
 

  
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 

 
Maestría y Doctorado en Ciencias Bioquímicas 

 
 
 

“Efecto de la progesterona sobre el perfil de expresión de miRNAs en células 
derivadas de glioblastomas humanos” 

 
 

TESIS 
 

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:  
Maestro en Ciencias 

 
 

 
PRESENTA: 

Biol. Diana Elisa Velázquez Vázquez 
 
 

TUTOR PRINCIPAL: 
Dr. Ignacio Camacho Arroyo 

Facultad de Química 
 

MIEMBROS DEL COMITÉ TUTOR: 
Dr. Mauricio Rodríguez Dorantes 

Instituto Nacional de Medicina Genómica (INMEGEN). 
 

Dr. Eduardo Martínez Martínez 

Instituto Nacional de Medicina Genómica (INMEGEN). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ciudad de México. Agosto, 2020  
 
 



 

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. 

 

  

 



 

AGRADECIMIENTOS 

 

El trabajo de esta tesis fue realizado en la Unidad de Investigación en 

Reproducción Humana del Instituto Nacional de Perinatología-Facultad de 

Química, Universidad Nacional Autónoma de México, bajo la dirección y el apoyo 

del Dr. Ignacio Camacho Arroyo. 

Gracias al comité tutor, conformado por los Dres. Mauricio Rodríguez Dorantes y 

Eduardo Martínez Martínez, por su apoyo y asesoramiento a lo largo del desarrollo 

de este trabajo. A los sinodales por el tiempo que dedicaron a la revisaron y 

corrección la presente tesis.  

Gracias al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACyT) por el apoyo 

económico otorgado, el cual me permitió dedicarme de tiempo completo a mis 

estudios de maestría y al Programa de Apoyo a Estudios de Posgrado (PAEP) por 

financiar mi asistencia al III Congreso de Neurobiología en Guanajuato, Gto,  

Gracias a mis padres, Mónica Vázquez Nolasco y Alejandro Velázquez Sánchez y 

a mis hermanitos Alejandro, Karina y Andrea por su apoyo y cariño incondicional. 



 

CONTENIDO 

1. RESUMEN. ..................................................................................................................................4 

2. INTRODUCCIÓN. .........................................................................................................................5 

2.1. Gliomas...............................................................................................................................5 

2.1.1. Glioblastoma multiforme (GBM). ...............................................................................6 

2.2. Mecanismos de acción de la progesterona (P4). ................................................................9 

2.3. microRNAs (miRNAs). .......................................................................................................11 

2.3.1. Biogénesis y función de los miRNAs. ........................................................................12 

3. ANTECEDENTES ........................................................................................................................14 

3.1. Efecto de la P4 en la malignidad de los glioblastomas (GBMs). ........................................14 

3.2. Los miRNAs en el cáncer. ..................................................................................................15 

3.2.1. Identificación y función de miRNAs en glioblastomas. .............................................17 

3.3. Regulación de miRNAs por P4. .........................................................................................18 

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA............................................................................................20 

5. HIPÓTESIS .................................................................................................................................20 

6. OBJETIVO GENERAL ..................................................................................................................21 

7. OBJETIVOS PARTICULARES .......................................................................................................21 

8. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL ....................................................................................................21 

8.1. Cultivos celulares. .............................................................................................................21 

8.2. Tratamientos. ...................................................................................................................22 

8.3. Extracción de RNA. ...........................................................................................................22 

8.4. Microarreglos. ..................................................................................................................22 

8.5. Análisis de expresión diferencial de los datos de microarreglos. .....................................23 

8.6. Análisis bioinformático para la notación funcional de genes. ..........................................23 

8.7. Análisis de la red de interacción proteína-proteína (PPI). ................................................24 

8.8. Análisis estadístico. ..........................................................................................................24 

9. RESULTADOS ............................................................................................................................25 

9.1. Identificación de los miRNAs expresados diferencialmente en células U251. ..................25 

9.2. Anotación funcional GO y análisis de enriquecimiento de vías KEGG de los miRNAs 

regulados por P4. .........................................................................................................................28 

9.3. Selección de genes hub. ...................................................................................................31 

10. DISCUSIÓN ............................................................................................................................36 

11. CONCLUSIÓN ........................................................................................................................40 

12. REFERENCIAS ........................................................................................................................40 



 

1. RESUMEN. 

Los glioblastomas (GBMs) son los tumores cerebrales más frecuentes y malignos 

en el ser humano. Se ha reportado que la progesterona (P4) induce la progresión 

de los GBMs al modificar la expresión de genes que promueven la proliferación, 

migración e invasión. Es posible que la P4 medie estos efectos, en parte, a través 

de modificar el perfil de expresión de microRNAs (miRNAs) que se sabe juegan un 

papel fundamental en la progresión tumoral. Se trataron células U251 derivadas 

de GBMs humanos por 6 h con P4, RU486 (un antagonista del receptor 

intracelular a P4), el tratamiento combinado (P4+RU486), y ciclodextrina 

(vehículo), se extrajo el RNA y se realizó un análisis de microarreglos de miRNAs. 

El análisis de expresión reveló un set de 190 miRNAs con abundancia diferencial 

en los tratamientos con P4, RU486 y P4+RU486 respecto al vehículo; 16 de estos 

miRNAs fueron regulados exclusivamente por P4; los miRNAs con una mayor tasa 

de cambio fueron: hsa-miR-6068 (-2.18), hsa-miR-5739 (-1.81), hsa-miR-1244 

(3.56) y hsa-miR-4750-5p (2.05). Los sets de genes blanco de los miRNAs 

regulados por P4 están involucrados en la regulación del ciclo celular, la 

proliferación y la migración en células de GBMs, contribuyendo de esta manera a 

su malignidad. Este trabajo documentó por primera vez los cambios globales en el 

perfil de expresión de miRNAs en células de GBM tratadas con P4. 

 

 

 

 

 

 

 



 

2. INTRODUCCIÓN. 

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) abarcan aproximadamente el 20% 

y el 30% de las muertes por cáncer  en adultos jóvenes y niños, respectivamente1. 

Los tumores más comunes del SNC son los gliomas y representan el 27.2% de los 

tumores cerebrales primarios y el 81.3% de los tumores malignos2,3. De todos los 

gliomas, el 76.4% corresponde a los astrocitomas, el tipo de glioma más frecuente.  

El astrocitoma grado IV o glioblastoma multiforme (GBMs) es el glioma más 

frecuente (57.3% de todos los gliomas) y maligno del SNC, es más común en 

adultos y la frecuencia de aparición entre hombres y mujeres es de 3:2. 

Dada esta relación de incidencia entre hombres y mujeres, se ha considerado que 

las hormonas sexuales podrían estar involucradas en el desarrollo y progresión de 

los GBMs. Una de las hormonas sexuales que ha sido evaluada es la 

progesterona (P4). Esta hormona puede ser sintetizada en el cerebro y de manera 

particular, se ha visto que estos tumores expresan su receptor intracelular (PR)4, 

por lo que se ha comprobado que la P4 promueve la proliferación, migración e 

invasión, tanto in vitro como in vivo, de los GBMs5–9.  

Por otra parte, uno de los principales elementos genéticos que regula la 

tumorigenesis en diferentes tipos de cáncer son los microRNAs (miRNAs)10, 

secuencias de RNA no codificante cortas (18-25 nt), que regulan post-

transcripcionalmente la expresión genética11. En cánceres de tejidos sensibles a 

hormonas, está bien establecida la relación que existe entre los miRNAs y las 

hormonas sexuales, como la P412–19. Aunque el papel de los miRNAs en el 

desarrollo y la progresión de los GBMs ha sido ampliamente estudiado20–28, aún no 

se ha determinado el efecto de la P4 en el perfil de expresión de miRNAs en 

GBMs humanos. 

2.1. Gliomas 

Los gliomas son los tumores cerebrales más comunes, representan el 27.2% de 

los tumores cerebrales primarios y el 81.3% de los tumores malignos2,3. Los  

gliomas son responsables de la mayoría de las muertes por tumores cerebrales 



 

primarios y se cree que surgen a partir de células progenitoras neurogliales, de 

células gliales o de células troncales cancerosas29–32. 

Los gliomas se clasifican histológicamente en astrocitomas, oligodendrogliomas, 

gliomas oligoastrocíticos mixtos o ependimomas, según las similitudes 

morfológicas con los tipos de células neurogliales encontradas en el cerebro33. Los 

astrocitomas son los más comunes ya que representan el 76.4% de todos los 

gliomas3. La Organización Mundial de la Salud clasificó a los astrocitomas, según 

sus características histopatológicas en 4 grados de malignidad3,33; el grado I es 

considerado benigno debido a que en general es curable por medio de una 

resección quirúrgica completa y rara vez evoluciona a lesiones de alto grado. Los 

astrocitomas de grado II y III son los más comunes en adultos jóvenes y se 

caracterizan por tener una infiltración difusa en el parénquima cerebral, así como 

una tendencia inherente a la recurrencia y a una progresión hacia el grado de 

mayor malignidad. Los astrocitomas de grado IV, o GBMs, son los más frecuentes 

e invasivos, además de presentar la peor prognosis2,34. 

