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1.- RESUMEN 

El cáncer colorrectal (CCR) es un problema de salud a nivel mundial con alta  

incidencia y mortalidad en ambos sexos, aproximadamente 25.600 nuevos casos 

son diagnosticados cada año. Investigaciones anteriores han demostrado que el 

inicio y progresión del CCR puede estar asociado con la desregulación de los 

microRNAs, los cuales juegan un papel importante en la regulación de diversos 

procesos biológicos como la apoptosis y la autofagia. La autofagia es un proceso 

evolutivamente conservado de múltiples pasos en donde la célula degrada sus 

proteínas de larga vida y organelos dañados. Nuestro grupo de investigación 

estuvo interesado en estudiar la inducción de este proceso en la línea celular 

humana de cáncer colorrectal HCT-116 mediante la combinación de tres 

fármacos: Metformina y Oxamato de Sodio, inhibidores de mTOR y glicólisis 

respectivamente, en sinergia con Doxorrubicina que es un quimioterapéutico 

convencional para diferentes tipos de cáncer como mama y colorrectal. El objetivo 

principal de este proyecto fue evaluar microRNAs involucrados en el proceso de 

autofagia inducida farmacológicamente por la combinación de los tres fármacos en 

esta línea celular.  

Se calculó la concentración inhibitoria 50 (CI50) de los fármacos individuales y en 

combinación mediante el ensayo colorimétrico de la Sulforodamina B (SFR-B), 

mostrando una concentración inhibitoria subóptima de los tres fármacos en 

combinación (Doxorrubicina, Metformina y  Oxamato de sodio). Posteriormente se 

evaluaron los niveles de expresión relativa de miR-101, miR-183 y miR-106a 

involucrados en la autofagia, mostrando una modificación de la expresión de estos 
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genes en la línea celular expuesta a los tratamientos en los diferentes tiempos, así 

como también se observó la detección de las proteínas esenciales involucradas en 

este mismo proceso de muerte celular. 

En conclusión, el presente trabajo nos proporcionará información detallada sobre 

los procesos de modulación de las redes de señalización autofágica y de sus 

miRNAs involucrados tales como miR 106a, miR 183 y miR 101 que permitan 

proponer mejores y eficaces estrategias terapéuticas contra el CCR y 

probablemente otros tipos de cáncer. 
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2.- Introducción 

2.1- Cáncer 

El cáncer es una enfermedad  de múltiples etapas caracterizada por la interrupción 

del equilibrio homeostático entre la proliferación y la muerte celular, lo cual deriva 

en una alta tasa proliferativa, resistencia a la apoptosis, metástasis y la 

supervivencia celular, lo que conlleva a la formación de tumores (Parasramka et 

al., 2012). Es una de las causas más importantes de morbilidad y mortalidad en 

todo el mundo y se le atribuyeron más de 8.2 millones de defunciones en el 2012 

(Ferlay et al., 2012). En el Informe de la OMS sobre la situación mundial del 

cáncer, se abordan varios factores de riesgo para el desarrollo de dicho 

padecimiento, incluyendo el alto consumo de alcohol, tabaquismo, poca actividad 

física y dieta no saludable. Sin embargo, el cáncer es mucho más heterogéneo 

que otras enfermedades, un buen ejemplo es la enfermedad denominada poliposis 

adenomatosa familiar, que causa aproximadamente el 16% de todos los tipos de 

cáncer  a nivel mundial (Vineis, 2014). 

La investigación sobre el cáncer ha revelado que es una enfermedad que implica 

cambios dinámicos en el genoma que involucran la progresión de una serie de 

eventos, tales como autosuficiencia en señales de crecimiento, insensibilidad a las 

señales inhibidoras de crecimiento, evasión de la apoptosis, potencial replicativo 

ilimitado, angiogénesis, metástasis, inestabilidad genómica, desregulación del 

metabolismo celular, inflamación continua promotora de tumores y evasión de la 
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respuesta inmunológica (Figura 1), lo que provoca la conversión de una célula 

normal a una tumoral (Hanahan & Weinberg, 2000). 

Actualmente, las terapias que se utilizan en pacientes con cáncer consisten en 

cirugía, quimioterapia y radioterapia. Sin embargo, los agentes utilizados en la 

quimioterapia provocan serios efectos secundarios como, por ejemplo, la radio-

resistencia y la citotoxicidad. Es por eso que hoy en día un gran número de 

estudios se centran en la búsqueda de nuevas opciones de tratamiento dirigidas a 

las características distintivas del cáncer, así como en el uso de terapias 

combinatorias que puedan bloquear de manera simultánea múltiples objetivos 

involucrados en procesos biológicos. Ejemplo de ello son las proteínas 

involucradas en vías como la glucólisis (Lactato Deshidrogenasa A ó LDH-A) y/o el 

blanco de la rapamicina en mamíferos (mTOR) que se han documentado, son 

esenciales para el desarrollo de diversos tipos de cáncer, con el objetivo de crear 

terapias más eficientes dirigidas a la regulación de estos procesos biológicos 

(Anshushaug, 2014). 
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Figura 1: “Hallamarks del cáncer” o características distintivas adquiridas para la 

progresión de una célula normal a una célula tumoral o cancerígena. (Tomado y 

modificado de Hanahan & Weinberg, 2011). 
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2.2- Cáncer Colorrectal 

El cáncer colorrectal (CCR) es una neoplasia desarrollada en el colon y recto 

caracterizada por la formación de pólipos benignos que progresan a un 

adenocarcinoma maligno (Bonfrate et al., 2013). Ocupa el cuarto lugar entre todos 

los tipos de cáncer en términos de incidencia y el tercero en términos de 

mortalidad a nivel mundial para ambos sexos (Ramos et al., 2010). Asimismo, son 

diagnosticados cada año alrededor de 103.170 nuevos casos y registradas 51.690 

muertes (Huo et al., 2014). En México, el CCR es la segunda causa de muerte por 

cáncer y el cuarto más frecuente en la población, afectando en igual proporción a 

hombres y mujeres (Ferlay et al., 2012). 

La gran mayoría de los diferentes tipos de cáncer, incluido el CCR entre los más 

importantes surge como resultado de la acumulación de cambios genéticos y 

epigenéticos adquiridos que transforman las células epiteliales glandulares 

normales en adenocarcinomas invasivos. Asimismo, específicamente en el CCR 

pueden surgir pequeños pólipos en el colon proximal  que están asociados con la 

inestabilidad de microsatélites y la metilación aberrante del ADN en las islas CpG, 

mientras que surgen adenomas tubulares convencionales a través de la 

inactivación de  APC (gen supresor de tumores) y la inestabilidad cromosómica 

(Pritchard, 2011). 

Estudios previos han identificado diferentes alteraciones genéticas que 

contribuyen a la progresión del CCR, como por ejemplo mutaciones que inactivan 

los genes supresores de tumores (p53 y APC mutados en el 52% y el 76% de los 
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tumores, respectivamente) o activan oncogenes (KRAS y BRAF mutados en el 

42% y el 10% de tumores, respectivamente) (Mao & Huiping, 2010).  

