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Lista de abreviaciones, genes y proteínas. 

 

Abreviación 
  

Definición 

ABL1 ABL Proto-Oncogene 1 

ADN Ácido Desoxirribonucleico 

AGO2 Argonaute RISC Catalytic Component 2 

AKT AKT Serine/Threonine Kinase 1 

ANOVA Análisis de Varianca (Analysis of Variance) 

AOPEP Aminopeptidase O (Putative) 

AP Apurínico 

APE1 Apurinic/Apyrimidinic Endodeoxyribonuclease 1 

ARN Ácido Ribonucleico 

ATCC American Type Culture Collection 

ATM ATM Serine/Threonine Kinase 

ATP Adenosine 5′-triphosphate 

ATR ATR Serine/Threonine Kinase 

BALB Bagg Albino 

BER Reparación por Escisión de Base (Base Excision Repair) 

BLM BLM RecQ Like Helicase 

BP1 Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E Binding Protein 1 

BRCA1 BRCA1 DNA Repair Associated 

BRCA2 BRCA2 DNA Repair Associated 

BRIT1 Microcephalin 1 

CCD Charged-coupled device 

CCL18 C-C Motif Chemokine Ligand 18 

CCR4 C-C Motif Chemokine Receptor 4 

CDC25C Cell Division Cycle 25C 

CDS Secuencia codificante (Coding Sequence) 

CHK1 Checkpoint Kinase 1 

CHK2 Checkpoint Kinase 2 

CPD Carboxypeptidase D 

CSA ERCC Excision Repair 8, CSA Ubiquitin Ligase Complex Subunit 

CSB ERCC Excision Repair 6, Chromatin Remodeling Factor 

DCLRE1C DNA Cross-Link Repair 1C 

DCP2 Decapping MRNA 2 

DDB1 Damage Specific DNA Binding Protein 1 

DDB2 Damage Specific DNA Binding Protein 2 

DDR Respuesta al Daño en el ADN (DNA Damage Response) 

DGCR8 DGCR8 Microprocessor Complex Subunit 

DICER Dicer 1, Ribonuclease III 

DMC1 DNA Meiotic Recombinase 1 
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DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

DMSO Dimetilsulfóxido 

DNA-PKcs Protein Kinase, DNA-Activated, Catalytic Subunit 

DOX Doxorrubicina (en este texto) 

DSB Ruptura de Cadena Doble (Double-strand break) 

E2F E2F Transcription Factor 1 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

EGF Epidermal Growth Factor 

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor 

EME1 Essential Meiotic Structure-Specific Endonuclease 1 

ERCC1 ERCC Excision Repair 1, Endonuclease Non-Catalytic Subunit 

ERK Mitogen-Activated Protein Kinase 1 

EXO1 Exonuclease 1 

EXP5 Exportin 5 

FANCA FA Complementation Group A 

FANCB FA Complementation Group B 

FANCC FA Complementation Group C 

FANCD2 FA Complementation Group D2 

FANCE FA Complementation Group E 

FANCF FA Complementation Group F 

FANCG FA Complementation Group G 

FANCI FA Complementation Group I 

FANCL FA Complementation Group L 

FANCM FA Complementation Group M 

FDA Food and Drug Administration 

FDR False Discovery Rate 

FEN1 Flap Structure-Specific Endonuclease 1 

FOXO3 Forkhead Box O3 

GADD34 Protein Phosphatase 1 Regulatory Subunit 15A 

HDR Homology Directed Repair 

HER2 Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 2 

HR Homologous Recombination 

HRR Reparación por Recombinación de Homólogos (Homologous 
Recombination Repair) 

HUS1 HUS1 Checkpoint Clamp Component 

IFNγ Interferon Gamma 

IL6 Interleukin 6 

KSRP KH-Type Splicing Regulatory Protein 

KU70 X-Ray Repair Cross Complementing 6, 5'-Deoxyribose-5-Phosphate 
Lyase Ku70 

KU80 X-Ray Repair Cross Complementing 5 

LIG1 DNA Ligase 1 

LIG3 DNA Ligase 3 

LIG4 DNA Ligase 4 

LMP Bajo punto de fusión (Low melting point) 
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MCPH1 Microcephalin 1 

MDC1 Mediator Of DNA Damage Checkpoint 1 

MGMT O-6-Methylguanine-DNA Methyltransferase 

MLH1 MutL Homolog 1 

MMR Reparación de apareamientos incorrectos (Mismatch Repair) 

MPG N-Methylpurine DNA Glycosylase 

MRE11A MRE11 Homolog, Double Strand Break Repair Nuclease 

MRN MRN complex (MRE11A-RAD50-NBS1) 

MSH2 MutS Homolog 2 

MSH6 MutS Homolog 6 

MUS81 MUS81 Structure-Specific Endonuclease Subunit 

MYC MYC Proto-Oncogene, BHLH Transcription Factor 

NBS1 Nibrin 

NER Reparación por Escisión de Nucleótidos (Nucleotide Excision 
Repair) 

NHEJ Unión de extremos no homólogos (Non-Homologous End Joining) 

NUP153 Nucleoporin 153 

OGG1 8-Oxoguanine DNA Glycosylase 

OLA1 Obg Like ATPase 1 

OTM Olive Tail Moment 

PAMM Peroxiredoxin Like 2A 

PAN2 Poly(A) Specific Ribonuclease Subunit PAN2 

PAN3 Poly(A) Specific Ribonuclease Subunit PAN3 

PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen 

PCR Polymerase Chain Reaction 

PI3K Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic 

POLD1 DNA Polymerase Delta 1, Catalytic Subunit 

POLE DNA Polymerase Epsilon, Catalytic Subunit 

PRKDC Protein Kinase, DNA-Activated, Catalytic Subunit 

PTTG1 PTTG1 Regulator Of Sister Chromatid Separation, Securin 

RAD50 RAD50 Double Strand Break Repair Protein 

RAD51 RAD51 Recombinase 

RAD51B RAD51 Paralog B 

RAD51C RAD51 Paralog C 

RAD51D RAD51 Paralog D 

RAD52 RAD52 Homolog, DNA Repair Protein 

RAD9 RAD9 Checkpoint Clamp Component A 

RNA Ácido ribonucleico (Ribonucleic acid) 

RNF8 Ring Finger Protein 8 

ROS Reactive Oxygen Species 

RPA Replication Protein A1 

SFB Suero Fetal Bovino 

SLX1 SLX1 Homolog A, Structure-Specific Endonuclease Subunit 

SLX4 SLX4 Structure-Specific Endonuclease Subunit 
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SSA Alineamiento de Cadena Única (Single Strand Annealing) 

SSB Ruptura de Cadena Sencilla/Única (Single Strand Break) 

TFIIH ERCC Excision Repair 3, TFIIH Core Complex Helicase Subunit 

TNFα Tumor Necrosis Factor 

TOP3A DNA Topoisomerase III Alpha 

TOPBP1 DNA Topoisomerase II Binding Protein 1 

TP53 Tumor Protein P53 

TRBP TARBP2 Subunit Of RISC Loading Complex 

UNG Uracil DNA Glycosylase 

UTR Región no traducida (Untranslated region) 

UV Ultravioleta 

XLF Non-Homologous End Joining Factor 1, XRCC4-Like Factor 

XPA XPA, DNA Damage Recognition And Repair Factor 

XPB ERCC Excision Repair 3, TFIIH Core Complex Helicase Subunit 

XPC XPC Complex Subunit, DNA Damage Recognition And Repair 

XPD ERCC Excision Repair 2, TFIIH Core Complex Helicase Subunit 

XPE Damage Specific DNA Binding Protein 1 

XPF ERCC Excision Repair 4, Endonuclease Catalytic Subunit 

XPG ERCC Excision Repair 5, Endonuclease 

XRCC1 X-Ray Repair Cross Complementing 1 

XRCC2 X-Ray Repair Cross Complementing 2 

XRCC3 X-Ray Repair Cross Complementing 3 

XRCC4 X-Ray Repair Cross Complementing 4 

XRCC7 Protein Kinase, DNA-Activated, Catalytic Subunit 

XRN1 5'-3' Exoribonuclease 1 
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Resumen 

En este trabajo se estudió el papel de los microRNAs (miRNAs) miR-27b-3p y miR-155-

5p en la reparación del daño al ADN. La expresión de ambos miRNAs se ha observado 

desregulada en diversos tipos de cáncer y algunos estudios sugieren que pueden 

desempeñar un papel en la reparación del ADN, sin embargo, su función en este contexto 

es mayormente desconocida. Para estudiar esta posibilidad, se indujo la sobreexpresión 

de miR-27b-3p y miR-155-5p en fibroblastos murinos embrionarios pertenecientes a la 

línea celular BALB/c-3T3 A31-1-1 y se expusieron a diferentes agentes de daño al ADN 

con distintos mecanismos de acción. Se evaluó la capacidad de reparación del ADN de 

las células que sobreexpresaban miR-27b-3p y miR-155-5p y se comparó con la de 

células con expresión basal. Observamos que las células que sobreexpresaban miR-

27b-3p redujeron su capacidad para reparar las lesiones generadas por cloruro férrico 

(FeCl3), radiación ionizante (RI) y doxorrubicina (DOX) principalmente. Las células que 

sobreexpresaban miR-155-5p no presentaron cambios en su capacidad de reparación. 

La inhibición de la expresión de miR-27b-3p no tuvo efectos sobre la capacidad de 

reparación del ADN. De acuerdo con un análisis in silico para la búsqueda de blancos 

predichos para ambos miRNAs, miR-27b-3p podría modular la expresión de un número 

de genes mayor que miR-155-5p. Se analizó la expresión de 84 genes involucrados en 

la reparación del ADN en células que sobreexpresaban miR-27b-3p y se observaron 27 

genes con una expresión desregulada. De acuerdo con un análisis de enriquecimiento 

de vías, dichos genes desregulados participan principalmente en la reparación de DSBs 

por recombinación de homólogos (HRR) y de lesiones oxidativas por escisión de bases 

(BER), así como en la señalización de rupturas de doble cadena (DSBs) y regulación del 

ciclo celular. La sobreexpresión de miR-27b-3p también altera el perfil de expresión de 

los genes de reparación durante la reparación del daño al ADN generado por DOX. Los 

resultados de este trabajo demuestran que miR-27b-3p funciona como un regulador 

negativo de la reparación del ADN y que el aumento en su expresión reduce la capacidad 

de reparación al alterar la expresión de genes involucrados en HRR, BER, así como en 

la señalización de DSBs y regulación del ciclo celular. 
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Abstract 

 

This work studied the role of miR-27b-3p and miR-155-5p microRNAs (miRNAs) in DNA 

damage repair. The expression of both miRNAs has been observed to be deregulated in 

various types of cancer, and some studies suggest that they may play a role in DNA 

repair; however, their role in this context is largely unknown. The overexpression of miR-

27b-3p and miR-155-5p was induced in murine embryonic fibroblasts belonging to the 

BALB/c-3T3 A31-1-1 cell line and exposed to different DNA damage agents with different 

mechanisms of action. Cells overexpressing miR-27b-3p and miR-155-5p were assessed 

for DNA repair capacity and compared to cells with basal expression. We observed that 

cells that overexpressed miR-27b-3p reduced their ability to repair lesions generated by 

ferric chloride (FeCl3), ionizing radiation (IR), and doxorubicin (DOX) mainly. Cells that 

overexpressed miR-155-5p did not show changes in their repair capacity. Inhibition of 

miR-27b-3p expression did not affect DNA repair capacity. A bioinformatic analysis 

showed that both miRNAs could potentially modulate DNA repair gene expression, with 

miR-27b-3p having a larger number of predicted target genes than miR-155-5p. The 

expression of 84 genes involved in DNA repair in cells that overexpressed miR-27b-3p 

was analyzed, and 27 genes with deregulated expression were observed. According to a 

pathway enrichment analysis, these deregulated genes are mainly involved in repairing 

DSBs by homologous recombination repair (HRR) and oxidative damage by base 

excision repair (BER), as well as in double-strand break (DSB) signaling and cell cycle 

regulation. Overexpression of miR-27b-3p also alters the expression profile of repair 

genes during DOX-generated DNA damage repair. The results of this work demonstrate 

that miR-27b-3p functions as a negative regulator of DNA repair and that increased 

expression reduces repair capacity by altering the expression of genes involved in HRR, 

BER, DSB signaling, and cell cycle regulation. 

 

 



Papel de los microRNAs 27b y 155 en la regulación de la reparación del daño al ADN | Ricardo Iván Peraza Vega 

7 
 

Introducción 

Desde su descubrimiento en trabajos relacionados con genes heterocrónicos de 

Caenorhabditis elegans en 1993  [1], los microRNAs (miRNAs) han demostrado ser 

actores fundamentales en el control de la expresión génica a nivel post-transcripcional. 

Los miRNAs son cadenas cortas de ARN (~22 nt de longitud), procesados a partir de 

regiones tallo-asa o hairpin formados por transcritos más largos, que regulan 

virtualmente todos los procesos celulares [2]. Los miRNAs modulan post-

transcripcionalmente la expresión de genes mediante su unión con secuencias 

complementarias de ARN mensajero (mRNA) regulando así la traducción y estabilidad 

de éstos. Debido a que la abundancia y la actividad de miRNAs difieren entre tipos 

celulares y a lo largo del desarrollo, es posible generar patrones de expresión génica 

muy particulares, sobre los cuales la evolución puede modelar complejas redes 

regulatorias requeridas para afrontar contingencias ambientales, genéticas y 

estocásticas [2]. 

Los miRNAs probablemente surgieron más de una vez durante la evolución en distintos 

reinos y muchos de ellos han permanecido conservados entre especies pertenecientes 

al mismo reino [2–4]. El número de miRNAs en cada especie es variable y está 

directamente correlacionado con la complejidad morfológica de los organismos, lo cual 

sugiere que la aparición de miRNAs nuevos a lo largo de la evolución puede ser una 

pieza clave en la aparición de organismos complejos [2]. Actualmente, el número de 

miRNAs anotados para humano es de 2,654 (secuencias maduras) [5], sin embargo, aún 

se desconoce el número total exacto de miRNAs existentes en el genoma humano. Por 

medio de predicciones computacionales y la identificación de mRNAs blanco a través del 

análisis de datos de secuenciación masiva, se ha estimado que cada miRNA puede, en 

teoría, unirse a cientos de mRNAs diferentes lo cual de forma colectiva resulta en la 

regulación de la expresión de más de la mitad de los genes que codifican proteínas en 

humano [6]. 

Las perturbaciones en la expresión y actividad de los miRNAs, por lo tanto, pueden tener 

consecuencias negativas para la célula y el organismo a distintos niveles, entre los que 
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se incluyen defectos en el desarrollo embrionario, alteraciones en el metabolismo, la 

proliferación y la división celular, defectos en la reparación del daño al ADN, entre otros. 

 

Biogénesis y función de los miRNAs 

El modelo canónico de biogénesis de los miRNAs en mamíferos fue formulado con base 

en dos observaciones. La primera fue que los miRNAs son inicialmente producidos como 

transcritos primarios largos (pri-miRNAs) que luego son procesados para generar 

precursores intermediarios con forma de tallo-asa (pre-miRNAs), los cuales son cortados 

nuevamente generando así miRNAs maduros. La segunda observación fue que las 

actividades catalíticas para el primer y segundo corte ocurren en el núcleo y el 

citoplasma, respectivamente. De tal forma que la exportación nuclear del pre-miRNA es 

necesaria para que el procesamiento en el citoplasma pueda ocurrir (Fig. 1). 
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Figura 1. Esquema general de la biogénesis de los microRNAs. El pri-miRNA es transcrito por la ARN 
polimerasa II (RNA Pol II) y adquiere una estructura secundaría tallo-asa, la cual es cortada por el complejo 
Microprocesador (DROSHA-DGCR8) para liberar un pre-miRNA. El pre-miRNA es exportado al citoplasma 
por la Exportina 5 (Xpo5) y RAN-GTP. En el citoplasma, el pre-miRNA es cortado por el complejo DICER-
TRBP y se produce un dúplex de RNA, el cual es cargado en la proteína Argonauta (AGO2). Sólo una de 
las dos cadenas del dúplex de ARN permanece en Ago2, y la otra es degradada, quedando así el Complejo 
Silenciador Inducido por miRNA (miRISC), el cual reconoce RNAs mensajeros con una secuencia 
complementaria a la del miRNA que lleva incorporado, inhibiendo así su traducción.  