2.1.1. Glioblastoma multiforme (GBM). 

Los GBMs se componen de células tumorales astrocíticas pleomórficas, 

pobremente diferenciadas, con marcada atipia celular, incrementada actividad 

mitótica, significante anisocariosis (variación en el tamaño de los núcleos) y 

presencia de focos necróticos35.  

Una de las características principales de los GBMs es la inestabilidad genómica. 

Como resultado del Proyecto del Atlas del Genoma del Cáncer36, más de 600 

genes de 200 muestras de tumores fueron secuenciados, su perfil genómico 

reveló tres vías de señalización importantes que se encuentran activadas en 

GBMs: 1) la vía de la proteína tumoral 53 (p53), 2) la vía de señalización del 

receptor tirosina cinasa/Ras/cinasa 3 fosfoinositido y 3) la vía de retinoblastoma. 

La activación de estas vías da origen a una proliferación celular descontrolada y a 

una aumentada supervivencia celular, al mismo tiempo que permite que la célula 

tumoral escape de los puntos de control del ciclo celular, la senescencia y las vías 

de apoptosis37,38. Las alteraciones genéticas más frecuentes que se encuentran en 

los GBMs primarios, aquellos que surgen de novo, son la sobre-expresión del 



 

receptor al factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y del factor de crecimiento 

endotelial vascular (VEGF), mutaciones en fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-

fosfatasa (PTEN), deleciones homócigas del inhibidor de la cinasa dependiente de 

ciclina 2A (CDKN2A), pérdida del cromosoma 10q y anormalidades en complejos 

reguladores del ciclo celular como la cinasa dependiente de ciclina 4 (CDK4) y 6 

(CDK6), la ciclina D1 (CD1) y retinoblastoma (Rb). En GBMs secundarios, los 

GBMs que surgen de la progresión de gliomas de grado I, II, III, presentan 

mutaciones en la isocitrato deshidrogenasa 1 (IDH1), mutaciones en p53, sobre-

expresión del receptor A del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDFG-

A), amplificación del receptor tirosina cinasa MET y pérdida del cromosoma 19q37–

40. Este perfil genómico ha permitido subclasificar a los GBMs en 4 subtipos: 

clásico, proneural, neural y mesenquimal; cada uno con un patrón diferente de 

progresión de la enfermedad y supervivencia41,42. Aunque los GBMs ocurren casi 

exclusivamente en el encéfalo, específicamente en la materia blanca subcortical 

de los hemisferios cerebrales, también pueden surgir en el tallo cerebral, cerebelo 

y médula espinal 39.  La naturaleza infiltrante de los GBMs es particularmente 

notoria por su rápida invasión de las estructuras cerebrales circundantes; sin 

embargo, a pesar de su rápido crecimiento infiltrante, los GBMs tienden a no 

invadir el espacio subaracnoideo y al carecer de vasos linfáticos la metástasis vía 

fluido cerebroespinal, o a través de los vasos linfáticos, es prácticamente 

improbable. Aunado a esto, la corta vida del paciente contribuye al bajo potencial 

metastásico de los GBMs 35,43. Como se mencionó, la historia clínica de los 

pacientes con GBMs es corta, principalmente porque muy pocos pacientes 

sobreviven más de un año y solo el 6.8% sobrevive 5 años3. Dependiendo de la 

localización y el nivel de incremento de la presión intracraneal, los signos más 

comunes son: dolores de cabeza, ataxia, mareos, trastornos de la visión y síncope 

frecuente 35. 

La etiología de los GBMs no ha sido completamente elucidada pero se han 

estudiado una serie de factores como la historia familiar, que ha sido observada en 

el 1% de los casos, así como  enfermedades genéticas (esclerosis tuberosa, el 

síndrome de Turcot y neurofibromatosis), inclusive lesiones en la cabeza como 

resultado de una contusión cerebral; también se ha estudiado la presencia de 



 

virus, como citomegalovirus humano (HCMV), que presenta tropismo por las 

células gliales e induce encefalitis congénita y cambios multiorgánicos en adultos 

inmunocomprometidos, y la exposición a campos electromagnéticos y ciertos 

metales35. Sin embargo, la radiación ionizante (dosis terapéuticas) ha sido el único 

factor reconocido como un agente causante de gliomas 44. 

El diagnóstico primario de los GBMs se realiza por medio de resonancia 

magnética y el diagnóstico definitivo se basa en evaluaciones histopatológicas del 

tumor extirpado intraoperatoriamente, o sus partes, utilizando métodos 

histológicos, citológicos e histoquímicos 45. Al infiltrarse en los tejidos circundantes, 

es imposible su completa resección quirúrgica y la radioterapia no siempre es 

eficiente. La resección quirúrgica seguida de quimioterapia con Temozolamida, un 

agente alquilante, que tiene excelente penetración al sistema nerviosos central, y 

la radioterapia son los principales tratamientos contra los GBMs. 

De todos los tumores malignos del SNC, los GBMs tienen la incidencia más alta, 

por sí solos representan el 48.3% (Figura 1A) y el 57.3% de todos los gliomas 

(Figura 1B)3. Se diagnostican principalmente en adultos mayores de 50 años, 

pero pueden ocurrir a cualquier edad. Su incidencia es mayor en hombres que en 

mujeres (Figura 1C) y en caucásicos en comparación con otros grupos étnicos. 3 



 

 

Figura 1. Distribución e incidencia de glioblastomas comparado con otros tumores. A) 
Distribución de todos los tumores malignos del sistema nervioso central (SNC); B) 
Distribución de todos los gliomas; C) Tasa de incidencia de tumores del SNC y otros, por 
sexo (Hombres:Mujeres), Reporte estadístico CBTRUS: NPCR y SEER, 2012-2016. 
Traducida de Ostrom et al. (2019). 

 

Dada una mayor incidencia de GBMs en hombres que en mujeres y la expresión 

de receptores a hormonas sexuales encontrada en astrocitomas4, se ha 

considerado que las hormonas sexuales, entre estas la progesterona (P4), tienen 

un importante papel en el desarrollo del tumor.  

2.2. Mecanismos de acción de la progesterona (P4).  

La progesterona (P4) es una hormona sexual esteroide que se sintetiza y secreta 

en ovarios, placenta, glándulas adrenales, testículos, cerebro, médula espinal y 

nervios periféricos; además de ser importante en funciones reproductivas tales 



 

como el mantenimiento del embarazo, la diferenciación sexual y el 

comportamiento reproductivo, también ha sido reconocida como un factor clave en 

la regulación del sistema inmune, aprendizaje y memoria, neuroprotección y 

neurogénesis46–48.   

La P4 ejerce sus efectos a través de dos mecanismos de acción: el clásico o 

genómico y el no clásico o no genómico. El mecanismo clásico comprende los 

efectos a largo plazo modulados por el receptor intracelular a P4 (PR), un factor de 

transcripción dependiente de ligando. En su forma inactiva se encuentra 

predominantemente en el citoplasma asociado a un complejo de chaperonas de 

las cuales se libera luego de su interacción con su ligando (¡Error! No se 

encuentra el origen de la referencia.A), una vez libre, se dimeriza con otro PR y 

se transloca al núcleo en donde puede regular la transcripción(Figura 2B). En 

genes con elementos de respuesta a P4 (PRE), el dímero se une al DNA en donde 

recluta coactivadores48,49 (Figura 2C); en el caso de genes que carecen de 

secuencias PRE canónicas en sus promotores, el dímero puede unirse a factores 

de transcripción como la proteína de especificidad 1 (Sp1) y la proteína activadora 

1 (AP1)50. El PR presenta dos isoformas: PR-A (94 kD) y PR-B (114 kD), ambas 

son codificadas por el mismo gen, pero son transcritas a partir de diferentes 

promotores para generar dos mRNAs.  



 

 

Figura 2. Mecanismo clásico de acción de la P4. PR: Receptor a P4; PRE: Elementos de 
respuesta a P4. Tomado de Camacho-Arroyo et al. (2017). 

Por otra parte, las acciones no genómicas de la P4 son mediadas por receptores a 

progesterona membranales (mPRs), éstas generalmente son rápidas e 

independientes de la síntesis de mRNA. Según diversas investigaciones, los 

mPRs al estar acoplados a proteínas G modifican los niveles intracelulares de 

AMPc, estimulan la vía PI3K/Akt y activan receptores β-adrenérigicos; también se 

ha visto que los mPRs pueden interactuar con PR-B para activar la transcripción 

de genes. Hasta la fecha se han descrito cinco subtipos de mPRs en humanos: 

mPRα, mPRβ, mPRγ, mPRδ y mPRε 6,51–55.   

2.3. microRNAs (miRNAs).  

Los microRNAs (miRNAs) son secuencias cortas de RNA no codificantes cuya 

longitud va de 18 a 25 nucleótidos (nt), regulan a nivel postranscripcional la 

expresión. El primer miRNA descubierto fue lin-456, un regulador clave del 

desarrollo larval de C. elegans, al igual que let-757. Posterior al descubrimiento de 

lin-4 y let-7, se han descrito una gran cantidad de miRNAs en distintas especies de 

animales58–60 y plantas61. Bases de datos, como miRBase han catalogado 



 

secuencias de miRNAs de varios organismos y es la base de datos de referencia 

más usada62–64.  