Por otra parte, durante la última década, se ha hecho evidente que la expresión 

aberrante de pequeñas moléculas denominadas microRNAs tienen un papel 

funcional en la iniciación y progresión del CCR, sugiriendo que estos miRNAs 

pueden ser potenciales clasificadores moleculares y biomarcadores de detección 

temprana así como dianas terapéuticas para esta neoplasia (Schetter, 2012). 

 

 

 

   

Figura 2: Incidencia y mortalidad de los diferentes tipos de cáncer para ambos 

sexos a nivel mundial (Tasa por cada 100,000 personas) (Ferlay et al, 2012). 

0 10 20 30 40 50 
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2.3- MicroRNAs y Cáncer Colorrectal 

Los microRNAs (miRNAs) son pequeños RNA no codificantes de 22 nucleótidos 

que funcionan como reguladores negativos de la expresión génica y regulan más 

del 30% de los genes que codifican para proteínas humanas, mediante la unión a 

la región 3´UTR de los mRNAs que resulta en la escisión de estos genes y/o 

detención de la traducción (Filipowicz et al., 2008). Un solo miRNA puede regular 

cientos de genes simultáneamente y un mRNA puede estar sujeto a regulación por 

parte de varios miRNAs coordinadamente. Por lo tanto, los miRNAs constituyen 

una red de regulación compleja en la gestión de cada proceso fisiológico y 

patológico (Kala et al., 2013). 

El desarrollo de CCR se debe a un proceso progresivo, en donde la mucosa 

normal es transformada en pólipos adenomatosos y eventualmente en carcinoma 

invasivo. Una de las causas del desarrollo del CCR y que se ha hecho evidente 

últimamente es  que la expresión aberrante de miRNAs tiene un papel funcional en 

la iniciación y progresión del CCR (Schetter et al., 2012). Hoy en día, se conocen 

miRNAs específicos que pueden actuar ya sea como oncogenes o supresores de 

tumor dependiendo del entorno celular en el que se expresan, por ejemplo, se ha 

visto que aquellos miRNAs situados en regiones genómicas amplificadas en 

diferentes  tipos de cáncer  funcionan como oncogenes, mientras que los miRNAs 

ubicados en porciones de cromosomas eliminados fungen como supresores de 

tumor (Calin & Croce, 2006). 

Estos datos sugieren que los miRNAs  podrían representar nuevos instrumentos 

de diagnóstico y pronóstico en pacientes con alto riesgo de CCR y también 
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podrían resultar útiles como herramientas terapéuticas. Dicha información indica 

que las nuevas terapias contra el CCR podrían originarse en la manipulación de 

miRNAs supresores de tumores y miRNAs oncogénicos o tumorales (Bonfrate et 

al., 2013).  

2.4- Biogénesis de los MicroRNAs 

Para la maduración de un MicroRNA es necesario que se lleven a cabo una serie 

de pasos ordenados: Inicialmente los miRNAs se transcriben como transcritos 

primarios o pri-miRNA en el núcleo celular; los pri-miRNAs son transcritos de 

varios cientos de nucleótidos sintetizados a partir de DNA por una RNA polimerasa 

II (Kala et al., 2013). En el pri-miRNA se encuentra una estructura de tallo-asa de 

entre 60-70 nt, la cual se procesa en el núcleo por un complejo microprocesador, 

el cual está formado por Drosha (una RNAsa tipo III) y una proteína con dominios 

de unión a RNA de doble hebra llamada Pasha, generando así un pre-miRNA, el 

cual será transportado del núcleo hacia el citoplasma con la ayuda de la exportina 

5 (Filipowicz et al., 2008). Ya en el citoplasma, la RNAsa tipo III denominada Dicer 

remueve el asa terminal del pre-miRNA, reduciéndose a una cadena doble de ~22 

pares de bases (pb). Posteriormente el RNA pequeño de doble cadena es 

reclutado al complejo RISC ("RNA Induced Silencing Complex") que junto con las 

proteínas Argonautas inducen el silenciamiento de los mRNA. Las Argonautas 

pueden ejercer 2 funciones: degradar una de las dos hebras del RNA pequeño 

para dar como resultado final al miRNA funcional e inhibir la traducción del mRNA 

cuando el miRNA no es totalmente complementario o simplemente degradar el 

mRNA si este es totalmente complementario con el miRNA (Esquela et al., 2006). 

https://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAcleo_celular
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Figura 3: Biogénesis de MicroRNAs. Procesamiento de miRNAs en el núcleo y su 

maduración en el citoplasma donde se incorporan al complejo RISC, para llevar a 

cabo ya sea la represión de la traducción o la degradación del mensajero blanco 

(Tomado y modificado de Winter, 2009). 
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2.5- Autofagia  

La autofagia es un proceso homeostático  fundamental en la célula, que le permite 

degradar sus componentes dañados. Este proceso se lleva a cabo en una serie de 

pasos ordenados caracterizados principalmente por la formación de 

autofagosomas. Esta función se conserva en todos los organismos eucarióticos, 

desde levaduras hasta humanos (Roy, 2010). 

En este proceso el material citoplasmático es secuestrado en una vesícula de 

doble membrana denominada autofagosoma que posteriormente se fusionara con 

varios lisosomas para formar estructuras denominadas autolisosomas. En esta 

etapa,  enzimas llamadas hidrolasas degradan el componente citoplasmático para 

su posterior reciclaje (Takabatake et al., 2014). 

Se sabe que la desregulación de la autofagia puede causar diferentes patogénesis  

de numerosas enfermedades humanas como el cáncer. Sin embargo la autofagia 

evita la carcinogénesis a través de la constante eliminación de moléculas y 

organelos dañados produciendo muerte celular (Wang et al., 2013). 

 

2.5.1- Autofagia y MicroRNAs 

En cáncer es frecuente encontrar mutaciones en genes promotores de autofagia 

como ULK1, Atg4, beclina-1 y LC3/Atg8, y recientemente se ha demostrado que 

los miRNAs pueden estar involucrados en la modulación de  estas vías de 

señalización en  procesos patológicos (Titone et al., 2014). Hasta el momento, se 

han identificado miRNAs que pueden regular negativamente el proceso de  
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autofagia a  través de la regulación de sus posibles blancos en diferentes etapas  

(Figura 4) (Fu et al., 2012),  las cuales se describen a continuación. a) Inducción: 

el miRNA 106a inhibe el complejo ULK-1, inductor del proceso de autofagia, su 

participación es en una etapa temprana. En esta primera etapa de la autofagia 

comienza la formación de vesículas denominadas fagóforos que son estructuras 

primarias que se forman antes y dan lugar a la formación de los autofagosomas. b) 

Nucleación de vesículas: etapa que depende de la actividad de beclina-1; en este 

paso, los genes miRNA 30a y miRNA 376b pueden inhibir la actividad de beclina-1 

bloqueando así la nucleación de vesículas y el inicio de la formación de los 

autofagosomas. c) Alargamiento de vesículas, mediado por sistemas de 

conjugación ubiquitina como LC3/Atg8, durante este proceso los miRNAs 183, 204 

y 101 pueden bloquear la activación de LC3 y Atg4 impidiendo así la formación de 

autofagosomas. d) Acoplamiento y fusión del autofagosoma con el autolisosoma 

maduro que es promovido por Rab7, Skd1 y otras proteínas. En ésta última etapa 

se da la degradación y reciclaje de nutrientes, lo que resulta en generación de 

energía. (Fu et al., 2012). 

