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TÉRMINO DEFINICIÓN

Exosomas Vesículas extracelulares de 30–150 nm secretadas por células,

que transportan proteínas, lípidos y ARN para mediar

comunicación intercelular.

hBMSCs Células madre mesenquimales derivadas de médula ósea

humana, con propiedades regenerativas e

inmunomoduladoras.

PTCSC3 ARN largo no codificante con función supresora tumoral,

implicado en la modulación de vías de señalización como

Wnt/β-Catenina.

LUAD Adenocarcinoma pulmonar, el subtipo más común de cáncer

de pulmón no microcítico (NSCLC).

Erlotinib Inhibidor de tirosina quinasa dirigido contra EGFR, utilizado

en el tratamiento del cáncer de pulmón con mutaciones

activadoras de EGFR.

Wnt/β-Catenina Vía de señalización celular que regula la proliferación,

diferenciación y apoptosis; frecuentemente alterada en

tumores.

GW4869 Inhibidor de la biogénesis de exosomas mediante la inhibición

de la neutral esfingomielinasa.

qRT-PCR Técnica de amplificación de ADNc que permite la



cuantificación de ARN en tiempo real mediante fluorescencia.

Western Blot Técnica de laboratorio para detectar proteínas específicas en

una muestra mediante anticuerpos.

Transfección lentiviral Método de transferencia genética basado en vectores virales

derivados de lentivirus para expresar o silenciar genes.

NTA (Análisis por

nanopartículas)

Técnica para medir el tamaño y concentración de partículas

en suspensión, como exosomas.

TEM (Microscopía electrónica

de transmisión)

Técnica de imagen de alta resolución para observar la

morfología ultrastructural de células y vesículas.

CCK-8 Ensayo colorimétrico para evaluar la viabilidad celular basado

en la actividad metabólica.

Apoptosis Muerte celular programada, proceso fundamental en la

homeostasis tisular y respuesta a fármacos antitumorales.

Eje PTCSC3/Wnt/β-Catenina Mecanismo molecular propuesto en la tesis por el cual los

exosomas derivados de hBMSCs revierten la resistencia a

Erlotinib en LUAD.

YAP Proteína asociada a Yes; un coactivador de transcripción

implicado en la regulación del crecimiento celular y la

tumorogénesis.

TAZ Transductor con dominio WW relacionado con YAP; regula

la proliferación, diferenciación y mantenimiento de células

madre.
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RESUMEN

1

RESUMEN



RESUMEN

2

La resistencia adquirida a inhibidores de tirosina quinasa (TKIs), como el erlotinib, representa un

desafío clínico importante en el tratamiento del adenocarcinoma pulmonar (LUAD). Este estudio

evalúa el uso de exosomas derivados de células madre mesenquimales de médula ósea humana

(hBMSCs), cargados con el ARN largo no codificante PTCSC3, como estrategia para revertir

dicha resistencia. Los análisis funcionales mostraron una disminución en la actividad de

β-catenina y de sus dianas oncogénicas, restaurando la sensibilidad al fármaco. Estos resultados

proponen una nueva vía terapéutica basada en la modulación epigenética mediante exosomas,

con potencial aplicación clínica previa validación in vivo.

Palabras clave: adenocarcinoma pulmonar, resistencia a erlotinib, exosomas, PTCSC3,

señalización Wnt / β-catenina, lncRNA
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ABSTRACT



ABSTRACT

4

Lung adenocarcinoma (LUAD) patients frequently develop resistance to tyrosine kinase

inhibitors (TKIs), such as erlotinib, limiting treatment efficacy. In this study, we investigated the

potential of exosomes derived from hBMSCs, loaded with the long non-coding RNA PTCSC3,

to reverse erlotinib resistance. Functional assays revealed that these exosomes downregulated

β-catenin and its downstream targets, restoring drug sensitivity in LUAD cells. Our findings

highlight a novel therapeutic strategy using exosomal PTCSC3 to target the Wnt / β-Catenina

signaling pathway and overcome acquired resistance. Further in vivo validation is needed to

explore its clinical application.

Keywords: lung adenocarcinoma, erlotinib resistance, exosomes, PTCSC3, Wnt / β-Catenina,

lncRNA
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1. Epidemiología del adenocarcinoma pulmonar

1.1 Incidencia global y carga de mortalidad

El adenocarcinoma pulmonar (LUAD) representa un desafío significativo para la salud

pública mundial, siendo la principal causa de incidencia y mortalidad por cáncer a nivel mundial.

Según los datos de 2020 de la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC), se

registraron aproximadamente 2.2 millones de nuevos casos de cáncer de pulmón en todo el

mundo, lo que representa el 11.4% de todos los casos de cáncer, y alrededor de 1.8 millones de

muertes (18.0%), ambos los más altos entre los tumores malignos [1]. Cabe destacar que la tasa de

mortalidad por cáncer de pulmón (18.6 por cada 100,000) es significativamente más alta que la

tasa de incidencia (22.4 por cada 100,000), lo que refleja su pronóstico desfavorable.

Geográficamente, Europa del Este (por ejemplo, Hungría, Serbia) y Asia Oriental (por ejemplo,

China, Mongolia) son áreas de alta incidencia, con tasas de incidencia estandarizadas por edad

(ASIR) superiores a 40 por cada 100,000, mientras que las regiones de África Occidental (por

ejemplo, Níger) tienen tasas inferiores a 5 por cada 100,000 [1]. Estas disparidades están

estrechamente relacionadas con la prevalencia del tabaquismo, los niveles de industrialización y

la contaminación del aire.

1.2 Características de la distribución por población

Diferencias de sexo. Tradicionalmente, la tasa de incidencia en hombres es

significativamente más alta que en mujeres (ASIR hombres: 31.5 vs. mujeres: 14.6), pero la tasa

de incidencia en mujeres ha aumentado significativamente en los últimos años. En algunos países

desarrollados (por ejemplo, Estados Unidos), la tasa de mortalidad por cáncer de pulmón en
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mujeres ha superado la del cáncer de mama [2].

Tendencias por edad. La incidencia máxima ocurre entre los 60 y 75 años, representando

más del 70% de los casos totales, pero la tasa de incidencia en personas menores de 50 años está

aumentando, posiblemente relacionada con mutaciones genéticas (por ejemplo, EGFR) y nuevas

exposiciones ambientales [3].

Estratificación socioeconómica. Los grupos de bajos ingresos tienen tasas de mortalidad

más altas que los grupos más acomodados (2-3 veces más altas) debido a exposiciones

ocupacionales (minería, construcción) y un acceso limitado a servicios de salud [1].

1.3 Tendencias temporales y efectos de la prevención

Los países desarrollados han logrado resultados significativos a través de políticas de

control del tabaco: la tasa de mortalidad por cáncer de pulmón en hombres en Estados Unidos ha

disminuido un 54% desde 1990, y en mujeres un 30% desde 2002 [4].

Por el contrario, las tasas de tabaquismo siguen siendo altas en los países en desarrollo

(por ejemplo, la tasa de tabaquismo en hombres chinos es del 52.1%), lo que lleva a un aumento

continuo de la carga del cáncer de pulmón. Las innovaciones en la tecnología de cribado (por

ejemplo, la tomografía computarizada de baja dosis) han incrementado la tasa de diagnóstico

temprano al 24%, pero la cobertura global de cribado sigue siendo inferior al 15%, especialmente

en áreas con pocos recursos [5].

1.4 Análisis de factores de riesgo

Tabaquismo. Sigue siendo la causa principal, contribuyendo al 85% de las muertes por

cáncer de pulmón, pero la proporción de cáncer de pulmón en no fumadores ha aumentado al

10-25%, siendo especialmente significativa en mujeres asiáticas [6].
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Exposición ambiental. Por cada aumento de 10μg / m³ en PM2.5, el riesgo de cáncer de

pulmón aumenta en un 9% [7].

Susceptibilidad genética. Los estudios de asociación de todo el genoma (GWAS) han

encontrado que los loci CHRNA3 y TERT aumentan significativamente el riesgo [8].

1.5 Carga de la enfermedad y desafíos políticos

El cáncer conduce a más de 34 millones de años de vida ajustados por discapacidad

(DALYs) globalmente cada año, con una carga económica que supera los 180,000 millones de

dólares.

Aunque la Convención Marco de la OMS para el Control del Tabaco se ha implementado

en 182 países, la tasa de implementación de políticas en los países de ingresos bajos y medianos

es inferior al 40%.

Además, las disparidades regionales en la prevalencia de terapias dirigidas (por ejemplo,

las tasas de detección de EGFR alcanzan el 80% en Europa y América, pero menos del 10% en

África) agravan las desigualdades en la supervivencia (tasa de supervivencia a 5 años: 22% en

Estados Unidos frente al 3.7% en India).

2. Tratamiento del LUAD

2.1 LUAD en etapa temprana

El estándar de tratamiento para los pacientes con cáncer de pulmón no microcítico

(NSCLC) en etapas I y II, así como para algunos pacientes seleccionados con etapa IIIA, es la

resección quirúrgica. Tras la resección, los pacientes pueden recibir terapia sistémica adyuvante.

En el meta-análisis de la Evaluación de Cisplatino Adyuvante en Cáncer de Pulmón (LACE), los



9

pacientes con NSCLC completamente resecados recibieron terapia sistémica adyuvante con

cisplatino. El beneficio de la terapia adyuvante varía, con una reducción del 3% en el riesgo de

muerte a los 5 años para pacientes con estadio IB (tumores ≥4 cm). Cabe señalar que el beneficio

para los pacientes con estadio IB solo aplica a aquellos con alto riesgo de recurrencia. La

quimioterapia adyuvante muestra un beneficio del 13% en el cáncer de pulmón en estadio III en

comparación con la falta de quimioterapia [9]. La quimioterapia adyuvante generalmente consiste

en cuatro ciclos de quimioterapia combinada con cisplatino, aplicada a NSCLC completamente

resecado en estadio IB (alto riesgo) hasta estadio IIIA [10].

A pesar del uso de quimioterapia postoperatoria, aproximadamente la mitad de los

pacientes con estadio IB (tumores ≥4 cm) y aproximadamente tres cuartas partes de los pacientes

con cáncer de pulmón en estadio IIIA experimentan recurrencia con enfermedad metastásica [9].

Antes de 2020, no había ningún tratamiento sistémico adicional tras la quimioterapia adyuvante.

Recientemente, los datos sobre terapia adyuvante adicional con inmunoterapia o inhibidores

orales de tirosina quinasa (TKIs) han puesto en cuestión el estándar de tratamiento actual.

Osimertinib, un inhibidor de tirosina quinasa oral de tercera generación, se une

selectivamente a las mutaciones impulsadas por EGFR y a las mutaciones de resistencia T790M

de EGFR [11]. Está aprobado para el tratamiento adyuvante de NSCLC completamente resecado

en estadio II y III. El ensayo fase III ADAURA evaluó el papel del tratamiento adyuvante con

osimertinib frente a placebo durante hasta 3 años [11]. Los pacientes deben haber tenido NSCLC

completamente resecado en estadio IB (tumores >3 cm) hasta estadio IIIA con deleciones en el

exón 19 de EGFR o mutaciones en el exón 21 L858R. El estudio reportó una mejora absoluta del

37% en la supervivencia libre de enfermedad (DFS) a los 2 años y una mejora relativa del 80%

en la DFS a los 2 años [12]. Dada la eficacia de la inmunoterapia en enfermedades en estadio III y
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IV, hay un creciente interés en su aplicación en el contexto adyuvante. IMpower010 demostró la

eficacia de atezolizumab adyuvante en pacientes con NSCLC de estadio IB (tumores ≥4 cm) a

estadio IIIA que se sometieron a cirugía y hasta cuatro ciclos de quimioterapia adyuvante [12]. En

un análisis preliminar de pacientes con NSCLC en estadio II-IIIA y aquellos con ≥1% de células

tumorales de PD-L1, 16 ciclos de atezolizumab resultaron en una mejora relativa del 44% en la

DFS a los 3 años en comparación con el mejor tratamiento de apoyo [13]. Varios otros ensayos

clínicos que evalúan TKIs orales o inmunoterapia adyuvante están en curso. El estudio más

esperado en Canadá es BR31, un ensayo fase III controlado con placebo que investiga

durvalumab adyuvante en NSCLC completamente resecado [14].

Aunque los datos de supervivencia global (OS) de ADAURA y IMpower010 aún no han

sido reportados, la quimioterapia como único tratamiento adyuvante para NSCLC

completamente resecado en estadio IB (tumores ≥4 cm) hasta estadio IIIA podría estar quedando

obsoleta. Todos los clínicos que tratan cáncer de pulmón resecable deben tener la oportunidad de

inscribir a los pacientes en ensayos clínicos que evalúen el papel de la inmunoterapia adyuvante

o la terapia con TKI oral.

2.2 Cáncer de pulmón no microcítico en estadio III (NSCLC)

El NSCLC en estadio III representa aproximadamente el 20% de los casos en el

diagnóstico inicial y se refiere a cualquier tumor que se haya metastatizado a los ganglios

linfáticos mediastínicos (cualquier estadio T, N2) o tumores grandes que puedan involucrar

ganglios linfáticos regionales (T3N1 y T4N0) [15]. El NSCLC en estadio III es una enfermedad

heterogénea, y el tratamiento varía dependiendo de la carga tumoral, los síntomas y los factores

del paciente. La cirugía para el NSCLC en estadio III es controvertida. El tratamiento llamado

"trimodalidad", que incluye quimioterapia neoadyuvante y radioterapia seguida de cirugía, puede
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considerarse en un subconjunto de pacientes con afectación de ganglios linfáticos mediastínicos

unilaterales. En el estudio Intergroup 0139, los pacientes cuya enfermedad era susceptible a

lobectomía mostraron un beneficio significativo de supervivencia con la adición de cirugía

después de quimioterapia y radioterapia preoperatorias. Los pacientes que requerían

neumonectomía no demostraron el mismo beneficio debido a la mayor mortalidad perioperatoria

[16]. La selección de pacientes para cirugía es crítica y debe realizarse preferiblemente en un

formato multidisciplinario.

La mayoría de los pacientes con NSCLC en estadio III se consideran irresecables debido

a la selección de pacientes, la carga tumoral o los malos resultados quirúrgicos. El tratamiento

multimodal, que incluye quimioterapia y radioterapia, administrados de manera concurrente o

secuencial, ofrece a los pacientes las mejores oportunidades de supervivencia a largo plazo. La

supervivencia es mejor con quimioterapia y radioterapia concurrentes que con administración

secuencial [17]. Los pacientes deben tener un buen estado de salud y ser capaces de tolerar

múltiples modalidades de tratamiento. Los efectos secundarios comunes incluyen esofagitis,

toxicidad hematológica y neumonitis. Para los pacientes con un estado de salud límite, una

alternativa es el tratamiento secuencial con quimioterapia seguido de radioterapia. Con este

enfoque, la tasa de supervivencia a 5 años es aproximadamente del 10% [17].

Durante muchos años, la investigación ha intentado mejorar la quimioterapia combinada

con radioterapia para el NSCLC en estadio III irresecable. Aumentar el número de ciclos de

quimioterapia y las dosis de radioterapia no ha mejorado la supervivencia global en esta

población de pacientes [18, 19]. Se demostró por primera vez que la inmunoterapia para

pacientes que completaron quimioterapia y radioterapia concurrentes podría mejorar la

supervivencia global. Los últimos avances del ensayo PACIFIC mostraron que el tratamiento de
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consolidación con un año de durvalumab redujo el riesgo de muerte en un 29% en comparación

con el placebo. La tasa de supervivencia global a los 4 años fue del 49.6% para los pacientes que

recibieron inmunoterapia frente al 36.3% para los pacientes que no recibieron inmunoterapia [20].

Se debe realizar una tomografía computarizada de referencia después de la quimioterapia /

radioterapia para descartar neumonitis por radiación y progresión de la enfermedad. El

tratamiento debe iniciarse dentro de los 42 días posteriores a la finalización de la quimioterapia y

la radioterapia. Después de la inmunoterapia, existe un mayor riesgo de disfunción tiroidea y un

pequeño, pero clínicamente relevante, riesgo de neumonitis [21]. Durvalumab se administra cada

dos semanas, pero algunas provincias han aprobado la administración en un ciclo de 28 días para

reducir la carga de viajes y la posible exposición durante la pandemia de COVID-19.

Dado el mal pronóstico y la alta tasa de recurrencia local en el NSCLC en estadio III, hay

un renovado interés en las estrategias neoadyuvantes. Por ejemplo, los pacientes con NSCLC en

estadio III que involucran ganglios linfáticos mediastínicos unilaterales o múltiples han recibido

inmunoterapia con durvalumab neoadyuvante y quimioterapia seguida de cirugía. Se logró una

respuesta patológica mayor, definida como menos del 10% de células tumorales viables en el

momento de la cirugía, en el 62% de los pacientes. Un 10% adicional de pacientes tuvo una

respuesta patológica completa [22]. Estos puntos finales se correlacionan con la supervivencia

global, y muchos otros estudios están en curso investigando la incorporación de inmunoterapia

en el contexto neoadyuvante.

2.3 Cáncer de pulmón no microcítico metastásico (MNSCLC)

La mayoría de los pacientes con cáncer de pulmón presentan metástasis a distancia, y

muchos otros experimentan recurrencia temprana o enfermedad avanzada localmente hacia un

entorno metastásico. Los objetivos del tratamiento para el cáncer de pulmón no microcítico
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metastásico son mejorar o mantener la calidad de vida y prolongar la supervivencia global. Se ha

demostrado que la integración temprana de cuidados paliativos no solo mejora la calidad de vida

y reduce la depresión, sino que también mejora la supervivencia global [23]. En cuanto a la terapia

sistémica, las opciones de tratamiento incluyen quimioterapia, terapia dirigida e inmunoterapia.

Todos los tumores no de células escamosas deben someterse a pruebas de mutación de

conductores. Estas mutaciones de conductores deben sospecharse en aquellos con antecedentes

de tabaquismo leves o nulos. Los tumores de histología escamosa diagnosticados en individuos

sin antecedentes de tabaquismo pueden considerar mutaciones de conductores caso por caso. En

general, la terapia dirigida es preferida sobre otras terapias para pacientes con mutaciones de

EGFR, ALK o ROS1 debido a que es más eficaz y menos tóxica. La Asociación Internacional

para el Estudio del Cáncer de Pulmón recomienda probar al menos EGFR, ALK y ROS1, y las

pautas actualizadas también recomiendan probar BRAF, KRAS, MET, NTRK y RET [24, 25].

Esta revisión se enfoca en mutaciones de conductores comunes con objetivos accionables. Para

pacientes sin mutaciones de genes conductores, las opciones de tratamiento incluyen

inmunoterapia con agente único, regímenes de inmunoterapia combinada o solo quimioterapia.

Un resumen del tratamiento de NSCLC metastásico se muestra en la Figura 1 [26].

Figura 1. Tratamiento de primera línea para el cáncer de pulmón no microcítico metastásico.
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2.4 Quimioterapia

La quimioterapia sigue siendo una opción de primera línea para los pacientes que no son

candidatos para regímenes de inmunoterapia de agente único o combinación. Estos pacientes

pueden tener contraindicaciones para la inmunoterapia, como enfermedades autoinmunes

preexistentes, o pueden tener preocupaciones sobre el estado funcional y los riesgos de toxicidad

de la inmunoterapia combinada. Los dobles de platino son comúnmente utilizados en este

contexto. Para el NSCLC, un ejemplo típico es el carboplatino o cisplatino con pemetrexed

durante 4-6 ciclos, seguido de mantenimiento con pemetrexed hasta que ocurra la progresión de

la enfermedad o toxicidad inaceptable. Para el NSCLC escamoso metastásico, un doble de

platino puede consistir en carboplatino o cisplatino con paclitaxel o gemcitabina.

2.4.1 Mutaciones de EGFR

Las mutaciones de EGFR están presentes en aproximadamente el 10% de los casos de

NSCLC en América del Norte y Europa Occidental, y en el 30-50% de los individuos en Asia

Oriental [27]. En el NSCLC avanzado, la presencia de una mutación de EGFR predice

fuertemente la respuesta a los EGFR-TKIs. Los EGFR-TKIs deben ser utilizados como

tratamiento de primera línea, independientemente del estatus de PD-L1, ya que la inmunoterapia

tiene tasas de respuesta muy bajas en pacientes con mutaciones de EGFR. Desde 2017,

osimertinib es el tratamiento de primera línea para pacientes con NSCLC avanzado con

mutaciones sensitizadoras comunes de EGFR en el exón 21 L858R y deleciones en el exón 19,

con o sin la mutación T790M. El ensayo clínico FLAURA comparó la eficacia de osimertinib

frente a gefitinib o erlotinib en el tratamiento de NSCLC avanzado sin tratamiento previo con

mutaciones de EGFR, mostrando una mejora relativa del 54% en la supervivencia libre de

progresión (PFS) y un beneficio absoluto de 6.8 meses en la supervivencia global (OS) [28]. Este
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tratamiento también demostró una mayor eficacia intracraneal y mejor tolerabilidad, con la

conveniencia de la administración oral diaria. El osimertinib se asocia con prolongación del QTc

y disminución de la fracción de eyección, efectos que son reversibles tras la interrupción [29].

Para pacientes con mutaciones raras de EGFR, afatinib ha sido el tratamiento más estudiado.

2.4.2 Reordenamientos de ALK

Los reordenamientos del gen ALK se detectan en el 2-5% de todos los casos de NSCLC

[30]. Estos reordenamientos son sensibles a los ALK-TKIs, con pronósticos medidos en años,

momento en el cual el tratamiento adecuado debe ser iniciado de inmediato. Las metástasis

cerebrales y la enfermedad leptomeníngea son comunes en pacientes con NSCLC avanzado

positivo para ALK; por lo tanto, el tratamiento de primera línea con actividad en el sistema

nervioso central es ventajoso [31]. Los ALK-TKIs deben utilizarse en el tratamiento de primera

línea, independientemente del estatus de PD-L1. Se recomiendan alectinib, brigatinib o lorlatinib

para el tratamiento de primera línea, siendo cada uno de estos fármacos superior en PFS y

actividad en el SNC en comparación con los ALK-TKIs anteriores como crizotinib [31].

Tres estudios compararon la eficacia de alectinib y crizotinib en el entorno metastásico de

primera línea. El estudio japonés J-ALEX, el estudio asiático ALESIA y el estudio global ALEX

mostraron reducciones relativas en el riesgo de progresión o muerte del 66%, 78% y 53%,

respectivamente [32,33]. Los datos de OS siguen siendo inmaduros, con un OS medio no alcanzado

para alectinib en el análisis interino de 5 años del ALEX, mientras que el OS medio fue de 54.7

meses para crizotinib [34].

2.4.3 Reordenamientos de ROS1

ROS1, una tirosina quinasa receptora de la familia del receptor de insulina, está presente
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en aproximadamente el 1-2% de los pacientes con NSCLC [35]. Estos reordenamientos son

sensibles al inhibidor ROS1 / MET crizotinib. La evidencia que respalda el uso de crizotinib para

NSCLC positivo para ROS1 se basa en ensayos clínicos tempranos, que mostraron una tasa de

respuesta objetiva (ORR) del 72% y una duración media de la respuesta de 25 meses [36].

Lorlatinib ha sido aprobado para NSCLC positivo para ALK y parece superar la resistencia

adquirida a crizotinib en pacientes con NSCLC positivo para ROS1 [37]. Entrectinib, un inhibidor

oral de ROS1 / TRK, también ha sido aprobado en Canadá para el tratamiento de NSCLC

positivo para ROS1.

2.4.4 Mutaciones de KRAS

Las mutaciones del oncogén Kirsten rat sarcoma viral (KRAS) se encuentran en varios

tipos de cáncer. Es la mutación conductora más común en el cáncer de pulmón. Las mutaciones

en el codón 12 (mutaciones KRAS G12C) representan casi el 50% de las mutaciones de KRAS y

suelen ocurrir en individuos con antecedentes de tabaquismo en comparación con otras

mutaciones [38]. Considerada anteriormente como un objetivo intratable, los inhibidores

emergentes de KRAS han mostrado promesas en el tratamiento del NSCLC metastásico [38].

Sotorasib es el primer fármaco dirigido desarrollado contra la mutación KRAS G12C. Inhibe

específicamente e irreversiblemente KRAS G12C al bloquearlo en un estado inactivo unido a

GDP. En un estudio fase I de pacientes con NSCLC previamente tratados por mutaciones KRAS

G12C, sotorasib mostró una ORR del 32% y una tasa de control de la enfermedad del 88% [38].

Los eventos adversos más comunes fueron pruebas de función hepática anormales, diarrea,

anemia, hepatitis y hiponatremia. El ensayo CodeBreak 200 evaluará la eficacia de sotorasib

frente a docetaxel en pacientes con NSCLC que hayan recibido al menos una terapia sistémica, y

los tratamientos previos deben incluir quimioterapia basada en platino e inhibidores de puntos de
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control inmunitarios [39].

2.5 Inmunoterapia

La inmunoterapia ha cambiado significativamente el panorama del tratamiento para los

pacientes con NSCLC metastásico. En 2015, el estudio de fase II Checkmate 063 reportó el

primer gran estudio que demostró la actividad de la inmunoterapia en NSCLC. En pacientes con

tratamiento previo intensivo, nivolumab mostró beneficios significativos y toxicidad aceptable

[40]. En los pocos años posteriores, se han desarrollado múltiples estrategias de inmunoterapia.

Algunos pacientes con NSCLC metastásico pueden lograr supervivencia a largo plazo, lo que se

conoce como "la cola de la curva de supervivencia" [41].

La respuesta a la inmunoterapia depende de la expresión de PD-L1 en el tumor. La

expresión de PD-L1 se divide aproximadamente en tres grupos: PD-L1 negativo (<1% de las

células tumorales expresan PD-L1), PD-L1 bajo positivo (1-49%) y PD-L1 positivo (>50%). La

supervivencia y la duración de la respuesta aumentan con la mayor expresión de PD-L1. Para los

pacientes con tumores PD-L1 positivos, la inmunoterapia de agente único ha demostrado ser

consistentemente superior a la quimioterapia en términos de toxicidad y mejora de la

supervivencia. En el estudio KEYNOTE-024, pembrolizumab tuvo una supervivencia media de

26.3 meses, y notablemente, el 31.9% de los pacientes lograron supervivencia a los cinco años, el

nivel más alto en un estudio de fase III hasta la fecha [42]. Estudios similares en pacientes PD-L1

positivos han mostrado que los medicamentos de inmunoterapia atezolizumab y cemiplimab son

más efectivos que la quimioterapia [43,44]. Estos estudios demostraron por primera vez que la

quimioterapia podría evitarse para algunos pacientes con NSCLC metastásico.

Para pacientes con tumores PD-L1 negativos (<1%) o PD-L1 (1-49%), nuevas estrategias

combinadas se han convertido en el tratamiento estándar de primera línea. El estudio
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KEYNOTE-189 asignó aleatoriamente a pacientes con NSCLC no escamoso metastásico a

carboplatino y pemetrexed o el mismo régimen más pembrolizumab. La combinación de

quimioterapia e inmunoterapia resultó en una supervivencia total de 22 meses y una reducción

del 44% en el riesgo de muerte en comparación con la quimioterapia sola [45]. De manera similar,

en el estudio KEYNOTE-407, el uso combinado de quimioterapia y pembrolizumab redujo el

riesgo de muerte en un 36% en pacientes con NSCLC escamoso metastásico. En este estudio, la

quimioterapia incluyó carboplatino y taxano [46]. También se han informado ensayos de

combinaciones de inmunoterapia dual en NSCLC metastásico. En el estudio Checkmate-9LA,

los pacientes con histología no escamosa o escamosa fueron asignados aleatoriamente a recibir

un doblete de platino o ipilimumab y nivolumab, más dos ciclos de terapia con doblete de platino.

El grupo de inmunoterapia dual-quimioterapia tuvo una supervivencia global media de 15.8

meses y una reducción del 28% en el riesgo de muerte en comparación con la quimioterapia sola

[47]. Las combinaciones de inmunoterapia dual no se han comparado directamente con las

combinaciones de quimioterapia-inmunoterapia, y aún está por verse si ciertos subgrupos se

beneficiarán más de un régimen u otro con un seguimiento más largo.

2.6 Identificación y manejo de los efectos adversos relacionados con la inmunoterapia

(iRAEs)

A medida que la inmunoterapia se incorpora en todas las etapas del tratamiento del

cáncer de pulmón, el reconocimiento y manejo de la toxicidad de la inmunoterapia merecen una

atención especial. La toxicidad de la quimioterapia difiere de la de los iRAEs en tres aspectos

importantes.

Primero, los tipos de toxicidad de la inmunoterapia son diferentes. Los iRAEs más

comunes de la inmunoterapia de agente único son erupciones, prurito, diarrea y disfunción
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tiroidea [48]. Para las erupciones leves que no afectan la calidad de vida, generalmente se continúa

la inmunoterapia y se trata con corticosteroides tópicos de fuerza moderada (por ejemplo,

hidrocortisona al 1-2.5%, dos veces al día). Las erupciones moderadas a graves que son

sintomáticas o cubren una gran superficie deben tratarse con un ciclo de esteroides de dos

semanas (por ejemplo, prednisona 0.5 a 1mg / kg). Las erupciones graves que causan

descamación deben tratarse de inmediato con esteroides intravenosos (por ejemplo,

metilprednisolona 1mg / kg) y hospitalización para cuidados de apoyo [49]. La disfunción tiroidea

es común con los fármacos de inmunoterapia y generalmente se puede continuar con un

reemplazo adecuado de tiroides. A menudo, se observa un período de tiroiditis asintomática con

niveles bajos de TSH antes de que se desarrolle hipotiroidismo. El tratamiento para el

hipertiroidismo con inmunoterapia es mucho menos común. La función tiroidea debe ser

revisada cada 3-6 semanas durante el tratamiento. Si tanto los niveles de TSH como de T4 son

bajos, se debe considerar la causa primaria del hipotiroidismo, como la hipofisitis.

Los iRAEs graves merecen ser mencionados porque pueden llevar a la muerte.

Afortunadamente, los eventos fatales son raros, oscilando entre el 0.36% para la inmunoterapia

de agente único y el 1.23% para la inmunoterapia combinada. Los dos iRAEs más comunes que

conducen a la muerte son colitis y neumonitis [50]. El reconocimiento temprano y la

administración oportuna de esteroides pueden reducir el riesgo de eventos fatales. Se debe

sospechar de colitis si un paciente tiene al menos cuatro evacuaciones más que su valor base, a

veces con calambres, distensión abdominal o heces sanguinolentas. Para síntomas moderados,

deben prescribirse corticosteroides orales, y si el paciente no responde al tratamiento dentro de

las 48 horas, puede ser necesario un inmunosupresor adicional con un inhibidor de TNF-α [51].

Diagnosticar neumonitis es complicado porque los síntomas son relativamente inespecíficos y
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pueden imitar la progresión de la enfermedad, neumonía, embolia pulmonar o neumonitis por

radiación. La tos seca y la disnea progresiva son los síntomas más comunes [52]. La combinación

de síntomas y opacidades en vidrio esmerilado u otros cambios difusos en las tomografías

computarizadas fuera del campo de radiación generalmente es suficiente para establecer el

diagnóstico. Algunos expertos abogan por broncoscopía para descartar otras causas, pero el

diagnóstico es clínico y no existe una histopatología definitiva [53]. El manejo es similar a otros

iRAEs. Los síntomas moderados pueden ser tratados con esteroides orales, y los síntomas graves

que requieran hospitalización pueden ser tratados con esteroides intravenosos. Se recomienda

una disminución lenta de al menos 6 semanas, así como seguimiento por imágenes en

aproximadamente el mismo momento para asegurar la resolución o estabilidad de los hallazgos

[53]. Existen múltiples guías para el tratamiento de iRAEs, incluidas las guías canadienses

publicadas por el Centro de Cáncer de Atención, mencionadas a continuación [54]. ASCO y

ESMO también han publicado guías de práctica clínica que detallan estrategias específicas de

manejo para los eventos adversos relacionados con la inmunoterapia [53].

En segundo lugar, la previsibilidad de los iRAEs es menor que la de la quimioterapia. La

inmunoterapia puede afectar prácticamente cualquier órgano. Es importante estar alerta a

cualquier cambio en los síntomas o cambios bioquímicos en los pacientes que reciben

inmunoterapia, ya que la toxicidad puede ocurrir en cualquier momento. La mayoría de las

toxicidades de los iRAEs ocurren en los primeros tres meses de tratamiento, pero la toxicidad

también puede ocurrir más tarde, y es muy probable que el primer iRAE ocurra incluso después

de suspender la inmunoterapia. Las toxicidades que a menudo ocurren al principio del

tratamiento incluyen erupciones, prurito y diarrea / colitis. Las toxicidades posteriores incluyen

hipofisitis y hepatitis [49]. La adición de un inhibidor de CTLA4, como ipilimumab, aumenta el
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riesgo de iRAEs graves y prolonga la duración de la toxicidad, lo que podría requerir una

reducción más prolongada de los esteroides [53]. Los inhibidores de CTLA4, en particular,

aumentan el riesgo de colitis e hipofisitis [55].

Finalmente, el tratamiento de la toxicidad de la inmunoterapia es un proceso activo. Para

manejar los efectos secundarios de la quimioterapia, los oncólogos a menudo utilizan formas

pasivas de manejo, como la reducción de la dosis, la interrupción del tratamiento y el manejo de

apoyo. Los fármacos de inmunoterapia tienen una vida media larga y no suelen reducirse en

dosis ni interrumpirse solo con el propósito de manejar los efectos secundarios. Para los

pacientes con iRAEs graves, la inmunosupresión oportuna es crítica para reducir la morbilidad y,

en algunos casos, incluso la mortalidad. A medida que crece la experiencia con la inmunoterapia,

nuevos datos sugieren que algunos pacientes con iRAEs pueden tener mejores resultados de

supervivencia que aquellos sin iRAEs. Aunque estos datos son principalmente retrospectivos,

puede haber un grupo de pacientes que desarrollen iRAEs graves o múltiples que no requieran

más tratamiento y tengan un pronóstico a largo plazo muy bueno [56-57].