2.3.1. Biogénesis y función de los miRNAs. 

La biogénesis de los miRNAs comienza en el núcleo con la transcripción de los 

miRNAs por la RNA polimerasa II65 para crear un transcrito primario largo (pri-

miRNA) poliadenilado y protegido en su extremo 5’ por una estructura 7-metil-

guanosina-trifosfato (Figura 3A). Dentro del núcleo, el complejo microprocesador 

conformado por la RNAsa III Drosha66 y por la proteína de la región cromosómica 

8 del síndrome DiGeorge (DGCR8), escinde el tallo del pri-miRNA y libera una 

estructura de horquilla de 60-70 nt llamada el precursor de miRNA (pre-

miRNA)67,68 (Figura 3B). DGCR8, es una proteína de unión a RNA de doble 

cadena (dsRNA) que reconoce aproximadamente 10 pb cerca del tallo de la 

horquilla del pri-miRNA, posicionando el sitio catalítico de Drosha10,69. 

Los 2 nt sobresalientes del extremo 3′ del pre-miRNA son reconocidos por la 

Exportina 5, se asocian y junto a RanGTP se forma un complejo trimérico (pre-

miRNA/exportina/RanGTP), que interactúa con el poro nuclear. Lo anterior, facilita 

la salida del complejo trimérico del núcleo y una vez en el citoplasma se efectúa la 

hidrólisis de RanGTP a RanGDP y consecuentemente el desensamble de la 

horquilla pre-miRNA70 (Figura 3C). En el citoplasma Dicer, una RNAsa III, escinde 

el asa de la horquilla del pre-miRNA liberando un miRNA de doble cadena o 

miRNA dúplex de 18-25 nt de longitud10,71 (Figura 3D). En humanos, Dicer 

interactúa con la proteína reguladora de unión a RNA TAR (TRBP)72,73. 

Una de las hebras del miRNA dúplex, el miRNA maduro o hebra guía, es 

incorporada en la proteína Argonauta 2 (Ago2), en humanos, para formar el 

complejo silenciador inducido por miRNA (miRISC) (Figura 3E), mientras que la 

otra puede ser degradada, por esto se le llama hebra pasajera. La elección de la 

hebra guía se determina durante la etapa de carga de Ago2, principalmente por la 

estabilidad termodinámica de los dos extremos del dúplex del miRNA. Un 

determinante adicional para la elección de la cadena es elnucleótido 5’: las 

proteínas Ago seleccionan hebras guía con uracilo (U) en la posición 1. Como la 

selección de hebras no es estrictamente complementaria, la hebra no favorecida, 



 

o hebra pasajera, también puede seleccionarse. Hay evidencia de que la hebra 

pasajera no representa un bio-producto no funcional de la biogénesis de los 

miRNAs, sino que puede también ser seleccionada como una hebra guía funcional 

y desempeñar funciones biológicas significativas 74. 

 

Figura 3. Mecanismo de biogénesis de miRNAs. A) Transcripción por la polimerasa II y 
producción del pri-miRNA; B) Drosha-DGCR8 escinde al pri-miRNA en el núcleo para dar 
origen al pre-miRNA; C) Exportina 5 exporta el pre-miRNA al citoplasma; D) Dicer-TRBP 
escinde el asa terminal de la horquilla del pre-miRNA para liberar un miRNA dúplex; E) 
Una de las dos hebras del miRNA dúplex se carga en Ago 2 para formar el miRISC, la 

otra puede ser degradada. Modificado y traducido de Winter et al. (2009). 

 

El principal determinante de la unión del miRNA maduro con su mRNA blanco es 

una región que va de los nucleótidos 2 al 7 en el extremo 5’, conocida como la 

secuencia semilla76,77. Dicha secuencia se une por complementariedad de bases a 

la región 3’ UTR del mRNA, o en ciertos casos también a la región 5’ UTR76,78, 

para reprimir su traducción. 



 

En los miRNAs de animales, la complementariedad de los nucleótidos 10-11 es 

imperfecta, dándose una inhibición traduccional y una degradación vía remoción 

de la cola de poliA y exonucleasa 3’→5’79. También, como parte del mecanismo de 

inhibición de la traducción, se ha descrito  la incorporación guiada por un miRNA 

del mRNA en cuerpos de procesamiento y degradación, llamados cuerpos P80. 

Adicionalmente a estos mecanismos tradicionales existe evidencia que indica que 

algunos miRNAs pueden incrementar la traducción de sus mRNA blanco81,82. 

La secuenciación masiva ha revelado variantes de secuencias de miRNAs, que 

aunque parecen derivar del mismo gen, varían en secuencia debido al 

procesamiento post-transcripcional, estas variantes se denominan isomiRs83,84. 

Algunos miRNAs localizados en las secuencias intrónicas dependen del splicing 

para la liberación de los pre-miRNAs, en lugar de la actividad de la RNAsa Drosha, 

estos miRNAs se conocen como miRtrons65,85,86. 

3. ANTECEDENTES 

3.1. Efecto de la P4 en la malignidad de los glioblastomas (GBMs). 

Trabajos realizados en nuestro laboratorio demostraron la presencia de las 

isoformas de PR en biopsias de astrocitomas humanos grados III y IV (GBMs), 

siendo PR-B la más abundante. Además, se vio que, en líneas celulares derivadas 

de astrocitomas, grados III y IV (U373 y D54, respectivamente), la P4 (10 nM) 

aumentó de manera significativa el número de células respecto al vehículo, 

mientras que la mifepristona (RU486, 10 µM), un antagonista del PR bloqueó 

dicho aumento. Estos resultados sugieren que los efectos de la P4 son mediados 

por el PR87.  

Posteriormente, se investigó el efecto de la P4 in vivo: se implantaron células U87, 

derivadas de GBMs, en la corteza cerebral de ratas macho adultas y se observó 

que la P4 incrementó el área del tumor y la longitud de infiltración. En estudios in 

vitro se observó que la P4 incrementó la migración y la invasión de células U251 y 

D54 derivadas de GBMs humanos y dicho efecto fue, bloqueado por el RU486. 

En un enfoque más global, se realizaron análisis de expresión con microarreglos 

para determinar el papel del PR en el perfil de expresión de genes regulados por 



 

P4, y sus metabolitos como la alopregnanolona. Se observó que la P4 regula la 

expresión de genes que codifican para proteínas involucradas en: metabolismo, 

transporte, ciclo celular, proliferación, metástasis, apoptosis, adhesión, 

procesamiento de ácidos nucleicos y proteínas, respuesta inmune, citoesqueleto y 

receptores de membrana88–90; es decir, sets de genes que participan en la 

progresión de tumores de GBMs. Estos datos de expresión permiten concluir que 

la actividad transcripcional del PR podría modificar el crecimiento de los GBMs. 

Si bien, todos estos resultados demuestran que la P4, modifica el perfil de 

expresión de diferentes genes que promueven el crecimiento, proliferación, 

invasión y migración de los GBMs, a través del PR, sigue siendo necesaria una 

comprensión más profunda de las bases moleculares de este tumor. Uno de los 

enfoques recientemente utilizados en la caracterización molecular de los GBMs, 

se basa en perfiles de expresión de microRNAs (miRNAs). 

3.2. Los miRNAs en el cáncer. 

La expresión de miRNAs es tejido y tipo celular específico y éstos participan en la 

regulación de casi todos los procesos biológicos. Dado que el apareamiento con 

su mRNA blanco puede ser imperfecto, un miRNA puede dirigirse a varios 

blancos, lo que les brinda el potencial de regular más de la mitad del genoma 

humano65,77, por lo que la alteración de su expresión está implicada en el 

desarrollo de muchas enfermedades, entre ellas el cáncer. 

La primera evidencia de la participación de los miRNAs en el cáncer proviene de 

un trabajo realizado por Calin en el año 2002, en el cual examinó una deleción 

recurrente en el cromosoma 13q14 en la búsqueda de un gen supresor tumoral 

involucrado en la leucemia linfocítica crónica (CLL) y descubrió que la región 

común de deleción mínima codifica dos miRNAs, hsa-miR-15a y hsa-miR-16-1. El 

análisis de su expresión en muestras de CLL y en linfocitos normales CD5+, reveló 

que la regulación a la baja de los hsa-miR-15a y hsa-miR-16-1 se asocia 

consistentemente con la deleción en el cromosoma 13q14. Esto sugirió un papel 

de hsa-miR-15a y hsa-miR-16-1 como genes supresores de tumores91,92. 



 

Después de este descubrimiento, se han ido describiendo los mecanismos por los 

que se da la desregulación de los miRNAs y el papel de estos en la patogénesis 

del cáncer (Figura 4). 