En las células cancerosas, la autofagia es un mecanismo fisiológico importante 

que puede servir como un medio de supervivencia temporal, mientras que, si los 

resultados de estrés celular continúan, se llevaría a cabo un proceso de muerte 

celular. La relación que existe entre la autofagia y la tumorigénesis se ha 

explorado recientemente, sin embargo, el rol de la autofagia como tumorigénico o 

antitumoral en la carcinogénesis o en la terapia contra el cáncer aún no está bien 

definido (Shengtao et al., 2012). 
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Figura 4: Regulación del proceso de autofagia por miRNAs. Los miRNAs 

participan como reguladores negativos y pueden impedir las diferentes etapas del 

proceso de autofagia (Tomado y modificado de Fu et al., 2012). 

2.6- Metabolismo del cáncer y Autofagia 

Las células tumorales tienen una alteración en su metabolismo y utilizan 

preferentemente glucosa a través de la glicólisis aeróbica (efecto Warburg) (Chen 

et al., 2007). Estas células tienen mayor necesidad de energía y fuente de carbono 

y nitrógeno para la producción de biomasa debido a la hiper-proliferación, dicha 

energía se consigue principalmente a través del metabolismo (Mathew & White, 

2011). 
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La regulación del metabolismo está controlada por diferentes genes, tales como 

succinato deshidrogenasa (SD), fumarato hidratasa (FH) y la isocitrato 

deshidrogenasa (IDH), mutaciones en dichos genes se observan en ciertos tipos 

de cánceres humanos y están vinculados a la activación de factores inducibles por 

hipoxia ( HIF) (Wang et al., 2014).  La activación de oncogenes como HIF1-α y c-

Myc promueven la glucólisis y la descomposición anaeróbica de piruvato a lactato 

lo que conlleva a una sobreexpresión de la enzima LDH-A. Del mismo modo, la 

activación de HIF induce la transcripción de la proteína 19K-que interactúa con 

Bcl-2/adenovirus para inducir la autofagia mitocondrial selectiva, lo que podría 

elevar la dependencia al proceso de autofagia. De hecho, se requiere este 

proceso para acceder al almacenamiento de grasa intracelular de los ácidos 

grasos libres para apoyar los defectos del metabolismo (Díaz-Ruiz et al., 2010). 

Dado el papel de la autofagia en la generación de estos sustratos a través del 

reciclaje macromolecular, problemas en el flujo autofágico pueden tener un 

profundo impacto en la disponibilidad de sustrato mitocondrial. El papel del 

metabolismo como apoyo de la autofagia puede tener consecuencias dramáticas a 

tumores establecidos con aumento de la demanda metabólica. En este contexto, 

será interesante examinar el papel de la autofagia en los tumores con la activación 

constitutiva de oncogenes como myc y ras donde el metabolismo elevado puede 

requerir a la autofagia para inducir estrés y desencadenar muerte celular mediante 

este proceso e inhibir la demanda metabólica elevada del crecimiento del tumor  

(Mathew & White, 2011). 
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2.7- Tratamientos farmacológicos para Cáncer Colorrectal 

El desarrollo del CCR es un proceso que implica múltiples vías moleculares, como 

la formación de adenomas (denominada "secuencia adenoma-carcinoma"), que es 

un proceso que puede durar varias décadas. Por lo tanto, los adenomas se 

consideran un paso muy importante para el desarrollo de CCR en los ensayos 

clínicos (Pritchard et al., 2011). 

Debido a este hecho, las estrategias terapéuticas que han ganado interés en los 

últimos años proponen fármacos como son los salicilatos, antiinflamatorios no 

esteroideos (AINE), inhibidores de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y fármacos 

inductores de muerte celular por apoptosis o autofagia, como la Doxorrubicina y la 

Metformina, que recientemente se han propuesto como inhibidores de vías 

relacionadas con proliferación celular y alta tasa glucolítica, y cuyo mecanismo de 

acción pueda estar directamente relacionado con la prevención del CCR 

(Manzano y Segura-Pérez, 2012). En este proyecto de tesis, trabajamos con tres 

fármacos: Doxorrubicina, Metformina y Oxamato de Sodio probables, inductores 

del proceso de autofagia que, como se sabe, están directamente relacionados con 

la inhibición de diferentes vías como glucólisis y mTOR. 

2.7.1- Doxorrubicina  

La Doxorrubicina es una antraciclina (Figura 5) con actividad antineoplásica que 

se utiliza para el tratamiento de varios tipos de  cáncer humano como mama y 

CCR. Su eficacia está  ligada con su capacidad para interferir con varios 

componentes celulares, incluyendo la intercalación de DNA y la inhibición de la 
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topoisomerasa II, la inhibición de DNA y RNA polimerasas  y la generación de 

radicales libres que dañan el DNA y las proteínas celulares (Alkin et al., 2015). 

La eficacia del tratamiento con Doxorubicina está limitada por su toxicidad y 

algunos mecanismos de resistencia como  la generación de especies reactivas de 

oxígeno (ROS), además de la sobre-expresión de transportadores de membrana 

como la glicoproteína-P/MDR1 (Pgp) (Gonzáles, 2011). Debido a todos estos 

factores, se han propuesto mecanismos alternativos para describir los efectos 

antitumorales de la Doxorrubicina y con ello ofrecer explicaciones concretas de por 

qué algunos tipos de cáncer son sensibles al tratamiento con Doxorrubicina, 

mientras que otros pierden eficacia (Hill et al., 2014). 

Uno de los mecanismos más importantes y mejor explorados para describir los 

efectos antitumorales  es  la conversión reductora de la Doxorrubicina, que ha sido 

implicado como un determinante principal de la citotoxicidad de este fármaco. 

Dicha conversión reductora se caracteriza por la pérdida de un electrón de la 

fracción de quinona de la Doxorrubicina, esto a través de NADPH y la reductasa 

de citocromo P450, resultando el radical semiquinona. Una vez que el radical 

semiquinona se ha formado, puede producir efectos tóxicos directos u  oxidarse de 

nuevo a la forma quinona, es decir, se lleva a cabo un ciclo rédox (Finn, et al., 

2011). 
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Figura 5: Estructura química de la Doxorrubicina: C27H29NO11 (Sigma Aldrich). 

www.sigmaaldrich.com/united-states.html. 

 

2.7.2- Metformina 

La Metformina es una biguanida que se utiliza para el tratamiento de la Diabetes  

Mellitus Tipo II (DMT II), con la ventaja clínica de no inducir hipoglucemia. Se ha 

comprobado que tiene efectos quimiopreventivos y antineoplásicos en muchos 

tipos de tumores malignos como es en el caso del cáncer de mama. Sin embargo, 

los mecanismos responsables de las acciones de la metformina son diversos y 

pueden diferir de acuerdo al tipo de cáncer, es por ello que la comprensión de los 

mecanismos moleculares y celulares específicos de cada neoplasia es importante 

para optimizar la estrategia de tratamiento con éste fármaco (Feng et al, 2014). 