 

La transcripción de los genes que codifican miRNAs produce transcritos primarios, 

llamados pri-miRNAs, que suelen ser de al menos 1 kb de longitud y que presentan una 

región tallo-asa [7,8]. Un pri-miRNA típico consiste de un tallo de 33-35 pb, un loop 

terminal y segmentos de cadena sencilla en los extremos 5’ y 3’ de longitud variable [8]. 

El tallo-asa del pri-miRNA es cortado por una RNasa tipo III conocida como DROSHA 

generando el pre-miRNA de ~65 nt de longitud (Fig. 1). DROSHA contiene dos dominios 

de Rnasa tipo III (RIIIDs) en tándem en su estructura molecular, así como un dominio de 

unión a ARN de doble cadena (dsRBDs), dichos dominios son esenciales para el 

procesamiento de los pri-miRNAs. Posteriormente, DROSHA interacciona con el cofactor 

DGCR8, y forma un complejo proteico conocido como Microprocesador el cual corta al 

pri-miRNA a aproximadamente 11 pb de distancia desde la base del tallo del hairpin y a 
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aproximadamente a 22 pb de la unión apical del loop terminal dejando un “overhang” de 

dos nucleótidos en el extremo 3’ del pre-miRNA [8]. 

Después del procesamiento por DROSHA, el pre-miRNA es exportado al citoplasma 

donde es procesado por otra RNasa tipo III denominada DICER quien con ayuda del 

cofactor TRBP genera un producto final de ~22 nt de longitud (Fig. 1). La exportación 

ocurre a través de canales proteicos embebidos en la membrana nuclear y es mediada 

por el receptor nuclear exportina-5 (EXP5) en asociación con el cofactor Ran unido a 

GTP [7–9]. DICER tiene dos dominios RNasa tipo III en tándem, un dominio de unión a 

ARN de doble cadena (dsRBD) y corta al pre-miRNA a 22 nt de distancia del extremo 

opuesto al loop del hairpin, dejando, al igual que DROSHA, un “overhang” de 2 nt en el 

extremo 3’ y generando finalmente un dúplex de ARN de ~22 nt de longitud [10]. 

Luego del procesamiento por DROSHA y DICER, el dúplex de miRNA maduro es 

incorporado en un complejo efector conocido como miRISC (complejo silenciador 

inducido por miRNA) conformado por el componente catalítico Argonauta RISC (AGO2) 

y el propio dúplex de ARN (Fig. 1). En este momento una de las dos cadenas del dúplex 

es descartada de miRISC en un proceso dependiente de la estabilidad termodinámica 

relativa de los dos extremos del dúplex. La cadena que tenga un apareamiento de bases 

relativamente más inestable en el extremo 5’ es la que permanece con mayor frecuencia 

dentro de miRISC, mientras que la cadena con una interacción más fuerte en 5’ es 

generalmente descartada. Se piensa que la interacción débil en el 5’ facilita la apertura 

del dúplex desde ese extremo y el comienzo del desenrollamiento del dúplex mediado 

por AGO2 [10,11]. La cadena que permanece se conoce como “cadena guía” es el 

miRNA maduro activo, mientras que la cadena descartada del miRISC se denomina 

“cadena pasajera” [10]. 

El complejo miRISC se une a mRNAs con una secuencia complementaria a la del miRNA 

e inhibe su traducción (Fig. 1). Los miRNAs interaccionan con sus mRNAs blanco 

formando apareamientos Watson-Crick con las regiones no traducidas (UTRs) o incluso 

con regiones codificantes del mensajero [12]. La región 5’ representada por los 

nucleótidos 2 al 8 del miRNA maduro, representan una región particularmente 

conservada entre miRNAs de diferentes especies. Esta región, se denomina región 
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semilla y es el contribuyente más importante para determinar la especificidad de la unión 

del miRNA y sus mRNAs los blanco [13]. Se ha demostrado que el reconocimiento del 

mRNA blanco es iniciado por un apareamiento transitorio con un segmento de la región 

semilla (nucleótidos 2 al 4) el cual se vuelve cinéticamente estable cuando el 

apareamiento se extiende a la longitud completa de la región semilla. AGO2 estabiliza 

esta interacción para incrementar el tiempo de permanencia en el sitio de reconocimiento 

mucho más tiempo del que se esperaría para un apareamiento RNA-RNA [14]. La unión 

del miRNA con su blanco causa la represión de la traducción y en algunos cass también 

puede promover la degradación del mRNA. Al respecto, se ha sugerido que los miRNAs 

primeramente reprimen la traducción y luego promueven el decaimiento de sus blancos. 

El momento de decaimiento puede variar dependiendo del contexto celular, por ejemplo, 

en células embrionarias, los blancos traduccionalmente reprimidos permanecen estables 

durante más tiempo que en células con mecanismos de vigilancia más robustos, donde 

son degradados más rápidamente [4]. 

Se ha sugerido que los miRNAs inhiben la traducción dependiente del Cap ubicado en el 

extremo 5’ del mRNA blanco. La posterior degradación del mRNA blanco es catalizada 

por enzimas involucradas en la vía de decaimiento de mRNAs 5’-3’, en la cual el mRNA 

es desadenilado por la acción de las subunidades de ribonucleasa específica de poli(A) 

PAN2 y PAN3 y el receptor 4 de quimioquinas con motivo C-C (CCR4-NOT) para luego 

ser decapitado por la acción de la metaloenzima decapante de ARNm 2 (DCP2) y otras 

proteínas que actúan como cofactores. Finalmente los mRNA son degradados por la 

exoribonucleasa-1  5’ – 3’ XRN1 [6]. 

 

Papel de los miRNAs en la reparación del daño al ADN 

El ADN está constantemente expuesto a numerosos agentes exógenos y endógenos que 

son capaces de alterar su estructura química y producir una variedad de modificaciones 

químicas conocidas comúnmente como “lesiones” o “daño”. Se estima que un día 

ocurren entre 104 y 105 lesiones al ADN en una célula de mamífero [15,16]. La presencia 

de tales lesiones puede generar mutaciones en la secuencia del ADN alterando así la 

integridad de la información genética y comprometiendo el correcto funcionamiento de 
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los procesos celulares. La acumulación del daño en el ADN puede promover un estado 

de inestabilidad genómica que resulta en el desarrollo de enfermedades como el cáncer. 

La reparación del daño al ADN permite, por lo tanto, mantener la integridad del genoma 

y la transmisión fidedigna de la información genética a las células hijas. 

Entre los múltiples procesos celulares regulados por los miRNAs se encuentra 

precisamente la reparación del daño al ADN. Se ha observado que un gran número de 

miRNAs participan como moduladores de la expresión de genes involucrados en la 

respuesta al daño al ADN (DDR, por las siglas en inglés de DNA damage response) y en 

los distintos mecanismos de reparación del daño al ADN [17–19]. De igual manera, la 

presencia de daño en el ADN puede funcionar como un estímulo que promueve la 

expresión de miRNAs específicos a través de proteínas de señalización. Uno de los 

actores fundamentales en la señalización y activación de la DDR es la cinasa 

Serina/Treonina ATM (ATM), la cual puede promover la biogénesis de un número 

importante de miRNAs por medio de la activación de TP53 o a través de la fosforilación 

de la proteína reguladora de empalme tipo KH (KSRP), quien puede unirse con gran 

afinidad al loop terminal de determinados pri-miRNAs y pre-miRNAs e interaccionar con 

DROSHA o DICER facilitando así la biogénesis de ciertos miRNAs [20]. 

Se ha observado que el nivel de exportación de diversos pre-miRNAs desde el núcleo al 

citoplasma se incrementa cuando existe la presencia de daño en el ADN. Lo anterior es 

debido a la actividad de la cinasa 1 serina/treonina AKT (AKT), una cinasa activada por 

ATM, a su vez, AKT fosforila a la nucleoporina 153 (NUP153) resultando en un 

incremento en la interacción entre NUP153 y EXP5 [21]. El tratamiento con diferentes 

tipos y dosis de agentes causantes de daño al ADN resulta en una activación diferencial 

de diversos miRNAs [22], lo cual sugiere que los miRNAs regulan la reparación del ADN 

mediante un mecanismo basado en la naturaleza e intensidad del daño [23]. Asimismo, 

muchos promotores de miRNAs tienen características similares a las de genes 

codificantes de proteínas y su expresión puede ser controlada por distintos factores de 

transcripción involucrados en la DDR, tales como TP53, el factor de transcripción E2F 

(E2F) y el factor de transcripción MYC [24]. Por ejemplo, se ha visto que el daño al ADN 

promueve la expresión dependiente de TP53 de miR-34, miR-192, miR-194 y miR-215, 
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lo cual favorece el arresto del ciclo celular dado que dichos miRNAs tienen como blancos 

a varios transcritos involucrados en la regulación del ciclo celular [24–26]. 

 

Mecanismos de reparación del daño al ADN 

Las células cuentan con mecanismos que permiten reparar los distintos tipos de lesiones 

que ocurren en el ADN. De manera general, se han descrito cinco principales 

mecanismos: reparación por escisión de bases (BER), reparación por escisión de 

nucleótidos (NER), reparación de apareamientos de base incorrectos (MMR), unión de 

extremos no homólogos (NHEJ) y la reparación por recombinación homóloga (HRR) (Fig. 

2). El mecanismo empleado por la célula dependerá del tipo de lesión presente en el 

ADN, la etapa del ciclo celular y el grado de diferenciación celular [27,28]. 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Tipos de daño al DNA y mecanismos de reparación asociados. Diversos agentes físicos y 
químicos generan distintos tipos de daño, los cuales son reparados por mecanismos de reparación 
específicos. 
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Reparación por escisión de bases (BER) 

Las lesiones oxidativas al ADN generadas por especies reactivas de oxígeno (ROS, por 

las siglas en inglés de Reactive Oxygen Species), la alquilación de bases, producto de 

la reacción del ADN con determinados metabolitos y agentes ambientales, así como las 

reacciones de hidrólisis espontáneas como la desaminación y la despurinación, son 

lesiones que no distorsionan en gran medida la estructura de la molécula de ADN y que 

son reparadas por la célula a través del mecanismo BER [29]. Es posible identificar 

ciertas etapas generales ocurriendo a lo largo de este mecanismo de reparación: 1) la 

detección y remoción de la base de ADN alterada por una ADN glicosilasa generando 

así un sitio abásico (sitios apurínicos o apirimídicos: AP) temporal por el corte del enlace 

N-glucosídico, 2) la incisión por parte de una endonucleasa sobre el sitio AP para cortar 

el enlace fosfodiéster tras lo cual se produce una ruptura de cadena única/sencilla (SSB) 

temporal, 3) la síntesis de ADN por parte de una polimerasa y 4) la ligación del ADN 

mediante la acción de una ligasa (Fig. 3). 

El primer paso enzimático durante BER es llevado a cabo por ADN glicosilasas que 

catalizan el corte del enlace N-glucosídico entre la base sustrato y la posición 1’ de la 

desoxirribosa creando así un sitio AP [28,30–33]. Se han identificado al menos 12 

diferentes glicosilasas, las cuales presentan ciertas diferencias estructurales entre sí que 

les permiten detectar y remover lesiones de base específicas a cada enzima o con un 

bajo número de sustratos compartidos [34]. Sin embargo, la mayoría de las glicosilasas 

funcionan bajo un mismo mecanismo para la escisión de bases. Dicho mecanismo 

consiste en “girar” la base (base flipping) hacia el exterior de la doble hélice, lo que 

permite su acoplamiento en el sitio activo de la enzima y el corte del enlace N-glucosídico 

[33]. Posteriormente, ocurre el corte del enlace fosfodiéster para producir un SSB, este 

corte puede ser llevado a cabo por la propia glicosilasa, si es que cuenta con actividad 

AP liasa, o por otras enzimas AP endonucleasas [30]. De las 12 glicosilasas descritas, 5 

de ellas cuentan con actividad AP liasa y se les denomina como glicosilasas 

bifuncionales, por lo tanto son glicosilasas que además de liberar a la base modificada, 

pueden realizar el corte del enlace fosfodiéster para generar el SSB [30]. Cuando la 

glicosilasa no puede realizar este segundo paso, como es el caso de las glicosilasas 

monofuncionales, la endodesoxirrinonucleasa específica de stios 
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apurínicos/apurimidínicos APE1 (APE1) se encarga de hidrolizar el enlace fosfodiéster y 

crear el SSB con un grupo 3’-OH y un 5’-desoxiribosa fosfato (dRP) [35,36]. Posterior al 

corte por APE1 en el sitio AP, ocurre la remoción del 5’-dRP y la inserción del nucleótido 

faltante, ambos llevados a cabo por la ADN polimerasa β en un proceso conocido como 

short-patch BER (SP-BER) [36,37]. 

Además de SP-BER, puede ocurrir un proceso alternativo conocido como long-patch 

BER (LP-BER), en el cual, la síntesis de ADN es de más de un solo nucleótido (desde 2 

a 12 nucleótidos) involucrando el desplazamiento de una de las dos cadenas de ADN y 

la formación de un saliente 5’ temporal [36]. Durante LP-BER, la síntesis de ADN está a 

cargo de las polimerasas Pol δ y la Pol ε en conjunto con PCNA. Dichas polimerasas 

llevan a cabo la síntesis de ADN al mismo tiempo que van desplazando la cadena original 

y formando el saliente temporal. Dicho saliente es cortado por una nucleasa estructura-

específica, principalmente por la endonucleasa 1 específica de estructura FEN1 (FEN1), 

para formar así un sustrato que pueda ser ligado [30]. 

El paso final de BER, y de todos los mecanismos de reparación, es sellar generando un 

enlace fosfodiéster covalente entre el extremo 3’-OH del nucleótido río arriba y el extremo 

5’-PO4 del nucleótido río abajo. En el caso de BER, este paso final es llevado a cabo por 

la ADN-ligasa 3 (LIG3) en asociación con el complemento cruzado de reparación de 

rayos X 1 (XRCC1) para el caso de SP-BER y la ADN-ligasa 1 (LIG1) en el caso de LP-

BER [30]. 
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Reparación por escisión de nucleótidos (NER) 

A diferencia de las lesiones reparadas por BER, NER actúa sobre lesiones que sí 

distorsionan de manera importante la estructura de la doble hélice del ADN. NER permite 

reparar lesiones como los dímeros ciclobutano-pirimidina (CPDs) y fotoproductos 6-4 

pirimidina-pirimidona (6-4PPs), los cuales son las principales lesiones generadas por luz 

UV. Asimismo, actúa en la reparación de aductos químicos de gran volumen, enlaces 

cruzados inter e intracadena generados por agentes como el cisplatino y ciclopurinas 

Figura 3. Mecanismo general la reparación por escisión de bases (BER). BER permite la reparación 
de bases oxidadas, desaminadas o alquiladas. Puede actuar a través de dos sub-vías conocidas como 
long-patch BER (LP-BER) y short-patch BER (SP-BER). 
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generadas por ROS [16]. Los pasos generales de NER incluyen la detección de la lesión, 

la escisión del fragmento de ADN que contiene la lesión y la síntesis y ligación de la 

sección liberada [38] (Fig. 4). La detección de lesiones en NER puede ocurrir de dos 

formas: de manera global (global genome NER, GG-NER) o de forma acoplada a la 

transcripción (transcription-coupled NER, TC-NER). En GG-NER, todo el genoma es 

examinado en busca de distorsiones en la estructura de doble hélice del ADN, mientras 

que en TC-NER, la señalización comienza cuando la ARN Pol II queda estancada 

durante el proceso de elongación de la transcripción en una región del ADN donde existe 

una lesión [38] (Fig. 4). 

