
I 
 

    Universidad Nacional Autónoma de México  

    Facultad de Estudios Superiores Iztacala 

 

 

 

“Desregulación de miR-30c en un modelo de líneas celulares 
radioresistentes derivas de cáncer cérvico uterino” 

 

 

TESIS 

Que para obtener el título de: 

Biólogo 

Presenta: 

Oliver Millan Catalan 
 

 

 

Director de Tesis: Dr. Roberto Eduardo López Urrutia 

Los Reyes Iztacala, Tlalnepantla, Edo. de México. 

Noviembre 2015



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



2 
 

DEDICATORIA 

A mis padres, Teodora y Santos, por todo el apoyo y la confianza. 

A mis hermanos, Cynthia (Gore), Yuri (Yuyita) y David (Black), que siempre 

estaremos juntos. 

A mis abuelitos Dolores y Felipe, mis segundos padres. 

  



3 
 

AGRADECIMIENTOS 

Al Dr. Carlos Pérez Plasencia, por permitirme ser parte de este gran equipo. 

Al Dr. Eduardo López Urrutia, por ser mi tutor y guiarme en mi proceso de 

titulación. Al Dr. Abraham Pedroza Torres, Dr. Jorge Fernández Retana, Dra. 

Nadia Jacobo Herrera, Dra. Gabriela Figueroa y a la M. en B. E. Verónica García 

Castillo, por haberme apoyado en diferentes momentos de mi preparación 

académica.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 
 

ÍNDICE  

I. RESUMEN ....................................................................................................................................................................... 5 

Lista de figuras ................................................................................................................................................................. 6 

II. INTRODUCCIÓN ........................................................................................................................................................... 7 

Cáncer ................................................................................................................................................................................. 7 

1.1 Cáncer cérvico uterino ............................................................................................................................................. 8 

1.2 VPH................................................................................................................................................................................ 9 

1.3 Desregulación de la expresión genética en CaCu .......................................................................................... 12 

1.4 Tratamiento del cáncer cervical ........................................................................................................................... 14 

1.4.1 Tratamiento quirúrgico ....................................................................................................................................... 15 

1.4.2 Quimioterapia ........................................................................................................................................................ 15 

1.4.3 Radioterapia .......................................................................................................................................................... 15 

1.5 Radioresistencia en cáncer cervical ................................................................................................................... 17 

1.6 PAKs ........................................................................................................................................................................... 20 

1.6.1. PAK1 en cáncer ................................................................................................................................................... 24 

1.6.2 PAK1 en radioresistencia ................................................................................................................................... 26 

3. Ubc9 .............................................................................................................................................................................. 27 

3.1 Ubc9 y SUMOilación ............................................................................................................................................... 27 

3.2 UBC9 en cáncer ....................................................................................................................................................... 29 

2. MicroRNAs................................................................................................................................................................... 30 

2.1 Biogénesis de los miRNAs .................................................................................................................................... 31 

2.2 Función de los miRNAs ......................................................................................................................................... 34 

2.3 miRNAs y cáncer ..................................................................................................................................................... 35 

3. Regulación por miRNAs sobre PAK1 y Ubc9 ..................................................................................................... 36 

II. JUSTIFICACIÓN .......................................................................................................................................................... 39 

IV. HIPÓTESIS ................................................................................................................................................................. 40 

V. OBJETIVOS ................................................................................................................................................................. 41 

VI. MATERIAL Y MÉTODOS ......................................................................................................................................... 42 

Cultivo celular ................................................................................................................................................................. 42 

Ensayo clonogénico ...................................................................................................................................................... 43 

Extracción de RNA ......................................................................................................................................................... 43 

qPCR ................................................................................................................................................................................. 44 

Extracción de proteínas ............................................................................................................................................... 44 

Western Blot .................................................................................................................................................................... 44 

Ensayo de proliferación celular .................................................................................................................................. 45 

VI. RESULTADOS ........................................................................................................................................................... 46 

Comprobación de la radioresistencia en las líneas celulares ............................................................................ 46 

miR-30c se encuentra subexpresado en líneas celulares RR de CaCu ........................................................... 47 

Niveles de expresión de PAK1 .................................................................................................................................... 48 

UBC9 se sobreexpresa en líneas celulares radioresistentes ............................................................................. 48 

Las líneas celulares RR tienen una mayor tasa de proliferación ....................................................................... 49 

VIII. DISCUSIÓN .............................................................................................................................................................. 50 

IX. CONCLUSIONES ...................................................................................................................................................... 53 

X. BIBLIOGRAFÍA ........................................................................................................................................................... 54 

 

 

  



5 
 

I. RESUMEN 

En la actualidad el cáncer cérvico uterino (CaCu) ocupa el segundo lugar como 

causa de muerte en mujeres por cáncer en México y el cuarto a nivel mundial. El 

uso de la quimio-radioterapia concomitante basada en cisplatino se considera el 

tratamiento estándar para las pacientes con enfermedad localmente avanzada, sin 

embargo, aproximadamente el 50% de los pacientes tendrán persistencia o 

recurrencia de la enfermedad, lo cual puede ser explicado por la presencia de 

células radioresistentes en el tumor. Se ha demostrado que PAK1 (del ingles p-21 

activated kinase), -una cinasa de serina treonina activada por RAC1 y CDC42- y 

Ubc9 -una enzima E3 de SUMOilación-, son importantes reguladores de la 

radioresistencia y quimioresistencia en diferentes tipos de cáncer; además, de 

manera interesante, algunos miRNAs, como miR-30c, pueden regular 

negativamente a estas enzimas. Por lo que el objetivo del presente trabajo fue 

evaluar el efecto de la regulación de PAK1 y UBC9 por miR-30c en líneas 

celulares derivadas de CaCu radioresistentes. Para ello, se generó un modelo de 

radioresistencia a partir de las líneas celulares HeLa, SiHa Y CaSki, en el que se 

evaluó la expresión de miR-30C, UBC9 y PAK1 mediante ensayos de qPCR y 

western blot, respectivamente; así como la  proliferación celular mediante el 

ensayo de Sulforodamina B. En las líneas celulares HeLa y SiHa, miR-30c se 

encontró subexpresado en relación directa con la radiorresistencia. Sólo en la 

línea celular SiHa se encontró una correlación inversa entre miR-30c y Ubc9, lo 

cual sugiere una regulación postranscripcional dependiente del contexto celular. 
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II. INTRODUCCIÓN 
1. Cáncer 

El cáncer es un conjunto de enfermedades de origen multifactorial que presentan 

como característica en común la capacidad de proliferar descontroladamente 

como consecuencia de alteraciones genéticas y epigenéticas que provocan la 

transformación de células normales a células malignas. Hanahan y Weinberg 

propusieron los “hallmarks of cancer”, que son las características que subyacen a 

la serie de cambios complejos en los tejidos que dan lugar a tumores malignos. 

Los hallmarks incluyen: señalización proliferativa sostenida, evasión de los 

supresores del crecimiento, resistencia a la muerte celular, inmortalidad 

replicativa, inducción de la angiogénesis y activación de la invasión y metástasis 

(Hanahan y Weinberg, 2000). Recientemente se han incorporado dos hallmarks 

emergentes, reprogramación del metabolismo energético y evasión del sistema 

inmune (Figura 1) (Hanahan y Weinberg, 2011). 
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Figura 1. Características distintivas del cáncer. Características que las células tumorales adquieren 

durante el proceso de carcinogénesis (Hanahan y Weinberg, 2011). 

Desde el punto de vista clínico, el cáncer representa un importante problema de 

salud siendo una de las principales causas de muerte a nivel mundial. En el 2012 

se registraron 14.1 millones de casos nuevos de cáncer, de los cuales 8 millones 

fallecieron. Dentro de los tipos de cáncer más frecuentes se encuentran los de 

pulmón, colon, recto, estomago, mama y cérvico uterino (Ferlay, et al., 2013). 

1.1 Cáncer cérvico uterino 

A nivel mundial, de los tipos tumorales el cáncer cérvico uterino (CaCu) es la 

cuarta causa de muerte en mujeres, con un estimado de 528 000 casos nuevos 

por año de los cuales 265 653 (50.3%) terminan en muerte (Ferlay, et al., 2013). 