La principal función de la  Metformina es disminuir la producción de glucosa 

hepática a través de un mecanismo que requiere de la quinasa B1, que es 

http://www.sigmaaldrich.com/united-states.html
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activada por la proteína AMP-quinasa y genes neoglucogénicos que controlan el 

ciclo metabólico. Los efectos de la Metformina en esta vía provocan una 

disminución en la síntesis de proteínas y en la proliferación celular, es decir, la 

Metformina entra en la célula a través del transportador de OCT1 e inhibe el 

complejo 1 de las mitocondrias, que conduce a una activación de la proteína 

quinasa activada por AMP (AMPK)/vía LBK1, e induce la detención del crecimiento 

celular, la apoptosis y la autofagia de las células cancerosas (Figura 6) (Shi et al., 

2012). Asimismo,  los efectos anticancerígenos de la Metformina pueden estar 

mediados a través de la activación de la vía LKB1-AMPK antes mencionada, que 

resulta en la inhibición de la proteína mTOR, quien comúnmente activa las células 

malignas y está asociada con la resistencia a los fármacos contra el cáncer. Esto 

se presenta debido a que las células cancerosas típicamente muestran una alta 

tasa de los procesos anabólicos que consumen energía y conducen a la síntesis 

de lípidos, proteínas y DNA. Todos estos cambios metabólicos requieren energía y 

por lo tanto son controlados por la vía de LKB1-AMPK, el regulador clave del 

estado de energía celular (Cerezo et al, 2014). 

Dichas observaciones han dado el impulso para investigaciones sobre el papel 

de la Metformina en la regulación de la proliferación tumoral, la regulación del ciclo 

celular, la apoptosis y la autofagia, así como también se ha demostrado 

que podría ser utilizada como un fármaco anticanceroso eficaz en diversas 

neoplasias tales como  próstata, mama, pulmón y colon (Lehraiki et al, 2014). 
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Figura 6: Efectos de la Metformina en las células cancerosas. La Metformina entra 

en la célula a través del transportador OCT1 e inhibe el complejo 1 de las 

mitocondrias que conduce a una activación de la proteína quinasa activada por 

AMP (AMPK) / vía LBK1 e induce la inhibición del crecimiento celular, la apoptosis 

y la autofagia de las células cancerosas (Tomado y modificado de Cerezo et al, 

2014). 
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2.7.3- Oxamato de Sodio 

El Oxamato de sodio es un fármaco inhibidor de la lactato deshidrogenasa (LDH-

A) que evita la conversión de piruvato a lactato en el citosol (Figura 7) y por lo 

tanto evita la acidosis láctica, la cual es un fenómeno común en el microambiente 

del cáncer y se relaciona con la proliferación celular, metástasis y la inhibición de 

la respuesta inmune contra las células cancerosas (Miskimins et al., 2014). 

Una tasa elevada de consumo de glucosa y la dependencia de la glucólisis 

aerobia para la generación de ATP, son dos factores asociados a las células 

cancerosas, fenómeno conocido como efecto Warburg. Durante este fenómeno, la 

conversión de glucosa a lactato, en lugar de la metabolización a través de la 

fosforilación oxidativa en la mitocondria, es mucho menos eficiente ya que se 

genera menos ATP por unidad de glucosa metabolizada (Suchorolski et al., 2013). 

Por lo tanto, se requiere una alta tasa de absorción de glucosa para satisfacer el 

aumento de energía necesario para apoyar la progresión tumoral rápida. Por otra 

parte, una de las enzimas que cataliza la transformación del piruvato a lactato 

acompañada por la conversión de NADH a NAD +  y que desempeña un papel 

vital en el proceso de la glucólisis  es la LDH-A, la cual  juega un papel esencial en 

el mantenimiento de tumor, el crecimiento y la progresión (Yang et al., 2014). Se 

ha visto en estudios anteriores que el Oxamato,  un inhibidor que compite por sitio 

activo de la enzima LDH-A, inhibe el crecimiento de células de cáncer de mama, 

hígado y de cuello uterino in vitro, además mejora significativamente la 

sensibilidad de las células cancerosas a varios agentes quimioterapéuticos 

(Xiaoming et al, 2013).  
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Actualmente, se ha visto que la glucólisis aeróbica apoya diversas vías 

biosintéticas y en consecuencia los mecanismos metabólicos para la 

proliferación. La vía de PI3K se considera  un determinante importante del fenotipo 

glucolítico a través de AKT1 y la señalización de mTOR (Makinoshima et al., 

2015). 

En estudios anteriores, células CNE-1 y CNE-2 de carcinoma neuroendocrino del 

colon tratadas con Oxamato, se observó una inhibición de la proliferación celular 

de una manera dosis-dependiente del tiempo, además  promover la apoptosis a 

través de la mejora de la generación de ROS mitocondrial. Por lo tanto, el 

metabolismo energético alterado en células cancerosas  ofrece una atractiva 

oportunidad para el desarrollo de estrategias terapéuticas contra el cáncer (Zhai X 

et al, 2013). 

                       

Figura 7: Estructura química del Oxamato de sodio: C2H2NNaO3 (Sigma Aldrich). 

www.sigmaaldrich.com/united-states.html. 

 

 

http://www.sigmaaldrich.com/united-states.html
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3.- Justificación 

El CCR es un problema de salud pública en México y a nivel mundial y constituye 

una causa importante de morbilidad y mortalidad en nuestro país. A pesar de la 

existencia de terapias para esta enfermedad, aún no se tiene un tratamiento eficaz 

y específico. 

Por lo tanto, el conocimiento de la expresión diferencial de moléculas con 

importantes funciones reguladoras, como los microRNAs, puede ayudar a 

identificar factores pronósticos de respuesta al tratamiento y nuevos blancos 

terapéuticos, así como en la búsqueda de marcadores predictivos de toxicidad y 

respuesta a fármacos que permitan realizar una terapia personalizada y alternativa 

a la quimioterapia actual. Recientemente se ha documentado que la monoterapia 

en cáncer puede desarrollar quimioresistencia en la mayoría de los pacientes. 

Actualmente se están desarrollando terapias empleando combinaciones de 

fármacos inhibidores que participan en diferentes vías de señalización que están 

mutadas en el cáncer e involucradas en procesos biológicos como apoptosis y 

autofagia. 

Este proyecto consistió en la inducción del proceso de autofagia en una línea 

celular de CCR (HCT116) mediante la exposición de tres fármacos: Metformina y 

Oxamato de Sodio, inhibidores de mTOR y glucólisis respectivamente, en 

coadyuvancia con Doxorrubicina, quimioterapéutico convencional para la 

identificación de los microRNAs asociados a la autofagia, con el objetivo de 

plantear una posible alternativa para el tratamiento de esta neoplasia. 
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4.- Hipótesis 

La combinación de Doxorrubicina, Metformina y Oxamato de sodio inducirá 

autofagia en la línea celular HCT116 de CCR humano, lo cual producirá un cambio 

en el nivel de expresión de miR-183, miR-106a  y miR-101; involucrados en este 

proceso. 

 

5.- Objetivos 

General 

Evaluar la expresión de los miRNAs: miR-106a, miR-101 y miR-183 involucrados 

en el proceso de autofagia en la línea celular HCT116 de cáncer colorrectal. 

Particulares 

1. Determinar las CI50  in vitro de los fármacos individuales y en combinación 

mediante sulforrodamina B (SFR-B). 

2. Determinar la expresión relativa de miR-106a, miR-101 y miR-183, 

involucrados en el proceso de autofagia en condiciones basales y con 

tratamientos. 