3. LncRNA

El catálogo de ARN no codificantes largos (lncRNAs) está experimentando una

transformación significativa. Los hallazgos recientes destacan que numerosos transcritos de

ncRNA pueden codificar micropeptidos (menos de 100 aminoácidos) que desempeñan roles

funcionales tanto en procesos normales como patológicos, incluido el cáncer [58]. Estos nuevos

datos sugieren que al menos algunos ncRNAs poseen capacidades funcionales tanto codificantes

como no codificantes, o de hecho, son transcritos que codifican péptidos no canónicos. Esto

plantea la pregunta de qué constituye un ncRNA.

Actualmente, los tipos más estudiados de "ncRNAs clásicos" son los microARNs
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(miRNAs), los ARN no codificantes largos (lncRNAs) [59] y los ARN circulares (circRNAs) [60].

Los miRNAs son ARN cortos derivados de estructuras de bucles con tallo más largos que

pueden unirse a y inhibir los ARNm [61]. La biogénesis de los miRNAs es un proceso en

múltiples pasos [62]. Los miRNAs se transcriben como miARN primarios (pri-miRNA) y son

procesados en el núcleo por Drosha y Dgcr8 en pre-miARNs (pre-miRNAs). Después de ser

exportados al citoplasma, los pre-miRNAs se escinden para formar un dúplex miRNA / miRNA.

Solo uno de los dos miRNAs formados ejercerá su efecto inhibidor, mientras que el otro se

degrada [63]. Se han reportado varias funciones no canónicas de los miRNAs, incluidos la unión e

inhibición de proteínas, la activación de receptores tipo Toll, la codificación de péptidos, la

activación de la traducción de ARNm, la inhibición de los transcritos mitocondriales, el

desencadenamiento de la transcripción y la inhibición de los ncRNAs nucleares, lo que hace que

los miRNAs sean moléculas complejas y multifuncionales [64]. El número total de miRNAs

humanos conocidos está en constante expansión y actualmente incluye 1917 precursores y 2654

moléculas maduras (miRBase, versión 22.1) [65]. También se han descubierto muchos otros

miRNAs, en su mayoría con distribuciones específicas de tejido [66]. La mayoría de estos genes

están conservados a través de las especies [67].

El papel de los miRNAs en el cáncer se reveló en 2002 cuando se encontró que MIR15 y

MIR16 se eliminaban con frecuencia y sus transcritos se desregulaban en la leucemia linfocítica

crónica (CLL) [68]. Actualmente, se informa que los miRNAs están desregulados en cada cáncer

estudiado [69-71]. La complejidad de los mecanismos de acción de los miRNAs y la diversidad de

sus objetivos dificultan que los investigadores traduzcan sus hallazgos a la práctica clínica, y es

necesario comprender mejor su papel en oncología [72].

Los lncRNAs son, con mucho, el tipo más complejo de ncRNAs, definidos
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arbitrariamente como moléculas de ARN de más de 200 nucleótidos que generalmente no se

traducen en proteínas. Desafortunadamente, esta definición es vaga. Por ejemplo, algunos

miRNAs importantes se consideran lncRNAs debido a su longitud si tienen sus propias

funciones, y entre todos los ncRNAs, los lncRNAs tienen el mayor potencial para codificar

péptidos (lo que se ha confirmado en múltiples ocasiones). La biogénesis de los lncRNAs es

similar a la de los ARNm, con muchos de ellos siendo empalmados, capados y poliadenilados.

La complejidad de estos transcritos surge de su estructura tridimensional multifacética, que

cambia rápidamente, permitiéndoles realizar múltiples funciones [73-74]. Los lncRNAs tienen

funciones tanto cis (que realizan funciones cerca del sitio de transcripción) como trans (que

realizan funciones lejos del sitio de transcripción) [75]. Las funciones típicas cis están

relacionadas con la transcripción de ADN, modificación de cromatina y ciclo cromosómico. Las

funciones trans bien definidas incluyen la unión a ARNm y la alteración de su estabilidad, la

unión a proteínas y la alteración de su función, la interacción con otros ncRNAs y la promoción

del ensamblaje de espliceosomas [76-77]. La investigación sobre los lncRNAs aumentó después del

descubrimiento de la implicación de MALAT1 en la metástasis de NSCLC en 2003 [78]. Similar a

los miRNAs, el papel de los lncRNAs en el cáncer ahora está bien estudiado, pero rara vez se

traduce en práctica clínica, con la excepción de PCA3 como biomarcador para el cáncer de

próstata [79].

Un enfoque complementario es clasificar los lncRNAs desde una perspectiva filogenética.

Los lncRNAs pueden ser transcritos de elementos ultraconservados que son idénticos en ratones,

ratas y humanos [80]. Estos lncRNAs se denominan regiones ultraconservadas

transcripcionalmente y se espera que tengan funciones esenciales debido a su alto grado de

conservación [81]. Por otro lado, los transcritos recientemente emergidos son lncRNAs específicos
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de primates, que a menudo contienen condensinas transcritas en su estructura [82-83]. Las

condensinas son motivos cortos de ADN específicos de primates, a menudo ubicados en sitios

frágiles del ADN, y se transcriben como parte de los lncRNAs [84]. Los niveles de expresión de

estos lncRNAs que contienen condensinas son bajos en las células normales; sin embargo, sus

niveles de expresión aumentan en las células malignas e inmunitarias, lo que los convierte en

candidatos ideales para terapias futuras [85].

Los circRNAs son la tercera clase principal de ncRNAs, caracterizados por su estructura

específica. Los circRNAs son bucles covalentemente cerrados e interrumpidos donde los

extremos 3' y 5' se unen [86]. Debido a esta estructura, los circRNAs son más estables que otros

tipos de ARN [86]. Los circRNAs tienen una biogénesis compleja y multifacética, y se han

descrito múltiples mecanismos en los últimos años. Los circRNAs pueden generarse a través de

mecanismos de omisión de exón, desramificación de lariat de intrón, emparejamiento de intrones

y ARN [87]. Las funciones de los circRNAs están solo parcialmente caracterizadas. Se describe

que los circRNAs son super esponjas, capaces de unirse a docenas de moléculas de miRNA e

inhibir su función [88-89]. Sin embargo, solo unos pocos circRNAs pueden unirse a múltiples

moléculas de miRNA. Similar a los lncRNAs y miRNAs inmaduros, los circRNAs pueden

codificar micropeptidos. Además, los circRNAs se unen a proteínas y regulan su función, y

pueden controlar la traducción [90]. Estas funciones a menudo se consideran excepciones más que

la regla, y el papel mecanicista de los ARN circulares requiere más investigación. Su papel en el

cáncer se reveló inicialmente mediante análisis de secuenciación profunda, observando que

muchos transcritos circulares eran abundantes y se expresaban de manera diferencial en

múltiples líneas celulares cancerosas en 2013 [91]. Esta observación fue confirmada pronto en

muestras de pacientes.
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Las tres clases de ncRNAs están ampliamente asociadas con diferentes procesos

malignos, incluida la resistencia a diversas terapias contra el cáncer. Curiosamente, el mismo

miRNA puede ser un oncogén en un cáncer y un gen supresor de tumores en otro. Por lo tanto,

los miRNAs desempeñan un papel dependiente del contexto en la tumorogénesis. Es bien sabido

que los lncRNAs pueden regular todas las características del cáncer, y debido a su estructura

tridimensional, los polimorfismos de nucleótido único y las mutaciones pueden inducir

importantes cambios funcionales, que solo recientemente han comenzado a caracterizarse [92].

Los circRNAs son la "adición más nueva" y también están asociados con todas las características

del cáncer, y su función en el cáncer se explica principalmente por la absorción de miRNA. Para

descubrir objetivos clave que puedan revertir la resistencia al tratamiento contra el cáncer, es

necesario revelar los importantes centros de esta red.

En los últimos años, hemos sido testigos de varios estudios de alto rendimiento (como la

secuenciación del genoma, transcriptómica, proteómica) que investigan el papel de las

mutaciones, las anormalidades de transcripción y traducción en la resistencia [93]. Sin embargo,

en muchos casos, aún no se ha encontrado una comprensión profunda de la falta de respuesta al

tratamiento. Creemos que el número creciente de ncRNAs, incluidos otros tipos como el ARN de

transferencia (tRNA), el ARN ribosomal (rRNAs), el ARN interactuante con piwi (piRNA), el

ARN nuclear pequeño (snRNAs) y el ARN nucleolar pequeño (snoRNAs), podría ser el

elemento faltante necesario para entender la resistencia terapéutica [94]. Primero, los niveles de

ncRNA cambian rápidamente y varían enormemente entre tumores con subtipos tisulares

similares. Esto hace que los ncRNAs sean difíciles de utilizar como biomarcadores de detección

y diagnóstico, pero son biomarcadores interesantes para subclasificar tipos de tumores y

herramientas útiles para la medicina personalizada. Estos cambios rápidos (explosiones) en la
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expresión que observamos, en muchos casos de no detectados (es decir, no expresados) a

altamente expresados, pueden explicar el fenómeno de resistencia adquirida, un fenómeno que a

veces ocurre muy rápidamente y es difícil de comprender en el contexto de eventos lentos con

mecanismos complejos de ocurrencia, como mutaciones, cambios en la traducción o alteraciones

epigenéticas.

En segundo lugar, los ncRNAs son muy versátiles. Las tres clases de ncRNAs tienen

múltiples funciones, y el surgimiento de fenómenos de resistencia no es a través de cambios en

los niveles de transcripción, sino a través de cambios en la función. Los "cambios funcionales"

no se han estudiado bien en el contexto de la resistencia terapéutica, pero están bien

documentados en varios mecanismos patológicos de los tres tipos de ncRNAs. El cambio

funcional mejor estudiado es el cambio funcional de los miRNAs; por ejemplo, miR-21-5p puede

unirse a TLR8 e inducir una respuesta inflamatoria tumorígena, y pri-miR-200a y -200b pueden

convertirse en polipéptidos que inhiben la transición epitelio-mesénquima [95]. Esto sugiere que

en algunos casos, no se requieren cambios en la expresión para inducir cambios fenotípicos, sino

solo un cambio funcional. Los cambios funcionales probablemente dependan de la localización

subcelular de los ncRNAs, y creemos que estos mecanismos se comprenderán mejor con el

desarrollo de la transcriptómica espacial de ncRNA. Finalmente, como ya mencionamos, existen

interacciones complejas entre las diferentes clases de ncRNAs, ya que cada tipo de ncRNA

puede unirse a cualquier otro tipo, formando una red compleja, y los cambios en un ncRNA

pueden causar un efecto dominó, alterando así un gran número de moléculas [96-97].

Por lo tanto, creemos que los ncRNAs son marcadores potenciales que pueden predecir

respuestas personalizadas al tratamiento e incluso pueden aumentar los adyuvantes que

responden al tratamiento convencional.
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3.1 Mecanismos de resistencia terapéutica mediada por LncRNAs

La resistencia terapéutica puede clasificarse en resistencia intrínseca o adquirida según el

momento de su aparición [98]. La resistencia intrínseca se refiere a una resistencia preexistente o

de desarrollo rápido antes o poco después del inicio del tratamiento. Esto significa una falta de

respuesta a la terapia inicial. Por otro lado, la resistencia adquirida se desarrolla después de un

periodo de tratamiento [99]. En este escenario, el cáncer inicialmente responde al tratamiento,

pero posteriormente progresa.

La resistencia intrínseca suele ser impulsada por varios mecanismos: (1) anormalidades

genéticas inherentes que conducen a respuestas pobres a varios tratamientos contra el cáncer. Por

ejemplo, el NSCLC con nuevas mutaciones T790M de EGFR (receptor del factor de crecimiento

epidérmico) no responde a los inhibidores de tirosina quinasa (TKIs) de primera y segunda

generación [100], y los cánceres que carecen de receptores de estrógeno o progesterona no se

benefician de la terapia endocrina [101]; (2) heterogeneidad tumoral, donde las subpoblaciones

resistentes preexistentes sobreviven a la terapia anticancerosa. Por ejemplo, las células madre

cancerosas con capacidades de autorrenovación y diferenciación sobreviven y contribuyen a la

regeneración y crecimiento tumoral [102]; (3) protección inducida por la activación de vías

intrínsecas que defienden contra sustancias extrañas, como la activación de transportadores de

eflujo de la familia ATP-binding cassette o el sistema glutatión / glutatión S-transferasa, que

lleva al eflujo de fármacos quimioterapéuticos [103].

La resistencia adquirida también surge a través de múltiples mecanismos: (1)

modificaciones en los oncogenes conductores, como el desarrollo de mutaciones T790M de

EGFR, se observa en aproximadamente el 50% de los pacientes con NSCLC tratados con TKIs

de primera y segunda generación, sin alteraciones nuevas, lo que lleva a la progresión tumoral;
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(2) activación de vías paralelas de señalización pro-supervivencia independientes, como la

proliferación celular, la apoptosis o la autofagia, y la señalización del metabolismo celular [104];

(3) adaptación del microambiente tumoral después del inicio del tratamiento. Cabe destacar que

estos mecanismos que desarrollan resistencia intrínseca y adquirida a menudo coexisten y

conducen a la progresión tumoral; por lo tanto, comprender los mecanismos subyacentes exactos

del desarrollo de la resistencia es más práctico que buscar conocimientos sobre la resistencia

intrínseca y adquirida por separado. Los lncRNAs coordinan finamente estos mecanismos

subyacentes, modulando directa o indirectamente la sensibilidad al tratamiento. La

sobreexpresión de algunos lncRNAs puede actuar como oncogenes conductores del tumor,

promoviendo la quimiorresistencia intrínseca, mientras que otros lncRNAs se sobreexpresan

después de la inducción del tratamiento, luego regulan señales de supervivencia para promover la

re-proliferación tumoral, lo que lleva a la resistencia adquirida. Esta sección proporcionará una

visión general de los roles de los ncRNAs más estudiados en la resistencia terapéutica intrínseca

o adquirida y sus mecanismos potenciales.

3.2 Resistencia a fármacos

Numerosos factores pueden inducir la quimiorresistencia, pero la heterogeneidad tumoral

es probablemente el más significativo [105]. Para la resistencia intrínseca, la heterogeneidad

intertumoral juega un papel crucial, con variaciones genéticas (variaciones germinales) entre los

pacientes con tumores del mismo tipo histológico que explican por qué solo algunos tumores

responden a un determinado fármaco quimioterapéutico. Para la resistencia adquirida, la

heterogeneidad espacial y temporal dentro del tumor es un factor clave, con la quimioterapia

induciendo la selección de poblaciones celulares tumorales resistentes [105]. Uno de los

mecanismos clave detrás de la heterogeneidad intratumoral es la inestabilidad cromosómica
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(CIN), la repetición continua y la eliminación de regiones cromosómicas durante la división

celular cancerosa.

El CCAT2 (un lncRNA ubicado en la región amplificada frecuentemente 8q24) se ha

conocido por estar sobreexpresado en los cánceres y asociado con CIN durante la última década

[106]. Recientemente, se han revelado los mecanismos moleculares relacionados con su papel en

CIN. El CCAT2 se une a BOP1 y AURKB, dos proteínas conocidas por estar asociadas con CIN,

y aumenta el número de aberraciones cromosómicas. Como era de esperar, esto induce mitosis

anormal tanto in vitro como in vivo. No es sorprendente que los niveles altos de CCAT2 en

líneas celulares de CRC estén asociados con la resistencia a 5-fluorouracilo (5-FU) y oxaliplatino,

dos fármacos quimioterapéuticos principales utilizados en los cánceres gastrointestinales [107]. Al

estudiar el papel de las células madre mesenquimatosas (MSCs) en el cáncer, He et al.

demostraron que su papel en la quimiorresistencia es mediado por el lncRNA MACC1-AS1. Los

investigadores encontraron que las MSCs inducen desecación y quimiorresistencia al secretar el

factor de crecimiento transformante β1, que induce la sobreexpresión de SMAD2 y SMAD3 en

líneas celulares cancerosas, lo que a su vez activa la expresión de MACC1-AS1. MACC1-AS1

se une a y inhibe miR-145-5p, liberando elementos clave de la vía de oxidación de ácidos grasos

(CPT1 y ACS). Los experimentos in vivo mostraron que la inhibición de la vía de oxidación de

ácidos grasos restauró la sensibilidad del cáncer al régimen FOLFOX, que incluye 5-FU,

oxaliplatino y leucovorina [108].

Al comparar líneas celulares de cáncer de vejiga resistentes al cisplatino y sensibles al

cisplatino, Drayton et al. detectaron las características de los miRNAs desregulados asociados

con el desarrollo de resistencia. Para caracterizar mejor el mecanismo de resistencia, los autores

analizaron si la resistencia era mediada por cambios metabólicos celulares antes de la formación
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de aductos de ADN o por mecanismos de reparación de daño en el ADN después de la

producción de aductos. Inesperadamente, observaron que la resistencia al cisplatino en cáncer de

vejiga se inducía por un metabolismo alterado del cisplatino, con una mayor producción de

glutatión y SLC7A11. Es importante señalar que el glutatión intracelular se une al cisplatino y

desintoxica el entorno intracelular. Uno de los miRNAs que se encontró que estaba desregulado

en la pantalla inicial, miR-27a, se une directamente a SLC7A11 e inhibe la producción de

glutatión. Por lo tanto, los bajos niveles de miR-27a son la causa de la resistencia al cisplatino en

cáncer de vejiga. Finalmente, en muestras clínicas, los autores confirmaron que los altos niveles

de SLC7A11 y los bajos niveles de miR-27a estaban asociados con un mal pronóstico [109].

Para entender los mecanismos de resistencia al cisplatino en el cáncer, se observó que los

pacientes que adquirieron resistencia tenían niveles significativamente más altos de circAKT3, y

los altos niveles de circAKT3 se asociaron con una supervivencia global más corta.

Indirectamente, los niveles altos de circAKT3 aumentaron la inestabilidad genómica al interferir

con la proteína de reparación de daño en el ADN BRCA1. Además, circAKT3 inhibe la función

de miR-198, que inhibe la oncoproteína PIK3R1, la cual a su vez activa la bien conocida vía

oncogénica PI3K / AKT [110].

3.3 Resistencia a terapias dirigidas

El desarrollo de terapias dirigidas ha sido posible gracias a la evolución de los métodos

empíricos de descubrimiento de fármacos hacia enfoques racionales, en los que se apuntan

mutaciones dominantes anormales, amplificación génica o translocaciones oncogénicas que

impulsan el crecimiento tumoral [111]. Una característica de las terapias dirigidas, especialmente

para tumores sólidos, es que solo algunos tumores dependen de la sobreactivación del gen diana

para evolucionar [111]. En los pacientes con resistencia intrínseca, no se inicia la terapia dirigida
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porque el análisis molecular indica la falta de factores conductores. Para los pacientes aptos para

la terapia dirigida, la respuesta generalmente no es permanente, sino temporal. La resistencia

adquirida se desarrolla después de la fase inicial de respuesta.

Sunitinib, un agente terapéutico dirigido comúnmente utilizado, es un TKI aprobado para

el tratamiento de tumores estromales gastrointestinales (GIST), tumores neuroendocrinos

pancreáticos y carcinomas de células renales (RCC). Desafortunadamente, hasta el 20% de los

pacientes con RCC muestran resistencia intrínseca al sunitinib, mientras que la mayoría de los

demás pacientes desarrollan resistencia durante el tratamiento [112]. Qu et al. utilizaron algoritmos

de selección in vitro e in vivo para identificar nuevas vías asociadas con la resistencia al sunitinib

[113]. Observaron que el lncRNA previamente no identificado lncARSR (lncRNA activado en

enfermedad renal con resistencia al sunitinib) se sobrerregulaba después del desarrollo de la

resistencia. Observaron en múltiples muestras clínicas que los pacientes con enfermedad

progresiva tenían niveles más altos de lncARSR circulante en plasma, y los niveles altos estaban

asociados con una supervivencia global más corta. Mecanísticamente, se observó que la proteína

de unión a ARN hnRNPA2B1 empaquetaba lncARSR en exosomas, que se transfieren entre

células, propagando la resistencia al sunitinib. Además, al inyectar exosomas de células

resistentes al sunitinib en tumores naíf en ratones, indujeron resistencia al sunitinib in vivo.

Encontraron que a nivel intracelular, lncARSR se une a miR-34a y miR-449, lo que aumenta

indirectamente la regulación de AXL y c-MET. Finalmente, en un experimento de prueba de

concepto, los autores restauraron la resistencia al sunitinib in vivo al dirigir lncARSR utilizando

inhibidores complementarios de ácidos nucleicos cerrados [113].

Después de establecer un modelo 3D de resistencia al inhibidor de EGFR cetuximab, Lu

et al. encontraron que los eventos transcripcionales más significativos adquiridos por el modelo
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recién desarrollado fueron la sobreexpresión del transcrito primario MIR100HG y dos miRNAs

maduros, miR-100 y miR-125b. Fenotípicamente, estos dos miRNAs desempeñan un papel

oncogénico tanto in vitro como in vivo y median la resistencia al cetuximab. Mecanísticamente,

miR-100 y miR-125b inhiben cinco reguladores negativos de la vía de señalización Wnt: DKK1,

DKK3, ZNRF3, RNF43 y APC2, estimulando así este circuito pro-cáncer. La expresión

ascendente del lncRNA MIR100HG está negativamente regulada por el factor de transcripción

GATA6 y se desregula en la resistencia al cetuximab y en el cáncer colorrectal avanzado.

Además, miR-125b se une al 3'UTR de GATA6, induciendo su inhibición post-transcripcional y

produciendo un bucle de retroalimentación negativa doble. Los datos clínicos mostraron que

MIR100HG y sus miRNAs incrustados aumentaron significativamente durante la progresión de

la enfermedad durante el tratamiento con cetuximab, y GATA6 disminuyó [114].

Sorafenib, un inhibidor multi-quinasa, ha sido aprobado para el tratamiento de carcinoma

renal avanzado, carcinoma hepatocelular (HCC) y cáncer de tiroides. Una gran cantidad de

pacientes con HCC responden mal al sorafenib, mientras que los pacientes que responden a

menudo desarrollan resistencia en los primeros 6 meses de tratamiento [115]. Partiendo de la

observación de que los altos niveles de miR-541 están asociados con una mayor supervivencia

global en HCC, Xu et al. investigaron la función anticancerígena de este miRNA. miR-541 tiene

como objetivo directo la proteína relacionada con Ras RAB1B y el gen relacionado con la

autofagia 2A (ATG2A), inhibiendo fuertemente la autofagia tanto in vitro como in vivo. Más

importante aún, los altos niveles de miR-541 mejoraron el efecto anti-tumoral de sorafenib de

manera aditiva. Este fenómeno probablemente está mediado por la inhibición de RAB1B y

ATG2A. Los datos clínicos respaldan firmemente estos hallazgos; los pacientes con altos niveles

de miR-541 que recibieron tratamiento con sorafenib tuvieron una supervivencia
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significativamente más larga que los pacientes con altos niveles de miR-541 que no recibieron

tratamiento con sorafenib [116]. Otro estudio realizado por Xu et al. mostró que los ARN

circulares también afectan la resistencia al sorafenib. CircRNA SORE (un ARN circular

sobrerregulado en células de HCC resistentes al sorafenib) no solo se sobrerregula en múltiples

líneas celulares resistentes al sorafenib, sino que también es un factor clave para mantener la

resistencia. A nivel molecular, circRNA SORE se une directamente a la oncoproteína YBX1 en

el citoplasma y prolonga su vida media bloqueando su transferencia al núcleo para la

degradación por PRP19. Similar a lncARSR, circRNA SORE se transfiere de células resistentes

a células naíf a través de exosomas e induce una resistencia generalizada al sorafenib. Al tratar

ratones con xenoinjertos derivados de pacientes resistentes al sorafenib con ARN pequeño

interferente (siRNA) dirigido a circRNA SORE, los autores mostraron que inhibir circRNA

podría restaurar la resistencia al sorafenib [117].

3.4 Resistencia a la radioterapia

Se cree generalmente que la radioresistencia está controlada por factores intrínsecos

producidos por las células tumorales, principalmente las características de inestabilidad

genómica de muchos tumores [118], o por factores extrínsecos representados por múltiples

componentes del microambiente tumoral (es decir, componentes inmunitarios, vasculares y la

matriz pro-fibrótica) [119].

Comenzando con la observación de que linc00312 estaba desregulado en carcinoma

nasofaríngeo en comparación con rinitis crónica, Guo et al. investigaron su papel en el cáncer.

Encontraron que el lncRNA estaba mucho más alto en los pacientes con respuesta completa a la

radioterapia en comparación con los pacientes con respuesta parcial y enfermedad progresiva /

radioresistencia. Los experimentos in vitro confirmaron la función supresora tumoral de
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linc00312 nuclear, que inhibe la proliferación, activa la apoptosis y hace que las células

cancerosas sean radiosensibles. A nivel molecular, linc00312 se une directamente a la subunidad

catalítica de la quinasas dependiente de ADN, inhibiendo su interacción con la subunidad Ku80

después de los cortes de doble hebra de ADN. Por lo tanto, parece que linc00312 mejora la

radioterapia al bloquear los mecanismos de reparación del ADN [120].

Al comparar pacientes con cáncer que recurrieron después de radioterapia con aquellos

sin recurrencia, se observó un conjunto de desregulación de miRNAs. En particular, miR-139-5p

estaba desregulado en los pacientes con mal pronóstico, y su sobreexpresión estuvo asociada con

una alta sensibilidad a la radioterapia in vitro. Mecanísticamente, se observó que este miRNA

dirigía varios genes que juegan un papel importante en la reparación del ADN y la defensa contra

especies reactivas de oxígeno (ROS), incluidos MAT2A, POLQ, TOP1 y TOP2A. Al

sobreexpresar miR-139-5p en células radioresistentes, los mecanismos de reparación del ADN

fueron bloqueados y se indujo la apoptosis. A través de un gran estudio de cohortes de pacientes,

se confirmó que los altos niveles de miR-139-5p y los bajos niveles de POLQ, TOP1 y RAD54L

estaban asociados con una mejor supervivencia, pero solo para los pacientes que recibieron

radioterapia. Finalmente, miR-139-5p demostró ser un potente radiosensibilizador mediante el

uso de un mimético de miR-139-5p en un experimento in vivo de prueba de concepto [121].

Yuan et al. encontraron que los altos niveles de miR-410 inducían resistencia a la

radioterapia en NSCLC acelerando la reparación del daño en el ADN. A nivel molecular,

miR-410 se une e inhibe la traducción del supresor tumoral PTEN, lo que a su vez activa la vía

de señalización PI3K / mTOR. Además, miR-410 también activa la transición

epitelio-mesenquimal (EMT) a través de la vía PI3K / mTOR. Las observaciones clínicas

confirmaron estos hallazgos: miR-410 estaba sobreexpresado en tumores EMT y
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mesenquimatosos y estaba asociado con bajos niveles de PTEN [122].

Un cambio de paradigma está ocurriendo con respecto al significado no codificante.

Estudios recientes han mostrado una disminución en los niveles de circAKT3 mencionado

anteriormente en glioblastoma multiforme. Pero aún más sorprendentemente, este ARN circular

codifica la proteína AKT3-174aa, que tiene 174 aminoácidos de largo y desempeña un

importante papel en la lucha contra el tumor. AKT3-174aa interactúa con la vía RTK / PI3K /

AKT, inhibiendo la fosforilación de AKT en Thr308. Desde una perspectiva terapéutica, la

sobreexpresión de AKT3-174aa restaura la sensibilidad de las células de glioblastoma a la

radioterapia. Por lo tanto, podemos imaginar que en un futuro cercano, las proteínas / péptidos

ectópicos codificados por ncRNAs serán entregados como nuevos adyuvantes para restaurar la

sensibilidad a la radioterapia [123].

3.5 Resistencia a inhibidores de puntos de control inmunitarios

Los inhibidores de puntos de control inmunitarios (ICIs), anticuerpos monoclonales que

apuntan a moléculas de puntos de control inmunitarios como PD-1, PD-L1 y CTLA-4, son las

últimas incorporaciones a la terapia contra el cáncer. Estos medicamentos son verdaderos

agentes transformadores en el tratamiento del cáncer, induciendo un control duradero de la

enfermedad y respuestas a largo plazo. Desafortunadamente, no todos los pacientes que reciben

tratamiento producen respuestas efectivas [124]. Los mecanismos de resistencia a la terapia de

puntos de control inmunitarios pueden dividirse en (1) producción insuficiente de células T

anti-tumorales, (2) mala función efectora de las células T anti-tumorales y (3) desarrollo

defectuoso de la memoria de células T [125]. Además, la resistencia a los ICIs está asociada con

otras células inmunitarias, como las células asesinas naturales (NK) y las células supresoras

derivadas de mieloides (MDSCs).
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Hu et al. describieron el papel de este lncRNA en la resistencia intrínseca a los ICIs,

comenzando con la observación de que el lncRNA LINK-A se sobreexpresaba en pacientes que

no respondían a pembrolizumab y estaba negativamente correlacionado con la expresión de

células T CD8+ y células presentadoras de antígeno. Los autores utilizaron un modelo existente

de cáncer en ratones en el cual sobreexpresaron LINK-A y encontraron que inducía un fenotipo

agresivo de cáncer triple negativo que se metastatizaba a los pulmones. Mecanísticamente,

LINK-A promovió la interacción entre fosfatidilinositol-(3,4,5)-trisfosfato (PtdIns(3,4-5)P3) y

receptores acoplados a proteínas G, reduciendo la fosforilación de TRIM71. El resultado de esta

interacción llevó al aumento de la degradación de TP53, Rb y complejos cargados de péptidos

antigénicos. Además, esta cascada molecular redujo el número de células T CD8+ y células NK

granza B en el entorno peritumoral [126].

Otro factor asociado con la resistencia a los ICI es MDSCs, cuyos niveles elevados

pueden estar asociados con la resistencia a los ICI [127]. Huber et al. encontraron que las células

de melanoma liberan múltiples miRNAs, como miR-146a, miR-155, miR-125b, miR-100, let-7e,

miR-125a, miR-146b y miR-99m, a través de vesículas extracelulares (EVs). Por lo tanto, los

EVs que contienen este conjunto de miRNAs se internalizan en células mieloides, que a su vez

adquieren el fenotipo MDSC. Los datos clínicos mostraron que los altos niveles de este conjunto

de miRNAs circulantes estaban asociados con una supervivencia global más corta en pacientes

con melanoma en estadio IV tratados con ICIs nivolumab o ipilimumab. Por lo tanto, podemos

imaginar que combinar la terapia con ncRNA con los ICIs podría superar la resistencia [128].

Huang et al. utilizaron un enfoque clásico para estudiar la resistencia terapéutica en HCC;

primero analizaron los genes ubicados en el amplificador 7q21-7q31 que estaban asociados con

malos resultados. Observaron que circMET estaba ubicado en esta región, se sobrerregulaba en



37

HCC y estaba asociado con malos resultados. A nivel fenotípico, notaron que la sobreexpresión

de circMET inducía EMT y mejoraba el microambiente tumoral inmunosupresor.

Inmunológicamente, circMET reducía la densidad de células T CD8+ en el tejido tumoral. A

nivel molecular, circMET adsorbía miR-30-5p y regulaba indirectamente la expresión del factor

de transcripción Snail. Snail activa la expresión de DPP4, lo que a su vez inhibe la quimiocina

CXCL10, bloqueando así el transporte de células inmunitarias CD8+. Finalmente, los estudios in

vivo mostraron que la resistencia a la terapia anti-PD-1 ocurría si se activaba este eje [129].

Se analizó el papel de otro ARN circular (circular ubiquitin-like PHD y dominio de dedo

anillo 1 RNA (circUHRF1)) en la resistencia anti-PD-1 en HCC, mostrando que las células NK

también juegan un papel importante. Al igual que circMET, circUHRF1 está sobrerregulado en

HCC, y los niveles elevados están asociados con una clase T avanzada, reducción de células NK

circulantes, invasión microvascular y una corta supervivencia libre de recurrencia después de la

cirugía. Curiosamente, circUHRF1 es secretado por las células de HCC en exosomas, y sus

niveles plasmáticos son mucho más altos antes de la cirugía y durante la recurrencia en

comparación con después de la cirugía o controles sanos. A nivel inmunológico, los exosomas

circUHRF1 derivados de las células de HCC inhiben la función de las células NK. En las células

NK, circUHRF1 se une e inhibe la función biológica de miR-449c-5p y regula indirectamente la

expresión del punto de control inmunitario—la proteína que contiene el dominio de

inmunoglobulina y mucina de células T 3 (TIM-3). Un análisis clínico adicional mostró que la

alta expresión de circUHRF1 estaba asociada con enfermedad progresiva en pacientes con HCC

tratados con anti-PD-1 y estaba negativamente correlacionada con las células NK en el tejido

tumoral. Los estudios in vivo confirmaron este resultado: los ratones tratados con anti-PD-1 más

circUHRF1 shRNA tuvieron una supervivencia global significativamente más larga que los
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ratones tratados solo con anti-PD-1 [130].

3.6 ARN no codificantes como biomarcadores para la resistencia terapéutica

Un biomarcador viable del cáncer se expresa en tipos específicos de células tumorales, se

expresa diferencialmente en comparación con los tejidos normales o cambia dinámicamente

durante la progresión del cáncer o el tratamiento [131-132]. Se han identificado importantes

biomarcadores candidatos como proteínas (por ejemplo, citoquinas y receptores) y ácidos

nucleicos (por ejemplo, ADN, ARN), incluidos los ácidos ribonucleicos no codificantes [133]. Una

gran cantidad de evidencia indica que algunos ARN no codificantes son biomarcadores

preferidos para diagnosticar ciertos tipos de cáncer, especialmente cuando se combinan de

manera integral con otros biomarcadores [134-135]. Los patrones de expresión específicos de tejidos,

células y etapas de desarrollo hacen que los ribonucleótidos no codificantes sean de gran valor

como biomarcadores clínicos en ciertas células, tejidos y enfermedades. La anotación de la

expresión génica en 16 tejidos por parte del consorcio GENCODE reveló los patrones de

expresión de 14,880 lncRNAs. En contraste con los genes codificadores de proteínas (el 65% de

los cuales se detectaron en todos los tejidos humanos), solo el 11% de los lncRNAs fueron

detectados en estos tejidos, lo que sugiere que los lncRNAs exhiben patrones de expresión más

específicos de tejidos [136]. La expresión de lncRNAs en líneas celulares T es un buen ejemplo de

sus patrones de expresión específicos de células y etapas de desarrollo. Hu et al. realizaron una

comparación por pares entre los genes codificadores de proteínas y los lncRNAs en diferentes

etapas del desarrollo de células T. Sus resultados mostraron que la expresión de los ARNm era

similar entre diferentes subconjuntos de células T, mientras que los lncRNAs eran

significativamente diferentes entre los diversos subconjuntos de células T. El análisis

cuantitativo mostró que el 48-57% de los lncRNAs se expresaban específicamente en varios
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subconjuntos de células T, en comparación con el 6-8% de los genes codificadores [137]. Otros

estudios han demostrado aún más esto. Al analizar la expresión de lncRNA en subconjuntos de

células T CD8+ humanas y murinas, los investigadores encontraron que el lncRNA-Snhg1

exhibía un patrón de expresión de efector naïve-no memoria, desempeñando un papel crucial en

el establecimiento de células T CD8+ de memoria. Por lo tanto, el lncRNA-Snhg1 puede ser un

biomarcador único para identificar este subconjunto de células T [138]. Algunos ncRNAs también

son biomarcadores candidatos para predecir la resistencia terapéutica.

