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Resumen 

Introducción: El cáncer pulmonar constituye la enfermedad neoplásica maligna 

con mayor mortalidad a nivel mundial. La progresión de esta enfermedad se explica 

o se debe en parte a distintos factores, sobresaliendo las aberraciones epigéneticas, 

entre las que destacan las ocasionadas por los complejos remodeladores de la 

cromatina, entre los que destacan los complejos Polycomb y Trithorax. Al respecto, 

uno de los genes involucrado en la función de estos complejos es SMARCB1, el 

cual participa en la regulación epigenética de la transcripción, demostrándose su 

capacidad de regulación negativa sobre genes relacionados con la capacidad 

oncológica pulmonar como EZH2 y EGFR. En este sentido, se ha reportado en 

cáncer pulmonar como el gen EGFR se encuentra mutado en 62% de los casos, ya 

que la pérdida de la regulación de las secuencias de súper-enhancer de EGFR 

aumentan la capacidad de proliferación celular y progresión de la oncogénesis. 

Adicionalmente, se ha propuesto que la expresión del gen EGFR en cáncer 

pulmonar, es dependiente de la regulación transcripcional de MEOX2, cuya 

expresión está relacionada con pobre pronóstico clínico y enriquecimiento de 

histonas de activación en pacientes con cáncer pulmonar. Sin embargo, la influencia 

de MEOX2 sobre el posicionamiento de las proteínas SMARCB1 y EZH2 en la 

activación del gen EGFR, no se ha demostrado a la fecha. Metodología: Se 

realizaron ensayos de RT-qPCR y Western Blot en cuatro líneas celulares de cáncer 

pulmonar A549, NCI-H2347, NCI-H1975 y HCC827, siendo elegidas las células 

A549 para el silenciamiento genético de MEOX2 mediante vectores shorthairpin. 

Posteriormente se realizaron ensayos de ChIP-qPCR sobre las secuencias 

promotoras de EGFR, logrando demostrar la influencia de MEOX2 en el 

posicionamiento de EZH2 y SMARCB1 sobre las secuencias genéticas y promotora 

del gen EGFR. Resultados: Los principales hallazgos del presente trabajo fueron 

demostrar una relación inversamente proporcional entre la expresión de SMARCB1 

con EGFR en células NSCLC. Adicionalmente, demostrar que MEOX2 influye en el 

posicionamiento de las proteínas EZH2 y SMARCB1 sobre secuencias promotoras 

del gen EGFR. Sugiriendo adicionalmente, como MEOX2 promueve positivamente 

la expresión del gen blanco EGFR. Conclusión: El factor transcripcional MEOX2 
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influye en el posicionamiento de las proteínas con función epigenética EZH2 y 

SMARCB1 sobre secuencias promotoras del gen EGFR, promoviendo la expresión 

de EGFR. 
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Abstract 

Introduction: Lung cancer is the main cancer related cause of death worldwide. Its 

progression is due to different factors, mostly due to epigenetic aberrations, in which 

the ones caused by chromatin remodeling complexes (Trithorax and Polycomb), 

stand out. One of the genes involved in these complexes is SMARCB1, which 

participates in the epigenetic regulation of transcription, proving how it exerts a 

negative regulation in genes related to lung cancer such as EZH2 and EGFR. 

Therefore, it has been reported that EGFR is mutated in the 62% of lung cancer 

cases as deregulations in its super-enhancer increase cellular proliferation and 

progression of oncogenesis. Additionally, it has been suggested that EGFR 

expression in lung cancer is dependant of the transcriptional regulation from 

MEOX2, whose expression is related to poor overall survival and enrichment of 

activation histones in lung cancer patients. Nonetheless, the influence of MEOX2 

over SMARCB1, EZH2 and EGFR activation, has not been proved. Methodology: 

RT-qPCR and Western Blot assays were performed in four NSCLC cell lines, A549, 

NCI-H2347, NCI-H1975 and HCC827, this allowed us to choose one cell line to 

perform the genetic silencing of MEOX2 by shorthairpin, afterwards ChIP-qPCR 

assays were performed over promoter sequences of EGFR to determine the 

influence of MEOX2 in the positioning of EZH2 and SMARCB1 over the genetic 

sequences and promoter region of EGFR. Results: The main findings were that an 

inversely proportional relation between the expression of SMARCB1 and EGFR is 

fulfilled in NSCLC cell lines, besides MEOX2 influences the positioning of the 

proteins EZH2 and SMARCB1 over the promoter sequences of EGFR, additionally 

it is suggested that MEOX2 influences EGFR expression. Conclusion: The 

transcription factor, MEOX2 influences the positioning of proteins with epigenetic 

function EZH2 and SMARCB1 in the promoter sequences of EGFR and in EGFR 

expression. 

 

 

 



4 
 

1. Introducción 

1.1 Genética en cáncer  

El cáncer es un conjunto de enfermedades relacionadas entre sí, donde 

algunas células del cuerpo comienzan a dividirse con pérdida del control del ciclo 

celular, aumentando su proliferación, en parte promovido por cambios en los genes 

que controlan la estructura y función celular (NCI, 2015). Así mismo, el cáncer se 

caracteriza por distintos hallmarks o “marcas funcionales”, tales como angiogénesis, 

evasión de la apoptosis, proliferación sostenida, inmortalidad replicativa, 

metástasis, evasión de supresores de crecimiento, inflamación promotora de tumor, 

inestabilidad cromosómica y mutaciones (Hanahan y Weinberg, 2011). 

Diversos factores pueden provocar mutaciones genéticas, entre los más 

comunes se encuentran los errores en la división celular ocasionados por la 

exposición a sustancias carcinogénicas que dañan el DNA, tales como compuestos 

químicos derivados de la combustión del cigarro (nicotina, formaldehído, acroleína, 

etc.,), así como radiación por rayos UV. Existen distintos tipos de cambios en el 

DNA, algunos de estos cambios ocurren en solo un nucleótido, provocando 

polimorfismos de nucleótido único (SNPs), mientras que otro tipo de cambios 

afectan fragmentos más grandes del DNA, ocasionando deleciones o duplicaciones 

del material genético (Furrukh, 2013). Entre las principales alteraciones genéticas 

en cáncer se encuentran la variación en el número de copias de genes, pérdida de 

heterocigosidad, desbalance alélico e inestabilidad microsatelital (Du y Che, 2017). 

La mayoría de los cambios genéticos encontrados en diferentes tipos de cáncer en 

humanos se dividen en dos categorías, mutaciones de ganancia de función en 
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proto-oncogenes, que estimulan el crecimiento, división y supervivencia celular; 

mientras que las mutaciones de pérdida de función en genes supresores de tumor, 

en condiciones normales previenen el crecimiento celular desenfrenado,  

promueven la reparación del daño al DNA, así como la activación de los puntos de 

control del ciclo celular (Lee y Muller, 2010; American Cancer Society, 2014).  

Distintos tipos de genes, entre otros que codifican para factores de 

transcripción, receptores celulares y enzimas, contribuyen en la progresión del 

cáncer, entre ellos, destacan los genes de la familia RAS con regiones moleculares 

altamente conservadas evolutivamente involucradas en controlar procesos como el 

crecimiento, diferenciación y apoptosis, así como la homeostasis celular (Saad et 

al., 2014), ocurriendo ello, durante los procesos de mutación promoviendo aumento 

en los niveles de proliferación celular e inducción del silenciamiento transcripcional 

de los genes supresores de tumor, entre otros como APO-1 y LOX (Wajapeyee et 

al., 2013), dificultando la eficacia de la terapia dirigida, lo cual se explica en buena 

parte debido a que el oncogen RAS se encuentra mutado en cerca del 30% de las 

neoplasias malignas en humanos, para lo cual no se ha desarrollado un fármaco 

específico efectivo en contra de RAS, destacando así su importancia (Liu et al., 

2019). Por otro lado, respecto a genes supresores de tumor de gran relevancia en 

cáncer, destaca TP53 cuyo factor de transcripción nuclear con función pro-

apoptótica, pierde su capacidad funcional por mutación, disminuyendo su expresión 

y función, desencadenado por la falta de reparación de daño al DNA y pérdida del 

proceso de apoptosis en cáncer, cuyos estatus de mutación han sido detectados en 

cerca del 50% de las enfermedades malignas en humanos, impactando de manera 
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negativa en la progresión clínica oncológica al provocar resistencia a la 

quimioterapia, así como invasión y metástasis (propagación) de células cancerosas 

(Ozaki y Nakagawara, 2011). Adicional al proceso de mutación genética, los 

procesos aberrantes de regulación epigenética, se ha demostrado influyen en los 

procesos de la progresión del cáncer (Takeshima y Ushijima, 2019). 

1.2 Epigenética en cáncer  

 La epigenética se define como el estudio de fenómenos y mecanismos que 

causan cambios heredables a la expresión del gen sin ser dependientes a cambios 

en la secuencia del DNA (Deans y Maggert, 2015), alteraciones en los procesos de 

regulación epigenética influyen en el control de la transcripción genética a través del 

intercambio histónico, alteraciones en la función de remodeladores de la cromatina, 

microRNAs (miRNAs), modificación covalente de las histonas y metilación del DNA, 

entre otras (Audia y Campbell, 2016). La adición covalente de un grupo metilo ocurre 

generalmente en las citosinas de las islas CpG, las cuáles son regiones en el 

genoma que contienen un gran número de repeticiones en dinucleótidos CpG y 

suelen extenderse de 300 a 3000 pares de bases, aproximadamente el 70% de los 

genes en mamíferos están asociados a islas CpG, en células normales esto asegura 

una correcta regulación de la expresión del gen y un silenciamiento estable de los 

genes (Blackledge y Klose, 2010). En cáncer la inactivación de ciertos supresores 

de tumor ocurre como consecuencia de la hipermetilación en sus secuencias 

promotoras, por otro lado, la hipometilación induce inestabilidad genómica y 

contribuye a la transformación celular, siendo las desregulaciones provocadas por 
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la metilación en el DNA de suma importancia para la oncogénesis (Kulis y Esteller, 

2010).  

Otro tipo de desregulaciones epigenéticas son las causadas en las histonas; 

estas son proteínas básicas altamente conservadas que pueden ser modificadas 

después de la traducción en los residuos de aminoácidos localizados en los 

extremos N- y C- terminal. Estos residuos se pueden modificar por fosforilación, 

ubiquitinación, metilación o acetilación (Berger, 2007). La acetilación de las marcas 

de histonas está asociada con la activación transcripcional de los genes, mientras 

que las consecuencias funcionales de la metilación dependen del número de grupos 

metilo, por ejemplo, la H3K4me2, H3K4me3 y H3K9me1 están asociadas con la 

eucromatina y la expresión activa del gen, mientras que la H3K9me3 y H3K27me3 

están asociadas con la heterocromatina y la represión de la expresión (Schneider y 

Grosschdel, 2007). Adicionalmente, algunas marcas como la H3K4me1 y H3K27Ac 

se encuentran en elementos enhancer de los genes influyendo en la expresión aun 

encontrándose a largas distancias del sitio de inicio de la transcripción del gen. Los 

enhancers activos están enriquecidos con H3K27Ac, mientras que los enriquecidos 

con H3K4me1 están a la espera de un estímulo para activarse (Creyghton et al., 

2010). Así mismo, se distingue a los enhancers por altos niveles de H3K27Ac y 

H3K4me1, reclutamiento de RNA polimerasa II y de p300, en contraste con los 

promotores, los enhancers muestran bajos niveles de H3K4me3 (Cheng et al., 

2014). Por otro lado, se ha reportado la influencia de los súper-enhancers en el 

mantenimiento de la identidad celular, estos son regiones genómicas densamente 

ocupadas por factores considerados maestros de la transcripción entre otros como, 
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OCT4 y SOX2, de un tamaño promedio a 8.7 kilobases (Kb), teniendo mayor tamaño 

y actividad transcripcional que los enhancers (Peng y Zhang, 2018). Todo este tipo 

de desregulaciones influyen en la progresión del cáncer, pudiendo suceder en casi 

cualquier órgano del cuerpo, siendo el cáncer colorrectal, de mama y el de pulmón 

los que poseen mayor incidencia a nivel mundial (World Health Organization, 2018). 

