran separados por bandas 

fibrosas muy prominentes y empalizadas de manera periférica (Inamura, 2017).  

 

1.2.4 ALTERACIONES MOLECULARES 

 Las principales alteraciones genéticas asociadas a cáncer de pulmón son 

mutaciones en el Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR), en el 

oncogén Kristen Rat Sarcoma (KRAS) y en la Cinasa de Linfoma Anaplásico 

(ALK). Recientemente, han sido incluidas las mutaciones en BRAF, HER2 y 

PIK3CA, así como las translocaciones en ROS1 y RET (Calvayrac et al., 2017).  

 Las inserciones y deleciones en EGFR se presentan en el 15% de los AD 

de pulmón, teniendo mayor frecuencia en no fumadores. Además, participa en el 

pronóstico y respuesta a tratamiento, principalmente a TKIs (Dogan et al., 2012). 

Por su parte, las mutaciones en KRAS se presentan en el 25% de los casos, 

siendo de mayor frecuencia en fumadores y conllevan a un mal pronóstico de la 

enfermedad, asimismo, se conoce que no responde de manera favorable a 

fármacos TKIs. Mientras que la mutación en ALK se presenta en el 5% de los 

pacientes con NSCLC,  y se ha reportado que genera una sinergia con la proteína 

4 asociada a Microtúbulo de Equinodermo  (EML4), lo que conlleva a una mejor 

respuesta a tratamiento a partir de TKIs (Ou, 2013).  
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 EGFR 

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR; erbB-1; HER1), regula 

importantes procesos tumorigénicos, los cuales incluyen la proliferación, 

apoptosis, angiogénesis e invasión celular, y a menudo se encuentra sobre-

expresado en el desarrollo y la progresión del NSCLC. EGFR es una 

glucoproteína transmembrana de 170 kDa, que presenta unión a ligandos 

extracelulares, activando vías de señalización involucradas en la resistencia a la 

apoptosis y proliferación celular, tales como PI3K/ AKT, RAS/ ERK y JAK/ STAT, 

entre otras (Huang y Fu, 2015). Las mutaciones ocurridas en EGFR están 

asociadas con la sensibilidad a los inhibidores de tirosina cinasa (TKI´s) tales 

como Erlotinib y Gefitinib (Paez et al., 2004). En NSCLC, las mutaciones en 

EGFR ocurren generalmente en los exones 18, 19, 20 y 21, mismos que 

conforman el dominio Tirosina Cinasa (Arrieta et al., 2015).  

La vía de señalización PI3K/AKT/mTOR, se presentan río abajo de EGFR y se 

activa en la carcinogénesis de cáncer pulmonar (West et al., 2003). AKT se 

encuentra sobre-expresado y su inhibición puede reducir el proceso de 

carcinógesis pulmonar, además de que un inhibidor de mTOR puede bloquear la 

progresión de células malignas, debido a que controla la tumorigénesis a través 

de macrófagos (Wislez et al., 2005). 

 KRAS 

En NSCLC el oncogén Kristen Rat Sarcoma (KRAS) se encuentra mutado 

frecuentemente, dichas alteraciones se asocian con la resistencia a TKI´s y 
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quimioterapia. Estas ocurren en el 30% de los adenocarcinomas y en el 5% de los 

carcinomas de células escamosas. Las mutaciones en KRAS ocurren en los 

codones 12 y 13, y se encuentran asociadas con el consumo de tabaco (Pao et 

al., 2005).  

HER-2 se encuentra sobre-expresado en el 20% de los pacientes con 

NSCLC, pero la mutación se presenta solo en el 2% de los casos. Esta mutación 

prevalece en mujeres y pacientes no fumadores con presencia de AD. Las 

mutaciones presentes en HER-2 se presentan como inserciones en el exón 20 

(Pao et al., 2011). 

 ALK 

La Cinasa del Linfoma Anaplásico (ALK), es una proteína transmembranal que 

actúa en función al Receptor de Tirosina Cinasa de la insulina, y se encuentra 

asociado a la mayoría de linfomas anaplásicos y de tipo no Hodking. En NSCLC, 

ALK lleva a cabo la translocación del brazo corto del cromosoma 2, en donde se 

unen los exones 1 a 13 de EML4 y los exones 20 a 29 de ALK (Rosell et al., 

2009). 

Recientemente, ha destacado la participación de diferentes RNAs no-

codificantes en cáncer, tal como en cáncer de pulmón, debido a que participan en 

la expresión genética, impresión del genoma, la epigenética, la regulación, 

proliferación, muerte, diferenciación, migración e invasión celular (Wang et al., 

2014). 
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1.3 RNAs NO-CODIFICANTES  

 Los RNAs no codificantes representan el 90% del genoma, y se dividen en 

dos categorías de acuerdo a su tamaño: en RNAs pequeños (miRNAs) que 

integran una extensión <200 nucleótidos, mientras que los RNAs largos no 

codificantes (lncRNAs) poseen una de extensión >200 nucleótidos (Kapranov et 

al., 2007). 

 

1.3.1 RNAs PEQUEÑOS NO-CODIFICANTES (miRNAs) 

Los RNAs pequeños no-codificantes (miRNAs) posee entre 19 y 24 

nucleótidos de longitud. La mayoría de ellos, son transcritos de secuencias de 

DNA en miRNAs primarios (pri-miRNAs) y procesados en miRNAs precursores 

(pre-miRNAs) y en miRNAs maduros (Ha y Kim, 2014. 

Los miRNAs tienen un importante papel en la regulación de la expresión 

génica a nivel post-transcripcional, ya que, pueden actuar degradando RNAs 

diana o a partir de la represión de la traducción de los mRNA (Mattick y Gagen, 

2001).  

Participan en diversos procesos celulares como la proliferación, 

diferenciación, migración, apoptosis, metabolismo y respuesta a estrés (Di Leva et 

al., 2014), además de estar conservados evolutivamente y su localización se 

restringe a secuencias de intrones, exones y regiones no codificantes 

intergénicas, teniendo como función principal la regulación a la baja de la 

expresión génica (Gu et al., 2009). 
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Los miRNAs también se han asociado con la regulación de vías de 

señalización, oncogenes y supresores de tumores importantes para la progresión 

en cáncer, en la angiogénesis, en la transición epitelio mesénquima (EMT), en 

metástasis y en la resistencia al tratamiento en cáncer (Raza et al., 2014). 

 RNAs pequeños no-codificantes (miRNAs) en cáncer de pulmón 

 miR-21 ha sido reportado como un regulador postransciprcional del 

supresor de tumor de la fosfatidilinositol-3, 4, 5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN), 

debido a que a partir de la represión de PTEN promueve el crecimiento e invasión 

en NSCLC (Zhang et al., 2010). Además, la sobre-expresión de miR-21 y la baja 

expresión de PTEN sugieren una deficiente respuesta a fármacos TKIs (Shen et 

al., 2014).  

 Por su parte, grupo de miR-17-92, es un transcrito policistrónico compuesto 

de los miRNAs 17, 18a, 19a, 20a, 19b-1 y 92a-1, localizado en el cromosoma 

13q31 y se encuentra sobre-expresado en cáncer de pulmón (Zhang et al., 2009).  

 

1.3.2 RNAs LARGOS NO-COIFICANTES  (lncRNAs) 

 Tras la realización del proyecto ENCODE, se confirmó que el 80% del 

genoma humano se transcribe y que la mayoría de estas transcripciones no 

codifican a proteína, manifestando así, la importancia biológica de los lncRNAs 

(Legoff et al., 2019). Los lncRNAs generalmente se clasifican de la siguiente 

manera:  
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Tabla 1. Clasificación de los lncRNAs 

lncRNA Descripción 

 

Superpuestos 

El gen que codifica para proteína se 

encuentra en el intrón de un lncRNA.  