Se ha prestado considerable atención al uso de métodos no invasivos, como biopsias

líquidas, para analizar biomarcadores en fluidos corporales (por ejemplo, sangre, saliva, orina).

La confiabilidad y la reproducibilidad de estos métodos para detectar y caracterizar tumores son

de gran valor y tienen una significancia clínica de largo alcance. Se han logrado avances

significativos en la predicción de las respuestas al tratamiento del cáncer utilizando

biomarcadores en fluidos corporales, lo que permite seleccionar opciones de tratamiento

apropiadas [139]. Las células tumorales circulantes, las proteínas circulantes, el ADN y el ARN,

incluidos los ncRNA, son biomarcadores fácilmente disponibles en fluidos corporales. El ARN

circulante es secretado principalmente por células y, por lo tanto, puede indicar enfermedades y

procesos biológicos, incluidas las respuestas al tratamiento. Utilizar el papel de ciertos ARN no

codificantes en la resistencia terapéutica intrínseca y adquirida y estudiarlos como biomarcadores

puede predecir los resultados del tratamiento para pacientes específicos antes, durante o después

del tratamiento. Esta asociación depende parcialmente de las propiedades de los ncRNAs en la

comunicación intercelular, mediando la resistencia a los fármacos [140].

Los ncRNAs pueden ser transmitidos en fluidos corporales en tres formas diferentes:

unidos a proteínas, unidos a lipoproteínas o dentro de pequeños EVs. El mecanismo de los
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miRNAs está particularmente bien descrito. Los ncRNAs forman complejos ARN-proteína que

pueden ser liberados por las células, posiblemente como un mecanismo principal de

comunicación intercelular. El complejo Argonaute, un componente clave del complejo de

silenciamiento inducido por miRNA formado intracelularmente, ayuda a estabilizar los miRNAs

plasmáticos al unirse a ellos [141]. Las lipoproteínas, como la lipoproteína de alta densidad y la

lipoproteína de baja densidad (HDL y LDL), son inherentemente solubles y tienden a incrustar

sustancias insolubles en agua dentro de su núcleo, lo que les permite transportar ácidos nucleicos

entre las células y proteger los miRNAs de la degradación por RNasa [142-143]. Estos miRNAs se

transfieren a las células receptoras y pueden regular la expresión génica downstream. Otra forma

interesante de comunicación intercelular es mediada por los EVs. Los exosomas, la subclase más

pequeña de los EVs, han sido estudiados extensamente en la etiología del cáncer [144]. Son

producidos por la exocitosis de cuerpos multivesiculares que encierran varios tipos de moléculas,

incluidos los ncRNAs, y se secretan en el espacio intersticial circulando en los fluidos corporales.

La señalización celular, incluidos los fenotipos resistentes a los fármacos, puede ser transmitida

entre las células a través de la endocitosis de los ncRNAs encapsulados en los exosomas de

células receptoras cercanas o remotas. [145].

3.7 Resistencia a la quimioterapia

El tratamiento multidisciplinario del cáncer se está aplicando de manera efectiva en todo

el mundo. Aunque la quimioterapia es uno de los métodos estándar tradicionales para el

tratamiento del cáncer, solo una pequeña proporción de pacientes tendrá una respuesta clínica

objetiva a varios regímenes de quimioterapia. Por lo tanto, caracterizar nuevos biomarcadores

para distinguir a los pacientes con resistencia intrínseca a la quimioterapia planificada evitará

efectos secundarios adversos innecesarios. El 5-FU y el oxaliplatino son dos fármacos
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quimioterapéuticos esenciales y son componentes de los regímenes de quimioterapia más

comunes para el CRC y otros cánceres gastrointestinales, como FOLFOX, FOLFIRI y XELOX.

Al seleccionar miRNAs con expresión diferencial en 20 muestras de suero emparejadas de CRC

con o sin respuesta objetiva a la quimioterapia basada en oxaliplatino, Zhang et al. identificaron

cinco miRNAs—miR-20a, miR-130, miR-145, miR-216 y miR-372—que estaban

significativamente desregulados en los respondedores en comparación con los no respondedores.

En los conjuntos de entrenamiento y validación, que consistían en 40 y 173 muestras, los valores

de área bajo la curva característica del receptor (AUC) para este conjunto de miRNAs fueron

0.841 (IC 95%: 0.707-0.975) y 0.918 (IC 95%: 0.871-0.963), respectivamente. Esta firma de

miRNA también tuvo un mejor desempeño que los biomarcadores tumorales tradicionales como

CEA (AUC = 0.689, IC 95%: 0.618-0.0760) y CA19-9 (AUC = 0.746, IC 95%: 0.682-0.851) en

la predicción de resistencia a la quimioterapia [146]. Sin embargo, no está claro si las muestras de

suero se obtuvieron antes o después del inicio del tratamiento.

De manera similar, miR-130b, miR-106a y miR-484 se expresaron más altamente en

pacientes con CRC metastásico resistentes a la quimioterapia de primera línea 5-FU /

oxaliplatino en comparación con los respondedores. Estos datos se validaron aún más en otro

grupo de 150 pacientes [147]. Cabe destacar que las muestras plasmáticas se obtuvieron antes del

tratamiento, lo que sugiere que estos miRNAs plasmáticos podrían servir como biomarcadores

no invasivos para predecir la resistencia intrínseca a la quimioterapia basada en 5-FU y

oxaliplatino en pacientes con cáncer colorrectal metastásico. En otro estudio, entre 742 miRNAs

analizados en pacientes con CRC metastásico que respondieron y no respondieron a XELOX /

FOLFOX, la alta expresión de miR-625-3p se asoció con una mala respuesta; este hallazgo fue

validado en una cohorte de 94 pacientes (OR = 6.25, IC 95%: 1.8–21.0). Sin embargo,
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miR-625-3p no se asoció con el pronóstico, lo que sugiere que miR-625-3p puede ser solo un

biomarcador para predecir la respuesta. En comparación con las células parentales, miR-625-3p

también se sobreexpresó en la línea celular HCT116 inducida por resistencia al oxaliplatino [148].

Es posible que la señalización MAP2K6-p38 esté involucrada en la inducción de esta resistencia

[149].

MiR-20a, miR-145 y miR-106a también se consideran ampliamente miRNAs clave en la

resistencia a la quimioterapia [150-151]. MiR-20a-5p regula la quimiosensibilidad a la gemcitabina

al dirigir la subunidad M2 de la ribonucleótido reductasa en el cáncer, con un valor predictivo

satisfactorio (AUC = 0.89) [152]. La sobreexpresión de miR-20a y la desregulación de miR-451

predijeron la resistencia al tratamiento en cánceres HR+ / HER2- (AUC = 0.80) después del

segundo ciclo de quimioterapia neoadyuvante, que se usa ampliamente para tratar el cáncer de

mama localmente avanzado [153]. Aunque miR-20a está asociado con la resistencia a la

quimioterapia y la resistencia a la radioterapia en estudios in vitro e in vivo, estos hallazgos no se

han validado en cohortes independientes de pacientes [154-156]. En una pequeña cohorte de

pacientes con cáncer triple negativo (n = 32) que recibieron quimioterapia neoadyuvante basada

en cisplatino / doxorrubicina, miR-145-5p se desreguló en los pacientes que lograron una

respuesta patológica completa. El AUC para miR-145-5p como predictor de respuesta en esta

cohorte fue 0.7899 (IC 95%: 0.6382-0.9416). MiR-145 puede inhibir la proliferación celular al

dirigir TGFβ [157]. En otro estudio, que incluyó a 57 pacientes con cáncer luminal que recibieron

quimioterapia neoadyuvante, los niveles de miR-145 fueron significativamente más bajos en los

respondedores que en los no respondedores [158]. Lim et al. realizaron secuenciación de miRNA

en 1362 muestras de leucemia mieloide aguda pediátrica, que incluyeron 1303 muestras

primarias, 22 muestras refractarias y 37 muestras de recaída. Al aplicar un análisis de expresión
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diferencial, encontraron que miR-106a-3p y miR-106a-5p podrían ser biomarcadores de

resistencia al tratamiento, ya que estos dos miRNAs estaban consistentemente sobreexpresados

en muestras resistentes al tratamiento (es decir, muestras refractarias o de recaída) y muestras

primarias de pacientes con fallos en la inducción. Un análisis integrado de miRNA:ARNm

encontró que miR-106a dirige genes asociados con la fosforilación oxidativa, que se inhibe bajo

condiciones resistentes [159]. Además, miR-9-5p, miR-9-3p, miR-433-3p, miR-21 y miR-200c

pueden tener roles predictivos potenciales en la resistencia a la quimioterapia en cáncer gástrico

y cáncer esofágico (EC) [160-162].

Los lncRNAs también están involucrados en el desarrollo de la resistencia a la

quimioterapia y pueden ser biomarcadores potenciales para el CRC. En una cohorte de 140

pacientes con CRC, el lncRNA XIST se sobrerreguló en pacientes que no respondieron a 5-FU

en comparación con aquellos que sí lo hicieron. Estos hallazgos se validaron en muestras de

suero de 120 pacientes con CRC de la misma cohorte, con AUC, sensibilidad diagnóstica y

especificidad de 0.756, 71.7% y 68.3%, respectivamente. Mecanísticamente, los estudios in vivo

han mostrado que XIST inhibe la citotoxicidad inducida por 5-FU al promover la síntesis de

timidilato (un objetivo clave de 5-FU) [163]. De manera similar, tanto el MEG3 en tejido como en

suero fueron desregulados en pacientes con CRC resistentes al oxaliplatino. MEG3 mostró el

potencial de identificar a los no respondedores, con un AUC de 0.784, una sensibilidad

diagnóstica de 72.86% y una especificidad de 61.43% [164]. En estos estudios, se investigaron los

niveles de expresión de los lncRNAs en tejidos y las correspondientes muestras de suero,

demostrando su capacidad pronóstica y consistencia como biomarcadores candidatos. En un

estudio de análisis integral que incluyó a 1102 pacientes en los conjuntos de entrenamiento y

prueba, se identificó una firma de tres lncRNAs (AK291479, U79293 y BC032585) para
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predecir la respuesta patológica completa después de la quimioterapia neoadyuvante para el

cáncer de mama [165]. Liu et al. asignaron diferentes pesos a los niveles de expresión de ocho

lncRNAs expresados en 258 pacientes con cáncer de ovario seroso de alto grado en el Atlas del

Genoma del Cáncer (TCGA) y generaron con éxito una fórmula de riesgo para predecir la

quimiosensibilidad [166].

3.8 Estrategias para dirigir la resistencia terapéutica

3.8.1 Inhibidores de la angiogénesis

MiR-126, expresado específicamente en células endoteliales, desempeña un papel crucial

en la regulación de la integridad vascular, lo que podría influir en la terapia antiangiogénica [167].

Hansen et al. informaron un aumento de MiR-126 en plasma durante el tratamiento de pacientes

con CRC metastásico resistentes a la quimioterapia de primera línea XELOX combinada con

bevacizumab, lo que sugiere que MiR-126 es un biomarcador predictivo para la resistencia

adquirida a la quimioterapia o al bevacizumab [168]. Si la quimioterapia o el bevacizumab, o

ambos, están regulados por MiR-126 sigue siendo incierto, ya que las terapias antiangiogénicas a

menudo se utilizan con otras terapias combinadas en lugar de solas. También se ha informado

que MiR-126 participa en la resistencia a múltiples fármacos a través de varios mecanismos,

como la promoción de la resistencia a sorafenib [169]. Se sabe que MiR-126 confiere

quimiorresistencia a las células madre leucémicas. Se sobreexpresa significativamente en los

blastos de recaída en comparación con las muestras diagnósticas emparejadas, así como después

de la quimioterapia de inducción o de rescate en pacientes con leucemia mieloide aguda [170]. Por

el contrario, existe una correlación negativa entre los niveles de miR-126 y la resistencia

adquirida al dabrafenib en melanoma y al tamoxifeno en cáncer de mama positivo para el
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receptor de estrógenos, lo que sugiere que el mismo miRNA tiene múltiples roles en diferentes

tratamientos [171-172].

Rinnerthaler et al. dividieron a los pacientes con cáncer que recibieron bevacizumab o no

en grupos de respondedores y no respondedores según la duración de la supervivencia libre de

progresión, y luego seleccionaron los miRNAs diferencialmente expresados entre los dos grupos.

Al identificar los miRNAs que fueron diferencialmente expresados y que tenían capacidad

pronóstica en estas dos cohortes, seleccionaron 12 miRNAs que proporcionaron información

sobre la supervivencia. Finalmente, en una cohorte de validación de 230 pacientes de un ensayo

aleatorio, confirmaron que la baja expresión de miR-20a-5p era el único predictor del beneficio

de la terapia que contenía bevacizumab [173]. Curiosamente, la reducción de la expresión del

mismo miRNA miR-20a en CRC se correlacionó positivamente con la respuesta al tratamiento

con quimioterapia basada en oxaliplatino, lo que indica la especificidad de los miRNAs para el

tratamiento y el estado de la enfermedad, lo cual puede ser atribuido a los mecanismos

moleculares que controlan la enfermedad y el sitio de acción. Sin embargo, se necesita más

investigación sobre los indicadores predictivos, como AUC, sensibilidad y especificidad

utilizando estos miRNAs.

3.8.2 Inhibidores de tirosina quinasa

El cáncer de pulmón, especialmente el NSCLC, tiene características histológicas y

moleculares únicas que ofrecen un considerable potencial para la medicina precisa y

personalizada en el tratamiento multidisciplinario del cáncer. Esto ha sido posible gracias a los

grandes esfuerzos para desentrañar los mecanismos moleculares subyacentes, particularmente el

descubrimiento de mutaciones y / o alteraciones en genes como EGFR, ALK y ROS1. Aunque

los EGFR-TKIs dirigen selectivamente los NSCLC mutados en EGFR y tienen respuestas
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terapéuticas significativas, entre el 20-30% de los pacientes no responden o tienen un tiempo de

respuesta inferior a 3 meses; al analizar diferentes miRNAs en muestras sensibles y resistentes a

gefitinib con mutaciones en EGFR, se identificaron miR-25, miR-122, miR-195, miR-21 y

miR-125b como predictores de sensibilidad a gefitinib en NSCLC mutado en EGFR [174]. El

AUC (0.869) de esta combinación de miRNAs plasmáticos mostró la capacidad de discriminar

las mutaciones en EGFR. Esto puede ser una indicación para el uso del análisis de ADN libre de

células plasmáticas para detectar el estado de mutación de EGFR cuando no es posible obtener

muestras de tejido para detectar el estado de mutación de EGFR. Sin embargo, el valor

predictivo de este panel de miRNAs en la predicción de resistencia intrínseca a los EGFR-TKIs

aún no ha sido validado. Además de su papel en la inducción de la resistencia al oxaliplatino en

CRC, también se ha informado que miR-625-3p induce resistencia adquirida a T790M activando

la vía TGF-β / Smad y la EMT in vitro [175].

La resistencia secundaria al imatinib es una causa importante del fracaso del tratamiento

en los tumores del estroma gastrointestinal (GIST) y representa un desafío clínico significativo.

Los niveles de miR-518e-5p en suero fueron más altos en pacientes con GIST y resistencia

secundaria al imatinib que en pacientes con GIST sensibles al imatinib. El AUC, la sensibilidad

y la especificidad de miR-518e-5p para predecir la respuesta al imatinib fueron 0.9938, 99.8% y

82.1%, respectivamente, lo que indica su capacidad satisfactoria para distinguir tumores

resistentes [176]. Aproximadamente el 65% de los pacientes tienen resistencia intrínseca al

bortezomib y no responden a esta terapia dirigida, ampliamente utilizada para el mieloma

múltiple [177]. El AUC de la expresión integrada de miR-215-5p, miR-181a-5p y miR-376c-3p

fue de 0.95 (IC 95%: 0.84-1.00), lo que podría distinguir entre pacientes con mieloma múltiple

refractarios y sensibles tratados con bortezomib [178]. El modelo de firma de miRNA identificado
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en este estudio puede utilizarse para mejorar el éxito del tratamiento.

3.8.3 Resistencia a la radioterapia

Los pacientes con cáncer esofágico (EC) que no pueden someterse a esofagectomía

reciben quimiorradioterapia concurrente como tratamiento estándar alternativo, pero solo el

30-50% de los pacientes logran una respuesta permanente. La radioresistencia está asociada con

la sobreexpresión de miR-193b, lo que aumenta la proporción de células en la fase G0 / G1. Los

niveles de miR-193b en suero fueron significativamente más bajos en los pacientes con remisión

completa que en los pacientes con remisión parcial después de la radioterapia, y tuvo un buen

valor predictivo para detectar a los pacientes con EC que lograron remisión completa (AUC =

0.710, IC 95%: 0.580–0.839) [179]. Además del propio nivel de expresión, los polimorfismos de

nucleótido único de los ncRNAs o las regiones reguladoras relacionadas también están asociados

con la radiosensibilidad. Por ejemplo, el rs4938723 en la región promotora de miR-34b / c está

asociado con la respuesta a la quimiorradioterapia en EC. Los datos de 175 pacientes mostraron

que los pacientes con el genotipo CC rs4938722 tuvieron una mejor respuesta a la

quimiorradioterapia que los pacientes con los genotipos TT o TC. El modelo predictivo mostró

AUC, sensibilidad y especificidad de 0.777, 85.1% y 71.3%, respectivamente, lo que es

prometedor para los pacientes con EC [180].

En pacientes con adenocarcinoma rectal localmente avanzado, se validó una firma de

lncRNA que contenía lnc-KLF7-1, lnc-MAB21L2-1 y LINC00324 para predecir la respuesta a la

quimiorradioterapia neoadyuvante con un buen rendimiento (AUC =0.93) [181].

3.8.4 Resistencia a la inmunoterapia

Identificar biomarcadores clínicos que puedan predecir con precisión la respuesta a la
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inmunoterapia sigue siendo un desafío importante para el uso generalizado de los inhibidores de

puntos de control inmunitarios (ICIs). Dependiendo del tipo de ICI, la expresión

inmunohistoquímica de PD-L1 / PD-1 en células tumorales y células inmunitarias, así como la

carga mutacional tumoral (TMB), se han convertido en biomarcadores prometedores para

predecir la respuesta a la inmunoterapia. La Administración de Alimentos y Medicamentos de

los EE. UU. (FDA) ha aprobado la expresión de PD-L1 en muestras tumorales mediante

inmunohistoquímica como estándar para el uso de ciertos ICIs, como el pembrolizumab para el

tratamiento de NSCLC metastásico. Sin embargo, su aplicación está limitada por la

heterogeneidad dentro del tumor, la necesidad de biopsias y la evaluación imprecisa de los

resultados. Por lo tanto, los ncRNAs, especialmente los ARN circulantes que dirigen directa e

indirectamente las moléculas de puntos de control inmunitarios (como PD-1 / PD-L1, TIM3,

CTLA-4, B7-H3 y LAG-3), también podrían considerarse como biomarcadores con gran

potencial [182-185].

En el CRC metastásico con inestabilidad de microsatélites (MSI-alta), existe una

correlación entre la alta TMB y la respuesta a los ICIs. Con la implementación de los ICIs, la

supervivencia de los pacientes con carcinoma escamoso de cabeza y cuello recientemente se ha

prolongado. Por lo tanto, Xia et al. exploraron si un clasificador basado en 25 miRNAs en la base

de datos TCGA para carcinoma escamoso de cabeza y cuello podría predecir los niveles de TMB

para identificar a los pacientes que realmente se benefician de los ICIs. Este modelo de firma

basado en 25 miRNAs predijo el estado de TMB con un AUC de 0.822 en el conjunto de

entrenamiento, 0.702 en el conjunto de prueba y 0.774 en el conjunto total [186]. De manera

similar, en cáncer endometrial del cuerpo uterino, el AUC de la firma de 26 miRNAs para

predecir TMB fue de 0.869 en el conjunto de entrenamiento, 0.904 en el conjunto de validación
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y 0.820 en el conjunto total. Este patrón de señalización de miRNA también estuvo asociado con

PD-1 y PD-L1, genes relacionados con la reparación de errores de emparejamiento (como MLH1

y MSH6) y genes de reparación de ruptura de ADN de doble hebra (como BRCA1 y BRCA2)

[187]. Un estudio similar se reportó en LUAD [188]. Al analizar los datos de TCGA de cáncer, se

estableció una señal de múltiples lncRNAs que incluye 14 lncRNAs para predecir los niveles de

TMB. Comparado con las características clínicas tradicionales, este clasificador combinado tuvo

mejor eficiencia para predecir TMB, con niveles de AUC de 0.70, 0.71 y 0.71 en los tres

conjuntos de validación, respectivamente [189]. Otro clasificador basado en lncRNA se desarrolló

en adenocarcinoma gástrico para predecir TMB, con excelente desempeño [190].

Además de identificar TMB, los miRNAs también se han utilizado como biomarcadores

indirectos para la respuesta al tratamiento con ICIs. Un estudio de fase 2 sobre la eficacia del

inhibidor de PD-1 nivolumab en cáncer escamoso de esófago mostró que los niveles de

miR-1233-5p en suero (AUC = 0.895) y los niveles de miR-6885-5p, miR-4698 y miR-128-2-5p

(AUC de 0.93, 0.97 y 0.93, respectivamente) antes y después del inicio del tratamiento con

nivolumab predijeron la respuesta a los ICIs [191]. Aunque este fue un estudio pequeño, la

evidencia sugiere que los ncRNAs pueden ser utilizados en futuros ensayos clínicos prospectivos.

Al estudiar las diferencias en los miRNAs circulantes previos al tratamiento entre respondedores

y no respondedores en pacientes con NSCLC que recibieron inmunoterapia anti-PD-1, Shukuya

et al. desarrollaron una firma predictiva de respuesta compuesta por miR-199a-3p, miR-21-5p y

miR-28-5p. Esta combinación tuvo mejor eficiencia para predecir la respuesta a la inmunoterapia

anti-PD-1, con un AUC de 0.925, que fue superior a la puntuación de expresión de PD-L1

medida por inmunohistoquímica (AUC = 0.575) [192].

El microambiente tumoral consiste en varios tipos de células inmunitarias: células T,
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macrófagos, MDSCs y células NK, que regulan la respuesta a la inmunoterapia. Los ncRNAs

que afectan la función de estas células inmunitarias esenciales pueden estar relacionados con la

predicción de la respuesta a la inmunoterapia [193]. Al dirigirse al regulador clave de las células T

efectoras, el factor de transcripción T cell factor 1 (TCF1), miR-24 regula la respuesta

inmunitaria al controlar la producción de citoquinas de las células T. Además, durante el

reconocimiento de antígenos, algunos miRNAs pueden intercambiarse entre las células T y las

células presentadoras de antígenos a través de exosomas para mediar interacciones inmunitarias

y coordinar las respuestas inmunitarias. Es razonable sugerir que estos miRNAs pueden servir

como candidatos alternativos para predecir la respuesta a la inmunoterapia [194].

3.8.5 Estrategias terapéuticas dirigidas a los ácidos ribonucleicos no codificantes para

superar la resistencia terapéutica

Se han desarrollado diversas terapias basadas en ARN, algunas de las cuales han sido

aprobadas por la Administración de Alimentos y Medicamentos de los EE. UU. (FDA). Cabe

destacar que todas estas terapias apuntan a ARNm específicos para regular a la baja la expresión

de los genes correspondientes. Aunque los lncRNAs han sido el foco de investigaciones recientes,

ninguno de ellos ha sido estudiado clínicamente como objetivos terapéuticos. La viabilidad de las

terapias basadas en miRNA ha sido desarrollada en ensayos clínicos de fase 2 y 3. Los enfoques

terapéuticos dirigidos a los ncRNAs generalmente emplean una de dos estrategias: la primera es

inhibir la expresión de una molécula de ncRNA específico cuando está sobrerregulado, y la

segunda es sobreexpresar un ncRNA supresor de tumores [195].

Los inhibidores de ncRNA incluyen antinucleótidos antisentido (ASOs), antagonistas,

siRNAs, ARN con horquilla corta (shRNAs), esponjas de miRNA (incluidas esponjas de

circRNA), edición genética basada en CRISPR / Cas9 e inhibidores de pequeñas moléculas de



51

ncRNAs. Los ASOs y los antagonistas son inhibidores que se dirigen a miRNAs, que son

ampliamente utilizados en estudios in vitro e in vivo. Los ASOs son moléculas de ARN de

cadena simple que se unen a secuencias de ARN complementarias con buen apareamiento de

bases, bloqueando e inhibiendo su función, e induciendo su degradación mediante escisión

mediada por RNAse-H [196]. Además, los ASOs han demostrado especificidad y efectividad en la

reducción de los niveles de lncRNA en estudios preclínicos in vivo. Los antagomirs son ASOs

anti-miRNA que muestran una mejora en la entrega intracelular cuando se conjugados con

colesterol. Los antagomirs funcionan al unirse de forma complementaria a los miRNAs, evitando

que interactúen con los genes diana [197]. Los ácidos nucleicos cerrados son otra modificación

química comúnmente utilizada en los ASOs anti-miRNA. Miravirsen (SPC3649) es un ácido

nucleico cerrado modificado que es complementario a miR-122 y ha sido estudiado en un ensayo

clínico de fase 2 para el tratamiento de la hepatitis C crónica [198]. La interferencia de ARN es

otra estrategia comúnmente utilizada para degradar y eliminar ácidos ribonucleicos no

infecciosos [199]. Los siRNAs son moléculas de ARN de doble cadena sintetizadas artificialmente

de aproximadamente 20 nucleótidos de largo que ejercen interferencia de ARN al unirse de

forma complementaria al objetivo, lo que conduce al silenciamiento transitorio de la expresión

génica [200]. Los shRNAs superan la principal desventaja de la corta vida útil de los siRNAs

sintéticos y, por lo tanto, son ampliamente utilizados en el cribado de genes y como un método

común de interferencia de ARN en la terapia génica [201]. CRISPR / Cas9, un nuevo método de

edición genética, se ha utilizado para inhibir ncRNAs en estudios preclínicos in vivo e in vitro

con considerable éxito [202]. Las esponjas artificiales de miRNA son construcciones que

contienen múltiples sitios de unión antisenso de miRNA de alta afinidad que se dirigen a uno o

varios miRNAs específicos [203]. Aunque la eficiencia de las esponjas de miRNA se ha
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demostrado en estudios in vivo, su utilidad clínica sigue siendo insuficiente. Las pequeñas

moléculas inhiben directamente los ncRNAs o, indirectamente, se dirigen a genes o proteínas

específicos que regulan la expresión o función de los ncRNAs, a menudo involucrados en su

biosíntesis y maduración. Luciferasa / GFP puede ser una estrategia efectiva para seleccionar

inhibidores de pequeñas moléculas que se unan a miRNAs maduros y bloqueen su unión a los

elementos de respuesta de miRNA [204-205]. Esta interacción llevará a la activación de luciferasa /

GFP, y la afinidad puede determinarse preliminarmente por la intensidad relativa de la actividad

de luciferasa. Dado que los lncRNAs ejercen sus efectos regulatorios mediante la interacción con

proteínas de unión a ARN, los inhibidores de pequeñas moléculas interfieren con las

interacciones lncRNA-proteína y bloquean la función de los lncRNAs.

La segunda estrategia para dirigir los ncRNAs es restaurar la función normal de los

ncRNAs que están desregulados cuando ocurre la resistencia terapéutica. La función se puede

restaurar reemplazando o sustituyendo los ncRNAs faltantes con moléculas sintéticas similares a

los ncRNAs, como los miméticos de miRNA, que son una alternativa ampliamente utilizada y

efectiva en estudios in vivo [206]. A pesar de los avances significativos en el campo de las terapias

basadas en ncRNA, aún existen muchos desafíos que deben abordarse, especialmente el

problema de los efectos secundarios causados por efectos fuera del objetivo. El bien conocido

mimético de miR-34, MRX34, causó eventos adversos significativos en 5 pacientes, con 1

paciente desarrollando síndrome de liberación de citoquinas, lo que llevó a la suspensión de un

ensayo clínico de fase 1 del tratamiento del cáncer. B, y luego desencadenó la transcripción y

liberación de citoquinas proinflamatorias, incluyendo IL-6, IL-8, IL-12 y TNF-α [207]. Otros

efectos secundarios fuera del objetivo no inmunológicos, debidos a un apareamiento de bases

desajustado con ARNm que no son el objetivo de interés. Otro obstáculo en la terapia basada en
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ARN, especialmente cuando el fármaco se administra de manera sistémica, es el efecto

inesperado de objetivo en tejidos normales en lugar de tejidos tumorales. Por ejemplo, el ASO

AEG35156, que se dirige al gen inhibidor de apoptosis ligado al cromosoma X, también indujo

neuropatía periférica patológica debido al efecto de objetivo en las células del sistema nervioso

en lugar de en las células cancerosas [208]. Por lo tanto, la especificidad, entrega y tolerancia de

los tratamientos que usan ncRNAs deben mejorarse aún más.

Los sistemas de entrega de tejidos seguros y efectivos para terapias basadas en ARN, sin

efectos secundarios graves, siguen siendo un desafío importante que limita su aplicación

traslacional. Como se mencionó anteriormente, los antagonistas son ASOs anti-miRNA

conjugados con colesterol, los cuales tienen una mayor afinidad para la entrada intracelular al

objetivo. Dichas modificaciones químicas en el esqueleto, nucleótido, ribosa y / o sustituciones

en 2-ribosa pueden mejorar la estabilidad y eficacia de los oligonucleótidos terapéuticos. Sin

embargo, aún se necesita un sistema de entrega adicional para mejorar la afinidad de los

oligonucleótidos [209]. Las nanopartículas lipídicas son el sistema de entrega más comúnmente

utilizado, con alta biocompatibilidad y baja toxicidad [210]. Los liposomas son vesículas

nanopartículas esféricas compuestas por una bicapa de fosfolípidos similar a la estructura de las

membranas celulares. Los liposomas se utilizan ampliamente para encapsular fármacos

hidrofílicos o lipofílicos que se dirigen a tejidos específicos [211]. Al evitar la degradación por

nucleasas y la eliminación renal del fármaco recubierto, los liposomas aumentan la captación

celular del fármaco entregado. Los liposomas compuestos por lípidos ionizables, fosfatidilcolina,

colesterol o conjugados de PEG-lípido se han utilizado con éxito en ensayos clínicos, incluidos

el mimético de miRNA MRX34 y patisiran. Este último fármaco está diseñado para tratar la

amiloidosis hereditaria mediada por transtiretina [212].
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Recientemente se ha desarrollado un sistema de entrega de nanopartículas sensible a

estímulos que libera el fármaco objetivo de manera sensible a estímulos (desencadenado por

enzimas, pH, glutatión, temperatura específica, hipoxia, ROS, etc.) para mejorar la especificidad

de la entrega del fármaco al tejido objetivo [213]. Este sistema tiene grandes ventajas en el

aumento de la distribución uniforme y la acumulación del fármaco dentro del tejido tumoral

objetivo, reduciendo así los efectos fuera del objetivo. Además, se han adoptado modificaciones

físicas y químicas para mejorar aún más su biocompatibilidad y control espacial. Las

nanopartículas sensibles a estímulos de oro son fáciles de sintetizar, flexibles en tamaño y son

transportadores ideales para oligonucleótidos. Los miméticos de miR-124-5p [214] y miR-145 [215]

han sido recientemente explorados para ser encapsulados con estas nanopartículas y se ha

demostrado que son efectivos para dirigirse a células cancerosas. La liberación de estos

miméticos de miRNA se inicia mediante la escisión de cistamina y luego es desencadenada por

la alta concentración de glutatión en el citoplasma. Además de los miméticos de miRNA, se ha

explorado el circFoxo3 para ser encapsulado en nanopartículas de oro y entregado a células de

melanoma para inducir su apoptosis. El ligando N-acetilgalactosamina (GalNAc) puede unirse

altamente de forma selectiva al receptor de asialoglicoproteína 1, que se expresa en gran cantidad

en el hígado, lo que hace que GalNAc sea un sistema ideal de entrega dirigido al hígado. Cuando

GalNAc se conjuga con oligonucleótidos o siRNAs, GalNAc promueve la captación de estos

fármacos ARN por hepatocitos mediante endocitosis altamente selectiva [216]. Por ejemplo, el

siRNA givosiran conjugado con GalNAc se dirige y regula a la baja la 5-aminolevulinato sintasa

1 para tratar la porfiria hepática aguda. Su eficacia ha sido confirmada en un ensayo clínico de

fase 3 [217]. Además, los anticuerpos, aptámeros o péptidos pueden ser conjugados con siRNAs o

ASOs para entrega dirigida. El uso de química de clic para conjugación de oligonucleótidos con
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anticuerpos facilita la degradación del complejo después de entrar en las células diana, seguida

de la liberación de ASOs [218].

Los exosomas—EVs con un diámetro de aproximadamente 40 a 160 nanómetros—tienen

un origen endosomal y contienen proteínas, ADN y moléculas de ARN. Las células cancerosas

secretan exosomas, que se entregan a células distantes para transmitir información intercelular.