En algunos países subdesarrollados el CaCu es la principal causa de muerte en 

pacientes en edad reproductiva y económicamente activas, estos casos están 

ligados frecuentemente al acceso limitado a un diagnóstico oportuno o a un 

tratamiento médico efectivo (Parkin, 2001). En México, el CaCu  fue la primera 

causa de muerte por tumores malignos en la mujer hasta el año 2005; a partir de 

entonces, este tipo de cáncer ocupa el segundo lugar tanto en incidencia como en 

mortalidad (con 13 960 y 4769 casos respectivamente), lo cual no lo hace menos 

importante, ya que sigue presentando una alta tasa de mortalidad (Ferlay et al., 

2013) 
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1.2 VPH 

Desde hace más de cuarenta años, se señaló que el CaCu presentaba un 

comportamiento de enfermedad de transmisión sexual, y se evaluó el posible 

papel del virus del papiloma humano en el desarrollo de esta neoplasia (zur 

Hausen, 1974). Por medio de experimentos de hibridación, el doctor zur Hausen 

fue, el primero en demostrar, que las verrugas genitales y los tejidos de CaCu, 

contienen genomas del virus del papiloma humano (zur Hausen, 1977). Pero fue 

hasta 1991 cuando se estableció la asociación entre la infección por VPH y CaCu, 

después de haber considerado la evidencia epidemiológica y molecular que el 

DNA de VPH se encuentra presente en más del 99% de los casos de esta 

neoplasia (Bosch, 1992; Walboomers, 1999). 

Más de cien tipos de VPH han sido identificados a la fecha, los cuales son 

clasificados con potencial oncogénico de alto riesgo o bajo riesgo. Los genotipos 

de alto riesgo más comunes en el mundo son 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58 (de 

Villiers, 2004). 

El cáncer de cérvix ocurre en dos tipos histológicos predominantes: carcinoma 

escamoso y adenocarcinomas. El más encontrado en las mujeres es el carcinoma 

escamoso (80% de los casos) y está más frecuentemente asociado al VPH 16. El 

adenocarcinoma es el segundo tipo más común y, aunque el VPH tipo 16 también 

es el más frecuentemente detectado, la proporción de los genotipos 18 y 45 

aumenta significativamente (Reimers, 2009). 
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Los virus del papiloma son pequeños virus de DNA de doble cadena, sin 

envoltura, con una cápside de 72 capsómeros (60 hexámeros y 12 pentámeros), 

con un diámetro aproximado de 55 nm. Su genoma está constituido por 

aproximadamente 7200-8000 pares de bases, el cual se divide en tres regiones: 

una temprana E (early), la cual codifica para las proteínas virales (E1, E2, E3, E4, 

E5, E6, E7), necesarias para la replicación del DNA viral. La regulación de la 

transcripción y la transformación e inmortalización celular; una región Tardía L 

(late), que codifica para proteínas estructurales (L1 y L2) y una región reguladora 

conocida como región larga de control LCR (Long control región), que contiene la 

secuencia de DNA que permite el control de la replicación y de la expresión del 

genoma viral (Figura 2, McMurray, 2001). 

Figura 2. Genoma del VPH. El genoma del VPH es una molécula de DNA circular de doble cadena. Se divide 

en tres regiones: la región larga de control, LCR, que no contiene marco de lectura alguno; la región 

temprana, que contiene a los genes E1 a E8; y la región tardía que contiene a los genes L1 y L2, los cuales 

constituyen la cápside. 
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El mecanismo de acción de los VPH de alto riesgo en el desarrollo de la neoplasia 

cervical, se explica principalmente por la acción de dos de sus oncoproteínas 

virales E6 y E7. Estas tienen la capacidad de inmortalizar y transformar 

queratinocitos, confiriéndoles un alto grado de inestabilidad cromosómica. La 

expresión continua de estos genes, es requisito indispensable para mantener el 

crecimiento neoplásico de las células del cérvix. Estudios del mecanismo 

molecular del proceso de transformación, han revelado un complejo patrón de 

interacciones entre estas proteínas virales con reguladores celulares, envueltos en 

procesos biológicos como: la apoptosis, la proliferación y diferenciación celular 

(von Knebel, 2002). 

Las oncoproteínas E6 y E7, promueven la progresión a través del ciclo celular, 

uniéndose a reguladores de este, induciendo  proliferación de células basales 

infectadas. E6 es de las proteínas que se expresan muy tempranamente durante 

una infección por VPH. Esto le confiere varias funciones que alteran el ambiente 

celular, como por ejemplo el bloqueo de la apoptosis mediante la degradación de 

p53, la alteración de la transcripción de genes celulares a través de la interacción 

con p300 y CPB, e incremento de la vida celular por la sobreactivación de la 

telomerasa (Mantovi, 2001). E6 se une al producto del gen supresor de tumores 

p53 y lo conduce a su degradación a través de la vía de la ubiquitina. En este 

proceso, es necesaria la participación de la proteína celular asociada a E6 (E6-

AP), que actúa como ubiquitin ligasa (Hengstermann, 2001). 

E7 tiene la mayor capacidad transformante y actúa mediante la unión a proteínas 

celulares supresoras de tumores de la familia pRB, que a su vez interactúan con 
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factores de transcripción de la familia E2F. La familia pRB controla la replicación 

celular (Boyer, 1996). La unión de E7 a la forma activa de pRB conduce a la 

liberación de los factores de transcripción E2F independientemente de la 

presencia de los factores de crecimiento externos, lo que promueve el crecimiento 

de la fase S del ciclo celular y por tanto la replicación celular. E7 también se 

asocia con otras proteínas tales como desacetilasas de histonas, AP1 e 

inhibidores de los complejos CDK, como p21 y p27 (Munger, 2001). 

No todos los pacientes infectados con VPHs oncogénicos desarrollaran CaCu, 

debido a la eliminación espontanea de secuencias virales. En diferentes estudios 

epidemiológicos se ha determinado que aproximadamente el 70% de las 

infecciones no progresara a carcinoma invasor (Ho, et al., 1998; Molano, et al., 

2003). Lo cual nos indica que el VPH es una causa necesaria pero no suficiente 

para desarrollar CaCu, de tal manera que son requeridos otros factores como 

tabaquismo, actividad sexual temprana, multiparidad, uso constante de 

anticonceptivos orales, entre otros (Burk et al., 1996).  

1.3 Desregulación de la expresión genética en CaCu 

La expresión de los oncogenes de HPV ocasiona una desregulación generalizada 

del patrón de expresión de las células epiteliales. Estudios moleculares del 

proceso de transformación, han revelado un complejo patrón de interacciones de 

las proteínas virales con reguladores celulares, envueltos en procesos biológicos 

como: la apoptosis, la proliferación y diferenciación celular. Se considera que el 

proceso de integración del genoma del VPH al genoma de la célula hospedadora 
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es el evento fundamental en la progresión a cáncer (von Knebel, 2009). Debido a 

la sobreexpresión de las oncoproteínas E6 y E7 por la pérdida de E2, proteína 

implicada en su regulación. 

Por otra parte, existe la hipótesis de que los VPH pueden afectar los niveles de 

expresión de miRNAs celulares que pueden estar involucrados, no solo en el 

establecimiento del fenotipo tumoral, sino también en mecanismos relacionados a 

la resistencia a la radio- y quimioterapia en pacientes con CaCu. Esto debido a 

que se ha demostrado que entre las diversas interacciones complejas que tienen 

E6 y E7, involucran la activación de factores de transcripción, tales como E2F y c-

Myc. 

En este sentido, miR-34a ha sido identificado como un blanco transcripcional 

directo de p53. La transactivación de miR-34a se da por la unión de p53 a un sitio 

presente en la región promotora de dicho miRNA. De tal manera  que si 

consideramos que la oncoproteína E6 de VPH desestabiliza a p53, es factible 

asumir que la desregulación de la expresión de miR-34a en los tejidos de CaCu 

que están infectados con VPH oncogénicos se debe a la acción de E6. miR-34a 

tiene múltiples blancos que son componentes del ciclo celular, entre ellos, CDK4, 

ciclina E2, E2F-1 y Bcl2, por lo cual es considerado indispensable en los procesos 

de proliferación y supervivencia celular (Tazawa, et al., 2007; Welch, et al., 2007). 

Además Kang y colaboradores, demostraron en un modelo de cáncer de pulmón 

de células no pequeñas, que miR-34a inhibe la vía de Notch-1 cuando se somete 

a un estímulo de radiación (Kang, et al., 2013). 
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En otro estudio similar, se demostró que miR-23b se encuentra desregulado por 

acción de E6, ya que la región promotora de miR-23b presenta un sitio de unión a 

p53. Esta sobrexpresión de miR23b, potencia la expresión de uPA, lo que 

favorece la migración celular en CaCu (Au Yeng, et al., 2011). Interesantemente, 

en células RR derivadas de cáncer de páncreas encontraron niveles reducidos de 

miR-23b comparadas con su control RS (Wang, et al., 2012). 

