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RESUMEN  

El cáncer pulmonar representa la principal causa de muerte por neoplasias malignas a 

nivel mundial con un índice de sobrevida global a 5 años menor al 15% de todos los 

casos. A pesar de los recientes avances, e incorporación de nuevas terapias, uno de 

los principales obstáculos en la eficacia del tratamiento oncológico está representado 

por la resistencia múltiple a fármacos oncológicos. Antecedentes de nuestro grupo de 

investigación han evidenciado la participación de los factores transcripcionales MEOX2 

y TWIST1, probablemente involucrados en mecanismos de resistencia a fármacos 

oncológicos como cisplatino en cáncer de pulmón. Sin embargo, hasta el momento, son 

escasos los trabajos que reportan probables mecanismos de regulación post-

transcripcional asociados con la regulación de los factores MEOX2 y TWIST1 en la 

quimioresistencia a cisplatino en cáncer pulmonar. Al respecto actualmente, se ha 

descrito la participación de microRNAs (miRNAs) en la regulación post-transcripcional 

de diversos procesos biológicos en cáncer de pulmón, incluido la quimioresistencia. En 

el presente trabajo, mediante análisis de predicción in silico, se determinó la posible 

regulación post-transcripcional de miR-301a y miR-543 sobre los blancos génicos 

MEOX2 y TWIST1, respectivamente. Mientras que adicionalmente, exploramos su 

participación durante el proceso de adaptación en la resistencia a cisplatino en líneas 

celulares del grupo NSCLC, por lo que se evaluaron el perfil de expresión de un panel 

de 7 miRNAs (miR-301a, miR-543, miR-487, miR-145, miR-221, miR-361 y miR-217) 

asociados a cáncer, pero cuyo papel  en la resistencia a cisplatino no ha sido descrita. 

Palabras clave: Cáncer de pulmón, microRNAs, quimioresistencia, cisplatino.  
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ABSTRACT   

Lung cancer is the leading cause of death from malignancy worldwide with an index of 

overall 5-year survival less than 15% of all cases. Despite recent advances, and 

incorporation of new therapies, one of the main obstacles to the effectiveness of cancer 

treatment is represented by multiple resistance to cancer drugs. Background of our 

research group have shown the involvement of transcription factors TWIST1 and 

MEOX2 probably involved in mechanisms of resistance to cancer drugs such as cisplatin 

in lung cancer. However, so far, there are few studies reporting probable mechanisms 

of post-transcriptional regulation associated with the regulation of MEOX2 and TWIST1 

factors in cisplatin chemoresistance in lung cancer. About currently it described 

participation microRNAs (miRNAs) in post-transcriptional regulation of various biological 

processes in lung cancer, including chemoresistance. In this paper, by analyzing in silico 

prediction, the possible post-transcriptional regulation of miR-301a and miR-543 gene 

on white MEOX2 and TWIST1 respectively was determined. While additionally, we 

explore their participation in the process of adaptation in cisplatin resistance in cell lines 

of NSCLC group, so the expression profile of a panel 7 miRNAs (miR-301a, miR-543, 

miR-487, miR-145, miR-221, miR-361 and miR-217) were evaluated  and associated 

with cancer but whose role in cisplatin resistance has not been described. 

 

 

 

 

Key words: Lung cancer, microRNAs, chemoresistance, cisplatin. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. CÁNCER 

El cáncer es una enfermedad multifactorial que consiste en una proliferación y 

diseminación incontrolada de células que dan lugar a la formación de una masa 

tumoral maligna, estas tienen la capacidad de invadir tejidos cercanos y diseminarse 

a diversos órganos a través de un proceso denominado metástasis (Frank, 2007; 

Nguyen, 2009). A nivel mundial, en 2012, se estimaron 14 millones de nuevos casos 

y 8.2 millones de defunciones; además, se prevé que los casos anuales de cáncer 

aumenten de 14 millones a 22 millones en las próximas dos décadas (IARC, 2014). 

Por otro lado, en 2012, los tipos más frecuentes de cáncer en varones fueron el 

cáncer de pulmón, hígado, estómago, colon y esófago, respectivamente. En 

mujeres, -en orden descendente- el cáncer de mama, pulmón, estómago, colon y 

cérvix fueron los más comunes (WHO, 2015).  

Se estima que un 30% de las muertes por cáncer son debidas a diversos factores 

de riesgo como el consumo de alcohol y tabaco, ingesta reducida de frutas y 

verduras, índice de masa corporal elevado y sedentarismo. Así mismo, se considera 

que el tabaquismo es responsable del 20% de las muertes por cáncer en general y 

cerca del 70% por cáncer de pulmón (WHO, 2015).  

Actualmente, se ha logrado un concenso donde las evidencias indican que el cáncer 

es resultado de cambios tanto genéticos como epigenéticos -teoría de las 

mutaciones somáticas del cáncer- establecido a partir de diferentes hipotésis (1) 

donde el cáncer se origina a partir de células somáticas individuales que acumulan 
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múltiples mutaciones en el DNA (origen monoclonal), (2) de un estado default de 

proliferación celular quiescente (en ausencia de estímulos reguladores la célula se 

encuentra en fase G0), y (3) que el cáncer es una enfermedad de proliferación 

celular causado por mutaciones en genes que controlan la proliferación y el ciclo 

celular (Soto et al., 2004).  

Por otro lado, se ha establecido que los tumores sólidos son derivados de órganos 

que poseen poblaciones de células troncales y que están constituidos de 

poblaciones heterogéneas de células que difieren en su habilidad de proliferación y 

formación de nuevos tumores. Este tipo de células indiferenciadas, con capacidades 

de autorenovación son conocidas como células troncales del cáncer o Cancer Stem 

Cells (CSC) (Weisenthal & Lippman, 1985; Al-Hajj & Clarke, 2004). Sin embargo, 

hasta el momento, sigue siendo materia de debate (Kise et al., 2015).  

Recientemente, se ha propuesto que el desarrollo del cáncer es debido a un efecto 

estocástico cuando los factores hereditarios y el ambiente, no pueden explicar 

completamente los factores de riesgo del cáncer. Este efecto, es asociado al 

número de divisiones de células troncales en cada tejido, donde los cambios 

genómicos pueden ocurrir únicamente por alteraciones en la replicación del DNA 

mas que por factores carcinogénicos. Este efecto aleatorio llega a ser el principal 

factor que desencadena el desarrollo del cáncer y explica cómo algunos tipos de 

tejidos dan lugar a cánceres humanos que son millones de veces más frecuentes 

que otros tipos de tejidos. Por tal motivo, en la mayoría de los casos, la formación 

de tumores se debe a la "mala suerte" como sugieren recientemente algunos 

autores; es decir explicada con base en acumulación de mutaciones aleatorias que 
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surgen durante la replicación del DNA en células troncales fisiológicas no 

cancerosas, y que sólo un tercio de la variación del riesgo de cáncer, es atribuible 

a factores ambientales o predisposición hereditaria (Tomasetti & Vogelstein 2015). 

Así mismo, Hanahan & Weinberg en 2000 propusieron seis características o 

marcadores del cáncer que explican cómo una célula fisiológicamente normal (no 

neoplasica) progresa a través de múltiples etapas a una célula cancerosa con 

capacidades tumorigénicas y malignas (Hanahan & Weinberg, 2000). Estos seis 

marcadores son: (1) señales de proliferación sostenida, (2) evasión de supresores 

de crecimiento, (3) resistencia a la muerte, (4) replicación celular continua 

(inmortalidad celular), (5) inducción de la angiogénesis y, (6) invasión y metástasis. 

Mientras que un trabajo actualizado en 2011, los autores Hanahan & Weinberg 

incluyeron cuatro nuevos marcadores que permiten la constitución e interacciones 

de señalización del microambiente tumoral. Estos nuevos marcadores son: (1) 

evasión de la respuesta inmune, (2) desequilibrio celular energético, (3) promoción 

tumoral de la inflamación, así como (4) inestabilidad genómica y mutaciones 

(Hanahan & Weinberg, 2011). Sin embargo, un artículo previo publicado por 

Lazebnik, señala que cinco de los marcadores descritos inicialmente, también eran 

característicos de  tumores benignos y que el único marcador maligno es la 

capacidad de  invasión  y  metástasis (Lazebnik, 2010). Por otro lado, en un artículo 

publicado por Sonnenschein & Soto en 2013, argumentaron que los datos originales 

para la mayoría de los marcadores, es deficiente, indicando que el cáncer es una 

enfermedad a nivel de tejidos y que los marcadores a nivel celular son engañosos 

(Sonnenschein  & Soto en 2013). 
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1.2. CANCER PULMONAR 

El cáncer de pulmón o carcinoma pulmonar, es un tumor maligno con alta capacidad 

de metástasis que deriva de células epiteliales pulmonares. Actualmente representa 

la principal causa de defunciones por neoplasias malignas a nivel mundial con una 

tasa de sobrevida relativa a 5 años no mayor al 15% (Siegel et al., 2014). En la 

mayoría de los casos, el cáncer de pulmón es detectado hasta que éste se 

encuentra en una etapa avanzada (no curable), por lo cual, la supervivencia relativa 

a 5 años varía dependiendo de la etapa al momento del diagnóstico siendo del 49% 

al 16% y el 2% en pacientes con estadio local, regional y distante respectivamente 

(Ries et al., 2013).  

El tabaquismo y la exposición continua al humo del tabaco (el cual contiene cerca 

de 73 carcinógenos conocidos) es considerado como el principal factor de riesgo en 

un 80-90% del total de casos (Hecht, 2012, WHO, 2014). Así mismo, la exposición 

a materiales y compuestos como el radón, níquel, cromo, asbestos, arsénicos, hollín 

y alquitrán aumentan la probabilidad de desarrollar cáncer pulmonar.  Otros factores 

de riesgo incluyen la predisposición genética, contaminación del aire, dietas con 

suplementos en beta carotenos (siendo fumadores activos), infección con VIH, 

radiación ionizante, entre otros (National Cancer Institute, 2015).  

Con base en el tamaño y apariencia de las células cancerosas, el cáncer de pulmón 

es clasificado en dos grandes grupos de acuerdo al tipo histológico:  

- Carcinoma pulmonar de células pequeñas (SCLC, por sus siglas en 

inglés). Cerca del 15% del total de casos de cáncer de pulmón a nivel 
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mundial corresponden a este tipo histológico. Se caracteriza por 

presentar una tasa de duplicación corta y un crecimiento tumoral rápido 

que es acompañado de un desarrollo temprano de metástasis (van 

Meerbeeck al., 2011). Una característica del SCLC es su fuerte 

asociación a fumadores y raramente se presenta en individuos no 

fumadores (Ettinger & Aisner, 2006). 

- Carcinoma pulmonar de células no pequeñas (NSCLC, por sus siglas 

en inglés). El NSCLC representa el 85% del total de casos, siendo el 

adenocarcinoma el más frecuente con un 40%, seguido del carcinoma de 

células escamosas con 30% y el carcinoma pulmonar de células grandes 

con un 9% del total de casos de NSCLC (Lu et al., 2010). El resto de 

NSCLC se distribuye en otros tipos menos comunes como el tumor 

carcinoide, carcinoma de la glándula salival, pleomórfico y el carcinoma 

no clasificados (Kenfield, 2008).  

Por otro lado, se han establecido diferentes estadios del NSCLC Con base enl grado 

de diseminación de su fuente original. La importancia de comprender el estadio de 

la enfermedad radica en determinar el pronóstico y tratamiento de la enfermedad. 

Para ello, el American Joint Committee on Cancer (AJCC) ha establecido los 

criterios de clasificación Con base enl estadio local -tumor primario-, regional -nodos 

linfáticos- y de metástasis (M), generándose un consenso de clasificación para la 

estadíficación clínica de la enfermedad (Sthepen & Compton, 2010). 
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Estadíos clínicos del cáncer pulmonar: 

- Carcinoma oculto. El tumor primario no puede ser evaluado. Existe la 

presencia de células malignas en el esputo o en lavados bronquiales. 

- Estadio 0. Carcinoma in situ. El tumor no ha crecido hacia los tejidos cercanos 

y no se ha propagado fuera del pulmón. 

- Estadio I. Consiste en un tumor de tamaño reducido que no se ha diseminado 

a los ganglios linfáticos. Se divide en dos subestadios de acuerdo a su 

tamaño: 

o Estadio IA: Tumor < a 3 cm en su mayor dimensión. 

o Estadio IB: Tumor > a 3 cm pero ≤ a 5 cm en su mayor dimensión.  

- Estadio II. Se divide en dos subestadios de acuerdo a su tamaño: 

o Estadio IIA. Tumor > a 5 cm pero < a 7 cm que no se ha diseminado 

a los ganglios linfáticos cercanos. Tumor < a 5 cm que se ha 

diseminado a los ganglios linfáticos cercanos. 

o Estadio IIB: Tumor > a 5 cm pero < a 7 cm que se ha diseminado a los 

ganglios linfáticos. Tumor > a 7 cm que puede o no haber crecido hacia 

las estructuras cercanas en el pulmón, pero que no se ha extendido a 

los ganglios linfáticos. 

- Estadio III. Se divide en dos subestadios de acuerdo a su tamaño: 

o Estadio IIIA: Tumor > a 7 cm. Las células se han diseminado a los 

nódulos linfáticos, mediastino, tráquea, esófago, pared torácica, 

corazón, otro lóbulo y diafragma.  
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o Estadio IIIB: El tumor puede ser de cualquier tamaño y ha invadido el 

mediastino, corazón, vasos, tráquea, nervio laríngeo recurrente, 

esófago, cuerpo vertebral, carina y en nódulos separados en diferente 

lóbulo pulmonar ipsilateral.  

- Estadio IV: El cáncer llega a ser de cualquier tamaño. Puede o no haber 

crecido cerca de las estructuras de los ganglios linfáticos, o bien, haberlos 

alcanzado. Además, el cáncer se ha propagado al otro pulmón, las células 

cancerosas se encuentran en el derrame pleural maligno y el derrame 

pericárdico maligno. Así mismo, el cáncer puede haberse propagado a los 

ganglios linfáticos distantes, hígado, huesos y cerebro. 

La terapia en pacientes con NSCLC es basada principalmente en el estadio de la 

enfermedad. Debido a que los pacientes con NSCLC son diagnosticados en 

estadios avanzados, el tratamiento es basado en cirugía, radioterapia, quimioterapia 

o la combinación de estas (American Cancer Soceity, 2015). Así, dependiendo de 

la etapa del cáncer NSCLC, la quimioterapia es utilziada en diferentes situaciones: 

- Terapia neoadyuvante. Antes de la cirugía (a veces junto con radioterapia) 

para tratar de reducir el tamaño del tumor.  

- Terapia adyuvante. Después de la cirugía (a veces junto con radioterapia) 

para tratar de destruir cualquier célula cancerosa que pueda haber quedado. 

- Como tratamiento principal (a veces junto con radioterapia) para las 

neoplasias más avanzadas o para algunas personas que no son lo 

suficientemente saludable para la cirugía. 
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La mayoría de guías de práctica clínica recomiendan la quimioterapia adyuvante 

para pacientes con NSCLC en estadios II-III. La quimioterapia administrada en 

pacientes con NSCLC consiste en un medicamento de tercera generación y un 

fármaco de platino (Shi et al., 2014). Los fármacos más comúnmente usados en 

NSCLC son: cisplatino, carboplatino, paclitaxel, paclitaxel unido a albúmina, 

docetaxel, gemcitabina, vinorelbina, irinotecan, etopósido, vinblastina y pemetrexed 

(American Cancer Society, 2015). Actualmente, la quimioterapia basada en platino 

es una de las estrategias más frecuentemente usadas para curar o controlar el 

NSCLC de acuerdo al National Comprehensive Cancer Network (NCCN, 2014). El 

cisplatino por su parte, es uno de los fármacos de primera línea más ampliamente 

utilizados en la terapia del cáncer. Éste actúa activando diferentes vías de 

señalización y participando en la activación de la apoptosis mediante la generación 

de aductos en el DNA, que son las principales causas de la actividad antitumoral 

(Siddik, 2003). Sin embargo, la eficacia de la quimioterapia es limitada, con tasas 

de respuesta de 20 a 35%, supervivencia libre de progresión (PFS, por sus siglas 

en inglés) de 3.1-5.5 meses, y supervivencia total de 7.4-11.3 meses (Arrieta et al., 

2010). Esto se atribuye principalmente a la resistencia a fármacos, lo cual ocurre en 

la mayoría de tipos de cáncer y es un gran impedimento para el éxito de la 

quimioterapia. Se reconoce cada vez más que la adquisición de resistencias 

primarias y secundarias de fármacos en las células cancerosas, son la causa más 

importante en el fallo de la quimioterapia (Reungwetwattana, et al., 2011). 
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1.3. QUIMIORESISTENCIA EN CÁNCER 

La resistencia a múltiples fármacos oncológicos ha sido asociada con diversos 

mecanismos celulares tanto al exterior como al interior de las células. Las 

mutaciones genéticas, amplificación de genes, alteraciones en patrones de 

expresión genética y alteraciones epigenéticas que influencian sobre la absorción y 

metabolismo del fármaco oncológico, han sido los principales mecanismos de 

resistencia fármaco-oncológica intracelulares. Por otro lado, las interacciones de las 

células cancerosas con el microambiente tumoral, juegan un papel importante en la 

autoprotección de las células cancerosas frente a la exposición inicial del fármaco 

(Solyanik, 2010). Al respecto se han propuesto dos mecanismos de resistencia a 

fármacos: i) Si la administración del fármaco es incapaz de inhibir el crecimiento del 

tumor, se considera que existe quimioresistencia natural o intrínseca del tumor. Ii) 

Si la exposición al fármaco resulta inicialmente en la inhibición del tumor, pero este 

efecto pierde eficacia durante la administración de la terapia, se reconoce la 

capacidad de quimioresistencia adquirida (Solyanik, 2010).  