En GG-NER, el reconocimiento de las lesiones que no alteran la estructura de hélice del 

ADN ocurre por la proteína unión a ADN específica 1 (XPE), formada por las subunidades 

específicas de daño DDB1 y DDB2, quienes detecta la lesión y forma un complejo con el 

ADN que es luego transferido a la subunidad del complejo XPC (XPC). Por otra parte, 

XPC es capaz de detectar las lesiones que sí alteran la estructura tridimensional del ADN 

[39,40]. En TC-NER, el estancamiento de la ARN Pol II inicia le señalización y 

reclutamiento de factores específicos de TC-NER tales como la subunidad del complejo 

de ubiquitina ligasa CSA (CSA) y el factor de remodelación de la cromatina CSB (CSB) 

(en lugar de XPE y XPC), quienes remueven la ARN Pol II estancada y permiten el 

acceso del resto de proteínas de NER. Después de la detección de la lesión, tanto GG-

NER como TC-NER prosiguen de la misma manera general. El siguiente paso ocurre 

cuando el factor de reconocimiento  XPA (XPA) y la subunidad helicasa del complejo 

central TFIIH (TFIIH), quien contiene a las helicasas XPB y XPD, son reclutados hacia el 

sitio de la lesión para formar un complejo abierto y permitir la verificación de la lesión 

[41]. RPA se une a las secciones de cadena sencilla lo que permite la extensión y 

estabilización del complejo [38,42]. Posteriormente, el complejo formado por subunidad 

endonucleasa no catalítica (ERCC1) con la subunidad catalítica endonucleasa XPF 

(XPF) y la endonucleasa XPG (XPG) cortan la cadena que contiene la lesión en ambos 

lados 5’ y 3’ dejando un fragmento de ~30 nt de longitud. Finalmente, la ADN polimerasa 

Pol δ ó ε realiza la síntesis de ADN utilizando como molde la cadena complementaria 

libre de la lesión y la ligasa I sella el corte restante [43]. 
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Figura 4. Mecanismo general la reparación por escisión de nucleótidos (NER). NER permite la 
reparación de lesiones como 6-4PPs y CPDs generados por luz UV. La detección de lesiones en NER 
puede ocurrir de dos formas: de manera global (GG-NER) o de forma acoplada a la transcripción (TC-
NER). 
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Reparación de rupturas de doble cadena por unión de extremos no homólogos (NHEJ) 

y por recombinación homóloga (HRR) 

Entre los diferentes tipos de lesiones que pueden ocurrir en el ADN, las rupturas de doble 

cadena (DSBs, por las siglas en inglés de double-strand breaks) son consideradas como 

lesiones altamente citotóxicas dado que pueden conducir a la pérdida sustancial de 

información genética con mayor probabilidad que otros tipos de lesiones, incrementar la 

frecuencia de mutaciones y promover la formación de aberraciones cromosómicas. Tales 

alteraciones pueden finalmente conducir a la muerte celular, envejecimiento prematuro, 

neurodegeneración, inmunodeficiencia y cáncer [44,45]. Los DSBs pueden ser 

generados de diversas maneras, incluyendo la exposición a radiación ionizante (RI), el 

colapso de la maquinaria de replicación por la presencia de otro tipo de lesiones, la 

conversión espontánea a DSBs de clústeres de SSBs, las modificaciones transitorias 

sobre el ADN producidas por otros mecanismos como BER, y el efecto de compuestos 

químicos radiomiméticos [46]. Se estima que al día ocurren entre 10 y 50 DSBs en células 

humanas de manera endógena [47]. 

Los DSBs son reparados a través de la vía de unión de extremos no homólogos (non-

homologous end joining, NHEJ) (Fig. 5) y la reparación por recombinación de homólogos 

(homologous recombination repair, HRR) (Fig. 6), la utilización de uno u otro mecanismo 

por parte de la célula depende de factores que incluyen la etapa del ciclo celular durante 

la cual ocurrió la lesión. La reparación a través de NHEJ no requiere de la presencia de 

un cromosoma homólogo, por lo que puede ser empleado en cualquier fase del ciclo 

celular, aunque es mayormente activo durante las fases G0 y G1. Por otro lado, HRR 

hace uso de la secuencia del cromosoma homólogo correspondiente al sitio donde 

ocurrió el DSB y por lo tanto es el mecanismo predominante en las fases S y G2 [48–50].  
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NHEJ 

Al igual que otros mecanismos de reparación, NHEJ requiere de una nucleasa para hacer 

una resección de la zona dañada del ADN, polimerasas para sintetizar ADN nuevo y una 

ligasa para restaurar la integridad de las cadenas de ADN (Fig. 5). La maquinaria de 

NHEJ reconoce los DSBs y los une de forma indiscriminada, se trata por lo tanto, de un 

mecanismo propenso a errores y potencialmente genotóxico [51]. En células humanas, 

NHEJ repara la gran mayoría de los DSBs fuera de las fases S y G2 del ciclo celular. Sin 

embargo, también se ha propuesto que puede reparar cerca del 80% de los DSBs en G2 

y S que ocurren en zonas no proximales a la horquilla de replicación [52,53]. 

En la reparación por NHEJ, cuando surge un DSBs en el ADN de las células de 

vertebrados, éste es reconocido por un heterodímero que consiste de las proteínas de 

reparación  Ku70 y Ku80 (Ku) para formar un complejo Ku:ADN el cual funciona como 

un nodo en el cual pueden luego unirse otras proteínas que participan en NHEJ [51,52] 

(Fig. 5). Se piensa que hay un complejo Ku:ADN en cada uno de los extremos del DSB, 

lo cual permite que éste sea modificado en preparación para su posterior unión [51]. Ku 

funciona como un cofactor específico para el reclutamiento estable de la subunidad 

catalítica de la cinasa proteína-ADN llamada DNA-PKcs (codificada por 

PRKDC/XRCC7). La cinasa DNA-PKcs actúa como un señalizador de DSBs, regula el 

procesamiento de los extremos del DSB a través de la fosforilación de distintos sustratos 

y facilita el reclutamiento de otros efectores que participan en NHEJ, por lo tanto juega 

un papel crucial en dicho mecanismo de reparación [54]. 

La mayoría de los DSBs tienen dos extremos de ADN incompatibles que no permiten la 

ligación directa debido a modificaciones químicas en 5’ ó 3’ así como la presencia de 

salientes (overhangs) no apareables. Es aquí donde la actividad de resección de ciertas 

nucleasas permite que los dos extremos sean compatibles. Dicha resección involucra la 

degradación de secciones cortas de los salientes 5’ o 3’ ya sea por la actividad de 

exonucleasas o endonucleasas para exponer o generar regiones cortas de 

microhomología (≤ 4 nt) entre las cadenas para facilitar la unión de los extremos. Este 

proceso es distinto al de la resección extensa (≥ 20 nt) que ocurre para iniciar HRR. 

Cuando la resección de ADN es necesaria en NHEJ, DNA-PKcs se asocia con la 



Papel de los microRNAs 27b y 155 en la regulación de la reparación del daño al ADN | Ricardo Iván Peraza Vega 

21 
 

endonucleasa-exonucleasa Artemis (DCLRE1C). Cuando DNA-PKcs se une al ADN se 

autofosforila y activa a Artemis permitiendo su actividad endonucleasa [55], la cual 

entonces puede procesar al ADN en los límites entre el ADN de cadena sencilla y el de 

cadena doble sobre los salientes 5’ y 3’, los cuales son creados frecuentemente en las 

rupturas de ADN [56,57] (Fig. 5). Se ha estimado que entre el 20 y 50% de los DSBs 

inducidos por RI requieren de Artemis para su reparación [58,59]. El complejo Artemis-

DNA-PKcs remueve endonucleolíticamente los salientes de ADN de 5’ y 3’para crear 

estructuras que puedan ser ligadas por el complejo XRCC4-ADN-LIG4 

Las ADN polimerasas Pol μ y Pol λ son dos polimerasas de baja fidelidad que participan 

en NHEJ al interaccionar con Ku [60] (Fig. 5). Ambas pueden incorporar nucleótidos de 

forma dependiente o independiente de una cadena molde, aunque Pol μ hace esto último 

con mayor frecuencia [60–62]. Pol μ promueve el ligamiento de los salientes 3’ 

incompatibles añadiendo nucleótidos sin usar una cadena molde y generando regiones 

de micro-homología que permitan el apareamiento y ligación [63]. Pol λ promueve 

principalmente la ligación de salientes compatibles que requieren una síntesis de llenado 

[63,64]. Es decir, cuando los salientes opuestos son apareables pero queda un espacio 

que debe ser llenado antes de la ligación. Por lo tanto, no es de sorprender que Pol λ 

tengo muy poco efecto en la unión de salientes 3’ que no son apareables ya que no le 

proveen de una cadena molde [65]. 

La ADN ligasa IV (LIG4) funciona exclusivamente en NHEJ y es considerada como la 

ligasa catalíticamente más flexible dado que tiene la capacidad para ligar sobre huecos 

y extremos de ADN incompatibles [51,62]. LIG4 interacciona y forma un complejo con el 

gen de reparación de rayos X complemento cruzado 4 (XRCC4) y el factor 1 de unión de 

extremos no homólogos, factor similar a XRCC4 (XLF) (Fig. 5). La interacción con 

XRCC4 favorece la actividad enzimática de LIG4 [52], mientras que el factor XLF es una 

proteína que ayuda en la ligación eficiente de los extremos del DSB al facilitar la unión 

de salientes 5’ y 3’ incompatibles [63,65]. 

 



Papel de los microRNAs 27b y 155 en la regulación de la reparación del daño al ADN | Ricardo Iván Peraza Vega 

22 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Esquema general de la reparación de rupturas de cadena doble (DSBs) a través del 
mecanismo de unión de extremos no homólogos (NHEJ). 
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HRR 

Dado que la HRR requiere de la presencia de un cromosoma homólogo sin daño para 

reparar los DSBs, es generalmente considerado como un mecanismo de reparación libre 

de errores [66]. Este mecanismo utiliza un molde de ADN para reparar el sitio donde 

ocurrió el DSB y por lo tanto su actividad está limitada a las fases S y G2 del ciclo celular, 

una vez que la replicación del ADN ha ocurrido [67].  

Se pueden distinguir tres fases principales durante la reparación por HRR: pre-sinapsis, 

sinapsis y post-sinapsis (Fig. 6). Durante la pre-sinapsis, ocurre la detección del DSB 

acompañada del procesamiento nucleolítico 5’ – 3’ de los extremos de ADN de cadena 

sencilla (ssDNA) a cargo del complejo formado por la nucleasa de reparación de ruptura 

de doble hebra MRE11A (MRE11A), la proteína reparadora de roturas de doble hebra 

RAD50 (RAD5) y la nibrina 1 (NBS1) (MRE11A-RAD50-NBS1) (en conjunto: MRN) para 

generar moléculas con un extremo saliente 3’ de ssDNA. El complejo MRN actúa como 

un sensor de DSBs, como coactivador para la señalización de “checkpoints” del ciclo 

celular inducidos por la presencia de DSBs y como un efector en la reparación por HRR 

[68,69]. MRE11A tiene actividad de endonucleasa y exonucleasa [70]. RAD50 posee 

actividad de ATPasa y adenilato cinasa, estimula la unión a ADN y la actividad nucleasa 

de MRE11A. NBS1 no presenta actividades enzimáticas pero su reclutamiento a los 

DSBs es esencial para la activación de ATM y el inicio de la DDR [71,72]. La exonucleasa 

de EXO1 y el complejo formado por la helicasa de replicación DNA2 (DNA2) y la helicasa 

BLM (BLM) Dna2/BLM están implicadas en la formación del saliente 3’. La exonucleasa 

1 EXO1 es un miembro de la familia de nucleasas XPG, la cual incluye a las nucleasas 

XPG, FEN1 y GEN1 [73,74]. EXO1 presenta actividad exonucleasa dependiente de doble 

cadena 5’-3’ y actividad endonucleasa específica para estructuras 5’-flap [75,76]. EXO1 

es reclutada a los DSBs por medio de la endonucleasa RBBP8 (CtIP) y actúa 

preferencialmente sobre ADN de doble cadena con extremos 5’ resectados producto de 

la actividad de MRN estimulada por CtIP [77]. 

Luego del procesamiento nucleolítico, en la fase de sinapsis, los extremos 3’ ssDNA son 

cubiertos por la proteína de replicación A1 (RPA) (Fig. 6). La unión de RPA elimina 

estructuras secundarias en las secciones de ssDNA, lo cual es necesario para el correcto 
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ensamblaje de los filamentos de la recombinasa RAD51 [78]. El ssDNA cubierto con RPA 

es un sustrato importante para el reclutamiento de recombinasas como RAD51 que 

llevan a cabo el intercambio de las cadenas homólogas de ADN. La presencia de RPA 

en el 3’ ssDNA regula negativamente el ensamblaje de RAD51, por lo que debe ser 

previamente removido por otras proteínas mediadoras de la recombinación como 

RAD52, las proteínas asociadas a reparación BRCA1, BRCA2, y otros parálogos de 

RAD51 como RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2, XRCC3 [78,79]. Las recombinasas 

clave en eucariontes son DMC1 y RAD51. DMC1 está involucrada principalmente en la 

recombinación meiótica, mientras que RAD51 es la recombinasa esencial en HRR. Una 

vez removido RPA, RAD51 interacciona con ssDNA de una forma dependiente de ATP 

para formar un filamento de nucleoproteína que inicia la búsqueda de homología 

[67,78,79]. Una vez que se ha identificado el ADN homólogo, RAD51 facilita la invasión 

de la cadena de ADN en la cual, la cadena de ADN dañada invade el dúplex del ADN 

molde (Fig. 6). Lo siguiente en ocurrir es la síntesis de ADN a partir del extremo 3’ de la 

cadena que invade por parte de la Pol ε (POLE) seguido de la ligación mediada por LIG1 

para generar una estructura temporal conocida como unión de Holliday [80] (Fig. 6). En 

la fase de post-sinapsis, esta estructura es resuelta de tres posibles maneras, por 

“disolución” mediada por un complejo formado por la helicasa BLM y la topoisomerasa 3 

alfa TOP3A, por un corte simétrico realizado por la endonucleasa de uniones de Holliday 

GEN1 o las endonucleasas específicas de estructura SLX1/SLX4, o bien finalmente por 

un corte asimétrico a cargo de la endonucleasa específica de estructura MUS81/EME1 

[81–83]. 
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Figura 6. Esquema general de la reparación de rupturas de cadena doble (DSBs) a través del 
mecanismo de recombinación homóloga (HR). 
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Antecedentes 

 

En nuestro grupo de trabajo se ha estudiado la capacidad que la mezcla de los metales 

pesados arsénico, cadmio y plomo (As, Cd y Pb, respectivamente) tiene para inducir la 

transformación morfológica, como una característica de actividad carcinogénica, en un 

modelo de transformación celular de dos etapas usando fibroblastos murinos 

embrionarios pertenecientes a la línea celular BALB/c-3T3 A31-1-1 [84]. Dicha mezcla 

de metales pesados puede alterar múltiples aspectos celulares tales como la 

proliferación, la apoptosis y la diferenciación celular [85]. Se ha propuesto que los 

metales pueden generar daño al ADN principalmente a través de la generación de ROS 

[86,87]. La acumulación de daño en el ADN debido a fallas en los mecanismos de 

reparación puede conducir a un estado de inestabilidad genómica, el cual es considerado 

como una característica facilitadora del proceso de carcinogénesis, ya que favorece la 

generación de mutaciones que facilitan la adquisición de un fenotipo tumoral [88]. 