 

Bidireccionales 

El lncRNA y el gen cercano que 

codifica se transcriben en cadenas 

opuestas.  

 

Intrónicos 

La secuencia completa del lncRNA 

está dentro del intrón del gen. 

 

Intergénicos 

La secuencia del lncRNA se encuentra 

entre dos genes como una unidad 

diferente. 

 

Sentido o antisentido 

El lncRNA se encuentra localizado 

entre uno o más exones de otra 

transcripción en la misma cadena o en 

sentido opuesto. 

 

Enhancer  

Se transcriben en una o dos 

direcciones, unidireccional (1D-eRNA) 

o en dos direcciones (2D-eRNA) en 

enhancers transcripcionales cerca de 

los genes.  

Tomado de Spurlock et al 2016. J Immunol. 197, 12. 

 



20 
 

 

Figura 3. Clasificación de los lncRNAs. Las flechas grises indican la dirección de la 
transcripción del gen. PC= gen codificador de proteínas. Tomado de Tomado de Spurlock et al 
2016. J Immunol. 197,12. 
 
 
 

 ARQUETIPOS DE LOS lncRNAs 

Hasta el momento, han sido descritos cinco arquetipos relacionados con 

diferentes mecanismos moleculares entorno del funcionamiento de los lncRNAs 

en células eucariotas, como a continuación se indican:  

1.- Los lncRNAs señuelo (Decoy): Son aquellos que pueden unirse a factores de 

transcripción, modificadores de la cromatina o reguladores externos de la 

estructura de la cromatina, algunos de los cuales se ha determinado logran  

posicionar en subdominios del núcleo, modulando de manera activa que estos 

realicen su función efectora, actuando de manera negativa como reguladores de 

la transcripción (Goff y Rinn, 2015). 
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2.- Los lncRNAs de señalización (Signaling): Generan señales que a nivel 

molecular les permiten conducirse en combinación  con factores de transcripción, 

así como algunos miembros de vías de señalización, modulando la capacidad de 

promover patrones de expresión génica, es por ello, que bajo este contexto, se ha 

propuesto como potenciales marcadores biológicos controlando la fisiología 

celular (Wang y Chang, 2011).  

3.- Los lncRNAs tipo andamio (Scaffolds): Desarrollan acciones que les permite 

actuar como plataformas moleculares, promoviendo el ensamble de diversas 

proteínas conformando entre otros, complejos ribonucleoproteicos (RNPs) a nivel 

nuclear, los cuales funcionan estructuralmente estabilizando a otros complejos y 

controlando actividades transcripcionales, tanto de activación, como represión o 

bien modificación post-traduccional sobre algunas marcas de histonas (Martin y 

Chang, 2012). 

4.- Los lncRNA guías (Guides): Descritos como reclutadores de proteínas como 

enzimas remodeladoras que en su conjunto modifican la estructura de la 

cromatina, con la finalidad de conducir a nivel epigenético, el momento 

transcripcional hacia segmentos genéticos específicos cerca del sitio inicio de 

transcripción del mismo lncRNA y/o regiones genéticas adyacentes (Cis) o bien 

sobre regiones genéticas distantes (Trans) como son segmentos genéticos -

blanco de la cromatina (Wang y Chang, 2011).  
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5.- Los lncRNAs tipo CERNA (Competidores Endógenos de RNA) con actividad 

esponja: Son aquellos que por complementariedad de bases interfieren en la 

promoción o capacidad represora que ejerce la expresión de las secuencias 

pequeñas no codificantes del RNA, como son los microRNAs controlándose así, 

la biodisponibilidad funcional de los miRNAs frente al papel de los lncRNAs, 

propiciándose desbalance en las funciones post-transcripcionales que  ejercer los 

miRNAs a nivel celular (Yang et al., 2014).  

Figura 4. Arquetipos funcionales de los lncRNAs. Tomado de Tomado de Herrera et al 2017. 

Clinical Epigenetics. 9,1.  
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1.4 lncRNAs EN CÁNCER DE PULMÓN 

 Durante los últimos 10 años, se han propuesto a los lncRNA como un 

blanco de estudio en cáncer pulmonar del grupo NSCLC, debido a que podrían 

ser un nuevo tipo de biomarcadores además de proporcionar nuevas estrategias 

terapéuticas para el tratamiento de cáncer de pulmón (Tong et al., 2018).  

 Entre los lncRNAs que han sido blanco de estudio en cáncer pulmonar se 

encuentran:  

 TRANSCRIPCIÓN DE ADENOCARCINOMA DE PULMÓN ASOCIADO A 

METÁSTASIS 1 (MALAT1) 

El lncRNA MALAT1 se evaluó en pacientes con NSCLC, identificándose como 

posible biomarcador de diagnóstico, debido a su alta especificidad, estabilidad y 

baja invasividad (Weber et al., 2013). Así mimo, se ha reportado que la sobre-

expresión de MALAT1 se encuentra asociada a metástasis y mal pronóstico en 

tumores de NSCLC (Zhu et al., 2015). Por otro lado, se ha demostrado que los 

niveles de metilación de MALA1 son bajos en células y tejidos sólidos de cáncer 

de pulmón, cuyo fenómeno contribuye a la sobre-expresión de MALAT1, puede 

ser revertido a partir del tratamiento con S-adenosil metionina (SAM), como 

agente proveedor de grupos metilos y por tanto considerado un agente metilante 

(Guo et al., 2015).  
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 TRANSCRIPCIÓN DE RNA ANTISENTIDO HOX (HOTAIR) 

La sobre-expresión del lncRNA HOTAIR en cáncer de pulmón se asocia a mal 

pronóstico en pacientes, invasión y metástasis en células de cáncer de pulmón de 

tipo AD (Tsai et al., 2010) así como en la resistencia al tratamiento basado en el 

fármaco Cisplatino en células del tipo AD (Liu et al., 2013). Además, se ha 

demostrado que el silenciamiento de HOTAIR contribuye a la disminución de la 

expresión de miR-326, el cual se encarga de la regulación del gen Homeobox 2A 

(Phox2a), inhibiendo la proliferación y migración celular en tumores de cáncer de 

pulmón (Wang et al., 2016) 

 ARRESTO DE CRECIMIENTO ESPECÍFICO 5 (GAS5) 

La expresión del lncRNA GAS5 en tumores de pulmón de tipo AD y células 

con mutación en EGFR de cáncer de pulmón se asocia con la capacidad de 

resistencia a tratamiento basada en el TKI-Gefitinib. De igual manera, la sobre-

expresión de GAS5 en presencia de tratamiento con Gefitinib, reduce el 

crecimiento tumoral y participa en cascadas de señalización a partir de la 

activación por fosforilación de EGFR, AKT y ERK (Dong et al., 2015). 

 CARCINOMA UROTELIAL ASOCIADO 1 (UCA1) 

La sobre-expresión del lncRNA UCA1 se presenta en células y en tumores de 

pacientes con cáncer de pulmón con resistencia adquirida posterior al tratamiento 

basado en TKI-Gefitinib, asociado a pobre sobrevida libre de progresión en 

pacientes. Por su parte, la disminución del nivel de expresión de UCA1 promueve 

sensibilidad al TKI-Gefitinib en células de cáncer de pulmón, aumento de 



25 
 

apoptosis y menor tamaño del tumor. De igual manera, la baja expresión de UCA1 

genera aumento en la expresión de la proteína del marcador epitelial E-Cadherina 

y  disminución de la expresión de marcadores genéticos mesenquimatosos N-

Cadherina, Snail y Vimentina (Cheng et al., 2015).  