Actualmente se considera que la resistencia farmacológica de neoplasias malignas 

se conformada a partir de tres niveles de organización del tumor. El primero incluye 

los mecanismos intracelulares a nivel individual de cada célula. Estos han sido 

incluidos en tres grupos: (I) decremento en la acumulación del fármaco en la célula. 

Este es llevado a cabo por decremento en la absorción y eliminación potenciada del 

fármaco, así como la inactivación o degradación del fármaco a partir del 

metabolismo detoxificador intracelular, (II) incremento en los mecanismos de 
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reparación del DNA y (III) alteraciones o modificaciones de los blancos hacia donde 

va dirigido el fármaco (Galluzi et al., 2014).  

El segundo nivel de organización tumoral incluye la formación multicelular 

(contactos o mecanismos de adhesión celular) que involucra el microambiente del 

tumor. Teicher et al (1999) demostraron que la resistencia in vivo de tumores difiere 

cuando estos son mantenidos in vitro. Mediante el establecimiento in vivo de 

tumores de mama en ratones resistentes a cisplatino, carboplatino, ciclofosfamida 

y tiotepa, demostraron que cuando estos son mantenidos in vitro, pierden el fenotipo 

resistente a pesar de los altos niveles de resistencia in vivo, lo cual indicó que la 

resistencia se puede desarrollar a través de mecanismos que son expresados solo 

in vivo (Teicher et al., 1999). Por otro lado, se ha demostrado un papel importante 

de la adhesión celular y la quimioresistencia. Damiano et al., 2011 determinaron que 

la adhesión celular mediada por la resistencia a fármacos (Cell adhesion-mediated 

drug resistance -CAM-DR por sus siglas en inglés-) en la línea celular K562 de 

leucemia mieloide crónica, protege del proceso de apoptosis inducida por la 

inhibición de BCR/ABL, fármacos citotóxicos e irradiación gamma (Damiano et al., 

2001). Así mismo, se ha determinado que la adhesión a fibronectina vía integrina 

alfa 1 en la enfermedade de mieloma múltiple, es capaz de regular los niveles de 

expresión de p27kip1 contribuyendo a la adhesión celular mediada por la resistencia 

a fármacos (Hazlehurst et al., 2000). Por tal motivo, la resistencia a múltiples 

fármacos a nivel multicelular se enuentra asociada al proceso de adhesión celular, 

el cual representa un mecanismo de ‘defensa colectiva’. Esta defensa  permite la 

supervivencia al disminuir la concentración del fármaco que es dirigida al tumor 
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(Croix et al., 1996; Solyanik, 2010). Finalmente, en el tercer nivel de organización, 

los mecanismos de resistencia a nivel de tejido nivel, resultan Con base en la 

distribución espacial no uniforme de las subpoblaciones celulares que da lugar a 

diferencias de la sensibilidad al tratamiento oncológico. La comparación de tumores 

primarios y metastásicos obtenidos cada uno de los mimos individuos, mediante 

ensayos de formación de colonias, indican diferencias significativas en la 

quimiosensibilidad de las células tumorales (Schlag & Schreml, 1982; Tanigawa et 

al., 1984). Así mismo, la interacción de células tumorales con componentes de la 

matriz extracelular, citosinas y factores de crecimiento da lugar a la formación de 

microambientes, lo cual confiere la capacidad de quimioresistencia. Tal es el caso 

de la regulación de la angiogénesis y metástasis por el Factor de Crecimiento de 

Fibroblastos (FGF por sus siglas en inglés) y el Factor de Crecimiento Derivado de 

Plaquetas (PDGF por sus siglas en inglés) en un modelo murino. Aquí, las 

interacciones recíprocas no coordinadas de ambos factores de crecimiento, 

interaccionan en el microambiente tumoral lo cual da lugar a la formación de 

vascularidades primitivas que facilitan el crecimiento y metástasis del tumor, 

promoviendo la supervivencia y progresión de las células tumorales sometidas a la 

quimioterapia no sólo a través de la inducción de la angiogénesis, sino también 

debido a la activación de cascadas de señales intracelulares que proporciona 

inhibición de la apoptosis y la activación de propiedades migratorias e invasivas de 

las células tumorales (Cao et al., 2008). 
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1.4. QUIMIORESISTENCIA EN CÁNCER PULMONAR: Regulación Genética 

Versus Epigenética 

La resistencia a fármacos es considerada uno de los mayores retos vencer en la 

eficacia al tratamiento oncológico en cáncer de pulmón debido a la capacidad de 

quimioresistencia intrínseca y/o adquirida (Stewart et al., 2010). A nivel intracelular, 

la resistencia al tratamiento puede ser el resultado del proceso de disminución de 

concentración intracelualr del fármaco oncológico debido a la baja absorción o 

aumento en el eflujo, incremento en la inactivación del fármaco por mecanismos 

destoxificadores, disminución de la activación del fármaco, pérdida de unión a su 

blanco, aumento en los mecanismos de reparación de daño al DNA, aumento en la 

tolerancia del daño al DNA, resistencia a la apoptosis, alteraciones en el control del 

ciclo celular o factores de transcripción como NF-kB, MYC, SMAD, STAT, AP-1, 

entre otros (Almeida et al., 2008; Stewart et al., 2010). Dentro de los mecanismos 

más citados a nivel celular, se encuentra la activación de transportadores tipo ABC, 

como la glicoproteína-P y la proteína de resistencia al cáncer de mama (BCRP o 

ABCG2), encargadas de expulsar los agentes quimioterapéuticos hacia el exterior 

de las células tumorales, protegiendo al tumor de la acción de los fármacos 

oncológicos (Zhang et al., 2014). La función de estas proteínas, como ABCG2 han 

sido ampliamente descritas por su participación en fenomenos de quimioresistencia 

(Cui et al., 2015). Recientemente, en tumores pulmonares tipo adenocarcinoma, se 

ha determinado que células sometidas a colesterol posterior a esquemas de 

quimioterapia, incrementan la capacidad de resistencia a cisplatino, oxiplatino y 

carboplatino mediante la sobreexpresión de ABCG2 (Wu et al., 2015). Por otro lado, 
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además de los mecanismos de eflujo, recientemente se demostrado la relevancia 

que los mecanismos de regulación epigenética ejercen a través de las proteínas del 

grupo Polycomb (Crea et al., 2015). Este complejo de proteínas, actúan como 

silenciadores de la expresión genética mediante los mecanismos de remodelación 

de la cromatina dependientes de energía, los cuales han sido reportados en 

diferentes procesos celulares en el cáncer, incluidos la quimioresistencia (Riedel et 

al., 2015). En este sentido, BMI1, perteneciente al complejo represor PRC1, se 

encuentra sobre-expresado en líneas celulares resistentes a cisplatino del grupo 

NSCLC. En células A549 resistentes a cisplatino, el silenciamiento genético de BMI1 

através de RNAs de interferencia (siRNA) reduce significativamente la 

quimioresistencia, lo cual además se ha observado, es acompañado de la 

sobreexpresión de los genes P14, P16, P53, P21 y Rb, evidenciando el papel 

epigenético de BMI1 en promover la resistencia a cisplatino en tumores NSCLC 

(Mao et al., 2014). A su vez, Xu y colaboradores, empleando células de cáncer 

pulmonar del grupo NSCLC, han propuesto que BMI1 es requerido posterior al 

tratamiento con cisplatino, como mecanismo de autorenovación y adquisición de 

troncalidad, esto, mediante la obtención de una fracción enriquecida de células tipo 

troncales basado en marcadores de troncalidad, habilidad de formación de 

esferoides diferenciación multipotencial e inducción de xenotrasplantes; cuyos 

procesos, son altamente asociados al proceso de resistencia a múltiples fármacos 

(Xu et al., 2012; Dang et al., 2014). Así mismo, se ha demostrado que una elevada 

expresión de BMI1, es asociada con pobre pronóstico y sobrevida posterior al 

tratamiento por quimioterapia en pacientes con diagnóstico NSCLC (Shien et al., 

2012). Por otra parte, la proteína EZH2, perteneciente al complejo represor 
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Polycomb 2, ha sido reportado por su participación en la quimioresistencia en 

diferentes tipos de carcinomas. Sin embargo, en cáncer de pulmón son escasos los 

reportes; no obstante su alta expresión se encuentra asociada con la patogénesis 

temprana de la enfermedad, lo cual se correlaciona con progresión tumoral de 

mayor malignidad (Behrens et al., 2014). Así mismo, de manera reciente se 

determinó que el silenciamiento genético de EZH2 en células tumorales del grupo 

NSCLC resistentes a cisplatino, disminuye la capacidad de resistencia al 

tratamiento, lo cual se ve acompañado de la sobreexpresión de genes supresores 

de tumor ente ellos, p15, p21 y p27, así como el miR-218, entre otros micro-RNAs 

(Zhou et al., 2015). 

Por otro lado, al igual que otros tumores sólidos el fenómeno de quimioresistencia 

en cáncer pulmonar se encuentra vinculado con la presencia de subpoblaciones de 

células tipo troncales del cáncer, las cuales han resultado intrínsecamente con 

mayor resistencia al reto farmacológico “quimioterapia” comparado con el resto de 

la masa tumoral, ya que poseen la capacidad de frenar el ciclo celular y de 

reparación de daño al DNA, así como regular la concentración interna del fármaco 

a través de la sobreexpresión de transportadores de membrana tipo ABC (Zhang et 

al., 2014; Hosokawa et al., 2015). Así mismo, diferentes genes entre ellos, CD44, 

CD133, SOX2 y OCT4 participan de manera destacada en la resistencia a fármacos 

oncológicos en células tipo troncales del cáncer de pulmón (Sun et al., 2015). En 

este sentido, OCT4 ha sido uno de los genes ampliamente reportados en células 

tipo troncal del cáncer resistentes a múltiples fármacos oncológicos (Dang et al., 

2014). No obstante, en cáncer de pulmón el papel de OCT4 permance por ser 
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plenamente dilucidado; sin embargo, algunos autores señalan alta expresión de 

OCT4 asociado con la formación de esferoides in vitro, así como el fenotipo CD44+. 

En este sentido, algunos autores han determinado que células CD44+, poseen 

mayor capacidad de resistencia a cisplatino y menor tasa de apoptosis inducible en 

contraste de células OCT4- y CD44- (Leung et al., 2010).  

Por otro parte, nuestro grupo de investigación ha publicado contribuciones en la 

genómica funcional del cáncer pulmonar, que denotan la sobre-expresión y 

participación de factores de transcripción de tipo Homeobox MEOX2 y hélice-vuelta-

hélice TWIST1 involucraods en fenómenos de quimioresistencia y probable pobre 

pronóstico en pacientes del grupo NSCLC. En este sentido, entre 51 al 66% de una 

cohorte de 55 pacientes con cáncer de pulmón, se encontraron variación en el 

número de copias en las regiones citogenéticas 7p22.3-p21.1 y 7p15.3-p15.2, cuyas 

regiones cromosómicas contienen a los genes MEOX2 y TWIST1. Lo anterior, no 

solo en correlación con elevados niveles de expresión de MEOX2 y TWIST1, sino 

asociado con bajos niveles del código histónico H3K27me3 y elevados niveles de 

H3K4me3 en secuencias promotoras. En este sentido nuestro grupo de 

investigación ha propuesto que las marcas de represión versus activación, se 

encuentran asociadas a nivel pronóstico de sobrevida en pacientes con cáncer 

pulmonar del grupo NSCLC, así como a resistencia al tratamiento oncológico, 

evidenciando quimioresistencia in vitro  a cisplatino en los modelos celulares A427 

e INER37 (Avila-Moreno F, et al., 2014). En contraste a los resultados obtenidos por 

nuestro grupo de investigación, Xia et al., mediante ensayos de trasfección en 

células de pulmón, A549, encontraron que la sobreexpresión de MEOX2 puede 
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inhibir su proliferación a través de un mecanismo molecular que inhibe la expresión 

de los factores de transcripción c-fos y c-jun (Xia et al., 2006). Más tarde, el mismo 

grupo de investigación encontró que en esta misma línea celular, la sobreexpresión 

de MEOX2 induce a apoptosis a través de un posible mecanismo que es capaz de 

inhibir a BCL-2 para que la proteína BAX pueda ser expresada (Xia et al., 2007). 

Otros autores han señalado la posible función supresora de MEOX2 además del 

cáncer pulmonar. Yan et al., indicaron una función supresora de MEOX2 implicado 

en la resistencia farmacológica en cáncer gástrico regulando negativamente a 

MDR1 cuando aumenta la expresión de E2F1 (Yan et al., 2014).  Por otro lado, Zhou 

et al., demostraron que la sobreexpresión de MEOX2 es asociada a baja sobrevida 

en 25 pacientes con carcinoma hepatocelular (Zhou et al., 2012). Estos datos son 

correlacionados con alta expresión de miR-130a, un miRNA que regula 

negativamente a MEOX2 en carcinoma hepatoceluar lo cual indica una posible 

función supresora en este tipo de tejido (Zhou et al., 2012).  

Otro factor de trasncripción que ha cobrado relevancia biológica y clínica en cáncer 

de pulmón es el factor de transcripción GLI-1 (Ishikawa et al., 2014). GLI-1 

pertenece a la vía de señalización sonic hedgehog, cuyos miembros como SHH y 

LYVE-1 se encuentran asociados a progresión y pronóstico en NSCLC (Hwang et 

al., 2014). A pesar de su relevancia en el cáncer pulmonar, son escasos los trabajos 

que determinan la participación de GLI-1 durante la quimioresistencia. En células 

H441, se ha evaluado que GLI-1 provoca resistencia a la apoptosis inducida por 

estaurosporina y etoposido lo cual es asociado con aumento en la expresión de 

NDGR1 bajo el control de miembros de la familia de proteínas MYC (Wu et al., 
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2015). En este sentido la inhibición de GLI1 mediante el uso de siRNAs en células 

A549 recientemente ha permitido determinar la importancia de GLI1 en la terapia 

oncológica pulmonar inducida a través de la vía de señalización SHH-GLI1 (Wu et 

al., 2015). Adicionalmente, se ha descrito que GLI1 regula la expresión de SOX2 

para facilitar la autorenovación de células tipo troncal en tumores pulmonares del 

grupo NSCLC confiriendo resistencia a inhibidores de EGFR, evidenciando una 

función cooperativa entre la vía EGFR y SHH-GLI1 (Bora-Singhal et al., 2015). De 

manera reciente nuestro grupo de investigación mediante análisis del 

posicionamiento de MEOX2 sobre el epigenoma de carcinomas pulmonares 

derivados de pacientes, que MEOX2 controla la expresión de GLI-1, promoviendo 

la capacidad de resistencia a cisplatino, así como frente a terapía dirigida por el uso 

de TKIs, probablemente contribuyendo el eje transcripcional MEOX2-GLI1 hacia un 

pobre pronóstico y sobrevida en pacientes con cáncer pulmonar (Armas López L, et 

al., 2016). 

Finalmente, diferentes vías de señalización como las vía MAPK, Akt, mTOR, NF-kB 

y la vía NOTCH han sido asociadas a mecanismos de resistencia a múltiples 

fármacos en cáncer de pulmón (Donev et al., 2011, Maione et al., 2015), así como 

su regulación a través de RNAs no codificantes entre ellos los miRNAs, los cuales 

se contemplan de alto potencial para comprender los mecanismos moleculares 

asociados a mecanismos de quimioresistencia farmaco-oncológica (Ammad et al., 

2015). 
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1.5. QUIMIORESISTENCIA EN CÁNCER PULMONAR: Regulación post-

transcripcional microRNAs 

Los microRNAs (miRNAs) pertenecen a un grupo de RNAs de cadena sencilla no 

codificantes de 19 a 21 nucleótidos implicados en la regulación génica a nivel post-

transcripcional. Su función se encuentra asociada a diferentes procesos biológicos 

como el desarrollo, diferenciación celular, metabolismo, inmunidad, proliferación, 

apoptosis, senescencia, identidad celular y mantenimiento de la troncalidad (Liu et 

al., 2012; Wang et al., 2013; Kurisetty et al., 2014; Jin et al., 2014). Así mismo, 

poseen patrones de expresión temporales-específicos que pueden ser propios de 

una célula o tejido específicos y algunos de ellos pueden expresarse durante 

algunas etapas del desarrollo embrionario y otros únicamente en la fase adulta 

(Ambros, 2004; Soriano, et al., 2013). De acuerdo a su ubicación en el genoma, los 

miRNAs pueden ser de origen intragénico o intergénico. Son miRNAs intergénicos 

cuando su secuencia se encuentra localizada en regiones intrónicas o exónicas de 

mRNAs codificantes y no codificantes. Los miRNAs intragénicos, en cambio, se 

encuentran distribuidos a lo largo del genoma (genes miRNAs) y pueden ser 

transcritos de manera individual bajo la regulación de su propio promotor o compartir 

la región promotora cuando se encuentran agrupados (clusters) a partir de la 

síntesis de un transcrito policistrónico (Soriano, et al., 2013).  