Asimismo, en nuestro grupo de trabajo también se ha visto que la exposición a dicha 

mezcla de metales modifica el perfil de expresión de diversos miRNAs [89], lo cual puede 

tener como consecuencia la alteración de procesos celulares, incluyendo la reparación 

del ADN. Por lo anterior, surgió el interés de comenzar a explorar si existe una relación 

entre los cambios en la expresión de miRNAs y las alteraciones en la capacidad de 

reparación del daño al ADN, pudiendo así promover la inestabilidad genómica y la 

transformación celular. Entre los miRNAs sobreexpresados en las células expuestas a la 

mezcla de As, Cd y Pb se encuentran miR-27b y miR-155 [89]. En este trabajo se estudió 

el papel de miR-27b y miR-155 en la reparación del daño al ADN. 
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miR-27b 

miR-27b pertenece a la familia de miRNAs miR-23-27-24, la cual contiene dos parálogos: 

el clúster miR-23a-27a-24-2 ubicado en el cromosoma 19 en humanos y 8 en ratones, y 

el clúster miR-23b-27b-24-1 ubicado en el cromosoma 9 en humanos y en el 13 en 

ratones. Luego del procesamiento por DROSHA y DICER, tanto en humanos como en 

ratones, la cadena 5p del dúplex de ARN de miR-27b mide 22 nt de longitud mientras 

que la cadena 3p cuenta con 21 nt (Fig. 7). La cadena 3p de miR-27b tiene un número 

de genes blanco muy superior al de la cadena 5p [90]. El clúster al que pertenece miR-

27b se ubica en una región intrónica del gen de la aminopeptidasa AOPEP [91]. La 

proteína codificada es una metalopeptidasa dependiente de zinc que cataliza la 

eliminación de un aminoácido del amino terminal de una proteína o péptido. Se trata de 

una proteína poco estudiada, pero se cree que puede desempeñar un papel en la 

generación de angiotensina IV [92]. En cuanto a patologías asociadas con este gen, 

algunas variantes que causan la pérdida de función de la aminopeptidasa se han 

asociado con distonía hereditaria [93], sin embargo, no se ha asociado con la reparación 

del ADN ni con el desarrollo de cáncer. 

 

 

 

Figura 7. Estructura secundaria del hsa-pre-miR-27b-3p (arriba) y del mmu-pre-miR-27b-3p (abajo). En 
rosa se indica el dúplex de ARN maduro que resulta después del procesamiento por DROSHA y DICER, 
conformado por las cadenas 5p y 3p. Imágenes tomadas de miRBase.org 

 

 

Humano 

Ratón 
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Diversos estudios han demostrado que la expresión de miR-27b-3p se encuentra 

desregulada en distintos tipos de cáncer, por ejemplo, se ha visto que se encuentra 

sobreexpresado en glioma, cáncer cervical y de mama, mientras que en cáncer de 

pulmón, próstata, colorrectal, gástrico, vejiga y leucemia mieloide aguda, se le ha 

observado subexpresado [94–101]. Los mecanismos detrás de la desregulación de miR-

27b-3p no han sido descritos completamente, no obstante, se piensa que tal 

desregulación es debida principalmente a eventos de pérdida genómica, cambios 

epigenéticos (metilación del ADN y modificación de marcas de histonas), alteraciones en 

su regulación transcripcional y vías de señalización involucradas en su expresión [90]. 

Debido a los diferentes contextos celulares entre tumores, miR-27b-3p ha sido reportado 

tanto como oncogen/oncomiR [102]  y como supresor de tumores [103]. Por ejemplo, de 

acuerdo con datos del Atlas del Genoma del Cáncer, el promotor de miR-27b-3p está 

hipermetilado en cáncer de riñón, mientras que en cáncer de hígado los niveles de 

metilación niveles no presentan cambios [90]. 

La relación que guarda miR-27b-3p con los mecanismos de reparación del daño al ADN 

es mayormente desconocida. No obstante, se ha visto que miR-27b pertenece a un grupo 

de 29 miRNAs cuya biogénesis aumenta con la presencia de daño en el ADN a través 

de la fosforilación mediada por ATM de KSRP. KSRP puede unirse entonces con gran 

afinidad al “loop” terminal de determinados pri-miRNAs y pre-miRNAs y promover el 

procesamiento por parte de DROSHA y DICER facilitando así la biogénesis de los 

mismos [20]. Se desconoce el efecto que puede tener miR-27b-3p en presencia del daño 

al ADN. 
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miR-155 

miR-155 se ubica en un exón del B-cell Integration Cluster (BIC), un ARN no codificante 

localizado en el cromosoma 21 en humanos y 16 en ratones [104]. Después del 

procesamiento por DROSHA y DICER, la cadena 5p del dúplex mide 24 nt de longitud 

en humanos y 23 nt en ratones, mientras que la cadena 3p tiene 22 nt de longitud en 

humanos y 21 nt en ratones (Fig. 8). 

 

 

Figura 8. Estructura secundaria del hsa-miR-155-5p (arriba) y el mmu-miR-155-5p (abajo). En rosa se 
indica el dúplex de ARN maduro que resulta luego del procesamiento por DROSHA y DICER, conformando 
por las cadenas 5p y 3p. Imágenes tomadas de miRBase.org 

 

Debido a que miR-155-5p se encuentra frecuentemente sobreexpresado en células 

cancerosas, se le ha considerado como un oncomiR con un papel importante en el 

desarrollo de diversos tipos de cáncer tales como linfoma, leucemia mieloide aguda, 

leucemia linfocítica crónica, cáncer de mama, colon, cervical, páncreas, pulmón y tiroides 

[105–110]. 

En lo que respecta a su relación con la reparación del daño al ADN, algunos estudios 

sugieren que miR-155 podría regular negativamente los mecanismos HRR y MMR ya 

que se ha demostrado que puede regular directamente la expresión de genes como 

RAD51, MLH1, MSH2 y MSH6 además de reprimir indirectamente la expresión de la 

subunidad catalítica de POLD1, una enzima de alta fidelidad activa en los mecanismos 

de reparación BER y NER por medio de la regulación negativa del factor de transcripción 

FOXO3a [111–113]. Además, se ha visto que la sobreexpresión de miR-155 en células 

de glioma es dependiente de DNA-PKcs [114], quien, como se ha mencionado, funciona 
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como transductor en la señalización de NHEJ. La cadena 5p del miR-155 tiene una 

expresión hasta 200 veces más elevada que la cadena 3p [115] y, de igual manera, el 

número de genes blanco putativos para miR-155-5p supera al de miR-155-3p. 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar la participación de miR-27b-3p y miR-155-5p en la regulación de los 

mecanismos de reparación del ADN. 

 

Objetivos particulares 

• Evaluar el efecto de la sobreexpresión de miR-27b-3p y miR-155-5p sobre la 

capacidad de reparación del daño al ADN. 

• Determinar si existen genes involucrados en la reparación del ADN que puedan 

ser regulados por miR-27b-3p y miR-155-5p. 

• Evaluar si la sobreexpresión de miR-27b-3p y miR-155-5p modifica la expresión 

de genes involucrados en los mecanismos de reparación del ADN. 

• Elaborar un artículo de revisión sobre la función de los miRNAs en la reparación 

de DSBs a través de los mecanismos de reparación HRR y NHEJ. 

 

HIPÓTESIS 

 

El aumento en la expresión de miR-27b-3p y miR-155-5p causa la disminución de la 

capacidad de reparación del daño al ADN a través de la regulación negativa de genes 

involucrados en los mecanismos de reparación.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Compuestos químicos 

Ácido bórico y cloruro de sodio (pureza 99.99%, Cat. 0084, 3624-01) fueron adquiridos 

de J. T. Baker (México), hidróxido de sodio (pureza 99%, Cat. 106462) obtenido de Merck 

(Alemania), Tris-Base (Cat. H5131) adquirido de Promega (EUA). Acido 

etilendiaminotetraacético sal disódica dihidrato (EDTA disódico) (Cat. E-5134), agarosa 

de bajo punto de fusión (LMP) (Cat. A-9414), agarosa regular (Cat. A-6877), bromuro de 

etidio (Cat. E-8751), cloruro férrico (Cat. 451649), dimetil sulfóxido (DMSO) (Cat. D-

5879), clorhidrato de doxorrubicina (Cat. D-1515), diacetato de fluoresceína (FDA) (Cat. 

F-7378) y Triton X-100 (Cat. T-9284) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich, EUA. 

Antibiótico-antimicótico (Cat. 15240062), suero fetal bovino (SFB) (Cat. 1524006) y 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium de alta glucosa (Cat. 12100046) adquiridos a través 

de ThermoFisher Scientific. 

 

Línea celular y condiciones de cultivo 

Se emplearon fibroblastos embrionarios murinos de la línea celular BALB/c-3T3 A31-1-1 

adquirida a través de la Colección Americana de Cultivos Celulares en 2009 (ATCC, Cat. 

CCL-163). Este fue el mismo tipo celular empleado en el ensayo de transformación 

celular donde se observó originalmente la desregulación de miRNAs por la exposición a 

la mezcla de As, Cd y Pb. La línea celular ha sido mantenida en criopreservación con 

medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium de alta glucosa (Cat. 12100046, 

ThermoFisher Scientific) suplementado con DMSO 5% en nitrógeno líquido. Los cultivos 

celulares se realizaron con DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) 

(Cat. 1524006, ThermoFisher Scientific) y 1% de antibiótico-antimicótico (Cat. 15240062, 

ThermoFisher Scientific) en incubación a 37°C y 5% de CO2. Todos los experimentos se 

llevaron a cabo con pases tempranos (5 a 6) de subcultivo. 
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Transfección de miRNAs 

Las células BALB/c-3T3 fueron transfectadas con secuencias mimetizadoras (mimics) 

para hsa-miR-27b-3p y hsa-miR-155-5p, así como con una secuencia inhibitoria de la 

expresión de miR-27b-3p (anti-miR-27b-3p) (Ambion, EUA) empleando el agente de 

transfección siPORTTM NeoFXTM (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Lituania) de 

acuerdo al protocolo del fabricante empleando siempre una cantidad de células de 2.4 x 

105 y una concentración final de las secuencias mimics e inhibitoria fue de 0.75 µM. Las 

secuencias usadas fueron las siguientes: 

 

 

Extracción de ARN 

Se extrajo ARN total tanto de células transfectadas como no transfectadas por medio del 

kit LEV simplyRNA Cells (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante utilizando 

el equipo de extracción automatizado Maxwell 16 Instrument (Promega). El ARN total se 

extrajo 24 horas después de la transfección para evaluar la expresión de miR-27b-3p y 

miR-155-5p, así como de genes de reparación de ADN. De igual forma, se extrajo ARN 

48 h después de la exposición a DOX para evaluar la expresión de los genes de 

reparación durante la reparación de las lesiones al ADN inducidas por la DOX. El ADN 

genómico fue eliminado de las muestras usando DNasa I incluida en los cartuchos del 

kit. Se midió la pureza del ARN extraído midiendo la densidad óptica de las muestras a 

260 / 280 nm, la cual se mantuvo dentro del rango de 1.9 a 2.2 para todas las muestras. 

La pureza y cuantificación del ARN se realizó utilizando el equipo Multiskan GO 

(ThermoFisher). 
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Evaluación de la expresión de miR-27b y miR-155 en células transfectadas 

Para verificar la eficacia de la transfección, se analizó la expresión de miR-27b-3p y miR-

155-5p en las células transfectadas y se comparó con la expresión en células no 

transfectadas. Tal determinación se llevó a cabo por RT-qPCR 24 horas después de la 

transfección usando el kit TaqMan® MicroRNA Assays (Applied BiosystemsTM, EUA) el 

cual contiene primers específicos para hsa-miR-27b-3p y hsa-miR-155-5p siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Se empleó un termociclador TC-512 (Techne) para la 

reacción de transcripción reversa y síntesis de cDNA y un termociclador con sistema de 

detección para PCR en tiempo real Corbett Rotor-Gene 6000 (Corbett Research). Los 

datos de expresión fueron analizados de acuerdo al método de comparación del Cycle 

threshold (Ct) de cada condición y se realizaron pruebas de t de Student (p < 0.05) con 

los valores 2-ΔCT promedio provenientes de las réplicas de cada condición [116]. Se utilizó 

al gen nucleolar Rnu6 como gen endógeno para la normalización de valores de 

expresión.  

 

Tratamiento con agentes de daño al ADN 

 

Agentes de daño, dosis y concentraciones 

Para determinar si los cambios en la expresión de miR-27b-3p y miR-155-5p alteraban 

la capacidad de reparación del daño al ADN, se indujeron lesiones en el ADN de las 

células transfectadas y control (agente de transfección sin mimics) a través de la 

exposición a diferentes agentes de daño. Los agentes utilizados fueron: cloruro férrico 

(FeCl3, Sigma-Aldrich, 451649), doxorrubicina (DOX) (clorhidrato de doxorrubicina, 

Sigma-Aldrich D-1515), luz ultravioleta (UV) y radiación ionizante (RI). Cada uno de estos 

agentes produce distintos tipos de lesiones en el ADN, los cuales a su vez son reparados 

por diferentes mecanismos de reparación (Tabla 1). Las dosis y concentraciones 

utilizadas de radiación UV, RI y DOX fueron determinadas por medio de curvas dosis-

respuesta. En el caso del FeCl3 se utilizó la misma concentración empleada en trabajos 

previos del grupo de trabajo. Se eligieron aquellas que generaran un daño significativo 

en el ADN y que no redujeron la viabilidad celular por debajo del 70%. La viabilidad 
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celular fue determinada por medio de tinción doble con diacetato de fluoresceína (FDA) 

(5 mg/ml) y bromuro de etidio (BrEt) (0.2 mg/ml). De esta forma, las células intactas 

(vivas) aparecen verdes y las células con la membrana dañada (muertas) aparecen rojas 

[117,118]. 

Tabla 1. Mecanismos y concentraciones empleadas de los agentes de daño al ADN. 

 

Agente 

 

Tipo de daño sobre el ADN 

 

Mecanismo 

involucrado 

 

Dosis / 

concentración 

 

Viabilidad 

(FDA/BrEt) 

(%) 

Luz UV 6-4PPs y CPDs  NER 126 mJ 75±4 

FeCl3 Oxidación de bases del ADN 

por producción de ROS 

  

BER 100 µM / 1 

hora 

89±6 

Radiación 

ionizante 

DSBs, SSBs, oxidación de 

bases por producción de ROS 

  

HRR, NHEJ, BER 7.5 Gy 77±6 

Doxorrubicina DSBs debido a la inhibición de 

topoisomerasas tipo II, 

oxidación de bases por 

producción de ROS 

HRR, NHEJ, BER 50 µM / 1 hora 78±5 

 

 

 

 

Exposición e intervalos de evaluación del daño al ADN 

El tratamiento con los agentes de daño se llevó a cabo 24 h después de la transfección, 

puesto que es el tiempo, establecido en el protocolo de transfección del fabricante, a 

partir del cual se puede trabajar con las células transfectadas. A las células que serían 

tratadas con FeCl3 y DOX, se les retiró el medio de cultivo y se sustituyó con medio fresco 

con la concentración especificada de cada compuesto. Las células permanecieron en 

incubación (37°C) durante una hora en presencia del compuesto, tras lo cual, se les retiró 

nuevamente el medio de cultivo y se les colocó medio fresco. Fueron guardadas en 

incubación durante los intervalos de tiempo mencionados en la Tabla 1. En el caso de 

las células que serían expuestas a UV, las cajas de cultivo conteniendo las células, 

fueron colocadas dentro de un irradiador UV (Crosslinker UVC-500, Hoefer) para recibir 

6-4PPs: fotoproductos 6-4 pirimidina-pirimidona; CPDs: dímeros ciclobutano-pirimidina (cyclobutane pirimidine 
dimers) ; ROS: especies reactivas de oxígeno (reactive oxygen species); DSBs: cortes de cadena doble (double-
strand breaks); SSBs: cortes de cadena sencilla (single-strand breaks); NER: reparación por escisión de 
nucleótidos (nucleotide excision repair); BER: reparación por escisión de bases (base excision repair); NHEJ: unión 
de extremos no homólogos (non-homologous end joining); HR: reparación por recombinación homóloga 
(homologous recombination repair). 
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la dosis de UV correspondiente. Respecto a las células que serían tratadas con RI, las 

cajas de cultivo fueron transportadas a un irradiador Gammacell-1000 con una fuente 

radioactiva de Cesio-137 donde recibieron la dosis correspondiente. Luego del 

tratamiento con UV y RI, a estas células se les realizó un cambio de medio de cultivo y 

fueron guardadas en incubación durante los tiempos correspondientes (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Intervalos de tiempo para la evaluación del daño al ADN posteriores 
a la exposición a los agentes de daño. 