 TRANSCRIPCIÓN SUPERPUESTA SOX2 (SOX2-OT) 

El lncRNA SOX2-OT se encuentra sobre-expresado en tumores de pacientes 

con cáncer de pulmón, por lo que se ha relacionado con una pobre tasa de 

sobrevida y aumento en la proliferación celular en cáncer de pulmón (Hou et al., 

2014).  

 

1.5 lncRNA SOX2-OT  

SOX2-OT se localiza en el brazo corto del cromosoma 3 en la región 26.33, 

posee una secuencia de DNA altamente conservada evolutivamente con 88% de 

identidad de nucleótidos entre el cDNA de humano y ratón (Shahryari, A., et al., 

2014). Hasta el momento, han sido identificadas seis variantes de transcripción 

(National Center for Biotechnology Information “NCBI”, 2020). 

La sobre-expresión de la variante 1 de SOX2-OT se encontró asociada con 

la tasa de sobre-vida global en pacientes del grupo de NSCLC, del tipo AD y ha 

sido indicado como un posible regulador transcripcional del gen SOX2 (Hou et al., 

2014).  

 Por otro lado, mediante ensayos in vitro en células A549 del grupo NSCLC, 

a partir del silenciamiento del lncRNA SOX2-OT, se demostró la correlación 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4469893/#B51
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4469893/#B51
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positiva entre la expresión del lncRNA SOX2-OT y el mRNA SOX2. Así mismo, la 

atenuada expresión de SOX2-OT ha sido relacionada con menor formación de 

colonias, es decir, menor capacidad de proliferación celular in vitro (Saghaeian et 

al., 2016). 

 Análisis adicionales realizados en células A549, bajo tratamiento con 

Cisplatino y el TKI-Erlotinib, a 12h, 48h y 120 h, han sugerido la inducción de la 

expresión de la variante 6 de SOX2-OT dependiente del tiempo a 48h en 

presencia de Cisplatino y TKI-Erlotinib (Herrera et al., 2020, en proceso). 

Con base en lo anterior, recientemente, se ha manifestado la posibilidad de 

posicionar a SOX2-OT como un posible biomarcador en la detección de SCC y 

LCC en plasma sanguíneo (Yun et al., 2019).  

 

1.6 RESPUESTA A LA TERAPIA EN CÁNCER DE PULMÓN  

 Los tratamientos oncológicos comúnmente empleados, se encargan de 

inducir daño en el DNA, o bien bloquear algunas vías de señalización celular de 

manera específica (PI3K y MAPK). Pese a ello, dichos protocolos de terapia, no 

han logrado ser específicos para cierto tipo de tejido con cáncer o de manera 

genética (Molina et al., 2008). 

 El desarrollo de terapias dirigidas a EGFR y ALK en cáncer de pulmón 

incluyen los inhibidores de la angiogénesis, frente a los cuales las células 

tumorales desarrollan resistencia y presentan con frecuencia efectos secundarios, 

representando un desafío clínico, no solo en la determinación del tipo de terapia 
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para cada paciente, sino también para la optimización del tratamiento fármaco-

oncológico (Hassan et al., 2015). 

Por su parte, los TKI´s,  dirigidos también a EGFR,  compiten por el sitio de 

unión de ATP dentro del dominio tirosina cinasa. Estos tratamientos han sido 

empleados en pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas (NSCLC), 

incluyendo algunos que presentan algún tipo de mutación en el gen EGFR, tales 

como, la deleción del exón 19, la mutación en la posición L858R, y T790M. Dentro 

de las principales problemáticas que se presentan en los esquemas de 

tratamiento, destaca el desarrollo de resistencia al fármaco en un periodo no 

mayor a 15 meses (Chi et al., 2013), debido a la reducción de la eficacia en la 

respuesta al tratamiento, afectando la sobre-vida libre de progresión y la sobre-

vida global en pacientes tratados, ya que induce a la activación de las vías de 

señalización de PI3K y MAPK, las cuales se encuentran reguladas a partir de 

EGFR (Sequist et al., 2006). 

Uno de los hallazgos principalmente relacionados con la respuesta a 

tratamiento con TKIs, ha demostrado que la expresión genética del gen SOX2, se 

encuentra regulada por el factor de transcripción GLI-1. GLI-1 interviene en la 

regulación de la vía de señalización  de Sonic Hedgehog y modula la expresión de 

EGFR. Ademas, se dio a conocer que el tratamiento con inhibidores de EGFR 

promueve el potencial de evitar la inducción de SOX2 por el ligando de EGFR, en 

modelos in vitro de NSCLC (Bora-Singhal et al., 2015). 
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Por su parte, la sobre-expresión del lncRNA GLI1-AS, en ausencia de la 

expresión del lncRNA GAS5, podrían participar de manera importante frente a la 

resistencia a TKIs en cáncer de pulmón  (Villegas et al., 2014). 

 Los tratamientos basados en derivados del platino también han sido 

utilizados en cáncer pulmonar, sin embargo, su eficacia se ha visto limitada 

debido al desarrollo de hematotoxicidades y toxicidades neurológicas. El 

Cisplatino (CDDP; cis-diaminodicloroplatino II) es uno de los fármacos 

antitumorales de mayor utilidad en diversos tumores sólidos. Su mecanismo de 

acción citotóxico consiste en la formación de aductos en el DNA, favoreciendo la 

activación de algunas vías de señalización (ATR, TP53, P73 y MAPK) teniendo 

como resultado la inducción de apoptosis (Siddik, 2003). Pese a ello, la capacidad 

de resistencia a tratamiento basado en Cisplatino, conlleva a la identificación de 

mecanismos y blancos de estudio para aminorar dicha respuesta a tratamiento en 

cáncer (Yang et al., 2013). 

Un estudio realizado sobre el lncRNA ROR, dio a conocer que la inhibición 

de su expresión en células del grupo NSCLC resistentes a Cisplatino (A549/DDP), 

se relaciona con la disminución en los niveles de proteínas implicadas en la vía 

PI3K /AKT/ mTOR y Bcl-2 (Shi et al., 2017), no obstante, se desconoce el 

mecanismo de acción por el cual el lncRNA ROR interviene en dicho fenómeno en 

cáncer de pulmón. 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Estudios previos han dado a conocer que el gen SOX2 es un regulador 

transcipcional de la expresión de GLI-1, implicado en el desarrollo embrionario, 

además de estar asociado con la capacidad de resistencia a  tratamiento, basado 

tanto en Cisplatino como en EGFR-TKIs en cáncer de pulmón, pese a ello, se 

desconoce si el lncRNA SOX2-OT, el cual es un potencial regulador 

transcripcional de SOX2, desarrolla algún mecanismo adicional sobre la expresión 

de GLI-1, y la activación de miembros de la vía de EGFR como AKT-ERK frente a 

la respuesta a tratamiento oncológico. Por lo que su estudio en modelos celulares 

de cáncer de pulmón, permitirán confirmar su implicación en los mecanismos de 

respuesta a la terapia oncológica basada en Cisplatino y EGFR-TKIs, así como 

también, en la regulación del eje GLI-1/SOX2 en cáncer de pulmón. 