 

 

Figura 4. Alteraciones en las vías de síntesis y de acción de miRNAs en cáncer. Los 
procesos comúnmente alterados se encuentran en rojo. Abreviaciones: Ac, acetilación; 
Ago2: argonauta 2; CH3: metilación; RPB: proteína de unión a DNA; RISC: complejo 
silenciador inducido por RNA; TRBP: proteína reguladora de unión a RNA; UTR: región no 
traducida; XPO5: exportina 5.  Traducida de Leva et al., (2014). 

 

En general, los tumores analizados muestran una firma específica de miRNAs 

denominado miRNoma que caracteriza el estado maligno y define algunas de sus 

características clínico-patológicas10; dicho miRNoma está también relacionado con 



 

el diagnóstico, grado, progresión, pronóstico y respuesta a tratamientos93. 

Dependiendo de los tipos celulares donde se encuentre y si están regulados a la 

alta o a la baja en tejidos malignos comparados con su contraparte no cancerosa, 

los miRNAs pueden considerarse como oncomiRNAs o como miRNAs supresores 

de tumores10. 

Algo particularmente prometedor para el diagnóstico del cáncer es la evidencia 

que sugiere que los perfiles de expresión de los miRNAs se pueden utilizar para 

clasificar a los cánceres humanos con más precisión que con los perfiles de 

expresión de mRNAs94,95. Por otra parte, el estudio de los miRNAs en cáncer 

también ha dado lugar al surgimiento de nuevos enfoques terapéuticos que 

involucran dos estrategias: 1) la primera pretende inhibir a los oncomiRNAs 

mediante el diseño de oligonucleótidos de una sola hebra, conocidos como 

antagomirs o anti-miRs, que actúan a través del apareamiento por 

complementariedad de bases con los miRNAs. Para un efecto inhibidor 

farmacológico de miRNAs asociados a enfermedades, los antagomirs contienen 

modificaciones químicas para aumentar la afinidad de unión, conferir resistencia a 

nucleasas y facilitar la captación celular10,96; 2) la segunda estrategia consiste en 

el reemplazo de miRNAs, lo que implica la reintroducción de miRNAs mimic 

inhibidores de tumores para restaurar la pérdida de función97. Los miRNAs mimic 

representan un nivel adicional de complejidad en comparación con los anti-miR; en 

primer lugar, están los efectos de saturación del complejo RISC, además, existe la 

posibilidad de inducir efectos no deseados cuando se introducen nuevos miRNAs 

en una célula10. 

3.2.1. Identificación y función de miRNAs en glioblastomas. 

De manera general, se ha observado que los genes de los miRNAs que se 

modulan en las muestras de GBMs no residen en lugares cromosómicos 

comúnmente eliminados, amplificados o reorganizados en este tipo de tumor 

cerebral, lo que sugiere que su regulación específica a la alta o a la baja se debe a 

la modulación de su expresión y no a las anomalías del DNA. 

Hasta la fecha, sigue acumulándose evidencia de que los miRNAs se encuentran 

involucrados en vías de señalización relacionadas con la gliomagénesis, 



 

proliferación, apoptosis, invasión y malignidad de los GBMs20–28. En la Figura 5 se 

presentan algunos miRNAs, sus blanco y su papel en la progresión de los GBMs.   

 

Figura 5. Función de miRNAs relevantes en GBMs. Los miRNAs con función de oncomir 
se encuentran enlistados a la izquierda de la figura, sus genes blanco se encuentran en 
rojo. Los miRNAs con función supresora de tumores se encuentra a la derecha de la 
figura y sus genes blanco se encuentran en color azul. Para cada gen se indica la función 
en la que estarían participando. Traducida de Mercatelli et al., (2017). 

Dada su especificidad, la expresión diferencial de miRNAs en tumores también 

podría constituir una herramienta útil en la clasificación molecular de los 

GBMs98,99. 

3.3. Regulación de miRNAs por P4. 

Los primeros miRNAs regulados por P4 fueron encontrados y estudiados en el 

tejido uterino, estos miRNAs están involucrados en procesos como la implantación 



 

del embrión en el útero100, proliferación del endometrio101, contracción uterina al 

inicio del parto102,103, así como en enfermedades como leiomioma y 

endometriosis104,105 

Los miRNAs regulados por P4 en células cancerígenas fueron identificados por 

primera vez en las líneas celulares de cáncer de mama12–18 y en cáncer de 

ovario106. En estos cánceres y tejidos sensibles a hormonas se demostró que 1) 

existen miRNAs regulados por P4, 2) existen miRNAs regulados por P4 cuya 

expresión se encuentra alterada en cáncer, 3) existen blancos de miRNAs 

regulados a su vez por P4, y que se encuentran alterados en cáncer, por ejemplo: 

PR (Tabla 1).  

Tabla 1. Lista de miRNAs validados, regulados por P4. ND: No determinado. 

miRNA Blanco Función y regulación del mRNA blanco 

let-7a ND 
El tratamiento con estradiol-17β y/o P4, aumentó significativamente la 
expresión de let-7a, el primer miRNA descubierto en C. elegans100. 

miR-152 WNT-1 
La P4 induce la expresión de miR-152 a través del subtipo B de su receptor. 
miR-152 impide la transición G1/S del ciclo celular e inhibe la proliferación 
celular al regular a la baja WNT-1101. 

Familia del 
miR-200 

ZEB1 

ZEB 2 

La familia miR-200, a través de ZEB1 y ZEB2 regulan la contracción en el 
trabajo de parto102. 

miR-200a STAT5b 
Este miRNA disminuye la función de PR durante la progresión hacia el parto, 
regula a la baja a STAT5b, un represor transcripcional de la enzima 20α-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (20α-HSD)103. 

miR-196a 

P-MEK 

P-ERK 

Se estableció un eje regulador entre miR-196a-P-MEK/P-ERK-PGR. La 
inhibición de miR-196a, aumentó la expresión de P-MEK/P-ERK y a su vez 
aumentó los niveles de proteína del PR105. 

miR-29 

KLF4 

miR-29 reduce la proliferación celular, induce la apoptosis, disminuye la 
invasión. P4 regula a la alta al factor de transcripción 4 tipo Krüppel (KLF4), a 
nivel transcripcional y postranscripcional, a través de la regulación a la baja 

de su represor, miR-2912. 

ATP1B1 

El acetato de medroxiprogesterona (MPA), una progestina, regula a la baja la 
expresión de miR-29.  El gen que codifica a la subunidad beta-1 de la 
ATPasa transportadora de sodio/potasio (ATP1B1) es regulado por PR 

mediante elementos de respuesta en su promotor14. 

miR-16 

Ciclina D 

Ciclina E 

MPA regula a la baja a miR-16 a través de la vía clásica de PR y una 
interacción jerárquica entre Stat3 y c-Myc13. 



 

miR-513a-5p PR 
El MPA regula al alta la expresión de miR-513-5p, el cual a su vez regula a la 
baja a PR en cáncer de mama18. 

let-7/miR-98 PGRMC1 

La estimulación de células SKOV-3 con P4 resultó en una disminución en los 
niveles del mRNA de PGRMC1.  La P4 ejerce su efecto sobre la expresión 
del componente 1 del receptor a P4 membranal (PGRMC1) por la 
estimulación de let-7/miR-98106. 

miR-141 

STAT5a 

PR 

P4 regula a la baja a miR-141.La pérdida de miR-141, facilita la 
desdiferenciación de células de cáncer de mama a través de la desregulación 
de PR y Stat5a, dos factores de transcripción importantes para controlar el 
destino de la célula mamaria15. 

miR-129-2 PR miR-129-2 se dirige al 3’UTR de PR para regular a la baja su expresión16. 

miR-26b-5p ND 

La expresión de PR-A se relaciona positivamente con la expresión de miR-
26b-5p. La P4 más PR-A previenen la supresión de miR-26b-5p por estradiol 
(E2), permitiendo un incremento en la invasión y metástasis de las células 
T47D y BT47417. 

miR-92a-3p ND 
La expresión de PR-A se relaciona negativamente con la expresión de miR-
92a-3p. La P4 a través de PR-A previene la inducción de miR-92a-3p por E2. 
La expresión constitutiva de este miRNA suprime la metástasis17. 

 

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La alteración de la expresión de los miRNAs está implicada en el desarrollo de 

muchas enfermedades, entre ellas los GBMs. Aunque se ha observado que la P4 

regula la expresión de genes que promueven el crecimiento, proliferación, invasión 

y migración de células derivas de GBMs, aún no se determinado el efecto de la P4 

en el perfil de expresión de miRNAs en GBMs humanos. 

 

5. HIPÓTESIS 

Si los efectos de la P4 en la progresión de los GBMs involucran en parte la 

regulación por miRNAs, entonces, la administración de la hormona y el 

antagonista de su receptor, RU486, modificarán el perfil de expresión de éstos en 

células derivadas de GBMs humanos. 

 



 

6. OBJETIVO GENERAL 

Conocer el perfil de expresión de miRNAs regulados por P4 en la línea celular 

U251 derivada de un GBM humano. 

 

7. OBJETIVOS PARTICULARES 

- Comparar los patrones de expresión de miRNAs en la línea celular U251 

tratada con P4, RU486 y P4+RU486. 