1.3 Cáncer pulmonar 

El cáncer de pulmón es la principal causa de muerte por cáncer, representa 

un tercio de todas las muertes por cáncer en todo el mundo al tener una tasa de 

mortalidad mayor que la de los 3 tipos de cánceres más comunes combinados 

(colorrectal, mama y próstata). Más de la mitad de los pacientes diagnosticados con 

cáncer de pulmón mueren a un año del diagnóstico y la supervivencia después de 

los 5 años es del 19% (Siegel et al., 2020). 

El origen del cáncer de pulmón está asociado a diversos factores ambientales 

y al estilo de vida del paciente, siendo el fumar la causa más importante de su origen 

ya que se asocia del 85 al 90% de todos los casos de cáncer de pulmón. Otros 

factores asociados al incremento en el riesgo de padecer este tipo de cáncer 

incluyen los asbestos, la radiación ionizante y toxinas en el ambiente, tales como el 

humo de segunda mano, radón y metales (arsénico, cromo y níquel) (Alberg et al., 

2013). 

  En México, el cáncer de pulmón es el sexto con mayor incidencia y el cuarto 

con mayor tasa de mortalidad (GLOBOCAN, 2018), pero es importante mencionar 

que en 2016 se reportaron 7044 muertes originadas por cáncer de pulmón, 
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ubicándola como la enfermedad neoplásica con mayor mortalidad en México 

(Arrieta et al., 2019).  

1.3.1 Clasificación histopatológica del cáncer pulmonar 

Como la mayoría de los cánceres, el cáncer de pulmón es un conglomerado 

de enfermedades de etiología diversa, ampliamente dividido en cáncer de pulmón 

de células pequeñas (SCLC, que comprende 20% de los cánceres de pulmón) y 

cáncer de pulmón de células no pequeñas (NSCLC, que comprende el 80% de los 

cánceres de pulmón), este último se subdivide en: adenocarcinoma, carcinoma de 

células escamosas y carcinoma de células grandes (Zappa y Mousa, 2016) 

El adenocarcinoma es el tipo más común de cáncer de pulmón al abarcar un 

40% de todos los casos, se origina en células epiteliales alveolares de tipo II, las 

cuáles secretan mucina y otras sustancias, se caracteriza al ser una neoplasia 

epitelial maligna con diferenciación glandular o producción de mucina (Zappa y 

Mousa, 2016). Las células del adenocarcinoma tienen marcadores neuomocíticos 

característicos como TTF1 y NapsinA que se encuentran expresados en más del 

85% de los casos de adenocarcinoma. Se encuentra en la periferia del pulmón y 

comparado con otros tipos de cáncer pulmonar, el adenocarcinoma tiende a tener 

un crecimiento lento. Se subdivide en adenocarcinoma lepídico, acinar, papilar, 

micropapilar, sólido, mínimamente invasivo e invasivo (Tacha et al., 2012).  

El carcinoma de células escamosas comprende entre el 25 y 30% de todos 

los casos de cáncer de pulmón, surge en células escamosas de los tubos 

bronquiales en el centro del pulmón, al observarse al microscopio muestra la 

característica de tener queratinización, puentes intracelulares y un patrón de 
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crecimiento anidado, suele tener núcleos hipercromáticos y puede haber 

queratinización individual en la célula o grupos de células escamosas  formando 

perlas de queratina ubicadas en el centro de tumores sólidos (Brambilla et al., 2014). 

Tiene distintos marcadores como p40, CK5 y p63, que son usados para demostrar 

la diferenciación de las células escamosas. Este subtipo de NSCLC está altamente 

correlacionado con fumar y su tasa de supervivencia es significativamente mayor a 

la del adenocarcinoma, se subdivide en queratinizante, no queratinizante y 

basaloide (Conde et al., 2013; Gandara et al., 2015). 

El carcinoma de células grandes sucede en el 5 a 10% de casos de cáncer 

de pulmón, se ubica en la periferia presentando un aspecto voluminoso y necrótico, 

las células tumorales son grandes, poligonales con núcleos vesiculares o 

pleomórficos y no tienen un patrón definido (Travis et al., 2013). Comienza en la 

parte central de los pulmones, tiene un rápido crecimiento tumoral y suele ser 

diagnosticado tras la exclusión de otras posibilidades (Rajdev et al., 2018). 

1.3.2 Clasificación molecular del cáncer pulmonar 

Además de la clasificación histopatológica, el NSCLC se clasifica según sus 

alteraciones moleculares, entre las que destacan las mutaciones en: KRAS, ALK, 

HER2, PI3KCA y EGFR (Rodríguez-Canales et al., 2016). 

La proteína KRAS está involucrada en regular la división celular, presenta 

mutaciones que llevan a su activación en un 15 a 25% de los pacientes con 

adenocarcinoma, mientras que su mutación es poco común en pacientes con 

carcinoma de células escamosas. Las mutaciones en KRAS están asociadas a 

tumores en fumadores y en no fumadores (Tam et al., 2006). 
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Se han identificado translocaciones en el receptor de tirosina cinasa ALK en 

3 al 7% de los tumores en pulmón, en NSCLC, la fusión más común de ALK se da 

con variantes del gen EML4, la fusión EML4-ALK provoca actividad de cinasa con 

expresión constitutiva, esta fusión es más común encontrarla en pacientes jóvenes 

que nunca han fumado y en pacientes con adenocarcinoma de histología acinar. Se 

ha demostrado que el inhibidor selectivo de ALK (Crizotinib) reduce la proliferación 

en células con mutaciones en ALK, validándolo como un blanco de la terapia dirigida 

(Bang et al., 2011).  

El receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano HER2, participa en 

el crecimiento, diferenciación y supervivencia celular, se han reportado mutaciones 

de activación en el dominio tirosina cinasa de HER2 en menos del 5% de casos de 

NSCLC, se asocia con el género femenino, no fumador y con adenocarcinoma. Las 

mutaciones en el exón 20 de HER2 son las más comunes en NSCLC, esta mutación 

aumenta la actividad de cinasa de HER2 aumentando la actividad de la vía de 

señalización PI3K/AKT, resultando en un incremento de la tumorigénesis (Wang et 

al., 2006).  

La señalización de PI3KCA es importante para distintas actividades 

celulares, incluyendo la proliferación celular, migración y supervivencia. Mutaciones 

en PI3KCA ocurren en muchos cánceres de tipo epitelial, siendo junto a KRAS uno 

de los oncogenes con mayor tasa de mutación. Sin embargo, en NSCLC, PI3KCA 

se encuentra mutado en el 1 a 3% de los casos. Estas mutaciones son más 

comunes en carcinoma de células escamosas que en adenocarcinoma (Kawano et 

al., 2006). 
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1.3.3 Aberraciones epigenéticas en el cáncer pulmonar 

El cáncer de pulmón involucra una acumulación de eventos genéticos y 

epigéneticos en el epitelio respiratorio, siendo las desregulaciones epigenéticas 

más frecuentes que las mutaciones somáticas en cáncer de pulmón (Brzeziańska 

et al., 2013).  

Siendo un ejemplo de desregulación epigenética la hipermetilación que 

ocurre en los promotores de genes supresores de tumor, incrementando con la 

progresión neoplásica del aumento en tamaño del pulmón a adenocarcinoma, 

siendo P16 (INK4a) uno de los supresores de tumor más frecuentemente mutados, 

metilados o deletados en NSCLC con un porcentaje del 20 al 30%, estando 

asociada esta hipermetilación con una pobre prognosis en pacientes con resección 

quirúrgica en adenocarcinoma (Toyooka et al., 2011). Por otro lado, un perfil de 

metilación de 766 genes de interés en la oncología pulmonar identificó 247 genes 

significativamente hipometilados con una alta expresión, destacando a los genes 

CASP8 y TNFRSF10A con altos niveles de hipometilación (Selamat et al., 2012). La 

metilación de las islas CpG es regulada por las DNA metil-transferasas (DNMTs), 

llevando al silenciamiento de los genes. Clínicamente, existe evidencia que destaca 

como la sobre-expresión de DNMT1 está asociada con disminución en la sobrevida 

de las resecciones quirúrgicas en pacientes con cáncer pulmonar (Kim et al., 2006). 

La sobre-expresión de DNMT1 y DNMT3a/b está implicada en la patogénesis del 

cáncer pulmonar, provocando sobre-expresión de activadores transcripcionales y 

pérdida de miRNAs (Damiani et al., 2008). 
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Los miRNAs son RNAs no codificantes, endógenos, de una sola cadena que 

regulan la expresión de los genes. Más de 1000 miRNAs han sido identificados y se 

ha encontrado que regulan más de un tercio de los RNA mensajeros codificantes 

(MacFarlane y Murphy, 2010). Es por ello que el silenciamiento de genes de 

miRNAs por metilación puede modular el desarrollo y progresión tumoral, por 

ejemplo, el miR-487b se encuentra frecuentemente silenciado por metilación en 

tumores de pulmón y se encuentra reducido en células respiratorias epiteliales y en 

líneas celulares de cáncer de pulmón, además, el miR-9-3, miR-34b y miR-126 se 

encuentran metilados en NSCLC y están asociados con pobre prognosis (Xi et al., 

2013). Adicionalmente, se ha identificado la expresión aberrante de ciertos miRNAs 

como marcadores en el diagnóstico, en la respuesta a tratamiento y en la prognosis 

del cáncer pulmonar. Por ejemplo, en un grupo de 48 pacientes con 

adenocarcinoma o carcinoma de células escamosas se encontró la sobre-expresión 

del miR-21 en 52% de los casos, además de correlacionar con la sobrevida del 

paciente, sugiriendo que la sobre-expresión del miR-21 podría ser un marcador de 

prognosis negativa en la sobrevida de pacientes con cáncer pulmonar (Markou et 

al., 2008).   

Además, se ha encontrado que las deacetilasas de histonas (HDACs) están 

sobre-expresadas en cáncer de pulmón, éstas tienen una función sinérgica para 

alterar la compactación de la cromatina y reprimir la transcripción con las DNMTs al 

catalizar la eliminación de grupos acetilo en las histonas resultando en un estado 

heterocromático. Se ha reportado que la expresión de mRNA y proteína de la 

HDAC1 correlaciona con la progresión en carcinomas de pulmón, indicando cómo 
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las HDACs están involucradas en la aparición, progresión y prognosis del cáncer de 

pulmón, por lo que, distintos genes represores de las HDACs (SIN3A) se encuentran 

con disminución en tumores NSCLC (Esteller, 2008; Tiana et al., 2018). 

Uno de los modificadores post-transcripcionales que se encuentra sobre-

expresado en cáncer de pulmón se encuentra representado por los genes del 

complejo Polycomb, al codificar para un conjunto de proteínas que logran reprimir 

de manera epigenética la transcripción. En este sentido, el complejo Polycomb 

participa en distintos procesos biológicos y celulares, que incluyen el mantenimiento 

de la identidad molecular y diferenciación celular, así como la proliferación. El 

complejo Polycomb se divide en dos grupos, PRC1 principalmente representado por 

los genes RING1, PHC3, CBX y BMI1, participando en la compactación de la 

cromatina, capaz entre otras funciones de catalizar la ubiquitinación de la histona 

H2A, mientras que el complejo PRC2 a través de los genes EZH2, EED, SUZ12 y 

JARID2 logra catalizar la trimetilación, reprimiendo la activación transcripcional de 

ciertos genes, cuya función es antagonizada por la función de las proteínas acetil-

transferasas de histonas. Basado en todo ello, se ha demostrado que la sobre-

expresión de genes del complejo represivo Polycomb se encuentra asociada con la 

proliferación, supervivencia y los mecanismos de la transición epitelio-mesénquima 

en cáncer pulmonar (Margueron y Reinberg, 2011; Xu et al., 2015). 