La biogénesis de los miRNAs comienza en el núcleo y es llevada a cabo por las 

enzimas RNA Pol-II y RNA Pol-III las cuales sintetizan un primer transcrito de 90 nt 

denominado pri-miRNA. Al igual que ocurre en mRNAs, este transcrito primario 

cuenta en su extremo 5’ con una estructura casquete 7-metil-guanosina y una cola 
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poli-A en el extremo 3’. Debido a la naturaleza de su secuencia, los pri-miRNAs 

forman una estructura en forma de tallo-asa la cual es reconocida por un complejo 

denominado microprocesador formado principalmente por la RNasa de tipo II 

Drosha, y por la proteína de unión y reconocimiento al sitio de corte DGCR8. Este 

complejo proteico lleva a cabo la formación de un precursor conocido como pre-

miRNA de 70 nt que, posteriormente, es exportado al citoplasma a través de los 

poros nucleares mediante la proteína exportina-5 y la proteína de unión a GTP Ran. 

Una vez en citoplasma, el pre-miRNA es reconocido por la endonucleasa de tipo III 

Dicer1, que se unirá a la pre-forma del miRNA y cortará la estructura de tallo-asa 

para generar un miRNA de doble cadena de 19 a 21 nt. Finalmente ambas cadenas 

se separarán por acción de la RNA helicasa A y la cadena 5’ o 3’ será incorporada 

al Complejo Silenciador Inducido por RNA (RISC), formado principalmente por la 

proteína argonauta Ago y TRBP2. En su conjunto, el complejo RISC actúa como 

guía del miRNA para llevar a cabo el reconocimiento de su mRNA blanco resultando 

en la represión post-transcripcional a través de la unión imperfecta de su UTR 3’ de 

los mRNAs blancos y la región semilla del miRNA (secuencias de 7-8 nt localizados 

en el extremo 5’ de miRNAs). Una vez que esto ocurre, el transcrito es almacenado 

en sitios específicos de la célula denominados cuerpos-P, los cuales se caracterizan 

como regiones de altas tasas de degradación de mRNAs; sin embargo, bajo 

condiciones de estrés, estos mRNAs almacenados pueden ser liberados y 

traducidos (Sen & Blau, 2005; Soriano et al., 2013). Por otra parte, cuando la unión 

del miRNA hacia su secuencia del mRNA blanco es de manera perfecta, los RNAm 

blancos son degradados mediante el proceso de desadenilación (Sen & Blau, 2005). 

Así mismo, ha sido importante reconocer que un solo miRNA puede unirse a 
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múltiples mRNAs, mientras que un solo mRNA puede ser regulado por múltiples 

miRNAs (Beitzinger, et al., 2010; Soriano, et al., 2013). Adicional a ello, sa ha 

descrito que los miRNAs logran unirse no solo a regiones UTR 3’ de los mRNAs 

blanco, sino también sobre la región UTR 5’ de sus mRNA blanco, así como en la 

región codificante y en algunos casos menos frecuente, la unión puede ser mediada 

a través del extremo 3’ de los miRNAs (Lee et al.,  2009).  

Por otro lado, se ha reportado la unión de miRNAs a regiones promotoras actuando 

como reguladores negativos del proceso de activación de la transcripción (Majid et 

al., 2010). Mientras que, en otros casos, esta función reguladora la llevan a cabo 

mediante la unión a ribonucleoproteínas (RNP) que usualmente actúan como 

activadores transcripcionales o represores (Eiring et al., 2010). Adicionalmente, se 

ha determinado que miRNAs logran unirse a dominios proteicos que reconocen y 

unen a estructuras secundarias de RNAs, actuando como señuelos para prevenir el 

posicionamiento de las RNP para abatir su función (Beitzinger, et al., 2010). 

Debido al gran número de procesos biológicos en que participan los miRNAs, es 

común encontrar que su función se encuentra alterada en diferentes enfermedades 

malignas como el cáncer pulmonar (MacDonagh, et al., 2015). Al respecto, se ha 

determinado que dependiendo del gen blanco que regulen, los miRNAs pueden 

actuar ejerciendo una función supresora o activadora como desreguladores 

oncogénicos (oncomiRs) sobre diferentes tipos de cáncer. Uno de los primeros 

reportes que destacaron la relación entre los miRNAs y el cáncer de pulmón, fue 

llevado a cabo por Karube y colaboradores, aquí, los autores reportaron que niveles 

reducidos de DICER se encuentran asociados con pobre pronóstico de sobrevida 
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en muestras de pacientes del grupo NSCLC (Karube et al., 2005). Por otro lado, 

Yanaihara y colaboradores, evaluaron un perfil de expresión de miRNAs en cáncer 

de pulmón para investigar su posible participación en la carcinogénesis. Mediante 

un ensayo de microarreglos, se identificó un perfil único de expresión capaz por 

discriminar entre diferentes subtipos histológicos del grupo NSCLC. Dicho perfil de 

expresión fue descrito en correlación con sobrevida en pacientes con tumores del 

tipo adenocarcinoma pulmonar incluidos aquellos clasificados en estadio clínico I. 

Además, se ha determinado que la sobreexpresión de miR-155 y subexpresión de 

Let-7a-2 correlaciona con bajo pronóstico de sobrevida (Yanaihara et al., 2006). De 

manera similar, Chin et al., determinaron que la familia Let-7 es subexpresada en 

NSCLC indicando el papel de estos miRNAs como biomarcadores de bajo 

pronóstico de vida (Chin et al., 2008). De igual modo, se ha encontrado que la familia 

miR-29 (a-c) es frecuentemente subexpresada en NSCLC. En un estudio llevado a 

cabo por Fabbri et al., en un panel de 172 muestras de tejidos de NSCLC se 

encontró que la alta expresión de Dnmt3A es significativamente asociada a la 

subexpresión de la familia miR-29, lo cual además se correlacionó con bajo 

pronóstico de vida (Fabbri et al., 2007).  

Por otro lado, se ha destacado la participación de los miRNAs en mecanismos de 

quimioresistencia en cáncer de pulmón. Destacando diversos genes afectados por 

la regulación de miRNAs, a menudo involucrados en la respuesta celular a terapias 

oncológicas como apoptosis, proliferación y mecanismos de eflujo de fármacos. La 

comprensión del papel de los miRNAs y mecanismos de resistencia a los fármacos 

oncológicos resultan de gran importancia para mejorar los resultados del 
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tratamiento (MacDonagh et al., 2015). Algunos ejemplos de miRNAs asociados a 

quimioresistencia en cáncer de pulmón incluyen la familia miR-103, miR-221/miR-

222, los cuales han sido implicados en la resistencia al factor soluble TRAIL e 

inhibidores de EGFR (Garofalo et al., 2009; Garofalo et al., 2012). Entre otros 

reportes se incluyen la participación de miR-200b el cual confiere resistencia a 

agentes terapéuticos como platino y taxanos, donde además, ha sido reportada por 

su participación en la resistencia a agentes anti-angiogénicos (Feng et al., 2012; 

Fang et al., 2014). En este sentido, la resistencia hacia agentes basados en platino 

e inhibidores de EGFR ha sido fuertemente atribuida a niveles elevados de miR-21, 

el cual, no sólo induce a la resistencia a cisplatino sino también a radioterapia (Li et 

al., 2014). Así mismo, se ha demostrado que un solo miRNA logra inducir resistencia 

a diferentes fármacos y tratamientos oncológicos mediante la regulación de genes 

blanco distintos. Un ejemplo de ello, resulta el estudio de miRNAs en la resistencia 

a inhibidores de tirosina-cinasas en pacientes del grupo NSCLC, reportando que 

miR-30b/c, miR-221/222, miR-103 y miR-203 desempeñan un papel importante en 

el control del proceso de apoptosis y transición epitelio-mesenquima (EMT, por sus 

siglas en inglés) inducida por gefitinib en células del grupo NSCLC in vitro e in vivo, 

mediante la regulación de Bim, Apaf-1, PKC-e y genes SRCs (Garofalo et al., 2012). 

Por el contrario, la expresión alterada de miR-221/222 se demostró en la resistencia 

a TRAIL través de la regulación específica de PTEN y TIMP3 (Garofalo et al., 2008). 

Con base en lo anterior, resulta obligado reconocer la participación que poseen los 

miRNAs en los procesos de resistencia a fármacos oncológicos como cisplatino en 

NSCLC. Destacando entre muchos otros, la participación de miR-21 en la 
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sensibilidad a cisplatino en cálulas de cáncer pulmonar A549 (Xu et al., 2014). De 

manera similar, miR-92b es capaz por inducir crecimiento celular y resistencia a 

cisplatino en células A549 mediante la regulación negativa de PTEN (Li et al., 2013). 

Mientras que, mediante la regulación de la concentración interna de cisplatino a 

través de ABCB9, miR-31 inhibe la apoptosis inducida por cisplatino en líneas 

celulares resistentes in vitro (Dong et al., 2014).  

Mientras que en muestras de suero, elevados niveles de miR-638 posterior a la 

quimioterapia son asociados con baja sobrevida en pacientes del grupo NSCLC 

(Wang et al., 2015). Así mismo, se ha descrito que miR-148b revierte la resistencia 

a cisplatino mediante la regulación negativa de DNMT1 (Sui et al., 2015). Por su 

parte, se ha reportado que miR-15b regula la resistencia a cisplatino y metástasis 

regulando a la baja a PEBP4 en adenocarcinomas pumonares (Zhao et al., 2015). 

Así mismo Harel y colaboradores, han reportado que mediante la reactivación 

epigenética de miR-512 y miR-373 sensibilizan a células tumorales al efecto 

citotóxico por cisplatino actuando con función supresora e inhibiendo al factor de la 

transcripción RelA y enzima de fosforilación PIK3CA (Harel et al., 2015). Por su 

parte, Zhang y colaboradores establecieron que miR-107 juega un papel importante 

en la resistencia a cisplatino regulando negativamente a CDK8, proponiendo a miR-

107 como un potencial marcador en NSCLC (Zhang et al., 2014). Sin embargo, a 

pesar de la creciente evidencia de los miRNAs en la resistencia a cisplatino en 

NSCLC, hasta el momento, no existen estudios que relacionen de manera directa 

la regulación post-transcripcional de miRNAs enfocada a potenciales genes blanco 

involucrados directa o indirectamente en la resistencia al tratamiento oncológico, 
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incluídos en el presente estudio; por lo cual, el estudio contemplo el análisis de 

asociación entre miRNAs-mRNAs de los genes MEOX2, TWIST1, GLI1, OCT4, 

ABCG2, BMI1 y EZH2, lo cual probablemente permitirá contribuir hacia el 

entendimiento de los mecanismos de regulación genético-epigenético y post-

transcripcional asociados con la resistencia al tratamiento oncológico entre ellos, 

frente a cisplatino en pacientes con NSCLCs. Adicional a lo anterior, resultan 

escasos los estudios que establezcan el análisis de miRNAs como controles 

endógenos de expresión de miRNAs durante las reacciones de RT-qPCR en 

estudios de quimioresistencia oncológica. En terminos generales, U6 ha fungido 

como control endógeno en reacciones de cuantificación de perfiles de expresión de 

miRNAs por su elevada estabilidad en diversos tejidos. Sin embargo, se ha 

estimado que algunos miRNAs se mantienen constantes en un gran número de 

tejidos y líneas celulares. Mediante un estudio llevado a cabo por Applied 

Biosystems para evaluar la tasa de cambio de miRNAs propuestos como controles 

endógenos, en diferentes líneas celulares (incluidas NSCLCs), se estableció que 

hsa-miR-423, hsa-miR-16 y hsa-miR-374 pueden actuar como adecaudos controles 

endógenos. Sin embargo, es amplia la evidencia que colocan a miR-16 como un 

miRNA altamente desregulado en diversos procesos del cáncer, incluido la 

quimioresistencia (Han J & Chen Q. 2015). Además, recientes trabajos indican que 

miR-423 puede jugar un papel importante en procesos neoplásicos (Li et al., 2015). 

Por otra parte, son pocos los trabajos que indican la participación de miR-374 en 

cáncer y quimioresistencia (Li et al., 2015), por lo que el presente trabajo contribuyó 

su estudio en contribución por determinar su participación en fenómenos de 

quimioresistencia oncológica pulmonar. 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Los esquemas de tratamiento fármaco-oncológico de primera y segunda línea 

basados en platino (Carbo y/o Cis-platino), representan los principales protocolos 

de tratamiento en pacientes con cáncer pulmonar de células no pequeñas. Sin 

embargo, a pesar de la respuesta inicial favorable y de los recientes avances en 

esquemas de terapias oncológicas pulmonares, los mecanismos de resistencia a 

fármacos oncológicos permanecen como uno de los principales obstáculos que 

limitan la eficacia del tratamiento, contribuyendo a elevados índices de mortalidad. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

Antecedentes previos descritos por nuestro grupo de investigación indican que 

MEOX2, TWIST1, y GLI1, entre otros reportados por distintos autores como OCT4, 

ABCG2, BMI1 y EZH2 pueden ser biomarcadores potenciales de resistencia a 

cisplatino. Sin embargo, actualmente son pocos los trabajos que reportan los 

mecanismos de regulación post-transcripcional a nivel de microRNAs en la 

regulación de MEOX2, TWIST1, GLI1, OCT4, ABCG2, BMI1 y EZH2 en la 

resistencia a cisplatino en células tumorales de NSCLC. Por tal motivo, resulta 

importante identificar un perfil de expresión de miRNAs asociados a genes 

funcionalmente asociados al proceso de resistencia a cisplatino en pacientes 

diagnosticados con NSCLC. 
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4. HIPÓTESIS 

La exposición contínua a cisplatino en líneas celulares de NSCLC (A549, A427, 

INER51 e INER37) permitiría inducir la capacida de qumioresistencia a través del 

incremento gradual del fármaco. Cambios de expresión de MEOX2, TWIST1, GLI1, 

OCT4, ABCG2, BMI1 y EZH2 podrían ocurrir durante el proceso de adaptación al 

fármaco así como de sus miRNAs reguladores. Por lo tanto, a partir del 

establecimiento de un modelo celular in vitro resistente a cisplatino, se podría 

obtener un perfil de expresión de miRNAs diferencialmente expresados en la 

quimioresistencia respecto a líneas celulares parentales (células sin tratamiento). 
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5. OBJETIVOS 

Objetivo general 

Analizar la expresión de miRNAs predictivos que regulen la expresión de los genes 

MEOX2, TWIST1, GLI1, OCT4, ABCG2, BMI1 y EZH2 en líneas celulares de cáncer 

de pulmón resistentes a cisplatino. 

Objetivos particulares 

1. Identificar mediante análisis bioinformático los miRNAs cuyos blancos 

predictivos potenciales sean los genes MEOX2, TWIST1, GLI1, OCT4, 

ABCG2, BMI1 y EZH2 asociados a la resistencia a fármacos. 

2. Establecer líneas celulares de resistencia farmacológica a largo plazo (19 

meses A549, A427 e INER37 y 17 meses INER51) frente a incrementos 

graduales de cisplatino usando líneas celulares de cáncer pulmonar A549, 

A427, INER51 e INER37. 

3. Determinar el incremento en la capacidad de resistencia a cisplatino de líneas 

celulares quimioresistentes comparadas con células tumorales parentales de 

cáncer pulmonar mediante ensayos de viabilidad celular. 

4. Determinar la expresión de miR-301a, miR-543, miR-487, miR-145, miR-

361a, miR-221 y miR-217 en células tumorales resistentes a cisplatino 

comparadas con células de cáncer pulmonar. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 

6.1. Análisis de predicción bio-informática miRNA versus mRNAs blanco 

El análisis de predicción in silico, realizado para determinar los posibles miRNAs 

asociados a MEOX2, TWIST1, GLI1, OCT4, ABCG2, BMI1 y EZH2, fue llevado a 

cabo empleando las plataformas del microrna.org, TargetScan 7.0, y miRWalk2 

disponibles respectivamente en: http://www.microrna.org www.targetscan.org y 

http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/index.html.  

En todos los casos se seleccionaron los miRNAs de mayor probabilidad de acuerdo 

al mejor valor de predicción de cada plataforma consultada. 

6.2. Cultivos de las líneas celulares de cáncer pulmonar A549, A427, 

INER51 e INER37  

Las líneas celulares A549 y A427 (adenocarcinoma pulmonar, de origen caucásico), 

fueron adquiridas del American Type Culture Collection (ATCC). Las líneas 

celulares INER51 e INER37 (adenocarcinoma pulmonar) fueron establecidas en el 

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER). Brevemente, éstas líneas 

fueron purificadas a partir de muestras de efusión pleural derivadas de pacientes 

mestizo-mexicanos diagnosticados con cáncer pulmonar primario del grupo NSCLC 

subtiipo adenocarcinoma. El diagnóstico histológico fue confirmado mediante 

análisis morfocitológico e inmunohistoquímica (Lucio et al., 2005). 