3. Analizar el tipo de  muerte celular mediante la detección de marcadores 

protéicos. 
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6.- Material y Métodos 

6.1- Cultivo celular 

La línea celular HCT116 de CCR humano fue obtenida del Instituto Nacional de 

Cancerología (InCan). Las  células se cultivaron en medio RPMI-1640 (Gibco®, 

Life Technologies) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Biowest) y 

antibiótico/antimicótico; se  mantuvieron en condiciones de esterilidad en una 

incubadora a 37°C, 5% de CO2 y 90% de humedad relativa. Cuando las células 

alcanzaron una confluencia del 70-80% fueron utilizadas para los ensayos 

correspondientes.  

6.2- Determinación de la CI50 de la línea celular HCT116  

Por medio del  ensayo colorimétrico Sulforodamina B (SFR-B), se determinó la 

densidad celular basado en la medición del contenido de proteína celular para 

obtener la concentración inhibitoria 50 (CI50) de los fármacos a diferentes 

concentraciones, siguiendo el protocolo descrito por Vichai y Kirtikara (2006). Las 

células HCT116 fueron sembradas en placas de 96 pozos (7000 células por pozo). 

Se sembró una placa cero que fue empleada como control; después de 24 horas, 

la placa cero se fijó con ácido tricloroacético frío (TCA) al 10% para posteriormente 

teñir las células con SFR-B (MP BIOMEDICALS). El número de células viables es 

directamente proporcional a la formación de colorante unido a la proteína que 

después se solubilizó con 10 mM de solución Tris base (Promega, USA) con pH 

10.5. La densidad óptica (DO) se midió en un lector de microplacas (EPOCH, 

Biotek) a 510 nm. Por otra parte, las células en las placas experimentales fueron 
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estimuladas con los fármacos a diferentes concentraciones: Doxorrubicina (0.25, 

0.5, 0.75, 1, 1.25, y 1.5µM) (Doxolem®RU, 10mg/5ml), Metformina (0.001, 0.1, 5, 

20, 35, 50, 65mM) (Santa Cruz Biotechnology) y Oxamato de sodio (0.01, 0.5, 5, 

15, 25, 35, 45mM) (Santa Cruz Biotechnology). Posteriormente se realizaron los 

tratamientos con sus posibles combinaciones. Las concentraciones que se 

emplearon fueron las establecidas para los fármacos individuales (Tabla 1).  Los 

fármacos de cada tratamiento se disolvieron en RPMI-1640 suplementado con 

SFB al 2%. Después de 24 horas de exposición a los fármacos, la supervivencia 

celular se midió por el método ya descrito anteriormente. La IC50 se determinó a 

partir de una regresión lineal (R2 =0.92) para obtener las gráficas dosis-respuesta 

gradual. Todos los experimentos se realizaron por triplicado y de manera 

independiente. 
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Tabla 1: Concentraciones de las combinaciones de los fármacos utilizados para el 

ensayo de Sulforodamina B (SFR-B) en la línea celular HCT116 de CCR. 

 

Fármacos Tratamientos (Combinaciones) 

Metformina/Doxorrubicina 2mM/0.2µM,12mM/0.4µM,22mM/0.6µM, 

32mM/0.8µM, 42mM/1µM 

Oxamato/Doxorrubicina 5mM/0.2µM,10mM/0.4µM,15mM/0.6µM, 

20mM/0.8µM, 25mM/1µM 

Metformina/Oxamato 0.01mM/.1mM,2mM/5mM,12mM/10mM, 

22mM/15mM, 32mM/20mM   

Doxorrubicina/ Metformina/ Oxamato 0.01µM/0.01mM/0.1mM, 0.2µM/2mM/5mM, 

0.4µM/12mM/10mM, 0.6µM/22mM/15mM, 

0.8µM/32mM/20mM 
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6.3- Análisis de la expresión de MicroRNAs 

6.3.1- Extracción de RNA 

Se aisló el RNA total de las células HCT116 expuestas a todos los tratamientos a 

2, 4, 6 y 8 horas por el método TRIzol®Reagent (Life Technologies) siguiendo las 

especificaciones del fabricante. Brevemente, se retiró el medio y se agregó 1ml de 

TRIzol (Invitrogen), posteriormente se añadió cloroformo y se centrifugó durante 

15 min. a 13000 rpm. Se obtuvo la fase acuosa (RNA) y se dejó precipitando con 

isopropanol, el cual se retiró después de centrifugar durante 25 min. a 13000 rpm. 

Finalmente se realizaron lavados con etanol (EtOH) al 75%. El RNA se 

resuspendió en 30µl de agua libre de RNAsas y fue almacenado a -80 ºC.  

La cantidad total de RNA se cuantificó en un espectrofotómetro de microplacas 

(Epoch, Biotek) a una absorbancia de 260 nm y la integridad del mismo se analizó 

mediante un gel de agarosa al 1.5 % teñido con EtBr (Bromuro de Etidio).  

 

6.3.2- Retrotranscriptasa 

Se utilizaron 100ng de RNA total para generar cDNA utilizando el kit Taqman® 

MicroRNA Reverse Transcription (Applied Biosystems), siguiendo el protocolo del 

fabricante. Las condiciones para generar el cDNA se muestran en la Tabla 2. 
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Tabla 2: Condiciones de pre-amplificación para generar cDNA de la línea celular 

HCT116 de CCR expuesta a 4 tiempos de exposición a los fármacos. 

Paso Tiempo (minutos) Temperatura (°C) 

1 30 16 

2 30 42 

3 5 85 

4 ∞ 4 

 

6.3.3- qRT-PCR 

Con el objetivo de conocer el nivel de expresión de los diferentes genes a evaluar, 

se utilizó la técnica de PCR en tiempo real (qRT-PCR). Las amplificaciones se 

realizaron por duplicado en el LightCycler 2.0 de Roche, utilizando el kit 

LightCycler® Taqman® Master  y  las sondas Taqman para (MicroRNAs) miR-

106a, miR-183 y miR-101 (Taqman® MicroRNA Assays), como un control de 

normalización, se utilizó RNU44. Las condiciones de amplificación se muestran en 

la tabla 3. Se calculó el valor relativo de expresión de los genes durante las etapas 

establecidas basadas en diferentes tiempos y tratamientos utilizando el método de 

2^-(ΔΔCt) (Applied Biosystems). 
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Tabla 3: Condiciones de amplificación para los diferentes miRNAs involucrados en 

el proceso de autofagia. 

 

Periodos Temperatura Duración Ciclos 

Desnaturalización 95°C 10 min. 1 

 

Amplificación 

95°C 10 seg.  

40 60°C 40 seg. 

72°C 1 seg. 

Enfriamiento 40°C 30 seg. 1 

 

6.4- Extracción de Proteínas 

Con el fin de detectar proteínas involucradas en la autofagia de realizaron diversas 

extracciones. Para la obtención de proteínas se utilizaron cultivos celulares a 

~80% de confluencia. La extracción de proteínas totales se llevó a cabo utilizando 

buffer de lisis RIPA (Santa Cruz Biotechnology) suplementado con un coktail de 

inhibdores de proteasa COMPLETE 10X de ROCHE. Se retiró el medio de cultivo 

de las placas petri (100X15mm) que contenía las células HCT116, la placa fue 

lavada con PBS no estéril al 1x y posteriormente se agregó el buffer de lisis RIPA. 