 

3. HIPÓTESIS 

 

La inhibición de la expresión del lncRNA SOX2-OT en células de cáncer de 

pulmón A549 regula a nivel transcripcional y/o postraduccional la expresión del 

eje GLI-1/SOX2, así como miembros de las vías de señalización PI3K-AKT-mTOR 

y MAPK-ERK, sensibilizando la respuesta a tratamiento oncológico en cáncer de 

pulmón. 
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4. OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar el papel del lncRNA SOX2-OT en la regulación de la expresión 

del eje GLI-1/SOX2, y su participación en la respuesta al tratamiento oncológico 

en cáncer pulmonar. 

 

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1.-Evaluar el nivel de expresión del lncRNA SOX2-OT, así como mRNA de los 

genes SOX2 y GLI-1 en diferentes modelos celulares de cáncer de pulmón del 

grupo NSCLC. 

 2.-Determinar los niveles de expresión de las proteínas GLI-1, SOX2, AKT y ERK 

en las líneas celulares A549, NH2347, H1975 y HCC827 del grupo NSCLC. 

3.- Analizar el efecto del silenciamiento (siRNAs) de SOX2-OT sobre los niveles 

de expresión del eje GLI-1/SOX2, así como en miembros de la vía de EGFR, AKT 

y ERK, y su nivel de activación por fosforilación en células A549 del grupo 

NSCLC. 

4.- Evaluar la sensibilidad al tratamiento oncológico basado en Cisplatino y TKI-

Erlotinib en presencia de silenciamiento (siRNAs) del lncRNA SOX2-OT, en 

células A549 del grupo NSCLC. 
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 Cultivo celular  

 

Modelos celulares A549, NCI-H2347 (EGFR wild-type; mutación G12C en 

KRAS), NCI-H1975 (mutación L858R y T790M de EGFR) y HCC827 (deleción 

E746-A750 en el exón 19 de EGFR) de adenocarcinoma de cáncer de pulmón 

humano fueron obtenidos del American Type Culture Collection) ATCC. Los 

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

suero fetal bovino (Biowest) al 10% y penicilina estreptomicina al 1% (Gibco), 

empleando incubadora de cultivos celulares a 37°C y 5% de CO2, en una 

confluencia del 80%.  

 

 Extracción de RNA y RT‐qPCR 

 

La extracción del RNA total se realizó mediante el método de TRIzol 

(Invitrogen). La síntesis de cDNA se realizó mediante kit (Thermo Scientific) a 

partir de 1 µg de RNA total. Para la reacción de qPCR se utilizaron 20ng de 

cDNA. La detección de la expresión de los mRNAs y lncRNA se realizó mediante 

Syber Green (RealQ Plus Master Mix) en un volumen final de reacción de 15 µl. 

La qPCR se realizó en el equipo LightCycler 480 Real-TiME PCR (Roche, 

Alemania).  

Margarita
Texto escrito a máquina
5. MATERIALES Y MÉTODOS 
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Condiciones de qRT-PCR Syber Green 

Etapa Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (h:m:s) 
Pre-incubación 1 40 00:10:00 

Amplificación 45 

95 00:00:30 

60 00:00:30 

72 00:00:30 

Curva Melt 1 

95 00:00:05 

65 00:01:00 

97 Continuo 

Enfriamiento 1 40 00:10:00 
 

Los niveles de expresión del mRNA se normalizaron mediante la detección 

del gen endógeno GAPDH, mientras que el lncRNA se normalizó con el gen 

endógeno U1. Se empleó el RNA total de cuatro líneas celulares de cáncer de 

pulmón del grupo NSCLC (A549, NH2347, H1975, HCC827) como grupo control 

nombrado “MIX-CTRL”. El análisis de expresión se realizó utilizando el método 

comparativo 2-ΔΔT. 

Las secuencias utilizadas para llevar a cabo la detección de la expresión de 

los mRNAs y lncRNAs, fueron diseñadas empleando un porcentaje aproximado 

de GC del 40% y temperatura de alineamiento entre 55 y 60 °C, las cuales se 

indican a continuación: 

mRNA Secuencia Oligonucleótido 

GLI-1 5’-TCTGCTCCTCCTGTTCGAC-3’ 
3’-CCTAAACCAGCGTAACCCG-5’ 

SOX2 5′-AACCCCAAGATGCACAACTC-3′ 
3’-CTAATATTTATGGCCGGGGC-5′ 

GAPDH 5’-CCAGGAATTTGACTCCCAAG-3’ 
3’-GACTCCGGGAAGTTTCGG-5’ 
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lncRNA  Secuencia Oligonucleótido 

*SOX2-OT (Variante 1) 5’-GCTCGTGGCTTAGGAGATTG-3’ 
3’-CTGGCAAAGCATGAGGAACT-5’ 

SOX2-OT (Variante 6) 5´-CCTCTTCTCAGGTGTAGATCACCTAT-3’ 
3’- AACAGAGCTGTCTTGTAAGTGAGG-5’ 

U1 5’-CCCTGCTCCAGTCGCTATC-3’ 
3’-CCACGTCCGTCTGATTCC-5’ 

*Tomado de Hou et al., 2014. The international Journal of Biochemistry & Cell Biology 53:380-388 

 

 Silenciamiento con RNA de interferencia 

 

Fueron desarrollados ensayos de silenciamiento del lncRNA SOX2-OT, para ello 

se sintetizaron 2 siRNAs tomando en consideración el trabajo de investigación de 

Hou y colaboradores (2014), así como, el uso de su combinación nombrado 

“siMIX”. Para ello, fueron sembradas 290, 000 células en cajas multi-pozos de 6,  

incubadas toda la noche permitiendo su adherencia. Posterior a ello, se 

transfectaron con 50 nM por cada siRNA y 25nM de cada siRNA para la 

preparación de la mezcla del “siMIX”, para ello se empleó el método de 

lipofectamina (Invitrogen). Seguido de esto, 48 horas post-transfección las células 

se cosecharon para ensayos posteriores de qRT-PCR y Western Blot. Las 

secuencias de cada siRNA para SOX2-OT se indican a continuación: siOT1, 5'-

CAAUCAACUCUGAGAUCCAtt-3' y siOT2, 5'-CAAAAUAGGUCAUAGCAAAtt-3' 

(Hou, Z., et al., 2014). De igual manera, fue empleado un control de secuencia 

(SCR) de marca comercial Santa Cruz  (#cat: sc-37007). El análisis de 

alineamiento de siRNAs sobre el transcrito de SOX2-OT mostro que el 
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interferente siOT1 está dirigido en contra de la variante 1; mientras que el 

interferente siTO2 se encuentra dirigido en contra de ambas variantes 1 y 6 

(Figura suplementaria 1 y 2). 

  

 Western Blot  

 

Las proteínas totales, se extrajeron con buffer RIPA suplementado con 

inhibidor de proteasas a partir de 1x106 células y se cuantificaron mediante el 

método de Lowry utilizando el Kit de Bio-Rad a una longitud de onda de 750 nm 

en el equipo EPOCH. Se utilizaron 30 μg de proteína total y se migraron en geles 

de poliacrilamida al 12% durante 2 h. La transferencia se realizó en una 

membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) (BioRad) en un tiempo de 2 h, 

posteriormente la membrana fue teñida con Rojo de Ponsseau, y lavada con agua 

bidestilada a tres tiempos de 10 min cada uno. Seguido de esto el bloqueo se 

realizó con leche (BioRad) al 5% durante 2 h. La incubación con los anticuerpos 

primarios se realizó toda la noche a una temperatura de -4°C con movimiento 

constante en las siguientes diluciones: GLI-1:1:500 (abcam), SOX2:1:2000 

(GeneTex), AKT-T:1:500 (Cell Signalling), ERK-T:1:500 (Cell Signalling) y MEOX2 

1:500 (Santa Cruz) y GAPDH 1:3000 (Santa Cruz). Al siguiente día se realizaron 3 

lavados de 10 min cada uno con TBS al 1x, con Tween al 0.01%. Posteriormente 

se incubaron con el anticuerpo secundario por 2 h a una dilución 1:10,000 (anti-

Rabbit o anti-Mouse). Al término de este tiempo se realizaron 3 lavados de 10 min 
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cada uno con TBS al 1x, con Tween al 0.01%. Finalmente, las proteínas de 

interés se revelaron con el kit de detección quimio-luminiscente ECL (BioRad) en 

una mezcla v/v de 750 µl, en un tiempo de detección de 15 min, en placas 

radiográficas. 