Los cultivos celulares fueron mantenidos en medio RPMI 1640 (BioWest) 

suplementado con 10% de SFB (BioWest), HEPES 1M (BioWest), 2 mM L-glutamina 

(Biowest), 1mM piruvato de sodio (BioWest) y solución antibiótica de penicilina 

http://www.microrna.org
http://www.targetscan.org
http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/index.html.
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10,000 I.U. y estrepctomicina y 10,000 µg/ml (BioWest) a una atmósfera de 5% de 

CO2 a 37 C˚ en cajas de cultivos T25 (TPP). Una vez que las células fueron 

confluentes (< 80-90%), el medio fue removido por aspiración y las células fueron 

incubadas en 1 ml de solución de tripsina 1X  (Tripsina 10X -BioWest- diluida en 

PBS 1X -BioWest- libre calcio y magnesio), e incubadas a 37°C por 5-10 minutos. 

Posteriormente, la tripsina fue inactivada con 1 ml de medio RPMI complementado 

y las células fueron centrifugadas a 1500 RPM por 5 minutos. El botón de células 

fue diluido en 3 ml de medio RPMI complementado y una alícuota de 10 ul fue 

obtenida para el conteo celular mediante solución 0.5% de azul de tripano (BioWest) 

a partir de un factor de dilución de 1:1. Una vez obtenido el número de células 

estimado (3.5X105), éstas fueron sembradas en cajas de cultivo T25 a un volumen 

final de 5 ml de medio RPMI complementado. 

6.3. Establecimiento de las líneas celulares A549, A427, INER51 e INER37 

resistentes a cisplatino 

Los cultivos de las líneas celulares A549, A427, INER51 e INER37 fueron sometidos 

a reto farmacológico empleando una concentración inicial de 1.25 uM de cisplatino 

(Sigma-Aldrich). Dicha concentración inicial fue seleccionada con base a las 

capacidades de resistencia intrinseca de cada línea celular determinadas mediante 

ensayos previos de viabiidad celular frente a cisplatino empleando ensayos de MTT 

en nuestro laboratorio. Las células fueron sembradas a una concentración de 

3.5X105 células en caja de cultivo T25 y mantenidas 24 horas en medio de cultivo 

libre de fármaco y porteriormente 24 horas en medio con fármaco (48 horas totales), 

tiempo en el cual los cultivos alcanzaron confluencia en el rango de 65-75%. 
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Una vez que líneas celulares A549 y A427 superaron el reto farmacológico de 1.25 

uM de cisplatino, la dosis del fármaco se incrementó de manera gradual empleando 

los siguientes intervalos de 1.5 uM, 2 uM, 3 uM, 3.5 uM, 4.5 uM hasta que la 

viabilidad de cultivos celulares se mantuvo estable a una concentración final de 5 

uM de cisplatino a 6, 8 y 12 meses de exposición continua. A su vez, las líneas 

celulares INER51 e INER37 fueron sometidas a retos farmacológicos empleando 

intervalos de 1.5 uM, 1.75 uM y 2 uM de cisplatino hasta alcanzar cultivos estables 

a 2.5 uM de cisplatino a 6, 8 y 12 meses. Al termino del lo anterior, las líneas 

celulares resistentes a cisplatino a largo plazo se denominaron A549 Cis-R, A427 

Cis-R, INER51 Cis-R e INER37 Cis-R. 

6.4. Ensayos de viabilidad celular por citotoxicidad a MTS 

Para determinar las diferencias en la capacidad de resistencia a cisplatino entre 

células parentales y células tratadas con cisplatino Con base enl valor de IC:50 

(concentración inhibitoria máxima media), se llevaron a cabo ensayos por MTS para 

estimar el número de células viables en proliferación. Debido a diferencias en la tasa 

de replicación entre las diferentes líneas celulares y entre células parentales y 

resistentes, se sembró un número de células que al cabo de 72 horas, alcanzaron 

una confluencia > al 95%. Para la línea celular A549 se sembraron 6,500 células 

(parentales y resistentes) por pozo, A427 (parentales y resistentes) 8,000 células 

por pozo, INER51 6,500 y 9,000 células parentales y resistentes respectivamente, 

INER37 4,000 y 9,000 células parentales y resistentes respectivamente. Cada pozo 

fue llevado a un volumen final de 100 ul y se realizó por triplicado. Posteriormente, 

a las 24 horas, se agregó una dosis escalda de 0, 5, 10, 17, 30, 53, 95, 169 y 340 



34 
 

uM de cisplatino durante 48 horas. Finalmente, se agregó 20 ul de MTS (Promega) 

por pozo incubando por 2 horas. La reacción se detuvo usando 25 ul de SDS 10% 

y las placas fueron leídas 14 horas después en un espectrofotómetro (Epoc). 

6.5. Extracción y purificación de RNA total por Trizol 

Una vez cumplidas las 24 horas con el fármaco, las células fueron incubadas con 1 

ml de solución de tripsina 1X por 5-10 minutos a 37°C. Posteriormente, se inactivó 

con 1 ml de RPMI complementado y las células obtenidas fueron centrifugadas a 

1500 RPM por 5 minutos. Al término de esto, se decantó la solución y brevemente 

se centrifugó el tubo para precipitar los remanentes de la solución, el cual fue 

removido con una punta de 200 ul. Inmediatamente, el botón de células se diluyó 

en 1 ml de solución de PBS 1X y se centrifugó a 1500 RPM por 5 minutos. La 

solución de PBS 1X fue decantada y el tubo se centrifugó brevemente, al término 

de esto, el remanente se retiró con una punta de 200 ul. Enseguida, se adicionó 1 

ml de Trizol (Life Technologies) y se agitó vigorosamente por 1 minuto y dejaó 

incubando 5 minutos a TA. Al término de esto, se agregó 200 ul de cloroformo 

agitando vigorosamente por 15 segundos y el tubo se aseguró colocando papel 

parafilm alrededor de la tapa para evitar derrames. El tubo se dejó incubando por 3 

minutos a TA y se centrifugó a 12,000 x g por 15 minutos a 4°C. Una vez terminado 

el tiempo de centrifugación, se obtuvo la fase acuosa la cual fue depositada en un 

tubo con 500 ul de isopropanol e incubada a 10 minutos a 4°C; la fase orgánica e 

interfase fueron almacenadas a -20°C para futuros ensayos. Al término del tiempo 

de incubación, la muestra se centrifugó a 12,000 x g por 10 minutos a 4°C. El 

sobrenadante fue decantado y el tubo fue centrifugado brevemente para remover el 
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remanente con una punta de 200 ul. La pastilla fue lavada inmediatamente con dos 

lavados de etanol al 75% centrifugando a 7,500 x g por 5 minutos a 4°C. Al término 

de cada ciclo de centrifugación, el tubo fue centrifugado brevemente para remover 

los excedentes de alcohol con una punta de 200 ul. La cantidad de alcohol que se 

dejó fue la suficiente para cubrir el volumen de la pastilla, esto con la finalidad de 

disminuir los problemas de dilución. Finalmente, la pastilla se diluyó en 20 ul de H2O 

libre de nucleasas. 

Las muestras de RNA total fueron cuantificadas mediante espectrofotometría  a 

260/280 nm y 230/260 nmde longitud en un espectrofotómetro para microplacas 

Epoch (BioTek).  

6.6. Diseño de oligonucleótidos para ensayos de amplificación de miRNAs 

El diseño de primers se realizó mediante el programa miRprimer 2. Este consistió 

en introducir la secuencia en formato FASTA del miRNA de interés en el archivo 

input_miRs. Posteriormente, al iniciar el ejecutable miRprimer 2, el programa generó 

de manera automática los archivos result_all_primer_pairs, 

result_best_primer_pairs, result_comparison_of_pairs, result_f_primers y 

result_r_primers. Del archivo result_best_primer_pairs, se seleccionó el primer 

juego de primers Con base enl mejor valor de score obtenido. 

6.7. Ensayos de detección de miRNAs por RT-qPCR y SYBR green 

La cuantificación de miRNAs por RT-qPCR se llevó a cabo por el método miR-

specific RT-qPCR establecido por Balcells y Busk (Balcells et al., 2011; Busk, 

2014). Brevemente, el método consistió en una reacción de poliadenilación de los 



36 
 

miRNAs maduros seguido de una retrotranscripción mediante un primer-RT 

universal (VNTTTTTTTTTTTTTTTGACCTGGAC). El primer-RT fue diseñado para 

hibridar con la región de la cola poli-A de los miRNAs poliadenilados, permitiendo 

así, la síntesis de cDNA. Finalmente, mediante el uso de los primers descritos 

anteriormente, se llevó a cabo la reacción de amplificación por SYBR green. Para 

normalizar la reacción, se empleó el método de cuantificación relativa, usando 

como control endógeno de la reacción los primers para U6 (Saito et al., 2006)  

(forward primer: 5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3', reverse primer: 5'-

AACGCTTCACGAATTTGCGT-3') debido a su constante estabilidad en diferentes 

tejidos reportado previamente (Choong et al. 2007; Corney et al. 2007; Shell et al. 

2007, Yang et al., 2015), así como su expresión constante en ambas líneas 

celulares (parentales y resistentes. Tambié, como control endógeno de la reacción, 

se usaron los primers para miR-374 de acuerdo a lo publicado por Applied 

Biosystems (Applied Biosystems, 2007). El juego de primers para la amplificación 

de miR-374 fue generado de igual manera con el programa miRprimer2. 
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6.7.1. Síntesis de cDNA a partir de miRNAs maduros 

La reacción de síntesis de cDNA se realizó mediante el proceso de poliadenilación 

y retrotrasncripción de acuerdo a lo siguiente: 

Reactivo Concentración 

RNA total 1000 ng 

Buffer poly (A) polymerase 1 ul 

ATP 0.1 mM 

RT primer 1 uM 

dNTPs 0.1 mM 

M-MuLV* 100 U 

Poly (A) polymerase* 1 U 

H20 Volumen final 10 ul 

 

* New England Biolabs 

El tubo de la reacción se incubó a 42 °C por una hora seguido de una inactivación 

a 95 °C por 5 minutos. El producto obtenido fue almacenado a -20 °C. 
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6.7.2. Amplificación de cDNA de miRNAs maduros 

Una vez obtenido el cDNA, se procedió a amplificar el miRNA de interés en un 

termociclador LightCycler480 II (Roche) de acuerdo a lo siguiente: 

Reactivo Concentración 

cDNA (1:10) 1 ul 

SYBR green master mix 
2X*  5 ul 

Primer F 250 nM 

Primer R 250 nM 

H20 Volumen final 10 ul 

 

*KAPA Biosystems 

 

Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: 

# Ciclos Tiempo Temperatura 

1 10 min 95 °C 

40 
45 seg 95 °C 

45 seg 60 °C 

 

Finalmente, se realizó el análisis de las curvas de disociación en un rango de 

temperatura de 60°C a 99°C.  
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6.8. Síntesis de cDNA de mRNAs 

La síntesis de cDNA se llevó a cabo con el kit ProtoScript First Strand (New England 

Biolabs) de acuerdo a lo siguiente: 

Reactivo Concentración 

RNA total 1 ug 

d(T)23VN (50 μM) 2 ul 

H20 Volumen final 10 ul 

 

El tubo de la reacción se incubó a 70°C por 5 minutos e inmediatamente se colocó 

en hielo. Posteriormente se adicionó 10 ul de M-MuLV Reaction Mix y 2 ul de M-

MuLV Enzyme Mix. La reacción se incubó a 42 °C durante 1 hora y se inactivó 80 

°C por 5 minutos.  

6.9. Detección de mRNAs por RT-qPCR  

La cuantificación de RNAs mensajeros de ABCG2 se llevó a cabo por sonda UPL 

(Roche) en un termociclador LightCycler 480 II (Roche) de acuerdo a lo siguiente:  

Reactivo Concentración 

cDNA (1:10) 1 ul 

Primer F y R (250 uM) 0.3 ul 

Sonda UPL 0.1 ul 

Probe master 5 ul 

H20 Volumen final 10 ul 
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Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: 

# Ciclos Tiempo Temperatura 

1 10 min 95 °C 

40 

10 seg 95 °C 

17 seg 60 °C 

1 seg 72 °C 

 

6.10. Extracción de proteínas mediante Trizol 

El aislamiento de las proteínas procedió del mismo lisado celular donde se obtuvo 

el RNA previamente descrito. Brevemente, la fase orgánica fue incubada en 0.3 ml 

de etanol absoluto por 1 ml de Trizol durante 3 minutos a TA.  Posteriormente, se 

centrifugó a 2,000 x g por 5 minutos a 4°C y el sobrenadante fue dividido en dos 

tubos de 1.5 ml. Para precipitar la proteína, se agregó 1 ml de isopropanol y la 

muestra se incubó 10 minutos a TA. Al término del tiempo de incubación, se 

centrifugó a 12,000 x g por 10 minutos a 4° y el sobrenadante fue decantado 

quitando el remanente con una punta de 200 ul.  

Posteriormente, se realizaron 3 lavados incubando la muestra con 1.5 ml de 

solución de lavado (0.3 M de clorhidrato de guanidina en 95% de alcohol) durante 

20 minutos a TA. Las muestras fueron centrifugadas a 7,500 x g por 5 minutos a 

4°C y la solución fue decantada quitando el remanente con una punta de 200 ul. Al 

finalizar los 3 lavados, se agregó 1.5 ml de etanol absoluto agitando en el vortex y 

se incubó 20 minutos a TA. La muestra se centrifugó a 7,500 x g por 5 minutos a 

4°C y el sobrenadante se decantó y el remanente fue removido con una punta de 
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200 ul. Inmediatamente, se agregó 100 ul de solución 1% de SDS a incubando a 

50°C  hasta que las proteínas fueron totalmente disueltas. Una vez logrado esto, se 

centrifugó a 10,000 x g por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue transferido a un 

tubo nuevo y almacenado a - 20 °C.  

6.11. Análisis de proteínas mediante Western blot 

Una vez obtenidas las proteínas, estas fueron sometidas a electroforesis en gel de 

poliacrilamida de acuerdo a lo siguiente: gel separador 12% de 5 ml (1.7 ml de H2O, 

2 ml de 30% mix de acrilamida -29.2% acrilamida y 0.8% N.N. metileno-bis-

acrilamida-, 1.3 ml de 1.5 M Tris pH 8.8, 0.05 ml de SDS 10%, 0.05 ml de APS 10% 

y 0.002 ml de TEMED); y 2 ml de gel concentrador (1.4 ml de H2O, 0.33 ml de 30% 

mix de acrilamida, 0.25 ml de  Tris 1M pH 6.8, 0.02 ml de SDS 10%, 0.02 ml de APS 

10% y 0.002 ml de TEMED). Por cada muestra, se utilizaron 30 g de proteína junto 

con 5 ul de buffer de corrida. El tubo con la muestra y el buffer fueron incubados en 

agua hirviendo por 10 minutos y colocados en hielo inmediatamente al término del 

tiempo de incubación.  

La electroforesis se realizó con buffer de corrida (1 mM de tal y tal) a 120 V hasta 

que la banda de azul de Coomassie salió del gel. Posteriormente, se llevó a cabo 

una transferencia semi-seca en un equipo Pierce G2 Fast Blotter (Thermo Scientific) 

colocando del lado del ánodo, 2 hojas de papel filtro húmedas seguido de una 

membrana de nitrocelulosa de 0.45 um (BioRad), el gel de poliacrilamida, dos hojas 

de papel filtro húmedas y el cátodo. La transferencia se realizó a 25 V y 1.3 A por 

10 minutos. Para confirmar la transferencia, la membrana se incubó con rojo de 

Ponceau hasta que las bandas fueron visibles. Al término de esto, se realizó un 
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lavado con H2O destilada hasta remover los remanentes de la solución de Ponceau 

seguido de un lavado con PBS 1X y un lavado final con solución PBS 1X, 5% de 

leche en polvo y 0.1 % Tween 20.  

Posteriormente, se realizaron dos lavados con solución PBS 1X + 0.1 % Tween 20 

por 15 minutos cada uno, seguido de dos lavados con PBS 1X por 15 minutos cada 

uno. Al término de ellos, la membrana se incubó con el anticuerpo primario toda la 

noche a 4°C en solución PBS 1X, 0.1% Tween 20 y 5% de leche en polvo. Una vez 

finalizado el tiempo de incubación, se realizaron tres lavados a la membrana con 

solución PBS 1X + 0.1% Tween 20  por 15 minutos cada uno, seguido de 3 lavados 

con PBS 1X 15 minutos cada uno.  