- Obtener una lista de miRNAs regulados por P4 y validarlos mediante RT-

qPCR. 

- Hacer un análisis preliminar de los mRNA blancos regulados por los 

miRNAs validados. 

 

8. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

8.1. Cultivos celulares. 

La línea celular U251 derivada de un GBM humano se mantuvo en Medio Eagle 

Modificado de Dulbecco (DMEM) con rojo fenol alto en glucosa, suplementado con 

suero fetal bovino (SFB) al 10%, 1 mM de piruvato de sodio, 2 mM de glutamina y 

0.1 mM de aminoácidos no esenciales y antibiótico 1mM (Estreptomicina 10 g/L, 

Penicilina G 6.028 g/L y Amfotericina B 0.025 g/L), a 37 °C en una atmósfera 

húmeda con 5% de CO2 . Para obtener una cantidad óptima de RNA, se utilizaron 

dos cajas de 12 pozos, en cada uno se sembraron 150,000 células (se designaron 

dos pozos para cada réplica en cada uno de los tratamientos. Para la validación 

de los miRNAs y sus genes blanco, los cultivos se mantuvieron en las mismas 

condiciones descritas en el párrafo anterior; posteriormente se pasaron a cajas de 

6 pozos, en las que se sembraron 200,000 células por pozo. Doce horas antes de 

los tratamientos, tanto para los microarreglos como para las validaciones, el medio 

DMEM con rojo fenol se sustituyó por DMEM sin rojo fenol con SFB sin hormonas. 



 

8.2. Tratamientos. 

Para los microarreglos, las células se trataron por 6 h con P4 (10 nM), RU486 (10 

µM), P4 (10 nM) + RU486 (10 µM) y vehículo (ciclodextrina, 0.02%). 

8.3. Extracción de RNA. 

Después del tratamiento de 6 h se extrajo el RNA total por el método de fenol-

guanidina isocitrato-cloroformo usando el reactivo TRIzol de Molecular Research 

Center Inc. (Cincinnati, OH, USA). Las células fueron cosechadas con 300 µL de 

reactivo por pozo; se transfirió el contenido de dos pozos a un tubo eppendorf de 

1.5 mL, se les añadieron 200 µL de cloroformo y se centrifugaron a 14,000 

revoluciones por minuto (rpm) durante 15 minutos a 4 °C. Después de este tiempo, 

se transfirió la fase acuosa a nuevos tubos eppendorf, se les añadieron 400 µL de 

isopropanol y se dejaron reposando toda la noche a 4 °C. Al siguiente día, se 

centrifugaron los tubos a 14,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, se decantó el 

sobrenadante dejando solo la pastilla precipitada en el fondo que se enjuagó con 1 

mL de etanol al 75%, se centrifugaron a 12,500 rpm por 8 minutos a 4 °C y se 

decantó el sobrenadante. Se volvieron a enjuagar las pastillas con 1 mL de etanol 

al 80% y se repitió la centrifugación a 12,500 rpm por 8 minutos a 4 °C. 

Finalmente, se decantó el sobrenadante y la pastilla se dejó secar al aire libre; una 

vez seca se re-suspendió con 40 µL de agua grado biología molecular. 

La concentración y la pureza del RNA extraído fue determinada en un NanoDrop 

2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) en donde se leyó la 

absorbancia a 260 nm de 1 µL de muestra de RNA por triplicado. La integridad del 

RNA fue comprobada mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%. 

La integridad de las muestras se verificó también en el Bioanalizador Agilent 2100 

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.) con el Software Expert Agilent 

2100. 

8.4. Microarreglos. 

Los microarreglos fueron realizados en el Instituto Nacional de Medicina Genómica 

(INMEGEN) y se realizaron 3 réplicas técnicas por tratamiento: vehículo, P4, 



 

RU486 y P4+RU46, usando un total de 12 microarreglos. Se siguió el protocolo 

estándar, en donde un total de 250 ng de RNA se marcaron con el kit FlashTag 

Biotin HSR (Affymetrix; Santa Clara, CA USA.), para ser subsecuentemente 

hibridado con el GeneChip miRNA 4.0 Array Affymetrix® (Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA), que contiene 30,434 sondas de miRNAs maduros, de los 

cuales 2,578 son miRNAs humanos y el resto son miRNAs de ratón, rata y 

snoRNAs. El chip fue posteriormente lavado dos veces con PBS 1X con Tween al 

0.02% y teñido con FlashTag Biotin HSR (Affymetrix; Santa Clara, CA USA.) en la 

estación Fluidics Station 450 (Affymetrix), finalmente se digitalizó la imagen en el 

scanner GeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix), en donde se generaron los 

archivos .CEL. 

8.5. Análisis de expresión diferencial de los datos de microarreglos. 

Los valores de intensidad de fluorescencia en formato .CEL, obtenidos después 

del escaneo de los microarreglos, fueron cargados en el software Expression 

ConsoleTM 1.4.1.46 en donde se pre-procesaron con el Robust Multiarray Analysis 

(RMA) y se normalizaron por cuantiles. Los archivos. CHP generados después de 

la normalización fueron cargados en el Software Transcriptomic Analysis 

ConsoleTM (TAC) 4.0.1 para el análisis de expresión diferencial a través de las 

funciones del paquete Limma y para la generación de gráficos. Este paquete 

corrige los efectos de lote durante el análisis de expresión diferencial.  

8.6. Análisis bioinformático para la notación funcional de genes. 

Se realizó una búsqueda de los mRNAs blanco para cada uno de los miRNAs 

expresados diferencialmente para cada tratamiento respecto al vehículo en 5 

diferentes bases de datos de libre acceso: Tarbase107, MiRWalk108, MicroT-CDS109 

y TargetScan110. De las bases de datos anteriormente mencionadas, Tarbase y 

MiRWalk reportan interacciones miRNA-mRNA validadas mientras que MicroT-

CDS y TargetScan reportan únicamente interacciones miRNA-mRNA predichas.  

Los falsos positivos fueron eliminados tomando solo las intersecciones de al 

menos 3 de estas bases de datos con ayuda de un diagrama de Venn usando una 



 

herramienta web de libre acceso 

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). 

Los mRNAs que se encontraron en al menos 3 bases de datos fueron ingresados 

a Enrichr111 para realizar una anotación funcional de genes en la ontología de 

genes (Gene Ontology: GO)112 y un análisis de enriquecimiento de vías en la 

enciclopedia de Kioto de genes y genomas (Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes: KEGG)113. Los términos GO y KEGG con un valor de P<0.05 fueron 

considerados significativamente enriquecidos. 

8.7. Análisis de la red de interacción proteína-proteína (PPI). 

La red de interacción proteína-proteína (PPI) se estableció usando la base de 

datos STRING114. Los genes hub, aquellos que tuvieron un alto grado de 

conectividad con otros genes115, fueron determinados con la ayuda del software 

Cytoscape (versión 3.7.1). 

Finalmente se determinaron los niveles de expresión de los genes hub en 

GEPIA116, un servidor web interactivo que fue desarrollado para realizar el análisis 

de datos de expresión de RNA-seq de 9,736 tumores y 8,587 muestras normales 

de los proyectos de El Atlas del Genoma del Cáncer (TCGA) y La expresión del 

genotipo en tejido (GTEx). 

8.8. Análisis estadístico. 

Para la selección de los miRNAs diferencialmente expresados entre los 

tratamientos se hizo un análisis de varianza (ANOVA) con la t-moderada por 

método de ebayes. Los miRNAs con una tasa de expresión diferencial (Fold 

Change, por su nombre en inglés) mayor a 1.5 y menor a -1,5 y un valor de 

p<0.05, fueron seleccionados como miRNAs diferencialmente expresados en los 

principales contrastes de los tratamientos.  

 

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/


 

9. RESULTADOS 

9.1. Identificación de los miRNAs expresados diferencialmente en células 

U251. 

Se evaluó la expresión global de 2578 miRNAs humanos en las células U251 

después de 6 horas de tratamiento con vehículo (V), P4, RU486 y P4+RU486. En 

total, se encontraron 190 miRNAs diferencialmente expresados (DE-miRNAs) en 

los contrastes de “P4 vs. V” (Figura 6A), “RU486 vs. V” (Figura 6B), “P4+RU486 

vs. V” (Figura 6C) y “P4 vs. P4+RU486” (Figura 6D). Los datos de los 

microarreglos presentados en esta tesis fueron depositados en la base de datos 

Gene Expression Omnibus de NCBI [29] y son accesibles a través del número de 

serie GSE144204. 

 

Figura 6. Análisis de expresión diferencial de miRNAs en respuesta a P4 y a un 
antagonista de su receptor en células U251. Los plots de volcán muestran a los DE-
miRNAs en A) P4 vs. V, B) RU486 vs. V, C) P4+RU486 vs. V, D) P4 vs. P4+RU486.  Los 
puntos azules representan los miRNAs regulados a la baja y los puntos rojos representan 



 

a los miRNAs regulados a la alta (FC>1.5 and valor de p≤ 0.05). FC: Fold change (Tasa 

de cambio).  