Esta comunicación intercelular mediada por exosomas que contienen ncRNAs ha demostrado

regular la resistencia de varios cánceres. Dado que los exosomas tienen mejor biocompatibilidad

y biodistribución que los métodos de entrega sintéticos, manipular los exosomas puede

convertirse en una estrategia de entrega en la clínica. Los exosomas son nanopartículas

biológicas naturales con biocompatibilidad inigualable, una característica que ha sido utilizada

para tratar a pacientes con enfermedad injerto contra huésped refractaria grave, en los cuales los

exosomas provenientes de MSCs se entregan de manera segura sin causar respuestas

inmunológicas graves [219]. Por lo tanto, cada una de las estrategias de entrega mencionadas

anteriormente podría ser una candidata potencial para distribuir fármacos basados en ncRNA

para superar la resistencia terapéutica. Sin embargo, se debe señalar que el diseño único de un

sistema de entrega específico debe basarse de manera integral en el ncRNA objetivo, el tipo de

tumor y otros factores clínico-patológicos, ya que estas características son clave para lograr la

eficiencia deseada sin causar efectos fuera del objetivo o toxicidad grave.

4. Células madre mesenquimatosas / Células estromales

4.1 Visión general de las Células Madre Mesenquimatosas (MSCs)

Las células madre mesenquimatosas (MSCs) fueron identificadas por primera vez en

1976 y se encuentran entre las células más distribuidas en el cuerpo humano. En general, las
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MSCs se caracterizan como células madre multipotentes capaces de diferenciarse en osteoblastos,

condrocitos, adipocitos y otros linajes celulares. Hasta la fecha, se han aislado MSCs de una

variedad de tejidos, incluidos pólipos endometriales, cordones umbilicales, sangre menstrual y

médula ósea. En general, las MSCs derivadas de la médula ósea humana expresan marcadores

como CD90, CD73 y CD105 [220]. Sin embargo, los perfiles de marcadores superficiales de las

MSCs de diferentes tejidos varían ligeramente. Por ejemplo, las MSCs derivadas de la médula

ósea son positivas para CD73, CD90, CD105 y STRO-1, pero negativas para CD14, CD34,

CD45 y HLA-DR. Además de los marcadores positivos o negativos descritos para las MSCs

derivadas de la médula ósea, las MSCs derivadas del tejido adiposo también son positivas para

marcadores adicionales como CD29, CD44, CD71, CD13 y CD166, pero negativas para el CD31

adicional. Además, las MSCs en sangre periférica expresan CD44, CD90, CD105 y HLA-ABC,

pero no CD45 ni CD133. La Tabla 1 resume las características detalladas y los inmunofenotipos

de las MSCs de diferentes fuentes de tejidos [220].

Tabla 1 Biomarcadores y características de las MSCs derivadas de diferentes fuentes

MSCs aisladas
de diferentes

fuentes
Presencia Ausencia Características

Médula ósea
CD13, CD44, CD73,

CD90, CD105, CD166,
STRO-1

CD14, CD34,
CD45,

HLA-DR

Seguridad confirmada

Capacidad de diferenciación en
hepatocitos

Tejido adiposo

CD71, CD9, CD13,
CD29, CD44, CD54,

CD73, CD90, CD105,
CD106, CD146, CD166,

HLA I, STRO-1

CD14, CD19,
CD31, CD34,

CD45, CD133,
HLA-DR

Presencia abundante en tejido
adiposo

Posibilidad de diferenciación
menor hacia osteocitos y

condrocitos
Tejidos

derivados del
CD29, CD44, CD73,

CD90, CD105, CD146
CD14, CD34,

CD45
Tasa de proliferación

relativamente alta
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nacimiento
Producen más insulina que las
células madre mesodérmicas

(CMS) de médula ósea

Pulpa dental CD29, CD44, CD90,
CD105

CD14, CD34,
CD45

Tienen propiedades
odontoesteogénicas

Se ubican dentro de la corona
dental

Sangre
periférica

CD44, CD54, CD90,
CD105, CD166,

HLA-ABC

CD14, CD34,
CD45, CD31

Manifiestan inmunofenotipos y
potencial de diferenciación

similares a los de las CMS de
médula ósea

Gran volumen de sangre

Endometrio CD73, CD90, CD105,
CD146 CD34, CD45 Posibilidad de diferenciación de

linaje mesodérmico
Producen altos niveles de
factores inhibidores de la

leucemia

Piel CD44, CD73, CD90,
CD105, CD166, CD29

CD34, CD45,
HLA-DR

Tienen una tasa de proliferación
mayor que la de las CMS

adiposas
Es importante destacar que una cantidad sustancial de evidencia indica que las MSCs

exhiben potentes efectos inmunomoduladores y la capacidad de migrar hacia sitios de

inflamación y tumores [222]. Las capacidades inmunomoduladoras de las MSCs son

fundamentales, desempeñando un papel significativo en la modulación de las respuestas

inmunitarias e influyendo en la progresión de diversas enfermedades. El cáncer, una de las

principales causas de morbilidad y mortalidad, representa una grave amenaza para la salud

humana. Es importante señalar que las MSCs están implicadas en el inicio, desarrollo, progresión

y metástasis del cáncer. Además, debido a sus propiedades de migración hacia los tumores, las

MSCs se consideran vectores prometedores para la entrega precisa y selectiva de fármacos

anticancerígenos. Investigaciones recientes han elucidado mecanismos adicionales mediante los

cuales las MSCs promueven o inhiben el desarrollo del cáncer, lo que ha llevado al surgimiento

de terapias anticancerígenas basadas en MSCs. Sin embargo, ciertas limitaciones de las MSCs,

como su potencial para promover la metástasis y facilitar la evasión de la vigilancia inmune,
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dificultan su aplicación clínica adicional, a pesar de su promesa como herramienta terapéutica

para el tratamiento del cáncer. Por lo tanto, se necesita una evaluación exhaustiva de las terapias

anticancerígenas basadas en MSCs, basada en sus mecanismos terapéuticos y las posibles vías de

señalización, para acelerar el desarrollo de terapias celulares antitumorales basadas en MSCs

para su aplicación clínica y mejorar la calidad de vida de los pacientes con cáncer.

4.2 Vías de señalización reguladas por las MSCs

El inicio, la progresión y la metástasis del cáncer están estrechamente relacionados con

una amplia variedad de vías de señalización. Evidencia convincente indica que la actividad de

varias vías clave asociadas al cáncer es modulada hacia arriba o hacia abajo por las MSCs. En

consecuencia, un examen exhaustivo de las redes de señalización que conectan las MSCs con el

cáncer es esencial para obtener una comprensión completa de los posibles efectos

anticancerígenos de las terapias basadas en MSCs. En esta sección, basándonos en los datos

publicados, hemos seleccionado las vías críticas relacionadas con el cáncer que son influenciadas

por las MSCs y proporcionamos una evaluación profunda de sus roles pro-tumorigénicos o

anti-tumorigénicos (Figura 2) [223].
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Figura 2. Representación esquemática de las vías de señalización involucradas en la

interacción entre las MSC y el tumor. Las MSC desempeñan roles tanto pro-tumorales como

anti-tumorales mediante la regulación hacia arriba o hacia abajo de la actividad de las vías de

señalización relacionadas con el cáncer.

4.2.1 Vía de señalización PI3K / AKT

La vía PI3K / AKT muestra una activación tanto aumentada como disminuida en una

variedad de tipos de cáncer. Estas anomalías dentro de la vía PI3K / AKT están implicadas en la

adquisición de características específicas del tumor, como la proliferación celular acelerada, la

resistencia a los fármacos y los fenotipos similares a los de las células madre [224]. Como

miembro de la familia de las quinasa lipídicas heterodiméricas, PI3K es activada por una

variedad de factores ascendentes, incluidos citoquinas, quimioquinas, antígenos y factores de

crecimiento [225]. Cabe destacar que AKT, una quinasa de serina / treonina, es reconocida como

uno de los efectores más críticos a nivel descendente de PI3K [226]. Además, la vía PI3K / AKT

está asociada con una multitud de moléculas de señalización y cascadas que han demostrado
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participar en el desarrollo del cáncer. Por ejemplo, investigaciones han indicado que la inhibición

del gen que codifica la subunidad catalítica β de PI3K (PI3KCB) acelera la tasa de proliferación

y reduce la apoptosis en células de glioblastoma [227]. En el cáncer de tiroides, la sobreexpresión

de la vía PI3K / AKT suprime epigenéticamente la expresión del gen REC8, inhibiendo así la

proliferación y las capacidades de formación de colonias de las células cancerosas [228]. Además,

Li et al. revelaron que la sobreexpresión de la vía PI3K / AKT promueve la expresión del factor

de crecimiento placentario (PlGF) y del ligando 1 de quimioquina con motivo C-X-C (CXCL1)

en células madre de cáncer de pulmón, lo que estimula aún más la angiogénesis [229]. Los

ligandos de los receptores que activan la vía PI3K / AKT son homólogos a los factores

paracrinos secretados por las MSCs. En consecuencia, las MSCs pueden influir en el crecimiento

y la metástasis del tumor a través de la vía PI3K / AKT. En un estudio experimental previo, se

propuso que las MSCs asociadas al cáncer de mama podrían promover la producción de

mamósferas y proporcionar un microambiente "amigable con el tumor" modulando la actividad

de la vía PI3K / AKT [230]. Además, se observó que el medio de cultivo celular (medio

condicionado por MSC) incubado con MSCs derivadas de médula ósea durante 48 horas

aumentó significativamente la progresión de los cánceres de cabeza y cuello mediante la

activación de la vía de señalización PI3K / AKT. Por lo tanto, con base en los conocimientos

actuales, dirigir la vía PI3K / AKT podría ser un enfoque efectivo para inhibir los efectos

pro-tumorigénicos de las MSCs.

4.2.2 Vía de señalización JAK / STAT

La vía de señalización Janus quinasa / activador de transcripción (JAK / STAT) es una

cascada de señalización evolutivamente conservada [231]. Al regular la activación de una gran

cantidad de moléculas funcionales, como factores de crecimiento y citoquinas, la vía JAK /
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STAT está estrechamente asociada con diversas trayectorias del desarrollo de los tejidos [232]. En

consecuencia, la disfunción anómala de esta vía está vinculada al desarrollo de diversas

enfermedades, incluido el cáncer [233]. Por ejemplo, la sobrerregulación de STAT3, un miembro

de la familia STAT3, se asocia con la tumorigénesis de las células madre similares a células de

glioma [234]. Además, se ha demostrado que la desregulación de JAK3 promueve la invasividad

del linfoma de células NK extranodales [235]. Además, los niveles elevados de expresión de Stat5a

/ b se consideran marcadores predictivos para el cáncer de próstata recurrente [236].

Se han realizado varios estudios para evaluar cómo las MSCs interactúan con los tumores

a través de la vía JAK / STAT. Sin embargo, se han observado diferentes roles de las MSCs con

respecto a su impacto en el desarrollo del cáncer. Se ha informado que la IL-6 secretada por

MSCs derivadas del cáncer colorrectal puede activar la señalización JAK2 / STAT3,

promoviendo la progresión del cáncer colorrectal [237]. Además, en un estudio reciente, se

observó que la exposición crónica a MSCs contribuyó a la selección de células de cáncer de

próstata metastásico que son más resistentes a los efectos apoptóticos, lo que se asocia con un

cambio en la señalización IL-28 / STAT desde la cascada pro-apoptótica IL-28-STAT1 hacia la

cascada anti-apoptótica IL-28-STAT3 [238]. Por el contrario, también se han documentado los

efectos anti-tumorales de las MSCs mediadas por la vía JAK / STAT. He et al. demostraron que

el medio condicionado por MSC inhibe los niveles de STAT3 en células de cáncer de mama y

suprime la progresión tumoral, lo que indica que los factores solubles paracrinos secretados por

las MSCs pueden regular la señalización JAK / STAT e inhibir el crecimiento de tumores de

mama [239]. Por lo tanto, la futura investigación debe centrarse en los mecanismos moleculares

específicos de la interacción entre MSCs y tumores mediada por JAK / STAT.



62

4.2.3 Vía de señalización Wnt

La vía Wnt incluye una gran cantidad de proteínas que actúan como moléculas de señalización

mediadoras del desarrollo de tejidos y la homeostasis [240-241]. Además, esta vía también ha sido

descrita como un regulador clave del desarrollo del cáncer y la “stemness” de las células

tumorales [242-245]. El papel de la señalización Wnt en varios cánceres ha sido bien estudiado [246].

En el cáncer colorrectal, las células cancerosas secretan ligandos Wnt, como Wnt3, que

contribuyen al mantenimiento de la actividad Wnt [247]. Además, Luis et al. han demostrado que

una señalización Wnt bien regulada es esencial para mantener la hematopoyesis normal, mientras

que su desregulación puede acelerar el desarrollo de leucemia. En células de melanoma, se ha

encontrado que la proteína Wnt WNT5A induce la liberación de exosomas que contienen

factores proangiogénicos VEGF e IL-6 [248]. Además, la señalización Wnt se considera

ampliamente como un mediador clave de la quiescencia de las células madre cancerosas [249].

Mecanísticamente, β-catenina, como molécula de señalización clave en la vía Wnt, puede

mejorar la expresión de la transcriptasa reversa de la telomerasa (TERT), una ribonucleoproteína

que previene la pérdida de telómeros en las células madre cancerosas [250].

Aunque se ha descrito que las MSCs pueden regular la señalización Wnt en el cáncer [251],

la cuestión de si esta regulación inhibe o promueve el desarrollo del cáncer sigue siendo

controvertida. En el colangiocarcinoma, Wang et al. revelaron los efectos pro-tumorigénicos

mediados por MSCs humanas derivadas de cordón umbilical (UC MSCs) [252]. Trataron un

modelo de tumor xenoinjertado utilizando células de colangiocarcinoma con UC MSCs y luego

observaron la sobreexpresión de genes diana de Wnt como la ciclina D1 y c-Myc. Además, se

encontraron metástasis y quimiorresistencia aumentadas en el colangiocarcinoma después del

tratamiento con UC MSCs. Por el contrario, otro grupo informó que las MSCs secretan proteína



63

relacionada con dickkopf 1 (DKK-1), un antagonista soluble de Wnt, para regular la señalización

Wnt y reducir la tasa de proliferación de las células cancerosas leucémicas [253]. Por lo tanto, los

cambios en la señalización Wnt mediada por las MSCs pueden desempeñar un papel dual en la

progresión del cáncer, y esta diferencia puede atribuirse a las diferencias en el tipo de cáncer, la

fuente de MSCs y el estado de activación de las proteínas Wnt.

4.2.4 Vía de señalización Hippo

La vía Hippo desempeña un papel central en la proliferación celular y el crecimiento de

órganos [254]. En los últimos años, ha habido una creciente evidencia de que esta vía contribuye al

desarrollo del cáncer [255]. La red de la vía Hippo consta de varias proteínas, incluidos la proteína

asociada a Yes / regulador de transcripción con dominio WW (YAP / TAZ), el supresor

tumoral grande 1 / 2 (LATS1 / 2) y las quinasas Ste20-like 1 / 2 (MST1 / 2) [256]. Cabe destacar

que, como supresores tumorales, la activación de la vía Hippo está asociada con la inhibición de

la actividad de YAP / TAZ. Por lo tanto, YAP / TAZ se considera un oncogen, ya que se

sobreexpresa en una gran cantidad de cánceres [257-258]. La desregulación de la vía Hippo conduce

a la tumorigénesis. En el colangiocarcinoma, la sobreexpresión de YAP se asocia con la

enfermedad metastásica y un mal pronóstico [259]. Además, se ha encontrado que la vía Hippo se

suprime durante el desarrollo del cáncer, lo que contribuye aún más a la metástasis tumoral [260].

En cuanto a la terapia contra el cáncer basada en MSC, hay pruebas limitadas que

sugieren que las MSC pueden regular la vía Hippo para afectar los procesos tumorales [261]. Sin

embargo, se ha demostrado que las MSC secretan prostaglandina E2 (PGE2) para activar YAP

en los hepatocitos, promoviendo así la proliferación de los hepatocitos [262]. Además, Liu et al.

han mostrado que, bajo condiciones hipóxicas, las MSC promueven el crecimiento del carcinoma

hepatocelular a través de mecanismos moleculares similares [263]. Sin embargo, se necesitan más
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estudios para comprender de manera más completa el papel de la vía Hippo en la interacción

entre las MSC y los tumores.

4.2.5 Vía de señalización MYC

MYC es una familia de genes que codifica tres factores de transcripción: c-MYC, n-MYC

y l-MYC. Entre ellos, c-Myc es un oncogen importante y se considera un objetivo ideal para la

terapia anticancerígena [264]. El efecto estimulante de MYC sobre la progresión del cáncer ha sido

ampliamente estudiado [265-266]. Por ejemplo, se ha informado que la sobreexpresión de c-Myc

induce la EMT en células de mama, lo que puede mejorar la motilidad de las células cancerosas.

Además, se ha informado que los altos niveles de expresión de c-Myc en pacientes con linfoma

difuso de células B grandes están asociados con una supervivencia global comprometida [267].

Más importante aún, se ha observado que la expresión anormal de c-Myc está presente en más

del 70% de los cánceres humanos [268].

En los últimos años, varios informes han indicado que las MSC regulan la progresión del

cáncer y la resistencia a los fármacos a través de la vía de señalización MYC. En particular, los

estudios han demostrado que la galectina-3 expresada por las MSC en el microambiente tumoral

de la leucemia mieloide aguda (LMA) activa la expresión de MYC y contribuye a la adhesión

celular entre las MSC y los tumores de LMA, promoviendo así la supervivencia de las células

cancerosas [269]. Además, se observó que el medio condicionado por MSC derivado de médula

ósea promueve el crecimiento de tumores gástricos mediante la sobreexpresión de c-Myc [270].

Además, en un estudio previo, se demostró que el contacto intercelular entre MSCs y células de

LMA impide la apoptosis de las células cancerosas y promueve la resistencia a los fármacos en

LMA [271]. Por lo tanto, c-Myc puede considerarse un objetivo prometedor para la terapia

anticancerígena, ya que inhibir esta vía no solo inhibe el desarrollo de tumores, sino que también
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interrumpe las vías pro-tumorigénicas controladas por las MSCs.

4.2.6 Vía de señalización NF-κB

El factor nuclear κB (NF-κB) es una familia de factores de transcripción descubierta por

Sen et al. en 1986 [272]. Esta familia consta de cinco miembros: RelA, RelB, c-Rel, NF-κB1 / p50

y NF-κB2 / p52, todos ellos implicados en la regulación de la expresión de múltiples genes [273].

Durante el desarrollo del cáncer, la vía de señalización de NF-κB desempeña un papel

importante [274]. Por ejemplo, en un estudio preliminar, se descubrió que la inhibición de la

señalización de NF-κB reducía la incidencia de cáncer asociado a colitis [275]. Además, en el

cáncer, la activación de la señalización de NF-κB contribuye a la EMT y la metástasis tumoral.

De manera similar, en el cáncer, la sobreexpresión de la señalización de NF-κB se asocia con una

mayor agresividad tumoral y también se considera un marcador pronóstico para pacientes con

cáncer [276].

Existe evidencia sólida que sugiere que los efectos protumorigénicos de las MSC están

parcialmente mediados por la vía de NF-κB. Por ejemplo, en condiciones ácidas, la IL-6

secretada por las MSC asociadas al cáncer sobreexprime NF-κB, promoviendo la quiescencia y

la quimiorresistencia de las células de osteosarcoma [277]. Además, Wu et al. han demostrado que

un medio acondicionado con MSC puede inducir la activación de mTOR y la señalización de

NF-κB en el cáncer colorrectal y promover la progresión del cáncer [278]. Asimismo, las MSC en

un entorno inflamatorio sobreexprimen la señalización de NF-κB tras activar el eje C-C

quimiocina ligando 5 / C-C quimiocina receptor 5 (CCL5 / CCR5), que desempeña un papel

prometastásico [279]. Por lo tanto, es concebible que la inhibición de NF-κB sea un enfoque eficaz

para inhibir los efectos pro-tumorigénicos de las MSC.
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4.3 Propiedades de Homing Tumoral de las Células Madre Mesenquimatosas (MSCs)

Debido a las numerosas similitudes entre el desarrollo del cáncer y la cicatrización de

heridas, los tumores también se conocen como "heridas que no sanan" [280]. Procesos biológicos

como el crecimiento de nuevos vasos sanguíneos, la activación de fibroblastos y la remodelación

de la matriz extracelular (ECM) están asociados con el crecimiento tumoral y la cicatrización de

heridas [281]. Es importante destacar que se ha demostrado que las MSCs tienen la capacidad de

dirigirse a sitios lesionados o inflamados [282]. En 2003, después de la infusión sistémica en

babuinos, se observó que las MSCs se distribuían espontáneamente en diversos tejidos, lo que

sugiere que las MSCs pueden migrar selectivamente hacia ciertas ubicaciones [283].

Posteriormente, en 2004, Jeanmarie et al. demostraron que las MSCs podían ser implantadas en

sitios tumorales en modelos de cáncer [284], lo que indica la capacidad de las MSCs para dirigirse

hacia los tumores.

Sin embargo, aunque se ha observado que las MSCs infundidas pueden localizarse en

sitios tumorales en diversos tipos de cáncer [285], los mecanismos subyacentes no están claros.

Según el conocimiento actual, la capacidad de homing tumoral de las MSCs está principalmente

mediada por la acción sinérgica de citoquinas, quimioquinas y otras moléculas funcionales [286].

En primer lugar, las citoquinas están involucradas en la adhesión y el tránsito de las MSCs

circulantes a través del endotelio vascular. Los estudios han demostrado que el factor de necrosis

tumoral-α (TNF-α), IL-6, IL-1β e interferón-γ (IFN-γ) participan en este proceso [287-289]. En

segundo lugar, las quimioquinas pueden estimular la quimiotaxis celular, lo que lleva a la

migración celular hacia tejidos o sitios específicos [290]. Por ejemplo, el factor derivado de las

células estromales-1 (SDF1) se expresa en gran medida en la superficie de las células tumorales

[291]. Se ha observado que las MSCs pueden expresar el receptor para SDF1, el receptor de
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quimioquinas CXC 4 (CXCR4). El eje CXCR4-SDF1 desempeña un papel importante en inducir

que las MSCs migren hacia los tumores [292]. En tercer lugar, otras moléculas funcionales, como

factores de crecimiento e inductores de hipoxia (HIF), también se han encontrado como

mediadores del homing tumoral de las MSCs. Mientras que los factores de crecimiento, como el

factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), pueden afectar la capacidad de migración

de las MSCs [293], los HIF pueden inducir la expresión de CXCL10 y su receptor homólogo, el

receptor de quimioquinas CXC 3 (CXCR3), en las MSCs y las células de cáncer de mama,

respectivamente [294]. Aunque el mecanismo por el cual las MSCs migran hacia los sitios

tumorales no se comprende completamente, el tropismo tumoral de las MSCs se ha utilizado

para desarrollar terapias anticancerígenas más específicas y eficaces [295].

4.4 Estrategias de Tratamiento del Cáncer Basadas en Células Madre Mesenquimatosas de

Médula Ósea

Los complejos patrones de interacción entre las MSCs y los tumores han llevado a los

investigadores a ser cautelosos sobre el uso de las MSCs en la terapia anticancerígena. Sin

embargo, el rápido desarrollo de la tecnología de ingeniería genética ha hecho posible cargar

fármacos con efectos antitumorales reconocidos en las MSCs utilizando vectores virales,

vectores no virales u otras herramientas de transfección [296]. Además, el tropismo tumoral de las

MSCs les permite liberar los fármacos de manera precisa cerca de los sitios tumorales, lo que

teóricamente mejora la seguridad y la eficacia del tratamiento. Además, un número creciente de

estudios ha mostrado que los exosomas derivados de las MSCs pueden ser utilizados como una

poderosa terapia anticancerígena libre de células.
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4.4.1 Las MSCs como Vehículos para la Entrega Terapéutica

Como portadores de fármacos antitumorales, las células madre mesenquimales (MSCs)

pueden ser modificadas genéticamente para expresar o secretar una variedad de agentes

terapéuticos que inhiben el crecimiento y la progresión del cáncer [297]. Estos agentes se pueden

clasificar en tres categorías principales: proteínas terapéuticas, genes suicidas y virus oncolíticos.

(Figura 3).

Figura 3. Ilustración esquemática de las terapias antitumorales actuales basadas en células

madre mesenquimatosas (MSC) y exosomas derivados de MSC.

4.4.2 Entrega de proteínas terapéuticas

Una variedad de proteínas, incluidas las citoquinas [298-299] y los factores de crecimiento

[300], han sido identificadas como potentes reguladores del desarrollo del cáncer. Las proteínas

terapéuticas que inhiben el crecimiento tumoral o actúan como inhibidores de factores

pro-tumorigénicos representan una nueva clase de agentes anticancerígenos. Las MSCs son
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consideradas portadores ideales para la entrega de tales proteínas. Por ejemplo, los interferones

se consideran agentes antitumorales efectivos porque se ha demostrado que inhiben la

proliferación de las células tumorales y modulan las respuestas inmunológicas [301]. En modelos

animales, las estrategias que vinculan el IFN-β con anticuerpos específicos de tumores [302] o

agentes quimioterapéuticos convencionales [303] han demostrado controlar de manera efectiva la

progresión del cáncer. Se ha informado que las MSCs modificadas genéticamente para producir

IFN-β exhiben efectos antiproliferativos y pro-apoptóticos sobre las células tumorales [304].

Además, la IL-12 se considera otra proteína prometedora para la inmunoterapia del cáncer

porque estimula la activación de células T y células NK citotóxicas [305]. Los resultados

mostraron que las MSCs que expresan IL-12 podían inhibir el crecimiento tumoral en modelos

de ratón de carcinoma de células renales y tumores cervicales [306-307]. Kanehira et al.

demostraron que las MSCs que expresan NK4, un inhibidor del factor de crecimiento de

hepatocitos (HGF), pueden inhibir de manera efectiva la progresión de metástasis pulmonares

[308]. Además, las MSCs modificadas genéticamente que pueden secretar una variante de

trombospondina (TSP)-1, una proteína que inhibe la angiogénesis, inhibieron significativamente

la angiogénesis en el sitio tumoral y redujeron la tasa de crecimiento tumoral en un modelo de

glioma [309]. Sin embargo, los estudios han demostrado que TSP-1 acelera la tasa de proliferación

de las MSCs a través de la señalización de TGF-β [310]. Por lo tanto, la seguridad de esta terapia

debe ser rigurosamente evaluada, ya que el trasplante de células madre está a menudo asociado

con el riesgo potencial de formación de teratomas [311]. Además, los efectos anticancerígenos de

las MSCs que expresan la proteína pro-apoptótica tumor necrosis factor-related

apoptosis-inducing ligand (TRAIL) han sido analizados en una serie de estudios. Los datos

mostraron que las MSCs que expresan TRAIL inducen apoptosis en células tumorales en varios
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tipos de cáncer, incluidos cáncer de pulmón, cáncer de mama, cáncer cerebral, cáncer cervical y

cáncer colorrectal. [312-314].

4.4.3 Entrega de Genes Suicidas

Además de expresar citoquinas anticancerígenas, las MSCs también han sido modificadas

genéticamente para secretar genes suicidas, los cuales pueden convertir agentes no tóxicos en

fármacos antitumorales tóxicos [315]. Por ejemplo, en un modelo de cáncer de próstata, las MSCs

que expresan el "gen suicida" citosina deaminasa::uracil fosforribosiltransferasa (CD::UPRT)

inhibieron de manera efectiva el crecimiento tumoral [316]. El CD::UPRT puede convertir la

5-fluorocitosina no tóxica en el fármaco antitumoral tóxico 5-fluorouracilo [317]. También se ha

demostrado que las MSCs que secretan CD::UPRT son efectivas en modelos de ratón de cáncer

colorrectal y melanoma [318-319]. En un estudio reciente, Liu et al. se inspiraron en la correlación

entre el tumor y la rigidez del tejido para desarrollar un sistema preciso de entrega de fármacos

utilizando MSCs, denominado Sistema de Respuesta Mecanosenible (MRCS, por sus siglas en

inglés). Para establecer este sistema, las MSCs fueron modificadas para expresar YAP / TAZ y

un gen suicida que codifica la citosina deaminasa (CD) [320]. Se ha informado que YAP / TAZ es

un mediador importante que puede detectar la rigidez del tejido [321]. Dado que los tumores y los

sitios metastásicos están asociados con la linealización extensiva del colágeno, lo que lleva a un

aumento de la rigidez de la matriz [[322]], YAP / TAZ localizado en el tumor en MRCS será

activado y luego estimulará la expresión de CD. El sistema ha sido evaluado en un modelo de

metástasis pulmonar de tumor de mama y ha mostrado una buena eficiencia en la inhibición de la

metástasis con efectos secundarios mínimos. [320].
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4.4.4 Entrega de Virus Oncolíticos

Además, los virus oncolíticos (OVs), que pueden matar selectivamente las células

cancerosas, también se consideran uno de los posibles fármacos anticancerígenos [323]. Al

dirigirse a proteínas superficiales en las células cancerosas, los OVs reconocen y se unen a las

células cancerosas, lo que lleva a la lisis tumoral [324]. En un estudio reciente, se observó que el

virus del herpes simple oncolítico-1 modulaba el microambiente tumoral (TME) al reducir el

porcentaje de macrófagos antiinflamatorios y aumentar el número de linfocitos infiltrantes del

tumor. Además, se encontró que la combinación del virus del herpes simple oncolítico-1 y los

reguladores de puntos de control inmunitarios prolongaba significativamente la supervivencia de

los ratones portadores de tumores [325]. Sin embargo, la eficiencia de la administración directa de

OVs es generalmente baja porque los mecanismos de defensa del huésped pueden eliminar los

virus extraños [326]. Por lo tanto, las MSCs se implementan como portadoras para transportar y

proteger los OVs [327]. Además, las propiedades de migración hacia los tumores de las MSCs

pueden mejorar la especificidad de la entrega de fármacos, evitando así posibles ataques a los

tejidos normales. En modelos animales, se ha demostrado que la administración de OVs mediada

por MSC es efectiva en el tratamiento de gliomas malignos, carcinoma hepatocelular y

metástasis pulmonares de cáncer de mama [328-330]. Además de las citoquinas, los genes suicidas y

los OVs, algunos otros fármacos, como los antagonistas de factores de crecimiento, proteínas

pro-apoptóticas y agentes antiangiogénicos, también se consideran proteínas terapéuticas

potenciales que pueden ser sobreexpresadas por las MSCs después de la modificación genética

[331-333].

En resumen, la capacidad de migración hacia los tumores es uno de los mecanismos

terapéuticos más importantes de las MSCs y se ha utilizado para desarrollar fármacos de
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precisión para el tratamiento del cáncer. Esta propiedad inherente de las MSCs hace posible

entregar específicamente múltiples tipos de fármacos anticancerígenos al área patológica. Sin

embargo, aún existen varios problemas potenciales con esta terapia. Primero, después de

erradicar las células tumorales, las MSCs modificadas genéticamente restantes pueden causar

problemas inesperados [334]. Segundo, las proteínas terapéuticas transportadas por las MSCs

pueden afectar la proliferación de las MSCs trasplantadas, lo que aumenta el riesgo de formación

de teratomas. Tercero, la efectividad de la migración hacia el tumor de las MSCs a veces está

limitada por la insuficiente expresión de moléculas de migración, lo que puede llevar a

problemas fuera del objetivo.

4.4.5 Exosomas derivados de MSC

Los exosomas son nanopartículas producidas por los cuerpos multivesiculares celulares,

con un diámetro de aproximadamente 50-200nm [335]. Además, los exosomas son secretados

globalmente por todo tipo de células y son abundantes en los fluidos corporales [336]. Como

importantes transductores de señales entre células, los exosomas contienen una considerable

cantidad de moléculas biológicamente funcionales, tales como ADN, enzimas, proteínas, ARN y

lípidos, que juegan diferentes roles en las interacciones célula-célula a través de diversos

mecanismos [337]. Por lo tanto, es concebible que los exosomas derivados de células puedan ser

utilizados para aplicaciones terapéuticas. Cabe destacar que las MSCs son uno de los tipos de

células humanas más eficientes para producir exosomas [338], lo que hace que los exosomas

derivados de MSCs sean un enfoque prometedor para tratar enfermedades, incluido el cáncer [339].

Pascucci et al. encontraron que los exosomas derivados de MSCs podían captar PTX después de

que las MSCs fueran tratadas con paclitaxel (PTX), lo que sugiere que los exosomas derivados

de MSCs son un nuevo método de entrega de fármacos [340]. Además, se ha informado que la
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entrega de microARN terapéutico (anti-miR-9) a través de exosomas derivados de MSCs a

glioblastoma multiforme quimiorresistente es más efectiva que la comunicación directa

célula-célula entre las MSCs y las células cancerosas [341]. Además, los exosomas derivados de

MSCs también exhiben actividad antiangiogénica. En 2013, Lee et al. mostraron que los

exosomas derivados de MSCs podían inhibir la angiogénesis reduciendo la expresión de VEGF

en un modelo de cáncer de mama [342]. Recientemente, un grupo de investigación de la

Universidad de Teherán demostró que los exosomas sobreexpresando miR-34a (un microARN

supresor de tumores) en células madre mesenquimatosas de la pulpa dental podían inhibir el

crecimiento tumoral in vitro. Recientemente, Zhou et al. demostraron que los exosomas

derivados de MSCs de médula ósea podían inducir la polarización de macrófagos anti-tumorales

y desencadenar la contratación de linfocitos citotóxicos, mejorando así la inmunoterapia contra

el cáncer pancreático in vivo [343]. Por el contrario, se ha informado que los exosomas derivados

de MSCs contribuyen al desarrollo de la quimiorresistencia en cáncer. Después del tratamiento

de ratones con doxorrubicina (un agente quimioterapéutico estándar), se observó un aumento en

los niveles de expresión de exosomas derivados de MSCs, seguido de la inducción de la

expresión del factor anti-apoptótico S100A6 en células de cáncer de mama [344].