Finalmente, para llevar a cabo la detección de la proteína de ABCG2 y MEOX2 la 

membrana se incubó con anticuerpo secundario en solución PBS 1X, 0.1% Tween 

20 y 5% de leche en polvo por 1-2 horas a TA. Posteriormente, se realizaron 3 

lavados a la membrana con solución PBS 1X + 0.1% Tween 20 por 15 minutos cada 

uno seguido de un lavado con PBS 1X y un lavado con H2O destilada por 15 minutos 

cada uno. La detección de la señal quimioluminiscente se llevó a cabo incubando la 

membrana en 200 ul de solución SuperSignal West Femto Stable Peroxide Buffer 

(Thermo Scientific) y 200 ul de solución SuperSignal West Femto Luminol/ Enhancer 

solution (Thermo Scientific) por 1 minuto a TA. Inmediatamente, se colocó la 

membrana en el lector de membranas C-Digit 3600 (LI-COR) para obtener la imagen 

deseada. 
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6.12. Análisis estadístico 

El análisis de resultados fue realizado mediante la prueba t de student con análisis 

de muestras pareadas con un nivel de significancia de 95% (donde un valor de P 

caluculado menor a 0.05 indica diferencias estadísticas significativas). Para el 

análisis de datos se utilizó el software GraphPad Prism versión 6. 
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7. RESULTADOS 

7.1. Identificación in silico de miRNAs de genes blanco  

El uso de las diferentes plataformas permitió determinar in silico la posible 

interacción miRNA-mRNA con mayor probabilidad de asociación. Para cada uno de 

los genes, fue seleccionado el miRNAs con mayor probabilidad de interacción en 

base los mejores valores de predicción de cada plataforma: 1) miRanda: mirSVR 

score y PhastCons score, 2) TargetScan 7.0: Context++ score, Context++ score 

percentile, Weighted context++ score (Agarwal et al., 2015), Conserved branch 

length y PCT (Friedman et al., 2009) y miRWalk 2.0: mayor valor de SUM de acuerdo 

la probabilidad de cada una de las bases de datos (miRDB, PITA, MicroT4, miRMap, 

RNA22, miRanda, miRNAMap, RNAhybrid, miRBridge, PICTAR2 y TargetScan). 

Posteriormente, fue seleccionado un solo miRNA para cada blanco génico entre los 

diferentes miRNAs predichos in silico Con base enl mejor valor de probabilidad. 

Adicionalmente, se llevó a cabo la búsqueda de antecedentes experimentales 

publicados en PubMed y ScienceDirect incorporando información asociaciada a 

carcinomas sólidos pulmonares del grupo NSCLC, líneas celulares de cáncer de 

pulmón (A549, A427, INER51 e INER37), resistencia a cisplatino y análisis de 

expresión de los marcadores genéticos MEOX2, TWIST1, GLI1, OCT4, ABCG2, 

BMI1 y EZH2. Finalmente, el resultado obtenido fue la selección de miRNAs 

potencialmente asociados al proceso de quimioresistencia a cisplatino en cáncer 

pulmonar del grupo NSCLC y cuya participación se desconoce o es parcialmente 

conocida (p.e. miR-145).  
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Con base en lo anterior, los miRNAs que se seleccionaron para cada blanco génico 

fueron representados de la siguiente manera: miR-301a/MEOX2 (Fig. 1), miR-

543/TWIST1 (Fig. 2), miR-487a/ABCG2 (Fig. 3), miR-145/OCT4 (Fig. 4), miR-

361/GLI1 (Fig. 5), miR-221/BMI1 (Fig. 6 ) y miR-217/EZH2 (Fig. 7). 
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miR-301a / MEOX2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Análisis de predicción de miR-301a para regular la expresión del gen MEOX2. A) Plataforma: microrna.org. (Arriba) Región semilla donde se lleva a 
cabo la interacción por alineamiento de bases entre el miRNA y el mRNA blanco, así como el valor de score (mirSVR). (Abajo) Región de interacción entre miR-
301a y el mRNA de MEOX2 junto con otros posibles miRNAs reguladores del mRNA. B) Plataforma: TargetScan. Se indica la región semilla, el número de 
apareamientos y los diferentes valores de predicción (score). C) Plataforma: miRWalk. Análisis con base en 11 de las 12 plataformas consultadas mediante el 
programa  miRWalk muestran la posible interacción de miR-301a sobre el gen MEOX2.  
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miR-543 / TWIST1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Análisis de predicción de miR-543 en la regulación de la expresión del gen TWIST1. A) Plataforma: microrna.org. (Arriba) Región semilla donde se lleva 
a cabo la interacción entre el miRNA y el mRNA así como el valor de score (mirSVR). (Abajo) Región de interacción entre miR-543 y el mRNA de TWIST1 junto con 
otros posibles miRNAs reguladores del mRNA. B) Plataforma: TargetScan. Sin resultado de predicción. C) Plataforma: miRWalk. 8 de las 12 plataformas consultadas 
por miRWalk muestran la posible interacción de miR-543 sobre el gen TWIST1.  
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miR-487a / ABCG2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Análisis de predicción de miR-487a sobre la expresión del gen ABCG2. A) Plataforma: microrna.org. No fue posible la detección o resultado de 
predicción. B) Plataforma: TargetScan. Se indica la región semilla, el número de apareamientos y los diferentes valores de predicción (score). C) Plataforma: 
miRWalk. 8 de las 12 plataformas consultadas por miRWalk muestran la posible interacción de miR-487a sobre el gen ABCG2.  
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miR-145 / OCT4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Análisis de predicción de miR-145 sobre el gen OCT4. A) Plataforma: microrna.org. Sin resultado de predicción. B) Plataforma: TargetScan. Sin resultado 
de predicción.  C) Plataforma: miRWalk. Sin resultado de predicción. De acuerdo al análisis in silico, no se encontró asociación de miR-145 sobre la expresión del 
gen OCT4; sin embargo, estudios previos hand reportado dicha asociación reportadas en versiones previas de la plataforma microrna.org (ver apartado de 
discusión para mayores detalles).  
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miR-361 / GLI1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Análisis de predicción de miR-361 para regular la expresión del gen GLI1. A) Plataforma: microrna.org. (Arriba) Región semilla donde se lleva a cabo la 
interacción entre el miRNA y el mRNA así como el valor de score (mirSVR). (Abajo) Región de interacción entre miR-361 y el mRNA de GLI1 junto con otros posibles 
miRNAs reguladores del mRNA. B) Plataforma: TargetScan. Se indica la región semilla, el número de apareamientos y los diferentes valores de predicción (score). 
C) Plataforma: miRWalk. 6 de las 12 plataformas consultadas por miRWalk muestran la posible interacción de miR-361 sobre el gen GLI1.  
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miR-221 / BMI1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Análisis de predicción de miR-221 para regular la expresión del gen BMI1. A) Plataforma: microrna.org. (Arriba) Región semilla donde se lleva a cabo 
la interacción entre el miRNA y mRNA así como el valor de score (mirSVR). (Abajo) Región de interacción entre miR-221 y mRNA de BMI1 junto con otros posibles 
miRNAs reguladores del mRNA. B) Plataforma: TargetScan. Se indica la región semilla, el número de apareamientos y diferentes valores de predicción (score). C) 
Plataforma: 8 de las 12 plataformas consultadas por miRWalk muestran la posible interacción de miR-221 sobre la expresión del gen BMI1.  
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miR-217 / EZH2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Análisis de predicción de miR-217 para regular la expresión del gen EZH2. A) Plataforma: microrna.org. (Arriba) Región semilla donde se lleva a cabo la 
interacción entre el miRNA y mRNA así como el valor de score (mirSVR). (Abajo) Región de interacción entre miR-217 y mRNA de EZH2 junto con otros posibles 
miRNAs reguladores del mRNA. B) Plataforma: TargetScan. Sin resultado de predicción. C) Plataforma: miRWalk. 10 de las 12 plataformas consultadas por miRWalk 
muestran la posible interacción de miR-217 sobre la expresión del gen EZH2.  
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7.2.  Inducción de Quimioresistencia a Largo Plazo 

7.2.1. Células de Cáncer Pulmonar A549 Quimioresistentes a 5 uM de        

sicisplatino 

Con el objetivo de evaluar la capacidad de desarrollar resistencia a cisplatino a largo 

plazo de células de cáncer pulmonar A549, se realizaron cultivos en presencia de 

una dosis inicial de 1.25 uM de cisplatino. Las líneas celulares cultivadas en 

presencia de cisplastino mostraron cambios morfológicos respecto a su línea celular 

parental (Fig. 8A), entre ellos destaca el alargamiento celular (Fig. 8B-D) e 

incremento del tamaño celular (Fig. 8E-F). Estos cambios fueron acompañados 

además por una nula o reducida tasa de proliferación al inicio de los primeros meses 

del tratamiento (aproximadamente hasta el mes 6) (Fig. 9A-B), así como elevados 

índices de viabilidad celular. Durante este periodo las células se caracterizaron por 

desarrollar cambios morfológicos aberrantes con reducida estabilidad y resistencia 

frente dosis crecientes y continuas al fármaco cuyo periodo de adaptación se 

denominó periodo de adaptabilidad. Una condición sistemática durante el periodo 

de adaptación fue la interrupción temporal del fármaco durante las primeras dosis 

de aplicación del reto farmacológico para favoreciendo la recuperación de la 

población celular (los periodos de suspensión son representados como 0 uM en las 

figuras 9A-B). 

Al mes 8 de adaptación al tratamiento fármaco-oncológico fue evidenciado que las 

células tumroales redujeron ligeramente su tamaño (Fig. 10A). Sin embargo, ocurrió 

hasta el mes 12 de tratamiento contínuo que las células revirtieron su tamaño y 

morfología adquirida (Fig. 10B-E) alcanzando así un periodo de estabilidad. Dicho 
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periodo se caracterizó por una tasa de proliferación constante frente al reto 

farmacológico continuo a 5 uM de cisplatino (Fig. 11), además de mantener 

poblaciones de células de alta adherencia y viabilidad celular y presentar células 

ausentes de cambios morfológicos aberrantes en tamaño y morfología fusiforme. 

Dicho periodo de estabilidad se mantuvo hasta el mes 19 de tratamiento. Al terminos 

los cambios morfológicos adquiridos con respecto a su línea cleular parental fueron 

mínimos (Fig. 10F). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Análisis de los cambios morfológicos en línea celular de cáncer pulmonar A549  durante el periodo 
de adaptabilidad. A) Células A549 parental (libre de tratamiento). B) Células A549 expuestas a 1.5 uM de 
cisplatino día 13 de tratamiento. C) Células A549 expuestas a 1.5 uM de cisplatino día 17 de tratamiento. D) 
Células A549 expuestas a 1.5 uM de cisplatino día 30 de tratamiento. E) Células A549 expuestas a 1.75 uM de 
cisplatino día 41 de tratamiento, y F) Células A549 expuestas a 3.5 uM de cisplatino posterior a 6 meses de 
tratamiento. Imágenes obtenidas a un objetivo de 10X.  
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Figura 9. Análisis del conteo celular de línea celular de cáncer pulmonar A549 durante el periodo de 
adaptabilidad. A) Número de células obtenidas (eje Y) por fecha y dosis (eje X) correspondientes al periodo 
de inducción de quimioresistencia de agosto-diciembre de 2013. B) Número de células obtenidas (eje Y) por 
fecha y dosis (eje X) correspondientes al periodo de inducción a quimioresistencia de enero-abril. 
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Figura 10. Análisis de los cambios morfológicos reversibles en línea celular de cáncer pulmonar A549 
durante el periodo de estabilidad. A) Células A549 expuestas a 3.5 uM de cisplatino mes 8 de tratamiento. B) 
Células A549 expuestas a 5 uM de cisplatino mes 12 de tratamiento. C) Células A549 expuestas a 5 uM de 
cisplatino mes 13 de tratamiento. D) Células A549 expuestas a 5 uM de cisplatino mes 14 de tratamiento. E) 
Células A549 expuestas a 5 uM de cisplatino mes 19 de tratamiento. F) Células A549 parental (sin tratamiento). 
Imágenes obtenidas a un objetivo de 10X. 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 11. Análisis del conteo celular de línea celular A549 durante el periodo de estabilidad. Número de 
células obtenidas (eje Y) por fecha y dosis (eje X) correspondientes al periodo de mayo-noviembre de 2014. A 
partir de la fecha 29.7.14 los cultivos celulares se mantuvieron en cajas de cultivo T25. 
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Para determinar diferencias significativas en la capacidad de resistentencia versus 

sensibilidad al tratamiento por cisplatino entre células A549 Parental (P) y células 

A549 resistentes (Cis-R), se llevaron a cabo ensayos de viabilidad celular 

empleando la técnica de MTS para determinar diferencias en la concetración 

inhibitoria 50 “IC:50” (Fig. 12A-B). Así mismo, mediante análisis estadístico (prueba 

t, con p < 0.05) se demostraron diferencias significativas, en la cuantificación de 

valores IC:50 entre ambos líneas celulares mencionados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Análisis de viabilidad celular mediante ensayos MTT para determinar la concetración inhibitoria 
50% (IC:50) en células de cáncer pulmonar A549 parental y A549 Cis-R. A) Células A549 parental poseen 
IC50=82.914 uM de cisplatino. B) Células A549 Cis-R poseen IC50=264.5 uM de cisplatino. Ensayos realizados 
por triplicado.  
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7.2.2. Células de Cáncer Pulmonar A427 Quimioresistentes a 5 uM de  

   cisplatino 

El proceso de inducción de resistencia a cisplatino en células de cáncer pulmonar 

A427 comenzó el 29 de abril de 2013 empleando una dosis inicial de 1.25 uM de 

cisplatino. Los cambios morfológicos observados en línea celular parental (Fig. 

13A), con respecto a células bajo tratamiento fármaco-oncológico durante el periodo 

de adaptabilidad fueron mínimos (Fig. 13B-F). Mientras que la tasa de proliferación 

no fue afectada posterior a resistir los retos farmacológicos iniciales (Fig. 14 A-B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Análisis de los cambios morfológicos en línea celular de cáncer pulmonar A427 durante el periodo 
de adaptabilidad . A) Células A427 parental (sin tratamiento). B) Células A427 expuestas a 1.5 uM de cisplatino 
día 7 de tratamiento. C) Células A427 expuestas a 2 uM de cisplatino día 19 de tratamiento. D) Células A427 
expuestas a 2.25 uM de cisplatino día 21 de tratamiento. E) Células A427 expuestas a 2.5 uM de cisplatino día 
49 de tratamiento. F) Células A427 expuestas a 4 uM de cisplatino al mes 4 de tratamiento. Imágenes 
obtenidas a un objetivo de 10X.  
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Figura 14. Análisis del conteo celular de línea celular de cáncer pulmonar A427 durante el periodo de 
adaptabilidad . A) Número de células obtenidas (eje Y) por fecha y dosis (eje X) correspondientes al periodo 
de inducción a quimioresistencia de agosto-diciembre de 2013. B) Número de células obtenidas (eje Y) por 
fecha y dosis (eje X) correspondientes al periodo de inducción a quimioresistencia de enero-mayo. 
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Posterior al periodo de estabilidad los cultivos celulares se mantuvieron estables a 

concentraciones de 3.5, 4 y 5 uM de cisplatino (Fig. 15 A-C), logrando observar que 

las pobleciones celulares fueron sensibles a confluencias mayores a 85-90%. Lo 

anterior, fue evidenciado al tiempo de observar la adquisición de una morfología 

circular y débil adherencia a superficie en cultivo (Fig. 15D). Posteriormente, fue 

evaluado y determinó que los cultivos celulares se mantuvieran estables a 

confluencia celular entre 45-60%. Estas condiciones fueron llevadas a cabo hasta 

el mes 19 de tratamiento empleando una dosis final de 5 uM de cisplatino (Fig. 15E), 

tiempo en el cual, no se observaron células estresadas, muertas o restos celulares. 

Al término del tratamiento, las células quimioresistentes adquirieron un fenotipo 

fusiforme alargado semejante a su línea celular parental (Fig. 15F). Por otra parte, 

la tasa de proliferación permaneció estable y continua frente al reto farmacológico 

ininterrumpido por cerca de 19 meses (Fig. 16).  
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Figura 15. Análisis de los cambios morfológicos reversibles en línea celular de cáncer pulmonar A427 
durante el periodo de estabilidad . A) Células A427 expuestas a 3.5 uM de cisplatino al mes 4 de tratamiento. 
B) Células A427 expuestas a 4 uM de cisplatino al mes 6 de tratamiento. C) Células A427 expuestas a 5 uM de 
cisplatino al mes 7 de tratamiento. D) Células A427 expuestas a 5 uM de cisplatino al mes 8 de tratamiento. 
E) Células A427 expuestas a 5 uM de cisplatino al mes 19 de tratamiento. F) Células A427 parental (sin 
tratamiento). Imágenes obtenidas a un objetivo de 10X. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Análisis del conteo celular de línea celular A427 durante el periodo de estabilidad. Número de 
células obtenidas (eje Y) por fecha y dosis (eje X) correspondientes al periodo de mayo-noviembre de 2014. 
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Al término del tiempo de inducción, se realizaron ensayos de análisis funcional MTS 

para determinar diferencias entre los valores de IC50 entre A427 parental y A427 

Cis-R (Fig. 17A-B). Mediante análisis con la prueba t, (p value de 0.05), se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los distintos valores de 

IC50. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Análisis de viabilidad celular mediante ensayos MTT para determinar la concetración inhibitoria 
50% (IC:50) en células de cáncer pulmonar A427 parental y A427 Cis-R. A) Células A427 parental IC50=143.44 
uM de cisplatino. B) Celulas A427 Cis-R IC50=255.96 uM de cisplatino. Ensayos realizados por triplicado por 
pozo. 
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7.2.3. Células de Cáncer Pulmonar INER51 Quimioresistentes a 2.5 uM  

   de cisplatino 

Nuestro análisis de inducción de resistencia a cisplatino en células de cáncer 

pulmonar INER51 comenzó el 8 de julio de 2013 empleando una dosis inicial de 

1.25 uM de cisplatino. Identificando en ambas líneas celulares A549 y A427 

crecimiento en grupos de células (Fig. 18 A) así como reducida tolerancia a los retos 

farmacológicos durante la fase inicial del tratamiento (Fig. 18B). Tales 

características provocaron que continuamente se suspendiera la aplicación del 

fármaco para favorecer la recuperación de la confluencia celular (Fig. 18C-E). Una 

vez que las células se mantuvieron estables libres de fármaco, se restableció la 

dosis inmediata anterior para continuar con el tratamiento, no obstante los cultivos 

continuaron con baja viabilidad celular (Fig. 18F). Este comportamiento se mantuvo 

durante los primeros meses de tratamiento (Fig. 19A-B), periodo en el cual, las 

células se encontraban en un periodo de adaptabilidad, el cual fue mayor en tiempo, 

comparado con células A549 y A427. 