 

El número de DE-miRNAs regulados a la baja y a la alta en cada contraste se 

muestra en la Tabla 2. 

Tabla 2. Número de miRNAs con expresión diferencial al comparar los tratamientos a las 
6 h (vehículo, P4, RU486 y P4+RU486). V: vehículo. 

 

 

Para determinar las diferencias entre los tratamientos, se realizó un mapa de calor 

con los 190 DE-miRNAs (Figura 7). En este mapa de calor se pueden identificar 8 

miRNAs cuya expresión disminuyó con P4 respecto al vehículo, sin ser afectados 

por los tratamientos de RU486 y P4+RU486. Por el contrario, la P4 aumentó la 

expresión de 8 miRNAs, respecto al vehículo, cuya expresión cambió de manera 

similar en la comparación P4 vs. P4+RU486, pero no cambió con los tratamientos 

de RU486 y P4+RU486, respecto al V.  

 

Contraste Regulados a la alta Regulados a la baja Total 

P4 vs. V 16 10 26 

RU486 vs. V 27 77 104 

P4+RU486 vs. V 38 47 85 

P4 vs. P4+RU486 63 39 102 



 

 

Figura 7. Mapa de calor del agrupamiento jerárquico de todos los DE-miRNAs en células 
U251 tratadas con vehículo, P4, RU486 y P4+RU486 por 6 h. En el cuadro azul se 
señalan los miRNAs regulados a la baja por P4 y en el cuadro rojo los miRNAs regulados 
a la alta por P4. FC: Tasa de cambio; V: vehículo.  

 

En la Tabla 3 se muestra la identidad, la tasa de cambio y el valor de P de los 16 

miRNAs regulados exclusivamente por P4. 

 

Tabla 3. miRNAs regulados por P4 en células U251. FC: Tasa de cambio; V: vehículo.  

miRNA 
P4 vs V RU486 vs V P4+RU486 vs V P4 vs P4+RU486 

Valor de p FC Valor de p FC Valor de p FC Valor de p FC 

miRNAs regulados a la baja por P4 

hsa-miR-5739 0.0018 -1.81 0.0048 1.69 - - 1.69E-05 -2.16 

hsa-miR-6068 0.0216 -2.18 - - - - - - 

hsa-miR-452-5p 0.0389 -1.56 - - - - - - 

hsa-miR-1281 0.0031 -1.59 - - - - - - 



 

hsa-miR-485-3p 0.0022 -1.52 - - - - - - 

hsa-miR-1306-3p 0.002 -1.65 - - - - - - 

hsa-miR-197-5p 0.0158 -1.55 - - - - - - 

hsa-miR-1293 0.0303 -1.53 - - - - - - 

miRNAs regulados a la alta por P4 

hsa-miR-4721 0.0028 1.86 0.002 -1.67 - - 6.46E-05 2.27 

hsa-miR-1538 0.0071 1.61 - - - - 0.0085 1.58 

hsa-miR-6735-5p 0.0071 1.99 - - - - 0.0254 1.98 

hsa-miR-4730 2.22E-05 1.86 - - - - 1.38E-05 1.87 

hsa-miR-1244 0.0003 3.56 - - - - 0.0012 3.07 

hsa-miR-3178 0.0077 1.56 - - - - 3.69E-05 2.11 

hsa-miR-3679-3p 0.0052 1.65 - - - - 0.0022 1.69 

hsa-miR-4750-5p 0.0021 2.05 - - - - 0.0051 1.87 

 

9.2. Anotación funcional GO y análisis de enriquecimiento de vías KEGG 

de los miRNAs regulados por P4. 

Las listas de genes obtenidas en la búsqueda de blancos-putativos para los 8 

miRNAs de interés fueron usadas como entrada para el análisis de anotación 

funcional GO y el análisis de enriquecimiento de vías KEGG en Enrichr. La 

anotación funcional de la ontología de genes (GO) incluye tres categorías: 

procesos biológicos, funciones moleculares y componentes celulares.  Como 

resultado del análisis, los 367 genes blanco de los miRNAs regulados a la baja por 

P4 se enriquecieron significativamente en procesos relacionados con la 

modificación postranscripcional de histonas, el ensamblaje de la cromatina, 

ensamblaje del nucleosoma, progresión del ciclo celular, unión de RNA, regulación 

de la transcripción y la traducción, entre otros. Por su parte, los 434 genes blanco 

de  miRNAs regulados a la alta por P4 estuvieron relacionados a procesos como la 

regulación de la transcripción, modificaciones de la histona H3K4, regulación de la 

vía TGF-beta, estructura de la cromatina y conformación del citoesqueleto (Figura 

8).  



 

 

Figura 8. Anotación funcional GO de los genes blanco de los miRNAs regulados a la baja 
(azul) y a la alta por P4 (rojo). A) Principales procesos biológicos enriquecidos por los 
genes blanco de los miRNAs regulados por P4; B) Funciones moleculares enriquecidas 
por los genes blanco de los miRNAs regulados por P4; C) Componentes celulares 
enriquecidos por los genes blanco de los miRNAs regulados por P4.  

 

En el análisis de enriquecimiento de vías KEGG se obtuvo que los genes blanco 

de los miRNAs regulados a la baja por la P4 fueron significativamente 

enriquecidos en lupus eritematoso sistémico y alcoholismo, pero también en 

procesos como el ciclo celular, la vía de señalización MAPK y vías de señalización 

que regulan la pluripotencia de las células madre (Tabla 4). 



 

Tabla 4. Análisis de enriquecimiento de vías KEGG de los genes blanco de los miRNAs 

regulados a la baja por P4. 

Término Coincidencias Valor de p 

Lupus eritematoso sistémico 14/133 0.0000001245 

Alcoholismo 16/180 0.0000001687 

Carcinogénesis viral 12/201 0.000291301 

Síndrome de Cushing 10/155 0.000503219 

Cáncer de vejiga 5/41 0.000798635 

Potenciación a largo plazo 6/67 0.001274163 

Ciclo celular 8/124 0.001804709 

Absorción de minerales 5/51 0.002163061 

Vía de señalización MAPK 13/295 0.002737286 

Vías de señalización que regulan la pluripotencia 

de las células madre. 
8/139 0.003665340 

 

Los genes blanco de los miRNAs regulados a la alta por P4 fueron 

significativamente enriquecidos en el ciclo de vesículas sinápticas, uniones 

estrechas, cáncer colorrectal, vía de señalización de TGF-beta, vías de 

señalización de IL-17, carcinoma renal celular y uniones adherentes, como se 

muestra en la Tabla 5. 

 

Tabla 5. Análisis de enriquecimiento de vías KEGG de los genes blanco de los miRNAs 
regulados a la alta por P4. 

Término Coincidencias Valor de p 

Ciclo de vesículas sinápticas 6/78 0.0028211 

Esfuerzo cortante y aterosclerosis 8/139 0.0037271 

Uniones estrechas 8/170 0.0120564 

Cáncer colorrectal 5/86 0.0195424 

Vías de señalización de TGF-beta 5/90 0.0232857 

Vías de señalización de IL-17  5/93 0.0263776 

Ferroptosis 3/40 0.0349887 

Carcinoma renal celular 4/69 0.0357799 

Unión adherentes 4/72 0.0408592 



 

Invasión bacteriana de células epiteliales. 4/74 0.0444609 

 

9.3. Selección de genes hub.  

Para tener una mayor idea de la interacción entre los genes blanco de los miRNAs 

regulados por P4, estos se mapearon en la base de datos STRING y, con base en 

la información que brindó, se construyeron dos redes de interacción proteína- 

proteína (PPI) y se analizaron con ayuda del software Cytoscape. El análisis arrojó 

como resultado 259 y 267 pares de nodos para los genes blanco de los miRNAs 

regulados a la baja y a la alta por P4, respectivamente. 

El top 10 de los genes con mayor peso en la red debido a su gran número de 

interacciones con otros genes, es decir, los genes hub, fueron determinados por el 

valor de su grado de conectividad, es decir, el número de nodos (genes) 

conectados con el nodo individual de interés (gen hub). Se determinaron un total 

de 20 genes hub blanco de los miRNAs regulados por P4, estos se enlistan en la 

Tabla 6 así como su función en un contexto relacionado a la biología del cáncer y 

de los GBMs. 

 

Tabla 6. Genes hub de los miRNAs regulados por P4. La tabla muestra los genes hub 
acomodados de acuerdo a su grado de conectividad. 

Genes hub blanco de los miRNAs regulados a la baja por P4  

miRNA Gen Función/Expresión  
Grado de 

conectivi

dad 

hsa-miR-1239 HIST2H2BE 
La histona H2B tipo 2-E (HIST2H2BE), un componente de los 
nucleosomas, se encuentra expresada a la baja en la línea 
celular U87 derivada de GBMs.117.   

34 

hsa-miR-1239 HIST2H2AC 

La histona H2A tipo 2-C (HIST2H2AC), se encuentra solo en 
células no diferenciadas y/o en proliferación, pero también se 
encuentra expresada en todos los subtipos moleculares del 
cáncer de mama118.  