Para la detección de las proteínas fosforiladas p-AKT y p-ERK se utilizaron 

50 μg de proteína total y migraron en geles de poliacrilamida al 12% durante 2 h. 

La transferencia se realizó en una membranas de fluoruro de polivinilideno 

(PVDF) (BioRad) durante 2 h, posteriormente la membrana fue teñida con Rojo de 

Ponsseau, y lavada con agua bidestilada a tres tiempos de 10 min cada uno. 

Seguido de esto el bloqueo se realizó con leche (BioRad) al 5% durante 2 h. La 

incubación de los anticuerpos primarios se realizó durante toda la noche a -4°C 

con movimiento constante en las siguientes diluciones: p-AKT 1:500 (Cell 

Signalling), p-ERK 1:500 (Cell Signalling) y GAPDH 1:3000 (Santa Cruz). Al 

siguiente día se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con TBS al 1x, con 

Tween al 0.01%. Posteriormente se incubaron con el anticuerpo secundario por 2 

h empleando una dilución 1:10,000 (anti-Rabbit o anti-Mouse). Concluido este 

tiempo de incubación del anticuerpo secundario, se realizaron 3 lavados de 10 

min cada uno empleando TBS al 1x, con Tween al 0.01%. Finalmente, las marcas 

se revelaron con el kit de detección quimio-luminiscente ECL (BioRad) en una 

mezcla v/v de 750 µl en un tiempo de detección de 15 min, en placas 

radiográficas. 
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 Ensayos de viabilidad celular (MTS) 

 

Los cultivos celulares fueron sembrados en placas de 96 pozos a una 

densidad de 3, 000 células A549. Los cultivos celulares se incubaron toda la 

noche favoreciendo la adherencia celular. Se preparó un stock a 10 mM del 

fármaco inhibidor de tirosina cinasa-TKI Erlotinib (Sigma Aldrich) con DMSO y se 

prepararon las siguientes diluciones: 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100, 1000, 20, 40, 80 

y 200 µM, manteniendo un porcentaje de DMSO no mayor al 1%. Para el caso de 

cisplatino (Sigma Aldrich) se preparó un stock a 5 mM a partir de 5 mg en su 

forma de sal, la cual se disolvió en NaCl al 0.9%, se prepararon las siguientes 

diluciones: 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100, 1000, 30, 50 y 80 µM.  La incubación con 

el fármaco se realizó por 72h para Erlotinib, mientras que para Cisplatino fueron 

48 h. Pasado el tiempo, se agregaron 20 µL del reactivo de MTS CellTiter 96 

AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega), incubando por 2 h. La 

reacción se inactivo con SDS 10% y empleó una longitud de onda de 490nm y 

690 nm para el background. La viabilidad fue calculada como el porcentaje del 

control (células con 0.2% de DMSO para el caso de Erlotinib o bien células no 

tratadas para cisplatino) después de restar la absorbancia de fondo. La 

determinación de la IC: 50, IC: 25 e IC: 10 se calculó mediante el programa 

GraphPad Prism 6. Se realizaron 3 réplicas biológicas independientes por 

cuadruplicado.  
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 Análisis estadístico 

 

Se realizó la prueba estadística de T de student, para llevar a cabo un 

análisis comparativo entre líneas celulares de cáncer de pulmón A549, NH2347, 

H1975 y HCC827, ellos mediante el uso de los programas GraphPad Prism 6 y 

Sigma Plot 10.0. Los valores de p menores a 0.05 (* p≤0.05; ** p≤0.001, *** 

p≤0.0001) fueron considerados significativos estadísticamente, entre los grupos 

experimentales.  

  



38 
 

6. RESULTADOS 

 

Expresión de SOX2-OT, SOX2 y GLI-1 en líneas celulares de cáncer de 

pulmón NSCLC  

 

Debido a que previamente ha sido reportada la expresión de SOX2-OT en 

cáncer de pulmón, en el presente trabajo se evaluó la expresión del transcrito 

canónico (variante 1), así como la variante 6 de este lncRNA en cuatro líneas 

celulares de cáncer de pulmón de células no pequeñas (NSCLC): A549, NH2347, 

H1975 y HCC827 (Figura 1). Igualmente se midió el nivel de expresión del mRNA 

de SOX2 y GLI-1 (Figura 2).  

En la Figura 1A y 1B se puede observar que las cuatro líneas celulares 

analizadas muestran una expresión variable de SOX2-OT. Así mismo, la variación 

de SOX2 y GLI-1 en las líneas celulares estudias se muestra en la Figura 2A y 

2B.  
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Figura 1. Expresión del lncRNA SOX2-OT en células de cáncer pulmonar NSCLC. A) 
Expresión de SOX2-OT variante 1, B) Expresión de SOX2-OT variante 6. Los niveles de expresión 
de SOX2-OT fueron analizados mediante RT-qPCR (Syber Green) y normalizados con respecto al 
gen endógeno U1. Los niveles de expresión fueron comparados con respecto al grupo control 
MIX-CTRL. Los resultados se muestran como los valores de la media ± D.E., de 3 réplicas 
biológicas.  

 

 
 
Figura 2. Expresión del mRNA de los genes GLI-1 y SOX2 en células de cáncer pulmonar 
NSCLC. A) Expresión de GLI-1, B) Expresión de SOX2. El nivel de expresión de ambos mRNAs 
fue analizado mediante RT-qPCR (Syber Green) y normalizado con respecto al gen endógeno 
GAPDH. Los niveles de expresión fueron comparados con respecto al grupo control MIX-CTRL. El 
resultado se presenta como la media ± D.E., de 3 réplicas biológicas. 
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Los resultados obtenidos, permitieron evidenciar que SOX2-OT se presenta 

en líneas celulares de NSCLC y que la expresión de las mismas es variable. Sin 

embargo, se puede observar que la línea celular HCC827 presenta mayor nivel de 

expresión de SOX2-OT variante 1, mientras que la línea celular A549 presenta 

mayor nivel de expresión de SOX2-OT variante 6. De igual manera, SOX2 y GLI-1 

se expresan de manera variable en líneas celulares de NSCLC. Pese a ello, se  

muestra que las células de cáncer pulmonar que presentan mayor nivel de 

expresión del mRNA SOX2 y GLI-1 son las NH2347.  