En resumen, la terapia con exosomas derivados de MSCs es un enfoque prometedor para

mejorar aún más la eficacia y seguridad de las terapias convencionales contra el cáncer. La

evidencia emergente sugiere que los exosomas de MSCs son métodos superiores de entrega de

fármacos en términos de capacidad de transferencia genética, biocompatibilidad,

inmunogenicidad y estabilidad [345]. Sin embargo, la complejidad del contenido de los exosomas

hace que sea una tarea desafiante dilucidar completamente el mecanismo de la interacción

exosoma-tumor. Además, la investigación futura podría centrarse en el desarrollo de técnicas de



74

ingeniería genética que puedan modificar la superficie y el contenido de los exosomas para

mejorar la especificidad de la orientación. [346].

5 Biogénesis y Aislamiento de Exosomas

5.1 Biogénesis

Los exosomas, un subconjunto de vesículas extracelulares (EVs) que van de 40 a 160nm

de diámetro (con un promedio de 100nm), están rodeados por una bicapa lipídica y son

secretados por la mayoría de las células eucariotas [347]. Inicialmente identificados como

desechos celulares a finales de la década de 1980 [348], los exosomas ahora son reconocidos como

mediadores de la comunicación intercelular, participando en una amplia variedad de procesos

biológicos en la salud y la enfermedad, incluido el cáncer [349]. La función biológica de los

exosomas depende de su carga bioactiva, como lípidos, metabolitos, proteínas y ácidos nucleicos,

que pueden ser entregados a las células objetivo [350-353]. La creciente evidencia subraya el papel

crucial de los exosomas derivados de tumores (TEX) en el cáncer, siendo los exosomas y su

carga potencialmente marcadores pronósticos, objetivos terapéuticos e incluso vehículos de

entrega de fármacos [354].

Los exosomas se originan en la vía endocítica [355]. El proceso canónico de formación de

exosomas implica: (i) la invaginación de la membrana plasmática para formar endosomas

tempranos; (ii) la posterior gemación hacia el interior de la carga, formando vesículas

intraluminales (ILVs) dentro del endosoma, un proceso conocido como biogénesis de cuerpos

multivesiculares (MVB); (iii) la maduración de los endosomas tardíos mediante acidificación; y

(iv) finalmente, la liberación de las ILVs como exosomas hacia el espacio extracelular a través

de la fusión con la membrana plasmática [356]. Se sabe que el complejo de clasificación
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endosomal necesario para el transporte (ESCRT) desempeña un papel crucial en la biogénesis de

MVB y ILV. Los ESCRT, que comprenden aproximadamente 20 proteínas, están compuestos

por cuatro complejos—ESCRT-0, -I, -II y -III—junto con proteínas asociadas, como la proteína

2 de unión al gen relacionado con la apoptosis (ALIX, codificada por PDCD6IP), la vesícula de

transporte 1 (VTA1), la proteína asociada al proceso de clasificación de proteínas vacuolares 4

(VPS4), y la proteína del gen de susceptibilidad tumoral 101 (TSG101) [357-358]. Durante la

biogénesis de MVB, el complejo ESCRT-0 recluta la carga ubiquitinada a la membrana

endosomal, una señal primaria específica de la vía en la biogénesis de MVB; los componentes de

ESCRT-I y -II deforman la membrana para brotar y aislar la carga; posteriormente, el complejo

ESCRT-III separa las vesículas de la membrana citoplasmática [359-360]. Además, se han

identificado mecanismos independientes de ESCRT que influyen en la formación de exosomas,

como la vía dependiente de la esfingomielinasa neutra 2, la vía dependiente de

ribonucleoproteínas nucleares heterogéneas, la modificación post-transcripcional del extremo 3′

de miRNA, y las vías asociadas al complejo de silenciamiento inducido por ARN. [361].

5.2 Aislamiento

Los exosomas son ubicuos en organismos sanos o patológicos. Se ha confirmado la

presencia de exosomas en la orina, suero, plasma, linfa o líquido cefalorraquídeo de individuos

sanos o pacientes con cáncer [362-363]. Se han reportado varios métodos clásicos para aislar

exosomas de fluidos corporales o sobrenadantes de cultivos celulares, tales como

ultracentrifugación, ultrafiltración y técnicas de captura por afinidad inmunológica [364]. Para

mejorar aún más la pureza y eficiencia del aislamiento de exosomas, se han aplicado varias

tecnologías interdisciplinarias emergentes en la preparación de exosomas. Una de estas

tecnologías es la plataforma de aislamiento de exosomas basada en microfluidos, que aprovecha
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las propiedades físicas y bioquímicas de los exosomas a la escala microscópica. Además de los

métodos estándar, como la separación por tamaño, densidad y afinidad inmunológica, se han

empleado mecanismos de clasificación novedosos, como la manipulación acústica y

electromagnética [365-366]. Con estas plataformas de aislamiento, la recolección de exosomas será

más fácil, y el consumo de muestras, reactivos y tiempo durante el proceso de aislamiento se

reducirá considerablemente.

5.3 Contenido de los exosomas

Según la lista más reciente actualizada de la base de datos de exosomas, los exosomas

están compuestos por una variedad de sustancias, que incluyen 9769 proteínas, 3408 ARNm,

2838 microARN y 1116 lípidos (http: / / www.exocarta.org) [367]. Sus componentes pueden

actuar como factores autocrinos y / o paracrinos, incluidos lípidos específicos, proteínas, ADN,

ARNm y ARN no codificante (Figura 4). La abundancia de estos exosomas puede servir como

un marcador pronóstico y / o base de estadificación para la progresión del cáncer. Además,

modulan el crecimiento tumoral, la metástasis, la angiogénesis y median la resistencia a los

fármacos en las células tumorales. Las siguientes secciones describirán algunos procesos de

investigación que involucran componentes de los exosomas, como proteínas y ARN no

codificante.
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Figura 4. Biogénesis de los exosomas y su contenido. Los exosomas se originan a partir de los

cuerpos multivesiculares (MVBs), que contienen muchos tipos de proteínas, como

transportadores de membrana, HSPs, entre otros. Además, también contienen una gran cantidad

de ARN no codificante, incluyendo miARN, lncARN y circARN. Estos componentes desempeñan

un papel importante en el desarrollo tumoral. MVBs: cuerpos multivesiculares; CDEs: exosomas

derivados de fibroblastos asociados al cáncer; MSCs: células madre mesenquimatosas; CSCs:

células madre cancerosas.

5.4 Proteínas Exosomales

Los exosomas, como miembros de las vesículas extracelulares (EVs), participan en

procesos fisiológicos y patológicos mediante la entrega de una variedad de moléculas

señalizadoras, incluyendo ARNm, miARN, ácidos nucleicos, lípidos y proteínas. Las proteínas

exosomales poseen una característica específica denominada ubiquitinación, que permite que las

proteínas sean reconocidas por ESCRT-0, y la desubiquitinación es un paso clave en su

clasificación dentro de las vesículas intraluminales (ILVs) [368]. Las proteínas exosomales

incluyen: (i) proteínas relacionadas con el transporte de membrana y la fusión, como las anexinas,

Rab GTPasas (proteína GTPasa relacionada con Ras-Rab) y las proteínas de choque térmico

(HSPs), incluyendo Hsp60, Hsp70 y Hsp90; (ii) tetraspaninas (también conocidas como

proteínas de cruce transmembrana cuádruple), incluyendo CD9, CD63, CD81, CD82, CD106,
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Tspan8 e ICAM-1 (molécula de adhesión intercelular); (iii) proteínas relacionadas con los MVBs,

como ALIX y TSG101 (biomarcadores típicos de exosomas); (iv) otras proteínas, como

integrinas (proteínas relacionadas con la adhesión celular), actina y miosina (involucradas en la

construcción del citoesqueleto) [369-371]. Las proteínas mencionadas desempeñan funciones

fundamentales en los exosomas. Se ha demostrado que el tetrahidrofolato facilita la

incorporación de cargas específicas en los exosomas, y CD9 media la carga de la

metaloproteinasa CD10 en los exosomas [372]. Como miembros de las proteínas relacionadas con

los MVBs, ALIX y TSG101 son componentes conocidos del mecanismo ESCRT, que clasifican

proteínas cargadas en las ILVs reconociendo proteínas ubiquitinadas y organizándolas en la

membrana plasmática como componentes de los exosomas [373]. Las proteínas de choque térmico,

como chaperonas moleculares, promueven el plegamiento proteico y el equilibrio entre

inhibición y proteólisis de proteínas, desempeñando un papel antiapoptótico en los tumores [374].

Entre las proteínas de choque térmico, la proteína Hsp90 es la principal chaperona intercelular,

asegurando el correcto plegamiento y función de proteínas mediante su interacción con una

amplia variedad de proteínas intracelulares. La alta expresión de Hsp90 en diversas células

cancerosas se debe al estrés continuo de las células tumorales bajo condiciones de hipoxia,

acidosis, alteraciones metabólicas y deficiencia nutricional. Hsp90 desempeña un papel crucial

en la promoción del crecimiento y la metástasis tumoral en cáncer de mama, cáncer de próstata

(PC) y leucemia, y está estrechamente relacionada con un mal pronóstico tumoral [375]. Además,

en cuanto a funciones relacionadas con los exosomas, un estudio reciente ha demostrado que la

deformabilidad de membrana mediada por Hsp90 facilita la fusión de membranas entre los

MVBs y el plasma [376]. Los exosomas que carecen de Hsp90α extracelular (un subtipo clave de

Hsp90) pierden la capacidad de realizar una comunicación intercelular importante desde las
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células tumorales hacia las células del estroma, promoviendo así la motilidad celular [377].

5.5 ARN no codificante exosomal

5.5.1 MicroARNs

Los microARNs (miARNs), como miembros importantes de los ARN pequeños no

codificantes con longitudes entre 20 y 22 nucleótidos, median el silenciamiento génico

postranscripcional al unirse a la región no traducida 3′ o al marco de lectura abierto del ARNm

diana, y han sido ampliamente estudiados en diversos procesos fisiológicos y patológicos [378-379].

Durante el desarrollo del cáncer, los miARNs contenidos en exosomas pueden servir como

biomarcadores potenciales para el pronóstico y / o estadificación del cáncer. Se ha encontrado

que el miR-451a, miR-21 y miR-4257 exosomales están anormalmente sobreexpresados en

pacientes con cáncer de pulmón no microcítico, lo cual se relaciona estrechamente con la

progresión tumoral, la recurrencia y un mal pronóstico [380-381]. El análisis de muestras de

vesículas extracelulares (EVs) plasmáticas de pacientes con cáncer de próstata mostró que

let-7a-5p se encontraba significativamente reducido en las EVs plasmáticas de pacientes con

puntuaciones altas de Gleason (GS), en comparación con aquellos con GS bajo [382]. Se ha

reportado que el análisis combinado de los miR-1290 y miR-375 exosomales puede predecir la

supervivencia global en pacientes con cáncer de próstata resistente a la castración. En un mismo

período de seguimiento de 20 meses, la tasa de mortalidad global en pacientes con niveles

elevados de ambos miARNs fue del 80%, mientras que la tasa de mortalidad en pacientes con

concentraciones normales de ambos miARNs fue solo del 10% [383]. Sun et al. aislaron y

analizaron exosomas secretados por células madre cancerosas (CSCs) y sus células parentales

correspondientes, y descubrieron que seis miARNs (miR-1246, miR-424-5p, miR-628-5p,
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miR-1290, miR-675-3p y miR-590-3p) estaban sobreexpresados, mientras que cinco miARNs

(miR-224-5p, let-7b-5p, miR-615-3p, miR-122-5p y miR-5687) estaban subexpresados, lo cual

sugiere que podrían convertirse en biomarcadores potenciales para predecir pacientes con cáncer

de alto riesgo y para el diagnóstico precoz del cáncer [384-386].

Además, los miARNs pueden ser detectados en exosomas aislados de fluidos corporales

(como saliva, sangre o suero), lo que indica las ventajas potenciales del uso de miARNs

exosomales como nuevos biomarcadores no invasivos [387]. Diversos miARNs, incluyendo

miR-21, miR-26, miR-122 y miR-150, han sido identificados como biomarcadores sanguíneos

para el diagnóstico no invasivo del colangiocarcinoma [388]. En la investigación del cáncer de

pulmón, Hu et al. resumieron los miARNs presentes en exosomas pulmonares como

biomarcadores para el diagnóstico, la predicción y el pronóstico [389]. En un estudio que analizó

exosomas aislados del plasma de 45 pacientes con cáncer de pulmón no microcítico y 31

controles, se observó que el miR-126 exosomal estaba sobreexpresado, lo que podría ser un

biomarcador diagnóstico para este tipo de cáncer [390]. Niveles elevados de miR-23a exosomal

circulante se encontraron en el suero de pacientes con cáncer de pulmón, y el miR-23a se

correlacionó positivamente con la actividad proangiogénica [391]. Además de biomarcadores

diagnósticos, el miR-222-3p exosomal también puede ser utilizado como biomarcador predictivo

de sensibilidad a la gemcitabina (GEM) [392], y el miR-208a exosomal como biomarcador

predictivo de respuesta a la radioterapia [393].

Los miARNs presentes en exosomas también pueden promover la progresión tumoral de

diversas maneras. El miR-9 contenido en exosomas derivados de células de cáncer de mama

triple negativo puede estimular la migración de células tumorales mediante la regulación

negativa de la E-cadherina en fibroblastos normales (NFs) y promover la transformación de estas
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células en fibroblastos asociados al cáncer [394]. Los exosomas tumorales (TEX) pueden

promover el desarrollo tumoral mediante la transferencia mediada por miARNs de inestabilidad

del receptor de Ca²⁺ [395]. Además, se ha demostrado que los miARNs contenidos en exosomas

derivados de MSCs o fibroblastos pueden ser entregados directamente a las células tumorales,

promoviendo la progresión del cáncer e induciendo resistencia en el mieloma múltiple (MM), el

cáncer colorrectal y otras células cancerosas [396-398].

5.5.2 ARN largos no codificantes (lncRNAs)

Los ARN largos no codificantes (lncRNAs) son transcritos con una longitud superior a

200 nucleótidos y carecen de marcos de lectura abiertos significativos. Desempeñan un papel

importante en muchas actividades vitales, como la compensación de dosis, la regulación del ciclo

celular, la regulación epigenética y la diferenciación celular [399]. Se trata de una clase emergente

de ARN reguladores que pueden ser empaquetados selectivamente en exosomas y actuar como

mensajeros en la comunicación intercelular, regulando el crecimiento tumoral, la metástasis, la

angiogénesis y remodelando el microambiente tumoral (TME) [400-401]. Por ejemplo, el

lncRNA-ATB es un nuevo lncRNA relacionado con el cáncer que se expresa de manera anómala

en el carcinoma hepatocelular (HCC), el cáncer colorrectal (CCR) y el cáncer de pulmón,

principalmente mediante la unión competitiva a miARNs (familia miR-200) para inducir la

transición epitelio-mesénquima (EMT) [402]. Conigliaro et al. descubrieron que los exosomas

secretados por células CD90 y células madre cancerosas (CSCs) pueden inducir angiogénesis en

células endoteliales de vena umbilical humana (HUVECs). Estos exosomas pueden ser

absorbidos por las células endoteliales y entregar el lncRNA H19 a las células diana

correspondientes al adherirse a células CD90 y HUVECs, estimulando la angiogénesis mediante

la síntesis y liberación del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) [403]. Los lncRNAs
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también desempeñan un papel relevante en la resistencia tumoral a los fármacos [404]. UCA1 (un

lncRNA) activa la vía de señalización Wnt y promueve la resistencia al cisplatino en células de

cáncer de vejiga al aumentar la expresión de Wnt6. Por lo tanto, la vía UCA1 / Wnt6 representa

un posible objetivo terapéutico frente a la resistencia en cáncer de vejiga [405].

5.5.3 ARN circulares (circRNAs)

Otro tipo de ARN presente en los exosomas, el ARN circular (circRNA), constituye una

nueva familia de ARN endógenos no codificantes presente en todas las células eucariotas.

Presenta patrones de expresión específicos por tejido y tipo celular, bloquea covalentemente

biomoléculas endógenas, y su biogénesis está regulada por elementos cis-activos y factores

trans-activos específicos [406]. El ARN circular se produce mediante un mecanismo específico

denominado "back-splicing" o empalme inverso, formando una clase especial de ARN no

codificante con estructura circular y sin cola poliadenilada ni polaridad 5′-3′, lo que le confiere

resistencia intrínseca a nucleasas que actúan sobre los extremos 5′ y 3′ [407-408]. Se ha demostrado

que el circRNA puede unirse competitivamente a miARNs como ARN endógeno, inhibiendo el

proceso mediante el cual el miARN dirige al ARNm [409]. Muchos circRNAs ejercen funciones

biológicas importantes actuando como inhibidores competitivos de miARNs para regular

funciones proteicas o su propia traducción, como se ha descrito en circCCD66, circHIPK3,

circPVT1 y circ-7 en diversos tipos de cáncer. El circRNA presenta múltiples funciones y puede

actuar como regulador de la expresión génica y de miARNs, participando en la proliferación,

invasión, metástasis y progresión de las células tumorales en varios tipos de cáncer.

La expresión de circIARS está aumentada en los exosomas plasmáticos de pacientes con

cáncer pancreático (PC) in situ y metastásico. La sobreexpresión de circIARS reduce

significativamente los niveles de miR-122 y ZO-1, aumenta los niveles de RhoA y RhoA-GTP,
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incrementa la expresión y adhesión de F-actina, mejora la permeabilidad endotelial y promueve

la invasión y metástasis tumoral [410]. Además, la sobreexpresión de circ-DLEU2 promueve la

expresión de PRKACB mediante la inhibición de la expresión de miR-496, lo que favorece la

proliferación in vitro de células leucémicas, bloquea la apoptosis y facilita la formación de

tumores de leucemia mieloide aguda [411].

En resumen, dado que los niveles de expresión del ARN circular suelen estar

relacionados con características clinicopatológicas, estos ARN pueden servir como

biomarcadores con valor diagnóstico, pronóstico y predictivo. Además, la alta estabilidad del

circRNA puede permitir su detección no invasiva en fluidos corporales. Por ejemplo, se ha

demostrado que el circCNOT2 en cáncer primario es detectable en el plasma de pacientes con

cáncer de mama [412], lo que sugiere que circCNOT2 puede utilizarse como un biomarcador útil

para seleccionar estrategias terapéuticas adecuadas o para la monitorización del progreso

mediante métodos mínimamente invasivos [413].

5.6 Relación entre los Exosomas y el Microambiente Tumoral (TME)

El microambiente tumoral (TME, por sus siglas en inglés) está compuesto por la matriz

extracelular, células del estroma (incluyendo fibroblastos, células madre mesenquimatosas

—MSCs—, pericitos, adipocitos ocasionales, redes vasculares y linfáticas), y células

inmunitarias (incluyendo linfocitos T y B, células asesinas naturales y macrófagos asociados al

tumor) [414]. El TME desempeña un papel indispensable en la biología tumoral, participando en la

tumorigenia, la progresión del tumor y la respuesta al tratamiento. Los exosomas constituyen un

componente importante del TME [415]. Actúan como moléculas de señalización eficaces entre las

células cancerosas y las células circundantes que conforman el microambiente tumoral [416]. En la

figura siguiente, se muestran las células clave del TME y sus principales interacciones con los
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exosomas (Figura 5).

Figure 5. Vía de transducción de señales de los exosomas en el microambiente tumoral. Las

células más importantes en el microambiente tumoral incluyen principalmente CAFs, CSCs,

MSCs, TMICs, etc. Estos cuatro tipos de células utilizan exosomas para promover la EMT, la

metástasis tumoral y la resistencia a fármacos a través de diversos mecanismos. CAFs:

fibroblastos asociados al cáncer; CSCs: células madre cancerosas; MSCs: células madre

mesenquimatosas; TMICs: células inmunitarias del microambiente tumoral.

5.6.1 Exosomas derivados de fibroblastos asociados al cáncer (CAFs)

Los CAFs representan un componente celular principal del microambiente tumoral (TME)

en la mayoría de los cánceres sólidos [417]. Los exosomas derivados de CAFs (CDEs) son

contribuyentes clave en la transformación oncogénica [418]. Los CDEs promueven el crecimiento

de las células cancerosas al inhibir la fosforilación oxidativa mitocondrial, lo que incrementa la

glucólisis y la carboxilación reductiva dependiente de glutamina en las células tumorales. En
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pacientes con cáncer de mama, los CDEs presentan niveles más altos de miR-21, miR-378e y

miR-143 en comparación con los fibroblastos normales (NFs). La transfección de estas tres

miARNs en células cancerosas promueve la capacidad de células madre y la transición

epitelio-mesénquima (EMT) [419]. Los CDEs no solo favorecen el crecimiento tumoral, sino que

también contribuyen a la resistencia a fármacos y a la metástasis [420]. Por ejemplo, los CDEs

pueden fomentar la angiogénesis tumoral y la progresión del cáncer colorrectal (CCR), así como

inducir la desdiferenciación de células tumorales a través de la vía Wnt, promoviendo así la

quimiorresistencia en CCR [421-422]. Investigaciones han demostrado que los CAFs presentan una

resistencia intrínseca a la gemcitabina (GEM), quimioterapia estándar para el adenocarcinoma

ductal pancreático. La exposición de CAFs a GEM incrementa significativamente la liberación

de exosomas, lo cual potencia la proliferación y supervivencia de las células epiteliales

cancerosas receptoras [423]. Además, los CAFs producen exosomas con niveles elevados de

TGF-β1 [424], lo cual puede inducir la metástasis tumoral mediante la regulación de la expresión

de lncRNAs [425]. Yu et al. informaron que el TGF-β1 es la citocina más abundantemente

secretada por los CAFs, siendo crítica para la EMT inducida por CAFs y la metástasis en células

de cáncer de mama. El medio condicionado derivado de CAFs aumentó significativamente la

expresión de HOTAIR, promoviendo la EMT en células de cáncer de mama. Sin embargo, esto

puede ser revertido mediante tratamiento con el inhibidor de TGF-β1 SB451332 o pirfenidona.

Además, la eliminación de HOTAIR en el modelo animal in situ con MDA-MB-231 inhibió el

crecimiento tumoral y la metástasis pulmonar inducidos por CAFs [426]. En el carcinoma

hepatocelular (HCC), la sobreexpresión del lncRNA ATB promueve aún más la metástasis de

células hepáticas cancerosas mediante la inducción de EMT e invasión [427].
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5.6.2 Exosomas y células madre cancerosas (CSCs)

Las células madre cancerosas (CSCs), también conocidas como células iniciadoras de

cáncer, representan una pequeña población heterogénea de células dentro del tejido tumoral. Las

CSCs poseen un potencial ilimitado de autorrenovación y diferenciación, y desempeñan un papel

crucial en la iniciación tumoral, recurrencia, metástasis y resistencia terapéutica [428]. En calidad

de portadores de información, los exosomas participan en la conversión entre CSCs y células

no-CSC, así como en el mantenimiento de la homeostasis de las CSCs y sus mecanismos

asociados. El lncRNA FMR1-AS1 presente en exosomas puede mantener el estado dinámico de

interconversión de las CSCs activando la señal TLR7-NFκB [429]. Los exosomas derivados de

CSCs transfieren miR-19b-3p a células de carcinoma de células renales claras, iniciando así la

EMT para promover la metástasis tumoral [430]. En contraste, la p120-catenina contenida en los

exosomas secretados por células de HCC (carcinoma hepatocelular) inhibe la proliferación,

metástasis y expansión de las CSCs [431]. Los exosomas también son actores importantes en la

resistencia farmacológica de las CSCs, implicando múltiples mecanismos, entre ellos una mayor

eficiencia de reparación del ADN, capacidad antiapoptótica, progresión lenta del ciclo celular,

eflujo de fármacos y expresión de enzimas detoxificantes [432]. Por ejemplo, en el cáncer

pancreático (PC), los exosomas derivados de BxR-CSCs (células BxPC-3 resistentes a GEM)

inducen resistencia a GEM, inhiben el arresto del ciclo celular inducido por GEM y antagonizan

la apoptosis inducida por GEM. También promueven la formación de tubos y la migración

celular en células BxS (células BxPC-3 sensibles a GEM) y PANC-1 [433]. En el cáncer de mama,

RAB27B favorece la transferencia de exosomas desde las células del estroma hacia las células

tumorales mediante la transferencia de exosomas con ARN trifosfatado en 5', activando la señal

RIG-I (gen inducible por ácido retinoico) en las células diana, lo que a su vez activa los genes
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IRDS (firma de resistencia al daño del ADN relacionada con interferón) y la vía NOTCH3,

regulando así la expansión de células iniciadoras de tumores resistentes al tratamiento, conocidas

como CSCs [434].

5.6.3 Exosomas y células madre mesenquimatosas (MSCs)

Las MSCs son consideradas como una de las células madre más prometedoras en la

ingeniería tisular debido a que son fácilmente accesibles y poseen características de pluripotencia

para diferenciarse en adipocitos, osteoblastos, cardiomiocitos y neuronas [435]. Los exosomas

derivados de MSCs en el TME contribuyen a la transformación de células no-CSCs en CSCs.

Los exosomas liberados por MSCs confieren un fenotipo de célula madre colorrectal mediante la

activación de la vía de señalización Wnt, incluida la formación de esferas tumorales in vitro y la

tumorigenicidad in vivo, aumentando el porcentaje de CSCs y activando ERK1 / 2 (quinasas

reguladas por señales extracelulares 1 / 2), promoviendo así el crecimiento y la progresión

tumoral [436]. Por ejemplo, las MSCs derivadas de médula ósea liberan exosomas que contienen

miR-214, el cual, mediante la silenciamiento de CaMKII, inhibe el daño por estrés oxidativo en

CSCs, favoreciendo así la progresión tumoral [437]. Los exosomas provenientes de MSCs

asociadas a tumores contienen niveles elevados de miR-155, que al ser absorbidos por células

tumorales atípicas teratoides / rabdoides, pueden inhibir el gen supresor tumoral SMARCA4 (un

gen diana directo de miR-155) y potenciar la capacidad migratoria de estos tumores [438]. Además,

las MSCs humanas asociadas a gliomas son un nuevo componente estromal potencial en gliomas,

capaces de impulsar la invasividad de las células madre de glioma (GSCs), y se han identificado

como un nuevo objetivo terapéutico para este tipo de tumor [439]. Los exosomas derivados de

MSCs humanas relacionadas con miR-1587 en gliomas promueven la proliferación y la

formación clonal de GSCs mediante la regulación negativa del supresor tumoral NCOR1
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(correpresor nuclear de receptores) en las GSCs [440]. Sin embargo, de manera interesante, los

exosomas de MSCs también contienen miARNs antiangiogénicos, como miR-16 y miR-100, los

cuales inhiben la angiogénesis al dirigirse contra el factor de crecimiento endotelial vascular

(VEGF) en células de cáncer de mama dentro del TME [441-443]. Además, los exosomas derivados

de MSCs también desempeñan un papel importante en la reparación tisular y en las respuestas

inflamatorias [444].

5.6.4 Exosomas y células inmunitarias en el microambiente tumoral

Las células inmunitarias en el microambiente tumoral incluyen principalmente células

mieloides (macrófagos asociados al tumor, células dendríticas (DCs), células supresoras

derivadas de mieloides, etc.) y linfocitos (células T y B) [445]. Los exosomas derivados de células

tumorales son una buena fuente de componentes celulares que estimulan respuestas inmunitarias,

tales como alarminas (ARNm, proteínas transmembrana, incluidos CD9, CD63 y CD81, HSPs,

moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I) y antígenos asociados al tumor

[446]. Las propiedades de presentación antigénica y estimulación inmunitaria de los exosomas

derivados de tumores (TEXs) les permiten desencadenar respuestas antitumorales y contribuir al

reclutamiento y la reestructuración de los componentes del TME [447]. Por ejemplo, los TEXs

derivados del carcinoma oral de células escamosas y del linfoma histiocítico pueden inducir

inmunosupresión mediante la señalización del receptor CD95 (Fas) y los exosomas FasL+ sobre

células T CD8+ activadas [448-449]. Los exosomas derivados del cáncer pancreático transforman la

diferenciación de macrófagos hacia el fenotipo M2, promoviendo así la inmunosupresión y la

metástasis a través de HIF-1α o HIF-2α [450-451]. Los exosomas derivados del cáncer de pulmón

de Lewis o del cáncer de mama 4T1 impiden que las células progenitoras mieloides se

diferencien en DCs CD11c+ e inducen su apoptosis [452]. Bajo condiciones hipóxicas, las células



89

tumorales liberan exosomas con TGF-β, lo cual también puede promover la actividad de células

T reguladoras (Tregs) e inhibir la citotoxicidad de las células NK, contribuyendo a un entorno

inmunosupresor [453-454]. Las células inmunitarias del TME también producen exosomas. Las

células Tregs participan en la iniciación y el desarrollo tumoral al evitar la maduración de las

células presentadoras de antígenos mediante la expresión de CTLA-4 o al producir citocinas

inhibidoras y adenosina para contrarrestar la inmunidad antitumoral [455]. Los exosomas

derivados de Tregs también están asociados con funciones inmunosupresoras [456-457]. El miARN

Let-7d contenido en exosomas de células Tregs inhibe fuertemente la actividad de las células

Th1 al inhibir la producción de IFN-γ mediada por COX-2 [458]. Los macrófagos son las

principales células inmunitarias reguladoras de la inflamación en el TME, incluyendo dos

fenotipos amplios: M1 y M2. Los macrófagos M1 pueden eliminar virus y bacterias mediante la

secreción de factores inflamatorios IL-12 e IL-23. Los macrófagos M2 pueden promover la

angiogénesis, el crecimiento tumoral y la metástasis [459]. En el CCR, los exosomas secretados

por macrófagos M2 expresan altamente miR-21-5p y miR-155-5p para regular la migración e

invasión de células tumorales [460].

5.6.5 Los exosomas influyen en la EMT, la invasión y la migración

Las señales de los exosomas pueden inducir la producción de CSCs en el TME a través

de la EMT, creando condiciones favorables para la resistencia terapéutica [461]. La EMT es un

proceso biológico en el que las células epiteliales se transforman en células con un fenotipo

mesenquimal a través de un programa específico. La regulación de la EMT requiere un

mecanismo transcripcional complejo, compuesto principalmente por factores de transcripción del

desarrollo, que pueden dividirse en tres categorías: la familia SNAIL de factores de transcripción

con dedos de zinc (SNAIL / SLUG), la familia ZEB1 / ZEB2-ZEB (zinc finger E-box binding



90

homeobox) y la familia TWIST1 / TWIST2 [462]. Además de los factores de transcripción, la

regulación de la EMT también implica diversos inductores de ARN no codificante, incluidos los

miARNs y los lncARNs [463-465]. Los TEXs individuales pueden transportar estas moléculas

inductoras para promover el proceso de EMT.

Al estudiar las funciones biológicas de los exosomas provenientes de células de cáncer de

pulmón altamente metastásicas y de cáncer de pulmón avanzado humano, los investigadores

encontraron que estos exosomas pueden aumentar la expresión de Vimentina, promoviendo así la

EMT, la invasión y la migración de las células diana [466]. El miR-106b-3p exosomal derivado de

células de CCR es abundante en el suero de pacientes con CCR metastásico y se asocia con mal

pronóstico. Estudios adicionales han demostrado que el miR-106b-3p exosomal puede aumentar

la metástasis pulmonar de células de CCR al dirigirse al gen DLC-1 (deleted in liver cancer-1),

mediante la regulación positiva de Vimentina y N-cadherina, y la regulación negativa de

E-cadherina [467]. En el carcinoma ductal pancreático (PDAC), se identificó el lncRNA-Sox2ot en

células PDAC altamente invasivas, y la expresión de Sox2ot exosomal en plasma se relaciona

estrechamente con el estadio TNM y la supervivencia global de los pacientes. El Sox2ot

exosomal, como un ARN competitivo endógeno (ceRNA), puede unirse competitivamente a la

familia de miR-200 para regular la expresión de SOX2, promoviendo así la EMT y

características tipo célula madre, e impulsando la invasión y metástasis del PDAC [468]. Se ha

informado que los exosomas derivados de células PDAC, circ-PDE8A, como ceRNA de

miR-338, regulan MACC1 y estimulan el crecimiento invasivo mediante la vía MACC / MET /

ERK o AKT. Además, la expresión de circ-PDE8A exosomal en el plasma de pacientes con

PDAC se relaciona con la progresión y el pronóstico, lo que sugiere que puede desempeñar un

papel importante en la invasión tumoral y podría ser un marcador potencial para el diagnóstico o
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la progresión del PDAC [469].

Los TEXs pueden transportar proteínas como TGF-β, caveolina-1, HIF1α y β-catenina,

que mejoran la capacidad de invasión y migración de las células diana y contribuyen a la

remodelación de la matriz y la formación del nicho tumoral [470]. Los exosomas derivados de

células tumorales pueden inducir la diferenciación de MSCs derivadas de cordón umbilical

humano en CAFs mediante la transferencia de TGF-β y la activación de la vía de señalización

TGF-β / Smad, lo que contribuye a la formación del nicho tumoral [471-472]. Se ha demostrado que

la presencia de caveolina-1 en exosomas derivados de cáncer de próstata induce eficazmente el

fenotipo CSC y el proceso de EMT a través de la señalización NF-κB [473]. Los exosomas con

alta expresión de caveolina-1 pueden promover la migración e invasión de células tumorales que

carecen de caveolina-1 [474]. Aga et al. detectaron HIF1α endógeno en exosomas derivados de

carcinoma nasofaríngeo y descubrieron que el tratamiento con exosomas del oncoproteína

principal del VEB, LMP1 (latent membrane protein 1) [475]. Además, los exosomas liberados por

células de CHC contienen β-catenina, y el supresor tumoral clásico Vps4A puede inhibir la

liberación exosomal de β-catenina al suprimir la señal de β-catenina, inhibiendo así la EMT y la

motilidad celular en el CHC [476]. Las células de CCR que secretan exosomas pueden transferir

proteínas β-catenina mutadas a células receptoras, activando la señalización Wnt y aumentando

la carga tumoral en modelos murinos de xenoinjerto [477].