Un proceso clave durante la progresión del CaCu es la capacidad proliferativa de 

las células epiteliales. Recientemente, Melar-New and Laimins demostraron que la 

oncoproteína E7 es capaz de desregular la expresión de miR-203; y en diferentes 

estudios se ha visto que miR-203 es un potente inhibidor del fenotipo celular “stem 

cells”, de tal manera que su desregulación por E7 puede estar favoreciendo el 

fenotipo de las células tumorales (Melar-New y Laimins, 2010). 

1.4 Tratamiento del cáncer cervical 

El tratamiento del CaCu es normado de acuerdo al estadio en el cual sea 

diagnosticado (DiSaia, 2002), y las estrategias para el tratamiento estándar son 

cirugía radial, radioterapia y quimioterapia. Para mujeres que desean conservar la 

fertilidad se sugieren técnicas tales como la traquelectomía radial. La radioterapia 

puede ser usada para todos los estadios del cáncer cervical con ciertas 

modificaciones en dosimetría y técnica. Cada paciente debe ser evaluado 

individualmente y el esquema de tratamiento debe ajustarse a dicha evaluación 

(Xu, 2011). 
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1.4.1 Tratamiento quirúrgico 

La cirugía tiene como finalidad extirpar el tumor en su totalidad a nivel local. La 

cirugía es la primera opción en pacientes jóvenes sin contraindicaciones 

quirúrgicas. Para los estadios tempranos la cirugía conserva los ovarios evitando 

la menopausia temprana y preservando la función sexual, en comparación con la 

radioterapia radial (Scottish Intercollegiate Guidelines Network, 2008). 

1.4.2 Quimioterapia 

Es el tratamiento con medicamentos que matan a las células cancerosas. Los 

diferentes fármacos utilizados en este tratamiento se administran por vía 

intravenosa o vía oral, y viajan a través del torrente sanguíneo hasta alcanzar su 

blanco. Los agentes quimioterapéuticos  empleados actualmente son citotóxicos y 

actúan tanto en tejido maligno como en tejido normal. Para el CaCu se utilizan 

derivados del platino como el cisplatino, un agente alquilante que actúa 

bloqueando la proliferación celular (Citron et al., 2003).  

1.4.3 Radioterapia 

La radioterapia es muy utilizada para el tratamiento de CaCu. Esta involucra la 

aplicación de rayos X, gamma o partículas atómicas de alta energía. Afecta a las 

células que se están multiplicando rápidamente, en mayor proporción de lo que 

afecta al resto de las células normales. Forma iones en las células de los tejidos 

por los que pasa, lo cual daña al DNA e impide la proliferación celular 

(Suntharalingam, 2005). 
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La mayoría de las enfermas con CaCu son diagnosticadas en estadios avanzados, 

por lo tanto la radioterapia es la modalidad terapéutica más utilizada. Actualmente, 

el uso de quimio-radioterapia concomitante basada en cisplatino se considera el 

tratamiento estándar respaldado consistentemente en los resultados de varios 

estudios aleatorizados y dos meta-análisis (Scottish Intercollegiate Guidelines 

Network, 2008). De manera general, las modalidades de radioterapia según el 

estadio de la enfermedad son las siguientes: 

Teleterapia: se aplica a distancias de 30 a 100 cm de la paciente, dividida en 20-

30 tratamientos separados al día durante 4-6 semanas. Maneja energía de 

megavoltaje, preferiblemente con fotones de 6 MeV que se dirigen al volumen 

tumoral. Considera 2 a 4 campos (antero-posterior y/o laterales). El 

fraccionamiento de 180 – 200 cGy, 5 veces a la semana hasta una dosis que 

oscila entre 4500 – 5040 cGy. Dosis de refuerzo a parámetros con protección de 

línea media hasta completar una dosis entre 6000 – 7000 cGy en puntos B 

(Symonds y Foweraker, 2006). 

Braquiterapia: Son radiaciones a corta distancia dirigidas directamente sobre el 

tumor a través de aplicadores radiactivos (radioisótopos: 222 Radio, 137 Cesio y 

192 Iridio.) que se introducen en la vagina y cavidad uterina tales como: sonda 

intrauterina, ovoides o cilindro intravaginal. Las dosis de braquiterapia pueden ser 

de baja tasa (dosis entre 40 y 200 cGys/hora) o de alta tasa (dosis mayores de 

1200 cGys/hora). Los cGY (equivalente a 1 rad) miden la cantidad de energía 

absorbida por unidad de masa (tejidos). La braquiterapia de baja dosis se da 

después de terminar la teleterapia. La paciente recibe la radiación en cGy 
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calculada para los puntos A (situados a 2 cm del centro del canal del útero). Si se 

contempla un segundo implante (punto B), éste debe realizarse dentro de las tres 

semanas siguientes de haber completado la radioterapia. La braquiterapia de alta 

dosis se suministra en puntos A, repartidas en 5 fracciones cada una de 600 cGy, 

concomitante con la teleterapia, iniciándola la cuarta semana de tratamiento, 

realizando un implante semanal (Miglierini, et al., 2015). 

1.5 Radioresistencia en cáncer cervical 

Aunque la radioterapia es utilizada ampliamente en el tratamiento del CaCu 

localmente avanzado, existe un alto porcentaje de recurrencia, aproximadamente 

el 50% de los pacientes tendrán persistencia o recurrencia de la enfermedad, lo 

cual puede ser explicado por la presencia de células radioresistentes en la masa 

tumoral (Quinn, 2006). Un meta-análisis muestra que los pacientes con CaCu que 

reciben radioterapia ya sea sola o en combinación con diferentes fármacos, el 40-

70% tienen una tasa promedio de 5 años de supervivencia (Chemoradiotherapy 

for Cervical Cancer Meta-Analysis Collaboration, 2008).  

Muchos factores están involucrados en la resistencia a la radioterapia. Hasta el 

momento se han descrito varios, tanto nucleares como membranales en CaCu. 

Estos factores están relacionados con diferentes mecanismos como reparación del 

DNA, apoptosis, arresto del ciclo celular, crecimiento celular, sobrevivencia y 

proliferación. Algunos de los mecanismos frecuentemente alterados y que 

favorecen el fenómeno de radioresistencia son: 
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 P53: Las mutaciones en este gen localizado en el cromosoma 17p son 

mutaciones presentes en varios tipos de cáncer. P53 está implicado en múltiples 

procesos como son el control del crecimiento y apoptosis; de tal manera que 

mutaciones en este gen se han asociado a quimio y radioresistencia. El 

mecanismo por el cual se genera radioresistencia cuando p53 esta mutado no se 

comprende del todo, pero se cree que es la pérdida del control del ciclo celular, 

reparación de DNA y apoptosis, lo que contribuye a dicho mecanismo (Marchetti et 

al., 2003). 

 BCL2: Éste proto-oncogen que se encuentra expresado en células 

normales y promueve la supervivencia celular al bloquear la apoptosis. Se ha visto 

que la sobreexpresión en tejidos tumorales se asocia con la resistencia a la 

radiación (Provenzano, 2003). 

 Proteína Ku70/80: La recombinación no homologa (NHEJ, del inglés non-

homologous end joining) necesita de proteínas de unión terminal que funcionan 

como factores de reparación. En este proceso participa la proteína Ku, formada 

por Ku70 y Ku80, que junto con DNA-PKcs forman el complejo DNA-PK. La 

proteína heterodimérica Ku se encarga de unirse a los cortes del DNA sin 

discriminar la naturaleza del corte, y activa a DNA PKcs para que realice la 

reparación. Varios autores han analizado los efectos de la irradiación gamma en 

los niveles celulares de la proteína Ku, y encontraron que la irradiación producía 

una estimulación en los niveles celulares de Ku70 pero no de Ku80, y que los 

niveles altos de Ku70 se acumulaban en el núcleo celular. Además, el aumento de 

Ku70 postirradiación utilizaba mecanismos dependientes de p53 y ATM.  Las 
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células deficientes en XRCC5 (gen que codifica para la proteína Ku80) eran 

hipersensibles a la radiación ionizante. De este modo, la sobreexpresión de este 

gen se observaba en células de cáncer radio-resistentes, siendo XRCC5 uno de 

los genes más importantes en la determinación del destino de las células cuando 

se encuentran bajo estrés causado por la radiación (Beskow, et al., 2009). 