Agente  Intervalos de tiempo 

FeCl3 0 h (daño inducido), 1 h, 24 h 

UV 0 h (daño inducido), 1 h, 24 h 

RI 0 h (daño inducido), 1 h, 24 h 

DOX 24 h (daño inducido), 36 h, 48 h 

 

Evaluación de la capacidad de reparación del daño al ADN por medio del ensayo 

Cometa 

El nivel de daño en las células transfectadas y control (tratadas únicamente con el agente 

de transfección siPORT sin mimics) se evaluó por medio del ensayo cometa en dos 

modalidades: alcalino (pH > 13) y neutro (pH = 8.5). Se determinó el nivel de daño en 

cada uno de los intervalos de tiempos señalados posteriores a la exposición a los 

agentes. 

Para la realización del ensayo cometa, las células provenientes de las distintas 

condiciones y tratamientos fueron suspendidas en agarosa de LMP 0.5% y dispuestas 

sobre portaobjetos de 76 x 26 mm (Knittel Glass, Alemania) previamente preparados con 

una capa de agarosa regular 0.5%. Se colocó encima un cubreobjetos de 24 x 50 mm 

(CorningTM) y se guardaron durante 5 minutos a 4° C. Una vez que la agarosa que 

contenía las células se solidificó, se retiró el cubreobjetos y se añadió una segunda capa 

de agarosa LMP 0.5%, se colocó encima otro cubreobjetos y se guardó durante otros 5 

minutos a 4°C. Luego de que la segunda capa de agarosa LMP se solidificó, las laminillas 

se introdujeron en una solución de lisis fría preparada con 45 ml de solución stock de 
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lisis (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA disódico, 10 mM Tris-Base), 4 ml de DMSO y 400 µl de 

Triton X-100 en tubos Coplin durante 24 horas a 4°C. Posteriormente, las laminillas se 

sumergieron en un búfer de electroforesis alcalino (NaOH 300 mM, 1 mM EDTA disódico) 

o neutro (90 mM de ácido bórico, 5 mM EDTA disódico, 117 mM Tris-Base) durante 20 

minutos (alcalino) o 45 minutos (neutro) para permitir el desenrollamiento de la 

cromatina. Luego de este periodo de tiempo, se llevó a cabo la electroforesis durante 20 

minutos a 300 mA y 25 V (0.8 V/cm2) para el caso del cometa alcalino y 20 mA / 25 V 

(0.05 V/cm2) en el caso del cometa neutro. Luego de la electroforesis, las laminillas se 

lavaron con buffer de neutralización pH 7.5 (Tris-Base 0.4 M) y se fijaron con etanol 96%. 

Una vez secas las laminillas se tiñeron con 15 μl de bromuro de etidio (2 μg/ml) y se 

analizaron en un microscopio de fluorescencia (Olympus BX60, Japón) con un filtro de 

excitación de 515 – 560 nm y un objetivo de 20X. El microscopio estaba conectado a una 

cámara CCD (Hitachi KP-M1AN, Japón) para el análisis de los cometas con el software 

de análisis Komet v5.0. Se elaboraron al menos dos laminillas por condición y se 

analizaron 50 cometas en cada una para un total de 100 cometas por condición. Se 

realizaron al menos tres réplicas experimentales. Se compararon los valores de Olive 

Tail Moment (OTM) [119] en cada intervalo de tiempo entre las células transfectadas y 

no transfectadas para determinar diferencias en la capacidad de reparación. El 

parámetro OTM representa el producto del porcentaje del ADN total en la cola por la 

distancia entre los centros de masa de la cabeza y la cola del cometa [OTM = (promedio 

cola – promedio cabeza) x % ADN en la cola]. Los valores de OTM de cada condición se 

compararon usando pruebas de ANOVA y comparación múltiple de Dunnet (p < 0.05). 

 

Análisis in silico para la búsqueda de genes predichos como blanco de miR-27b-

3p y miR-155-p 

Para conocer los genes blanco putativos de miR-27b-3p y miR-155-5p que participan en 

mecanismos de reparación del ADN, primero se obtuvo la lista de genes agrupados 

dentro del término “DNA repair” de acuerdo a la base de datos Gene Ontology [120]. 

Dicha lista fue utilizada en la plataforma electrónica miRWalk 2.0 [121] para buscar 

interacciones predichas entre miR-27b-3p / miR-155-5p y genes de reparación. Para 

dicha búsqueda se utilizaron los siguientes parámetros: región de interacción con el 
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mRNA ya sea en secuencia codificante (CDS), 5’-UTR ó 3’-UTR, valor mínimo de p de 

0.05, longitud mínima de la región semilla de 7 nt, se incluyeron todas las bases de datos 

disponibles al momento de la búsqueda (miRWalk, miRDB, PITA, MicroT4, miRMap, 

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

consideraron sólo aquellos genes que resultaran predichos en al menos la mitad de las 

bases de datos especificadas en la búsqueda. 

 

Análisis de la expresión de genes de reparación del ADN 

Para determinar la expresión de genes de reparación del ADN en las células 

transfectadas y control, primero se sintetizó el ADN complementario a partir del ARN total 

extraído usando el kit RT2 First Strand (Qiagen) siguiendo el protocolo del fabricante. 

Para esto, se utilizaron alícuotas de 0.5 ug de ARN total provenientes de cada muestra. 

Se determinaron los niveles de expresión de 84 genes de reparación de ADN por medio 

de PCR en tiempo real usando el arreglo DNA Damage Signaling Pathway RT2 Profiler 

(PAMM-029ZF, Qiagen) con base en las instrucciones del fabricante. Los genes de 

reparación incluidos en el arreglo fueron los siguientes:  

 

 
Gen Descripción 

1 Abl1 Protooncogén ABL 1 

2 Apex1 Endodesoxirribonucleasa 1 apurínica/apirimidínica 

3 Atm ATM Serina/Treonina Quinasa 

4 Atr ATR Serina/Treonina Quinasa 

5 Atrx Remodelador de cromatina ATRX 

6 Bax BCL2 asociado X, regulador de apoptosis 

7 Blm BCL2 asociado X, regulador de apoptosis 

8 Brca1 Reparación de ADN BRCA1 asociada 

9 Brca2 Reparación de ADN BRCA2 asociada 

10 Brip1 Helicasa 1 que interactúa con BRCA1 

11 Cdc25a Ciclo de división celular 25A 

12 Cdc25c Ciclo de división celular 25C 

13 Cdkn1a Inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1A 

14 Chek1 Quinasa de punto de control 1 

15 Chek2 Quinasa de punto de control 2 

16 Dclre1a Reparación de enlaces cruzados de ADN 1A 
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17 Ddb2 Proteína de unión a ADN específica de daño 2 

18 Ddit3 Transcripción inducible del daño del ADN 3 

19 Ercc1 Reparación por escisión 1 de ERCC, subunidad no catalítica de endonucleasa 

20 Ercc2 ERCC Excision Repair 2, TFIIH Core Complex Helicase Subunit 

21 Exo1 Exonucleasa 1 

22 Fanca FA Complementación Grupo A 

23 Fancc FA Complementación Grupo C 

24 Fancd2 FA Complementación Grupo D2 

25 Fancg FA Complementación Grupo G 

26 Fen1 Endonucleasa 1 específica de la estructura del colgajo 

27 Gadd45a Alfa inducible de detención del crecimiento y daños en el ADN 

28 Gadd45g Gamma inducible de detención del crecimiento y daño del ADN 

29 H2afx Histona variante H2A.X 

30 Hus1 Componente de abrazadera de punto de control HUS1 

31 Lig1 ADN ligasa 1 

32 Mbd4 Dominio 4 de unión a metil-CpG, ADN glicosilasa 

33 Mcph1 Microcefalina 1 

34 Mdc1 Mediador del punto de control 1 del daño del ADN 

35 Mgmt O-6-metilguanina-ADN metiltransferasa 

36 Mif Factor inhibidor de la migración de macrófagos 

37 Mlh1 Homólogo MutL 1 

38 Mlh3 Homólogo MutL 3 

39 Mpg N-metilpurina ADN glicosilasa 

40 Mre11a Homólogo MRE11, nucleasa de reparación de ruptura de doble hebra 

41 Msh2 MutS homólogo 2 

42 Msh3 MutS homólogo 3 

43 Nbn nibrina 

44 Nthl1 Nth Like DNA Glicosilasa 1 

45 Ogg1 8-oxoguanina ADN glicosilasa 

46 Parp1 Poli(ADP-Ribosa) Polimerasa 1 

47 Parp2 Poli(ADP-Ribosa) Polimerasa 2 

48 Pcna Antígeno nuclear de células en proliferación 

49 Pms2 PMS1 Homolog 2, componente del sistema de reparación de errores de coincidencia 

50 Pole ADN polimerasa épsilon, subunidad catalítica 

51 Polh ADN polimerasa Eta 

52 Poli ADN polimerasa Iota 

53 Ppm1d Proteína Fosfatasa, Mg2+/Mn2+ Dependiente 1D 

54 Ppp1r15a Proteína Fosfatasa 1 Subunidad Reguladora 15A 

55 Prkdc Proteína quinasa, subunidad catalítica activada por ADN 

56 Pttg1 Regulador PTTG1 de separación de cromátidas hermanas, Securin 

57 Rad1 Exonucleasa de ADN de punto de control RAD1 

58 Rad17 RAD17 Componente de cargador de abrazadera de punto de control 
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59 Rad18 RAD18 E3 Ubiquitina Proteína Ligasa 

60 Rad21 Componente complejo de cohesina RAD21 

61 Rad50 Proteína reparadora de roturas de doble hebra RAD50 

62 Rad51 Recombinasa RAD51 

63 Rad51c RAD51 Paralog C 

64 Rad51l1 Transcripción de novela, antisentido para RAD51L1 

65 Rad52 Homólogo RAD52, proteína reparadora de ADN 

66 Rad9 Abrazadera de punto de control RAD9 Componente A 

67 Rev1 Polimerasa dirigida por ADN REV1 

68 Rnf8 Proteína del dedo anular 8 

69 Rpa1 Proteína de replicación A1 

70 Smc1a Mantenimiento estructural de los cromosomas 1A 

71 Smc3 Mantenimiento estructural de los cromosomas 3 

72 Sumo1 Pequeño modificador similar a la ubiquitina 1 

73 Terf1 Factor de unión de repetición telomérica 1 

74 Topbp1 ADN topoisomerasa II proteína de unión 1 

75 Trp53 Proteína tumoral P53 

76 Trp53bp1 Proteína tumoral P53 Proteína de unión 1 

77 Ung Uracilo ADN Glicosilasa 

78 Wrn WRN RecQ como helicasa 

79 Xpa XPA, factor de reparación y reconocimiento de daños en el ADN 

80 Xpc Subunidad del complejo XPC, factor de reparación y reconocimiento de daños en el 

ADN 

81 Xrcc1 Complemento cruzado de reparación de rayos X 1 

82 Xrcc2 Complemento cruzado de reparación de rayos X 2 

83 Xrcc3 Complemento cruzado de reparación de rayos X 3 

84 Xrcc6 Complemento cruzado de reparación de rayos X 6 

 

 

El análisis de los datos se llevó a cabo por el método de comparación del Cycle threshold 

(Ct) a través de la plataforma del Centro de Análisis de Datos de Qiagen. Los valores de 

expresión fueron normalizados respecto a la expresión de cinco genes endógenos (Actb, 

B2m, Gapdh, Gusb y Hsp90ab1) incluidos en el arreglo de PCR. Se estableció un umbral 

de expresión de veces de cambio o Fold change (2-ΔΔCt) igual a 2 (2-fold) para considerar 

a los genes como sobreexpresados o subexpresados. 
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Análisis de enriquecimiento de vías e interacción de proteínas 

Los genes que resultaron subexpresados (2-fold) en las células que sobreexpresaban 

miR-27b-3p, fueron sometidos a un análisis de enriquecimiento de vías en la plataforma 

web Reactome [122], esto permitió determinar los procesos celulares más representados 

por dichos genes. Se estableció un umbral de probabilidad mínimo de 1 x 10-10 para 

considerar a los procesos como representativos. 

Por otra parte, las proteínas de los genes diferencialmente expresados entre las células 

tratadas con DOX y las células que sobreexpresaban miR-27b-3p igualmente tratadas 

con DOX, fueron sometidos a un análisis en la base de datos STRING [123] para conocer 

las interacciones entre las proteínas y los procesos mayormente enriquecidos 

funcionalmente. 
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RESULTADOS 

 

Expresión de miR-27b-3p y miR-155-5p 

Para corroborar que la transfección de las secuencias mimetizadoras de miR-27b-3p y 

miR-155-5p resultaba en la sobreexpresión de dichos miRNAs, se analizó su expresión 

en las células transfectadas y no transfectadas y se compararon con los niveles de 

expresión basal. Como se esperaba, la transfección generó un incremento significativo 

en la expresión de miR-27b-3p y miR-155-5p (Fig. 9). 

 

 

Figura 9.  Expresión de miR-27b-3p y miR-155-5p en células transfectadas con las 
secuencias mimetizadoras de cada miRNA. Se muestran los valores de expresión 
relativa o Fold change (2-ΔΔCt) media y desviación estándar de tres réplicas. Se empleó 
Rnu6 como gen endógeno para la normalización de datos por el método comparativo 
de Cycle threshold (Ct). (*) Diferencia estadísticamente significativa (p < 0.05) en 
comparación con la expresión en células no transfectadas (expresión basal) con base 
en pruebas de t de Student. 

 

 

Evaluación del daño en el ADN 

Los datos obtenidos en el ensayo cometa, mostraron que las células transfectadas con 

miR-27b-3p mantuvieron valores de OTM superiores a los de las células no transfectadas 

en los intervalos de tiempo posteriores a los tratamientos con FeCl3, UV, RI y DOX (Fig. 

10). Esta diferencia en los niveles de daño en el ADN sugería una inhibición de los 

mecanismos de reparación por parte de miR-27b-3p. 

* 
* 
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El efecto más evidente de la sobreexpresión de miR-27b-3p sobre los niveles de daño al  

ADN se observó en las células tratadas con FeCl3, RI y DOX (Fig. 10 – A, E, F, G, H). 

Considerando el tipo de lesiones al ADN generados por estos agentes y los mecanismos 

de reparación asociados, estos resultados sugieren que la sobreexpresión de miR-27b-

3p probablemente genera una disminución en la actividad de BER y HRR / NHEJ, los 

mecanismos encargados de reparar las lesiones causadas por estos agentes, mediante 

la alteración de la expresión de genes involucrados en tales procesos. Por su parte, la 

sobreexpresión de miR-155-5p no generó ningún cambio en la capacidad de reparación 

del ADN en nuestro modelo (Fig. 10). 