Las vías de señalización TGF-β y WNT / β-catenina son reguladores clave de la EMT

[478-480]. Los exosomas derivados de células de CHC pueden mediar la EMT mediante la

activación de la vía TGF-β / Smad, induciendo una disminución de la expresión de E-cadherina y

un aumento de Vimentina, promoviendo así la migración e invasión de células diana [481]. La vía

TGF-β1 / Smads es un mecanismo importante mediante el cual las MSCs derivadas de médula
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ósea inducen la EMT en células cancerosas [482]. La vía de señalización WNT / β-catenina y la

actividad de WNT se asocian con la clasificación del cáncer de ovario, la EMT, la

quimiorresistencia y el mal pronóstico. Además, la subfamilia de proteínas ERK contribuye en

gran medida a la EMT y se encuentra sobreexpresada y sobreactivada en diversos tipos de cáncer

[483]. Las células estrelladas pancreáticas se activan con frecuencia en el adenocarcinoma ductal

pancreático, y los exosomas derivados de estas células aumentan la expresión de ERK1 / 2

(quinasas reguladas por señales extracelulares 1 / 2) en células PDAC, promoviendo así la

migración celular, la EMT y aumentando la actividad de metaloproteinasas de matriz-2 / 9 [484].

Los exosomas derivados de células de CHC altamente metastásicas MHCC97H pueden

comunicarse con células de CHC de baja metastatización, aumentando posteriormente su

migración, invasión, quimiotaxis y EMT mediante la señalización ERK [485].

Resulta muy interesante que la hipoxia sea un factor clave en la regulación de la EMT

mediada por exosomas. Los exosomas derivados de MSCs de médula ósea en condiciones

hipóxicas median la transferencia de miARNs (incluidos miR-193a-3p, miR-210-3p y miR-5100)

desde MSCs hacia células de cáncer de pulmón, aumentando la expresión total y fosforilada de

STAT3, lo que induce la EMT mediante la activación de la vía de señalización STAT3 [486]. Esto

promueve la invasión de las células de cáncer de pulmón. Los exosomas derivados de CCR

inducidos por hipoxia (que contienen miR-23a) pueden provocar la regulación negativa de PDH1

/ 2 al aplicarse a células CCR, lo que finalmente regula positivamente HIF-1α, activando de

manera independiente la EMT [487].
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5.7 Estrategias de Supresión Tumoral Basadas en Exosomas

5.7.1 Exosomas como Transportadores de Fármacos para la Inhibición Dirigida de Células

Tumorales

Para mejorar la eficacia del tratamiento del cáncer, la administración precisa de fármacos

a las células tumorales es crucial. Clínicamente, los sistemas de administración de fármacos

basados en nanotecnología representan una de las herramientas más prometedoras para lograr

este objetivo. Los exosomas, aprovechando su capacidad intrínseca de entrega, se han empleado

con éxito como vehículos de transporte de fármacos y ARN funcionales en el tratamiento del

cáncer [488]. Los exosomas pueden ser internalizados por las células y transferir de forma estable

fármacos, como microARN terapéuticos y proteínas (Figura 6) [489].

Figura 6. Dirigir con precisión el tumor utilizando exosomas diseñados como vehículos de

administración. Los exosomas son vehículos con capacidad natural de entrega, que poseen

características de direccionamiento preciso y alta biodisponibilidad. Una vez cargados en los

exosomas, los fármacos antitumorales y / o ARNnc exógenos pueden dirigirse directamente a las

vías específicas de las células cancerosas o de las CSCs, y prevenir el desarrollo posterior de

los tumores. Además, las superficies de los exosomas también pueden modificarse con ligandos

correspondientes a receptores sobreexpresados en la superficie de las células cancerosas, lo que
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mejora la eficiencia de captación celular de los exosomas por parte de las células tumorales.

ARNnc: ARN no codificante; CSCs: células madre cancerosas.

En comparación con los nanomateriales liposomales, metálicos y poliméricos, los

exosomas, como vehículos de administración de fármacos, pueden superar las limitaciones de la

baja biodisponibilidad, reduciendo la citotoxicidad fuera del objetivo y la inmunogenicidad

[490-491]. Los exosomas contienen proteínas transmembrana y ancladas a membrana que mejoran

la endocitosis, facilitando así la transferencia de sus contenidos [492]. Por ejemplo, Kim et al.

descubrieron que los exosomas derivados de macrófagos cargados con paclitaxel aumentaban

significativamente la captación celular en la línea celular de cáncer de pulmón de Lewis de ratón

3LL-M227 en comparación con los liposomas cargados con paclitaxel [493-494]. La administración

quimioterapéutica mediada por exosomas puede potenciar los efectos del fármaco en

comparación con los fármacos libres en modelos animales de tumores. Por ejemplo, el fármaco

quimioterapéutico antimitótico paclitaxel puede cargarse en exosomas mediante sonicación.

Estos exosomas cargados mostraron una citotoxicidad 50 veces mayor contra células cancerosas

resistentes al fármaco in vitro en comparación con el paclitaxel libre [494]. Además, las

plataformas de administración basadas en exosomas pueden reducir significativamente los

efectos secundarios en comparación con los fármacos libres. Los estudios han demostrado que

los exosomas recubiertos con diferentes fármacos quimioterapéuticos, cuando se transportan a

tejidos tumorales en ratones, pueden inhibir el crecimiento tumoral sin los efectos secundarios

equivalentes observados con los fármacos libres [495]. El uso de exosomas modificados que

contienen construcciones esponja de miR-21 tiene el potencial de reducir la expresión de miR-21

en las líneas celulares de glioma U87-MG y C6, aumentando así la expresión de los genes diana

de miR-21, PDCD4 y RECK, previniendo su comportamiento maligno [496]. Estudios recientes
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han demostrado que la modificación de la superficie de los exosomas se realiza utilizando

métodos de conjugación de oligonucleótidos. Esta carga puede no solo alterar la función celular,

sino también el transporte intercelular [497]. El cáncer de mama triple negativo es un subtipo

caracterizado por la metástasis y recurrencia más agresivas. Li et al. modificaron la superficie de

los exosomas con un péptido dirigido al gen del factor de transición mesénquima-epitelial

(c-Met), un receptor tirosina quinasa para el factor de crecimiento hepatocitario o scatter factor,

que se sobreexpresa en la superficie de las células de cáncer de mama triple negativo [498-499].

Los exosomas también pueden afectar a las células madre del cáncer (CSCs) al dirigirse a

vías de señalización específicas de CSCs, como las vías Wnt, Notch, Hippo, Hedgehog, NF-κB y

TGF-β. Estas vías son cruciales para mantener una serie de funciones biológicas de las CSCs,

incluyendo la autorrenovación, diferenciación y tumorigenicidad [500]. Se considera factible el

uso de exosomas cargados con inhibidores (miARN o siARN) para dirigirse selectivamente a las

CSCs a través de las vías mencionadas. Las células del subpoblado lateral de linfoma regulan el

equilibrio de las poblaciones de células tumorales exportando el agonista de la vía Wnt, Wnt3a, a

células vecinas a través de exosomas.

5.7.2 Vacunas antitumorales utilizando el sistema exocrino

Los exosomas derivados de tumores (TEX) presentan un doble impacto sobre el sistema

inmunológico, abarcando tanto efectos inmunosupresores como inmunoestimuladores.

Numerosos estudios indican que los TEX pueden interferir con la maduración de las células

dendríticas (DCs), disminuir la activación de las células asesinas naturales (NK), inducir células

supresoras derivadas de mieloides y transformar los macrófagos hacia un fenotipo protumoral

[501-503]. Las células T efectoras CD8+ activadas en la circulación de pacientes con cáncer sufren

apoptosis inducida por TEX, lo que representa uno de los muchos mecanismos
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inmunosupresores de los TEX, suprimiendo así el sistema inmunológico sistémico de los

pacientes [504]. En un modelo murino de melanoma, el tratamiento con exosomas cargados con

α-galactosilceramida / ovoalbúmina indujo respuestas tempranas de células T y finalmente

ralentizó el crecimiento tumoral en comparación con el grupo control. Los exosomas producidos

por carcinoma hepatocelular (HCC) in vitro, ricos en alfa-fetoproteína, pueden estimular la

función presentadora de antígenos de las DCs, promover la proliferación de células T CD8+,

modular la secreción de citocinas inflamatorias (reduciendo la secreción de IL-10 y TGF-β

mientras se aumenta la de IFN-γ e IL-2) y potenciar la apoptosis inducida por la inmunidad

[505-507]. Según Xie et al., las vacunas desarrolladas a partir de exosomas son eficaces en la

inmunidad antitumoral. En su estudio, se utilizaron exosomas de células de mieloma múltiple

(MM) para estimular respuestas inmunes antitumorales y generar inmunidad profiláctica en

líneas celulares de MM [508-509]. La recuperación y el enriquecimiento de TEX a partir del suero

de pacientes probablemente proporcionen una fuente optimizada de antígenos específicos

individuales para la vacunación con DCs [510]. Se necesita más investigación para aprovechar

completamente las ventajas de los TEX, eludir sus desventajas y regular la inmunidad tumoral, lo

cual presenta un gran potencial en la aplicación de terapias dirigidas contra el cáncer [511].

6. Significado del tema de investigación

Este proyecto de investigación se centrará en el papel de PTCSC3 en la resistencia a

fármacos en el adenocarcinoma pulmonar (LUAD), particularmente su relación con la resistencia

a erlotinib en LUAD. PTCSC3, como un ARN largo no codificante (lncRNA) con potencial

función supresora tumoral, ha demostrado inhibir la proliferación e invasión celular en varios

tipos de cáncer. Sin embargo, su papel específico en LUAD y su relación con la resistencia a

erlotinib aún no están claros. Por lo tanto, este estudio tiene como objetivo explorar la
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importancia de PTCSC3 en la resistencia a fármacos en LUAD a través de los siguientes

aspectos: (1) Revelar el patrón de expresión de PTCSC3 en LUAD: comparar los niveles de

expresión de PTCSC3 en tejidos de LUAD y tejidos pulmonares normales para aclarar su patrón

de expresión en LUAD; (2) Investigar el efecto de PTCSC3 sobre la resistencia a fármacos en

células de LUAD: mediante la construcción de líneas celulares de LUAD resistentes a erlotinib

que sobreexpresen PTCSC3, en combinación con el tratamiento con erlotinib, observar los

efectos de PTCSC3 sobre la proliferación, invasión y migración de las células de LUAD, así

como sus cambios en la sensibilidad al erlotinib; (3) Elucidar más a fondo los mecanismos

moleculares mediante los cuales PTCSC3 afecta la resistencia a fármacos en LUAD: revelar las

vías de señalización y moléculas clave reguladas por PTCSC3, y esclarecer sus mecanismos

moleculares que influyen en la resistencia a fármacos en LUAD.

La importancia de este estudio radica en proporcionar: (1) Nuevas perspectivas sobre los

mecanismos de resistencia a fármacos en LUAD: al revelar el papel de PTCSC3 en dicha

resistencia, se ofrecen nuevas ideas para comprender en profundidad la base molecular de la

resistencia a fármacos en LUAD; (2) Nuevos objetivos para el tratamiento de LUAD: PTCSC3,

como un lncRNA supresor tumoral potencial, cuya expresión anormal puede estar estrechamente

relacionada con la aparición y resistencia a fármacos en LUAD. Por lo tanto, PTCSC3 puede

convertirse en un nuevo objetivo terapéutico, proporcionando una base teórica para el desarrollo

de nuevos fármacos antitumorales; (3) Promover la aplicación en profundidad de los lncRNAs en

la investigación del cáncer: este estudio fomentará aún más la aplicación de lncRNAs en el

campo de la investigación oncológica, especialmente en la investigación de la resistencia a

fármacos, ofreciendo nuevas estrategias y métodos para el tratamiento preciso e individualizado

del cáncer.
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En resumen, este proyecto de investigación tiene como objetivo ofrecer nuevas ideas y

estrategias para el tratamiento de LUAD mediante la exploración profunda del papel del lncRNA

PTCSC3 en la resistencia a erlotinib, con el fin de contribuir a mejorar la tasa de supervivencia y

la calidad de vida de los pacientes con LUAD.
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1. Hipótesis de trabajo

Este estudio se basa en la hipótesis de que los exosomas derivados de células madre

mesenquimales de médula ósea humana (hBMSCs), enriquecidos con el ARN largo no

codificante PTCSC3, pueden revertir la resistencia adquirida al fármaco erlotinib en células de

adenocarcinoma pulmonar (LUAD) mediante la modulación de la vía de señalización Wnt /

β-catenina. Se propone que esta estrategia de transferencia basada en exosomas con lncRNA

podría restaurar la sensibilidad al tratamiento, inhibir la proliferación tumoral y abrir nuevas vías

terapéuticas para pacientes con LUAD resistentes a los inhibidores de tirosina quinasa.

2. Objectivo general

Evaluar el potencial terapéutico de los exosomas derivados de células madre

mesenquimales de médula ósea humana (hBMSCs), cargados con PTCSC3, en la reversión de la

resistencia a erlotinib en modelos celulares de adenocarcinoma pulmonar (LUAD).

3. Objetivos específicos

3.1 Caracterizar los exosomas derivados de hBMSCs y confirmar la presencia de PTCSC3 en su

contenido molecular.

3.2 Analizar el efecto funcional de estos exosomas sobre la viabilidad celular, la proliferación y

la apoptosis en células de LUAD resistentes a erlotinib.

3.3 Estudiar la modulación de la vía de señalización Wnt / β-catenina en las células tratadas,

evaluando la expresión de β-catenina y de sus principales dianas transcripcionales (como c-Myc

y ciclina D1).

3.4 Determinar si la restauración de la sensibilidad a erlotinib mediada por PTCSC3 se debe a la
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inhibición de esta vía de señalización.

3.5 Establecer una base experimental para futuras validaciones in vivo y para el desarrollo de

estrategias terapéuticas basadas en exosomas dirigidas al LUAD.
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1. Materiales experimentales

1.1 Muestras clínicas

Entre junio de 2021 y junio de 2024, se aislaron tejidos tumorales pulmonares y tejidos

adyacentes normales de 8 pacientes con cáncer de pulmón no microcítico resistente a erlotinib en

el Hospital del Centro Médico Internacional de Xi’an. Todos los pacientes firmaron formularios

de consentimiento informado, y el estudio fue aprobado por el Comité de Ética Médica

Institucional del Hospital del Centro Médico Internacional de Xi’an (Número de aprobación ética:

GJYX-KY-2021-012).

1.2 Líneas celulares

Las líneas celulares de cáncer de pulmón humano PC9 y A549 (células epiteliales de

adenocarcinoma pulmonar, LUAD) fueron adquiridas de la Colección Americana de Cultivos

Tipo (ATCC).

1.3 Materiales e instrumentos principales

Materiales Instrumentos

Centrífuga refrigerada de alta velocidad Hunan Kedida, GL21M

Agitador de temperatura constante Dongguan Gaosheng Electronics, CHA-S9

Refrigerador Qingdao Samsung, BCD-268WBCS

Lector de microplacas BioTek，Synergy H1

Incubadora de cultivo celular de CO2 Thermo，HERAcell 150i
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Estación de trabajo de purificación Guangzhou Lumei, Ultra-clean bench

Microscopio óptico binocular BH-2 Suzhou Maige Instrument, DVM1000

Baño María a temperatura constante Dongguan Tiemuzhen, TMJ-9715

Agitador vórtex Jinan Boken, VORTEX-1K

Minicentrífuga Qingdao Lubo, LB series

Pipetas (varios modelos) Thermo fisher

Balanza electrónica Tianjin Tianma, TD2002C

Microscopio biológico vertical Olympus, CX43

Citómetro de flujo BD FACSCanto II

Microscopio invertido Nikon Eclipse Ti2

Micropipetas (10μL–1mL) Thermo fisher

Instrumento de PCR cuantitativa en tiempo real Applied Biosystems 7500

Contador de células Countstar IC1000

Reactivos y consumibles clave

Medio de cultivo DMEM Thermo fisher

Suero fetal bovino beckman coulter life science

Matraces de cultivo celular Corning Inc

Penicilina sódica shanghai Sangon, A430123-0500

Estreptomicina shanghai Sangon，B540734-0010

Tripsina Thermo fisher

Pipeta sin ARN Axygen

Tubo EP sin ARN Axygen

Kit de reactivos CCK-8 Dojindo Molecular Technologies, Cat#
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CK04

Medio de cultivo DMEM con alto contenido de

glucosa

Gibco，Cat# 11965092

Suero fetal bovino FBS，BI，Cat# 04-001-1ACS

Anexina V-FITC BD Biosciences

Yoduro de propidio (PI) Sigma-Aldrich

Tampón de unión a anexina V BD Biosciences

Tubos de citometría de flujo (tubos de

poliestireno de 5mL)

BD Biosciences

Tampón PBS (sin Ca²⁺ / Mg²⁺) Gibco

Reactivo de transfección de liposomas

(Lipofectamina 3000)

Invitrogen

Kit de extracción de ARN Invitrogen

Kit de transcripción inversa (PrimeScript RT

Master Mix)

Takara

Cámaras Transwell Corning

Placas de 6 pocillos, placas de 12 pocillos, placas

de 24 pocillos, placas de 96 pocillos

Corning

Tubos de centrífuga estériles de 1,5mL Axygen

Reactivo de qPCR (SYBR Green) Roche

Solución de tinción de violeta cristal Merck Sigma-Aldrich

Fijador de paraformaldehído Merck Sigma-Aldrich

Kit de reactivo cromogénico DAB Shanghai Beyotime Biotechnology Co., Ltd.



MATERIALES Y MÉTODOS

106

Imitación de PTCSC3 Suzhou GenePharma Co., Ltd.

PTCSC3 NC Suzhou GenePharma Co., Ltd.

Cebadores directos e inversos de β-actina Shanghai Sangon Biotech Co., Ltd.

β-catenina (anticuerpo de Western blot) Shanghai Beyotime Biotechnology Co., Ltd.

c-myc (anticuerpo de Western blot) Shanghai Beyotime Biotechnology Co., Ltd.

ciclina D1 (anticuerpo de Western blot) Shanghai Beyotime Biotechnology Co., Ltd.

GAPDH (anticuerpo de Western blot) Shanghai Beyotime Biotechnology Co., Ltd.

Agar blando Sigma-Aldrich

Medicamento (erlotinib) Shanghai Sangon, A430670

2. Métodos Experimentales

2.1 Cultivo Celular

(1) Preparación del medio DMEM y solución PBS

Preparación del medio DMEM: Mezclar 90% de medio DMEM, 10% de suero fetal

bovino (FBS), 100 U / mL de penicilina y 100μg / mL de estreptomicina. Conservar a -4°C para

su uso posterior.

Preparación de la solución tampón fosfato (PBS): Disolver 8.1816 g de NaCl, 0.2013 g

de KCl, 3.5172 g de Na₂HPO₄ y 0.25 g de KH₂PO₄ en 500mL de agua desionizada. Ajustar el pH

a 7.2 con 1mL de NaOH y completar el volumen hasta 1000mL con agua desionizada.

(2) Reanimación, cultivo, pasaje y criopreservación celular

① Reanimación celular: Extraer las células del nitrógeno líquido y descongelarlas

rápidamente en un baño de agua a 37°C agitando suavemente durante aproximadamente 1

minuto. Centrifugar a 1000 rpm durante 10 minutos para recoger las células. Aspirar el
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sobrenadante en una cabina de bioseguridad con una pipeta estéril, y resuspender el pellet celular

en medio de cultivo. Transferir la suspensión celular a un matraz de cultivo e incubar durante 2

días.

② Cultivo celular: Cultivar las células A549 y PC9 reanimadas en medio DMEM en una

incubadora con 5% de CO₂ a 37°C.

③ Pasaje celular: Cuando las células reanimadas alcancen una densidad del 85% de

confluencia aproximadamente, realizar el pasaje. Aspirar cuidadosamente el medio original con

una pipeta. Añadir 1.5-2mL de tripsina al 0.25% para desprender las células. Pipetear

suavemente para obtener una suspensión celular. Transferir las células a nuevos matraces de

cultivo a una proporción de 1:4 y continuar el cultivo. Lavar las células 1-3 veces con PBS 1×, y

añadir medio completo fresco para continuar el cultivo.

④ Criopreservación celular: Digestionar las células como se describió anteriormente para

obtener una suspensión celular. Recoger las células en un tubo de centrífuga y centrifugar a 1000

rpm durante 10 minutos. Desechar el sobrenadante. Añadir una solución criopreservante

compuesta por 10% de DMSO, 30% de FBS y 60% de DMEM al pellet celular, y resuspender

suavemente. Distribuir la suspensión en criotubos de 1mL, sellar y etiquetar con el tipo celular y

la fecha. Criopreservar siguiendo una reducción de temperatura escalonada: -4°C (30 minutos),

-20°C (30 minutos), -80°C (24 horas), y finalmente conservar en nitrógeno líquido para

almacenamiento a largo plazo.

2.2 Establecimiento de líneas celulares de LUAD resistentes a erlotinib

Cultivar las células A549 y PC9 en fase de crecimiento logarítmico en medio DMEM que

contenga 0.001μmol / mL de erlotinib durante 14 días. Después de la digestión, realizar el pasaje
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de las células A549 y cultivarlas en medio DMEM con 0.01μmol / mL de erlotinib. Continuar

con el pasaje y cultivo durante 14 días, luego cambiar a medio DMEM con 0.1μmol / mL de

erlotinib y cultivar durante 14 días. Posteriormente, cultivar en medio DMEM con 1μmol / mL

de erlotinib durante 14 días, seguido por 10μmol / mL de erlotinib durante otros 14 días.

Siguiendo este método, aumentar gradualmente la concentración de erlotinib a 100μmol / mL y

64μmol / mL, cultivando durante 14 días en cada concentración. Finalmente, mantener la

resistencia al erlotinib de las células A549 con 100μmol / mL de erlotinib. Este proceso genera

líneas celulares de cáncer de pulmón no microcítico resistentes a erlotinib, designadas como

A549-Er y PC9-Er. Utilizar el ensayo CCK-8 para determinar la tasa de inhibición de las células

A549 y PC9 tratadas con diferentes concentraciones de erlotinib y calcular los valores de IC₅₀ de

erlotinib para las células A549 y PC9 (ver Método 2.1).

2.3 Ensayo de Viabilidad Celular

(1) Preparación celular: Recoger las células de cada grupo en fase de crecimiento logarítmico

(como se describe en el apartado 2.2). Digestionar las células con tripsina al 0.25% para preparar

una suspensión unicelular. Ajustar la densidad celular a 5×10⁴ células / mL utilizando un

hemocitómetro.

(2) Siembra celular: Sembrar las células en fase logarítmica en placas de 96 pocillos,

añadiendo 100μL de la suspensión celular (aproximadamente 5×10³ células / pocillo) en cada

uno. Añadir PBS estéril a los pocillos de borde para minimizar los efectos de evaporación.

(3) Tratamiento con fármacos: Establecer grupos experimentales con concentraciones

graduales del fármaco (n=5 réplicas). Incluir un grupo control blanco (solo medio de cultivo) y

un grupo control negativo (células sin tratar).

(4) Incubación: Después de 12 horas de adhesión celular, aspirar el medio original.
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Añadir medio fresco con diferentes concentraciones del fármaco a los grupos experimentales, y

el mismo volumen de medio completo a los grupos control. Incubar las placas a 37°C con 5% de

CO₂ durante 24, 48 y 72 horas.

(5) Ensayo CCK-8: Dos horas antes del final del periodo de incubación, añadir 10μL de

reactivo CCK-8 (concentración final 10%) a cada pocillo, protegiendo de la luz. Agitar

suavemente las placas para mezclar y continuar la incubación.

(6) Medición de OD: Medir la densidad óptica (OD) a 450nm (longitud de referencia

650nm) utilizando un lector de microplacas. Antes de la medición, eliminar las burbujas con

hisopos estériles.

(7) Análisis de datos: Calcular la tasa de proliferación celular y la tasa de inhibición

utilizando las siguientes fórmulas:

Viabilidad Celular (%) = [(OD grupo experimental - OD grupo blanco) / (OD grupo

control - OD grupo blanco)] × 100%

Tasa de Inhibición (%) = [(OD grupo control - OD grupo experimental) / (OD grupo

control - OD grupo blanco)] × 100%

2.4 Experimento de PCR cuantitativa en tiempo real

(1) Extracción de ARN de las células: método TRIZOL

① Mezclar el reactivo TRIZOL con las células y agitar suavemente con una punta de

pipeta estéril para homogeneizar. 1mL de TRIZOL puede disolver 5×10⁶ células. Para evitar la

degradación del ARNm, no lavar las células antes de añadir TRIZOL. Para células cultivadas en

monocapa, añadir 1mL de TRIZOL por cada placa de cultivo de 10 cm².

② Incubar la mezcla a 20 °C durante 15 minutos para lisar completamente las células.
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Luego añadir cloroformo en la proporción de 0.2mL de cloroformo por cada 1mL de TRIZOL.

Agitar suavemente durante 20 segundos y continuar la incubación durante 15 minutos.

③ Transferir la fase acuosa superior a un nuevo tubo EP libre de RNasa utilizando una

pipeta, y añadir isopropanol en la siguiente proporción: 0.5mL de isopropanol por cada 1mL de

TRIZOL. Incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos, luego centrifugar durante 10

minutos a 12000 rpm, 4 °C. El ARN precipitado se observará en la pared o en el fondo del tubo.

④ Tras eliminar el sobrenadante, lavar con etanol al 75%. La proporción de etanol es de

1mL de etanol al 75% por cada 1mL de TRIZOL, mezclar bien. Centrifugar durante 5 minutos a

7500 rpm, 4 °C.

⑤ Eliminar el exceso de etanol, secar al aire el ARN, pero sin secarlo completamente

para evitar su degradación. Disolver el ARN en un volumen adecuado de agua libre de RNasa.

⑥ Almacenar el ARN a -80 °C hasta su uso.

(2) Detección de calidad del ARN

① Medir la concentración de ARN y los valores de OD230, OD260 y OD280 de las

muestras.

② Evaluar si las muestras de ARN extraídas están contaminadas con iones salinos,

proteínas, disolventes orgánicos, etc., a través de las proporciones OD260 / OD230 y OD260 /

OD280.

(3) Síntesis de la primera cadena de cDNA a partir de ARNm

① Mezclar los siguientes componentes en un tubo de centrífuga de 1mL libre de RNasa

REACTIVO VOLUMEN

ARN total 2.0μg



MATERIALES Y MÉTODOS

111

cebador anclado oligo (dT) (500μg / μl) 1.0μl

Mezcla de dNTP (10mM de cada uno) 1.0μl

Agua DEPC estéril Para un total de 12μl

② Después de mezclar completamente, incubar la solución de reacción en un baño María

a temperatura constante de 60 °C durante 10 minutos. A continuación, colocar inmediatamente

en hielo durante 3 minutos para enfriar.

③ Añadir los siguientes componentes en orden:

REACTIVO VOLUMEN

Tampón de primera cadena (5X) 4.0 µl

DTT (0.1 M) 2.0 µl

Inhibitor de RNase (40 U / µl) 1.0 µl

④ Después de mezclar completamente, incubar la mezcla en un baño de agua a

temperatura constante de 37 °C durante 10 minutos. Posteriormente, añadir 10 µl de transcriptasa

inversa.

Después de mezclar de forma uniforme, colocar la solución en un baño de agua a

temperatura constante de 37 °C durante 1 hora.

⑤ Finalizar la reacción incubando en un baño de agua a 75 °C durante 5 minutos, y luego

almacenar la muestra a -20 °C para su uso futuro.

(4) Síntesis de cDNA

Utilizar transcriptasa reversa para sintetizar la primera cadena de cDNA.

1 Combinar los siguientes componentes en un tubo centrífugo de 0,5mL libre de

RNasas:
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REACTIVO VOLUMEN

ARN de molécula pequeña 20ng

1.0 µl

Mezcla de dNTP (10mM de cada uno) 1.0 µl

RT de miARN / RT de LncARN 1.0 µl

RT de GAPDH snARN (2µm / L) To total 12 µl

② Después de mezclar completamente, incubar la mezcla de reacción en un baño de agua

a 70 °C durante 3 minutos.

③ Colocar inmediatamente la mezcla sobre hielo durante 5 minutos, seguido de una

centrifugación a temperatura ambiente para concentrar el líquido.

④ Añadir secuencialmente los siguientes componentes: 4,0µl de tampón de primera

cadena (5X), 2,0µl de DTT (0,1 M) y 1,0µl de inhibidor de RNasa (40 U / µl).

⑤ Después de mezclar bien la solución, centrifugar el líquido enriquecido e incubarlo en

un baño de agua a 37 °C durante 10 minutos; luego, añadir 20 µl de transcriptasa reversa.

⑥ Mezclar bien e incubar en un baño de agua a 37 °C durante 1 hora.

⑦ Posteriormente, colocar la mezcla en un baño de agua a 70 °C durante 10 minutos para

terminar la reacción. Finalmente, almacenar la muestra a -20 °C para su uso futuro.

(5) PCR en tiempo real de ARNm

Se utilizó GAPDH como referencia interna. Cada muestra incluyó tres réplicas, y el

sistema de reacción fue el siguiente:

SISTEMA DE REACCIÓN VOLUMEN

SYBRmix (2×) 10 µl
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ddH2O 1 µl

Cebador 1 a 4µM 1 µl

cDNA 7 µl

Cebador 7 a 4µM 1 µl

Volumen total de la reacción 20 µl

1) Asegúrese de mezclar completamente para obtener una solución homogénea.

2) Utilice el software CFX, seleccione el tipo de muestra adecuado y defina el protocolo

de ciclaje térmico de la siguiente manera: Etapa 1: 94°C durante 30 segundos; Etapa 2: 94°C

durante 10 segundos, 60°C durante 30 segundos, repitiendo durante 40 ciclos. Guarde el

protocolo.

3) Adquiera los valores de fluorescencia de los productos de PCR inmediatamente

después de iniciar la ejecución del instrumento.

4) Establezca un umbral y proceda con el análisis de los niveles relativos de expresión de

ARNm.

(6) PCR en tiempo real para LncRNA

Se emplea GAPDH como control endógeno, y cada muestra se analiza por triplicado. El

volumen total de la reacción es de 20μL, y la composición de la mezcla de reacción es la

siguiente:

SISTEMA DE REACCIÓN VOLUMEN

SYBRmix (2×) 10 µl

cDNA 1 µl

Cebador reverso a 7µM 1 µl

Cebador reverso a 15µM 1 µl
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ddH2O 7 µl

Volumen total de la reacción 20 µl

Asegúrese de lograr una homogenización completa del líquido.

Utilice el software CFR, siguiendo el mismo procedimiento que para el ARNm. Las

secuencias de los cebadores de detallan a continuación:

F (3’-5’) R (3’-5’)

PTCSC3
GTACGGTACCCTCCTTCAGACTT

CTCAGTACTC

CGACTCGAGATTGCTACTGTGAGCA

TAACCTAC

GAPDH* CTCAGACACCATGGGGAGGTGA ATGATCTTGAGGCTGTTGTCATA

β-Catenina TGACGGTCAGTACGCCATGA GGCATCAAACTGCGTGGAT

c-myc AGGACACACAACGTCTTGGA GGGCCTTTTCGTTGTTTTCC

ciclina D1 TGCGTGCAGAGGGAGATTG AGCGGGAAGACCTCCTCTTC

GAPDH# AGGGCTGCCTTCTCTTGTGA AACTTGCCGTGGGTAGAGTCA

Nota: GAPDH* es el control endógeno de PTCSC3, mientras que GAPDH# se utiliza como

control endógeno de β-Catenin, c-myc, y cyclina D1.

2.5 Construcción del Vector

(1) Construcción del vector de sobreexpresión (PTCSC3-pcDNA3.1)

Se construyó un plásmido de sobreexpresión que contiene la secuencia completa de

cDNA del LncRNA humano PTCSC3 para estudios funcionales posteriores. Se optimizaron la

selección del vector, las estrategias de clonación y los métodos de validación para garantizar una

alta eficiencia de expresión y estabilidad del plásmido.

(2) Obtención de la secuencia objetivo y diseño de cebadores
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① Fuente de la secuencia

La secuencia completa de PTCSC3 se obtuvo de la base de datos NCBI, seleccionando el

transcrito validado (NR_024031.1) para asegurar la inclusión de todos los exones y elementos

reguladores.

② Cebadores para la secuencia objetivo

Upstream (adelante): 5'-CGCGAATTCATGAGCTCGCT-3'

Downstream (reversa): 5'-CCGCTCGAGTTACAGGTAC-3'

③Amplificación por PCR de la secuencia de PTCSC3

I. Sistema de reacción (50μL):

SISTEMA DE REACCIÓN VOLOMEN

ddH2O 36μL

10×Tampón 5μL

dNTPs(2.5mM) 4μL

Cebador ascendente (10μm) 2μL

Cebador descendente (10μM) 2μL

ADN molde 1μL

PrimeSTARMax 0.5μL

II. Protocolo de amplificación: Pre-desnaturalización a 98 °C durante 2 minutos, seguido

de 35 ciclos de: 98 °C durante 10 segundos → 60 °C durante 15 segundos → 72 °C durante 2

minutos, con una extensión final a 72 °C durante 10 minutos.

III. Digestión con enzimas de restricción y ligación: Los productos de PCR y el vector

fueron digeridos con las enzimas de restricción EcoRI y XhoI (a 37 °C durante 2 horas). Las
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bandas objetivo fueron extraídas del gel (fragmento de PTCSC3 de aproximadamente 2 kb,

vector linealizado de aproximadamente 5.4 kb).

IV. Transformación y selección de clones positivos: El producto de ligación fue

transformado en células competentes DH5α y sembrado en placas de agar LB con ampicilina,

incubadas a 37 °C durante 16 horas. Se seleccionaron colonias individuales, se extrajo ADN

plasmídico tras la amplificación bacteriana (AxyPrep Plasmid Miniprep Kit). Se realizó una

verificación preliminar mediante digestión doble (EcoRI / XhoI) y electroforesis en gel de

agarosa, seguida de secuenciación para confirmar la exactitud de la secuencia.

V. Validación funcional del plásmido: El plásmido fue transfectado en células HEK293T.

Tras 48 horas, se extrajo ARN y se realizó RT-qPCR para detectar los niveles de expresión de

PTCSC3 (comparado con el grupo de vector vacío).