El análisis realizado, previamente para la variante 6 respecto a la expresión 

de SOX2-OT en diferentes líneas celulares de NSCLC, ha mostrado previamente, 

que las células de cáncer pulmonar con mayor expresión del transcrito fueron las 

células A549, razón por la cual, al inicio del presente trabajo se determinó llevar a 

cabo ensayos de expresión sobre esta línea celular para cumplir con el objetivo 

general. Posteriormente, tras llevar a cabo un reanálisis de secuencias del 

genoma y con base en datos de la literatura, se decidió incluir el análisis de la 

forma canónica de SOX2-OT (variante 1).  Si bien, el resultado mostrado en la 

figura 1B, refiere que la línea celular de cáncer pulmonar A549 presenta niveles 

bajos de expresión del transcrito antes mencionado, los estudios que han descrito 

el papel de SOX2-OT en NSCLC han sido escasos, por lo tanto, fue seleccionado 

como el modelo de estudio del presente trabajo. En este sentido, nuestro grupo 

de investigación, identifico previamente que la variante 6 en el modelo celular 

A549 bajo tratamiento por Cisplatino y TKIs incrementó su nivel de expresión  

(Herrera et al., 2020 en proceso). 
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Análisis de los niveles de proteína de GLI-1, SOX2, AKT y ERK en células de 

cáncer pulmonar “NSCLC” 

 
 
 

Con la finalidad de determinar el nivel de proteína de GLI-1, SOX2, AKT y 

ERK en cuatro modelos celulares de cáncer pulmonar previamente mencionadas, 

se llevaron a cabo ensayos de Western Blot. En la Figura 3, se muestra que en 

los cuatro modelos celulares aquí estudiados, se identifica la expresión variable 

de las proteínas antes mencionadas. Este resultado permitió mostrar que las 

proteínas GLI-1, SOX2, AKT y ERK son detectadas en niveles moderados y 

heterogéneos en células de cáncer pulmonar del grupo NSCLC. Sin embargo, es 

posible apreciar que GLI-1 presenta mayores niveles de expresión en células 

H1975; así como SOX2 en células A549, NH2347 y H1975, mientras que mayores 

y homogéneos niveles de expresión de AKT y ERK en los cuatro modelos 

celulares de cáncer pulmonar aquí estudiados.  

 

Figura 3. Análisis de los niveles de proteína de GLI-1, SOX2, AKT y ERK total en células de 
cáncer pulmonar NSCLC. Los niveles de expresión relativa de proteína fueron analizados 
mediante Western Blot y normalizado con respecto a la proteína endógena GAPDH. Los 
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resultados se encuentran expresados como el valor de la media ± D.E., de un total de 2 réplicas 
biológicas. 
 

Lo anterior, permitió analizar y comparar el perfil de los transcritos de los 

genes SOX2-OT, SOX2 y GLI-1 con la expresión relativa de las proteínas de la 

vía de señalización de EGFR en diferentes modelos celulares de cáncer de 

pulmón, así como definir el modelo celular que permitiera describir la participación 

de SOX2-OT en la regulación del eje GLI-1/SOX2 con su posible papel en la 

respuesta a la terapia basada en Cisplatino y TKI-Erlotinib. 

 
La disminución de la expresión de SOX2-OT mediante siRNAs, reduce la 

expresión relativa del mRNA de los genes GLI-1 y SOX2 

 

 

Con el objeto de analizar el papel de SOX2-OT en la regulación del eje 

transcripcional GLI-1/SOX2 se llevaron a cabo ensayos de transfección transitoria 

en células de cáncer pulmonar A549. La eficacia de la inhibición en la expresión  

 

de SOX2-OT fue evaluada mediante ensayos de RT-qPCR. Con ello, fue 

posible confirmar la eficacia de los siRNAs empleados llamados OT1 y OT2, 

dirigidos en contra de SOX2-OT (variante 1 y variante 6, respectivamente), cabe 

mencionar que para potenciar el efecto del silenciamiento fue empleada la mezcla 

de ambos siRNAs para SOX2-OT (P<0.05) (Figura 4A y 4B). 
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Figura 4. Silenciamiento por siRNAs en contra del lncRNA SOX2-OT en células de cáncer 
pulmonar A549. A) Expresión de SOX2-OT variante 1. B) Expresión de SOX2-OT variante 6. El 
nivel de eficiencia del silenciamiento por siRNAs fue analizado mediante ensayos de RT-qPCR 
(Syber Green) y normalizado con respecto al gen endógeno U1. Los niveles de expresión fueron 
comparados con respecto del grupo control “SCR”. Los resultados son expresados como la media 
± D.E., de 5 réplicas biológicas. El análisis estadístico aplicado fue mediante la prueba de T de 
Student. Los valores de p<0.05 corresponden a: *p < 0.05, **p < 0.001, ****p < 0.00001. 
 

 
A partir del análisis anterior, se realizó el análisis del efecto de la 

disminución de SOX2-OT en la expresión del mRNA de SOX2 y GLI-1. La figura 

5A muestra que la disminución de la expresión de SOX2-OT variante 1 disminuye 

la expresión de SOX2, de igual manera este efecto se ve reflejado al utilizar el 

MIX de siRNAs (siMIX). Mientras que, el mRNA GLI-1 disminuyó solamente al 

reducir la expresión de SOX2-OT a partir de la utilización del siMIX (Figura 5B). 
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Figura 5. Ensayos de silenciamiento de SOX2-OT en células de cáncer pulmonar A549, 
contribuyen en reducir la expresión del mRNA de GLI-1 y SOX2. A) Expresión del mRNA de 
SOX2, B) Expresión del mRNA de GLI-1. Los niveles de expresión de ambos mRNAs en 
consecuencia del silenciamiento genético por siRNAs de SOX2-OT fue analizado mediante el 
método RT-qPCR (Syber Green y normalizada con respecto al gen endógeno GAPDH). Los 
niveles de expresión se analizaron en comparación con el grupo control “SCR”. Los resultados son 
expresados como la media ± D.E., de 5 réplicas biológicas. El análisis se realizó mediante la 
prueba de T de Student. Los valores de p<0.05 corresponden a ****p < 0.00001. 
 

 
 Los resultados obtenidos indican que SOX2-OT regula la expresión del eje 

GLI-1/SOX2, además, permitieron analizar la participación de SOX2-OT en la 

regulación de las proteínas GLI-1 y SOX2, así como también en las proteínas de 

la vía de señalización de EGFR y su activación por fosforilación.   
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El silenciamiento de SOX2-OT disminuye el nivel de proteína del eje GLI-

1/SOX2, así como AKT, p-AKT y ERK en células de cáncer pulmonar A549 

 
 

Con base en todos los resultados anteriores, donde la disminución del 

lncRNA SOX2-OT promueve la reducción del mRNA de SOX2 y GLI-1, fue posible 

identificar su reducción a nivel de proteína total, mediante ensayos de Western 

Blot. En ello, se llevaron a cabo ensayos de silenciamiento de SOX2-OT a partir 

de los cuales se recuperó la proteína total a 48h post-transfección con siRNAs 

(OT1, OT2 y siMIX). En la Figura 6 se identifica que el silenciamientio de SOX2-

OT en sus variantes 1 y 6, contribuyen en la disminución de la proteína total de 

SOX2 y GLI-1. Dichos resultados, en conjunto con evidencias descritas en la 

Figura 5, indican que el lncRNA SOX2-OT podría regular transcripcionalmente el 

eje GLI-1/SOX2 en células de cáncer pulmonar A549.  

 De igual manera, se evaluo si la disminución de la expresión del eje GLI-1 y 

SOX2, modulado por el lncRNA SOX2-OT, contribuye a cambios en los niveles de 

activación de las moléculas efectoras de la vía de EGFR, como AKT y ERK. Para 

resolverlo, posterior al silenciamiento de SOX2-OT en células A549, se detectaron 

cambios en los niveles de proteína total de AKT y ERK, así como activación por 

fosforilación de p-AKT.  