 

 

 

 

 

 

* 

* 

* 
* 

* 
* 

* * 

* * 

Figura 10. La sobreexpresión de miR-27b-3p disminuye la capacidad de reparación del ADN. 
Evaluación de los niveles de daño en el ADN inducido por cloruro férrico (FeCl3), luz ultravioleta (UV), 
radiación ionizante y doxorrubicina en células transfectadas con miR-27b-3p (azul), miR-155-5p (rojo) 
y no transfectadas (negro). Unidades de daño al DNA expresadas como Olive Tail Moment (OTM) 
media ± desviación estándar de al menos tres réplicas experimentales. (*) Diferencia estadísticamente 
significativa en comparación con la condición sin transfectar en el mismo intervalo de tiempo con base 
en pruebas de ANOVA y comparación múltiple de Dunn (p < 0.05). 
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Por otro lado, para conocer si la inhibición de miR-27b-3p generaba un impacto sobre los 

niveles de daño en el ADN que sugiriera un efecto sobre la capacidad de reparación del 

ADN, distinto al efecto observado cuando el miRNA estaba sobreexpresado, evaluamos 

la capacidad de reparación del ADN en células transfectadas con un inhibidor de miR-

27b-3p. Estas células fueron tratadas con RI y DOX, agentes con los que el efecto de la 

sobreexpresión de miR-27b-3p resultó más evidente en ambas modalidades del ensayo 

cometa. Las células fueron tratadas 24 horas después de la transfección con el inhibidor, 

momento en que la expresión de miR-27b-3p era significativamente más baja que el nivel 

basal (Fig. 12). La inhibición de miR-27b-3p no generó cambios en la capacidad de 

reparación del daño al ADN (Fig. 13).  

Adicionalmente, para corroborar que el efecto de miR-27b-3p sobre el nivel de daño al 

ADN es dependiente de la sobreexpresión de dicho miRNA, evaluamos la cantidad de 

daño generado por RI y DOX una vez que la expresión de miR-27b-3p, en las células 

transfectadas con la secuencia mimic, había regresado a niveles próximos al basal. Este 

lapso se determinó analizando la expresión de miR-27b-3p a distintos intervalos 

posteriores a la transfección. Encontramos que el nivel de expresión de dicho miRNA ya 

Figura 11. Imágenes representativas del daño al ADN detectado en el ensayo cometa. Imagen tomada 
del artículo derivado de este proyecto. IR: radiación ionizante; DOXO: doxorrubicina; FeCl3: cloruro 
férrico. 
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no era significativamente distinto al nivel de expresión basal cuando han pasado 96 horas 

posteriores a la transfección (Fig. 12). No se encontraron diferencias en la capacidad de 

reparación del ADN 96 horas después de la transfección con miR-27b-3p (Fig. 13). Estos 

resultados indicaron que únicamente la sobreexpresión activa de miR-27b-3p genera un 

aumento en los niveles de daño al ADN, sugiriendo así que la sobreexpresión de dicho 

miRNA causa alteraciones en la capacidad de reparación del ADN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Expresión de miR-27b-3p en distintos intervalos de tiempo posteriores a la 
transfección con el inhibidor y secuencias mimetizadora. Se muestran los valores de 
expresión relativa o Fold change (2-ΔΔCt) media y desviación estándar de tres réplicas. 
Se empleó Rnu6 como gen endógeno para la normalización de datos por el método Ct 
comparativo. (*) Diferencia estadísticamente significativa (p < 0.05) en comparación con 
la expresión basal en células no transfectadas de acuerdo con pruebas de t de Student. 
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Búsqueda de genes predichos como blanco de miR-27b-3p y miR-155 

 

Como primera aproximación para conocer si miR-27b-3p y miR-155-5p podrían regular 

genes involucrados en la reparación del ADN, se realizó un análisis in silico utilizando 

diferentes bases de datos disponibles en línea para buscar genes predichos como 

blancos de los miRNAs mencionados. De acuerdo con este análisis, existen 209 genes 

de reparación del ADN que podrían ser regulados por miR-27b-3p (Fig. 14; Tabla 3). Este 

número representa el 48% del total de genes (433) clasificados dentro del término de 

DNA Repair de Gene Ontology. En contraste, se encontraron 90 genes predichos como 

blancos putativos de miR-155-5p, lo que representa el 21% del total de genes en la 

categoría de DNA Repair (Fig. 14; Tabla 4).  

 

 

 

Figura 13. Únicamente la sobreexpresión activa de miR-27b-3p genera alteraciones en la capacidad 
de reparación del ADN. Evaluación de los niveles de daño en el ADN inducido por radiación ionizante 
y doxorrubicina en células que sobreexpresan (azul) miR-27b-3p, células transfectadas con el inhibidor 
de miR-27b-3p (púrpura), así como células que regresaron a niveles de expresión basales del miRNA 
(96 h después de la transfección con secuencias mimic de miR-27b-3p) (verde). Unidades de daño al 
DNA expresadas como Olive Tail Moment (OTM) media ± desviación estándar de al menos tres 
réplicas. (*) Diferencia estadísticamente significativa en comparación con la condición control (línea 
discontínua negra) en el mismo intervalo de tiempo (p < 0.05) de acuerdo con pruebas de ANOVA y 
comparación múltiple de Dunn. 

 

* 
* 

* 
* 

* * 

* * 
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Figura 14. Proporción de genes clasificados con el término DNA repair de Gene Ontology predichos 
como blancos putativos de miR-27b-3p y miR-155-5p. Datos obtenidos con base en un análisis in silico 
para la búsqueda de interacciones predichas miRNA - mRNA. 
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Tabla 3. Genes clasificados dentro del término DNA Repair de Gene Ontology predichos como blancos 
putativos de miR-27b-3p. 

ABL1 CCNO EEPD1 FBXO18 KIN NSMCE1 PPP4C RNASEH2A STUB1 UBR5 

ACTL6A CDC14B EGFR FBXO6 LIG1 NUCKS1 PPP4R2 RNF111 SUPT16 UHRF1 

AP5Z1 CDC7 EME2 FIGN LIG3 NUDT16L1 PRKDC RNF168 SWSAP1 UIMC1 

APEX1 CDK9 EPC2 FIGNL1 MARF1 ORAOV1 PRMT6 RPA1 TAOK1 UPF1 

APEX2 CETN2 ERCC4 FOXM1 MC1R PALB2 PRPF19 RPAIN TDP1 USP1 

APLF CHD1L ERCC6 GEN1 MCM8 PARG PSME4 RRM2B TERF2IP USP28 

APTX CHEK1 ERCC6L2 GTF2H2 MCM9 PARP1 RAD1 RTEL1 TEX15 USP3 

ASCC3 CHEK2 ERCC8 GTF2H4 MCRS1 PARP9 RAD51B RUVBL1 TICRR USP45 

ASF1A CLSPN ETAA1 HELB MDC1 PARPBP RAD54B RUVBL2 TIMELESS USP47 

ATM CUL4A EXD2 HELQ MGMT PAXIP1 RAD9A SETD2 TMEM161A USP7 

ATRX CYREN EXO1 HERC2 MLH3 PDS5A RAD9B SETX TONSL UVRAG 

BABAM1 DCLRE1A EYA1 HINFP MMS22L PDS5B RBBP8 SHPRH TOP2B VCP 

BACH1 DCLRE1B EYA2 HMGN1 MNAT1 PIF1 RBX1 SIRT1 TRIM28 WRN 

BARD1 DCLRE1C EYA4 HUS1 MRE11A PMS1 RECQL4 SLX4 TRIP12 XPA 

BCCIP DDB1 FAM168A HUWE1 MSH2 PMS2 RECQL5 SMARCAD1 TRP53BP1 XPC 

BLM DDX1 FANCA IER3 MSH3 PNKP REV3L SMC2 TRPC2 XRCC2 

BOD1L DHX9 FANCC INO80 MSH4 POLE RFC1 SMC5 TRRAP XRCC6 

BRCA2 DMAP1 FANCD2 INO80B MTOR POLI RFC2 SMC6 UBE2N ZFP365 

BRIP1 DNA2 FANCG INO80D NABP1 POLL RFC3 SMG1 UBE2V1 ZFYVE26 

CBX8 DOT1L FANCI KDM1A NEIL3 POLN RFC4 SPIDR UBE2V2 ZRANB3 

CCDC155 DTX3L FANCM KDM2A NFRKB POLQ RIF1 SSRP1 UBE2W  

 

Tabla 4. Genes clasificados dentro del término DNA Repair de Gene Ontology 
predichos como blancos putativos de miR-155-5p. 

ASCC3 DCLRE1A FANCG INIP MSH3 PSME4 SETX SSRP1 UBE2U 

ATRX DEK FANCM INO80 MTOR RBBP8 SFPQ SWSAP1 UBE2V2 

AXIN2 DHX9 FEN1 KDM2A NEIL2 RBM17 SHPRH SYCP1 UBE2W 

BACH1 DTX3L FIGN KIF22 PARP9 REV1 SMC1A TAOK1 USP28 

BARD1 EGFR GEN1 LIG4 POLA1 RIF1 SMC2 TEX15 USP3 

BRCA2 ERCC1 GTF2H2 MARF1 POLK RNF111 SMC3 TRIP12 USP45 

CDC14B ETAA1 GTF2H3 MCM9 POLQ RNF168 SMC5 TRRAP USP7 

CDK7 EXO5 HELB MGME1 PPP4R2 RNF8 SMC6 TTC5 UVSSA 

CHD1L FAM168A HERC2 MLH3 PRKDC RRM2B SMG1 UBE2D3 WRNIP1 

CLSPN FANCF HMGA2 MMS19 PSMD14 RTEL1 SMUG1 UBE2N XRCC2 
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Efecto de miR-27b-3p sobre la expresión de genes de reparación del ADN 

 

Con el fin de averiguar si la reducción en la capacidad de reparación del ADN en las 

células que sobreexpresan miR-27b-3p estaba relacionada con una desregulación de la 

expresión de genes de reparación del ADN, se analizó la expresión de 84 genes que 

participan en la reparación y señalización del daño al ADN. Este análisis se llevó a cabo 

24 horas después de la transfección, el mismo tiempo en el que las células se expusieron 

a los agentes de daño. Las células que sobreexpresaban miR-27b-3p, mostraron 

cambios (2-fold) en la expresión de 27 genes, con 22 genes subexpresados y 5 genes 

sobreexpresados (Fig. 15; Tabla 5). De acuerdo con un análisis de enriquecimiento de 

vías en Reactome, los genes desregulados están mayormente involucrados en procesos 

relacionados con la reparación de DSBs por recombinación homóloga, ciclo celular, BER 

y otros procesos cercanos (Tabla 6). Estos resultados refuerzan la idea de que la 

sobreexpresión de miR-27b-3p causa una disminución de la capacidad de reparación a 

través de la represión de genes asociados directa e indirectamente con los procesos de 

reparación del ADN. 
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Figura 15. La sobreexpresión de miR-27b-3p modifica la expresión de 27 genes de involucrados en la 
reparación del ADN. Se muestra la expresión de 84 genes involucrados en la señalización y reparación 
del ADN en células que sobreexpresan miR-27b-3p. Este gráfico compara la expresión normalizada de 
cada gen en el arreglo de PCR entre las células no transfectadas (control) y las células transfectadas 
que sobreexpresan miR-27b-3p. La línea central indica ausencia de cambios en la expresión. Las líneas 
exteriores representan el umbral 2-fold para considerar los genes como subexpresados (verde) o 
sobreexpresados (rojo). Datos de expresión normalizados Fold change (2-ΔΔCt) representados en log10. 
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Tabla 5. Valores de expresión de genes subexpresados (en verde) y sobreexpresados (en rojo) 
(2-fold) en células transfectadas con miR-27b-3p. 

Subexpresados Sobreexpresados 

Gen Fold change Gen Fold change 

Abl1 -2.26 Hus1 2.97 

Apex1 -2.38 Mgmt 2.33 

Blm -2.08 Nbn 2.55 

Cdc25c -2.1 Rad52 2.59 

Fanca -2.53 Xpa 3.16 

Fancg -2.58   

Fen1 -9.05   

H2afx -2.39   

Mcph1 -2.33   

Mlh3 -2.6   

Mpg -2.34   

Pcna -2.55   

Pole -2.19   

Ppp1r15a -7.1   

Pttg1 -2.88   

Rad9a -3.11   

Rnf8 -2.36   

Rpa1 -2.16   

Topbp1 -2.58   

Ung -2.01   

Xrcc1 -2.25   

Xrcc2 -3.22   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Valores de expresión relativa normalizados Fold change (2-ΔΔCt). En negritas se destacan los genes predichos 
como blancos putativos de miR-27b-3p de acuerdo con el análisis in silico para la predicción de genes blanco. 
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Tabla 6. Valores de p, y tasa de descubrimiento falso (false discovery rate, FDR) y nombre de 
los genes asociados a los procesos representados por los genes desregulados en las células 
que sobreexpresan miR-27b-3p de acuerdo con el análisis de enriquecimiento de vías en 
Reactome. 

Proceso celular p-Value FDR Genes asociados 

Reparación dirigida por homología 

(homology directed repair, HDR) 

1.11E-16 6.66E-15 Abl1; Blm; Fen1; H2afx; Hus1; Nbn; Pcna; Pole; Rad52; 

Rad9a; Rnf8; Rpa1; Topbp1; Xrcc1; Xrcc2 

HDR a través de recombinación 

homóloga o alineamiento de 

cadena única 

1.11E-16 6.66E-15 Abl1; Blm; H2afx; Hus1; Nbn; Pcna; Pole; Rad52; 

Rad9a; Rnf8; Rpa1; Topbp1; Xrcc2 

Reparación de ruptura de doble 

cadena de ADN 

1.11E-16 6.66E-15 Abl1; Blm; Fen1; H2afx; Hus1; Pcna; Rad52; Rad9a; 

Rnf8; Rpa1; Topbp1; Xrcc1; Xrcc2 

Reparación de ADN 1.11E-16 6.66E-15 Abl1; Apex1; Blm; Fanca; Fancg; Fen1; H2afx; Hus1; 

Mgmt; Mpg; Nbn; Pcna; Pole; Rad52; Rad9a; Rnf8; 

Rpa1; Topbp1; Ung; Xpa; Xrcc1; Xrcc2 

HDR por alineamiento de cadena 

única 

5.36E-14 2.57E-12 Abl1; Blm; Hus1; Nbn; Rad52; Rad9a; Rpa1; Topbp1 

HDR a través de recombinación 

homóloga 

1.01E-13 4.04E-12 Blm; Hus1; Nbn; Pcna; Pole; Rad9a; Rpa1; Topbp1; 

Xrcc2 

Ciclo celular 1.39E-13 4.73E-12 Abl1; Blm; Cdc25c; Fen1; H2afx; Hus1; Mcph1; Mlh3; 

Nbn; Pcna; Pole; Pttg1; Rad9a; Rnf8; Rpa1; Topbp1 

Resolution de sitios abásicos  2.78E-13 7.47E-12 Apex1; Fen1; Mpg; Pcna; Pole; Rpa1; Ung; Xrcc1 

Punto de control de daño al AND 

G2/M 

2.87E-13 7.47E-12 Blm; Cdc25c; H2afx; Hus1; Nbn; Rad9a; Rnf8; Rpa1; 

Topbp1 

Reparación por escición de bases 

(BER) 

1.7E-12 4.08E-11 Apex1; Fen1; H2afx; Mpg; Pcna; Pole; Rpa1; Ung; Xrcc1 

Fase presináptica de 

emparejamiento de ADN homólogo 

e intercambio de cadenas 

8.17E-12 1.72E-10 Blm; Hus1; Nbn; Rad9a; Rpa1; Topbp1; Xrcc2 

Emparejamiento de ADN homólogo 

e intercambio de cadenas 

1.33E-11 2.67E-10 Blm; Hus1; Nbn; Rad9a; Rpa1; Topbp1; Xrcc2 

Procesamiento de extremos rotos 

de doble cadena de ADN 

3.97E-11 7.15E-10 Blm; H2afx; Hus1; Nbn; Rnf8; Rad9a; Rpa1; Topbp1 

Puntos de control G2/M 8.3E-11 1.41E-09 Blm; Cdc25c; H2afx; Hus1; Nbn; Rnf8; Rad9a; Rpa1; 

Topbp1  

BER de parche largo dependiente 

de PCNA 

2.91E-09 4.65E-08 Apex1; Fen1; Pole; Pcna; Rpa1;  

Puntos de control del ciclo celular 1.47E-08 2.09E-07 Blm; Cdc25c; H2afx; Hus1; Nbn; Rad9a; Rnf8; Rpa1; 

Topbp1 

Resolución de sitios AP a través de 

la vía de reemplazo de parche de 

múltiples nucleótidos 

1.49E-08 2.09E-07 Apex1; Fen1; Pcna; Pole; Rpa1; 

Regulación de la actividad de TP53 

a través de la fosforilación 

9.99E-08 1.3E-06 Blm; Hus1; Nbn; Rad9a; Rpa1; Topbp1 

Recombinación meiótica 2.79E-07 3.35E-06 Blm; H2afx; Mlh3; Nbn; Rpa1  

Síntesis y ligadura de reparación 

de ADN de relleno de brechas en 

GG-NER 

5.66E-07 6.23E-06 Pcna; Pole; Rpa1; Xrcc1 

 

 

(FDR) False Discovery Rate 
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Para identificar los cambios en la expresión de los genes de reparación que ocurren 

como respuesta al daño generado por DOX, y determinar si dicha respuesta está alterada 

en las células que sobreexpresan miR-27b-3p, analizamos el patrón de expresión de los 

84 genes contenidos en el arreglo de PCR a las 48 h después de la exposición a DOX 

con y sin la sobreexpresión de miR-27b-3p. Observamos que la sobreexpresión de miR-

27b-3p genera cambios en el perfil de expresión de las células tratadas con DOX (Fig. 