Cebadores in vitro:

Adelante: 5’-CTGGTCAAGATCCTGGAAGG-3’

Reverso: 5’-GCTGTGGTAGGTGGTCTGCT-3’

(2) Construcción del vector de silenciamiento dirigido contra PTCSC3

(shRNA-PTCSC3)

① Diseño de shRNA: Basado en las reglas de diseño de siRNA (regla de Tuschl), se

seleccionaron secuencias diana específicas de PTCSC3 (por ejemplo,

5'-GCAAGTACTTCGAGATCAT-3').

② Hibridación de oligonucleótidos: Se sintetizaron cadenas complementarias y se

hibridaron para formar ADN de doble hebra (95°C durante 5 minutos, seguido de enfriamiento

lento hasta 25°C).

③ Ligación al vector: El producto hibridado se clonó en los sitios AgeI / EcoRI del
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vector pLKO.1, y posteriormente se transformaron células competentes Stbl3 (para evitar

recombinación del shRNA).

④ Verificación: Se confirmó la inserción correcta mediante digestión enzimática con

EcoRI / AgeI y secuenciación utilizando el cebador del promotor U6.

(3) Construcción del vector control vacío

① pcDNA3.1 vacío: Se obtuvo mediante religación del vector tras digestión enzimática

(sin fragmento insertado). El método de verificación fue el mismo que para el vector de

sobreexpresión.

(4) Proceso de transfección

① Siembra celular: Se seleccionaron células en fase de crecimiento logarítmico, se

digirieron con tripsina y se contaron. Se ajustó la densidad celular a 2×10⁵ células / mL. Se

sembraron en placas de 6 pocillos, 2mL por pocillo (densidad final de aproximadamente 1×10⁵

células / pocillo, buscando alcanzar una confluencia del 70-80% en el momento de la

transfección). Se incubaron durante la noche a 37°C con 5% de CO₂.

② Preparación del complejo de transfección

 I. Dilución del ácido nucleico: En un tubo de centrífuga de 1.5mL, se añadieron 125μL

de Opti-MEM, y luego:

o Grupo experimental: 2,5μg del plásmido de sobreexpresión de lncRNA + 5μL de

potenciador P3000.

o Control negativo: igual cantidad del vector vacío.

o Control positivo: plásmido pEGFP-N1.

 II. Dilución del reactivo de transfección: En otro tubo, se mezclaron 125μL de DMEM

con 5μL de Lipofectamine 3000 y se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos.
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③ Mezcla:

Se mezclaron las soluciones I y II, se pipetearon suavemente y se dejaron reposar a

temperatura ambiente durante 15-20 minutos para formar complejos liposoma-ADN.

④ Transfección:

Se retiró el medio de cultivo original de cada pocillo y se añadió 1.5mL de medio de

cultivo completo fresco. Posteriormente, se añadió por goteo 250μL del complejo de transfección

a cada pocillo y se agitó suavemente para mezclar. Se continuó el cultivo a 37°C durante 6-8

horas, tras lo cual se reemplazó el medio por medio de cultivo completo fresco (para reducir la

toxicidad de los liposomas).

⑤ Procesamiento postransfección:

Si el vector contenía una etiqueta fluorescente, se observó la eficiencia de transfección

mediante microscopía de fluorescencia a las 24 horas (por ejemplo, proporción de células GFP

positivas). A las 48 horas postransfección se recolectaron las células para los análisis posteriores.

⑥ Extracción de ARN:

Se extrajo el ARN total mediante el método TRIzol, se transcribió reversamente a cDNA

y se verificó el nivel de expresión del lncRNA mediante qPCR.

2.6 Construcción del plásmido de sobreexpresión de LncRNA PTCSC3 y su transfección en

células de LUAD resistentes a erlotinib

(1) Objetivo experimental:

Construir un plásmido de sobreexpresión que contenga la secuencia completa de cDNA

del LncRNA humano PTCSC3 para estudios funcionales posteriores. Para ello, se optimizarán la

selección del vector, las estrategias de clonación y los métodos de verificación, garantizando una
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alta eficiencia de expresión y estabilidad del plásmido.

(2) Obtención de la secuencia diana y diseño de cebadores

① Fuente de la secuencia:

La secuencia completa de PTCSC3 se obtuvo de la base de datos NCBI, seleccionando el

transcrito validado (NR_024031.1) con el fin de asegurar la inclusión de todos los exones y

elementos reguladores pertinentes.

② Diseño de cebadores para la secuencia diana:

Cebador directo (upstream): 5'-CGCGAATTCATGAGCTCGCT-3'

Cebador reverso (downstream): 5'-CCGCTCGAGTTACAGGTAC-3'

③ Amplificación por PCR de la secuencia de PTCSC3:

I. Sistema de reacción (50μL):

SISTEMA DE REACCIÓN VOLOMEN

dd H2O 36μL

Tampón (10×) 5μL

dNTPs (2.5mM) 4μL

Cebador directo (10μm) 2μL

Reverse primer (10μm) 2μL

ADN molde 1μL

PrimeSTARMax 0.5μL

II. Protocolo de PCR: Pre-desnaturalización: 98 °C durante 2 minutos; 35 ciclos de: 98 °C

durante 10 segundos → 60 °C durante 15 segundos → 72 °C durante 2 minutos; extensión final:

72 °C durante 10 minutos.

III. Digestión enzimática y ligación: Tanto el producto de PCR como el vector fueron
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digeridos con las enzimas de restricción EcoRI y XhoI a 37 °C durante 2 horas. Las bandas

objetivo se recuperaron por electroforesis en gel (fragmento de PTCSC3 de aproximadamente 2

kb; vector linealizado de aproximadamente 5,4 kb).

IV. Transformación y selección de clones positivos: El producto de ligación se

transformó en células competentes DH5α y se sembraron en placas de agar LB que contenían

ampicilina, incubándose a 37 °C durante 16 horas. Se seleccionaron colonias individuales, y tras

la amplificación bacteriana, se extrajeron los plásmidos (Kit AxyPrep Plasmid Miniprep). La

verificación preliminar se realizó mediante doble digestión (EcoRI / XhoI) y electroforesis en gel

de agarosa, confirmándose posteriormente la secuencia mediante secuenciación.

V. Validación funcional del plásmido: El plásmido se transfirió a células HEK293T. A

las 48 horas, se extrajo el ARN y se realizó RT-qPCR para detectar los niveles de expresión de

PTCSC3 (comparados con el grupo de vector vacío).

(3) Protocolo de Transfección de LncRNA

① Siembra celular

Recolectar las células en fase logarítmica de crecimiento, digerir con tripsina y contar.

Ajustar la densidad celular a 2 × 10⁵ células / mL. Sembrar 2mL por pocillo en placas de 6

pocillos (densidad final aproximada: 1 × 10⁵ células / pocillo, para alcanzar una confluencia del

70–80 % al momento de la transfección). Incubar durante la noche a 37 °C con 5 % de CO₂.

② Preparación del complejo de transfección

I. Dilución del ácido nucleico: En un tubo centrífugo de 1.5mL, añadir 125μL de

Opti-MEM. Agregar:

Grupo experimental: 2.5μg de plásmido de sobreexpresión de lncRNA + 5μL de

potenciador P3000.
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Control negativo: misma cantidad de vector vacío.

Control positivo: plásmido pEGFP-N1.

II. Dilución del reactivo de transfección: En otro tubo, mezclar 125μL de DMEM con

5μL de Lipofectamine 3000. Dejar reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

③ Mezcla

Combinar las soluciones I y II, mezclar suavemente mediante pipeteo, y dejar reposar a

temperatura ambiente durante 15–20 minutos para formar el complejo liposoma-ADN.

④ Procedimiento de transfección

Retirar el medio de cultivo original de las células y añadir 1.5mL de medio completo

fresco por pocillo. Añadir por goteo el complejo de transfección (250μL / pocillo) y agitar

suavemente para mezclar. Continuar el cultivo a 37 °C durante 6–8 horas, luego reemplazar con

medio completo fresco (para reducir la toxicidad de los liposomas).

⑤ Procesamiento post-transfección

Si el vector contiene marcador fluorescente, evaluar la eficiencia de transfección

(porcentaje de células GFP positivas) mediante microscopía de fluorescencia a las 24 horas

post-transfección. Recolectar las células a las 48 horas para análisis posteriores.

⑥ Extracción de ARN

Extraer el ARN total utilizando el método TRIzol, retrotranscribir a cDNA y verificar los

niveles de expresión de lncRNA mediante qPCR.

2.7 Aislamiento e Identificación de Exosomas

(1) Preparación del sobrenadante celular

Se recomienda utilizar únicamente muestras previamente filtradas, excluyendo partículas
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superiores a 0,8μm. En lo posible, la filtración debe realizarse antes de congelar las muestras.

① Cultivar células hBMSCs utilizando suero libre de exosomas.

② Tras el tratamiento farmacológico, aspirar el sobrenadante de cultivo y recogerlo en un

tubo de tamaño adecuado.

③ Filtrar con un filtro de 0,8μm para eliminar residuos celulares y fragmentos.

④ Transferir cuidadosamente el sobrenadante clarificado a un nuevo tubo sin perturbar el

sedimento, que formará una marca en la parte externa del tubo centrífugo.

⑤ Si se van a aislar exosomas el mismo día, conservar el sobrenadante a 4°C hasta su

procesamiento. Para almacenamiento a largo plazo, alícuotar y congelar a -80°C.

⑥ Antes de aislar vesículas extracelulares (EVs) a partir de sobrenadante congelado,

descongelar a temperatura ambiente (20°C).

(2) Aislamiento de exosomas

① Utilizar sobrenadante de cultivo celular previamente filtrado.

② Añadir 1 volumen de tampón XBP por cada volumen de muestra. Invertir el tubo

suavemente 5 veces para mezclar completamente. Permitir que la mezcla alcance temperatura

ambiente.

③ Añadir hasta 16mL de la mezcla muestra / XBP a la columna de centrifugación

exoEasy y centrifugar a 500g durante 1 minuto. Desechar el flujo y colocar de nuevo la columna

en el mismo tubo de recolección. Si el volumen de muestra supera los 8mL, repetir este paso

hasta que todo el volumen haya pasado por la columna. (Opcional: para eliminar líquido residual

de la membrana, centrifugar a 5000g durante 1 minuto).

④ Añadir 10mL de tampón XWP y centrifugar a 5000 g durante 5 minutos para eliminar
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residuos. Desechar el flujo y el tubo de recolección. Nota: La velocidad de centrifugación puede

reducirse hasta un mínimo de 3000 g sin comprometer el rendimiento.

⑤ Transferir la columna a un nuevo tubo de recolección.

⑥ Añadir 400μL de tampón XE a la membrana, incubar 1 minuto y centrifugar a 500 g

durante 5 minutos para recoger el eluato. Nota: El uso de menos de 400μL puede resultar en una

elución incompleta. El eluato puede concentrarse por ultrafiltración; si se realiza este paso, se

recomienda eluir con 1–2mL de tampón XE.

⑦ Reaplicar el eluato a la membrana de la columna exoEasy, incubar durante 1 minuto y

centrifugar a 5000 g durante 5 minutos. Recoger el eluato final y transferir a un tubo adecuado.

(3) Identificación de exosomas

① Utilizar microscopía electrónica para observar la integridad morfológica de las

vesículas exosómicas:

Filtrar el tampón PBS usado para disolver los exosomas mediante un filtro de membrana

de fase acuosa de 0,2μm para eliminar cristales e impurezas.

Tomar el tampón de exosomas y centrifugar a 100.000g durante 60 minutos con

ultracentrífuga Beckman. Desechar el sobrenadante y resuspender el sedimento en PBS.

Centrifugar nuevamente a 100.000g durante 60 minutos. El sedimento obtenido

corresponde a los exosomas. Resuspenderlo en PBS.

Tomar 20μL del sedimento resuspendido y colocarlo en una rejilla de cobre.

Dejar reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos, retirar el exceso con papel de

filtro.

Tinción con ácido fosfotúngstico al 2% (pH=5,0) durante 60 segundos. Retirar el exceso

de tinción con papel de filtro.
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Observar la muestra teñida bajo microscopio electrónico de transmisión (TEM).

② Utilizar análisis de seguimiento de nanopartículas (NTA) para determinar el tamaño

de las partículas exosómicas:

Filtrar el tampón XE utilizado para disolver exosomas mediante un filtro de membrana de

fase acuosa de 0,2μm.

Tomar 10–50μL de la solución eluida con tampón XE, diluir 1:1000 con el mismo

tampón y analizar con un equipo de rastreo de nanopartículas (Zetaview).

2.8 Ensayo BCA para la determinación de la concentración de exosomas y proteínas

(1) Extracción de proteínas celulares (utilizando una placa de 6 pocillos como ejemplo)

① Después del tratamiento celular, incubar durante un tiempo apropiado.

② Aspirar el medio de cultivo antiguo, lavar dos veces con PBS y añadir 100μL de

tampón de lisis RIPA a cada pocillo; realizar la lisis sobre hielo durante 15 minutos.

③ Raspar las células, aspirarlas y transferirlas a un tubo EP de 1.5mL.

④ Colocar el tubo EP sobre hielo y sonicar las células con una sonda ultrasónica durante

1 minuto.

⑤ Centrifugar el tubo EP en una centrífuga previamente enfriada a 12.000 rpm durante

15 minutos.

⑥ Aspirar el sobrenadante a un nuevo tubo EP, que servirá como muestra de proteína

para la medición de concentración.

(2) Preparación del estándar de proteínas

① Añadir 0.8mL de solución de dilución al tubo de estándar proteico y disolver

completamente para preparar una solución estándar de 25mg / mL. Puede utilizarse
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inmediatamente o conservarse a -20 °C para almacenamiento prolongado.

② Tomar una cantidad adecuada de esta solución y diluirla hasta obtener una

concentración final de 0.5mg / mL.

(3) Preparación de la solución de trabajo BCA

Preparar la cantidad necesaria de solución BCA añadiendo 50 volúmenes del reactivo A

por cada volumen del reactivo B (50:1), y mezclar bien. Por ejemplo, añadir 100μL de reactivo B

a 5mL de reactivo A para obtener 5.1mL de solución de trabajo. Esta mezcla es estable durante

24 horas a temperatura ambiente.

(4) Determinación de concentración de proteínas y exosomas

① En una placa de 96 pocillos, añadir a los pocillos estándar volúmenes de 0, 1, 2, 4, 8,

12, 16 y 20μL del estándar proteico, completando hasta 20μL con solución de dilución. Estas

concentraciones corresponden a 0, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5mg / mL respectivamente.

② Añadir 2μL de muestra de exosomas con proteínas celulares a los pocillos

correspondientes. Si el volumen es inferior a 20μL, completar con solución de dilución y

registrar el volumen.

③ Añadir 200μL de solución de trabajo BCA a cada pocillo e incubar a 37 °C durante

20-30 minutos.

④ Medir la absorbancia a 562nm con un lector de microplacas.

⑤ Calcular la concentración de la muestra basándose en la curva estándar y el volumen

utilizado.

(5) Extracción de ARN de exosomas en sobrenadante celular

① Utilizar suero libre de exosomas para cultivar células hBMSC, añadir los factores de

tratamiento y recolectar el sobrenadante después del tiempo deseado.



MATERIALES Y MÉTODOS

126

② Se recomienda usar sobrenadante prefiltrado, eliminando partículas mayores a 0.8μm.

③ Añadir la mezcla muestra / XBP a la columna de centrifugación exoEASY (máx.

16mL), centrifugar a 500 g durante 1 minuto. Desechar el flujo y repetir hasta que toda la

muestra haya pasado por la columna.

④ Añadir 10mL de tampón XWP, centrifugar a 5000 g durante 5 minutos para lavar la

columna. Desechar el flujo.

⑤ Transferir la columna a un nuevo tubo de recolección.

⑥ Añadir 700μL de QLAzol directamente a la membrana de la columna. Centrifugar a

5000 g durante 5 minutos y transferir el lisado a un tubo estéril libre de enzimas.

⑦ Vortexar brevemente e incubar 5 minutos a temperatura ambiente para disociar los

complejos ribonucleoproteicos.

⑧ Añadir 90μL de cloroformo, cerrar firmemente y agitar 15 segundos.

⑨ Incubar 2-3 minutos a temperatura ambiente.

(6) Recolección de exosomas y purificación de ARN

① Centrifugar a 12.000 g durante 15 minutos a 4 °C. Separar cuidadosamente las tres

fases: una fase acuosa superior (ARN), una interfase blanca y una fase orgánica roja. La fase

acuosa debe ser de ~400μL. Transferirla a un nuevo tubo, evitando la interfase. Añadir 2

volúmenes de etanol al 100% y mezclar bien.

② Colocar una columna RNeasy MinElute en un nuevo tubo de 1.5mL. Añadir 14μL de

agua libre de RNasa al centro de la membrana. Dejar reposar 1 minuto, luego centrifugar a

máxima velocidad durante 1 minuto para eluir el ARN. Si se necesita mayor concentración,

puede usarse 10μL de agua RNasa-free (con un 20% de pérdida de recuperación). No usar menos
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de 10μL, ya que la membrana no se hidratará correctamente. El volumen muerto de la columna

es 2μL; elución con 14μL rinde 12μL.

2.9 Ensayo de Captación de Exosomas

(1) Preparar la solución A disolviendo 100μL de exosomas en 200μL de tampón de

dilución; preparar la solución B añadiendo 1mL de PKH67 (proteína fluorescente verde) a 200μL

de tampón de dilución.

(2) Mezclar las soluciones A y B e incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos.

(3) Centrifugar la mezcla en un tubo de ultrafiltración a 4000 × g durante 3 minutos.

Recoger los 50μL restantes de suspensión de exosomas teñidos de la capa superior y añadirlos a

las células.

(4) Después de 12 horas de cultivo celular, observar la fluorescencia verde de PKH67

mediante microscopía confocal.

(5) Retirar el medio de cultivo, lavar dos veces con PBS y fijar las células con

paraformaldehído al 4% durante 10 minutos.

(6) Bloquear con BSA al 1% durante 10 minutos.

(7) Añadir la solución de tinción DAPI, teñir durante 3 minutos y lavar dos veces con

PBS.

(8) Adquirir imágenes con un microscopio confocal. Interpretación de resultados: el azul

indica el núcleo celular y el verde indica los exosomas marcados con PKH67.

2.10 Ensayo de inhibición de Exosomas con GW4869

En un sistema de cocultivo de células madre mesenquimales de médula ósea (hBMSCs) y

células epiteliales de cáncer de pulmón humano, se añadió GW4869 para tratar las hBMSCs
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durante 24 horas (concentración final: 15nmol / mL). Posteriormente, se añadieron células

epiteliales de cáncer de pulmón humano para observar la expresión de PTCSC3 y las

características biológicas de estas células cancerosas.

2.11 Transducción Lentiviral

Según los datos proporcionados por GeneChem, la multiplicidad de infección (MOI,

proporción de virus / células durante la infección) requerida para infectar al 80% de las hBMSCs

es 50. El título del virus LV-NC es 1×10⁸ pfu / mL, y el del virus LV-PTCSC3-mimic es 2×10⁸

pfu / mL. El volumen de virus requerido se calcula con la fórmula: (número de células × MOI) /

título viral. Para 5×10⁴ células se requieren 25μL de LV-NC y 1.25μL de LV-PTCSC3-mimic.

(1) Veinticuatro horas antes de la transducción, sembrar hBMSCs a una densidad de

2.5×10⁴ células / pozo en una placa de 6 pozos, asegurando que se alcancen aproximadamente

5×10⁴ células / pozo al momento de la infección.

(2) Al día siguiente, reemplazar el medio con 2mL de medio fresco conteniendo 5μg / mL

de polibreno y añadir la suspensión viral correspondiente. Incubar a 37 °C.

(3) Continuar el cultivo durante 24 horas, luego reemplazar el medio con medio fresco

sin virus.

(4) Después de 72 horas, observar la fluorescencia verde (GFP) bajo un microscopio de

fluorescencia. Posteriormente, añadir 5μg / mL de puromicina para seleccionar células resistentes.

Continuar el cultivo y la selección durante dos semanas. Extraer ARN para evaluar la eficiencia

de transducción y proceder con los siguientes experimentos.

2.12 Ensayo Transwell

(1) Ensayo de Invasión Celular
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① Preparación de la matriz Matrigel

Descongelar la matriz Matrigel a 4 °C desde -80 °C durante la noche hasta su completa

licuefacción.

② Revestimiento de la cámara superior

En hielo, tomar 60 µL de Matrigel líquido y mezclar con 300 µL de medio sin suero.

Añadir 100 µL de esta mezcla a cada cámara superior. Incubar a 37 °C durante aproximadamente

5 horas hasta observar una capa blanca, indicativa de solidificación.

③ Preparación celular

Digestión de las células de cada grupo experimental, lavado 3 veces con medio sin suero,

y resuspensión hasta alcanzar una densidad celular de 1×10⁵ células / mL. Añadir 100 µL de

suspensión celular a cada cámara.

④ Preparación de la cámara inferior

Añadir 500 µL de medio conteniendo 20% de suero fetal bovino a la cámara inferior.

Incubar el sistema completo a 37 °C durante 24 horas.

⑤ Fijación y tinción

Retirar la cámara Transwell, lavar con PBS, fijar con metanol a 4 °C durante 30 minutos,

teñir con cristal violeta al 0.1% durante 20 minutos, y lavar con PBS.

⑥ Observación y análisis

Observar las células que invadieron al lado inferior del filtro bajo microscopio,

seleccionar 5 campos aleatorios, tomar imágenes, contar las células, y calcular el promedio.

(2) Ensayo de Migración Celular

El procedimiento es similar al del ensayo de invasión, con la diferencia de que no se

añade matriz Matrigel a la cámara superior. Todos los demás pasos y el análisis de resultados son
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idénticos.

2.13 Análisis de Apoptosis por Citometría de Flujo con Tinción Doble Annexina V-FITC / PI

(1) Fundamento Experimental

La apoptosis, una forma crucial de muerte celular programada, se caracteriza por la

externalización de fosfatidilserina (PS) y la pérdida de la integridad de la membrana celular. La

Annexina V, una proteína dependiente de calcio que se une específicamente a la PS expuesta en

la membrana externa, se utiliza en combinación con el yoduro de propidio (PI), un colorante de

ácidos nucleicos que no puede penetrar membranas intactas. Esta tinción doble permite distinguir

distintas fases de la apoptosis:

Células en apoptosis temprana: Annexina V-FITC⁺ / PI⁻

Células en apoptosis tardía o necrosis: Annexina V-FITC⁺ / PI⁺

Células necróticas o dañadas mecánicamente: Annexina V-FITC⁻ / PI⁺

(2) Procedimiento Experimental

① Tratamiento y recolección celular:

Tratar las células según el diseño experimental y recolectarlas mediante digestión suave

con tripsina al 0,25%, deteniendo la digestión con medio con suero.

② Tinción:

Reconstituir las células en PBS frío (1×10⁶ células / mL).

Tomar 100μL de suspensión y añadir:

 5μL de Annexina V-FITC

 5μL de PI (50μg / mL)

Incubar en oscuridad 15 minutos a temperatura ambiente.
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Añadir 400μL de tampón de unión Annexina V y analizar inmediatamente por

citometría de flujo (en 1 h).

③ Citometría de flujo:

Canal FITC (Ex 488nm / Em 530nm)

Canal PI (Ex 488nm / Em 610nm)

Adquirir ≥10,000 eventos.

Analizar mediante FlowJo o BD FACSDiva con puertas FSC / SSC para excluir

residuos.

2.14 Ensayo de Formación de Colonias en Dos Dimensiones (2D)

(1) Preparación celular:

Recolectar células en fase logarítmica, digerir con tripsina, contar y ajustar a una

densidad de ~1000 células / pozo.

(2) Siembra y tratamiento:

Sembrar 1000 células / pozo en placas de 6 pozos con 2mL de medio completo.

Incubar a 37°C.

(3) Grupos:

Control: Er-A549-NC y Er-PC9-NC

Experimental: Er-A549-PTCSC3 y Er-PC9-PTCSC3

Añadir erlotinib (1 µmol / L), cambiar medio cada 2-3 días.

(4) Capa de agar:

Agar base 0,6%: mezclar agarosa con medio 2× y FBS al 20%.

Capa celular: mezclar suspensión celular con agarosa al 0,3%.
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Capa superior: añadir 0,5mL de medio cada 3 días.

(5) Cultivo y observación:

Cultivar 2-4 semanas; considerar colonias positivas si el diámetro ≥50μm.

(6) Fijación y tinción:

Fijar con paraformaldehído al 4%.

Teñir con cristal violeta al 0,5%.

(7) Cuantificación:

Fotografiar colonias, analizar con ImageJ.

Tasa de formación de colonias (%) = (Número de colonias / Células sembradas) ×

100%.

2.15 Análisis por Western Blot

(1) Extracción y Cuantificación de Proteínas

Recolección y lisis celular: Recolectar las células cultivadas y lavarlas tres veces con

tampón PBS. Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 minutos para formar el pellet celular.

Desechar el sobrenadante y añadir una cantidad adecuada de tampón de lisis celular. Colocar las

muestras sobre hielo durante aproximadamente 30 minutos para garantizar una lisis completa.

Finalmente, centrifugar durante 5 minutos, aspirar el sobrenadante cuidadosamente y alícuotar

para uso posterior.

Cuantificación de proteínas: Determinar la concentración proteica utilizando un kit de

cuantificación BCA.

(2) Electroforesis SDS-PAGE de Proteínas

Desnaturalización de proteínas: Añadir tampón de carga 5× a las muestras proteicas ya

cuantificadas. Mezclar completamente, sellar la boca del tubo con film protector y hervir las
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muestras en agua en ebullición durante 10 minutos para desnaturalizar la conformación espacial

de las proteínas. Centrifugar las muestras a 12,000 rpm a 4°C durante 10 minutos. Transferir

cuidadosamente el sobrenadante a un nuevo tubo EP estéril para los experimentos siguientes.

Preparación de geles separadores y concentradores: Primero, verter el gel separador en el

sistema de fundición y dejar que solidifique. A continuación, añadir el gel concentrador y colocar

el peine. Una vez que el gel concentrador haya solidificado completamente, retirar el peine y

eliminar cualquier residuo de los pocillos de muestra.

Cargar una cantidad adecuada de muestra de proteína en los pocillos, y realizar la

electroforesis a voltaje constante de 80 V. Cuando la muestra ingrese al gel separador, aumentar

inmediatamente el voltaje a 120 V y continuar la electroforesis a corriente constante. Detener la

corrida tan pronto como el colorante azul de bromofenol esté a unos 10mm del borde inferior del

gel separador. Retirar cuidadosamente el gel para el siguiente paso.

(3) Transferencia

Activación de la membrana PVDF: Remojar la membrana PVDF en metanol para

activarla y luego sumergirla, junto con el papel de filtro, las esponjas y el sistema de

transferencia, en tampón de transferencia. Se recomienda remojar la membrana PVDF en el

tampón de transferencia durante al menos 15 minutos para una activación completa.

Transferencia de proteínas: Colocar el sistema de transferencia en el tanque de

transferencia, rodeándolo con paquetes de hielo para mantener la temperatura baja durante todo

el proceso. Disponer el gel en el lado del electrodo negativo y la membrana PVDF en el lado del

electrodo positivo. Conectar la fuente de alimentación, ajustar la corriente a 260 mA y comenzar

la transferencia. Finalizar el proceso después de aproximadamente 1 hora. Luego, desmontar

cuidadosamente cada capa, retirar suavemente la membrana PVDF con pinzas y cortar la esquina
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superior izquierda como marca de orientación de carga.

(4) Hibridación

Bloqueo: Sumergir la membrana PVDF en solución TBST, agitar suavemente en una

plataforma oscilante durante aproximadamente 5 minutos para enjuagar. Luego bloquear con

leche descremada al 2% a 37°C durante aproximadamente 2 horas. Este paso permite eliminar

sitios de unión inespecífica y reducir la coloración de fondo.

Incubación con anticuerpo primario: Diluir el anticuerpo primario con tampón de bloqueo

a las siguientes proporciones:

c-Myc: 1:500

Ciclina: 1:500

β-Catenina: 1:500

GAPDH: 1:500

Incubar la membrana con el anticuerpo diluido a 4°C durante toda la noche.

Incubación con anticuerpo secundario: Al día siguiente, lavar la membrana tres veces con

tampón TBST, 10 minutos por cada lavado. Luego, incubar la membrana con el anticuerpo

secundario diluido (1:1000) a 37°C durante 2 horas. Posteriormente, realizar nuevamente tres

lavados con TBST de 10 minutos cada uno.

Revelado: Colocar la membrana (lado proteico hacia arriba) sobre una hoja de film

plástico. Aplicar uniformemente la solución de reacción ECL sobre la membrana y dejar

reaccionar en la oscuridad durante 2 minutos. Finalmente, revelar utilizando película de rayos X

en un cuarto oscuro.

2.16 Análisis Estadístico

Todos los datos de este experimento fueron analizados utilizando el software estadístico
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SPSS versión 22.0. Los datos se expresan como media ± desviación estándar (DE). El análisis

estadístico se realizó mediante ANOVA unidireccional o prueba t de Student. Un valor de p <

0,05 se consideró estadísticamente significativo.
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1. La lncRNA PTCSC3 se encuentra regulada a la baja en tejidos de adenocarcinoma

pulmonar (LUAD) resistentes a erlotinib

Se evaluaron los niveles de expresión de la lncRNA PTCSC3 en tejidos de

adenocarcinoma pulmonar resistentes a erlotinib (Er-LUAD, n = 8) y en tejidos primarios de

LUAD (n = 14), así como la tasa de expresión positiva del marcador de células madre CD133.

En comparación con los tejidos primarios de LUAD, la expresión de PTCSC3 se redujo

significativamente en los tejidos tumorales resistentes a erlotinib; además, el marcador de células

madre CD44⁺ mostró un aumento significativo en los tejidos resistentes a erlotinib (Figure 7).

Figura 7. La lncRNA PTCSC3 presenta baja expresión en tejidos de LUAD resistentes a

erlotinib (Er-LUAD). (A) Se cuantificó la expresión de PTCSC3 mediante qRT-PCR en tejidos

primarios de LUAD (LUAD, n = 14) y tejidos Er-LUAD (n = 8). P < 0.01. (B) La tasa de

expresión positiva de CD44 se analizó mediante citometría de flujo. P < 0.01.

2. Establecimiento de líneas celulares de LUAD resistentes a Erlotinib

Para determinar los perfiles de resistencia de las líneas celulares establecidas de

adenocarcinoma pulmonar no microcítico (LUAD) resistentes a erlotinib, A549 y PC9, se

utilizaron ensayos CCK-8 para evaluar las tasas de inhibición y los valores de IC₅₀ de las células
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A549 y PC9 tras 72 horas de exposición a diferentes concentraciones de erlotinib (0.001, 0.01,

0.1, 1, 10 y 100 µmol / L).

Los resultados demostraron una reducción significativa y dependiente de la concentración

en las tasas de inhibición de las células Er-A549 en comparación con el grupo A549 a las

concentraciones de erlotinib mencionadas. Además, a concentraciones superiores a 1 µmol / L,

las diferencias en las tasas de inhibición fueron mínimas, con una tasa de inhibición de 72.67 ±

5.33 a 1 µmol / L y de 78.32 ± 5.64 a 100 µmol / L (Figura 8A).

En comparación con el grupo de células PC9, las células Er-PC9 mostraron diferencias

mínimas en las tasas de inhibición a concentraciones de erlotinib superiores a 1 µmol / L, con

una tasa de inhibición de 29.67 ± 1.43 a 1 µmol / L y de 43.32 ± 1.64 a 100 µmol / L (Figura

8B).

Con base en los resultados del ensayo CCK-8, se seleccionó una concentración final de 1

µmol / L de erlotinib para los experimentos posteriores de evaluación de la invasión, migración y

apoptosis de las células Er-A549 y Er-PC9.

Figura 8. El efecto del erlotinib sobre las células de LUAD. (A) Efecto de diferentes

concentraciones de erlotinib sobre la tasa de inhibición de las células A549 y Er-A549, *P<0.05,
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**P<0.01. (B) Efecto de diferentes concentraciones de erlotinib sobre la tasa de inhibición de

las células PC9 y Er-PC9, *P<0.05, **P<0.01.

3. LncRNA PTCSC3 está disminuido en células de LUAD resistentes a erlotinib

Se examinó adicionalmente la expresión de PTCSC3 y CD44 en las células Er-A549 y

Er-PC9. En comparación con las células A549, la expresión de PTCSC3 estaba

significativamente disminuida en las células Er-A549 (Figura 9A), mientras que la expresión de

CD44 estaba significativamente aumentada (Figura 9B). Del mismo modo, en comparación con

las células PC9, la expresión de PTCSC3 también estaba significativamente disminuida en las

células Er-PC9 (Figura 9C), mientras que la expresión de CD44 estaba significativamente

aumentada (Figura 9D).

Figura 9. El lncRNA PTCSC3 se expresa en niveles bajos en células de LUAD resistentes a

erlotinib. (A, C) Análisis cuantitativo de la expresión de PTCSC3 en células de LUAD

resistentes a erlotinib mediante qRT-PCR. En comparación con las células LUAD, *P<0.01,

#P<0.05. (B, D) La tasa de expresión positiva de CD44 en células LUAD y células resistentes
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fue analizada por citometría de flujo. En comparación con las células LUAD, *P<0.01,

#P<0.05.

4. La sobreexpresión de PTCSC3 puede revertir la resistencia de las células de LUAD a erlotinib

Mediante la construcción de líneas celulares de LUAD resistentes a erlotinib (Er-A549 y

Er-PC9) que sobreexpresan de forma estable el lncRNA PTCSC3, los resultados del ensayo

CCK-8 (Figura 10) mostraron que, en comparación con el grupo control con vector vacío

(Er-A549-NC y Er-PC9-NC), la sobreexpresión de PTCSC3 mejoró significativamente el efecto

inhibidor del crecimiento inducido por erlotinib en células resistentes. Bajo tratamiento de 72

horas, la tasa de inhibición del grupo experimental Er-A549-PTCSC3 disminuyó del 58.4% ±

2.7% en el grupo control al 21.6% ± 1.7% (P < 0.01), y la tasa de inhibición en Er-PC9-PTCSC3

disminuyó del 44.7% ± 3.7% al 22.5% ± 2.3%, indicando que la sobreexpresión de PTCSC3

puede revertir la sensibilidad de las células resistentes a erlotinib.