 Con base en lo anterior, se detecto que el silenciamiento del lncRNA 

SOX2-OT  en sus variantes 1 y 6 disminuyen tanto la fosforilación como la 

proteína total de AKT (Figura 7), mientras que, se observó un aumento 

significativo en la fosforilación de ERK y una disminución de la proteína total del 
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mismo (Figura 8). Por lo tanto, los resultados señalan que SOX2-OT regula 

positivamente a AKT-T e inactiva su fosforilación, pese a ello, potencializa la 

activación de p-ERK, lo cual, sugiere la regulación de SOX2-OT sobre el eje GLI-

1/SOX2. Asi mismo, se puede deducir la regulación de algunas vías de 

señalización por SOX2 y GLI-1 a partir del lncRNA SOX2-OT en cáncer de 

pulmón.  

 

 
 
Figura 6. El silenciamiento del lncRNA SOX2-OT en células de cáncer pulmonar A549, A549 
reduce los niveles de expresión relativa de la proteína GLI-1 y SOX2. Imágen representativa y 
análisis de la expresión de la proteína de GLI1 y SOX2 posterior al silenciamiento de SOX2-OT. 
Los niveles de expresión fueron normalizados respecto a la proteína endógena GAPDH, como 
control de carga. El resultado se obtuvo en comparación con el grupo control SCR. Los resultados 
se encuentran analizados como la media ± D.E., de 5 réplicas biológicas. El análisis se realizó 
mediante T de Student. Los valores de p<0.05 corresponden a: *p< 0.05, **p < 0.001, ****p < 
0.00001. 
Figura 7. El silenciamiento del lncRNA SOX2-OT en células de cáncer pulmonar A549, 

reduce los niveles de expresión relativa de la proteína AKT y su nivel de activación por 
fosforilación. Imágen representativa y análisis de la expresión de la proteína de GLI1 y SOX2 
posterior al silenciamiento de SOX2-OT. Los niveles de expresión fueron normalizados respecto a 
la proteína endógena GAPDH, como control de carga. El resultado se obtuvo en comparación con 
el grupo control SCR. Los resultados se encuentran analizados como la media ± D.E., de 5 
réplicas biológicas. El análisis se realizó mediante T de Student. Los valores de p<0.05 
corresponden a: *p < 0.05, **p < 0.001, *** p < 0.0001, ****p < 0.00001. 
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Figura 8. La disminución de SOX2-OT en células A549 contribuyen en reducir los niveles de 
proteína ERK e incrementa sus niveles de activación por fosforilación. Imágen representativa 
y análisis de la expresión de la proteína de GLI1 y SOX2 posterior al silenciamiento de SOX2-OT. 
Los niveles de expresión fueron normalizados respecto a la proteína endógena GAPDH, como 
control de carga. El resultado se obtuvo en comparación con el grupo control SCR. Los resultados 
se encuentran analizados como la media ± D.E., de 5 réplicas biológicas. El análisis se realizó 
mediante T de Student. Los valores de p<0.05 corresponden a: *p<  0.05, *** p < 0.0001, ****p < 
0.00001. 

 

 

La inhibición de SOX2-OT incrementa la sensibilidad a Cisplatino y al TKI-

Erlotinib en la línea celular A549  

 

 Reportes previos, señalan el papel de los lncRNAs en la respuesta al 

tratamiento contra el cáncer, ejemplo de ello es UCA1 (Cheng et al., 2015) y 

GAS5 (Dong et al., 2015) los cuales se encuentran sobre-expresados en cáncer 

pulmonar del grupo NSCLC, los cuales presentan resistencia a TKI-Gefitinib. En 

este sentido, con el propósito de conocer la influencia del lncRNA SOX2-OT en la 

respuesta a fármacos oncológicos en células A549 de cáncer pulmonar, se 

realizaron ensayos de transfección mediante (siRNAs) OT1 y OT2 en contra de 

SOX2-OT, para su posterior análisis de viabilidad celular (MTT) en presencia de 

Cisplatino o TKI-Erlotinib.  
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En la Figura 9 se muestra que la disminución de la expresión de SOX2-OT 

sensibiliza la respuesta frente a Cisplatino en células A549 (SCR: IC50: 1.723 µM; 

siOT1: 1.31 µM; siMIX: 0.63 µM). De igual manera, la sensibilidad a TKI-Erlotinib, 

mostro aumento en la sensibilidad con un valor en IC50 de 48.77 µM para siOT1, 

70.27 µM para siOT2 y 73.08 µM para siMIX en comparación con el valor del SCR 

(90.2 µM) (Figura 10). 

Hasta el momento, no existe reporte en la literatura que indique la 

participación de SOX2-OT asociada al tratamiento oncológico, por lo que, los 

resultados obtenidos, permitirían indicar por primera ocasión el papel de este 

lncRNA en la respuesta a fármacos oncológicos tanto en Cisplatino, como de 

terapia dirigida (TKI) en células de cáncer pulmonar A549, así como su posible 

empleo asociado con la progresión clínica y probable sobrevida en pacientes con 

cáncer de pulmón que presenten sobre-expresión de SOX2-OT. Pese a ello, se 

requieren de ensayos adicionales para validar la significancia y el alcance de 

estos resultados en la práctica preclínica y clínica oncológica pulmonar.  
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Figura 9. Aumento de la sensibilidad a Cisplatino en células A549 de NSCLC posterior al 
silenciamiento del lncRNA SOX2-OT. Los niveles de expresión fueron comparados con respecto 
al grupo control transfectado con un vector SCR. El resultado es expresado como la media ± E.E., 
de 1 ensayo biológico independiente (n=1) por triplicado.  
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Figura 10. Aumento de la sensibilidad a TKI-Erlotinib en células A549 de cáncer pulmonar. 
Los niveles de expresión fueron comparados con respecto al grupo control transfectado con un 
vector SCR. El resultado es expresado como la media ± E.E., de 3 ensayo biológicos 
independientes por triplicado.  
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7. DISCUSIÓN 

 

Los lncRNAs han tenido gran importancia en la investigación básica, 

biomédica y médica en diversos tipos de cáncer, debido a que poseen un 

importante y amplio espectro de función en el control de la expresión genética, ya 

que logran estar involucrados en los mecanismos de la transcripción, traducción y 

regulación post-transcripcional, por lo que, su desregulación contribuye al 

desarrollo de la enfermedad (Nagano et al., 2011).  

Estudios recientes, han dado a conocer la relación que existe entre los 

lncRNAs con mecanismos de la proliferación, migración, e invasión celular, 

metástasis y mal pronóstico en pacientes con cáncer de pulmón (Wang et al., 

2014). 

El lncRNA SOX2-OT ha sido propuesto como un oncogén de progresión en 

cáncer de pulmón (Hou et al., 2014), sin embargo pocos estudios han probado su 

participación en la regulación de la expresión de genes que participan en la 

regulación de efectores de vías de señalización importantes para la progresión 

tumoral, tales como EGFR/Hedhehog/GLI-1 o SOX2, las cuales están sobre-

reguladas en NSCLC.  