Adicionalmente, a estas aberraciones epigenéticas en NSCLC, se 

encuentran las generadas por cambios en los complejos remodeladores de la 

estructura de la cromatina (Besaratinia y Pfeifer, 2008). 
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1.4 Complejos remodeladores de la cromatina en cáncer 

 La cromatina es un agregado supramolecular el cual contiene DNA cargado 

negativamente, al que se asocian entre otras proteínas, las llamadas histonas 

“cargadas positivamente”. Cuyo proceso molecular resulta fundamental para todos 

los procesos que involucran la expresión genética del genoma de eucariotas, ya 

que, al modificarse la accesibilidad al DNA, por parte de proteínas reguladoras 

logran modificarse diferentes funciones en el genoma incluyendo los procesos de 

transcripción del RNA, así como los mecanismos de replicación del DNA, además 

de los procesos de reparación y recombinación (Maeshima et al., 2019). 

La remodelación de la cromatina resulta crítica para el mantenimiento de la 

expresión genética apropiada del gen, a través de reguladores epigenéticos se 

llevan a cabo roles importantes en el desarrollo de la fisiología celular y la 

oncogénesis en las enfermedades malignas. En este sentido mientras que gran 

número de loci genómicos se encuentran reprimidos en un estado de normalidad 

fisiológica estos podrían ser activados a través de la expresión aberrante o bien 

mediante la actividad de los remodeladores de la cromatina. Por lo que, 

mecanismos de desregulación en la cromatina conllevan a la activación aberrante 

de un gen o conjunto de genes, así como al silenciamiento inapropiado de los 

mismos, promoviendo el desarrollo del cáncer (Clapier y Cairns, 2009; Ellis et al., 

2009). 

 Como es sabido, las unidades fundamentales de la cromatina son los 

nucleosomas, estos compactan el DNA genómico permitiendo su inclusión en el 

volumen del núcleo celular, impidiendo esta compartamentalización el acceso de 
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algunas proteínas de unión al DNA, tales como activadores vs. represores  de la 

transcripción, entre otros, moduladores epigenético-transcripcionales. Uno de los 

complejos más involucrados en los cambios en la estructura de la cromatina es el 

complejo Trithorax (Bracken et al., 2019).   

Los genes del complejo Trithorax participan en la activación transcripcional y 

como genes antagónicos con el complejo Polycomb, además se ha demostrado su 

gran importancia en la regulación de la estructura de la cromatina de genes 

implicados en el control del ciclo celular, en ello SMARCA4 promueve arresto del 

ciclo celular mediado por RB (Bartlett et al., 2011), mientras que en procesos de 

señalización celular, ARID1A se encuentra asociado con la regulación del binomio 

PI3K/AKT (Hodges et al., 2016), mientras que durante los procesos de muerte 

celular, la re-expresión de SS18 promueve el aumento en la apoptosis celular 

(Kadoch y Crabtree, 2013), influenciando en gran medida la progresión del cáncer 

(Schuettengruber et al., 2011; Poynter y Kadoch, 2016). Adicional con lo anterior, el 

complejo Trithorax se ha clasificado en distintos factores que incluyen a proteínas 

de unión al DNA, modificadores de histonas, así como remodeladores de la 

cromatina (Geisler y Paro, 2015). 

Uno de los complejos de remodelación de la cromatina más estudiados ha 

sido SWI/SNF (SWItch/Sucrose Non-Fermentable) el cual participa principalmente 

en la regulación epigenética de la transcripción, en mecanismos como el 

reposicionamiento del nucleosoma, además de mantener una participación 

importante en los mecanismos de replicación y reparación del DNA (Narlikar et al., 

2013). 



17 
 

Basado en lo anterior, el complejo SWI/SNF, resulta un complejo formado por 

múltiples subunidades proteicas conservado durante la evolución de organismos 

eucariotas. Las subunidades del complejo SWI/SNF pueden ser subclasificadas en 

tres categorías: (1) subunidad enzimática (ATPasa), (2) subunidades del core multi-

proteíco, y (3) subunidades accesorias (Weissman y Knudsen, 2009). Siendo la 

proteína SMARCB1 formadora de la subunidad core del complejo SWI/SNF 

(Roberts y Biegel, 2009). 

 

Figura 1. Subunidades del complejo SWI/SNF. El complejo SWI/SNF es clasificado en 
las subunidades proteicas tanto enzimática, core como accesorias. (Tomado y adaptado de 
Weissman y Knudsen, 2009). 

 

 

 



18 
 

1.5 Participación epigenética de SMARCB1 en cáncer 

En Homo sapiens, el gen de SMARCB1 (SWI/SNF-related matrix-associated 

actin-dependent regulator of chromatin subfamily B member 1), también conocido 

como SNF5/INI1, se localiza en el cromosoma 22, en la posición q11.2. El gen está 

formado por 9 exones y abarca aproximadamente 50 Kb. Un sitio de splicing 

alternativo en el exón 2, genera dos transcritos diferentes que constan de 1155 y 

1128 nucleótidos. La proteína SMARCB1, está formada por un dominio de 

homología SNF5 que abarca 193 aminoácidos y dos secuencias repetidas 

altamente conservadas, Rpt1 y Rpt2, el cual tiene una señal de exportación nuclear. 

Un dominio coiled-coil en el extremo C-terminal posee un papel importante para 

llevar a cabo la unión con las proteínas de interacción (Kohashi y Oda, 2017). 

SMARCB1 es requerido para la integridad del complejo SWI/SNF al permitir 

la unión de otros genes del complejo (SMARCA4) sobre secuencias enhancers, 

facilitando la realización de su función, la pérdida de SMARCB1 provoca una 

marcada reducción en la función SWI/SNF, ya que se presenta un deterioro en su 

capacidad de unión a secuencias genéticas enhancers en genes del complejo 

(Wang et al., 2017). 

Por otro lado, se ha demostrado que SMARCB1 resulta esencial para el 

silenciamiento de súper-enhancers en células embrionarias humanas en 

condiciones de diferenciación neural, por lo que, se sugiere que SMARCB1 es 

necesario para el reclutamiento de factores de transcripción a secuencias 

promotoras en células embrionarias (Langer et al., 2019). Así mismo, se ha 

demostrado que la pérdida de SMARCB1 conduce a la disminución de marcas 
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histónicas de H3K27Ac y H3K4me1, así como posicionamiento del factor CBP, 

promoviendo la formación de tumores rabdoides (Alver et al., 2017). 

Diversas evidencias han demostrado que SMARCB1 representa un auténtico 

gen supresor de tumor, por ejemplo: embriones de ratón que no expresan a 

SMARCB1 mueren entre los 3.5 y 5.5 días después de la implantación embrionaria, 

mientras que al analizar el locus de SMARCB1 se identificó pérdida de la 

heterocigosidad resultando en aumento de la formación de tumores rabdoides 

(Guidi et al., 2001). Mientras que en fibroblastos embrionarios de ratón, la pérdida 

de SMARCB1 provoca la progresión del ciclo celular mientras que, 

consecuentemente, altera la expresión de varios genes de respuesta involucrados 

en el control del ciclo celular como RB-E2F. Sin embargo, la observación más 

relevante es que la inactivación condicional de SMARCB1 en ratones, resulta en el 

desarrollo de tumores rabdoides (Roberts et al., 2002). 

Mutaciones en el gen de SMARCB1 llevan a la pérdida de su función 

afectando múltiples vías que promueven la transformación celular, resultando en la 

adquisición simultánea de diversos hallmarks de las células cancerosas (Darr et al., 

2015; Kalimuthu y Chetty, 2016). Las mutaciones más comunes en SMARCB1 son: 

deleciones parciales o duplicaciones en los exones 1 al 5. Se ha encontrado que 

mutaciones en el exón 2 y del 4 al 7 son comunes en tumores rabdoides de riñón 

(Geller et al., 2015). De manera muy particular, las mutaciones de inactivación de 

SMARCB1 se han encontrado en tumores rabdoides malignos y tumores teratoides 

rabdoides atípicos, dos formas de tumores muy agresivas de neoplasias pediátricas, 

ambos tumores presentaban deleciones homocigóticas en el exón 9 (Kim y Roberts, 
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2014; Le Loarer, 2014). Además, se ha reportado que la inactivación de SMARCB1 

causa carcinoma medular renal, schwanommatosis y carcinoma escamoso de la 

pleura (Kalimuthu y Chetty, 2016; Yoshida et al., 2018). 

En cuanto al papel biológico de SMARCB1, se ha demostrado que influye en 

la vía de señalización de Sonic hedgehog (SHH), afectando negativamente la 

expresión del efector final de la vía, siendo este el factor de transcripción GLI-1 

(Glioma-Associated Oncogene Homolog 1) como genes de respuesta a GLI-1 

(Jagani et al., 2010). En este sentido, se ha demostrado su participación en la 

inhibición de la Ciclina D1 y β-catenina, además la expresión de SMARCB1 se 

encuentra asociada con la inhibición de la activación del receptor del factor de 

crecimiento epidermal en modelos celulares (Darr et al., 2015; Kalimuthu y Chetty, 

2016).  

 

1.6 Terapia contra aberraciones epigenéticas 

Al contrario de las mutaciones genéticas, las aberraciones epigenéticas son 

reversibles y pueden ser revocadas por distintos métodos farmacológicos (Ansari et 

al., 2016).  

 Entre los métodos farmacológicos más recientes en neoplasias malignas del 

grupo NSCLC se encuentran los inhibidores de las HDAC debido a que inducen 

apoptosis, autofagia, necrosis celular, arresto del ciclo celular y supresión de la 

angiogénesis, además de inducir la expresión de genes pro-apoptóticos como BAX, 

y reprimir la expresión de genes que influyen en la supervivencia, como BCL2. En 
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este sentido, se estudió el efecto de la combinación de dos inhibidores de las HDAC 

(Tricostatina A y Vorinostat) en líneas celulares de NSCLC, encontrando actividad 

antitumoral en: RERF-LC-MS, PC14, PC9, A549, LK-2, EBC-1, RERF-LC-AI y PC1 

(Miyanaga et al., 2008). Por otro lado, en una cohorte de 45 pacientes con NSCLC 

metastásico se administró el inhibidor de las HDAC, Entinostat, combinado con el 

agente desmetilante del DNA, 5-Azacitidina, reportando desmetilación de 4 genes 

silenciados epigenéticamente asociados al cáncer pulmonar, además, los pacientes 

resistían el tratamiento, teniendo una supervivencia media de 6.4 meses (Juergens 

et al., 2011).  

 Adicionalmente, se llevó a cabo el estudio en una cohorte de 15 pacientes 

NSCLC en etapa avanzada, a quienes se administró el agente hipometilante 

Decitabina, observando que cuatro pacientes se mantenían estables por 6 meses, 

mientras que tres pacientes lograron una supervivencia de 15 meses, mientras que 

un paciente sobrevivió 81 meses, demostrando, así la importancia de la terapia 

dirigida en contra de aberraciones epigenéticas (Momparler y Ayoub, 2001). Así 

mismo, con respecto a diferentes biomarcadores de mayor importancia en NSCLC, 

destaca el receptor del factor de crecimiento epidermal al promover la 

quimioresistencia, ya que surgen mutaciones secundarias bajo el tratamiento 

farmacológico (Sigismund et al., 2018). 

1.7 Expresión genética del gen EGFR en cáncer pulmonar 

El receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR), es un receptor 

tirosina cinasa que se ubica en la superficie de las células donde la unión de su 

ligando activa el dominio tirosina cinasa en la región intracelular del receptor, esta 
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tirosina cinasa fosforila varios sustratos intracelulares que activan vías que 

conducen al crecimiento celular, la síntesis de DNA y la expresión de oncogenes 

(Chang et al., 2016). El gen de EGFR, se encuentra en el cromosoma 7p11.2, tiene 

28 exones, de los cuales del 5 al 7 y del 13 al 16 codifican para el dominio de unión 

del ligando, mientras que del 18 al 24 codifican para el dominio de tirosina cinasa. 

La autofosforilación de EGFR, ocurre en la región codificada por los exones 25 al 

28. Además, desregulaciones en su súper-enhancer están relacionados a la 

activación de diversas vías de señalización (Jiang et al., 2018; Wee y Wang, 2017). 