Figura 10. La sobreexpresión de PTCSC3 inhibe la resistencia a fármacos en LUAD. (A, B)

Ensayo CCK-8 para detectar la inhibición inducida por erlotinib en células PC9 y A549

resistentes. En comparación con el grupo control, #P＜0.05, *P<0.01.
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5. La sobreexpresión de PTCSC3 inhibe la invasión y migración de células de LUAD

resistentes a erlotinib

La capacidad de invasión celular se evaluó mediante un ensayo Transwell con matriz de

gel (Figura 11A). Los resultados mostraron que el número de células PTCSC3-Er-A549 que

atravesaron la matriz de gel en 24 horas fue de (68.3 ± 3.1) células / campo, significativamente

inferior al grupo control con vector vacío (Er-A549-NC), que presentó (125 ± 7) células / campo

(p < 0.01). En el caso de las células PTCSC3-Er-PC9, el número fue de (57.7 ± 3.5) células /

campo, también significativamente inferior al grupo control (Er-PC9-NC) con (139 ± 8) células /

campo (p < 0.01).

La capacidad de migración celular se evaluó utilizando un ensayo de migración

Transwell sin matriz de gel (Figura 11B). Se observó que el número de células

PTCSC3-Er-A549 migradas en 24 horas fue de (63.3 ± 3.2) células / campo, en comparación con

(126 ± 8) células / campo del grupo Er-A549-NC (p < 0.01). En el grupo experimental

Er-PC9-PTCSC3, el número de células migradas fue de (70.7 ± 4.5) células / campo,

significativamente menor que el grupo Er-PC9-NC, que fue de (145 ± 7) células / campo (p <

0.01). Estos resultados experimentales indican que la sobreexpresión de PTCSC3 puede inhibir

de manera sinérgica la invasión y migración de las células LUAD resistentes a erlotinib.
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Figura 11. Evaluación de la invasión y migración de células Er-LUAD mediante Transwell.

Porcentaje de apoptosis (%) de células Er-LUAD en cada grupo. *P＜0.01.

6. La sobreexpresión de PTCSC3 aumenta la apoptosis en células de LUAD resistentes a

erlotinib

El análisis por citometría de flujo mediante doble tinción Annexina V-FITC / PI reveló

(Figura 12) que tras 24 horas de tratamiento con erlotinib a una concentración de 1μmol / L en

combinación con la sobreexpresión de PTCSC3, la tasa de apoptosis en las células A549-Er

aumentó del (13.43% ± 0.76%) en el grupo control al (45.39% ± 3.3%) (p < 0.01) (Figura 12A).

De forma similar, la tasa de apoptosis en las células PC9-Er se incrementó del (12.24% ± 0.73%)

al (40.16% ± 2.2%) (p < 0.01) (Figura 12B). Estos hallazgos sugieren que la sobreexpresión de

PTCSC3 puede potenciar la respuesta apoptótica de las células de LUAD resistentes a erlotinib.

Figura 12. Evaluación de la tasa de apoptosis de células Er-LUAD mediante citometría de

flujo. Porcentaje de apoptosis (%) en cada grupo experimental. *P＜0.01.
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7. Aislamiento, Cultivo, e identificación de células madre mesenquimales humanas de médula

ósea (hBMSCs)

Se logró con éxito el aislamiento, cultivo e identificación de hBMSCs. Las células se

cultivaron inicialmente en α-MEM suplementado con 10% de suero fetal bovino, 1% de

penicilina-estreptomicina y 24mM de glutamina. Para la digestión celular y los pases, se aplicó

tripsina a 37 °C durante 2 minutos. Una vez que las células adquirieron una morfología

redondeada, se añadió igual volumen de medio de cultivo. Se eliminaron las células envejecidas

y las mezcladas mediante pases en serie. Después de 3-4 generaciones, se observaron células

purificadas con forma de huso, viables y dispuestas en patrón de vórtice (Figura 13A).

Las células de tercera generación en buen estado fueron incubadas con anticuerpos

fluorescentes anti-humanos (CD29, CD44, CD106, CD34 y CD45) y analizadas por citometría

de flujo. Los resultados mostraron positividad para CD29, CD44 y CD106, y negatividad para

CD34 y CD45 (Figura 13B).

Figura 13. Resultados de identificación de hBMSCs. (A) Características morfológicas

observadas al microscopio. (B) Resultados del análisis por citometría de flujo para marcadores

de células madre.
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8. Extracción e identificación de exosomas derivados de hBMSCs

Para aislar e identificar exosomas secretados por hBMSCs, se cultivaron las células en

suero exento de exosomas y se trataron con PTCSC3-NC o PTCSC3 mimic. Tras 48 horas, se

recolectó el sobrenadante celular y se extrajeron exosomas de 40-150nm utilizando el kit de

Qiagen. La microscopía electrónica de transmisión (TEM) mostró que los exosomas tenían

morfología esférica u ovalada, con estructura de membrana íntegra y contenido de baja densidad

(Figura 14A). El análisis del tamaño de partícula mediante NTA reveló una distribución

alrededor de 80nm (Figura 14B).

Figura 14. Identificación de exosomas derivados de hBMSCs. (A) Observación de la

morfología mediante TEM. (B) Análisis del tamaño de partícula por NTA.

9. Los exosomas derivados de hBMSCs pueden encapsular lncRNA PTCSC3 y ser

absorbidos por células de LUAD

Los exosomas secretados por hBMSCs fueron marcados con la proteína fluorescente

verde PKH67. Tras co-cultivo durante 12 horas con células de LUAD, se fijaron y tiñeron con

DAPI. La observación con microscopía confocal reveló fluorescencia verde (PKH67) en el

citoplasma de las células de LUAD, indicando que los exosomas habían sido internalizados
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(Figura 15A). Además, hBMSCs tratadas con PTCSC3 mimic mostraron alta expresión de

PTCSC3 en los exosomas, determinada por RT-qPCR (Figura 15B).

Figura 15. Los exosomas derivados de hBMSCs pueden encapsular PTCSC3 y ser absorbidos

por células epiteliales humanas de cáncer de pulmón A549. (A) Internalización de exosomas

marcados con PKH67. (B) Expresión de PTCSC3 en hBMSCs tratados con PTCSC3-NC o

PTCSC3 mimic. (C) Expresión de PTCSC3 en los exosomas. Datos expresados como media ±

DE. ***P＜0.001，****P＜0.0001.

10. GW4869 inhibe la liberación de exosomas derivados de BMSCs, reduciendo la

absorción de lncRNA PTCSC3 por células de LUAD y promoviendo su migración e

invasión

Se evaluó si el lncRNA PTCSC3 exosomal afecta las funciones biológicas de células

LUAD. Para ello, se añadió GW4869, un inhibidor específico de la secreción de exosomas, al

sistema de co-cultivo Transwell. Las células BMSCs fueron tratadas con GW4869 (15 pmol /
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mL) durante 24 h, y luego se añadieron células LUAD. La expresión de PTCSC3 en las células

LUAD fue menor en el grupo GW4869 en comparación con el grupo control (DMSO) (Figura

16A). Además, las capacidades de migración e invasión de las células LUAD aumentaron en el

grupo tratado con GW4869 (Figura 16B). Estos hallazgos sugieren que GW4869 inhibe la

liberación de exosomas derivados de BMSCs, reduciendo así la transferencia de PTCSC3 a las

células LUAD.

Figura 16. GW4869 inhibe la liberación de exosomas derivados de hBMSCs, incrementando

la proliferación e invasión de células LUAD resistentes. (A) Expresión de PTCSC3 en células

Er-A549 y Er-PC9 tras tratamiento con GW4869. (B, C) Evaluación de la migración e invasión

en el sistema de co-cultivo.

11. Transducción lentiviral exitosa de células BMSC

De acuerdo con los valores de MOI obtenidos para hBMSCs en el protocolo de

transducción lentiviral de GeneChem, se determinó el volumen correspondiente de virus a
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utilizar. El lentivirus adquirido contenía fluorescencia verde GFP y resistencia a puromicina. A

las 72 horas post-transducción, se observó la intensidad fluorescente mediante microscopía.

Posteriormente, se añadió puromicina (concentración final 5 μg / μL) para seleccionar las

hBMSCs, obteniendo finalmente una línea celular estable hBMSC transducida lentiviralmente

(Figura 17A). El análisis de eficiencia de transducción mediante RT-qPCR reveló una expresión

aumentada de PTCSC3 en el grupo tratado con el mimético de PTCSC3 (Figura 17B).

Figura 17. Niveles de expresión de células hBMSC transducidas con lentivirus. El grupo

control es hBMSCs-LV-NC; el grupo experimental es hBMSCs tratado con lentivirus mimético

de PTCSC3. LV: lentivirus. Los valores se expresan como media ± DE, **P＜0.01.

12. Impacto de los exosomas derivados de hBMSCs que contienen PTCSC3 sobre células

LUAD resistentes a erlotinib

Este estudio estableció inicialmente un sistema de co-cultivo de hBMSC y líneas

celulares LUAD resistentes al erlotinib. El cocultivo sin contacto directo de los dos tipos de

células se logró utilizando insertos Transwell (tamaño de poro 0,4 µm), lo que garantizó que la

comunicación celular se produjera únicamente a través de factores secretados. El sistema de

cocultivo se mantuvo a 37 °C con un 5 % de CO₂ durante 14 días para evaluar los efectos a

medio y largo plazo.
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Inicialmente, se evaluó la capacidad proliferativa de las líneas celulares de

adenocarcinoma pulmonar (LUAD) resistentes a erlotinib (Er-A549 y Er-PC9) mediante el

ensayo CCK-8. Los resultados indicaron que, en comparación con las líneas celulares parentales

de LUAD (A549 y PC9), la proliferación de las líneas celulares resistentes a erlotinib (Er-A549 y

Er-PC9) se redujo significativamente entre las 24 y 72 horas (P<0.05), aunque no se observó una

diferencia significativa a las 96 horas en comparación con las líneas celulares parentales (P>0.05)

(Figura 18A). Posteriormente, tras el co-cultivo de las líneas celulares LUAD resistentes a

erlotinib (Er-A549 y Er-PC9) con medio de cultivo condicionado por hBMSCs durante dos

semanas, se observó una disminución significativa en la capacidad proliferativa de las células

co-cultivadas hBMSCs-Er-A549 y hBMSCs-Er-PC9 (P<0.05) (Figuras 18B y 18C). Además, la

capacidad de formación de colonias de las células Er-A549 y Er-PC9 después del co-cultivo se

evaluó mediante un ensayo de formación de colonias. En comparación con las líneas celulares

LUAD resistentes a erlotinib (Er-A549 y Er-PC9), la capacidad de formación de colonias de las

células co-cultivadas hBMSCs-Er-A549 y hBMSCs-Er-PC9 se redujo significativamente

(P<0.05) (Figura 18D). Finalmente, se analizó la apoptosis de las células Er-A549 y Er-PC9 tras

el co-cultivo mediante citometría de flujo. Los resultados mostraron que, en comparación con las

líneas celulares LUAD resistentes a erlotinib (Er-A549 y Er-PC9), la apoptosis de las células

co-cultivadas hBMSCs-Er-A549 y hBMSCs-Er-PC9 aumentó (Figuras 18E y 18F). Los estudios

anteriores indican que la actividad celular de las células hBMSCs-Er-A549 y hBMSCs-Er-PC9

se inhibió bajo condiciones de co-cultivo con hBMSCs.
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Figura 18. Impacto de las hBMSCs en células resistentes a fármacos. (A) El ensayo CCK-8

detectó la actividad de las células LUAD resistentes a erlotinib (Er) establecidas mediante

inducción gradual. El símbolo # indica comparación con células resistentes (P<0.05). (B) El

ensayo CCK-8 detectó la influencia de las hBMSCs en la proliferación de células A549-Er. (C)

El ensayo CCK-8 detectó la influencia de las hBMSCs en la proliferación de células PC9-Er. (D)

El ensayo de formación de colonias celulares evaluó el impacto de las hBMSCs en la capacidad

clonogénica de las células A549-Er y PC9-Er. (E) La citometría de flujo midió el efecto de las

hBMSCs en la apoptosis de las células A549-Er y PC9-Er. El símbolo # indica comparación con

las células resistentes después de la intervención con hBMSCs (P<0.05).

13. Impacto de la co-cultivación con hBMSCs sobre la expresión de PTCSC3 y el eje Wnt /

β-Catenina en células LUAD resistentes a erlotinib

El análisis por PCR reveló que los niveles de expresión relativa de PTCSC3 en las células

hBMSCs-Er-A549 y hBMSCs-Er-PC9 después de la co-cultivación fueron de (3.83±0.21) y

(3.57±0.31), respectivamente, significativamente más altos que en las células Er-A549 (P<0.05)
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y Er-PC9 (P<0.05) (Figura 19A).

Además, se detectaron niveles reducidos de expresión de ARNm de β-catenina, c-myc y

ciclina D1 en las células hBMSCs-Er-A549 y hBMSCs-Er-PC9, lo que indica que la

co-cultivación con hBMSCs puede inhibir la expresión del eje Wnt / β-catenina en estas células

(Figura 19B).

Los resultados del Western blot (WB) también fueron consistentes, mostrando una

reducción en la expresión de las proteínas β-catenina, c-myc y ciclina D1 en hBMSCs-Er-A549 y

hBMSCs-Er-PC9 en comparación con Er-A549 y Er-PC9 (P<0.05) (Figura 19C).

Figura 19. Efectos de las hBMSCs sobre PTCSC3 y el eje Wnt / β-Catenina en células

resistentes a fármacos. (A) Nivel de expresión de PTCSC3 mediante qRT-PCR. (B) Nivel de

expresión de la vía de señalización Wnt / β-Catenina mediante qRT-PCR. (C) Nivel de expresión

de la vía de señalización Wnt / β-Catenina mediante Western blot. Indica comparación con

células resistentes (P<0.05).

14. El impacto de la alteración en la expresión del lncRNA PTCSC3 sobre las células

LUAD resistentes a erlotinib

Tras la transfección con vectores de expresión de PTCSC3, se observó una mayor
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expresión de PTCSC3 en el grupo pcDNA3.1 en comparación con los grupos PTCSC3-si y

PTCSC3-NC, mientras que la expresión de PTCSC3 fue más baja en el grupo PTCSC3-si que en

el grupo PTCSC3-NC (P<0.05), lo que confirma que la transfección fue exitosa.

Posteriormente, los ensayos CCK-8 revelaron que la capacidad proliferativa del grupo

pcDNA3.1 fue inferior a la de los grupos PTCSC3-si y PTCSC3-NC (P<0.05), con la tasa de

formación de colonias más baja entre los tres grupos (P<0.05); tanto la capacidad de

proliferación como la tasa de formación de colonias del grupo PTCSC3-si fueron superiores a las

del grupo PTCSC3-NC (P<0.05).

El análisis por citometría de flujo (FCM) mostró que la tasa de apoptosis fue mayor en el

grupo pcDNA3.1 y menor en el grupo PTCSC3-si (P<0.05).

Estos hallazgos sugieren que el aumento de la expresión de PTCSC3 puede inhibir el

crecimiento de las células LUAD y promover la apoptosis, mientras que la silenciamiento de

PTCSC3 produce el efecto opuesto (Figura 20).

Figura 20. Influencia de PTCSC3 en células resistentes a fármacos. (A) Verificación de la

eficiencia de transfección mediante qRT-PCR. (B) Curva de crecimiento de células LUAD. (C)
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Formación de colonias en células LUAD. (D) Apoptosis de células LUAD. Indica comparación

con el grupo PTCSC3-NC (P<0.05); & indica comparación con el grupo pcDNA3.1 (P<0.05).

15. Impacto de las alteraciones en la expresión del lncRNA PTCSC3 sobre el eje Wnt /

β-Catenina

Según los análisis de PCR y Western blot (WB), los niveles de β-catenina, c-myc y

ciclina D1 fueron más bajos en el grupo pcDNA3.1 (P<0.05), mientras que el grupo PTCSC3-si

presentó niveles más altos en comparación con el grupo PTCSC3-NC (P<0.05). En consecuencia,

la sobreexpresión de PTCSC3 también puede suprimir el eje Wnt / β-Catenina en células LUAD

(Figura 21).

Figura 21. Impacto de PTCSC3 en el eje de señalización Wnt / β-Catenina. (A) Nivel de

expresión del eje Wnt / β-Catenina mediante qRT-PCR. (B) Nivel de expresión del eje Wnt /

β-Catenina mediante Western blot. Indica comparación con el grupo PTCSC3-NC (P<0.05); &

indica comparación con el grupo pcDNA3.1 (P<0.05).
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16. Impacto de la vía Wnt / β-Catenina en las células de LUAD resistentes a erlotinib

El grupo de intervención con XAV939 mostró una proliferación y capacidad de clonación

reducidas en comparación con el grupo control, junto con un aumento en las tasas de apoptosis

(P<0.05), lo que indica que la inhibición de la vía Wnt / β-Catenina promueve la apoptosis en las

células LUAD (Figura 22).

Figura 22. Influencia del eje Wnt / β-Catenina en células resistentes a erlotinib. (A) Curva de

crecimiento celular de LUAD. (B) Ensayo de clonación celular de LUAD. (C) Apoptosis celular

de LUAD. Indica comparación con el grupo control (P<0.05).

17. Las hBMSCs revierten la resistencia al erlotinib de las células de LUAD a través del eje

PTCSC3 / Wnt / β-Catenina

Finalmente, se prepararon células A549-Er y PC9-Er tratadas respectivamente con hBMSCs +

vector de silenciamiento de expresión de PTCSC3 y vector de silenciamiento de PTCSC3 +

XAV939, utilizando como grupo control las células A549-Er y PC9-Er sin ningún tratamiento,

para realizar experimentos de rescate. Los resultados mostraron que no hubo diferencias

significativas entre los tres grupos en términos de capacidad de proliferación, tasa de clonación y

tasa de apoptosis (P>0.05) (Figura 23).
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Figura 23. Las hBMSCs revierten la resistencia al erlotinib de las células LUAD a través del

eje PTCSC3 / Wnt / β-Catenina. (A) Curva de crecimiento celular de LUAD. (B) Clonación

celular de LUAD. (C) Apoptosis celular de LUAD.
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El cáncer de pulmón no microcítico (NSCLC), subtipo predominante del adenocarcinoma

pulmonar (LUAD), depende en gran medida del uso de inhibidores de la tirosina quinasa del

receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR-TKIs), como erlotinib, para su tratamiento

[533-534]. A pesar de la eficacia significativa de erlotinib en pacientes con mutaciones sensibles

(por ejemplo, deleciones del exón 19 de EGFR y mutaciones L858R), la resistencia sigue siendo

un obstáculo clínico importante, con una mediana de supervivencia libre de progresión (PFS) que

oscila entre 10 y 13 meses [535]. Los mecanismos de resistencia son complejos y diversos,

incluyendo mutaciones secundarias como EGFR T790M, activación de vías de derivación (como

amplificación de MET y sobreexpresión de HER2), así como la activación aberrante de vías de

señalización downstream como PI3K / AKT y MAPK [536-538].

En los últimos años, los ARN largos no codificantes (lncRNAs), como moléculas clave

en la regulación epigenética, han demostrado participar en la formación de resistencia a fármacos

mediante la regulación del microambiente tumoral, la reprogramación metabólica y el eflujo de

medicamentos, proporcionando nuevas direcciones para revertir la resistencia [539-540]. Los

lncRNAs pueden afectar la resistencia farmacológica regulando directa o indirectamente EGFR y

sus vías downstream. Por ejemplo, algunos lncRNAs pro-resistencia como HOTAIR promueven

características de células madre tumorales y reducen la sensibilidad a erlotinib activando las vías

Wnt / β-catenina o Hippo-YAP [541-542]. Por el contrario, lncRNAs supresores tumorales como

MEG3 potencian la respuesta celular a EGFR-TKIs inhibiendo el eje PI3K / AKT / mTOR [543].

La adaptación metabólica de las células tumorales constituye una característica

importante de la resistencia a fármacos. Se ha demostrado que ciertos lncRNAs, como PTCSC3,

inhiben el metabolismo energético de las células tumorales mediante la regulación de enzimas

glucolíticas clave como PGK1, revirtiendo así la resistencia tanto a la quimioterapia como a
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terapias dirigidas [544]. En LUAD, una regulación metabólica similar podría remodelar la

sensibilidad al erlotinib al influir en el estrés oxidativo inducido y la función mitocondrial.

Asimismo, los lncRNAs pueden regular la expresión de genes relacionados con la

resistencia a fármacos a través de modificaciones epigenéticas como la metilación del ADN o la

acetilación de histonas. Por ejemplo, ANRIL promueve la supervivencia celular reclutando al

complejo represor Polycomb (PRC) para silenciar el gen supresor tumoral INK4a / ARF [545].

Además, lncRNAs como SNHG9 ayudan a las células tumorales a evadir la muerte celular

inducida por fármacos mediante la inhibición de la vía de ferroptosis dependiente de p53 [546].

El gen Wnt1 fue identificado en 1982 al activarse mediante la integración del ADN del

virus del tumor mamario murino en tumores mamarios inducidos. La vía de señalización Wnt

participa en procesos fisiológicos como el desarrollo embrionario, el mantenimiento de células

madre, la inmunidad celular y la homeostasis, regulando proteínas como Dishevelled, Axin, APC

y β-catenina. Según sus mecanismos de activación, la vía Wnt se divide en la vía canónica

(dependiente de β-catenina) y las no canónicas. La vía Wnt / β-catenina es la más estudiada en

oncología, jugando un rol clave en la iniciación y progresión tumoral.

En ausencia de activación, la β-catenina es degradada por un complejo formado por APC,

Axin y otras proteínas, evitando su acumulación intracelular. Cuando la β-catenina nuclear es

escasa, los factores TCF / LEF reclutan represores transcripcionales como TLE / Groucho,

impidiendo la transcripción de genes diana como c-myc, c-jun, cyclin D1, PLA2G2A y VEGF.

No obstante, en presencia de ligandos Wnt, la acumulación de β-catenina en el citoplasma

permite su entrada al núcleo, activando la transcripción de estos genes y promoviendo la

proliferación celular continua, lo que finalmente conduce a carcinogénesis.

Estudios previos han confirmado que la activación anómala de esta vía contribuye a
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diversos cánceres, incluidos gástrico [547], ovárico [548], vesical [549], endometrial [550]y colorrectal

[551]. Además, se ha hallado que la señalización Wnt / β-catenina regula a las células madre en

cáncer de intestino, mama [552]y piel [553], siendo esencial en el mantenimiento del fenotipo de

autorrenovación tumoral.

En fases tempranas del tumor, la señalización Wnt / β-catenina induce proliferación y

desdiferenciación mediante genes como c-myc y cyclin D1, pero también puede inducir genes

supresores de invasión como PLA2G2A, limitando la progresión acelerada. En tumores

avanzados, esta protección puede perderse por silenciamiento epigenético o deleciones,

promoviendo un cáncer más agresivo [554].

La resistencia farmacológica tumoral involucra procesos epigenéticos, genéticos,

metabólicos y de transducción de señales. Recientemente, múltiples estudios han indicado que

las células madre mesenquimales (MSCs) pueden influir en dicha resistencia, constituyendo una

vía prometedora para futuras terapias [555-556]. Las células madre mesenquimales derivadas de

médula ósea humana (hBMSCs), subpoblación estromal con potencial de diferenciación hacia

osteoblastos, condrocitos, adipocitos y otros, también sustentan la hematopoyesis al secretar

factores como IL-6, IL-11 y LIF [557-558]. Su capacidad proliferativa e inmunomoduladora las

convierte en herramientas clave en terapia celular y génica [559-560], con efectos demostrados

sobre la resistencia en linfoma B difuso de células grandes, glioblastoma, entre otros [561-562].

En nuestro estudio, primero identificamos fenotípicamente a las hBMSCs, confirmando

expresión positiva de CD29, CD44 y CD106, y negativa de CD34 y CD45, lo cual coincide con

características troncales. El ensayo CCK-8 demostró que la resistencia a erlotinib fue inducida

con éxito en el modelo celular, pero su proliferación fue inhibida tras exposición a hBMSCs,

indicando que estas podrían revertir parcialmente la resistencia en LUAD.
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Estudios anteriores muestran que las hBMSCs pueden revertir la resistencia a cisplatino

en NSCLC [563], lo que refuerza nuestra hipótesis. Para dilucidar el mecanismo, analizamos la

expresión de PTCSC3 tras intervención con hBMSCs, encontrando una expresión aumentada en

hBMSCs-A549-Er y hBMSCs-A559-Er. Si bien estudios previos como los de Yang et al.

sugieren que PTCSC3 se encuentra disminuido en cáncer, nuestros hallazgos apuntan a que la

acción antitumoral de las hBMSCs podría depender de la inducción de PTCSC3 [564-566].

Posteriormente, al transfectar vectores para silenciar o sobreexpresar PTCSC3, se

observó que su sobreexpresión redujo el crecimiento y promovió apoptosis en A549 Er y PC9 Er,

mientras que el silenciamiento tuvo el efecto contrario. Esto confirma el papel funcional de

PTCSC3 mediado por hBMSCs. Estudios previos también demuestran que PTCSC3 promueve la

apoptosis en células de cáncer de mama [567-568].

El eje Wnt / β-catenina, bien establecido en LUAD [569-570], podría ser la vía principal por

la cual PTCSC3 ejerce su efecto. Observamos que hBMSCs suprimen esta vía en líneas

resistentes, y que la elevación de PTCSC3 se correlaciona con la inhibición de Wnt / β-catenina.

Por el contrario, el silenciamiento de PTCSC3 restablece la vía. Inhibidores como XAV939

replicaron este efecto, reduciendo la viabilidad y aumentando la apoptosis celular, lo que valida

nuestra hipótesis.

Finalmente, la co-intervención con hBMSCs + shPTCSC3 o shPTCSC3 + XAV939

demostró que la supresión de PTCSC3 revierte los efectos antitumorales de hBMSCs, pero estos

pueden recuperarse mediante inhibición directa de Wnt / β-catenina, confirmando así que

hBMSCs ejercen su efecto revirtiendo la resistencia a erlotinib mediante el eje PTCSC3 / Wnt /

β-catenina.

No obstante, nuestro estudio presenta limitaciones. Futuros ensayos in vivo serán
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esenciales para confirmar estos hallazgos. Además, se recomienda realizar ensayos de migración

celular (scratch assay) para evaluar de forma integral el comportamiento biológico del LUAD. Es

posible que otros factores de transcripción o vías de señalización estén implicados, por lo que se

requieren experimentos adicionales para obtener resultados concluyentes con valor clínico.
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La lncRNA PTCSC3 desempeña un papel clave en la regulación de la resistencia a

erlotinib en el adenocarcinoma pulmonar (LUAD). Su expresión está significativamente reducida

en células y tejidos resistentes, lo que contribuye a fenotipos tumorales más agresivos y con

mayor resistencia a fármacos.

La sobreexpresión de PTCSC3, ya sea mediante transfección directa o a través de

exosomas derivados de células madre mesenquimales humanas de médula ósea (hBMSCs),

revierte la resistencia a erlotinib en modelos celulares de LUAD. Esta intervención restaura la

sensibilidad al fármaco, reduce la proliferación, migración e invasión celular, y promueve la

apoptosis.

El principal mecanismo molecular identificado implica la modulación negativa de la vía

de señalización Wnt / β-Catenina por parte de PTCSC3. La inhibición de esta vía conlleva una

disminución en la expresión de dianas oncogénicas asociadas con la resistencia y la progresión

tumoral.

Los exosomas derivados de hBMSCs representan una plataforma eficaz y biocompatible

para la entrega de lncRNAs terapéuticos como PTCSC3. Su capacidad para transferir material

genético funcional a células tumorales resistentes resalta su potencial traslacional en el desarrollo

de terapias personalizadas.

Este trabajo proporciona sólida evidencia preclínica que respalda la viabilidad de

estrategias basadas en exosomas y lncRNAs para superar la resistencia adquirida a inhibidores de

tirosina quinasa en cáncer de pulmón. Sin embargo, se requieren estudios in vivo adicionales y

ensayos clínicos para validar la seguridad y eficacia de este enfoque en el ámbito clínico.
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The lncRNA PTCSC3 plays a key role in regulating erlotinib resistance in LUAD (lung

adenocarcinoma). Its expression is significantly reduced in resistant cells and tissues,

contributing to more aggressive and drug-resistant tumor phenotypes.

Overexpression of PTCSC3, either by direct transfection or via exosomes derived from

human bone marrow mesenchymal stem cells (hBMSCs), reverses erlotinib resistance in LUAD

cell models. This intervention restores drug sensitivity, reduces cell proliferation, migration, and

invasion, and promotes apoptosis.

The main molecular mechanism identified involves negative modulation of the Wnt /

β-Catenin signaling pathway by PTCSC3. Inhibition of this pathway results in decreased

expression of oncogenic targets associated with resistance and tumor progression.

Exosomes derived from hBMSCs represent an effective and biocompatible platform for

the delivery of therapeutic lncRNAs such as PTCSC3. Their ability to transfer functional genetic

material to resistant tumor cells highlights their translational potential for the development of

personalized therapies.

This work provides robust preclinical evidence supporting the feasibility of exosome- and

lncRNA-based strategies to overcome acquired tyrosine kinase inhibitor resistance in lung cancer.

However, further in vivo studies and clinical trials are required to validate the safety and efficacy

of this approach in clinical settings.
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ABREVIACIÓN TÉRMINO COMPLETO
5-FU 5-fluorouracilo
ALIX Proteína X interactuante con el gen 2 asociado a la apoptosis
ALK Quinasa del linfoma anaplásico
AML Leucemia mieloide aguda
ASIR Tasa de incidencia estandarizada por edad
ASO Oligonucleótido antisentido

ATG2A Gen relacionado con la autofagia 2A
AUC Área bajo la curva
CAFs Fibroblastos asociados al cáncer
CCL5 Ligando 5 de quimiocina con motivo C–C
CCR5 Receptor tipo 5 de quimiocinas con motivo C–C

CD::UPRT Desaminasa de citosina::uracil fosforibosiltransferasa
CDEs Exosomas derivados de fibroblastos asociados al cáncer
CIN Inestabilidad cromosómica

circRNA ARN circular
CRC Cáncer colorrectal
CSCs Células madre cancerosas

CXCL1 Ligando 1 de quimiocina con motivo C-X-C
CXCR Receptor de quimiocina CXC
DALYs Años de vida ajustados por discapacidad

DCs Células dendríticas
DFS Tasa de supervivencia libre de enfermedad

DKK-1 Proteína 1 relacionada con Dickkopf
DLC-1 Gen eliminado en cáncer hepático 1

EB Caja homóloga de unión al motivo E-box con dedo de zinc
EBV Virus de Epstein-Barr
ECM Matriz extracelular
EMT Transición epitelio-mesenquimal

Er Erlotinib
ERK1/2 Quinasas 1/2 reguladas por señales extracelulares (ERK1/2)
ESCRTs Complejo de clasificación endosomal requerido para el transporte

(ESCRT)
EVs Vesículas extracelulares
FDA Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA)

GalNAc Ligando N-acetilglucosamina
GEM Gemcitabina
GIST Tumores estromales gastrointestinales
GS Puntuación de Gleason

GSCs Células madre de glioma
GVHD Enfermedad injerto contra huésped (EICH)
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GWAS Estudio de asociación del genoma completo (GWAS)
HCC Carcinoma hepatocelular
HGF Factor de crecimiento de hepatocitos
HIF Factor inducible por hipoxia
HSC Células madre hematopoyéticas
HSPs Proteínas de choque térmico (HSP)
IARC Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer
ICAM Molécula de adhesión intercelular
ICIs Inhibidores de puntos de control inmunitario
IFN Interferón alfa

IFN-γ Interferón gamma
IL Interleucina

ILVs Vesículas intraluminales
iRAE Efectos adversos relacionados con la inmunidad (irAEs)
JAK Quinasa Janus

KRAS Homólogo del oncogén viral del sarcoma de Kirsten en ratas (KRAS)
LACE Evaluación de cisplatino adyuvante en cáncer de pulmón
LATS Supresor tumoral grande
LMP1 Proteína de membrana latente 1

lncRNA ARN largo no codificante (lncRNA)
LUAD Adenocarcinoma de pulmón
MDSC Células supresoras mieloides

miRNAs MicroARNs (miARNs)
MM Mieloma múltiple

MNSCLC Cáncer de pulmón no microcítico metastásico
MRCS Sistema celular de respuesta mecanosensible
MSCs Células madre mesenquimales
MST Quinasas similares a Ste20 en mamíferos

MVBs Cuerpos multivesiculares
NFs Fibroblastos normales

NF-κB Factor nuclear kappa-B (NF-κB)
NK Célula asesina natural (célula NK)

NSCLC Cáncer de pulmón no microcítico
OS Supervivencia global

OVs Virus oncolíticos
PDAC Carcinoma ductal pancreático
PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas
PGE2 Prostaglandina E2

PI3KCB Inhibir la codificación de la subunidad catalítica β de PI3K
PlGF Factor de crecimiento placentario
PRC Complejo represor Polycomb
PTX Paclitaxel

Rab-GTPase GTPasa Rab relacionada con Ras
RCCs Carcinomas de células renales
RIG-I Enzima del gen 1 inducido por ácido retinoico
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SDF1 Factor 1 derivado de células estromales
shRNAs ARN de horquilla corta
STAT Transductor de señales y activador de la transcripción
TAZ Coactivador transcripcional con motivo de unión a PDZ
TCF1 Factor de transcripción T de citoquina 1 (T-bet)
TERT Transcriptasa inversa de la telomerasa
TEXs Exosomas derivados de tumores
TGF-β Factor de crecimiento transformante β

TKI Inhibidor de tirosina quinasa (TKI)
TMB Carga mutacional tumoral
TME Microambiente tumoral

TMICs Células inmunitarias del microambiente tumoral
TRAIL Ligando inductor de apoptosis relacionado con el TNF
TSG101 Proteína del gen de susceptibilidad tumoral 101

TSP Trombospondina
VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular
VPS4 Proteína 4 asociada a la clasificación vacuolar de proteínas
VTA1 Tráfico vesicular 1
YAP Proteína asociada a Yes