16 A, B). Aunque los patrones de expresión guardan cierta similitud, tanto los genes 

involucrados como sus niveles de expresión son distintos (Tabla 7).  
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Figura 16. La sobreexpresión de miR-27b-3p modifica los cambios en la expresión génica que suceden 
en respuesta a la exposición a doxorrubicina (DOX) a las 48 h posteriores al tratamiento. Patrones de 
expresión de 84 genes de reparación al ADN en respuesta a la exposición a DOX. (A) Se compara la 
expresión normalizada de cada gen entre células no transfectadas ni tratadas, contra células tratadas con 
DOX. (B) Comparación de la expresión normalizada entre células que sobreexpresan miR-27b-3p no 
tratadas, contra células que sobreexpresan miR-27b-3p tratadas con DOX. La línea central indica 
ausencia de cambios en la expresión. Las líneas exteriores representan el umbral 2-fold para considerar 
los genes como subexpresados (verde) o sobreexpresados (rojo). Datos de expresión normalizados Fold 
change (2-ΔΔCt) representados en log10. 
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Tabla 7. Valores de expresión de los genes sub y sobreexpresados en las células tratadas con doxorrubicina. 

Células control 
 

Células que sobreexpresan miR-27b-3p 

Subexpresados Sobreexpresados Subexpresados Sobreexpresados 
Gen Fold change Gen Fold 

change 
Gen Fold 

change 
Gen Fold 

change 
Abl1 -3.05 Hus1 2.27 Bax -2.25 Cdkn1a 3.36 

Apex1 -2.64 Ppmd1 2.64 Brca1 -2.22 Ercc1 2.73 
Atm -3.29 Xpa 2.1 Brca2 -2.66 Ppp1r15a 2.04 
Blm -2.36   Cdc25c -3.32   

Brca1 -2.29   Chek1 -2.59   
Cdc25c -5.73   Dclre1a -2.55   
Chek1 -2.77   Exo1 -2.64   
Exo1 -2.44   Fancc -3.82   
Fanca -4.85   Fancd2 -3.9   
Fancc -3.09   H2afx -2.03   

Fancd2 -4.53   Nbn -2.33   
Fancg -2.92   Parp2 -2.04   
Fen1 -4.59   Pms2 -2.55   
H2afx -5.49   Rad21 -2.57   
Lig1 -2.34   Rad51b -2.48   
Mbd4 -2.28   Rev1 -2.32   
Mcph1 -3.55   Smc3 -2.22   
Mdc1 -2.33   Terf1 -4.35   
Mlh3 -2.2   Wrn -2.99   
Mpg -2.48   Xpa -2.25   

Parp1 -3.41       
Pcna -3.68       
Pole -2.84       
Poli -2.94       

Ppp1r15a -4.49       
Pttg1 -4.4       

Rad18 -2.43       
Rad21 -2.14       

Rad51b -2.8       
Rad9a -2.92       
Rpa1 -2.28       

Smc1a -3.01       
Terf1 -2.2       

Topbp1 -4.46       
Ung -3.11       
Wrn -2.07       

Xrcc1 -2.82       
Xrcc2 -6.4       

 

 

 

 

Se muestran los valores de expresión normalizados respecto a la condición sin doxorrubicina para cada caso. 
Valores de expresión relativa normalizados Fold change (2-ΔΔCt). En negritas se destacan los genes predichos 
como blancos putativos de miR-27b-3p de acuerdo con el análisis in silico para la predicción de genes blanco. 
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Para tratar de comprender la relación que guardan los patrones de expresión con la 

pérdida de la funcionalidad reparativa causada por la sobreexpresión de miR-27b-3p, se 

realizó una búsqueda de las interacciones entre las proteínas de los genes cuya 

expresión difiere en mayor medida entre las células tratadas con DOX y las células que 

sobreexpresaban miR-27b-3p igualmente tratadas con DOX (Fig. 17). El análisis de 

interacciones, realizado en la base de datos STRING [123], mostró que las proteínas de 

los genes analizados tienen interacciones, algunas putativas y otras experimentalmente 

demostradas, entre ellas y como conjunto pueden participar con cierta probabilidad en 

procesos relevantes para la reparación de DSBs tales como HRR y la vía de la anemia 

de Fanconi (Fig. 17). 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Análisis de interacciones entre las proteínas de genes diferencialmente expresados entre 
células tratadas con doxorrubicina y células que sobreexpresan miR-27b-3p tratadas con el mismo 
compuesto. Análisis realizado en la base de datos STRING v11.5. 
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Elaboración de un artículo de revisión sobre la función de los miRNAs en la 

reparación de DSBs a través de HRR y NHEJ. 

 

Como actividad complementaria al proyecto de investigación aquí presentado, se decidió 

elaborar un artículo de revisión en el que se abordara el papel de los miRNAs en la 

reparación de DSBs a través de los mecanismos HRR y NHEJ. Se decidió enfocar la 

revisión en la reparación de DSBs porque se trata del tipo de lesión considerado como 

el más genotóxico ya que puede causar una pérdida significativa de información 

genética, conduciendo así a enfermedades como el cáncer. Para la elaboración de la 

revisión, se realizó una extensa búsqueda bibliográfica de artículos publicados entre los 

años 2010 a 2021 donde se hubiera demostrado una asociación entre miRNAs y genes 

involucrados en NHEJ y HRR. Adicionalmente, se realizó un análisis de datos de 

interacciones validadas provenientes de TarBase v.8 para realizar gráficos que 

permitieran visualizar las interacciones entre miRNAs y genes que participan en HRR y 

NHEJ. Esto nos permitió elaborar un artículo que ofrece una visión amplia y actualizada 

acerca de cuáles son los miRNAs involucrados, sus blancos específicos dentro de cada 

mecanismo y el efecto de dicha interacción en diferentes modelos y tipos celulares. Al 

momento de elaboración de este manuscrito de tesis, el artículo ha sido publicado en la 

revista International Journal of Molecular Sciences y puede ser consultado con el 

siguiente enlace:  

https://doi.org/10.3390/ijms23063231 

 

A continuación, se muestra el resumen de dicho artículo de revisión: 
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Interactions between miRNAs and Double-Strand Breaks DNA Repair 

Genes, Pursuing a Fine-Tuning of Repair 

The repair of DNA damage is a crucial process for the correct maintenance of 

genetic information, thus, allowing the proper functioning of cells. Among the 

different types of lesions occurring in DNA, double-strand breaks (DSBs) are 

considered the most harmful type of lesion, which can result in significant loss 

of genetic information, leading to diseases, such as cancer. DSB repair occurs 

through two main mechanisms, called non-homologous end joining (NHEJ) 

and homologous recombination repair (HRR). There is evidence showing that 

miRNAs play an important role in the regulation of genes acting in NHEJ and 

HRR mechanisms, either through direct complementary binding to mRNA 

targets, thus, repressing translation, or by targeting other genes involved in 

the transcription and activity of DSB repair genes. Therefore, alteration of 

miRNA expression has an impact on the ability of cells to repair DSBs, which, 

in turn, affects cancer therapy sensitivity. This latter gives account of the 

importance of miRNAs as regulators of NHEJ and HRR and places them as a 

promising target to improve cancer therapy. Here, we review recent reports 

demonstrating an association between miRNAs and genes involved in NHEJ 

and HRR. We employed the Web of Science search query TS (“gene official 

symbol/gene aliases*” AND “miRNA/microRNA/miR-”) and focused on articles 

published in the last decade, between 2010 and 2021. We also performed a 

data analysis to represent miRNA–mRNA validated interactions from TarBase 

v.8, in order to offer an updated overview about the role of miRNAs as 

regulators of DSB repair. 

Peraza-Vega R.I., Valverde M., Rojas E. Interactions between miRNAs and Double-Strand Breaks DNA 
Repair Genes, Pursuing a Fine-Tuning of Repair. Int. J. Mol. Sci. (2022), 23(6), 3231. 

https://doi.org/10.3390/ijms23063231 
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DISCUSIÓN 

 

En este trabajo se estudió el efecto de la sobreexpresión de miR-27b-3p y miR-155-5p 

sobre la capacidad de reparación del ADN. Los niveles de daño en el ADN fueron 

evaluados por medio del ensayo cometa en dos modalidades de pH: alcalino (pH >13) y 

neutro (pH = 8.5). Al utilizar ambas modalidades del ensayo cometa es posible detectar 

y distinguir distintos tipos de lesiones en el ADN. El ensayo cometa neutro permite 

detectar daño al ADN principalmente en la forma de DSBs. Por su parte, el ensayo 

cometa alcalino, puede detectar DSBs, SSBs, así como sitios álcali-lábiles tales como 

sitios AP que pueden convertirse en rupturas en presencia de un pH alcalino [124,125]. 

Por ejemplo, el daño oxidativo generado por el tratamiento con FeCl3, sólo es evidente 

en el ensayo cometa alcalino (Fig. 10 – A, B), puesto que la generación de sitios AP es 

un paso inicial durante BER [126].  

Las células que sobreexpresaban miR-27b-3p redujeron su capacidad para reparar las 

lesiones al ADN generadas por los tratamientos con FeCl3, DOX y RI. Esta reducción de 

la capacidad de reparación se reflejó en los valores de OTM. En los tiempos de 

evaluación posteriores a los tratamientos con FeCl3, DOX y RI, observamos que los 

valores de OTM fueron significativamente más altos en las células que sobreexpresaban 

miR-27b-3p que en las células no transfectadas, las cuales siguen una tendencia a 

disminuir durante el tiempo posterior a los tratamientos (Fig. 10 – A, E, F, G, H). Tomando 

en cuenta que el tratamiento con FeCl3 favorece la formación de lesiones oxidativas en 

el ADN y que DOX junto con RI generan principalmente DSBs, los resultados del ensayo 

cometa sugerían que probablemente los procesos de BER y de reparación de DSBs 

estaban desregulados en las células que sobreexpresaban miR-27b-3p, debido 

posiblemente a una desregulación en la expresión de genes asociados con estos 

procesos. En el caso de las células que sobreexpresaban miR-155-5p, sus niveles de 

OTM no mostraron diferencias significativas en comparación con las células no 

transfectadas. Esto indica que la sobreexpresión de miR-155-5p no altera la capacidad 

de reparación del ADN en nuestro modelo. 
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Las herramientas bioinformáticas para la predicción de interacciones miRNA – mRNA 

están en constante desarrollo para mejorar la precisión de dichas interacciones, de tal 

manera que las predicciones puedan reflejar, con una alta probabilidad, las interacciones 

que ocurren en realidad dentro de las células. La mayoría de dichas herramientas tienen 

en común la utilización de una serie de características para determinar la probabilidad 

de interacción entre un miRNA y un mRNA. Entre dichas características, están la 

complementariedad de la región semilla, el grado de conservación entre especies tanto 

de la secuencia del miRNA como de la secuencia blanco, la energía libre como medida 

de la estabilidad de la interacción y la accesibilidad al sitio de hibridación con el blanco 

[127]. Sin embargo, además de las características mencionadas, las distintas 

herramientas de predicción disponibles también incluyen sus propios criterios para 

determinar la probabilidad de las interacciones. Por tal motivo, para la búsqueda de 

genes blanco predichos de miR-27b-3p y miR-155-5p, en este trabajo se decidió emplear 

el mayor número de bases de datos que miRWalk v2 tiene disponible a la fecha de 

realización de la búsqueda (12 bases de datos, ver sección de Materiales y Métodos), 

así como restringir la selección de sólo aquellas interacciones predichas que coincidieran 

en al menos la mitad de las bases de datos. De acuerdo con estos criterios de búsqueda, 

el 48% (209 genes) de los genes clasificados con el término GO: DNA repair, son blancos 

predichos de miR-27b-3p. Por otra parte, los blancos predichos de miR-155-5p 

representan el 21% de los genes con dicho término (Fig. 14; Tablas 3 y 4). Estos datos 

sugieren que la participación de miR-27b-3p sobre los procesos de reparación del ADN 

podría ser mayor que la de miR-155-5p. Tal idea es congruente con los resultados de 

nuestro modelo sobre la capacidad de reparación del ADN en el que vimos que 

únicamente la sobreexpresión de miR-27b-3p tuvo un efecto sobre la capacidad de 

reparación del ADN. 

De manera consistente con los resultados del ensayo cometa, observamos que la 

sobreexpresión de miR-27b-3p redujo la expresión de genes (2-fold) que participan en la 

reparación de lesiones oxidativas por BER y reparación de DSBs por HRR. En lo que se 

refiere a genes asociados con BER, los genes que redujeron su expresión fueron: Mpg, 

Ung, Apex1 (Ape1), Fen1, Xrcc1, Pcna y Pole (Fig. 15 y Tabla 5). Las proteínas MPG y 

UNG son glicosilasas monofuncionales encargadas de retirar bases modificadas tales 

como 3meA, 7meG, 3meG, en el caso de MPG, y U, 5-fluoroacil (5-FU), en el caso de 
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UNG [128]. Por otra parte, APE1 es una endonucleasa de sitios apurínicos/apirimídicos 

que surgen después de la remoción de la base alterada y lleva a cabo el corte del enlace 

fosfodiéster para producir un SSB [30]. PCNA y POLE son proteínas asociadas con la 

replicación del ADN que participan en la variante “long-patch” de BER. En conjunto, 

PCNA y POLE se encargan de la síntesis de ADN nuevo a partir del 3’-OH presente en 

el sitio de corte dejado por APE1 [38]. Por su parte FEN1 es una endonucleasa que 

participa en long-patch BER y se encarga de retirar la estructura “flap” o el saliente de 

ADN que queda después de la síntesis de la nueva sección de ADN [30]. XRCC1 no 

tiene actividad enzimática, pero funciona como un punto de andamiaje para otros 

componentes de BER como APE1 y otras glicosilasas [129]. Es posible que la reducción 

de la expresión de los genes mencionados haya sido la razón de la reducción de la 

capacidad para reparar las lesiones oxidativas generadas por el FeCl3. La expresión de 

la glicosilasa encargada de remover las lesiones tipo 8-oxoG, OGG1, no se redujo 

significativamente en las células que sobreexpresaban miR-27b-3p. Esto último sugiere 

que, si bien el reconocimiento y remoción de las bases con este tipo de modificación 

probablemente podía llevarse a cabo, las reacciones posteriores como el corte 

endonuclelítico y la síntesis de ADN no podían ocurrir de manera eficiente, promoviendo 

así la formación de sitios retardados de reparación álkali-lábiles y SSBs que pudieron ser 

detectados con el ensayo cometa alcalino (Fig. 10-A). Sin embargo, las ROS también 

pueden generar otras lesiones oxidativas, entre las que se incluye 5-OH-C que genera 

5-OH-U por desaminación, un tipo de lesión removido por UNG [130,131]. Como se ha 

mencionado, la expresión de UNG estaba reducida en las células que sobreexpresaban 

miR-27b-3p, por lo que el reconocimiento de estas lesiones oxidativas probablemente no 

podía ocurrir de manera eficiente. En conjunto, los resultados indican que la 

sobreexpresión de miR-27b-3p desregula la expresión de genes que participan en BER, 

lo cual resulta en una capacidad deficiente para reparar las lesiones en el ADN que son 

detectadas y removidas por esta vía.  