HIF-1α: Se sabe desde 1999 que la RI es efectiva en células normóxicas, 

pero tiene menor efectividad en células hipóxicas (Brown, 1999). La expresión de 

Hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) se induce transitoriamente en tumores posterior 

a la radioterapia en respuesta al estrés de reoxigenación, y esta inducción alcanza 

su nivel máximo alrededor de 48 horas después de la irradiación (Moeller et al.,  

2004). HIF-1 transactiva varios genes de respuesta a hipoxia, lo cual le confiere 

propiedades malignas a los tumores, tales como resistencia a la apoptosis, 

potencia el crecimiento celular, invasión y metástasis. Además HIF-1 activa 

citosinas proangiogénicas tales como el factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas, lo cual le confiere a las 

células endoteliales resistencia a la radiación así como un incremento en la 

proliferación de los vasos sanguíneos del tumor. Incluso en un modelo de 

xenógrafo (con células HeLa) se demostró que HIF-1 activo juega un rol crucial en 

la angiogénesis y radioresistencia (Harada, 2007).  

Methaderinas: En cáncer se ha encontrado que las metaderinas 

promueven la metástasis, invasión, angiogénesis y quimioresistencia, sugiriendo 

que puede tener una función importante como oncogen. Recientemente se 

descubrió que el knockdown de MTDH incrementa la radiosensibilidad de células 

de CaCu a rayos X (Zhao, 2012). 
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miRNAs: Nuestro grupo de trabajo ha encontrado, a través de análisis de 

microarreglos en muestras de pacientes con CaCu, varios miRNAs sub- y 

sobreexpresados en tumores radioresistentes, de entre los cuales resaltan miR-

100a y miR-30c (Pedroza-Torres, et al., 2015). 

PAKs: Varios estudios sugieren que las cinasas activadas por p21 (PAKs) 

tienen un rol clave en varios de los hallmarks del cáncer, que incluyen proliferación 

celular, resistencia a muerte celular, activación de la invasión, metástasis y 

angiogénesis (Radu, 2014). 

1.6 PAKs 

Las cinasas activadas por p-21 o PAKs (del inglés: p-21-activated kinases) 

constituyen una familia altamente conservada de proteínas cinasas de 

serina/treonina que comprende seis miembros (PAK1-6). Inicialmente fueron 

identificadas como efectoras de RAC1 Y CDC42 (Tahara y Traugh, 1998; Manser 

1994), las cuales son miembros de la familia de GTPasas de Rho. La actividad 

cinasa de PAKs ha sido implicada en un amplio rango de procesos celulares que 

incluyen, morfología celular, motilidad, supervivencia, actividad transcripcional, 

apoptosis y señalización hormonal (Kumar, 2006; Arias-Romero, et al., 2010). 

Estas enzimas están ampliamente expresadas en numerosos tejidos y una vez 

que son activadas por señales extracelulares a través de mecanismos 

dependientes e independientes de GTPasas, y entonces a través de la gran lista 

de proteínas con las que interactúa rio abajo ejerce un control regulatorio sobre los 

procesos biológicos esenciales.   
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Todas las isoformas de PAKs consisten de un dominio de cinasa en la región C-

terminal, un dominio regulatorio en el N-terminal, y un dominio inhibitorio, 

representado en la figura 3. Con base en su estructura y funciones biológicas 

similares, las isoformas de PAKs son clasificadas en dos grupos: PAK1, PAK2 y 

PAK3 pertenecen al Grupo I, mientras que PAK4, PAK5 y PAK6 están en el Grupo 

II. Estas están sobreexpresadas y/o hiperactivadas en varios tipos de cáncer tales 

como cáncer de mama, neurofibromatosis, cáncer de colon,  cáncer de pulmón, 

entre otros (Kumar, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

.  

Figura 3. Estructura de las PAKs. La familia de las cinasas de PAKs consiste de seis isoformas, divididas en 

dos grupos de acuerdo a la homología de su secuencia. El dominio AID para PAK4 y PAK6 son tentativos 

(King, et al., 2014). 
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Grupo I. Las tres isoformas de este grupo son proteínas de peso molecular 

semejante de 68kDa (PAK1), 62 kDa (PAK2) y 65 kDa (PAK3). Todos los 

miembros del grupo I contienen un dominio de unión a GTPasa (GBD) en el 

extremo N-terminal con un dominio autoinhibitorio (AID) sobrepuesto, y un dominio 

de cinasa de serina/treonina. Estas isoformas generalmente están inactivadas por 

la formación de dímeros trans, donde la AID de una proteína inhibe el dominio de 

cinasa de otra (Figura 4) (King, 2014).  

La alta homología del dominio de cinasa entre los diferentes miembros de este 

grupo, sugieren similares blancos de fosforilación (Figura 5). Esto es 

particularmente evidente entre PAK1 y PAK2 los cuales in vitro muestran 

prácticamente los mismos blancos de fosforilación (Arias-Romero y Chernoff, 

2008). 

Grupo II. PAK4, PAK5 Y PAK6, son estructuralmente distintas a las PAKs del 

grupo I. PAK4, fue el primero en ser descubierto y el más ampliamente estudiado, 

con varias menciones relacionadas con el cáncer (Dart y Wells, 2013). 

Aunque, tanto el dominio GBD y el dominio de cinasa, son similares en todas las 

isoformas de PAKs, los motifs que presentan son quienes diferencian al grupo 1 y 

3 de PAKs, lo cual permite que tengan un mecanismo de regulación distinto. Esto 

implica que éstas enzimas tengan funciones celulares distintas (Arias-Romero y 

Chernoff, 2008). 
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Figura 4. Mecanismo de activación de PAKs. Las PAKs que pertenecen al grupo I PAKs son reguladas a 

través de un mecanismo de autoinhibición. El dominio GBD en la región N-terminal se sobrelapa con el 

dominio AID, lo cual mantiene al homodímero inactivo. La unión de GTPasas Rho activas tales como (CDC42 

y RAC1) a GDB, conduce a la disociación del homodímero y su subsecuente autofosforilación en múltiples 

sitios que permiten la estabilización del estado catalíticamente activo. El mecanismo de activación del grupo II 

está menos claro, se cree que las enzimas están fosforiladas constantemente pero autoinhibidas por su 

dominio AID, y que al unirse CDC42 al dominio GBD se rompe dicha inhibición y entonces la cinasa se activa 

(Radu, et al., 2014).  
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Figura 5. Cascadas de señalización activadas por PAKs. Al ser activadas PAKs por señales extracelulares, 

participa en varias redes de señalización (Molli, et al., 2009).  

1.6.1. PAK1 en cáncer 

En un gran número de tumores humanos se ha encontrado la isoforma PAK1 

sobreexpresada o hiperactivada. El gen que codifica PAK1 se encuentra 

localizado dentro de la región 11q13, una región frecuentemente amplificada en 

cáncer de hígado, ovario y mama (Zi, 2012). 

En cáncer de mama, la desregulación de PAK1 está bien documentada y 

correlaciona con incremento de la supervivencia e invasividad de estas células 

cancerosas (Balashenthil, 2004). El mecanismo molecular por el cual PAK1 

promueve la transformación celular epitelial de mama, ha sido extensivamente 

estudiada en cultivo celular tridimensional (Wang, 2006). Friedland et al., 

mostraron una relación entre la resistencia de las celulares tumorales a la 
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apoptosis y la activación de NFKappaB por PAK1 (Friedland, 2008). Otro de los 

mecanismos por los cuales PAK1 promueve la supervivencia celular es a través 

de la fosforilación de proteínas proapoptóticas como BAD y FKHR  (Vadlamudi, 

2004). 

En modelos de cáncer de mama, la sobreexpresión de PAK1 correlaciona con la 

activación de la vía de ER-a  (del inglés, estrogen receptor-a) independientemente 

del ligando, lo cual hace a las células insensibles a terapias antiestrógenos, tales 

como el tamoxifeno (Holm, 2006). Interesantemente, la resistencia a tamoxifeno 

fue encontrada en tumores que contenían niveles nucleares de PAK1 más altos, lo 

cual indica que la actividad nuclear de PAK1 podría ser importante en el desarrollo 

de esta resistencia. 