La sobre-expresión del gen EGFR se ha observado en diversos tipos de cáncer 

humano como es, cabeza y cuello, ovario, cérvix, vejiga, esófago, estómago, 

cerebro, mama, endometrio, colon y pulmón. Los análisis en retrospectiva han 

reportado que la sobre-expresión de EGFR ocurre en 62% de los casos de NSCLC, 

mientras que correlaciona con un pobre pronóstico, por lo que, EGFR se ha 

posicionado como un blanco terapéutico en la oncología pulmonar (Sigismund et 

al., 2018). 

En este sentido, la terapia dirigida hacia EGFR se enfoca en el desarrollo de 

inhibidores de tirosina cinasa (TKIs), los cuales tienen un bajo peso molecular, 

compitiendo con el ATP por la unión al dominio tirosina cinasa de EGFR, 

disminuyendo su activación (Martinez-Marti, 2019). Se han desarrollado varias 

generaciones de EGFR-TKIs, los de primera generación, Erlotinib y Gefitinib, 

previenen de forma reversible y selectiva la unión del ATP, inhibiendo la 

autofosforilación de EGFR, mejorando la sobrevida libre de progresión en 

comparación con la quimioterapia con base en derivados de platino (Lau et al., 
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2019). Las generaciones subsecuentes de TKIs se diseñaron para combatir la 

resistencia al tratamiento, los TKIs de segunda generación, Afatinib y Dacotimib, 

tienen una mayor afinidad al dominio tirosina cinasa, inhibiendo irreversiblemente a 

EGFR, por lo que son inhibidores más potentes de EGFR, al costo de una toxicidad 

incrementada (Mok et al., 2018; Yang et al., 2015). Osimertinib, el único TKI de 

tercera generación disponible, se caracteriza por tener una actividad 

significativamente mayor en las células con mutación en EGFR respecto a células 

con expresión de EGFR wild type, además de generar menor toxicidad respecto a 

TKIs de primera y segunda generación, es por ello, que el entendimiento de las 

mutaciones en EGFR resultan de gran importancia para el desarrollo de la terapia 

dirigida (Wang et al., 2016; Soria et al., 2018).  

 Las mutaciones somáticas de activación en EGFR son prevalentes en 

pacientes con NSCLC. Existen dos tipos de mutaciones de activación en el gen de 

EGFR que constituyen el 90% de todas las mutaciones de activación de EGFR, 

siendo estas: micro-deleciones del exón 19 (delE746-A750), así como mutación en 

el exón 21 que sustituye Arginina por Leucina en el codón 858 (L858R). Tales 

mutaciones de activación conducen al equilibrio en el cambio de ATP que favorecen 

el estado activo llevando al incremento en la actividad cinasa y de esta manera, las 

células tumorales muestran ventaja en el crecimiento y supervivencia. Aun, cuando 

los pacientes con NSCLC, muestran respuesta positiva a TKIs, la resistencia 

adquirida a estos agentes finalmente conduce a la progresión de la enfermedad en 

un lapso de un año (Ray et al., 2016). En aproximadamente la mitad de los casos, 

la resistencia adquirida es debido a la aparición de una mutación puntual en el exón 
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20 de EGFR, conocida como T790M. Al respecto, se ha demostrado que las 

mutaciones en EGFR generan sensibilidad a los TKIs, siendo las mutaciones en 

exones 19 y 21 las que responden mejor al tratamiento con Gefitinib y Lapatinib. Sin 

embargo, se ha detectado que la mutación T790M conduce a la resistencia de 

EGFR frente a Gefitinib y Lapatinib al incrementarse la afinidad por el ATP, 

desplazando la afinidad de los TKIs por su unión al dominio de la tirosina cinasa, no 

obstante, se ha demostrado que el Osimertinib es efectivo contra esta mutación en 

particular (Liam, 2019). Así mismo, se ha demostrado que 83.3% de pacientes 

expuestos al humo de madera, con mutación en EGFR responden positivamente a 

Erlotinib, alcanzado sobrevida libre de progresión de 17.6 meses (Arrieta et al., 

2008).  

 

Figura 2. Mutaciones en el gen de EGFR asociadas con resistencia a fármacos. El 

dominio tirosina-cinasa posee el mayor número de mutaciones que promueven la 

resistencia a fármacos, siendo las más importantes las ubicadas en el exón 20 (T790M) y 

exón 21 (L858R). (Tomado y adaptado de Sharma et al., 2007). 
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 La relación entre la expresión de SMARCB1 y EGFR poco se ha estudiado, 

en este sentido, se ha demostrado que las líneas celulares de tumores rabdoides 

167 y 365 al re-expresar a SMARCB1 mediante un vector retroviral, muestran una 

disminución en la expresión del nivel total de EGFR. Por el contrario, en estas líneas 

celulares, al tener baja expresión de SMARCB1, la expresión de EGFR aumenta 

(Darr et al., 2015). Además, en la línea celular de sarcoma epitelioide, VAESBJ, se 

ha demostrado que cuando SMARCB1 se encuentra inactivo, EGFR se encuentra 

sobre-expresado, por otro lado, la re-expresión ectópica de SMARCB1 provocó una 

reducción significativa en la migración y proliferación celular (Brenca et al., 2013). 

Sin embargo, no se ha establecido si existe alguna relación entre las mutaciones de 

EGFR y la pérdida de expresión de SMARCB1. En este sentido, en una cohorte de 

19 pacientes mestizos mexicanos con adenocarcinoma pulmonar provocado por la 

exposición al humo de madera, se presentan mutaciones tanto en EGFR como en 

SMARCB1. En este sentido, el 63.2% de los pacientes incluidos en dicho estudio, 

mostraba mutación sin sentido en el exón 7 de EGFR en la región G288V, que forma 

parte del dominio de unión del ligando, mientras que el 73.7% mostraba mutación 

en SMARCB1 en los aminoácidos T72 y G157, las cuales ocurren río arriba en la 

región conservada (Soca-Chafre et al., 2018). Adicionalmente, se ha demostrado 

que la expresión de SMARCB1 y EGFR puede verse afectada por la función de la 

proteína EZH2 miembro del grupo PRC2 (Wilson et al., 2010). 
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Figura 3. Alteraciones genómicas en SMARCB1 y EGFR. Análisis de secuenciación 
masiva en genes con interés oncológico en una cohorte de 19 pacientes con 
adenocarcinoma provocado por exposición al humo de madera. (Tomado y adaptado de 
Soca-Chafre et al., 2018). 

 

1.8 Impacto de la metiltransferasa EZH2 en cáncer  

La metiltransferasa de histona EZH2 (Enhancer de Zezte Homólogo 2) se 

localiza en el cromosoma 7 en la región q36.1, es parte del complejo Polycomb 

PRC2 y regula el silenciamiento de los genes al catalizar la trimetilación de la lisina 

27 en la histona H3 (H3K27me3) en los promotores de genes blanco, además, se 

sobre-expresa en varios tipos de cáncer, cómo, cáncer de próstata, cáncer de 
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mama, cáncer de ovario y cáncer de pulmón (Simon y Lange, 2008; Wang et al., 

2016). 

Se ha encontrado relación entre la expresión de SMARCB1 y EZH2, ambos 

pertenecen a complejos antagonistas (Trithorax y Polycomb), mientras que el 

primero permite la activación de la transcripción en genes, el segundo promueve la 

represión en genes. Por otro lado, se ha demostrado que en líneas celulares de 

tumores rabdoides con deficiencia de SMARCB1 se eleva el enriquecimiento de la 

H3K27me3 y el reclutamiento de EZH2, además en fibroblastos de ratón con 

SMARCB1 activo, éste regula negativamente la función de EZH2 al modular su 

expresión, mostrando que son genes antagonistas (Wilson et al., 2010). Así mismo, 

en las líneas celulares de tumores rabdoides deficientes de SMARCB1, G401 y 

G402, la administración del fármaco Tazemetostat, que es un inhibidor selectivo de 

EZH2, aumentó los niveles de apoptosis de estas líneas celulares, demostrando la 

dependencia entre ambos genes (Knutson et al., 2013). 

En cuanto a la relación entre la expresión de EZH2 y EGFR, se ha reportado 

que, en las líneas celulares de cáncer de colón, HT-29 y HCT-15, la co-inhibición de 

estos dos genes resulta en un descenso significativo de la proliferación celular y en 

un incremento en la apoptosis, mostrando sinergia entre estos dos genes (Katona 

et al., 2014). Esta sinergia también se ha reportado en la línea celular de NSCLC, 

PC9, en donde al inhibir a EZH2 y EGFR se observa reducción en la migración 

celular, inhibición de la viabilidad celular e incremento en la apoptosis, demostrando 

que ambos genes se encuentran relacionados con el crecimiento tumoral (Gong et 

al., 2019).  
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Adicionalmente, de manera reciente nuestro grupo de investigación ha 

demostrado la posible asociación en la expresión de genes tipo Homeobox como 

MEOX2, sobre la capacidad de respuesta al tratamiento oncológico en pacientes de 

cáncer pulmonar con estatus del gen EGFR wild type, como EGFR mutado (Armas-

López et al., 2017). 

1.9 Relevancia del factor transcripcional MEOX2 en cáncer pulmonar 

El factor de transcripción MEOX2 (Mesenchyme Homeobox 2) se localiza en 

el cromosoma 7 en la posición p21.2, codifica para un homeodominio que participa 

en la regulación de la miogénesis de las extremidades de vertebrados, se ha 

demostrado en ratones que mutaciones en MEOX2 provocan anomalías 

craneofaciales y esqueléticas, además de disfunción neurovascular en Alzheimer 

(Stamataki et al., 2001). Además, se ha reportado que MEOX2 regula la expresión 

de proteínas como NF-kB, p21 y p16 (Douville et al., 2011; Patel et al., 2005) 

En cuanto a la participación de MEOX2 en NSCLC, se he reportado que en una 

cohorte de pacientes con NSCLC, aquellos con un bajo enriquecimiento de la 

histona de represión H3K27me3 en el promotor de MEOX2, tenían una sobrevida 

media de 6.2 meses y mostraban resistencia al tratamiento con cisplatino, contrario 

a los pacientes con mayor enriquecimiento de H3K27me3, en secuencias 

promotoras de MEOX2 quienes poseen sobrevida de 53.4 meses, así como mejor 

respuesta al tratamiento basado en cisplatino, sugiriendo como MEOX2 participa en 

promover la quimioresistencia, afectando el mal pronóstico clínico (Ávila-Moreno et 

al., 2014). Así mismo, en una cohorte de 20 pacientes con NSCLC, MEOX2 posee 

una mayor expresión con respecto a pacientes sin cáncer (Cortese et al., 2008). 
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Adicionalmente, se ha demostrado que la expresión de GLI-1, ocurre dependiente 

de MEOX2, al ocupar MEOX2 secuencias del promotor del gen GLI-1, 

contribuyendo al enriquecimiento de las histonas de activación H3K27Ac y 

H3K4me3, promoviendo tanto la expresión como la participación de GLI-1 en líneas 

celulares in vitro como en pacientes NSCLC, demostrando como MEOX2 participa 

en la regulación de la vía de señalización de SHH en NSCLC. Así mismo, al silenciar 

genéticamente a MEOX2 en líneas celulares no mutadas en EGFR (A549 y 

NH2347), así como en células mutadas en EGFR “T790M” (células H1975), la 

proliferación celular disminuye significativamente. Mientras que por otro lado, 

pacientes con adenocarcinoma pulmonar que sobre-expresaban MEOX2 poseen 

menor sobrevida respecto a pacientes con baja expresión de MEOX2, tanto en 

ausencia, como en presencia del estatus mutacional para el gen EGFR, sugiriendo 

como la expresión de genes blanco en tumores NSCLC, es dependiente de la 

regulación transcripcional y/o epigenética de MEOX2 (Armas-López et al., 2017), 

mientras que su potencial asociación funcional con la expresión del gen 

remodelador de la cromatina SMARCB1 en cáncer pulmonar, resulta desconocido 

por lo que, resulta el objeto de estudio del presente trabajo, como se describe a 

continuación. 
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2. Planteamiento del problema   

Antecedentes directos señalan como el tratamiento oncológico modifica el 

paisaje epigenético en genes clave de la oncología pulmonar, entre otros como GLI-