A continuación se raspó la caja petri con ayuda de un scrapper y la suspensión 

celular fue colectada en tubos eppendorf de 1.5 ml. La suspensión celular fue 

sometida a agitación en un vortex para deshacer los agregados celulares y 

finalmente centrifugada para separar los residuos celulares insolubles. La cantidad 
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de proteínas obtenidas fue cuantificada con base en la técnica colorimétrica de 

Bradford (BIO-RAD). La lectura se realizó en un espectrofotómetro de placas 

Epoch marca biotek. Los ensayos se realizaron de forma independiente y por 

triplicado. 

 

6.5- Western Blot 

Con el objetivo de detectar la expresión de las proteínas ULK1, ATG4b y LC3 I yII; 

se utilizó la técnica de inmunodetección en membrana. Las muestras de proteínas 

(50 µg) fueron separadas mediante electroforesis SDS-PAGE (sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) utilizando el equipo Mini-PROTEAN 

Tetra System (BioRad) a 80 volts por 2 horas aproximadamente. Posteriormente 

las proteínas fueron transferidas a una membrana de PDVF (polifluoruro de 

vinilideno) con un poro de 0.45 µm mediante transferencia semi-seca en un equipo 

Trans-blot turbo (BioRad) a 20 volts por 30 minutos. Al terminar la transferencia, la 

membrana de PDVF fue bloqueada con una solución de leche libre de grasa al 5% 

en TBS-Tween 0.1 % por 2 horas. Posteriormente se hicieron 3 lavados con TBS-

Tween y se incubo durante toda la noche con el anticuerpo primario 

correspondiente a la proteína a detectar (Tabla 4). Una vez transcurrido el tiempo 

de incubación del anticuerpo (Ab) primario, se realizaron tres lavados con TBS-

Tween y se incubo con el Ab secundario correspondiente por 2 horas a 

temperatura ambiente. Después de 3 lavados con TBS-Tween se utilizó el sustrato 

quimioluminiscente SuperSignal West Femto Maximun Sensitivity Substrate 

(Thermo Scientific) para la detección de los inmunocomplejos. La membrana fue 
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analizada en un  digitalizador  C-Digit Blot Scanner (Li-COR); las imágenes 

resultantes se analizaron en el software ImageStudio (Li-COR) 

 

Tabla 4. Listado de anticuerpos utilizados para Westen Blot para la detección de 

autofagia en la línea celular HCT116. 

Anticuerpo No. catálogo Ab secundario 

ULK1 8054s Anti-rabbit 

ATG4b sc-130968 Anti-rabbit 

LC3 2775s Anti-rabbit 

Beta Actina sc-47778 Anti-mouse 

Anti-mouse IgG-HRP 7076s  

Anti-rabbit IgG-HRP 7074s  
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7.- Resultados  

Evaluación citotóxica de los fármacos 

Se observó que el porcentaje de inhibición del crecimiento celular de los fármacos 

individuales (Doxorrubicina, Metformina y Oxamato de sodio) incrementa conforme 

a la concentración del fármaco, es decir, es dependiente de dosis y tiempo. 

Al analizar los datos obtenidos con los fármacos individuales, podemos observar 

que la Doxorrubicina actuó a concentraciones muy bajas en comparación con la 

Metformina y el Oxamato de sodio. La CI50 para este fármaco es de 0.83µM a 24 

horas de exposición al estímulo. Las CI50 de los fármacos Metformina y Oxamato 

se obtuvieron a concentraciones mucho más altas con respecto a la 

Doxorrubicina, con valores de 31.6mM para Metformina y 20.4mM para Oxamato 

de sodio (Figura 8). Los valores obtenidos para cada fármaco individual y en 

combinación fueron a 24 horas de exposición al estímulo.  
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Figura 8: Concentración Inhibitoria 50 (CI50) de los fármacos individuales A) 

Doxorrubicina; B) Oxamato; C) Metformina en la línea celular HCT116 a 24h de 

exposición con el estímulo. 

 

En lo que respecta a las combinaciones farmacológicas, los resultados obtenidos                                                                                                                                                                      

mostraron que la combinación de los tres fármacos induce la inhibición de la 

proliferación celular en sinergia cerca del 100% con las CI50 determinadas 

individualmente, es decir, el efecto de los tres fármacos en conjunto se ve 

potencializado, por lo que se procedió a exponer a la línea celular a  

concentraciones menores.  La CI50  para la combinación de los tres fármacos se 

estableció a concentraciones de 12mM, 10mM y 0.4µM para Metformina, Oxamato 

y Doxorrubicina, respectivamente. Las combinaciones de Metformina/Oxamato y 

Metformina/Doxorrubicina mostraron un porcentaje de inhibición  entre 30 y 80% a 
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igual manera que con la mezcla de Oxamato/Doxorrubicina que inhibe más del 

50% de las células (Figura 9).  
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Met/Ox  Ox/Dox  Met/ Dox Met/ Ox/ Dox 

Figura 9.- Concentración Inhibitoria 50 (CI50) de los fármacos en combinación a 24 h de exposición al fármaco 
en la línea celular HCT116 de CCR. Met (mM), Ox (mM), Dox (µM). 
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Expresión Relativa de MicroRNAs involucrados en el proceso de autofagia 

Se evaluó la expresión relativa de microRNAs involucrados en el proceso de 

autofagia, tales como miR 106a ( Figura 10), miR 101 (Figura 11) y miR 183 

(Figura 12). En las gráficas se observa que con Doxorrubicina y 

Metformina/Oxamato el nivel de expresión de los miRNAs se reduce en 

comparación con el control negativo (sin tratamiento) a excepción del nivel de 

miR-183 donde no hay diferencias significativas. Sin embargo podemos observar 

que la expresión de miR 106a, miR 183 y miR 101 con la combinación de los tres 

fármacos muestra una disminución significativa en comparación con el control 

negativo; esta disminución es más evidente en base al tiempo de exposición a los 

fármacos. Después del tratamiento de seis horas con la combinación de los tres 

fármacos, la expresión de miR-101 se reduce de manera significativa en 

comparación con 2 y 4 horas. 
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Figura 10.- Expresión relativa de miR 106a a 2, 4 y 6 horas de exposición con 

Doxorrubicina, Met-Ox y Dox-Met-Ox en la línea celular HCT116. (*p=0.05). 

 

 
 

Figura 11.- Expresión relativa de miR 101 a 2, 4 y 6 horas de exposición con 

Doxorrubicina, Met-Ox y Dox-Met-Ox en la línea celular HCT116. (*p=0.05). 
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Figura 12.- Expresión relativa de miR 183 a 2, 4 y 6 horas de exposición con 

Doxorrubicina, Met-Ox y Dox-Met-Ox en la línea celular HCT116. (*p=0.05). 

Detección de proteínas involucradas en la autofagia 

En la autofagia existen proteínas esenciales que participan en la inducción y en las 

diferentes etapas del desarrollo de este proceso, tales como: ULK1, ATG4b y LC3, 

las cuales también se han reportado como posibles blancos de miR-106a, miR-

101 y miR-183 respectivamente. Por lo tanto, se consideró importante conocer su 

expresión a nivel de proteína.  