La expresión y actividad de PAK1 también están sobrereguladas en otros tipos de 

cáncer, los cuales incluyen algunos de origen neuronal. Se ha establecido que 

PAK1 juega un rol central en Neurofibromatosis tipo 1, la cual es causada por la 

pérdida de una proteína GAP de Ras (Tang et al., 1998); en otro estudio, tanto 

PAK1 y PAK2 se han asociado a neurofibromatosis tipo 2 (Surace, 2004). 

La sobreexpresión de PAK1 es observada en un 70% de muestras analizadas en 

cáncer de colon y esta correlacionada con algunas vías de señalización que 

incluyen la vía Wnt, Erk Y Akt. La reducción de la expresión de PAK1 decrementa 

la proliferación celular, migración/invasión y supervivencia. La cascada Rac1/Pak1 

controla fosforilación de B-catenina en la S675 y su activación en células de 

cáncer de colon, de tal manera que la desregulación de PAK1 en estas células, 
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reduce los niveles de B-catenina y la proliferación celular. También está 

demostrado que PAK1 fosforila directamente a B-catenina en la S675, lo cual la 

hace más estable y transcripcionalmente activa (Zhu, et al., 2012). Por otra parte. 

Erk y Akt, son blancos de PAK1 y están involucrados en la progresión del cáncer 

de colon. De tal manera que la inhibición de PAK1 es equivalente a la inhibición 

dual de Erk y Akt, mientras que la inactivación de una sola de estas proteínas, solo 

inhibe parcialmente la migración celular, invasión, supervivencia y no tiene efecto 

sobre la proliferación (Huynh, 2010). 

En el caso de cáncer de ovario,  por análisis del amplicon del cromosoma 11 en el 

locus 11q13.5-q14, se determinó que el gen de PAK1 frecuentemente se 

encuentra amplificado (59%) (Bekri, et al., 1997), lo cual sugiere un cáncer que es 

dependiente de la vía Ras-PI3K-PAK1.). También se ha mostrado en  líneas 

celulares derivadas de este mismo tipo de cáncer, PAK1 se encuentra 

anormalmente activado por autofosforilación en la Thr 423, son más sensibles a la 

inhibición del crecimiento usando el péptido TAT-PAK18 el cual bloquea la 

interacción esencial entre PAK1-PIX (Hashimoto, 2010). 

En carcinomas hepatocelulares, la sobreexpresión de PAK1 se asocia con un 

tumor más agresivo en términos de un fenotipo más metastásico (Ching, 2007).  

1.6.2 PAK1 en radioresistencia 

PAK1 tiene un rol esencial en la tumorogénesis y en la supervivencia celular en 

varios tipos de cáncer. Además se ha demostrado que PAK1 puede proteger 

contra la quimioterapia y muerte celular inducida por anoikis (Ong, 2011).     
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En un perfil de transcriptoma de células radioresistentes de pulmón A549, 

encontraron que PAK1  se encuentra sobreexpresado después de ser expuestas a 

radiación ionizante (Yang, 2013). 

En células de cáncer de pulmón, se demostró que JAK2 fosforila a PAK1 en 

residuos de Tyr y  favorece su estabilización, el cual se transloca al núcleo y al 

asociarse con Snail, promueven la transición mesénquima epitelial y la 

radioresistencia (Kim, 2014). 

Como la sobreexpresión de PAK1 ha sido notada incluso en ausencia de la 

amplificación del gen, es necesario descubrir y comprender los factores que 

controlan la expresión del gen, degradación de la proteína o regulación 

postranscripcional. Y uno de los mecanismos moleculares postranscripcionales 

que regulan la expresión de los genes que conllevan a diversas alteraciones 

asociadas al desarrollo del cáncer en general y del cáncer cervical en particular, 

son los microRNAs. 

3. Ubc9 

3.1 Ubc9 y SUMOilación 

La SUMOilación es una modificación postraduccional caracterizada por la unión 

covalente y reversible de un polipéptido pequeño relacionado con ubiquitina 

(SUMO) a una proteína blanco en residuos de lisina. Se han identificado cuatro 

isoformas de SUMO (SUMO-1, -2, -3, y -4), estas proteínas tienen un peso 

molecular de aproximadamente 12 kDa y tienen una estructura tridimensional 

similar a la ubiquitina (Bettermann, et al., 2002). 



28 
 

La SUMOilación es un proceso de varios pasos: una proteína precursora de 

SUMO sufre un proceso de maduración efectuado por proteasas de cisteína, 

llamadas isopeptidasas, las cuales cortan el extremo C-terminal del precursor. La 

proteína SUMO madura es entonces activada por una enzima E1 de SUMO, un 

heterodímero de las proteínas AOS1 y UBA2, finalmente es conjugada a la 

proteína blanco por la enzima E2 de SUMO, llamada Ubc9. En algunos casos se 

requiere de una enzima E3 para llevar a cabo el proceso de conjugación. El 

resultado es una proteína sumoilada usualmente con un corto tiempo de vida, la 

cual puede ser rápidamente desumoilada (Figura 6) (Hay, et al., 2005). 

A diferencia de la ubiquitinación, la SUMOilación de proteínas no solo conduce a 

la degradación por la vía del proteasoma, esta modificación es esencial para 

mantener la estabilidad de la proteína, transporte núcleo-citoplasma, interacción 

de proteínas, regulación transcripcional, etc. De tal manera que la SUMOilación 

está involucrada en procesos celulares como la mitosis, diferenciación celular, 

senescencia y apoptosis (Deyrieux, et al., 2007; Gill, 2005; Ihara, et al., 2007). 

En el proceso de SUMOilación Ubc9 es la única enzima de conjugación E2, de tal 

manera que es un regulador clave en este proceso (Bettermann, et al., 2011). 
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Figura 6. Ciclo del proceso de SUMOilación. (Hihara, et al., 2007) 

3.2 UBC9 en cáncer 

Se sabe que las modificaciones postraduccionales están críticamente involucradas 

en la carcinogénesis por regular la actividad de diversas proteínas, se ha 

encontrado que diferentes receptores y moléculas de señalización intracelular 

pueden ser modificadas por SUMOilación, lo cual contribuye significativamente a 

la carcinogénesis, por ejemplo: IGF-1R (Zhang, 2015), receptor TGF-B tipo I 
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(cáncer de pulmón), Reptin y Pontin (carcinoma hepatocelular y cáncer 

colorrectal). 

En cáncer de mama, polimorfismos del gen que codifican para la enzima de 

conjugación UBC9 han mostrado recientemente que se asocian con el grado del 

tumor en carcinoma de mama (Dunnebier, et al., 2009). Además se ha descrito 

que el proceso de SUMOilación está involucrado en mecanismos de respuesta a 

estrés, de tal manera que puede ser asociado con la tumorogénesis (Morris, et al., 

2009).  

Particularmente en CaCu, existen reportes muy interesantes en los cuales se 

asocia la actividad de la oncoproteína E7 de VPH16 con el grado de SUMOilación 

de factores de transcripción como FoxM1b (Jaiswal, et al., 2015). 

2. MicroRNAs 

Los microRNAs (miRNAs) son una clase abundante de RNAs pequeños no 

codificantes de aproximadamente 22 nucleótidos de longitud, que han sido 

identificados tanto en plantas como en animales y juegan un papel importante 

como reguladores de la expresión génica en una gran variedad de procesos 

biológicos (Kim, 2005). Estos fueron descubiertos por Victor Ambros, Rosalind Lee 

y Rhonda Feinbaum en 1993, quienes encontraron que lin-4, un gen que actúa en 

el desarrollo de Caenorhabditis elegans, no codificaba para una proteína, pero 

generaba 2 transcritos pequeños de aproximadamente 22 y 61 nucleótidos (nt), 

éste último podía adoptar una conformación de horquilla (stem-loop) y era el 

precursor del primero. Se descubrió que estos RNAs contenían secuencias 



31 
 

complementarias al extremo 3’ no traducible (3’UTR) del RNAm de lin-14, 

sugiriendo que lin-4 regulaba la traducción de lin-14. Posteriormente Ruvkun y 

colaboradores mostraron una disminución de la proteína sin disminución de los 

niveles de RNAm. Lin-4 es, en consecuencia conocido como el fundador de la 

clase abundante de RNAs pequeños reguladores denominados miRNAs, los 

cuales presentan patrones de expresión dependientes del tipo celular y tejido. El 

segundo miRNA conocido fue let- 7, otro RNA regulador de aproximadamente 22 

nt  presente en  C. elegans (Lee, et al., 1994). 