1 al influir en el posicionamiento epigenético de factores de transcripción y código 

de histonas, no obstante se desconocen posibles alteraciones en el posicionamiento 

de remodeladores de la cromatina y escritores del código de histonas afectando la 

expresión de genes blanco en cáncer pulmonar, como ha sido sugerido por otros 

autores, en otros tipos de cáncer, quiénes destacan la participación del remodelador 

de la cromatina SMARCB1, así como el catalizador de la trimetilación EZH2 en los 

procesos epigenéticos que conducen al cáncer, resaltando la idea que los 

mecanismos de regulación epigenética representan importantes mecanismos 

moleculares responsables de la progresión del cáncer. Sin embargo, la modulación 

ejercida por MEOX2 hacia SMARCB1 y EZH2, y su probable capacidad de 

modulación sobre la expresión del gen EGFR se desconoce en la actualidad. Por lo 

que, el presente trabajo se propuso determinar si el posicionamiento de SMARCB1 

y EZH2 sobre secuencias genéticas y promotoras del gen EGFR, es modulado por 

el factor MEOX2, empleando para ello, modelos celulares in vitro de cáncer 

pulmonar de humano, contribuyendo en el entendimiento de MEOX2 como un 

potencial modulador epigenético-transcripcional de genes blanco en el cáncer 

pulmonar. 
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3. Hipótesis 

MEOX2 está asociado a la resistencia al tratamiento oncológico en pacientes con 

cáncer pulmonar, de forma independiente al estatus mutacional del gen EGFR, el 

estudio de la modulación de MEOX2 en el posicionamiento de los intermediarios 

epigenéticos SMARCB1 y EZH2 sobre las secuencias promotoras de EGFR, 

permitirá identificar posibles aberraciones epigenéticas que influyen en la Biología 

del cáncer pulmonar. 
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4. Objetivo general 

Determinar la participación de MEOX2 en el posicionamiento de las proteínas 

SMARCB1, EZH2 y código de histonas sobre las secuencias promotoras del gen 

EGFR modulando su expresión genética en células de cáncer pulmonar. 

 

4.1 Objetivos particulares 

1. Determinar cambios en los niveles de expresión de RNA mensajero y 

proteína de SMARCB1 y EGFR en líneas celulares de NSCLC. 

2. Determinar la abundancia relativa de las proteínas de MEOX2 y EZH2 en 

líneas celulares de cáncer pulmonar. 

3. Determinar cambios en el posicionamiento de EZH2 y SMARCB1 sobre las 

secuencias promotoras de EGFR en células de cáncer pulmonar en 

presencia y ausencia del silenciamiento genético del factor transcripcional 

MEOX2, mediante análisis de datos ENCODE e inmunoprecipitacion de la 

cromatina. 

4. Determinar cambios en el posicionamiento del código de histonas 

H3K27me3/H3K27Ac versus H3K4me1/3 sobre las secuencias promotoras 

de EGFR, en presencia y ausencia del silenciamiento genético del factor 

transcripcional MEOX2. 

5. Determinar cambios en la expresión de SMARCB1, EZH2 y EGFR en células 

de cáncer pulmonar en presencia y ausencia del silenciamiento genético del 

factor transcripcional MEOX2. 
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5. Materiales y métodos 

 

Cultivo celular 

Se utilizaron líneas celulares de NSCLC con mutaciones en EGFR. NCI-H2347 y 

A549, expresan la forma silvestre de EGFR, HCC827, con deleción del exón 19 

(E746-A750) y NCI-H1975 doble mutación (L858R/T790M). Las células se 

mantuvieron en medio de cultivo RPM1 1640 (Biowest) suplementado con 10% de 

suero fetal bovino (Biowest) y penicilina estreptomicina como antibiótico al 1% en 

una incubadora a 37°C y 5% de CO2. 

 

Transfección y silenciamiento genético por shRNAs 

Se utilizaron short hairpins de RNAs (shRNAs) dirigidos contra MEOX2 en la línea 

celular A549. Se cultivaron 3x105 células con medio RPMI-1640 y 3% de SFB sin 

antibiótico, se incubaron en placas de 6 pozos durante 12 horas con un control 

negativo de transfección estable nombrado Scramble (Scr) y el shRNA-antiMEOX2 

(shMx). El silenciamiento se evaluó a las 48 horas de la transfección.  

 

Extracción de RNA total  

La extracción del RNA total se realizó utilizando el método de TRIzol (Invitrogen, 

California, EE. UU.). Las células fueron cosechadas con 500µL de TRIzol, 80µL de 

cloroformo, 200µL de etanol absoluto, 200µL de etanol al 70% y finalmente el RNA 
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se resuspendió en 20µL de agua DEPC. La concentración de RNA y la calidad se 

determinó mediante espectrofotometría (NanoDrop 1000 espectrofotómetro, 

Thermo Scientific). La síntesis de cDNA se realizó mediante el kit SuperScript II 

(RNasa H) (Invitrogen) a partir de 1 µg de RNA total. 

 

RT-qPCR 

La retrotranscripción se realizó a partir de 20 ng de cDNA, la cuantificación relativa 

de SMARCB1, EGFR y GAPDH se realizó mediante SYBR Green (RealQ Plus 

Master Mix Green) en un volumen total de 15 µL. Además, se realizó un pool de los 

RNAs totales de las líneas celulares que se consideró como un comparador de 

expresión entre las líneas celulares. La RT-qPCR se realizó en el equipo LightCycler 

480 Real-Time PCR (Roche, Alemania). Para el análisis, se realizó el método 

comparativo 2-ΔΔCt, la expresión de los genes se normalizó con el gen endógeno 

GAPDH. Los ensayos se realizaron por triplicado y el análisis se realizó a partir de 

la suma de 3 ensayos biológicos independientes. La secuencia de los 

oligonucleótidos utilizados para la detección de los mRNA de SMARCB1, EGFR y 

GAPDH se enlista en la tabla 1. 

 

Extracción y cuantificación de proteínas 

Se extrajeron las proteínas con 1 mL de PBS y se les agregaron 120 µL de buffer 

RIPA (Tris pH 7.4 50 mM, NaCl 150 mM, NP-40 1%, SDS 0.1%, EDTA 2 µm) más 

inhibidor de proteasas (mini complete, Roche, Indianapolis, EE. UU.). Para la 
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cuantificación de proteínas se utilizó el kit DC Protein Assay (Bio-Rad) y se leyó a 

750 nm en el equipo EPOCH (BioTek).   

 

Western Blot 

Se prepararon geles al 10% de poliacrilamida, se cargaron 30µg de proteína total 

en los pozos del gel, se añadió buffer de corrida y se realizó una electroforesis a 

120 volts por 120 minutos. Posteriormente, se transfirieron las proteínas a una 

membrana PVDF (Fluoruro de Polivinilideno) usando el método de transferencia en 

cámara húmeda a 300mAMP por 120 minutos. Se bloquearon las membranas con 

TBS 1x-Tween 20 al 0.1% (TBST) con leche (Blotting-Grade Blocker, Bio-Rad) al 

2% por dos horas. La incubación de los anticuerpos primarios se realizó toda la 

noche a 4°C empleando las siguientes diluciones: EGFR 1:1000 (#ab131498) 

(Abcam, Cambridge Science Park, Cambridge, R.U.), SMARCB1 1:750 

(#GTX12167), EZH2 1:2000 (#GTX82503) (GeneTex, Irvine, California, EE. UU.), 

MEOX2 1:1500 (#sc-81971), y GAPDH 1:3000 (#sc-25778) (Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, Texas, EE. UU.). Se realizaron tres lavados con TBST por 

10 minutos y se incubaron las membranas con TBST, leche al 2% y anticuerpo 

secundario por dos horas (anti mouse HRP/anti rabbit HRP) 1:10000, se volvieron 

a realizar tres lavados con TBST y se revelaron las membranas con el kit Clarity 

Western ECL Substrate (Bio-Rad), los cambios de relación se calcularon utilizando 

el programa Image Studio.  
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Visualizador del Epigenoma en Cáncer (Integrative Genomics Viewer) 

Se realizó un análisis in silico utilizando el programa IGV para establecer los sitios 

de enriquecimiento de distintos dominios epigenéticos en EGFR sobre A549 en el 

genoma de referencia hg19, se seleccionaron 7 regiones (chr7:55035532 a 

chr7:55143652) para su revisión en genome browser y se utilizó su secuencia para 

la generación de oligonucleótidos.  

 

Diseño oligonucleótidos 

Después de obtener la secuencia del gen, se utilizó el programa Primer3Plus para 

obtener la secuencia sentido y antisentido de los oligonucleótidos, posteriormente, 

éstos se evaluaron en NetPrimer para elegir el oligonucleótido con la mayor 

eficiencia. La secuencia de los oligonucleótidos se enlista en la tabla 2. 

 

Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados para el análisis de la expresión del RNA mensajero. 

Gen  Secuencia del oligonucleótido Producto de PCR en 

pares de bases (pb) 

SMARCB1  

 

Sentido 

5’- ACAGTGGAGATTGCCATCCG-3’ 

Antisentido 

5’- ACGCCTCATCCGCCTCGTGT-3’ 

129 pb 

EGFR 

 

Sentido 

5’- GCGTCTCTTGCCGGAATGT-3’ 

Antisentido 

5’-GGCTCACCCTCCAGAAGGTT-3’ 

70 pb 

GAPDH Sentido 

5’-CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC-3’ 

Antisentido 

5’-GCCCAATACGACCAAATCC -3’ 

119 pb 
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Tabla 2. Oligonucleótidos utilizados para el análisis de las secuencias promotoras del gen 
EGFR. 

Secuencia 

promotora de 

EGFR 

Secuencia del oligonucleótido Producto 

de PCR 

Región en 

el genoma 

3-Upstream Sentido 

5’-GCCAAGTTTCAGACAAGTGCC-3’ 

Antisentido 

5’-GTGAAACCCTCCTCCTCCAA-3’ 

126 pb -51,774 a 

 -51,648 pb 

 

2-Upstream Sentido 

5’-CTGGGTTTGTATGTGGGCAA-3’ 

Antisentido 

5’-CGAAGATGAGAGTGGCTGCA-3’ 

132 pb -33,573 a  

-33,441 pb 

1-Upstream Sentido 

5′-TGGTAAGCTGAGCTGAAGCC-3’ 

Antisentido 

5′-ATTGGTTCTGGCCCACTGAG -3′ 

120 pb 

 

 

-23,315 a  

-23,193 pb 

 

TSS Sentido 

5’-CTCGACCTGGACATAGGCTG-3’ 

Antisentido 

5’-GGGTGCCCTGAGGAGTTAAT-3’ 

101 pb -336 a  

-235 pb 

 

1-

Downstream 

Sentido 

5’-AACCGAACATGTGCGCATTC-3’ 

Antisentido 

5’-TGGGCAATCAGTGTGAGTCA-3’ 

192 pb 36,426 a 

36,618 pb 

 

2-

Downstream 

Sentido 

5’-GAGTTCAAGCGTCCCCAGAA-3’ 

Antisentido 

5’-TGCCATGCATGTCAAAAGCA-3’ 

116 pb 46,635 a 

46,751 pb 

 

3-

Downstream 

Sentido 

5’-ATGTGGGTTTACAGCTGGCC-3’ 

Antisentido 

5’-TCTGGAAAGACTTCGGTGGC-3’ 

119 pb 55,382 a  

55,501 pb 
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Fragmentación de la cromatina 