32 

hsa-miR-1281 HIST1H2BJ 

La histona H2B tipo 1-J (HIST1H2BJ), se encuentra altamente 
expresada en pacientes con cáncer cervical, lo cual fue 
asociado con una prolongada supervivencia del paciente119. En 
cáncer de mama, es importante en la regulación del 

24 



 
metabolismo celular120.  

hsa-miR-

1306-3p 
HIST1H2BD 

La histona H2B tipo 1-D (HIST1H2BD), al igual que HIST1H2BJ, 
es expresada pacientes con cáncer cervical y se relaciona con 
la prognosis de esta enfermedad119. Tanto en osteosarcoma121, 
como en cáncer de próstata122, esta histona se encuentra 
altamente expresada.  

24 

hsa-miR-

1306-3p 
CDK4 

En células derivadas de GBMs, se ha observado que la P4 
provoca el incremento de la actividad y la acumulación de la 
cinasa dependiente de ciclina 4 (CDK4)123, también se ha visto 
que CDK4 forma parte del eje regulador CDK4-hsa-miR-124-
circMMP9124.  En GBM, son frecuentes las alteraciones 
genéticas en el gen que codifica a CDK437–40.  

20 

hsa-miR-1239 HIST2H2AA3 La expresión de la histona H2A tipo 2-A3 (HIST2H2AA3) no ha 
sido evaluada en ningún cáncer.   

20 

hsa-miR-1239 HIST3H3 

En un estudio se observó que la histona H3.1 (HIST3H3) 
aumentó su expresión,  coincidiendo con la transformación 
celular neoplásica en cáncer cervical, inducida por la 
combinación entre el virus del papiloma humano y el tabaco125. 

20 

hsa-miR-1239 HIST2H3C 
Las mutaciones de esta histona H3.2 (HIST2H3C) en la lisina 27 
(K27M), han sido relacionadas con la respuesta a radioterapia 
de pacientes con gliomas difusos126.  

20 

hsa-miR-1239 HIST2H2AA La expresión de la histona H2A tipo 2-A (HIST2H2AA) no ha 
sido evaluada en ningún cáncer.   

20 

hsa-miR-452-

5p 
BMI1 

BMI1 forma parte del complejo represivo 1 (PRC1). Es un 
oncogén sobre-expresado en células de GBMs,  particularmente 
en células troncales de GBMs (GSC); su sobre-expresión se 
relaciona con un aumento en la proliferación e invasión de la 
células de GBMs127,128. También se ha visto que en líneas 
celulares y biopsias de GBMs, BMI1 es blanco del hsa-miR-128-
1 y del hsa-miR-429129,130.  

17 

Genes hub blanco de los miRNAs regulados a la alta por P4  

hsa-miR-1244 HSP90AA1 
En GBMs se sugirió que la interacción de un conjunto de 
proteínas, como la proteína de choque térmico HSP 90-alfa 
(HSP90AA1) y aminoacil-tRNA sintetasas, contribuyen a la 
distinción de fenotipos de GBMs con diferente prognosis131. 

30 

hsa-miR-1244 MAPK1 

La MAP cinasa 1 (MAPK1) fue confirmada como blanco del hsa-
miR-129-1 en GBMs. La vía de señalización de las MAPK 
cinasas ha sido involucrada con un aumento en la proliferación 
de las células de GBMs2,132–135 

29 

hsa-miR-3178 JUN 
El gen JUN codifica al factor de transcripción AP-1, el cual se 
encuentra constitutivamente activado en GBMs, contribuyendo a 
su malignidad136–138. 

27 

hsa-miR-4721 RHOA 

El miembro A de la familia Ras homologa (RHOA), codifica una 
GTPasa que se ha visto sobre-expresada en GBMs. La 
señalización de RHOA se ha visto implicada en diferentes 
procesos que contribuyen a la malignidad de los GBMs139,140. 

25 

hsa-miR- SRSF1 Factor de Splicing 1 rico en serina y arginina (SRSF1), es 
conocido por estar altamente expresado en células de GBM y 

15 



 
6735-5p promover su migración, además es blanco del RNA circular 

circSMARCA5141.   

hsa-miR-4721 ANAPC1 

En líneas celulares de cáncer de próstata, se determinó que la 
subunidad 1 del complejo promotor de anafase (ANAC1), se 
encuentra sobre-expresada142. Mutaciones y alteraciones en las 
subunidades de este complejo han sido reportadas en diferentes 
tipos de cáncer como posibles causantes de la inestabilidad 
cromosómica, típica de esta enfermedad143.  

15 

hsa-miR-

3679-3p 
HUWE1 

Este gen codifica una proteína que contiene un dominio HECT 
C-terminal que funciona como una ubiquitina ligasa E3. La 
desregulación de HUWE1 fue asociada con la tumorigénesis y 
metástasis de diferentes tipos de cáncer, ya sea como oncogén 
o como supresor tumoral146,147. 

14 

hsa-miR-

3679-3p 
XIAP 

El inhibidor de apoptosis ligado a X (XIAP), se encuentra 
altamente expresado en biopsias de GBMs, y en la línea celular 
LN-229, lo que indica que la vía de apoptosis intrínseca se 
encuentra inhibida en este tipo de tumor148,149.   

14 

hsa-miR-

6735-5p 
SOD2 

La expresión de la superóxido dismutasa 2 (SOD2) aumenta 
significativamente, tanto a nivel de mensajero como de proteína, 
en la línea celular LN-239 y U87 expuestas a estrés oxidativo150–

152. 

14 

hsa-miR-4721 AURKA 

La cinasa aurora A (AURKA) se encontró expresada a la alta en 
GBMs, su expresión fue asociada con una pobre supervivencia 
de los pacientes153 y ha sido identificada como parte del eje 
regulador AUKRA-miR-124- circMMP9154,124. AUKRA aumenta 
la proliferación de las céluals de GBMs155. 

13 

 

Para visualizar la interacción entre los genes hub calculados y su miRNA 

correspondiente, se realizó una red de interacción miRNA-mRNA blanco, la cual 

se muestra en las Figura 9 y Figura 10. 

 



 

Figura 9. Red de miRNA-mRNA para los genes hub de los miRNAs regulados a la baja 
por P4. En verde se indican los miRNAs y sus genes blanco se muestran en azul.  

 

 

 
Figura 10. Red de miRNA-mRNA para los genes hub de los miRNAs regulados a la alta 

por P4. En verde se indican los miRNAs y sus genes blanco se muestran en rojo. 

 

Posteriormente, se usó la base de datos GEPIA para comparar los niveles de 

expresión de los 20 genes hub en GBMs respecto al tejido cerebral de personas 

sanas. Como se muestra en Figura 11, la expresión de 7 genes hub de los 

miRNAs regulados a la baja por P4 fue significativamente alta en GBM, en 

comparación con el tejido cerebral de personas sanas.  

 



 

 

Figura 11. Niveles de expresión de los 10 genes hub de los miRNAs regulados a la baja 
por P4 en biopsias de pacientes con GBMs. Datos obtenidos de la base de datos GEPIA. 
Los tumores se encuentran en azul y el tejido cerebral de pacientes sanos se encuentra 
en gris. *p < 0.05. 

 

Por otra parte, solo JUN, RHOA, AURKA y SOD2, blanco de los miRNAs 

regulados a la alta por P4, mostraron un incremento significativo en su expresión 

en las biopsias de GBMs respecto al tejido cerebral de personas sanas; los 6 

genes hub restantes: HAP90AA1, MAPK1, SRSF1, ANAPC1, HUWE1 y XIAP no 

mostraron cambios significativos en su expresión en GBMs respecto a los 

controles (Figura 12). El aumento de estos 4 genes hub fue contrario a lo que se 

esperaba. 



 

 

Figura 12.  Niveles de expresión de los 10 genes hub de los miRNAs regulados a la alta 
por P4 en biopsias de pacientes con GBMs. Datos obtenidos de la base de datos GEPIA. 
Los tumores se encuentran en rojo y el tejido cerebral de pacientes sanos se encuentra 

en gris. *P < 0.05. 

 

10.  DISCUSIÓN 

El GBM, un astrocitoma grado IV, es el tumor cerebral más agresivo y común en 

adultos. Estudios recientes sugieren que alteraciones en la expresión de los 

miRNAs son un factor importante para la progresión de los GBMs. La alteración en 

el perfil de expresión de miRNAs por hormonas esteroides ha sido establecida en 

cánceres de tejidos sensibles a hormonas, pero no en GBM. Así, el objetivo de 

este trabajo fue determinar el perfil de expresión de miRNAs regulados por P4 en 

células derivadas de GBMs.  