2.1 Biogénesis de los miRNAs 

Los miRNAs se originan a partir de un transcrito primario conocido como pri-

miRNA, producido por la RNA polimerasa II, sin embargo existen algunos casos 

en los que los pri-miRNAs son trascritos por la RNA Pol III. (Figura 7). Éste tiene 

una longitud aproximada de 1 kb, a partir de una región no codificante o de un gen 

miR. Este pri-miR generalmente puede contener la secuencia de uno o varios 

miRNAs y se caracteriza por presentar una forma de horquilla-aza. Esta horquilla 

es reconocida por una RNAasa III nuclear denominada DROSHA, que junto con 

una proteína denominada DGRCR8 procesan el pri-miRNA para generar un RNA 

de doble cadena de aproximadamente 70 nucleótidos con una estructura de 

horquilla, denominado pre-miRNA. Esta estructura es reconocida por la exportina 

5 y una Ran-GTPasa para ser transportada del núcleo al citoplasma (Bartel, 2009). 

Ya en el citoplasma, una proteína denominada Dicer, reconoce el pre-miRNA y lo 

corta para generar un miRNA de doble cadena de aproximadamente 22 pares de 
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bases (Denli et al., 2004). El paso final de la biogénesis de los miRNAs es la 

subsecuente incorporación del miRNA dúplex al complejo de silenciamiento 

inducido por miRNA (miRISC), compuesto por Dicer, proteínas de la familia 

Argonauta (AGO), TRBP y PACT. En este complejo se separan las dos cadenas y 

una de ellas, la más termodinámicamente estable da lugar al miRNA maduro de 

unos 20-25 nt, el cual se unirá por complementariedad total o parcial a la región 

3’UTR del RNAm blanco. Particularmente, los nucleótidos 2-7 del miRNA son 

claves para reconocer a su blanco, por lo que se les denomina región “semilla” 

(Hammond, 2015). 
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Figura 7. Biogénesis y función de los miRNAs. (Bartel, 2013). 
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2.2 Función de los miRNAs 

Los miRNAs se  unen al RNAm blanco para reprimir traducción e incluso degradar 

el RNAm blanco, función que realiza la AGO2 parte del complejo RISC (Diederichs 

y Haber, 2007). 

La mayoría de los miRNAs presentan un perfil de expresión tiempo y tejido 

especifico. Dado a su expresión, se sospecha que estos miRNAs están 

relacionados con funciones básicas como el metabolismo. 

Es necesario identificar cuáles son sus posibles RNAs blancos y los procesos 

biológicos en lo que participan. La predicción efectiva de los blancos de los 

miRNAs permanece desconocida debido a la complejidad de la interacción y el 

conocimiento limitado de las reglas que gobiernan este proceso.  

Sin embargo, ante el gran número de eventos de regulación por miRNAs, se han 

hecho esfuerzos por consolidar esta información en repositorios que permitan 

predecir la función de los miRNAs mediante análisis. Estas estrategias, han 

mostrado que alrededor de una tercera parte de todos los RNAm pueden ser 

blancos de miRNAs; es decir que cada uno tiene un promedio de 200 genes 

blanco, es decir, un solo miRNA, puede tener múltiples genes blanco y un solo gen 

puede ser regulado por múltiples miRNAs Por tanto, los miRNAs constituyen una 

de las clases más abundantes de genes reguladores en mamíferos (Hammond, 

2015). 

Algunos de los parámetros que frecuentemente se toman en cuenta en los 

algoritmos computacionales para dicha predicción son: la región semilla, el 
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número de sitios de unión en el blanco, termodinámica de la interacción, 

conservación contexto del gen hospedero del miRNA. Dichos algoritmos, pueden 

ser clasificados en dos categorías con base al uso o no del criterio de 

conservación. Entre los algoritmos basados en el criterio de conservación están 

por ejemplo: miRanda, PiTar, TargetScan, Diana-microT; mientras que Pita Y 

rna22 son los algoritmos que usan otros parámetros tales como energía libre de 

unión o estructuras secundarias del 3’UTR que pueden promueven o prevenir la 

unión del miRNA. (Di Leva et al., 2014). 

2.3 miRNAs y cáncer 

Hay una amplia literatura sobre el pronóstico de los perfiles de expresión de 

miRNAs en diversos tipos de cáncer, de tal manera que los miRNAs podría 

funcionar como oncogenes o como genes supresores de tumores. La 

sobreexpresión o perdida de expresión de los genes que codifican los miRNAs, 

puede alterar drásticamente la actividad de vías de señalización especificas 

(Revisado por Banno, 2014).  

Por ejemplo, la familia let-7 fue el primer grupo identificado como supresores de 

tumores. Estos regulan negativamente la expresión de oncogenes, 

específicamente los genes RAS. La sobreexpresión de los oncogenes RAS ha 

sido observada en CaCu y la expresión de let-7 se encuentra significativamente 

aumentada en líneas celulares de CaCu. Las proteínas Ras son proteínas de 

membrana que regulan el crecimiento y diferenciación celular a través de las vías 

de señalización NFkB, PKB/AKT, y MAPK. Experimentos in vitro mostraron que 
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let-7 es capaz de inhibir la proliferación celular a través de la desregulación de 

RAS, por lo cual se infiere que este miRNA puede funcionar como un supresor de 

tumor en este contexto (Johnson et al., 2005). 

Algunos miRNAs se encuentran sobreexpresados lo cual permite suponer que 

juegan un rol oncogénico. El primer ejemplo son los miembros de la familia miR-10 

que han sido reportados por encontrarse sobreexpresados en varios tipos de 

cáncer (Zhang, et al., 2006). miR10a fue encontrado sobreexpresado en cáncer de 

colon (Volinia, et al., 2006) y CaCu (Pereira, et al., 2010). 

Existe una variedad de estudios que relacionan la desregulación de miRNAs y el 

desarrollo de un fenotipo tumoral. Por ejemplo, un estudio en el cual se analizaron 

por PCR en tiempo real 102 biopsias de tumor de CaCu, se encontraron 96 

miRNAs relacionados con este tipo de cáncer, de los cuales miR-200a y miR-9 

fueron significativamente asociados con el tiempo de supervivencia total. 

Posteriormente, ensayos in vitro mostraron que miR-200a puede regular el 

potencial metastásico de las células cancerosas para migrar a sitios distantes; 

mientras que los genes regulados por miR-9, fueron involucrados en procesos 

metabólicos, que explican el mantenimiento de la alta tasa metabólica presente en 

las células tumorales (Hu, 2010). 

3. Regulación por miRNAs sobre PAK1 y Ubc9  

Algunos estudios que nos indican que PAK1 puede ser blanco de la regulación por 

miRNAs en varios modelos. En uno de ellos,  en ratas Wistar a las cuales se les 

indujo Cardiomiopatía, se encontró una correlación inversa entre la 
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sobreexpresión de los genes PAK1 y Cdc42, y el decremento de miR-30c (Raut  et 

al., 2015). En otro estudio, se encontró que pacientes con enfermedad arterial 

coronaria muestran una sobreregulación estadísticamente significativa de la 

expresión de miR-221, las herramientas bioinformáticas sugirieron a PAK1 como 

un posible blanco de dicho miRNA, lo cual fue corroborado por ensayo de 

luciferasa (Zhang, et al., 2013). 

Particularmente en cáncer, Reddy y colaboradores (2008) fueron el primer grupo 

de investigadores en demostrar que PAK1 es susceptible a regulación por miRNAs 

en un modelo de cáncer de mama. Mostraron que miR-7, se une a la región 3UTR 

de  PAK1 y reduce sus niveles de proteína, inhibiendo  sus funciones como 

motilidad, invasividad, crecimiento independiente del anclaje, y potencial 

tumorigénico de células de cáncer de mama altamente invasivas. En tejido de 

pacientes con cáncer de hígado, se encontró una correlación negativa entre la 

expresión de miR-145 y en nivel de proteína de PAK1. Por lo que en líneas 

celulares de cáncer de hígado se demostró que miR-145 regula negativamente a 

PAK1 y disminuye la capacidad de invasión de dichas líneas celulares (Kou, et al., 

2014).  

En el caso de Ubc9, en glioma se reporta una sobreexpresión de la proteína, lo 

cual correlaciona negativamente con la expresión del microRNA-214, el cual 

regula a Ubc9 (Zhao, et al., 2012). 
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De manera interesante, en cáncer de mama, también se demostró que Ubc9 está 

sujeto a la regulación postranscripcional por microRNAs de la familia miR-30, tales 

como miR-30c y miR-30e, los cuales se encuentran subexpresados en tumores.  