En la figura 13 se observa que a los diferentes tiempos de exposición con los 

tratamientos de Doxorrubicina y Metformina/Oxamato, la detección de la proteína 

ULK1 no se ve alterada en comparación del control negativo, sin embargo, en 

presencia de la combinación de los tres tratamientos vemos un aumento 

significativo que posteriormente a partir de las 6 horas se mantiene en la detección 
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de esta proteína en comparación con el control negativo (sin tratamiento). Este 

aumento es más notable conforme aumenta el tiempo de exposición a estos 

fármacos. 

 

 

 

 

                
 
 
 
 
 
 

                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 13.- Detección de la proteína ULK1 (A)  mediante Western Blot a 2, 4, 6 y 8 

horas de exposición con Doxorrubicina, Metformina/Oxamato y 

Doxorrubicina/Metformina/Oxamato en la línea celular HCT116.   

Metformina/Oxamato 

Doxorrubicina/Metformina/Oxamato 

Doxorrubicina 

ULK1 

Actina 

ULK1 

Actina 

2h 4h 6h 8h (-) (+) 

ULK1 

Actina 

(-) (+) 2h 4h 6h 8h 

150kDa 

150kDa 

150kDa 

40kDa 

40kDa 

40kDa 

(-) (+) 2h 4h 6h 8h 

A 



48 

 

Asímismo se evaluó la expresión de otra de las proteínas esenciales del proceso 

de autofagia; ATG4b. Podemos observar que la detección de ATG4b no presenta 

cambios con los tratamientos de Doxorrubicina y Metformina/Oxamato; en 

comparacion con la combinación de los tres fármacos, mostrando un aumento 

significativo en su detección en los 4 tiempos de exposición a la triple terapia 

(Figura 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 14.- Detección de la proteína ATG4b mediante Western Blot. (B)  2, 4, 6 y 8 

horas de exposición con Doxorrubicina, Metformina/Oxamato y 

Doxorrubicina/Metformina/Oxamato en la línea celular HCT116.   
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Finalmente se analizó la expresión de la proteína LC3 I y II. Esta proteína es un 

marcador importante en la autofagia; una característica determinante en el 

proceso final de la autofagia es la formación de vesículas de doble membrana 

denominadas autofagosomas, los cuales se forman por la conjugación de LC3I 

con fosfatidiletanolamina para formar LC3II lipidada, la cual se une a la membrana 

de los autofagosomas para completar la elongación y el cierre de esta vesícula. 

De acuerdo a lo anterior, en la figura 15 se observa que la linea celular tratada con 

Doxorrubicina no aumenta los niveles de LC3II, mientras que con Metformina 

/Oxamato hay un ligero incremento en los niveles de detección. Sin embargo, de 

manera importante, en la combinación de los tres fármacos podemos observar que 

conforme aumenta el tiempo de exposición a estos fármacos la detección de LC3I 

disminuye mientras que la detección de LC3II aumenta significativamente en 

comparación con el control negativo (sin tratamiento).  
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Figura 15.- Detección de la proteína LC3 I y II mediante Western Blot. (C)  2, 4, 6 y 

8 horas de exposición con Doxorrubicina, Metformina/Oxamato y 

Doxorrubicina/Metformina/Oxamato enla línea celular HCT116.    
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Discusión 

En este trabajo se evaluaron los niveles de expresión relativa de miR-101, miR-

183 y miR-106a involucrados en la autofagia, mostrando una modificación en su 

expresión en la línea celular expuesta a los tratamientos en los diferentes tiempos, 

así como también se observó la detección de las proteínas esenciales 

involucradas en este proceso. 

Los resultados mostraron que la combinación de los tres fármacos (Doxorrubicina, 

Metformina y Oxamato de sodio) induce autofagia, esto probablemente debido a 

que cada uno de estos fármacos actúan en diferentes vías de señalización 

involucradas en procesos biológicos como la proliferación celular, supervivencia y 

mantenimmiento metabólico, bloqueando asi diferentes proteinas esenciales para 

el desarrollo de estos procesos. La Metformina en sinergia con los otros dos 

fármacos indujo autofagia debido a que actúa sobre la vía AMPK/mTOR, este 

fármaco ejerce su función inhibiendo al complejo 1 de la mitocondria lo que 

conlleva a una activación de la proteína AMPK, que probablemnte  impide la 

fosforilación del complejo mTOR y por ende ULK1 estaría llevando a cabo la 

inducción de la autofagia (Cerezo et al, 2014). De manera importante cabe 

mencionar que la Metformina, un hipoglucemiante que reduce los niveles de 

glucosa en la sangre conlleva a la inhibición de factores de transcripcion como 

EIF4E y provoca la disminución de la tasa metabólica (Shi et al., 2012). Por otra 

parte, el efecto del Oxamato de Sodio, a quien se le atribuye la función de inhibir 

la  lactato deshidrogenasa (LDH-A), una enzima esencial en el proceso de 
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glucólisis, compite por el sitio activo  de la LDH-A, impide la unión del piruvato y su 

conversión a lactato en el citosol, inhibiendo la acidósis láctica, un fenómeno 

común en el microambiente tumoral, además, también se le  relaciona con la 

proliferación celular, metástasis y la inhibición de la respuesta inmune contra las 

células de cáncer (Zhao et al., 2015). Por lo tanto, una vez que se inhibe la 

síntesis de lactato, las células cancerígenas entran en un estado de estrés celular 

al no poder tomar nutrientes del medio, lo que probablemente resulta en la muerte 

celular por autofagia debido al déficit de nutrientes (Miskimins et al., 2014). 

Por último, la Doxorrubicina es un quimioterapeútico convencional el cual es un 

intercalante del DNA y a su vez inhibe la biosíntesis de ácidos nucleicos 

produciendo muerte celular, por lo tanto, podría estar induciendo muerte celular 

debido al daño al DNA en las celulas cancerosas (Gonzáles, 2011). 

 

Posteriormente, se evaluaron tres MicroRNAs involucrados en la autofagia (miR-

106a, miR-101 y miR-183). Diversos estudios han demostrado que los  microRNAs 

regulan diferentes funciones críticas en muchos procesos celulares y fisiológicos, 

tales como proliferación celular, diferenciación y muerte celular (Díaz et al., 2008). 

Tal es el caso de los miRNAs evaluados en este trabajo, donde los resultados nos 

demuestran que los niveles de expresión de estos miRNAs en células HCT116  en 

condiciones basales (sin tratamiento) presentan niveles altos. Esto se debe a que 

en el proceso de autofagia estos genes juegan un papel importante como 

oncogenes inhibiendo proteínas esenciales que participan en las diferentes etapas 

de este proceso para que se lleve a cabo ( Fu et al., 2012). Por lo tanto, estos 
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niveles de expresion altos que presentan estos tres microRNAs se lo podemos 

atribuir a que las células en condiciones normales expresan estos genes y por lo 

tanto no se lleva un proceso de autofagia. 