Encontramos un set de 190 miRNAs totales regulados por alguno de los 

tratamientos P4, RU486 y P4+RU486 en células U251 derivadas de un GBM 

humano. De estos 190 miRNAs, solo 16 fueron exclusivamente regulados por P4, 

cuyo efecto fue bloqueado por RU486 (un antagonista de PR). Otro conjunto de 

miRNAs presentó cambios en su expresión únicamente con el tratamiento de 



 

RU486, lo que sugiere que el RU486 por si solo podría ejercer un efecto sobre la 

expresión de los miRNAs, probablemente debido a la afinidad que tiene el RU486 

también por el receptor a glucocorticoides156,157 por lo que estaría interfiriendo en 

otras vías. En el análisis de los microarreglos también se encontró que el 

tratamiento de P4+RU486 modificó la expresión de varios miRNAs, lo cual siguiere 

que el antagonista, RU486, podría actuar como agonista parcial. A este respecto, 

también podría ser que el antagonista RU486 afecte al PR intracelular pero al 

añadir P4 lo que se podría estar observando es el efecto dado por la activación de 

los mPRs (receptores de progesterona membranales). 

Al realizar una búsqueda en la literatura de los 16 miRNAs regulados por P4 en 

células U251, se encontró que únicamente el miRNA hsa-miR-485-3p, regulado a 

la baja por P4 en el análisis de los microarreglos realizado en este trabajo, ha sido 

previamente evaluado en células de GBMs. Al igual que en este análisis, Zhang et 

al., (2019) encontraron que hsa-miR-485-3p se expresa a la baja en biopsias de 

pacientes respecto al tejido cerebral sano y que su gen blanco es la proteína 35 

dedo anular (RNF135). Al silenciar a RNF135, el hsa-miR-485-3p inactivó la vía de 

MAPK/ERK1/2 en células de GBMs, mientras que ensayos funcionales 

demostraron que dicho miRNA inhibió la proliferación y la migración de células de 

GBM, lo que fue revertido por la sobreexpresión de RNF135| sugiriéndose que el 

miRNA hsa-miR-485-3p tiene una función supresora de tumor en GBMs.  

Para evaluar la posible función de los genes blanco de los miRNAs con expresión 

diferencial en el tratamiento con P4, se realizó una anotación funcional en la 

ontología de genes (Gene Ontology: GO) y un análisis de enriquecimiento de vías 

en Enciclopedia de Kyoto de genes y genomas (Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes: KEGG). Para este análisis se definieron dos sets de genes, uno 

correspondiente a los genes blanco de los miRNAs regulados a la baja por P4, y el 

otro a los genes blanco de los miRNAs regulados a la alta. La anotación funcional 

de genes GO reveló que los genes blanco de los miRNAs regulados a la baja 

podrían estar involucrados de manera muy general, en procesos como  la 

modificación postranscripcional de histonas, el ensamblaje de la cromatina, 

ensamblaje del nucleosoma, progresión del ciclo celular, unión de RNA y la 

regulación de la transcripción; mientras que el análisis de enriquecimiento de vías 



 

KEGG nos brindó algunas vías no relacionadas con el cáncer (Lupus eritematoso 

sistémico y alcoholismo), así como también nos proporcionó vías previamente 

caracterizadas en cáncer y específicamente en GBMs, tales como ciclo celular158 , 

vías de señalización de MAPK133,134,159,160 y la regulación de la pluripotencia de las 

células troncales133,161,162.  

Respecto a los genes blanco de los miRNAs regulados a la alta por P4, estos se 

vieron relacionados con términos GO como la regulación de la transcripción, 

modificaciones de la histona H3K4, regulación de la vía TGF-beta, estructura de la 

cromatina y conformación del citoesqueleto; dichos procesos GO podrían 

participar en vías como la de las vesículas sinápticas, la vía que mantiene las 

uniones estrechas, la vía de señalización de TGF-beta, que coincide 

perfectamente con el término GO enriquecido por estos genes, y la vía de 

señalización de IL-17. Particularmente en GBMs, la secreción de VEGF por las 

células cancerosas, inhibe la formación de las uniones estrechas163, e 

interesantemente, la P4 incrementa la expresión de VEGF en líneas celulares 

derivadas de GBMs123. Con base en estos datos, se podría especular que una 

posible vía por la cual la P4 incrementa la malignidad de los GBMs, es mediante la 

regulación de miRNAs que afectan la disponibilidad de VEGF y el mantenimiento 

de las uniones estrechas. Respecto a la vía de TGF-beta, se sabe que la 

expresión TGF-beta es regulada a la alta directamente por P4 a través del PR123; 

entonces, podría sugerirse que el aumento en la expresión de este gen podría 

deberse al silenciamiento de represores de la vía, por la acción de los miRNAs 

regulados a la alta por P4. Finalmente, al buscar una relación entre la vía de IL-17 

y GBMs, se encontró que la expresión de IL-17 se ha relacionado positivamente 

con la supervivencia de pacientes con GBM164; en este caso, podría especularse 

que la P4 disminuye la expresión de IL-17 mediante la regulación a la alta de 

miRNAs dirigidos a activadores de esta vía.  

El análisis de la red de interacción proteína-proteína (IPP), realizada con los genes 

blanco de los miRNAs regulados por P4, permitió determinar una lista de genes 

hub que podrían ser importantes en la regulación de la malignidad de los GBMs. 8 

de los 10 genes hub determinados a partir de los blanco de los miRNAs regulados 

a la baja por P4, corresponden a histonas por lo que se esperaría que estas se 



 

expresen a la alta en GBMs; una forma de confirmar esta deducción fue a través 

de los datos de expresión obtenidos de la base de datos de GEPIA. De acuerdo 

con estos datos, se determinó que la expresión de 7 de las 8 histonas corresponde 

con la expresión de sus miRNAs reguladores; sorpresivamente, de estas 8 

histonas, solo 1 ha sido caracterizada previamente en GBMs, la histona 

HIST2H2BE117. Además de las histonas, los genes BMI1 y CDK4 fueron genes 

hub de los miRNAs regulados a la baja por P4, y de acuerdo con los resultados de 

su expresión en GEPIA, solo CDK4 se expresa a la alta significativamente; sin 

embargo, al consultar en la bibliografía, BMI1 también se expresa a la alta en 

GBMs, específicamente en células troncales de GBMs (GSC)127–129,161.  La 

expresión a la alta del conjunto de genes descrito previamente corresponde al 

perfil de expresión de células en proliferación. Los genes hub de los miRNAs 

regulados a la alta por P4 son variados, podemos encontrar genes involucrados en 

el ciclo celular, proliferación, invasión, migración, genes inhibidores de apoptosis, 

genes que participan en la defensa antioxidante. Sin embargo, al verificar su 

expresión en la base de datos GEPIA y en la bibliografía, obtuvimos resultados 

contrarios a lo esperado, es decir que estos genes se encuentran altamente 

expresado en GBMs, y esto podría ser porque sucede una inhibición traduccional 

debida a los miRNAs sin la degradación concomitante del mRNA blanco; o a pesar 

de la predicción realizada por las bases de datos, estos mRNAs podrían no ser 

blanco de los miRNAs. Además, siguiendo con los resultados no esperados, otra 

posible explicación podría ser la participación de  mecanismos de regulación más 

complejos, como ejemple se tiene al gen  AUKRA, que ha sido descrito como 

parte de un eje de regulación entre el RNA circular circMMP9 y el miRNA hsa-miR-

124, en donde la RNA circular secuestra al miRNA y evita que cumpla su función 

de silenciar al gen AUKRA124.  Con esta evidencia podemos hipotetizar que los 

miRNAs reguladores de los genes hub podrían someterse a otro nivel de 

regulación al incluir RNAs circulares165 o RNAs largos no codificantes (lncRNAs), 

que también tienen elementos de respuesta a miRNAs166. Finalmente, la red de 

interacción entre genes hub y sus miRNAs permite visualizar un poco la 

complejidad que existe en la regulación génica por miRNAs, en donde un miRNA 

puede regular a más de un gen y un gen puede estar regulado por varios miRNAs; 

además, el valor de la red está en la visualización y demostración de aquellos 



 

miRNAs regulaos por P4, que tendrían un mayor peso e importancia en la 

progresión de los GBMs.  

Finalmente, como perspectivas de este trabajo, queda validar los microarreglos 

mediante RT-qPCR de los miRNAs con mayor tasa de cambio, de manera inicial, y 

después validar la expresión de los miRNAs con mayor peso en la red de 

regulación P4-miRNAs en GBMs. Posteriormente, los miRNAs cuya expresión 

coincida con lo observado en el análisis de los microarreglos, tendrían que ser 

sometidos a una validación funcional; es decir, se tendría que evaluar la 

expresión, a nivel de mensajero y de la proteína, de sus genes blanco bajo las 

mismas condiciones/tratamiento que su miRNA regulador. Este abordaje podrá 

ayudar a determinar miRNAs como blancos terapéuticos en el tratamiento contra 

los GBMs.  

 

11. CONCLUSIÓN 

Este trabajo presenta de manera general cambios globales en el perfil de 

expresión de miRNAs en células de GBM humano inducidos por P4. El análisis de 

expresión de los microarreglos identificó a 8 miRNAs regulados a la baja y a 8 

miRNAs regulados a la alta por el tratamiento con P4. Como resultado de los 

análisis bioinformáticos se encontró que esta hormona a través de regular la 

expresión de miRNAs podría regular procesos como la proliferación, la progresión 

del ciclo celular y la migración de las células de los GBMs, a través de una red de 

interacción de miRNAs-mRNA.  
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