De tal manera, que si consideramos que miR-30c se encuentra subexpresado 

significativamente en tejidos de pacientes con CaCu que no respondieron al 

tratamiento convencional (Pedroza-Torres, 2015), y que los algoritmos para 

blancos de miRNAs (TargetScan, miRanda) sugieren a PAK1 y Ubc9 como 

buenos candidatos para la regulación por miRNAs, es posible que exista una 

regulación directa de miR-30c sobre PAK1 y Ubc9 en células RR de CaCu. 
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III. JUSTIFICACIÓN 

El CaCu sigue representando un grave problema de salud pública, principalmente 

por la falta de un diagnóstico temprano y el alto porcentaje de recurrencia en los 

pacientes con enfermedad localmente avanzada principalmente a causa de la 

resistencia de las células tumorales a la terapia. De tal manera que es muy 

importante, conocer los mecanismos que le permiten a las células adquirir este 

complejo mecanismo de radioresistencia. Los miRNAs constituyen una de las 

principales vías de regulación de la expresión génica, y en la última década se ha 

incrementado el número de reportes en diferentes tipos de cáncer en los cuales 

muestran miRNAs desregulados tanto en líneas celulares radioresistentes, como 

en tejidos de pacientes con cáncer que no respondieron a la radioterapia. Es por 

esto que surge la necesidad de identificar los posibles blancos de miR-30c en un 

modelo de radioresistencia en CaCu. 
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IV. HIPÓTESIS 

Si el miR-30c se encuentra subexpresado en células radioresistentes derivadas de 

CaCu, puede estar favoreciendo la sobreexpresión de sus blancos como PAK1 y 

Ubc9, lo cual conllevaría a la sobreactivación de vías de señalización necesarias 

para evadir el daño provocado por la radiación ionizante  
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V. OBJETIVOS 

Objetivo general 

Evaluar el efecto de la regulación de PAK1 y UBC9 por miR-30c en líneas 

celulares derivadas de CaCu radioresistentes. 

Objetivos particulares 

Medir el nivel de expresión de miR30c en las líneas celulares HeLa, SiHa y CaSki 

radioresistentes. 

Determinar la expresión de PAK1 y UBC9. 

Evaluar la capacidad de proliferación en las líneas celulares radiosensibles y 

radioresistentes. 
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VI. MATERIAL Y MÉTODOS 

Cultivo celular 

Las líneas celulares HeLa, SiHa y CaSki de CaCu fueron obtenidas del Instituto 

Nacional de Cancerología (INCAN). Se cultivaron en medio DMEM/F12 

(Dulbecco´s Modified Eagle Medium) (gibco®, life technologies), suplementado 

con 10% de suero bovino fetal (Biowest), antibiótico-antimicótico al 1% en cajas 

T75, se incubaron a 37 oC con 5% de CO2 y 100% de humedad relativa.  

Los cultivos radioresistentes fueron establecidos por nuestro grupo de 

investigación a través de la exposición a radiación ionizante fraccionada hasta 

alcanzar los 50 Gy; brevemente, cada tercer día (cuando las células tenían un 

60% de confluencia), se retiró el medio y agrego 50 mL de PBS. Las células se 

irradiaron con una dosis de 2Gy e inmediatamente después se les removió el PBS 

y se agregó medio de cultivo. Las células se incubaron nuevamente bajo las 

mismas condiciones. El proceso re repitió hasta alcanzar los 50 Gy de radiación 

acumulada. La radioresistencia se verificó mediante ensayos clonogénicos 

exponiendo las células a diferentes dosis de radiación para establecer la DL50 

tanto de los cultivos con y sin radiación. A estos cultivos se les denominó 

radioresistentes (RR) y a las líneas sin exposición a radiación, radiosensibles 

(RS). Posteriormente, se mantuvieron en las condiciones basales de cultivo, y 

finalmente fueron irradiadas con 2 Gy 12 horas antes de la extracción de RNA total 

y proteínas.  
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Ensayo clonogénico 

Este ensayo se realizó para caracterizar las células RR. Tanto las células RS 

como RR, fueron expuestas a la DL50 de radiación y después de 24 hrs se 

tripsinizaron, se contaron con la técnica de azul de tripano y se sembraron en 

placas de 6 pozos, con una densidad de 1000 células por pozo. 

Después de 12-14 días, el tiempo necesario para la formación de colonias, se les 

retiró el medio, las colonias fueron fijadas con Metanol/Ácido acético 7:1 y fueron 

teñidas con cristal violeta al 1%. Las colonias con 50 o más células se 

consideraron como sobrevivientes clonogénicos. 

Extracción de RNA 

Se extrajo  el RNA total de cultivos celulares con 80% de confluencia mediante el 

método de Trizol (Invitrogen).  Brevemente, se retiró el medio de cultivo y se 

lavaron las células con PBS, se adiciono 1mL de Trizol. Las células lisadas se 

transfirieron a tubos de 1.5 mL y se adicionaron 0.2 mL de cloroformo. Se realizó 

una centrifugación para obtener las fases de separación, recuperar el RNA y 

dejarlo precipitar toda la noche con isopropanol a -70 oC. 

Después se retiró el isopropanol por centrifugación y finalmente se hicieron dos 

lavados con etanol al 75% y el RNA se resuspendió en 30µL de agua libre de 

RNAsas. 

Se determinó su concentración por espectrofotometría y se verifico su integridad 

por electroforesis en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio. 
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qPCR 

Las reacciones de PCR-tiempo real (qPCR) se realizaron por duplicado en el 

equipo LightCycler 480 de Roche siguiendo los protocolos del fabricante. Se 

utilizaron sondas Taqman para la detección de miR-30c (cat. #A25576, Id, 

47008_miR) y RNU44 como control (cat. #4427975, Id. 001094). 

Extracción de proteínas 

La extracción de proteínas también se hizo a partir  de cultivos celulares con 80% 

de confluencia. Se agregaron 80uL de RIPA con un coctel de inhibidores de 

proteasas (Complete, Roche), con ayuda de un gendarme se despegaron las 

células y se transfirieron a tubos de 1.5mL. Por métodos mecánicos se lisaron 

totalmente las células y se centrifugaron a 12000 rpm/20min/4oC. Se recuperó el 

sobrenadante que corresponde a las proteínas y se cuantifico por el método de 

Bradford (Bio-Rad) 

Western Blot 

Las proteínas fueron separadas en gel de poliacrilamida al 12% y transferidas a 

una membrana de PVDF con ayuda de un Trans-Blot Turbo (Bio-Rad) a 25V/1A 

durante 30min. La membrana se bloqueó durante dos horas con leche al 5% 

(Leche Svelty) en TBS-Tween (Tris Base, NaCl y Tween 20 1%) Los anticuerpos 

primarios utilizados fueron PAK1 (#2602S) UBC9 (4918S) de Cell Signaling y  

actina (sc-47778) como control de Santa Cruz  Biotechnology.  El anticuerpo 

primario se incubó durante 16 hrs a 4C en agitación constante. En seguida se 

hicieron dos lavados de 5 min con TBS-Tween, seguidos de dos horas de 
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incubación a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente, 

acoplado a peroxidasa de rábano, bovine anti-rabbit IgG-HRP (sc-2370). Para la 

visualización de los complejos proteína-anticuerpo, se utilizó el sustrato 

quimioluminiscente SuperSignal Westfemto (Pierce) y el digitalizador C-Digit (Li-

Cor). 

Ensayo de proliferación celular 

La proliferación celular se midió usando el experimento de sulforodamina B. 