Se añadieron 10 mL de PBS 1X frío al cultivo celular, posteriormente, las células se 

incubaron con formaldehído al 1% 270 µL, se añadió glicina al 0.125 M 10 mL y se 

realizaron dos lavados con 10 mL de PBS 1X frío, se agregaron 5 mL de PBS y se 

rasparon las células adherentes que fueron transferidas a tubos de 15 mL y se 

centrifugó a 2500 rpm por 5 minutos a 4°C. Posteriormente, se utilizaron los 

reactivos del kit EZ-Magna ChIP G (#17-409) (Sigma-Aldrich) y se resuspendió la 

pastilla celular en 500 µL de buffer de lisis con 2.5 µL de inhibidores de proteasas, 

se incubó en hielo por 15 minutos, moviendo lentamente la muestra cada 5 minutos 

y se centrifugó a 8000 rpm por 5 minutos a 4°C. Posteriormente, se resuspendió la 

pastilla en 500 µL de buffer de lisis nuclear con 2.5 µL de inhibidores de proteasas, 

se incubó en hielo por 15 minutos, moviendo lentamente la muestra cada 5 minutos, 

se sonicaron (Amplitud 60, Watts 95-100, Número de pulsos 10, por 20 segundos) 

las muestras y se conservó el sobrenadante en alícuotas de 50 µL. Se añadieron 5 

μL de proteinasa K (#19131) (Qiagen), se agregó un volumen de fenol:cloroformo, 

se tomó el sobrenadante y se le agregaron dos volúmenes de isopropanol frío 

dejando precipitar el DNA toda la noche a -80 °C. Al término de la precipitación, se 

centrifugó a 13000 rpm  por 45 minutos a 4°C, se resuspendió la pastilla de DNA 

con 300 μL de etanol al 70% y se centrifugó a 13000 rpm por 15 minutos a 4°C, 

repitiendo este paso dos veces más, al término, se resuspendió la pastilla en 15 μL 

de agua DEPC. La pastilla resuspendida sin anticuerpos se utilizó como Input. 
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Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) 

Se agregó 1 μg de los siguientes anticuerpos: MEOX2 (#ab124876), EZH2 

(#ab186006), SMARCB1 (#ab72289), H3K27Ac (#ab4729), H3K4me1 (#ab8895), 

H3K4me3 (#ab8580) y H3K27me3 (#ab195477) (Abcam, Cambridge Science Park, 

Cambridge, R.U.), se añadieron 20 μL de perlas magnéticas (#16-662) (Sigma-

Aldrich) acopladas a proteína G a 50 μL de cromatina y se incubó toda la noche a 

4°C en un mezclador DYNAL a 20 rpm, después, se lavó con 500 μL de los 

siguientes buffers en orden a 4°C por 5 minutos: Buffer bajo en sales, Buffer alto en 

sales, Buffer cloruro de litio, Buffer TE. Al término, se agregaron 100 μL de buffer 

ChIP elución más 1 μL de proteinasa K y se incubó a 62°C por dos horas con 

movimiento constante, después, se incubó a 95°C por 10 minutos y se esperó a que 

las muestras estuvieran a temperatura ambiente. Se separaron las perlas 

magnéticas para utilizar el sobrenadante y se añadieron 500 μL de buffer de unión, 

se transfirió a una columna con tubo colector para centrifugar a 13000 rpm por 1 

minuto desechando el sobrenadante, posteriormente se añadieron 500 μL de buffer 

de lavado y se centrifugó a 13000 rpm por 1 minuto desechando el sobrenadante, 

este paso se repitió dos veces más y se agregaron 30 μL de agua DEPC. El DNA 

inmunoprecipitado (DNA-IP; 20 ng) fue amplificado utilizando el kit Complete Whole 

Genome Amplification GenomePlex Kit (#WGA2) (Sigma-Aldrich), posteriormente, 

las muestras fueron cuantificadas en un NanoDrop y se realizó el ChIP-qPCR. 
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ChIP-qPCR 

Los DNA-IPs fueron analizados mediante cuantificación absoluta en qPCR 

utilizando SYBR Green (RealQ Plus Master Mix Green), el equipo LightCycler 480 

Real-Time PCR (Roche, Alemania) y oligonucleótidos para las secuencias de 

interés de EGFR. Se utilizaron 20 ng de DNA-IP por reacción y se realizaron curvas 

de comparación a través de diluciones de DNA control diploide derivado de sangre 

periférica mononuclear de donantes sanos (100 ng, 10 ng, 1.0 ng, 0.1 ng y 0.01 ng). 

Las condiciones de amplificación se enlistan a continuación:  

Tabla 3. Condiciones experimentales del método ChIP-qPCR utilizadas en el equipo de 
PCR en tiempo real (Light Cycler 480) para el análisis del DNA-IPs de las secuencias 
promotoras del gen EGFR. 

 

Análisis estadístico 

Con el objetivo de determinar significancia estadística a nivel experimental fueron 

empleadas las siguientes pruebas estadísticas, como prueba de ANOVA 

unidireccional y la prueba t de Student para establecer diferencias estadísticamente 

significativas entre los diferentes grupos experimentales incluidos en el presente 

estudio, considerando estadísticamente significativas aquellas diferencias con 

p≤0.05. 

  

Programación Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización 

inicial 

95°C 10 minutos 1 

Desnaturalización 95°C 15 segundos 60 

Alineamiento 55°C 30 segundos 1 

Extensión 72°C 30 segundos 1 
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6. Resultados 

6.1 Análisis de la expresión basal del RNA mensajero y proteína de los genes 

SMARCB1 y EGFR en líneas celulares de cáncer pulmonar 

Con el objetivo de establecer la posible relación en la expresión a nivel del mRNA 

entre SMARCB1 y EGFR, se llevó a cabo la extracción de RNA total de 4 líneas 

celulares de cáncer pulmonar (A549, NCI-H2347, NCI-H1975 y HCC827). 

Posteriormente, se llevó a cabo la síntesis del cDNA y ensayos de RT-qPCR. Así 

mismo, con el objeto de obtener un grupo control de expresión, se obtuvo una 

mezcla equimolar de RNA total de las 4 líneas celulares, el cual fue empleado para 

su análisis como grupo control (MIXCtrl) de expresión relativa entre los diferentes 

modelos celulares de cáncer pulmonar. En la figura 4, se muestra el nivel de 

expresión diferencial de los genes SMARCB1 y EGFR entre las diferentes líneas 

celulares de cáncer de pulmón. En este sentido, células con mutación en EGFR, 

NCI-H1975 poseen expresión significativamente mayor de SMARCB1, mientras que 

en HCC827 los niveles de expresión son significativamente menores. Resultando 

interesante, como la NCI-H1975 muestra un nivel de expresión significativamente 

menor de EGFR, mientras que la HCC827 presenta una expresión 

significativamente mayor de EGFR. Por otro lado, células de cáncer pulmonar libres 

de mutación en EGFR (A549 y NCI-H2347) poseen expresión significativamente 

menor de EGFR, con variaciones no significativas en la expresión de SMARCB1. 
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Figura 4. Expresión basal del RNA mensajero de los genes SMARCB1 y EGFR en 
líneas celulares de cáncer pulmonar tipo adenocarcinoma. La expresión de SMARCB1 
(A) y EGFR (B) fue analizada mediante ensayos de RT-qPCR, y normalizada con respecto 
a GAPDH. El análisis de expresión relativa de manera comparativa se llevó a cabo 
empleando como control de expresión relativa el pool del mRNA total de las 4 líneas 
celulares (MIXCtrl). Los niveles de expresión relativa son expresados como el valor de la 
media ± D.E., de 3 ensayos biológicos independientes (n=3), por triplicado. Se realizó una 
prueba de t de Student para identificar diferencias significativas (p≤0.05). Las 
características de los modelos celulares de cáncer pulmonar son los siguientes: células 
A549 y NCI-H2347 no presentan mutación de EGFR, células NCI-H1975 poseen doble 
mutación en EGFR conocidas como L858R/T790M, mientras que células HCC827 posee 
deleción en el exón 19 del gen EGFR. 
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Con el objetivo de determinar los niveles basales de proteína de los genes 

SMARCB1 y EGFR en células de cáncer pulmonar, se llevó a cabo la extracción y 

purificación de proteínas para posteriormente realizar ensayos de Western Blot. En 

la figura 5 se muestra que líneas celulares A549 y NCI-H2347 poseen baja 

expresión de la proteína SMARCB1 mientras que, muestran una alta expresión de 

la proteína de EGFR. Así mismo, la expresión de SMARCB1 es significativamente 

mayor en células NCI-H1975, con respecto a células HCC827. La expresión de 

EGFR detectada es significativamente menor en células NCI-H1975 con respecto 

al resto de los modelos celulares, confirmando que a mayor expresión de 

SMARCB1, los niveles de EGFR disminuyen. Por otro lado, en células HCC827 los 

niveles de expresión de SMARCB1 detectados son significativamente menores con 

respecto a NCI-H2347 y NCI-H1975 mientras que, el nivel de expresión de EGFR 

es significativamente mayor con respecto a células NCI-H1975, estos resultados 

apoyan la hipótesis donde SMARCB1 ejerce un mecanismo de regulación negativa 

sobre la expresión de EGFR.    

         

Figura 5. Niveles de proteína de los genes SMARCB1 y EGFR en diferentes células 
de cáncer pulmonar. Los niveles de proteína de SMARCB1 y EGFR fueron analizados 
mediante ensayos de Western Blot, y normalizados con respecto al nivel de expresión de 
GAPDH. Se realizó análisis estadístico mediante prueba de ANOVA unidireccional para 
encontrar diferencias significativas con (p≤0.05), entre líneas celulares. Los resultados son 
expresados como la media ± D.E., de 3 ensayos biológicos independientes (n=3), por 
triplicado. 
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6.2 Análisis del nivel basal de las proteínas MEOX2 y EZH2 en células de 

cáncer pulmonar 

Adicionalmente, se cuantificaron los niveles basales de las proteínas MEOX2 y 

EZH2, identificando que MEOX2 se expresa en los cuatro modelos celulares con 

diferencias no significativas. Mientras que, los niveles de EZH2 son detectados en 

las 4 líneas celulares con bajo nivel estadísticamente significativo en células de 

cáncer pulmonar HCC827. Resultando importante mencionar la detección de 

proteína MEOX2 y EZH2 en células A549, identificando además asociación 

negativa entre SMARCB1 y EGFR, cuyo modelo celular resultó importante para 

demostrar la correlación funcional entre ambos genes, como hipótesis central del 

presente trabajo, por lo que, se emplearon células A549 para los diferentes ensayos 

de silenciamiento genético. 

 

Figura 6. Análisis del nivel de proteína de los genes MEOX2 y EZH2 en células de 
cáncer pulmonar. Los niveles de proteína de MEOX2 y EZH2 fueron analizados mediante 
ensayos de Western Blot, y normalizados con respecto al nivel de expresión de GAPDH.  
Adicionalmente, se realizó análisis estadístico mediante prueba de ANOVA unidireccional 
identificando diferencias significativas con p≤0.05, entre líneas celulares. Los resultados 
son expresados como la media ± D.E., de 3 ensayos biológicos independientes (n=3), por 
triplicado. 
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6.3 Análisis epigenético del código de histonas en las secuencias promotoras 

del gen EGFR  

Con el objetivo de determinar el posicionamiento de las proteínas SMARCB1 y 

EZH2 sobre la región promotora del gen EGFR, se llevó a cabo análisis in silico 

mediante el uso de programa IGV (ver materiales y métodos), seleccionando el 

estudio de los dominios epigenéticos en células de cáncer pulmonar A549, cuya 

información bioinformática se encuentra disponible en la plataforma del proyecto 

ENCODE y disponible en el programa IGV Adicionalmente, decidimos analizar 

información sobre el posicionamiento de SMARCB1, en células HeLa, debido a la 

falta de información disponible en células A549. Fueron identificados y elegidos 7 

regiones genéticas posibles de interacción, así como enriquecimiento de histonas 

de activación (verde) y marcas de represión (rojo). Así mismo, analizamos el 

enriquecimiento de marcas histónicas características de secuencias enhancers en 

preparación H3K4me1 (azul). Adicionalmente, identificamos la interacción de la 

proteína SMARCB1 sobre las secuencias promotoras del gen EGFR, así como el 

posicionamiento de MEOX2 sobre el epigenoma de carcinomas pulmonares 

derivados de pacientes mestizos mexicanos AEE, GCH y GHM (datos descargados 

de Armas-López et al., 2017; depositados en doi:10.5061/dryad.rm7dd). Los sitios 

identificados y elegidos en el genoma humano con potencial de unión y 

enriquecimiento de marcas de histonas, así como posicionamiento de las proteínas 

SMARCB1, EZH2 y factor de transcripción MEOX2 abarcaron las siguientes 

regiones genéticas como se mencionan y describen a continuación: región 3-

Upstream localizada entre la posición -51,774 y la base -51,648; región 2-Upstream 

entre la posición -33,573 y la base -33,441; región 1-Upstream entre la posición -
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23,315 y la base -23,193; región TSS entre la posición -336 y la base -235; región 

1-Downstream entre la posición 36,426 y la base 36,618; región 2-Downstream 

entre la posición 46,635 y la base 46,751; por último la región 3-Downstream entre 

la posición 55,382 y la base 55,501. Con base en lo anterior, nuestro análisis 

identificó una secuencia de un tamaño total de 107,275 pb (107 Kb), cuya secuencia 

tan extensa podría participar en la regulación de la expresión del gen EGFR, 

probablemente bajo la influencia de secuencias de control lejanas al sitio de inicio 

de la transcripción, así mismo, nuestro análisis in silico confirma que las secuencias 

genéticas del gen EGFR poseen lo que parece ser un súper-enhancer, lo cual será 

posteriormente abordado en la sección de discusión (Figura 7). 