 

 

 

 

 

 



64 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Análisis de los cambios morfológicos en línea celular de cáncer pulmonar INER51 durante el 
periodo de adaptabilidad. A) Células INER51 parental (sin tratamiento). B) Células INER51 expuestas a 1.5 uM 
de cisplatino día 9 de tratamiento. C) Células INER51 expuestas a 1.75 uM de cisplatino día 20 de tratamiento. 
D) Células INER51 expuestas a 1.75 uM de cisplatino día 25 de tratamiento. E) Células INER51 medio libre sin 
fármaco (descanso) día 36 de tratamiento. F) Células INER51 expuestas a 3.5 uM de cisplatino mes 2 de 
tratamiento. Imágenes obtenidas a un objetivo de 10X. 
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Figura 12. Conteos celulares de INER51 durante el periodo de adaptabilidad. A. Número de células obtenidas 
(Y) por fecha y dosis (X) correspondientes al primer semestre. B. Número de células obtenidas (Y) por fecha y 
dosis (X) del segundo semestre. 

 

Figura 19. Análisis del conteo celular de línea celular de cáncer pulmonar INER51 durante el periodo de 
adaptabilidad. A) Número de células obtenidas (eje Y) por fecha y dosis (eje X) correspondientes al periodo 
de inducción a quimioresistencia de julio-diciembre de 2013. B) Número de células obtenidas (eye Y) por fecha 
y dosis (eje X) correspondientes al periodo de inducción a quimioresistencia de enero-mayo. 
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Unos de los cambios más importantes observados en las células de tratamiento, fue 

observado durante el periodo de inducción. Al inicio del tercer mes de tratamiento 

(Fig 20A) se observó que la recuperación de los cultivos celulares fue acompañada 

de células que crecieron de manera aislada y no agrupada como en los meses 

anteriores. Este comportamiento fue mantenido a lo largo de los pases posteriores 

(Fig. 20B-E) resultando en células con pérdida de adherencia como lo observado 

en la línea parental (Fig. 20F). Así mismo, las células resistentes mostraron mayor 

sensibilidad a confluencias elevadas como lo observado en A427 cis-R, por lo cual 

fueron mantenidas a una densidad celular menor al 65 %. La dosis final tolerada fue 

de 2.5 uM de cisplatino, periodo en el cual, las células mostraron un crecimiento 

continuo sin interrupción periódica del fármaco (Fig. 21).   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Análisis de los cambios morfológicos reversibles en línea celular de cáncer pulmonar INER51 
durante el periodo de estabilidad. A) Células INER51 expuestas a 3.5  uM de cisplatino mes 3 de tratamiento. 
B) Células INER51 expuestas a 5 uM de cisplatino mes 4 de tratamiento. C) Células INER51 expuestas a 1.75 
uM de cisplatino mes 5 de tratamiento. D) Células INER51 expuestas a 2.5 uM de cisplatino mes 10 de 
tratamiento. E) Células INER51 expuestas a 2.5 uM de cisplatino mes 17 de tratamiento. F. Células INER51 
parental (sin tratamiento). Imágenes obtenidas a un objetivo de 10X. 
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Figura 21. Análisis del conteo celular de línea celular INER51 durante el periodo de estabilidad. Número de 
células obtenidas (eje Y) por fecha y dosis (eje X) correspondientes al periodo de mayo-noviembre de 2013. 

 

Una vez concluido el periodo de inducción, el cual finalizó el 3 de noviembre de 

2014, se compararon los valores de IC50 entre la línea parental y su contraparte 

resistente mediante ensayos de análisis funcional de MTS (Fig. 22A-B). El análisis 

estadístico con la prueba t, (p value de 0.05) permitió determinar diferencias 

estadísticamente significativas entre los distintos valores de IC50. 
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Figura 22. Análisis de viabilidad celular mediante ensayos MTT para determinar la concetración inhibitoria 
50% (IC:50) en células de cáncer pulmonar INER51 parental y INER51 Cis-R. A) INER51 parental IC50=51.486 
uM de cisplatino. B) INER51 Cis-R IC50=183.93 uM de cisplatino. Ensayos realizados por triplicado por pozo. 
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7.2.4. Células de Cáncer Pulmonar INER37 Quimioresistentes a 2.5 uM   

   de cisplatino  

La inducción de resistencia a cisplatino en la línea celular INER37 comenzó el 29 

de abril de 2013 a una dosis inicial de 1.25 uM de cisplatino. Al igual que las células 

parentales INER51, la línea celular INER37 mostró un crecimiento similar agrupado 

entre célula-célula (Fig. 23A). Durante las primeras semanas de tratamiento, se 

observaron cambios morfológicos evidentes como aumento en el tamaño celular y 

fenotipo alargado (Fig. 23B-D). De manera similar a las células INER51, las células 

INER37 fueron más sensibles al efecto citotóxico de los retos farmacológicos de 

cisplatino respecto a las células A549 y A427, resultando en baja viabilidad celular 

durante los primeros meses de tratamiento (Fig. 24A-B) a pesar de las 

interrupciones continuas del fármaco para favorecer su crecimiento. Así mismo, 

dosis de 3.5 uM de cisplatino resultaron en reducida viabilidad de los cultivos 

celulares (Fig. 23E) por lo cual, las células fueron incubadas en medio libre de 

fármaco para inducir su recuperación. Una característica similar a las células 

INER51 de tratamiento, fue que conforme a los pases posteriores, las células 

comenzaron a crecer de manera no agrupada (Fig. 23F). Este comportamiento se 

mantuvo durante los primeros meses de tratamiento (Fig. 12A-B), periodo en el cual, 

las células se encontraban en un periodo de adaptabilidad, el cual fue mayor que 

en A549 y A427.  

 

 



70 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Análisis de los cambios morfológicos en línea celular de cáncer pulmonar INER37 durante el 
periodo de adaptabilidad . A. INER37 parental (sin tratamiento). B. Células INER37 expuestas a 1.5 uM de 
cisplatino día 12 de tratamiento. C. INER37 expuestas a 1.5 uM de cisplatino día 30 de tratamiento. D. INER37 
expuestas a 2 uM de cisplatino día 52 de tratamiento. E. INER37 expuestas a 3.5 uM de cisplatino mes 2 de 
tratamiento. F. INER37 expuestas a 3.5 uM de cisplatino mes 3 de tratamiento. Imágenes obtenidas a un 
objetivo de 10X. 
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Figura 24. Análisis del conteo celular de línea celular de cáncer pulmonar INER37 durante el periodo de 
adaptabilidad. A) Número de células obtenidas (eje Y) por fecha y dosis (eje X) correspondientes al periodo 
de julio-diciembre de 2013. B) Número de células obtenidas (eje Y) por fecha y dosis (eje X) correspondientes 
al periodo de enero-mayo de 2014. 
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Posterior al cuarto mes de tratamiento (Fig. 25A), la recuperación de las células, 

previo a la aplicación de la dosis correspondiente, permitió observar un crecimiento 

similar a lo ocurrido en la línea celular INER51 de tratamiento, en el cual, las células 

fueron creciendo de manera aislada unas con otras (Fig. 25B-D). Al término del 

tratamiento, se observó un fenotipo alargado (Fig. 25E) el cual difirió de manera 

significativa a lo observado en su parental (Fig. 25F). Así mismo, las células 

comenzaron un periodo de estabilidad al año de tratamiento, cuya característica al 

igual que en los demás líneas celulares, fue el crecimiento continuo sin estrés 

celular y sin la interrupción frecuente del fármaco (Fig. 26A). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Análisis de los cambios morfológicos reversibles en línea celular de cáncer pulmonar INER37 
durante el periodo de estabilidad. A) INER37 expuestas a 4 uM de cisplatino mes 4 de tratamiento. B) INER37 
expuestas a 4 uM de cisplatino mes 4 de tratamiento. C) INER37 expuestas a 1.5 uM de cisplatino mes 7 de 
tratamiento. D) INER37 expuestas a 3.5 uM de cisplatino mes 12 de tratamiento. E) INER37 expuestas a 2.5 
uM de cisplatino mes 19 de tratamiento. F) INER37 parental (sin tratamiento). Imágenes obtenidas a un 
objetivo de 10X. 
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Figura 26. Análisis del conteo celular de línea celular INER37 durante el periodo de estabilidad. Número de 
células obtenidas (eje Y) por fecha y dosis (eje X) correspondientes al periodo de mayo-noviembre de 2014.  

 

Finalmente, se compararon los valores de IC50 entre la línea parental y su 

contraparte resistente mediante ensayos de análisis funcional de MTS (Fig. 27A-B). 

El análisis estadístico con la prueba t, (p value de 0.05) permitió determinar 

diferencias estadísticamente significativas entre los distintos valores de IC50. 
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Figura 27. Análisis de viabilidad celular mediante ensayos MTT para determinar la concetración inhibitoria 
50% (IC:50) en células de cáncer pulmonar INER37 parental y INER37 Cis-R. A. INER37 parental IC50=20.573 
uM de cisplatino. B. INER37 Cis-R IC50=210.64 uM de cisplatino. Ensayos realizados por triplicado por pozo. 
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7.3. Análisis del Perfil de Expresión de miRNAs en Líneas Celulares de 

Cáncer Pulmonar Quimioresistentes a Cisplatino 

Se analizó los niveles de expresión de miR-301a, miR-543, miR-487a, miR-145, 

miR-361a, miR-221 y miR-217 en líneas celulares de cáncer pulmonar 

quimioresistentes a cisplatino. U6 y miR-374 fueron empleados como genes 

endogenos de referencia como fue propuesto originalmente. Sin embargo, durante 

nuestro análisis de miR-374 este fue normalizado con U6, encontrando niveles de 

expresión que sugieren su desregulación significativa para cada uno de los cuatro 

líneas celulares de cáncer pulmonar quimioresistentes; por lo que en el presente 

trabajo, miR-374 resultó ser de gran interés por su posible relevancia en la 

resistencia a cisplatino en células del grupo NSCLC. Así mismo, la estabilidad de 

U6 como gen de referencia, ha sido reportada previamente con base en su 

estabilidad y expresión constante bajo condiciones experimentales, y debido a su 

abundancia similar a otros miRNAs (Choong et al. 2007; Corney et al. 2007; Shell 

et al. 2007, Yang et al., 2015). De manera experimental, la expresión de U6 resultó 

constante en cada una de las líneas celulares de este trabajo (parentales y 

resistentes), esto en con concordancia con lo resportado previamente; mas no así 

la expresión de miR-374, cuya expresión varió significativamente en las líneas 

celulares resistentes.  

Por otro lado, de acuerdo a los perfiles de expresión obtenidos las líneas celulares 

resistentes a fármacos oncológicos, se pudo evidenciar la regulación de los miRNAs 

candidatos en respuesta a la resistencia a cisplatino. Sin embargo, los perfiles de 
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expresión resultaron diferentes en todos los casos, logrando determinar diferencias 

significativas entre cada uno de los líneas celulares resistentes a tratamiento.  

7.3.1. Perfil de expresión de miRNAs en Células de Cáncer Pulmonar 

...A549 Quimioresistentes 

Nuestro análisis de expresión del panel de miRNAs seleccionados, sobre el modelo 

celular A549 cis-R posterior a 19 meses de resistencia inducible, permitió determinar 

la sobre expresión de cada uno de los miRNAs, con respecto a su línea celular 

parental (Tabla 1 y Fig. 28A-H). Así mismo miR-361a resultó con la mayor tasa de 

cambio seguido de miR-221 y miR-374. En contraste, la expresión de miR-145 

resultó con menos cambios entre el modelo celular quimioresistente y línea celular 

parental de cáncer pulmonar A549. 

miRNA Índice de cambio 

miR-301a + 2.88 

miR-543 + 2.35 

miR-487a + 3.03 

miR-145 + 1.32 

miR-361a + 24.25 

miR-221 + 8.22 

miR-217 + 5.76 

miR-374 + 6.93 

 

 

Tabla 1. Indice de cambio en el perfil de expresión de miRNAs en A549 cis-R respecto su parental. 
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Figura 28. Perfil de expresión de miRNAs por RT-qPCR SYBR green en A549 P y A549 cis-R. Expresión relativa 
de miR-301a (A), miR-543 (B), miR-487a (C), miR-145 (D), miR-361a (E), miR-221 (F), miR-217 (G) y miR-374 
(H). Ensayos realizados por triplicado por pozo. Cada gráfico incluye las réplicas experimentales 1 y 2.  Análisis 
estadítico con prueba de t de student (pareada). * P < 0.05, ** P < 0.01. 
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7.3.2. Perfil de expresión de miRNAs Células de Cáncer Pulmonar 

...A427 Quimioresistentes 

Nuestro análisis de expresión de miRNAs en el modelo celular de cáncer pulmonar 

A427 mostró perfiles de expresión opuestos a los observados en células A549 

(Tabla 2 y Fig. 29A-H). En dicho modelo celular quimioresistente, cada uno de los 

miRNAs evaluados resultó con baja expresión, siendo miR-543 el de menor tasa de 

expresión seguido de miR-374 y miR-361. De manera similar en células A549, miR-

145 resultó con menor tasa de cambio en contraste del resto de miRNAs analizados, 

los cuales mostraron expresión significativamente menor en células A427, en 

contraste de células A549 quimioresistentes de cáncer pulmonar. 

 

miRNA Índice de cambio 

miR-301a 0.233 

miR-543 0.074 

miR-487a 0.550 

miR-145 0.652 

miR-361a 0.128 

miR-221 0.234 

miR-217 0.288 

miR-374 0.142 

 

 

Tabla 2. Indice de cambio en el perfil de expresión de miRNAs en células A427 quimioresistentes con 
respecto su línea celular parental. 
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Figura 29. Perfil de expresión de miRNAs por RT-qPCR SYBR green en A427 P y A427 cis-R. Expresión relativa 
de miR-301a (A), miR-543 (B), miR-487a (C), miR-145 (D), miR-361a (E), miR-221 (F), miR-217 (G) y miR-374 
(H). Ensayos realizados por triplicado por pozo. Cada gráfico incluye las réplicas experimentales 1 y 2. Análisis 
estadítico con prueba de t de student (pareada). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P  < 0.001, **** P < 0.0001. 
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7.3.3. Perfil de expresión de miRNAs en Células de Cáncer Pulmonar 

...INER51 Quimioresistentes 

Por su parte, cambios drásticos en la expresión de miRNAs fueron observados en 

las líneas celulares derivadas de pacientes con cáncer pulmonar bajo atención 

médica en el Instituto Nacional de Enfemedades Respiratorias (INER). En este 

sentido para el caso del modelo celular INER51 (Tabla 3 y Fig. 30A-H) miR-374 fue 

detectada inducción en la expresión de hasta 343 veces más, con respecto a su 

línea celular parental. Mientras que miR-487a resultó con sobreexpresión 82 veces 

mayor seguido de miR-301a y miR-543 con abundancias relativas a 40 veces la tasa 

de cambio. De manera contraria, miR-145 fue el único miRNA que fue detectado 

subexpresado. 

miRNA Índice de cambio 

miR-301a + 40.662 

miR-543 + 39.638 

miR-487a + 82.836 

miR-145 0.130 

miR-361a + 28.205 

miR-221 + 10.446 

miR-217 + 13.073 

miR-374 + 343.920 

 

Tabla 3. Tasa de cambio en el perfil de expresión de miRNAs en INER51 cis-R respecto su parental. 
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Figura 30. Perfil de expresión de miRNAs por RT-qPCR SYBR green en INER51 P e INER51 cis-R. Expresión 
relativa de miR-301a (A), miR-543 (B), miR-487a (C), miR-145 (D), miR-361a (E), miR-221 (F), miR-217 (G) y 
miR-374 (H). Ensayos realizados por triplicado por pozo. Cada gráfico incluye las réplicas experimentales 1 y 
2. Análisis estadítico con prueba de t de student (pareada). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P  < 0.001, **** P < 0.0001.  
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7.3.4. Perfil de expresión de miRNAs en Células de Cáncer Pulmonar 

...INER37 Quimioresistentes (réplica experimental 1) 

Debido a la detección de mayores diferencias en la expresión es decir de mayor 

contraste entre réplicas experimentales 1 y 2, por lo que, los resultados obtenidos 

fueron analizados de manera independiente. En la réplica 1, los datos obtenidos 

reflejaron cambios drásticos en el perfil de expresión de miRNAs (Tabla 4 y Fig. 