Por otra parte, cuando las células se exponen al tratmiento de los tres farmacos, el 

nivel de expresión de los miRNAs disminuye significativamente de manera 

dependiente del tiempo.  Esto posiblemente se le puede atribuir al efecto de estos 

sobre las diferentes vías de señalizacion (AMPK/mTOR, glucólisis) que inhiben 

proteínas involucradas en procesos como proliferación, diferenciación y 

metástasis; bloqueando así los procesos de muerte celular. Por lo tanto una vez 

que inhibimos dichas proteínas con los fármacos podría estar induciendose muerte 

celular por autofagia, lo que resulta en una disminución de estos microRNAs 

involucrados en este proceso, tal y  como se observa en las figuras 10, 11 y 12. 

Posiblemente la disminucion de estos microRNAs sea el primer paso seguido de la 

induccion de la autofagia dada por la activacion de proteinas esenciales en este 

proceso como resultado de la disminucion de los miRNAs, ya que en el 2012 

Blandino et al, demostraron que la modulacion de miRNAs podría ser parte del 

mecanismo de acción de la Metformina, esto debido, a que este fármaco inhibe la 

expresión de DICER influyendo directamente en la biosintesis de los microRNAs. 

Por lo tanto, esta modulacion de miRNAs subyace en las acciones metabólicas de 

la Metformina contra el cáncer. Por lo que se podría inferir que se esta llevando a 

cabo un mecanismo similar con la combinacion de los tres fármacos inhibiéndose 

estos miRNAs y posteriormente activándo la autofagia. Cabe mencionar que hasta 

la fecha no existe alguna publicación que haya estudiado esta relación o el 
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mecanismo por el cual se da esta regulación entre la combinación de éstos 3 

fármacos y los correspondientes microRNAs. 

 

Asímismo, nuestros resultados también demuestran que los fármacos 

individualmente no afectan de manera significativa en la modificación de la 

expresión de estos miRNAs, lo que nos hace deducir que se necesita de un efecto 

sinérgico entre los tres fármacos, ya que al combinarlos se potencia la acción 

sobre sus proteínas blanco como LDH-A (Oxamato) y mTOR (Metformina) 

involucradas en vías de señalización esenciales para el desarrollo del tumor, 

inhibiendo estas y activando la autofagia.  

Finalmente, para validar estos resultados se decidió conocer la expresión de 

proteínas involucradas en el proceso de autofagia y que pudieran estar reguladas 

por los microRNAs evaluados en este trabajo. La primera proteína que se evaluó  

fue ULK1, la cual participa en la primera etapa de la autofagia y es esencial la 

activación de esta para que se pueda llevar a cabo la inducción de este proceso ( 

Wong et al., 2013). En los resultados obtenidos pudimos observar que con la 

combinación de los tres fármacos hay un aumento significativo en la detección de 

esta proteína en comparación con el control negativo. Sin embargo, podemos ver 

que con los tratamientos de Doxorrubicina y Metformina/Oxamato no hay cambio 

alguno. Esto posiblemente es a que ULK1 puede ser blanco de miR-106a, lo cual 

tiene sentido ya que como vimos anteriormente, con la combinación de los tres 

fármacos la expresión relativa de los miRNAs disminuye significativamente. Por lo 

tanto, el aumento en la detección de la proteina de ULK1 posiblemente se debe a 
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que una vez inhibida la expresión del miRNA la detección de su proteína blanco 

aumentó (Zhu et al., 2009), ya que la principal función de los miRNAs es inhibir la 

traducción de sus genes blancos que es lo que se observó en el control negativo 

del Western Blot de ULK1, donde no se esta llevando a cabo autofagia. Por ende, 

se esta expresando un determinado miRNA (en este caso miR-106a) que esta 

inhibiendo a su gen blanco (ULK1). Sin embargo, cuando se aplica el tratamiento 

de los tres fármacos vemos una disminución en la expresión del miRNA lo que 

lleva a la activación de su gen blanco ULK1, lo que se ve reflejado en un aumento 

en la detección de esta proteína. 

 

Otra proteína evaluada fue ATG4b, implicada en la etapa de elongación y cierre 

del autofagosoma, donde forma un complejo de reclutamiento para otros genes 

(ATG5 y ATG12) que participan en esta etapa (Satoo et al., 2009). Al igual que 

con ULK1, nuestros resultados demuestran que con la combinación de los tres 

fármacos aumenta la detección de esta proteína observándose de manera más 

evidente conforme incrementa el tiempo de exposición a estos fármacos. Xu y 

colaboradores (2013) comprobaron que ATG4b esta sometido a regulación y es un 

blanco directo de miR-101, lo que se realciona con lo observado en el Western 

Blot de ATG4b en donde se muestran niveles altos de esta proteína. Este 

resultado corresponde a lo reportado con este autor en el 2013.  

 

Por último evaluamos la expresión de LC3 la cual funge como marcador del 

proceso de autofagia, ya que es esencial para el cierre y la completa maduración 
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del autofagosoma a través de su conjugación a su forma lipidada LC3II, la cual se 

une a la membrana de estas vesículas e induce el cierre de esta ( Dancourt et al., 

2014). Observamos en los resultados que la detección de la forma lipidada de LC3 

(LC3II) presenta niveles altos con la combinación de los tres fármacos en 

comparación con el control negativo, esta detección se hace mas evidente a partir 

del tiempo de 4 horas donde observamos niveles mas altos de LC3II. Esto 

posiblemente se deba a que esta proteína pudiera ser un blanco directo de miR-

183 y dada su inhibición por los fármacos, la detección de esta proteína aumenta.  

 

Se sabe que los microRNAs juegan un papel importante como oncogenes en la 

autofagia y con base en nuestros resultados, podemos inferir que posiblemente 

esten regulando directamente proteinas esenciales involucradas en este proceso. 

Los resultados obtenidos nos permitieron observar que ésta combinación de 

fármacos podría ser eficiente para inducir este proceso biológico en células de  

CCR. 

 

Dada la importancia del CCR, es necesario contar con métodos adecuados para 

dar un buen pronóstico y diagnóstico a esta enfermedad. La identificación de 

marcadores moleculares como los microRNAs ayudaría a elucidar redes de 

señalización involucradas en procesos biológicos y a su vez implementar terapias 

combinatorias farmacológicas que esten dirigidas a diversas proteínas esenciales 

involucradas en procesos que inhiban la progresión de la supervivencia de células 

cancerígenas. 
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Conclusiones 

 

1) Se comprobó que la triple terapia farmacológica de 

Doxorrubicina/Metformina/Oxamato probablemente induce muerte celular 

por autofagia; lo que constituye un posible blanco para nuevas estrategias 

terapeúticas para pacientes con cáncer colorrectal (CCR). 

 

2) Se conoció el nivel de expresión de microRNAs (miR-106a, miR-101 y 

miR-183) involucrados en el proceso de autofagia con la triple terapia a 

diferentes tiempos de exposición, resultando en la disminución de los 

niveles de expresión de estos miRNAs, lo que sugiere una gran 

importancia de estos genes como marcadores moleculares en la 

autofagia para un posible diagnóstico y pronóstico temprano. 

 

3) Se detectó un aumento en la detección de proteínas como ULK1, ATG4b 

y LC3; marcadores importantes en el proceso de autofagiá. Su detección 

significativa, derivadas de la exposición  de los tres fármacos en la linea 

celular de CCR, lo que sugiere que estas proteínas posiblemente 

pudieran ser blancos diectos de los microRNAs evaluados en este 

trabajo. 
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