 

Figura 7. Análisis in silico de las secuencias genéticas 5’-upstream a 3’-downstream 
cercanas al sitio de inicio de la transcripción (TSS) del gen EGFR, identifica marcas 
epigenéticas previamente identificadas en células de cáncer pulmonar. Se muestran 
Secuencias promotoras del gen EGFR que corresponden a células de cáncer pulmonar 
(A549), cérvico uterino (HeLa) y tumores pulmonares derivados de pacientes. Se muestra 
análisis y visualización de los dominios epigenéticos mediante el uso del programa o 
visualizador del genoma llamado Integrative Genomics Browser (IGV). 
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6.4 Análisis del posicionamiento de las proteínas MEOX2, EZH2 y SMARCB1 

sobre las secuencias promotoras del gen EGFR 

Con el objetivo de identificar el posicionamiento de los factores MEOX2, SMARCB1 

y EZH2 sobre las secuencias promotoras del gen EGFR se realizó fragmentación 

de la cromatina sobre las células de cáncer pulmonar A549, cultivadas en el pasaje 

celular 8, a partir del cual se realizaron ensayos de ChIP-qPCR. En la figura 8A, se 

muestra la detección del factor transcripcional MEOX2 sobre las secuencias 

promotoras de EGFR, posicionándose con mayor enriquecimiento en las regiones 

llamadas 3-Upstream y 1-Downstream, así mismo en la figura 8B, se muestra la 

detección enriquecida de las proteínas EZH2 y SMARCB1 sobre las secuencias 

promotoras de EGFR, en las regiones 3-Upstream y 1-Downstream. Así mismo, la 

proteína SMARCB1 posee el mayor posicionamiento en todas las regiones 

genéticas estudias del gen EGFR. 
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A) 

 

B) 

          

Figura 8. Análisis del enriquecimiento de las proteínas MEOX2, EZH2 y SMARCB1 
sobre secuencias genéticas y promotoras del gen EGFR, en células de cáncer 
pulmonar A549. El posicionamiento de MEOX2, EZH2 y SMARCB1 en las diferentes 
regiones o secuencias genéticas de EGFR fueron analizadas mediante ChIP-qPCR, cuyos 
valores fueron estimados a partir de su normalización con respecto al DNA-Input (ver 
materiales y métodos). Los resultados son expresados como la media ± D.E., de 3 ensayos 
biológicos (n=3), por triplicado cada uno. 
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6.5 El silenciamiento genético de MEOX2 demuestra que MEOX2 modula el 

posicionamiento y enriquecimiento de las proteínas EZH2 y SMARCB1 sobre 

las secuencias promotoras del gen EGFR 

Una vez identificado el posicionamiento y enriquecimiento de factores proteicos 

sobre secuencias genéticas del gen EGFR bajo condiciones basales, se llevaron a 

cabo ensayos de ChIP-qPCR bajo condiciones de silenciamiento del factor 

transcripcional MEOX2. Basado en ello, en figura 9A es posible detectar que durante 

el silenciamiento genético mediante transfección estable con shRNA-antiMEOX2 la 

disminución de 50% de la proteína MEOX2, cuyo cambio provoca también 

disminución en el posicionamiento y enriquecimiento del factor MEOX2 en las 

regiones genéticas de EGFR, exceptuando en las regiones 2-Upstream y TSS 

donde fue posible detectar aumento, tanto en el enriquecimiento como el 

posicionamiento de MEOX2. Por otro lado, en figura 9B fue posible detectar que 

posterior a silenciar MEOX2, el posicionamiento de  la proteína EZH2 no adquiere 

cambios significativos, excepto en las regiones 1-Downstream y 2-Downstream, 

donde EZH2 disminuye su enriquecimiento. Adicionalmente, fue posible detectar 

que el silenciamiento de MEOX2, disminuye el enriquecimiento de SMARCB1 

exceptuando en la región 2-Upstream. Con base en lo anterior, resulta interesante 

que bajo condiciones basales y de silenciamiento genético de MEOX2, las regiones 

3-Upstream, 2-Upstream y 1-Upstream, las proteínas MEOX2 y SMARCB1 

mantengan un patrón de enriquecimiento semejante entre ellos, sugiriendo un co-

posicionamiento de ambas proteínas sobre las secuencias promotoras del gen 

EGFR, confirmando que el factor de transcripción MEOX2 logra afectar el 
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posicionamiento de EZH2 y SMARCB1 sobre las secuencias promotoras del gen 

EGFR. 

 

A)  

          

B) 

  

Figura 9. Posicionamiento de las proteínas MEOX2, EZH2 y SMARCB1 sobre 
secuencias genéticas del gen EGFR, bajo condiciones de silenciamiento del factor 
MEOX2 en células de cáncer pulmonar A549. El posicionamiento y enriquecimiento de 
MEOX2 (A), EZH2 y SMARCB1 (B) sobre secuencias genéticas del gen EGFR, analizando 
para ello, un control negativo de transfección estable nombrado Scramble (Scr), así como 
el grupo de silenciamiento genético de MEOX2 (shMx), el cual fue analizado mediante 
ensayos de ChIP-qPCR, y normalizado respecto al DNA-Input. Los resultados son 
expresados como la media ± D.E., de los valores promedio de 3 ensayos biológicos (n=3), 
por triplicado cada uno. 
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6.6 MEOX2 modula la escritura o enriquecimiento del código de histonas 

sobre las secuencias promotoras del gen EGFR 

Con el propósito de describir el código de histonas en la región genética estudiada 

del gen EGFR, se llevaron a cabo ensayos de ChIP-qPCR a partir de 

inmunoprecipitación de 4 marcas de histonas. En figura 10A se muestran marcas 

epigenéticas de activación, mostrando que en condiciones basales control, las 

marcas histónicas H3K27Ac y H3K4me3 se encuentran enriquecidas en las 

regiones 3-Upstream, 1-Upstream y 1-Downstream; mientras que, como efecto del 

silenciamiento genético de MEOX2, disminuye el enriquecimiento de las marcas 

histónicas de activación H3K27Ac y H3K4me3. Cabe mencionar que en la región 

del TSS y 2-Upstream el enriquecimiento de las histonas de activación H3K27Ac y 

H3K4me3 aumenta, respectivamente. Por otro lado, en figura 10B es posible 

detectar que el enriquecimiento de las marcas epigenéticas relacionadas con la 

represión de la transcripción, como H3K27me3 aumenta posterior al silenciamiento 

de MEOX2. Adicionalmente, la marca histónica de represión H3K4me1 se 

encuentra enriquecida en las regiones 3-Upstream, 1-Upstream y 1-Downstream, 

no obstante, durante el silenciamiento de MEOX2, el enriquecimiento de esta marca 

de histonas en general disminuye. 
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A) 

         

 

B) 

         

Figura 10. Análisis del enriquecimiento del código histónico sobre secuencias 
genéticas del gen EGFR, bajo condiciones de silenciamiento genético de MEOX2 en 
células de cáncer pulmonar A549. Nuestro análisis del posicionamiento de las marcas 
H3K27Ac, H3K4me3 (A), H3K27me3 y H3K4me1 (B) sobre las secuencias genéticas del 
gen EGFR, se llevaron a cabo analizando tanto condiciones basales de control negativo de 
transfección (Scr), como bajo condiciones de silenciamiento genético de MEOX2 (shMx) 
mediante ensayos de ChIP-qPCR, mientras que normalizado con respecto al control de 
DNA-Input. Los resultados son expresados como la media ± D.E., de los valores promedio 
por triplicado de 3 ensayos biológicos (n=3). 
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6.7 Detección de alteraciones en los niveles de proteína de EGFR, SMARCB1 

y EZH2 bajo condiciones de silenciamiento genético de MEOX2 

Para evaluar cambios en los niveles de expresión de proteína se llevó a cabo la 

extracción y purificación de proteínas para posteriormente realizar ensayos de 

Western Blot bajo la condición de silenciamiento de MEOX2. En figura 11, es posible 

detectar que el silenciamiento genético de MEOX2, afecta los niveles de expresión 

de los genes EGFR y SMARCB1 de manera significativa. Por otro lado, es posible 

detectar aumento no-significativo en la expresión de la proteína represora del 

complejo Polycomb, EZH2. 

  

Figura 11. Análisis de los niveles de proteína EZH2, SMARCB1 y EGFR bajo 
condiciones de silenciamiento de MEOX2 en células de cáncer pulmonar A549. Los 
niveles de expresión de EZH2, SMARCB1 y EGFR bajo condiciones de silenciamiento de 
MEOX2 fueron analizadas mediante ensayos de Western Blot, mientras que normalizadas 
con respecto al grupo control Scr, y gen endógeno de GAPDH. Se realizó una prueba de t 
de Student para encontrar diferencias significativas con p≤0.05. Los resultados son 
expresados como la media ± D.E., de los valores promedio por duplicado de 2 ensayos 
biológicos independientes (n=2). 
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6.8 Modelo funcional que propone la interacción de MEOX2, EZH2 y SMARCB1 

en la progresión tumoral del cáncer pulmonar 

Con el trabajo aquí realizado se propone el siguiente modelo de interacción entre 

MEOX2, EZH2 y SMARCB1 encontrando que en la figura 11A, se observan de 

forma lineal genes de interés para la oncología pulmonar. En la figura 11B, se 

observa la posible interacción entre estos genes en células no tumorales, en donde 

posiblemente MEOX2 este influenciando la expresión de SMARCB1 y EZH2, 

SMARCB1 al expresarse de forma normal, facilita el reposicionamiento de los 

nucleosomas, impidiendo al acceso de factores de transcripción a los promotores 

de genes blanco, además, la expresión de SMARCB1 se encuentra en competencia 

con la expresión de EZH2, inhibiendo a este gen, reduciendo la represión de 

supresores de tumor. Por otro lado, en la figura 11C, se observa la posible 

interacción entre estos genes en células tumorales, en donde posiblemente MEOX2 

este influenciando la expresión de SMARCB1, la disminución en la expresión de 

SMARCB1 provocaría un descenso en la densidad de los nucleosomas en los 

promotores de genes blanco, siendo altamente accesibles a factores de 

transcripción como MEOX2, además, el descenso de SMARCB1 provocaría un 

aumento en la expresión de EZH2, aumentando la represión de supresores de 

tumor. Todo esto provocaría un aumento en la activación de la transcripción de 

genes blanco de la oncología pulmonar, como EGFR. 
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Figura 12. Modelo funcional que propone la interacción entre MEOX2, SMARCB1 y 
EZH2 sobre el gen EGFR en células normales y progresión del cáncer pulmonar. (A) 
Esquema lineal de genes blanco para la oncología pulmonar. (B) Esquema de interacción 
de genes blanco en células no tumorales. (C) Esquema de interacción de genes blanco en 
células tumorales. 
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7. Discusión 

El cáncer de pulmón es considerado la principal causa de muerte por cáncer en el 

mundo, concretamente el NSCLC representa el 80% de todos los casos, 

encontrándose asociado a mutaciones en supresores de tumor y oncogenes. 