31A-H). La diferencia más notable entre ambas réplicas experimentales es el 

periodo de obtención de las muestras (mes y medio aproximadamente), siendo en 

réplica 1, de fecha 1.10.14 y réplica experimental 2 de fecha 21.11.14. Los datos 

obtenidos de réplica 1 muestran a miR-374 sobreexpresado hasta 282 veces, con 

respecto a su línea parental, seguido de miR487a con índice de cambio de 188 

veces mayor, así como sobreexpresión de 51 veces mayor en miR-543. De manera 

similar en células INER51, miR-145 fue el único miRNA que resultó con menor 

índice de cambio en la expresión, siendo subexpresado de manera similar que en 

el modelo celular INER51. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

miRNA Índice de cambio 

miR-301a + 9.449 

miR-543 + 51.251 

miR-487a + 188.783 

miR-145 0.2017 

miR-361a + 22.215 

miR-221 + 22.514 

miR-217 + 12.809 

miR-374 + 282.635 

Tabla 4. Indice de cambio en el perfil de expresión de miRNAs en células INER37 quimioresistentes 
correspondientes a primera réplica experimental con respecto su línea celular parental. 
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Figura 31. Perfil de expresión de miRNAs por RT-qPCR SYBR green en INER37 P e INER37 cis-R. Expresión 
relativa de miR-301a (A), miR-543 (B), miR-487a (C), miR-145 (D), miR-361a (E), miR-221 (F), miR-217 (G) y 
miR-374 (H). Ensayos realizados por triplicado por pozo. Análisis estadítico con prueba de t de student (pareada). 
* P < 0.05, ** P < 0.01. 
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7.3.5. Perfil de expresión de miRNAs en Células de Cáncer Pulmonar 

...INER37 Quimioresistentes (réplica experimental 2) 

Finalmente, nuestro análisis sobre la segunda réplica experimental mostró un perfil 

de expresión con cambios de menor variación entre miRNAs, con respecto a la 

réplica experimental 1 (Tabla 5 y Fig. 32A-H). El cambio de mayor significancia fue 

miR-145 donde a diferencia de la réplica 1 en modelo celular INER51, su expresión 

resultó elevada. Por su parte, miR-487a fue el segundo miRNA con tasa índice de 

cambio mayor seguido de miR-543. De manera contraria a la réplica experimental 

1 y del modelo celular INER51, se observaron pocos cambios en miR-221 seguido 

de miR-374. 

miRNA Tasa de cambio 

miR-301a + 1.133 

miR-543 + 6.594 

miR-487a + 11.218 

miR-145 + 18.341 

miR-361a + 1.930 

miR-221 0.980 

miR-217 + 2.493 

miR-374 0.504 

 

Tabla 5. Indice de cambio en el perfil de expresión de miRNAs en células INER37 quimioresistentes 
segunda réplica experimental con respecto su línea celular parental. 
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Figura 32. Perfil de expresión de miRNAs por RT-qPCR SYBR green en INER37 P e INER37 cis-R. Expresión 
relativa de miR-301a (A), miR-543 (B), miR-487a (C), miR-145 (D), miR-361a (E), miR-221 (F), miR-217 (G) y 
miR-374 (H). Ensayos realizados por triplicado por pozo. Análisis estadítico con prueba de t de student (pareada). 
* P < 0.05, ** P < 0.01. 
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7.4. Análisis de expresión de ABCG2 en células A549 y A427 

Quimioresistentes.  

A continuación se muestran resultados preliminares sobre la expresión del gen 

ABCG2 blanco de miR-487a mediante ensayos por RT-qPCR en líneas celulares 

A549 y A427. El análisis de expresión permitió observar que la expresión de ABCG2 

disminuye en ambos líneas celulares quimioresistentes A549 y A427 (Fig. 33A y C), 

con respecto a su línea celular parental (Fig. 33B y D).  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Perfil de expresión relativa mRNA de ABCG2 en los líneas celulares A549 y A427. A) A549 primera 
réplica experimental. B) A549 segunda réplica experimental. C) A427 primera réplica experimental. D) A427 
segunda réplica experimental. Ensayos realizados por triplicado por pozo. Análisis estadítico con prueba de t de 
student (pareada). * P < 0.05, ** P < 0.01. 
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Adicionalmente para determinar si el fármaco tiene la capacidad de inducir la 

expresión de ABCG2 a corto plazo, se comparó la expresión de éste en cultivos 

celulares A549 P y A549 cis-R y A427 P y A427 cis-R con una interrupción de 72 

horas del fármaco respecto a cultivos sin interrupción del mismo. Los resultados 

obtenidos mostraron que el fármaco influencia la expresión de ABCG2 en células 

que fueron privadas por 72 horas de cisplatino al observar una mayor expesión de 

ABCG2 (Fig 34A y C). De manera contraria, una menor expresión de ABCG2 ocurrió 

en células que fueron sometidas a fármaco continuo (Fig. 34B y D). Los datos 

muestran que las células quimioresistentes mantienen niveles bajos de ABCG2 a 

dosis continuas del fármaco, lo cual se correlaciona con elevados niveles de 

expresión de miR-487a. Así mismo, se comparó la expresión de ABCG2 en células 

parentales A549 y A427 sin fármaco por 72 horas respecto a células parentales 

A549 y A427 con fármaco continuo, observándose mayor expresión de ABCG2 en 

células con fármaco continuo (Fig. 35A-B). Con base en los datos obtenidos, se 

puede concluir que la expresión de ABCG es modulada por la presencia del 

fármaco. 
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Figura 34. Expresión relativa mRNA de ABCG2 en A549 parental y A549 Cis-R con y sin interrupción del 
fármaco. A) A549 Cis-R sin fármaco por 72 horas previo a la obtención de los extractos de RNA total. B) A549 
Cis-R sin interrupción del fármaco previo a la obtención de los extractos de RNA total. Análisis estadítico con 
prueba de t de student (pareada) con nivel de significancia de 0.05. * P < 0.05. 
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Figura 35. Expresión relativa mRNA de ABCG2 en A549 y A427 parentales con y sin interrupción del fármaco. 
A) A549 P sin fármaco por 72 horas y A549 P con fármaco continuo previo a la obtención de los extractos de 
RNA total. B) A427 P sin fármaco por 72 horas y A427 P con fármaco continuo previo a la obtención de los 
extractos de RNA total. Ensayos realizados por triplicado por pozo. Análisis estadítico con prueba de t de 
student (pareada) con nivel de significancia de 0.05. * P < 0.05. 

 

7.5.  Análisis de expresión a nivel de proteína de los blancos génicos de 

MEOX2 y ABCG2 en líneas celulares quimioresistentes A549 y A427 

Nuestro análisis de expresión de blancos génicos a nivel de proteína mediante 

ensayos por Western blot reveló que MEOX2 se incrementa en ambas réplicas 

experimentales de células A549 quimioresistentes (Fig. 36A). Mientras que por el 

contrario, ABCG2 al igual que su mRNA se subexpresa en ambos líneas celulares 

de cáncer pulmonar A549 y A427 (Fig. 36B), lo cual se correlaciona en A549 con 

elevados niveles de expresión de miR-487a, indicando una posible regulación de 

este miRNA con la baja expresión de ABCG2.   
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Figura 36. Detección de la proteína de ABCG2 por Western blot en los líneas celulares A549 y A427. Mediante 
análisis densitométrico se determinó que existen diferencias significativas en los niveles de intensidad entre 
ambas bandas.  
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8. DISCUSIÓN 

El establecimiento de líneas celulares de cáncer pulmonar del grupo NSCLC 

resistentes a cisplatino permitió desarrollar un análisis de inducción y/o cambio en 

la expresión de un perfil de miRNAs diferencialmente expresado en líneas celulares 

de origen caucásico A549 cis-R y A427 cis-R, así como de origen mestizo Mexicano 

INER51 cis-R e INER37 cis-R, con respecto a sus líneas celulares originales 

parentales. A lo largo del tratamiento, se observaron cambios morfológicos 

significativos en cada una de las líneas celulares. Estos cambios fueron 

evidenciados únicamente en las células de tratamiento a lo largo del tiempo de 

inducción, lo cual sugiere que el fenotipo final adquirido, es fuertemente asociado a 

células con capacidad de resistencia a cisplatino. Así mismo, se pudo determinar 

que las células parentales con mayor sensibilidad a cisplatino fueron las líneas 

celulares INER51 e INER37. Una característica distintiva de estas células respecto 

a A549 y A427, es el crecimiento agrupado que forma una monocapa homogénea 

en las cajas de cultivos, cuyo fenotipo, es característico de células epiteliales. 

Durante la adquisición del fenotipo resistente por parte de los líneas celulares 

INER51 cis-R e INER37 cis-R, se observó la pérdida gradual de adherencia célula-

célula en los cultivos celulares, cuyo resultado final, fue la adquisición de un fenotipo 

similar a células mesenquimales. Se ha establecido que durante la invasión tumoral, 

las células epiteliales adquieren capacidad de migración e invasión, lo cual es 

asociado a cambios fenotípicos que involucran la pérdida de adhesión celular 

(Luczka et al., 2013). Esto sugiere que las células INER51 cis-R e INER37 cis-R, 

han cambiado sus propiedades epiteliales por un fenotipo asociado a células 
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mesenquimales que es llevado a cabo durante el proceso de transición epitelio-

mesénquima (EMT, por sus siglas en inglés), lo cual permitiría explicar el cambio 

fenotípico observado en estas células. Por otro lado, la EMT es fuertemente 

asociada a la capacidad de quimioresistencia a múltiples fármacos (Chen et al., 

2010; Gungor et al., 2011; Sun et al., 2012). El cambio morfológico observado en 

los líneas celulares INER51 e INER37, son similares a los reportados por Liu y 

colaboradores. Aquí, los autores evaluaron la capacidad de resistencia a cisplatino 

acompañado de la EMT en la línea celular de cáncer de lengua CAL27 y su 

contraparte resistente, DDP-resist CAL27. La línea celular parental CAL27 muestra 

un crecimiento similar a las células INER51 e INER37 parentales; sin embargo, 

DDP-resist CAL27, al igual que las células INER51 cis-R e INER37 cis-R muestran 

cambios morfológicos similares asociados a células mesenquimales (Liu et al., 

2013). Por su parte, las líneas celulares A549 y A427 sufrieron cambios 

morfológicos finales menos evidentes. Respecto a A549 cis-R, se observó un ligero 

alargamiento de las células el cual ha sido evidenciado además por Wang y 

colaboradores en un modelo de A549 resistente a cisplatino (A549/CDDP). Los 

autores reportaron que A549/CDDP tiene una mayor capacidad de migración 

respecto a su parental así como una reducida expresión de E-cadherina y una 

sobreexpresión de vimentina, ambos, marcadores comúnmente usados para 

evaluar la EMT (Wang et al., 2014). Sin embargo, no fue posible encontrar reporte 

alguno sobre el aumento del tamaño celular de A549 a lo largo del proceso de 

inducción de resistencia a cisplatino (Zhang et al., 2010; Zhou et al., Meng et al., 

2012; 2013; Zhang et al., 2015; Corte-Rodríguez et al., 2015; Zheng et al., 2015). 

Por otro lado, A427 cis-R fue la línea celular con menor cambio fenotípico durante 
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el periodo de inducción. El único cambio evidente, fue un ligero alargamiento en su 

estructura; sin embargo, al igual que las demás células resistentes, resultó ser 

afectada si es mantenida a confluencias elevadas (>90%). 

Por su parte, los cambios obtenidos en el perfil de expresión de los miRNAs entre 

células parentales y resistentes, permitió determinar su posible participación en la 

resistencia a cisplatino; sin embargo, es necesario realizar ensyos de análisis 

funcional mediante la transfección de mimics o antagomiRs para demostrar su 

posible importancia en la quimioresistencia. Sin embargo, los perfiles de expresión 

no fueron similares entre cada modelo celular, difiriendo significativamente el 

sentido de expresión entre A549 y A427. De acuerdo a los datos obtenidos, los 

miRNAs desregulados en el modelo de A549, así como en INER51 e INER37, 

pudieran actuar como oncomiRs, favoreciendo la resistencia a cisplatino. Sin 

embargo, los datos obtenidos en el modelo de A427, la función de los miRNAs 

pudiera ser totalmente contraria debido a su baja expresión, por lo cual, indicaría un 

papel como supresores de tumores. Por su parte, los líneas celulares de las líneas 

celulares INER51 e INER37, conservan un patrón de sobreexpresión al igual que 

en A549, a diferencia que la sobreexpresión no es tan pronunciada. Los datos 

obtenidos entre cada uno los líneas celulares, indicaría diferentes vías en la 

regulación en el mecanismo o mecanismos de resistencia a cisplatino, lo cual sería 

mayormente evidenciado en A427. Con base en ello, la función de un mismo miRNA 

puede estar inhibida o alterada en respuesta a la resistencia a cisplatino. Tal es el 

caso de miR-130a, cuya expresión en líneas celulares de carcinoma hepatocelular 

resistentes a cisplatino es fuertemente inducida, y, disminuida en líneas celulares 
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de cáncer de ovario resistentes a cisplatino (Xu et al., 2012; Zhang et al., 2013). De 

igual modo, se ha reportado la participación de miR-181 como oncomiR en cáncer 

de próstata regulando negativamente la expresión de DAX1, y con función 

supresora de tumor en NSCLC mediante la regulación de Bcl-2 (Tong et al., 2014; 

Huang et al., 2015). Por tal motivo, los miRNAs pueden tener una función dual de 

acuerdo al contexto de resistencia o tipo celular, tal como se observa en los modelos 

establecidos en este trabajo.  

Inicialmente, miR-374 fue propuesto como control endógeno normalizador junto con 

U6; sin embargo, resultó ser el miRNA promedio con mayor tasa de cambio en los 

4 líneas celulares. Recientemente, ha sido reportada la participación miR-374 junto 

miR-130a en la regulación de la resistencia a cisplatino en la línea celular A2780 de 

cáncer de ovario. Mediante ensayos de análisis funcional a partir de la transfección 

con un mimic de miR-374 y miR-130a, se redujo la sensibilidad a cispaltino en 

A2780; de manera contraria, la inhibición de ambos miRNAs en la línea celular 

resistente A2780/DDP potenció el efecto citotóxico del fármaco, permitiendo así, 

evidenciar el papel de miR-374 en la resistencia a cisplatino. (Li et al., 2015). 

Además, miR-374 ha sido reportado como un oncomiR que favorece la proliferación, 

migración e invasión celular mediante la regulación de SRCIN1 en cáncer gástrico 

(Xu et al., 2015), así como un promotor de la proliferación celular en cáncer de 

esófago (mediante la supresión de Axin2) y en osteosarcoma a partir de la 

subexpresión de FOXO1 (Wang et al., 2015; He et al., 2015). Con base en las 

recientes evidencias, y a los resultados obtenidos en este trabajo, miR-374 es 
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propuesto como un miRNA clave en la quimioresistencia y demás procesos del 

cáncer, que hasta hace poco, permaneció poco estudiado. 

Por otra parte, miR-543 resultó ser el segundo miRNA promedio en ser 

desreguladoen los líneas celulares resistentes. Una característica interesante, de 

acuerdo al análisis de predicción de miRanda, es que miR-543 podría regular el 

mensajero de TWIST1 en la misma región donde se une la familia miR-181 (a-d). 

En líneas celulares CAL27 de carcinoma de células escamosas de lengua 

resistentes a cisplatino, se encontró que la subexpresión de miR-181a y 

sobreexpresión de TWIST1 contribuyen a la quimioresistencia a cisplatino. 

Mediante la restauración transitoria de la expresión de miR-181a, a través de la 

transfección de su mimic, se pudo revertir el fenotipo resistente que fue 

acompañado de la inhibición de TWIST1 (Liu et al., 2013). Con base en ello, 

estudios en cáncer endometrial, se ha reportado que miR-543 suprime la capacidad 

oncogénica mediante la regulación de TWIST1 y FAK (Bing et al., 2014). Por tal 

motivo, miR-543, al igual que lo reportado por Liu et al., pudiera participar de manera 

importante en la resistencia a cisplatino mediante la regulación negativa de TWIST1 

en A427 cis-R. Así mismo, miR-543 es desregulado en cultivos de esferoides 

derivados de líneas celulares de cáncer de mama. Los esferoides destacan por la 

expresión de genes asociados a la autorenovación y quimioresistencia. Mediante 

análisis por microarreglos, se identificaron 37 miRNAs diferencialmente expresados, 

dentro de los cuales, miR-543 fue subexpresado junto con otros 12 miRNAs más 

(entre ellos, miR-145 y miR-181a) (Feifei et al., 2012). De manera contraria, miR-

543 ha sido reportado con función de oncomiR en carcinoma hepatocelular, cáncer 
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de ovario y adenocarcinoma gástrico (Yu et al., 2014; Song et al., 2015; Li et al., 

2015). Por tal motivo, en los modelos de A549, INER51 e INER37, la capacidad de 

oncogen de miR-543, pudiera favorecer el establecimiento de la resistencia a 

cisplatino.  