Brevemente, las células se sembraron en placas de 96 pozos con una densidad 

de 5000 células por pozo. Se incubaron por 48 hrs, posteriormente se les agregó 

ácido tricloracético al 10 % para fijar las células durante 1 hr a 4 C. En seguida se 

tiñeron las células durante 30 min con sulforodamina B al 0.057 % (p/v) disuelta en 

ácido acético al 1%. La cantidad de proteínas teñidas por la sulforodamina se 

midió en un lector de microplacas (EPOCH, Biotek) a 520nm. 
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VII. RESULTADOS 

Comprobación de la radioresistencia en las líneas celulares 

Una vez que los cultivos celulares acumularon 50 Gy de radiación, fue necesario 

comprobar si efectivamente presentaban el fenómeno de radioresistencia. En la 

figura 8 se puede observar el resultado de los ensayos clonogénicos realizados en 

las tres líneas celulares así como sus graficas correspondientes. En los tres casos 

las líneas RR presentan una mayor capacidad clonogénica después de la 

radiación comparada con su control RS después de recibir una dosis DL50 de 

radiación, de esta forma comprobamos la radioresistencia de nuestros cultivos. 
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Figura 8. Determinación de la radioresistencia en las líneas celulares HeLa, SiHa y CaSki. 

miR-30c se encuentra subexpresado en líneas celulares RR de CaCu 

Para poder determinar los niveles de expresión de miR-30c entre las líneas 

celulares RR y RS, se utilizó la técnica de qPCR. Como se observa en la figura 9 

en las líneas celulares HeLa y SiHa, miR-30c se encuentra subexpresado 

significativamente en las células RR en comparación con las células RS. Pero no 

se observa el mismo fenómeno para la línea celular CaSki. 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Expresión relativa de miR-30c en líneas celulares RS y RR derivadas de CaCu. 
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Niveles de expresión de PAK1 

Se realizó ensayo de WB para detectar los niveles de proteína de PAK1. Como se 

observa en la figura 10 PAK1 se expresa en las líneas celulares derivadas de 

CaCu, en mayor medida en SiHa Y CaSki. También podemos observar que tanto 

en HeLa y CaSki radioresistentes (HeLa RR y CaSki RR) hay una ligera 

disminución en la detección de PAK1 al compararlo con su control radiosensible 

(RS) Esto es un hallazgo contrario a lo que se esperaba para poder establecer una 

posible regulación por miR.30c.  

  

 

 

 

 

Figura 10. PAK1  se expresa en mayor medida en las líneas celulares CaSki y SiHa de CaCu. WB 

representativo del nivel de proteína de PAK1, el experimento se realizó por triplicado.  

UBC9 se sobreexpresa en líneas celulares radioresistentes 

En la figura 11 se muestran los resultados de WB para dicha proteína. De las tres 

líneas celulares RR, solo en SiHa RR se ve un aumento en la detección de la 

proteína con respecto a las células RS, por tanto, solo en este caso se puede 

sugerir que miR-30c está regulando negativamente a Ubc9. Tanto en HeLa como 

en CaSki, se observa lo contrario, Ubc9 se ve disminuida a nivel de proteína. 
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Figura 11. Ubc9 se encuentra sobreexpresada en la línea celular SiHa RR. WB representativo del nivel de 

proteína de Ubc9, el experimento se realizó por triplicado.   

Las líneas celulares RR tienen una mayor tasa de proliferación  

Mediante un ensayo de SRB se demostró que las líneas celulares RR tienen 

mayor capacidad de proliferación en comparación con las RS. El ensayo se realizó 

a diferentes tiempos, y en la figura 12 observamos que desde las 24 horas las 

células RR tienen una mayor capacidad de proliferación. 

 

Figura 12. Ensayo de proliferación en las líneas celulares HeLa, SiHa y CaSki. 
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VIII. DISCUSIÓN 

En este trabajo evaluamos la posible regulación de PAK1 Y Ubc9 por miR-3Oc en 

un modelo de líneas celulares RR derivadas de CaCu. Encontrando que miR-30c 

se encuentra subexpresado en las líneas celulares HeLa RR y CaSki RR 

comparándolas con su respectivo control RS. 

Nuestro grupo de investigación, previamente reporto una lista con miRNAs que se 

encuentran expresados diferencialmente entre dos grupos de pacientes con CaCu 

(un grupo con respuesta completa al tratamiento convencional y el otro que no 

responde), y entre los miRNAs subexpresados en pacientes con RC se encuentra 

miR-30c (resultado que fue validado por qPCR). Los resultados de este trabajo 

evidencian que miR-30c se encuentra subexpresado en las líneas celulares RR; 

Sin embargo, la expresión de miR-30c no correlaciona negativamente con PAK1, 

para poder establecer una posible regulación. 

De manera similar, existen reportes previos en los cuales no se encuentra la 

correlación esperada entre un miRNA y su gen blanco sugerido por las diversas 

herramientas bioinformáticas. Tal es el caso del trabajo de Erwun y colaboradores, 

en el cual midieron la expresión a nivel de mRNA de PAK1 y el nivel de expresión 

de miR-221-3p en diferentes líneas celulares de cáncer de mama pero no 

encontraron una correlación negativa entre el miRNA y el blanco propuesto 

(Ergun, et al., 2015). 

Ubc9 la única enzima de conjugación en el proceso de SUMOilación, regula la 

función de múltiples proteínas y juega un rol importante en el proceso de 
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tumorigénesis. Existen algunos estudios previos en los que se asocia una 

expresión aberrante de Ubc9 con la quimioresistencia. En células MCF7 con Ubc9 

mutada también presentaban una desregulación de Bcl-2, lo cual fue asociado con 

una supervivencia limitada, lo que sugiere que Ubc9 puede mediar la 

quimioresistencia por regular una proteína antiapoptótica. En otro estudio, 

encontraron que el nivel de expresión de Ubc9 se encuentra sobreregulados  en 

cancer de mama con fenotipo tipo basal, el cual esta caracterizado clínicamente 

como más agresivo y con una menor respuesta al tratamiento estándar y por lo 

tanto se asocia con pobre diagnóstico. Los niveles de UBC9 que se encontraron 

en este trabajo, sugieren  que el efecto de la radiación sobre las líneas celulares 

de CaCu es diferencial, siendo en SiHa RR donde se ve un aumento de la 

proteína. En consecuencia, en los tejidos RR cabe la posibilidad que los factores 

de transcripción- que son blancos de SUMOilación- presenten una mayor 

actividad, como sucede en leucemia mieloide aguda donde recientemente se 

demostraró que la sobreexpresión de Ubc9 potencia la SUMOilación de IGF-1 (del 

inglés, insulin-like growth factor 1 receptor), promoviendo un mayor capacidad de 

proliferación celular (Zhang, et al., 2015). Para demostrar esta idea en CaCu se 

requieren experimentos de detección de proteínas SUMOiladas en diferentes 

modelos de radioresistencia. 

Los miRNAs pueden funcionar como supresores de tumores o como oncogenes. 

Entonces, se cree que una expresión aberrante de miRNAs juega un rol 

importante en la tumorigénesis. Se han hecho algunos estudios para establecer si 

Ubc9 es blanco de este tipo de regulación. En el 2009 Wu y colaboradores, fueron 
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los primeros en demostrar en un modelo de cáncer de mama, que la familia de 

miR-30 regulan negativamente a expresión de Ubc9. 

Sin embargo, en este trabajo solo en la línea celular SiHa se encontró la 

correlación negativa UBC9 con miR-30c. El contraste de este resultado con los 

reportes de cáncer de mama muestra cuán diversa puede ser la regulación 

ejercida por los miRNAs: a pesar de tratarse de las mismas secuencias, no 

interactúan de la misma manera. Tomando en cuenta los scores que las bases de 

datos asignan a las interacciones miRNA-mRNA, es probable que exista una 

regulación por parte de miR-200b/c, que como se demostró se encuentra 

subexpresado en tumores de CaCu que no respondieron al tratamiento 

convencional (Pedroza-Torres, 2015); o incluso otros miRNAs cuyo nivel de 

expresión aún no se ha identificado en CaCu, como miR-429, miR-410, miR-504, 

miR-214, pero que las bases de datos los señales como posibles reguladores de 

Ubc9. 

La evidencia que sustentó el planteamiento de los objetivos de este trabajo, 

sugería que mir30c ejerce regulación sobre PAK1 y UBC9 en CaCu RR. Sin 

embargo, los resultados experimentales muestran lo contrario: miR-30c ejerce 

regulación sobre Ubc9 únicamente en SiHa. En el caso de PAK1, no se encontró 

evidencia de esta regulación mediante nuestro sistema experimental.  

 Los niveles de PAK1 son similares tanto en células RS y RR, sin embargo 

observamos una mayor proliferación en las células RR, por lo que hacen falta 

experimentos para demostrar si este efecto se debe a la actividad de PAK1. 
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IX. CONCLUSIONES 

No se encontró una relación entre miR-30c y PAK1.  

La correlación negativa entre la expresión de miR-30c y UBC9 en SiHa sugiere la 

regulación postranscripcional ejercida sobre Ubc9.  

Las células RR presentan mayor tasa de proliferación, pero se desconocen los 

mecanismos que lo hacen posible 
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