Particularmente la mutación ocurrida en el gen EGFR se encuentra en el 62% de 

los casos de NSCLC. Es por ello que entender cómo se lleva a cabo el mecanismo 

de regulación transcripcional por mecanismos epigenéticos de este gen es de vital 

importancia para la oncología pulmonar (Zappa y Mousa 2016; Zhang et al., 2018; 

Siegel et al., 2020). 

Se ha propuesto que uno de los reguladores epigenéticos asociados a la 

transcripción de EGFR, es el remodelador de la cromatina SMARCB1, 

encontrándose que a menor expresión de SMARCB1, la expresión de EGFR 

aumenta (Darr et al., 2015). Por otro lado, en NSCLC se ha reportado que EZH2 y 

EGFR influyen en la oncogénesis (Gong et al., 2019). Adicionalmente, el grupo de 

investigación ha descrito la posible asociación entre la expresión del factor de 

transcripción MEOX2 y la respuesta al tratamiento oncológico basado en 

mutaciones de EGFR en NSCLC (Armas-López et al., 2017). 

Con la finalidad de determinar la relación entre SMARCB1 y EGFR, en este trabajo 

se reportan los niveles de mensajero de ambos genes mediante ensayos de RT-

qPCR sobre 4 líneas celulares de NSCLC. Los resultados muestran que la línea 

celular NCI-H1975 presenta una expresión significativamente mayor de SMARCB1 

a nivel de mRNA, además de presentar una expresión significativamente menor de 

EGFR, en cambio, HCC827 muestra una expresión significativamente menor de 

SMARCB1 a nivel de mRNA, sin embargo es la que más expresa a EGFR, 
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concordando con Darr et al., 2015 quienes proponen que en las líneas celulares de 

tumores rabdoides donde SMARCB1 está inactivo, la expresión de EGFR aumenta 

y las líneas celulares en donde se expresa a SMARCB1 se muestra disminución en 

la expresión de EGFR. Esta asociación también se observa en los ensayos de 

Western Blot, en donde A549 y NCI-H2347 tienen una menor expresión de 

SMARCB1 y una mayor expresión de EGFR, además, la NCI-H1975 tiene una 

expresión significativamente mayor de SMARCB1, teniendo a su vez, una expresión 

significativamente menor de EGFR, confirmando una posible regulación negativa de 

SMARCB1 en la expresión de EGFR, así mismo, HCC827 tiene una expresión 

significativamente menor de SMARCB1, mientras que sus niveles de EGFR son 

significativamente mayores, apoyando la asociación mostrada entre ambos genes 

(Darr et al., 2015; Della et al., 2017), demostrando por primera vez la regulación 

negativa que ejerce SMARCB1 sobre EGFR en cáncer de pulmón. Por otro lado 

describimos que MEOX2 se expresa en las cuatro líneas celulares sin diferencias 

significativas, semejante a los resultados obtenidos por Ávila-Moreno et al., 2014, 

quienes reportan que MEOX2 se expresa en líneas celulares de NSCLC. 

Adicionalmente, se cuantificaron los niveles de proteína de EZH2 encontrando que 

en las líneas celulares sin mutación en EGFR (A549 y NCI-H2347) los niveles de 

expresión de EZH2 y EGFR son sinérgicos, concordando con Gong et al., 2019, 

quienes mencionan que la expresión de ambas proteínas está relacionada con la 

progresión del cáncer. Por otro lado, HCC827 tiene una expresión 

significativamente menor de EZH2, siendo esta línea celular la que tiene menor 

expresión de SMARCB1, no se observa la asociación inversamente proporcional 
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entre EZH2 y SMARCB1 previamente reportada en tumores rabdoides (Wilson et 

al., 2010).  

Posteriormente, se realizó un análisis in silico para determinar las secuencias 

promotoras de EGFR en A549 por medio del programa IGV, encontrando que las 

marcas de activación se encuentran enriquecidas en zonas cercanas al sitio de 

inicio de la transcripción y en zonas lejanas al sitio de inicio de la transcripción. Las 

secuencias de control lejanas al sitio de inicio de la transcripción se encuentran con 

bajo enriquecimiento en las marcas de represión, evidenciando como EGFR es un 

gen cuya regulación ve afectada por un súper-enhancer, concordando con los 

resultados descritos por Yuan et al., 2017, quienes reportaron que el súper-

enhancer de EGFR se encuentra activo y con desregulaciones en la línea celular 

A549. Además, se evaluó el posicionamiento de MEOX2 en tres pacientes 

diagnosticados con NSCLC sobre las secuencias promotoras de EGFR, 

encontrando que MEOX2 se posiciona sobre EGFR en secuencias cercanas al sitio 

de inicio de la transcripción, semejante a lo reportado por Whyte et al., 2013, 

quienes mencionan que el posicionamiento de factores de transcripción en súper-

enhancers promueve la activación. 

Posteriormente, se evaluó el posicionamiento de MEOX2, SMARCB1 y EZH2 en las 

secuencias promotoras de EGFR, en donde se observa que las tres proteínas se 

posicionan en las secuencias promotoras de EGFR. En este sentido, Armas-López 

et al., 2017 reportaron que MEOX2 se posiciona en las secuencias promotoras del 

gen GLI-1 en células de pacientes con NSCLC mutado en EGFR, coincidiendo con 

el resultado en donde MEOX2 posee la capacidad de posicionarse en secuencias 

promotoras además de estar relacionado con la expresión epigenética de EGFR. 
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Por otro lado, se ha reportado que SMARCB1 participa en la unión de enhancers a 

genes del complejo SWI/SNF, además de estar relacionado con el silenciamiento 

de súper-enhancers, concordando con lo observado en donde SMARCB1 se 

posiciona en las secuencias promotoras de EGFR, además, en este trabajo se 

plantea la posibilidad de que SMARCB1 participe en el silenciamiento del súper-

enhancer de EGFR provocando así la relación inversamente proporcional entre 

ambos genes previamente mencionada (Langer et al., 2019; Wang et al., 2017; 

Jiang et al., 2018). Así mismo, SMARCB1 se posiciona en secuencias promotoras 

de GLI-1, regulándolo negativamente, al contrario de MEOX2 que al posicionarse 

sobre el promotor de GLI-1 aumenta su expresión, haciendo una comparativa con 

los resultados aquí obtenidos, se plantea la posibilidad de que MEOX2 al 

posicionarse en EGFR aumente su expresión, mientras que SMARCB1 al 

posicionarse sobre EGFR disminuya su expresión (Jagani et al., 2010; Armas-López 

et al., 2017).  

Basado en lo anterior, se realizó un ChIP-qPCR de MEOX2, SMARCB1 y EZH2 en 

condiciones de silenciamiento genético de MEOX2, encontrando reposicionamiento 

y disminución de las tres proteínas, demostrando como MEOX2 reposiciona a 

SMARCB1 y EZH2 en las secuencias promotoras de EGFR, sugiriendo una 

reprogramación epigenética, éstos son los primeros resultados obtenidos hasta el 

momento sobre la posible interacción de MEOX2 en el reposicionamiento de 

SMARCB1 y EZH2. Además, MEOX2 y SMARCB1 tienen un patrón similar de 

posicionamiento en las secuencias promotoras de EGFR en condiciones normales 

y de silenciamiento, sugiriendo por primera vez un co-posicionamiento de ambas 
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proteínas, concordando con lo reportado por Weissmiller et al., 2019 quienes 

mencionan que SMARCB1 interactúa con factores de transcripción.  

Por otra parte, se estudió el enriquecimiento de cuatro marcas de histonas en 

condiciones normales y de silenciamiento de MEOX2 en las secuencias promotoras 

de EGFR, encontrando que en condiciones normales las histonas de activación, 

H3K27Ac y H3K4me3 se encuentran enriquecidas en las secuencias promotoras de 

EGFR mientras que en las histonas de represión, H3K27me3 tiene un bajo 

enriquecimiento en todas las regiones y la H3K4me1 se enriquece en todas las 

regiones, por otro lado en condiciones de silenciamiento de MEOX2 el 

enriquecimiento de las marcas de activación baja, ya que MEOX2 está relacionado 

epigenéticamente con la escritura de H3K27Ac y H3K4me3, con lo que también 

disminuiría la expresión de EGFR, los resultados aquí obtenidos sugieren que el 

posicionamiento de MEOX2 es compatible con una modulación positiva de la 

transcripción de EGFR (Armas-López et al., 2017), además al silenciar MEOX2, 

disminuye el posicionamiento de SMARCB1 lo cual también provocaría disminución 

de H3K27Ac, H3K4me1 y CBP (gen con actividad de acetiltransferasa) (Alver et al., 

2017; Fauqier et al., 2018). Por otro lado, el enriquecimiento de la marca de 

represión H3K27me3 aumenta considerablemente, posiblemente por la disminución 

de H3K27Ac con lo que disminuiría la competencia por el enriquecimiento en las 

secuencias promotoras de EGFR, aumentando así la represión del gen (Pasini et 

al., 2010). 

Después de los análisis de ChIP-qPCR, se evaluó la expresión a nivel de proteína 

de EGFR, SMARCB1 y EZH2 en condiciones de silenciamiento de MEOX2, 

encontrando que los niveles de EZH2 aumentan mientras que los de SMARCB1 y 
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EGFR disminuyen significativamente, el aumento en EZH2 puede deberse a la 

disminución significativa de SMARCB1, al ser genes antagonistas, así mismo la 

expresión de CBP está relacionada con la expresión de SMARCB1, al disminuir los 

niveles de esta proteína, disminuirían los niveles de CBP, provocando un aumento 

en la expresión de EZH2 quién es uno de sus genes antagonistas (Lavarone et al., 

2019; Wilson et al., 2010).  Mientras que la disminución significativa de EGFR, nos 

indica que la expresión de EGFR está influenciada por la regulación transcripcional 

y epigenética de MEOX2 en NSCLC.  
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8. Conclusiones 

 

1. A nivel de expresión del RNA mensajero y proteína existe una relación 

negativa entre la expresión de SMARCB1 con EGFR en células A549, NCI-

H1975 y HCC827 de cáncer pulmonar.  

2. MEOX2 y EZH2 se expresan a nivel de proteína en 4 modelos celulares de 

cáncer pulmonar aquí estudiados, destacando la expresión 

significativamente menor de EZH2 en células HCC827. 

3. Las proteínas de MEOX2, SMARCB1 y EZH2 se posicionan sobre las 

secuencias promotoras de EGFR en células A549, mientras que al silenciar 

en 50% a MEOX2, estas proteínas se reposicionan y disminuyen su 

enriquecimiento en las secuencias promotoras de EGFR. 

4. El enriquecimiento de las histonas de activación (H3K27Ac y H3K4me3) y de 

represión (H3K27me3 y H3K4me1) sobre las secuencias promotoras de 

EGFR, se detectó afectado bajo el silenciamiento genético de MEOX2 donde 

H3K27Ac, H3K4me3 y H3K4me1 disminuye, mientras que, H3K27me3 

aumenta, demostrando como MEOX2 influye en los mecanismos de escritura 

del código de histonas y por tanto en la activación de la transcripción del gen 

EGFR. 

5. A nivel de proteína, el silenciamiento de MEOX2 promueve aumento en la 

expresión de EZH2, mientras que disminuye significativamente la expresión 

de los genes SMARCB1 y EGFR en células de cáncer pulmonar. 
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9. Perspectivas 

 

1. Demostrar cambios en el código histónico mediante un ChIP-qPCR de la 

proteína CBP en condiciones normales y de silenciamiento de MEOX2 sobre 

las secuencias promotoras de EGFR además de un Western Blot de CBP en 

ambas condiciones en A549. 

2. Analizar el efecto del silenciamiento genético en A549 de SMARCB1 para 

observar cambios en la expresión de EGFR y en el enriquecimiento de 

histonas de activación y represión en secuencias promotoras de EGFR. 

3. Analizar cambios en el epigenoma mediante ensayos de secuenciación 

masiva en modelos celulares silenciados genéticamente para MEOX2, GLI-

1 y SMARCB1. 

4. Analizar y/o confirmar el posible fenómeno de interacción proteíca entre 

MEOX2-SMARCB1-EGFR en modelos de progresión tumoral in vivo 

mediante implantación de modelos celulares silenciados genéticamente. 
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