La función de SOX2 y GLI-1 ha sido descrita en diferentes tipos de cáncer 

como factores de transcripción que afectan distintas características propias de 

células cancerosas, además de promover la tumorigénesis y progresión (Novak et 

al., 2019) en NSCLC (Niki et al., 2013) en donde las proteínas de SOX2 y GLI-1 

se encuentran sobre-expresadas. Por esta razón, los resultados sugireren 
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tambien un importante papel de SOX2-OT en el desarrollo y progresión de 

NSCLC, a partir de la regulación de la expresión de dos factores de transcripción 

involucrados en el desarrollo y progresión de cáncer de pulmón. GLI-1 es un 

factor de transcripción y efector final de la vía de Hedgehog, la cual ha sido 

descrita como sobre-activada en cáncer de pulmón, no obstante, la regulación de 

la expresión de GLI-1 ha sido poco estudiada. Al respecto, se sugiere que el 

lncRNA SOX2-OT podría funcionar como un regulador de GLI-1 a través del eje 

GLI-1/SOX2. Por otra parte, la vía de Hedgehog y EGFR convergen y su 

activación se relaciona con la progresión de cáncer de pulmón (Jiang et al., 2015).  

Igualmente, se ha confirmado la participación de lncRNAs en la resistencia a la 

terapia oncológica, a pesar de ello, la posible función de SOX2-OT en la 

respuesta a tratamiento en cáncer no ha sido descrita. El presente estudio, tuvo 

como objetivo analizar el papel del lncRNA SOX2-OT en la regulación de la 

expresión del eje GLI-1/SOX2 y su participación en la respuesta al tratamiento 

oncológico en cáncer pulmonar, utilizando como modelo de estudio la línea celular 

A549 de NSCLC.  

Los resultados del presente trabajo, permitieron demostrar que las líneas 

celulares de NSCLC: A549, NH2347, H1975 y HCC827 expresan SOX2-OT, tal 

como previamente había sido reportado por Kewei et al. y Hou et al. al menos 

para A549 y HCC827. Igualmente se demostró que las líneas celulares utilizadas 

expresan también a los factores de transcripción GLI-1 y SOX2, lo que permitió 

generar la hipótesis de que la regulación transcripcional de dichas proteínas, 

podría estarse llevando a cabo por SOX2-OT.  
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Previamente se reportó la correlación positiva entre la expresión de SOX2-OT 

y SOX2 (Hou et al., 2014), así como también, la regulación transcripcional de 

SOX2 sobre GLI-1 (Bora-Singhal et al. 2015), indicando que probablemente la 

regulación de GLI-1  y SOX2 se lleva a cabo a través de SOX2-OT a manera de 

feedback en la línea celular A549. Pese a ello, se requiere de ensayos 

complementarios para confirmar la participación de este lncRNA, tal como, 

inmunoprecipitación de la cromatina con la finalidad de conocer si existen 

cambios en el re-arreglo de la cromatina del promotor de GLI-1 y SOX2, 

respectivamente, en ausencia de SOX2-OT.  

De igual manera, se evidencio la posible regulación e inactivación de la 

fosforilación de AKT, además del favorecimiento de la activación de la 

fosforilación de ERK a consecuencia de la regulación de SOX2-OT sobre el eje 

GLI-1/SOX2, debido a que, tal como lo reporto Jiang et al., GLI-1 es un efector de 

la vía de señalización de Hedgehog, misma que converge con la vía de EGFR, 

razón por la cual, SOX2-OT podría intervenir en la regulación de vías de 

señalización y en la modulación de la progresión de cáncer de pulmón, sin 

embargo, se requiere de estudios adicionales que permitan verificar la función 

reguladora de SOX2-OT en efectores de la vía de señalización de EGFR.  

Estudios previos, indican que la sobre-expresión de los lncRNAs influyen en la 

respuesta al tratamiento oncológico (Cheng et al., 2015; Dong et al., 2015), sin 

embargo, hasta el momento se desconoce si el lncRNA SOX2-OT influye en la 

respuesta a la terapia oncológica, por lo que, la inhibición de su expresión podría 

estar relacionada con la respuesta a fármacos utilizados en cáncer de pulmón, 
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como Cisplatino y TKI-Erlotinib. Pese a ello, se requiere de ensayos 

complementarios para confirmar dicho resultado.  

8. CONCLUSIONES 

 1.- EL RNA largo no-codificante SOX2-OT y sus variantes 1 y 6, además del 

mRNA de los genes GLI-1 y SOX2 se encuentran expresados en líneas celulares 

de cáncer de pulmón de células no pequeñas. 

 2.- SOX2-OT regula de manera positiva la expresión del eje transcripcional GLI-

1/SOX2 en células de cáncer pulmonar A549, interviniendo de manera probable 

en la regulación de la activación de algunas vías de señalización importantes en 

el desarrollo de cáncer pulmonar. 

3.- La vía de señalización PI3K-AKT y MAPK-ERK en células A549 de cáncer 

pulmonar pueden estar reguladas por el eje GLI-1/SOX2 a partir del RNA largo 

no-codificante SOX2-OT.  

4.- SOX2-OT contribuye de manera positiva en la resistencia al tratamiento frente 

a Cisplatino e Inhibidores de Tirosina Cinasa (TKIs) en células de cáncer 

pulmonar A549.  

 

 9. PRESPECTIVAS 

A partir de los estudios realizados en esta Tesis de Licenciatura, se considera que 

la aportación del eje SOX2-OT/SOX2/GLI-1 debe ser autentificada en pacientes 

mexicanos con cáncer de pulmón, en un contexto fisiológico in vivo en modelos 
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murinos, así como en relación a la respuesta a tratamiento oncológico. De igual 

manera, la posibilidad de la identificación de un mecanismo asociado a la 

regulación postraduccional de MEOX2. 

10. IMÁGENES SUPLEMENTARIAS 

Figura suplementaria 1. Análisis de alineamiento del siRNA OT1 sobre la secuencia 
genética del transcrito lncRNA SOX2-OT. Porcentaje de alineamiento del 100% del siRNA 
OT1 sobre el transcrito de la variante 1 del transcrito lncRNA SOX2-OT. 
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Figura suplementaria 2. Análisis de alineamiento del siRNA OT2 sobre la secuencia 
genética del transcrito lncRNA SOX2-OT. Porcentaje de alineamiento del 100% del siRNA 
OT2 sobre el transcrito de las variantes 1 y 6 del transcrito lncRNA SOX2-OT. 
 
 
 

 

 

 

Figura suplementaria 3. La disminución de SOX2-OT en la línea celular A549 aumenta la 
proteína de MEOX2. Imagen representativa y análisis de la proteína MEOX2 posterior al 
silenciamiento de SOX2-OT. Los niveles de expresión fueron normalizados respecto a la proteína 
endógena GAPDH como control de carga. El resultado se encuentran analizados como la 
media±D.E., de 5 réplicas biológicas. El análisis se realizó mediante T de Student. Los valores de 
p<0.05 corresponden a: *p 0.05, ***p > 0.0001, ****p > 0.00001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 
 

 

Figura suplementaria 4. Silenciamiento por siRNAs del lncRNA SOX2-OT en la línea celular 
A549. El nivel de eficiencia del silenciamiento por siRNAs fue analizado mediante ensayos de RT-
qPCR (Syber Green) y normalizado con respecto al gen endógeno U1. Los niveles de expresión 
fueron comparados con respecto del grupo control SCR. El resultado se presenta como la media ± 
D.E., de 1 réplicas biológicas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura suplementaria 5. Silenciamiento por siRNAs del lncRNA SOX2-OT en la línea celular 
A549. El nivel de eficiencia del silenciamiento por siRNAs fue analizado mediante ensayos de RT-
qPCR (Syber Green) y normalizado con respecto al gen endógeno U1. Los niveles de expresión 
fueron comparados con respecto del grupo control SCR. El resultado se presenta como la media ± 
D.E., de 1 réplicas biológicas.  
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