El tercer miRNA que resultó ser mayormente desregulado en los líneas celulares 

fue miR-487a. Actualmente, no hay reportes sobre su participación en la resistencia 

a cisplatino; sin embargo, se ha evidenciado su participación en la resistencia a 

mitoxantrona en células MCF-7 a partir de la regulación de ABCG2. Células MCF-

7/MX (resistentes a mitoxantrona) son caracterizadas por presentar elevados 

niveles de expresión de ABCG2. Mediante análisis de predicción, los autores 

determinaron que miR-487a era un posible blanco regulador de ABCG2. La 

expresión ectópica de miR-487a mediante la transfección de su mimic, redujo 

significativamente la expresión de ABCG2 aumentando la toxicidad de mitoxantrona 

sugiriendo que miR-487a regula la resistencia a mitoxantrona mediante la 

regulación negativa de ABCG2 (Ma et al., 2013). Así mismo, la concentración 

interna del fármaco es uno de los principales mecanismos de resistencia a 

cisplatino, lo cual es acompañado de la alta expresión de genes como ABCG2 

(Reed et al., 2011), por tal motivo, la sobreexpresión de miR-487a en A427 cis-R, 

pudiera incrementar la apoptosis inducida por cisplatino de manera similar a lo 

reportado por Ma y colaboradores.  

Otro de los miRNAs que resultó mayormente desregulado fue miR-221. MiR-221, 

junto con miR-222, han sido ampliamente reportados por su papel en diferentes 

procesos del cáncer de diversos tumores (Liu et al., 2015; Goto et al., 2015; Hung 
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et al., 2015; Zhao et al., 2015; Khella et al., 2015; Wang et al., 2015; Bazot et al., 

2015). Los resultados de sobreexpresión de miR-221 obtenidos en los líneas 

celulares de A549, INER51 e INER37, son similares a los reportados por diversos 

autores en la resistencia a cisplatino. En osteosarcoma, miR-221 induce la 

sobrevivencia celular y resistencia a cisplatino mediante la regulación de la vía 

PI3K/Akt. Aquí, mediante la transfección del mimic de miR-221, en las líneas 

celulares SOSP-9607 y MG63 condujo a la disminución del efecto citotóxico de 

cisplatino. Así mismo, la inhibición de miR-221 en los mismo líneas celulares, 

sensibilizaron la apoptosis mediada por cisplatino. Finalmente, los autores mediante 

ensayos de luciferasa determinaron que miR-221 regula negativamente a PTEN 

para activar la vía PI3K/Akt (Zhao et al., 2013). Así mismo, la supresión PTEN por 

miR-221 en cáncer de mama, induce la resistencia a TRAIL, lo cual favorece la EMT 

(Wang et al., 2014). Por otro lado, mediante un perfil de expresión miRNAs por 

microarreglo, un total de 103 miRNAs fueron diferencialmente expresados en un 

modelo celular de MCF7 resistente a cisplatino. Entre estos miRNAs, miR-221/miR-

222 resultaron ser significativamente desregulados junto con miR-146a, miR-10a, 

miR-345, miR-200b y miR-200c. Los autores determinaron que los miRNAs 

diferencialmente expresados están involucrados en el control de señalizaciones 

celulares, sobrevivencia celular, metilación del DNA e invasividad. La elevada 

expresión de miR-221 fue asociada con la regulación negativa de p27, p57 y ER-

alfa que fue relacionado con la sobrevivencia celular y falta de respuesta a 

estrógeno (Pogribny et al., 2010). Hasta el momento, no hay evidencia sobre la 

participación de miR-221 en la resistencia a cisplatino en cáncer de pulmón. Sin 

embargo, se ha reportado elevada expresión de miR-221 junto con miR-222 en 
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células NSCLC (A549, CALU-1 y H460) resistentes a TRAIL mediante la regulación 

negativa de Kit y p27kip1 (Garofalo et al., 2008). 

MiR-361 fue uno de los miRNAs con mayor tasa de cambio entre los modelos A549 

y A427. Actualmente, no hay reportes de miR-361 en la quimioresistencia; sin 

embargo, en un trabajo publicado por Koutova y colaboradores, se analizo 

cuantitativamente la expresión de miR-361 en conjunto de miR-199b-5p, miR- 301b, 

miR-326, miR-625 y miR-655 en muestras de plasma de individuos diagnosticados 

con leucemia mieloide aguda en contraste de individuos clínicamente sanos. Estos 

miRNAs mostraron ligeros cambios en su nivel de expresión comparado con plasma 

de individuos sanos y abundantemente expresados en pacientes al momento del 

diagnóstico. Así mismo dichos autores, reportan que posterior a la quimioterapia, 

estos miRNAs disminuyeron en pacientes. Mientras que, en sólo 1 de 8 pacientes 

que no respondió a la quimioterapia, fueron detectados elevados niveles de 

expresión de miR-361 evidenciando su posible participación en la quimioresistencia 

en individuos con leucemia mieloide aguda (Koutova et al., 2015). La función de 

miR-361 como oncomiR ha sido previamente descrita por su participación en el 

fenómeno de la EMT en cáncer de cérvix en conjunto con AEG1, Sam-68 y FTS 

(Qureshi et al., 2015) facilitando la progresión tumoral e invasión a través de la EMT 

inhibiendo a E-cadherina (Wu et al., 2013). En contraste, se ha establecido la 

participación de miR-361 con función supresora de tumor inhibiendo la metástasis 

en cáncer de colon y gástrico mediante la regulación de negativa de SND1 (Ma et 

al., 2015), regulando negativamente a STAT6 en cáncer de próstata (Liu et al., 

2014), inhibiendo la angiogénesis en mieloma cuando la expresión de AGO2 no está 
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alterada (Wu et al., 2014), en carcinoma de células escamosas cutáneo mediante 

la subexpresión de VEGFA (Kanitz et al., 2012) e incrementando la apoptosis 

mediante la regulación negativa de caspasa 3/7 induciendo arresto del ciclo celular 

en la fase S (Du et al., 2013). Con base en lo anterior, los líneas celulares de cancer 

pulmonar A549, INER51 e INER37 al presentar elevada expresión de miR-361, 

probablemente ayudaría a favorecer un mecanismo de resistencia asociado a la 

EMT, inhibiendo entre otros blancos, a E-cadherina (Wu et al., 2013). Mientras que 

el modelo celular A427, fue el único que presentó bajos niveles de expresión de 

miR-361, sugiriendo que la baja expresión de este miRNA podría favorecer el 

aumento en la expresión de GLI1, cuya predicción in silico señala como probable 

blanco post-transcripcional. Lo anterior correlacionaria con antecedentes de nuestro 

grupo respecto del eje de expresión MEOX2-GLI1, involucrado en la 

quimioresistencia en cáncer pulmonar (Armas López L, et al., 2016).  

miR-145 fue el único miRNA que, en promedio, resultó negativamente expresado 

en los líneas celulares resistentes. Inicialmente, miR-145 fue seleccionado de 

acuerdo a la capacidad regulatoria de OCT4 (Xu et al., 2009); sin embargo, no fue 

posible establecer relación entre miR-145 y el mRNA de OCT4 en los análisis de 

predicción, a pesar que éste se llevó a cabo de igual manera en miRanda como Xu 

y colaboradores. En cáncer de pulmón, la subexpresión de miR-145 es asociada a 

carcinoma pobremente diferenciado y  bajo pronóstico de vida en muestras de tejido 

tumoral de NSCLC (Shen et al., 2015). Los autores proponen a miR-145 como un 

útil marcador pronóstico que puede ser usado para predecir pobre diferenciación, 

quimioresistencia y una tasa de sobrevida más corta. Los resultados obtenidos por 
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estos autores, coincide con lo obtenido en la línea celular A427, INER51 e INER37 

(réplica 1) donde la expresión de miR-145 es reducida. Con base en ello, se sugiere 

que miR-145 podría actuar como un gen supresor de tumor al inhibir la función de 

OCT4 como ha sido reportado previamente (Yamaguchi et al., 2011; Sripathi et al., 

2012; Wang et al., 2013).  En contraste, miR-145 ha sido altamente expresado en 

NSCLC resistente a cisplatino con baja expresión de CDK6 (Bar et al., 2015). Aquí, 

los autores indujeron la resistencia a cisplatino en la línea celular Calu6 y 

compararon el perfil de expresión de miRNAs mediante ensayos por microarreglos. 

La modulación de miR-145 por sí sola no afectó la sensibilidad a cisplatino. CDK6, 

al ser un potencial blanco de miR-145 se encontró subexpresado en las células 

resistentes; sin embargo, su subexpresión no fue causada directamente por  miR-

145. Posteriormente se determinó que la inhibición de CDK6 antagoniza la 

citotoxidad de cisplatino sugiriendo evitar inhibir a CDK6 durante el tratamiento la 

terapia con cisplatino. De acuerdo a lo reportado por estos autores, la expresión de 

miR-145 puede ser sobreexpresada en líneas celulares resistentes a cisplatino 

como lo observado en A549 cis-R. Con base en lo anterior, diferentes trabajos 

describen a miR-145 como un miRNA con capacidad de actuar con función 

supresora o a favor de la resistencia a cisplatino. Los líneas celulares establecidos 

en este trabajo, permiten observar un comportamiento similar a  lo reportado por 

diferentes autores.  

miR-301a fue un miRNA altamente desregulado en A427 cis-R e INER51 cis-R. El 

papel de miR-301a como oncomiR, ha sido ampliamente reportado por su 

participación diferentes tipos de cáncer regulando negativamente a RUNX3 en 
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cáncer gástrico (Wang et al., 2013), activando la vía de señalización Wnt/beta-

catenina en cáncer de mama mediante la inhibición de PTEN (Ma et al., 2014), 

promoviendo la migración e invasión en cáncer de colon regulando a la baja a 

TGFBR2 (Zhang et al., 2014) y SOCS6 (Fang et al., 2015), entre otros. Actualmente, 

hay pocos trabajos respecto a la participación de miR-301a en la quimioresistencia. 

En células de osteosarcoma, miR-301a modula la resistencia a doxorubicina 

regulando negativamente la expresión de AMPK alfa 1, donde su inhibición en 

células quimioresistentes, sugiere que su sobreexpresión es asociada a la 

resistencia a doxorubicina (Zhang et al., 2015). Por otro lado, en células de cáncer 

pancreático, miR-301a es altamente expresado activando la vía de NF-kB (Lu et al., 

2011). Así mismo, la vía NF-kB es fuertemente asociada a la quimioresistencia a 

cisplatino en NSCLC (Heavey et al., 2014). De acuerdo a los antecedentes de 

nuestro grupo de investigación, MEOX2 participa de manera importante en la 

resistencia a cisplatino en NSCLC. Hasta el momento, no se ha evaluado la 

participación de miR-301a y MEOX2 en la resistencia a cisplatino a través de la 

activación de NF-kB. MEOX2 regula la actividad de NF-kB en células vasculares 

endoteliales a través de la interacción con p65 IkappaBbeta (Chen et al., 2010), y 

miR-301a es frecuentemente sobreexpresado en carcinoma hepatocelular 

modulando la expresión de NF-kB mediante la regulación negativa de MEOX2 (Zhou 

et al., 2012); por lo cual, la asociación entre miR-301a-MEOX2-NF-kB podría 

describir un mecanismo aún no reportado en la resistencia a cisplatino en NSCLC.  

Finalmente, miR-217 fue uno de los miRNAs desregulados en este estudio. 

Recientemente, en células de cáncer de mama, se determinó que miR-217 induce 



102 
 

a la quimioresistencia e invasión regulando negativamente la vía PTEN inhibiendo 

la actividad de las caspasas 3/7 (Zhang et al., 2015). En contraste, la expresión de 

miR-217 es sobreregulada posterior al tratamiento con quercetina/cisplatino en 

células 143B de osteosarcoma, lo cual es acompañado de bajos niveles de KRAS 

a nivel de mensajero y proteína. La inhibición de miR-217 mostró menor efecto al 

tratamiento de quercetina/cisplatino indicando un papel clave durante la sensibilidad 

al tratamiento (Zhang et al., 2015). Sin embargo, de igual modo como algunos otros 

miRNAs aquí descritos, miR-217 ha sido reportado con función dual en cáncer. 

Además de su participación en la resistencia y sensibilidad al tratamiento 

oncológico, miR-217 es subexpresado junto con miR-646 en osteosarcoma, lo cual 

es asociado a progresión, metástasis y mal pronóstico (Azam et al., 2015). Así 

mismo, en un trabajo publicado por Xi y colaboradores, se determinó  que miR-217 

es subexpresado en células inmortalizadas de epitelio de esófago y 

adenocarcinoma de esófago cuando son sometidas a condensado de humo tabaco. 

Mediante diferentes ensayos de validación de miRNA-mRNA, se demostró la 

interacción de miR-217 a KLK7 implicado en la formación de adenocarcinoma de 

esófago. A partir de análisis epigenéticos, se demostró que el condensado de humo 

tabaco además de reprimir a miR-217, coincidió con hipermetilación dependiente de 

DMT3b y un descenso en la ocupación del factor nucleolar 1 en el locus de miR-217 

(Xi et al., 2015). Por otro lado, en cáncer gástrico, miR-217 actúa con función 

supresora inhibiendo a GPC5 (Wang et al., 2015) así como a EZH2 (Chen et al., 

2015). Al inicio de este trabajo, y de acuerdo al análisis de predicción, miR-217 se 

consideró como un probable regulador de EZH2, quedando evidenciado por lo 
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establecido por Chen y colaboradores. Sin embargo, no ha sido establecida una 

asociación de miR-217-EZH2 en la resistencia a cisplatino en cáncer de pulmón.   
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CONCLUSIONES 

 
I. Nuestros resultados sugieren que miR-374 (inicialmente propuesto como 

control endógeno), resultó el miRNA con mayor índice de cambio de 

expresión, siendo éste el primer reporte que demuestra la probable 

asociación de miR-374 en la quimioresistencia a cisplatino en cáncer 

pulmonar. 

II. El perfil de expresión de miR-301a, miR-543, miR-487a, miR-361a, miR-221, 

miR-217 y miR-374 en todos los líneas celulares quimioresistentes excepto 

A427, resultaron sobreexpresados con respecto a sus líneas celulares 

parentales, sugiriendo una posible función oncomiR que favorece la 

resistencia a cisplatino. De manera contraria, miR-145 fue el único miRNA 

que resultó con bajo índice de expresión.  

III. En contraste, el perfil de expresión de miRNAs aquí propuesto resultó 

subexpresado en el modelo celular A427 quimioresistente, indicando una 

posible función supresora, en contraste a lo observado en los 3 líneas 

celulares de cáncer pulmonar estudiados. 

IV. De acuerdo a los resultados preliminares obtenidos a nivel de proteína, 

MEOX2 resultó más expresado en A549 cis-R respecto a su parental. Esto 

concuerda con los datos publicados previamente por nuestro grupo de 

investigación donde se reporta la sobreexpresión de MEOX2 en la 

quimioresistencia. 

V. A nivel de proteína, ABCG2 resultó subexpresado en A549 cis-R y A427 cis-R 

respecto a sus parentales, lo cual contrasta con lo reportado actualmente.  
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VI. En el modelo de A427, la reducción de la expresión de ABCG2 a nivel de 

proteína se correlaciona con elevados niveles de miR-487, indicando una 

posible vía de regulación de ABCG2 a través de miR-487. 
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9. PERSPECTIVAS 

Para evidenciar aun más la participación de los miRNAs incluidos en este estudio, 

se requiere realizar ensayos de análisis funcional mediante la transfección de 

inhibidores (antagomiR) o mimics que permitan consolidar el papel de alguno de 

estos miRNAs en la quimioresistencia. 

Así mismo, como estrategia para inhibir la sobreexpresión de los miRNAs en la 

quimioresistencia, se sugiere llevar a cabo estudios con lncRNA circulares (RNAS 

esponja) que incluyan las regiones semilla de los miRNAs que se deseen silenciar; 

el cual a su vez, sea capaz de inhibir más de un miRNA. 

Por otro lado, la restauración de la expresión de aquellos miRNAs que se 

encuentren silenciados o subexpresados, se puede llevar a cabo mediante el diseño 

y de construcciones que permitan aumentar la expresión de miRNAs con función 

supresora. Estas construcciones pueden basarse en el principio del modelo 

GAL4/UAS, donde la región promotora sería activada en presencia de alguno de los 

genes que participan en la quimioresistencia, de este modo, la expresión del gen 

induciría la producción de su propio miRNA regulador evitando así, su expresión y 

atenuando el proceso de quimioresistencia. 
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