La sobreexpresión de miR-27b-3p también causó la reducción en la expresión de genes 

asociados con la reparación de DSBs por HRR. La expresión de Rpa1 Topbp1, H2afx, 

Xrcc2 y Blm estaba reducida (2-fold) en las células que sobreexpresaban miR-27b-3p 

(Fig. 15 y Tabla 5). Como se mencionó durante la sección de introducción, RPA es una 

proteína que se une al ADN después de la resección que se lleva a cabo durante la HRR 
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para remover posibles estructuras secundarias que pudieran obstruir la unión posterior 

de la recombinasa RAD51 [78]. Se ha visto que la reducción de la expresión de RPA 

puede reducir la reparación de DSBs, alterar la replicación del ADN y aumentar la 

sensibilidad de las células a RI [132,133]. TOPBP1  es una proteína que funciona en la 

señalización del daño al ADN y además actúa como mediador de la fosforilación y 

activación de RAD51 para reemplazar a RPA durante la HRR [134]. El gen H2afx codifica 

la variante de la histona H2A, llamada H2AX. Esta variante de histona juega un papel 

crucial en la señalización a nivel de cromatina de la presencia de DSBs. Los DSBs son 

señalizados por la fosforilación en S139 de H2AX por parte de ATM, ATR y PRKDC 

(DNA-PKcs) [45]. La variante H2AX está presente en aproximadamente el 15% de las 

histonas H2A, y hay dos histonas H2A por nucleosoma [135].  Por lo tanto, la 

desregulación de H2AX puede tener un impacto negativo en la capacidad de reparación 

de DSBs al comprometer su correcta señalización. Por su parte, XRCC2 es un parálogo 

de RAD51 que funciona como mediador en el reemplazo de RPA por RAD51 durante 

HRR [136]. La disminución en la expresión de XRCC2 se ha asociado con un retraso en 

la reparación de DSBs [137]. BLM es una helicasa involucrada en la replicación y 

reparación del ADN. Durante HRR, BLM contribuye a la resección del ADN para generar 

la sección de ADN de cadena sencilla a la cual se une luego RPA y se ha visto que puede 

regular la recombinación mediada por RAD51 [138]. Tomando en cuenta las funciones 

de las proteínas mencionadas, la desregulación de la expresión de sus genes puede 

afectar negativamente la funcionalidad del proceso de reparación por HRR. Los 

resultados tanto del análisis de expresión como los de la capacidad de reparación por 

medio del ensayo cometa, demuestran que la sobreexpresión de miR-27b-3p reduce la 

capacidad de reparación de DSBs a través de la desregulación negativa de la expresión 

de genes involucrados en HRR.  

En las células que sobreexpresaban miR-27b-3p también se observó una reducción de 

los niveles de expresión de otros genes que no participan directamente en HRR y BER 

pero que están asociados con la señalización del daño al ADN, particularmente DSBs, 

así como en la modulación del ciclo celular cuando existe la presencia de lesiones en el 

ADN. Dichos genes fueron Abl1, Cdc25c, Fanca, Fancg, Mcph1, Mlh3, Ppp1r15a, Pttg1 

y Rnf8 (Fig. 15 y Tabla 5). Abl1 codifica una tirosina cinasa ampliamente asociada con 

varios aspectos de la respuesta al daño al ADN. La actividad de ABL1 aumenta en 
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respuesta a las lesiones generadas por RI y se ha reportado que su activación depende 

de ATM [139]. ABL1 puede fosforilar a proteínas que participan en la reparación de DSBs 

tales como DNA-PKcs, RAD51, RAD52, BRCA1, RAD9 y TOPBP1 [139–145], lo cual 

indica que ABL1 juega un papel relevante en la regulación de la reparación de DSBs y 

arresto del ciclo celular. CDC25C es fosforilada e inactivado por CHK1/CHK2 de manera 

dependiente de ATM y p53 para llevar a cabo el arresto en G2 cuando hay daño en el 

ADN [146]. Se ha visto que MCPH1 funciona como mediador en la señalización por ATM 

y ATR durante la respuesta al daño al ADN [147]. La reducción en los niveles de MCPH1 

se han asociado con una disminución en la formación de focos de MDC1, 53BP1 y ATM 

necesarios para la reparación de DSBs generados por RI [148]. También se ha visto que 

MCPH1 cuando es activado por ATM, interacciona con TOPBP1, quien a su vez funciona 

como activador de ATR, para amplificar la señal de éste último cuando hay estrés 

replicativo [149]. De igual forma, se ha reportado que MCPH1 interacciona con BRCA2 

y RAD51 durante HRR y que participa en la modulación del checkpoint G2-M al regular 

la expresión de BRCA1 y CHK1 [150,151]. Ppp1r15a (Gadd34) es un gen asociado con 

el arresto del ciclo celular y su expresión es inducida en la respuesta al daño al ADN. El 

aumento en la expresión de Gadd34 se ha asociado con un incremento en la apoptosis 

de células con daño al ADN [152]. Pttg es un gen involucrado en la separación de 

cromátidas hermanas durante la mitosis [153]. El incremento en la expresión de PTTG1 

causa errores en la segregación de los cromosomas durante la mitosis y se ha asociado 

con un aumento de la inestabilidad genómica [154]. RNF8 participa en la señalización de 

los DSBs mediante la mono-ubiquitinación de H2A y H2B [155,156]. La deficiencia de 

RNF8 se ha asociado con el desarrollo de tumores, probablemente por el incremento de 

inestabilidad genómica [157]. FANCA y FANCG  interaccionan entre sí y participan en la 

reparación de entrecruzamientos intercadena y DSBs por la vía de anemia de Fanconi. 

FANCA y FANCG junto con FANCB, FANCC, FANCE, FANCF, FANCL y FANCM forman 

el complejo FA, el cual puede monoubiquitinizar a las proteínas FANCD2 y FANCI, las 

cuales a su vez colocalizan con BRCA1, BRCA2 y RAD51 en los sitios de daño [158,159]. 

Se ha visto que FANCA puede llevar a cabo la alineación e intercambio de cadenas 

durante la reparación de DSBs, en un nivel de actividad similar al de RAD52, y que esta 

actividad es estimulada por la interacción con FANCG [160]. La desregulación en la 

expresión de los genes mencionados afecta negativamente la señalización del daño al 
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ADN, principalmente DSBs, necesaria para una correcta respuesta al daño al ADN a 

nivel del ciclo celular. La reducción en la expresión de estos genes, observada en las 

células que sobreexpresaban miR-27b-3p, sugiere que la reducción en la capacidad para 

reparar el ADN es debida a una alteración que no sólo se restringe a los procesos de 

HRR y BER, sino que es más generalizada y que abarca múltiples niveles de la 

reparación del ADN, como son la detección de las lesiones, señalización de la presencia 

del daño, mecanismos de control del ciclo celular y la activación y funcionalidad de 

proteínas y complejos efectores de las reacciones de corte, recombinación y síntesis de 

ADN. 

Un caso particular fue el observado con las células tratadas con UV. En las células que 

sobreexpresaban miR-27b-3p tratadas con UV, vimos niveles de OTM más elevados a 

las 24 h posteriores al tratamiento en comparación con las células no transfectadas en 

el ensayo cometa neutro (Fig. 10-D). Si bien es una ligera diferencia, es suficiente para 

ser significativa (p < 0.05) y, dado que esta diferencia sólo se observó en el ensayo 

cometa neutro, sugiere la presencia de DSBs que no han sido reparados de manera 

eficiente en las células que sobreexpresan miR-27b-3p. Si bien, la luz UV no genera 

DSBs directamente, es un tipo de daño adicional que puede presentarse como resultado 

del bloqueo y colapso de la maquinaria de transcripción o replicación por la presencia de 

CPDs [161,162], o bien, debido a una inadecuada reparación de los SSBs temporales 

que se producen durante la reparación de los CPDs a través de NER (Fig. 4). Como se 

mencionó con anterioridad, la expresión de Pcna, Pole y Xrcc1 estaba reducida como 

resultado de la sobreexpresión de miR-27b-3p. Las proteínas de estos genes, además 

de participar en BER, también lo hacen en NER llevando a cabo las funciones de síntesis 

de ADN, en el caso de PCNA y POLE, y punto de andamiaje para otras proteínas en el 

caso de XRCC1. Otro gen que participa en NER y cuya expresión se vio alterada en las 

células que sobreexpresan miR-27b-3p es Xpc. Sin embargo, a diferencia de Pcna, Pole 

y Xrcc1, la expresión de Xpc no estaba reducida sino aumentada. La proteína XPC 

reconoce lesiones que alteran la estructura de hélice en el ADN y recluta el complejo 

TFIIH durante GG-NER. El aumento en la expresión de XPC se ha asociado con un 

aumento en la tasa de reparación de entrecruzamientos intercadena [163]. Si bien, las 

lesiones generadas por la luz UV como los CPDs y los 6-4PPs no alteran en gran medida 

la estructura de hélice del ADN, éstas no pueden ser reconocidas directamente por XPC, 
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no obstante, una vez que XPC se asocia con DDB1 y DDB2 puede detectarlas [164]. Es 

posible que la desregulación al alta de XPC haya favorecido la detección de las lesiones 

causadas por UV, pero éstas no pudieron ser reparadas eficientemente por la baja 

expresión de Pcna, Pole y Xrcc1. Las lesiones no reparadas pudieron entonces haber 

representado obstáculos para la maquinaria de transcripción y replicación, promoviendo 

así su colapso y generando DSBs, los cuales a su vez no pudieron repararse 

eficientemente por la afectación de HRR.  

Se ha reconocido ampliamente que la función canónica de los miRNAs es silenciar la 

expresión de sus genes blanco. Sin embargo, en años recientes también se han 

observado otros mecanismos alternativos a través de los cuales los miRNAs pueden 

promover la expresión de diversos genes. Se sabe que algunos pre-miRNAs pueden 

unirse a factores de transcripción y se ha propuesto que pueden facilitar la interacción 

entre éstos y la secuencia de sus promotores blanco [165]. Asimismo, existen ejemplos 

de miRNAs que después de su biogénesis, regresan y se localizan en el núcleo donde 

promueven la activación transcripcional o el silenciamiento de genes blanco a través de 

la interacción entre RISC y remodeladores de cromatina guiados por el miRNA hacia la 

secuencia del promotor [166]. También se ha reportado que diversos miRNAs pueden 

interaccionar con la secuencia promotora de ciertos genes y activar su transcripción 

mediante un proceso conocido como activación por ARN (RNAa). En este proceso, la 

interacción del miRNA con el promotor promueve el reclutamiento de factores de 

transcripción y de ARN Pol II para activar la transcripción del gen [167]. La regulación 

positiva de la expresión génica por parte de los miRNAs es un campo de estudio nuevo, 

donde las interacciones entre miRNAs y promotores, enhancers y factores de 

transcripción no han sido tan estudiadas como en el caso de las interacciones de 

regulación canónicas. Además, se desconocen los factores que intervienen en el regreso 

de los miRNAs al núcleo [166]. Por esta razón son muy pocas las herramientas de 

predicción que consideran la interacción entre miRNAs y promotores entre sus criterios 

de búsqueda de blancos. Debido a estos factores, para la búsqueda de genes blanco 

realizada en este trabajo no se consideraron interacciones miRNA – promotor. Sin 

embargo, la sobreexpresión de miR-27b-3p generó una desregulación en la expresión 

de genes que sugiere que este miRNA puede modular la expresión génica a través de 

vías de regulación tanto canónicas como alternativas. Además de la reducción de los 
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genes ya mencionados, también se observó un aumento en la expresión de los genes 

Hus1, Rad9a, Rad52, Nbn, Xpa y Mgmt en las células que sobreexpresaban miR-27b-

3p (Fig. 15 y Tabla 5). Los cuatro primeros genes están involucrados principalmente en 

la reparación de DSBs. HUS1 es conocido por formar un complejo con RAD1 y RAD9 

similar estructuralmente a PCNA [168]. En presencia de DSBs, dicho complejo se une al 

ADN y facilita la fosforilación de CHK1, una cinasa que regula el progreso de la fase S y 

el arresto G2/M [168]. RAD52 participa en conjunto con RAD51 y parálogos de este 

último, como XRCC2, en la remoción de RPA [78,79]. Además se ha demostrado que 

RAD52 en conjunto con CtIP reclutan a BRCA1 hacia los DSBs y que el reclutamiento 

de RAD51 hacia los DSBs en zonas transcripcionalmente activas es dependiente de 

RAD52 [169]. NBS1 (NBN) es un miembro del complejo MRN. Como se mencionó 

anteriormente, el complejo MRN actúa como sensor de DSBs, como coactivador para la 

señalización de checkpoints del ciclo celular inducidos por la presencia de DSBs y como 

un efector en la reparación por HRR [68,69]. Por otra parte, XPA participa en la 

reparación por NER y actúa durante el segundo paso de verificación de la lesión [41]. 

Además de interaccionar con TFIIH, XPA interacciona con RPA para formar el andamiaje 

previo al corte endonucleolítico [170]. Finalmente, MGMT es una enzima que remueve 

directamente modificaciones O6-meG. El aumento en la expresión de genes como Hus1, 

Rad9a, Rad52, Nbn, Xpa y Mgmt sugiere que probablemente miR-27b-3p podría ejercer 

una regulación positiva en la transcripción de estos genes ya sea mediante interacciones 

con elementos asociados a su transcripción, o bien, a través de la inhibición de factores 

que reprimen la expresión de estos genes. De manera similar a lo que observamos con 

los genes que redujeron su expresión, la reparación de DSBs es un proceso 

representado por los genes que aumentaron su expresión en las células que 

sobreexpresaban miR-27b-3p. Estos resultados apoyan la idea de que el papel de miR-

27b-3p en la reparación del ADN está principalmente asociado a la reparación de DSBs 

a través de interacciones de regulación canónicas y alternativas. 

No todos los genes desregulados en las células que sobreexpresaban miR-27b-3p son 

blancos predichos de este miRNA. Asimismo, no todos los genes predichos como blanco 

de miR-27b-3p estaban desregulados. De los 84 genes analizados, 43 (51%) de ellos 

son blancos predichos y de los 27 genes cuya expresión estaba desregulada, 15 de ellos 

(56%) son blancos predichos (Tabla 3). Esto podría ser percibido como una discrepancia 
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entre los genes predichos como blanco y los genes que efectivamente se observaron 

desregulados, sin embargo, es importante tener en cuenta que la regulación mediada 

por miRNAs es una compleja red de interacciones en la que cada mRNA puede 

interaccionar con numerosos miRNAs y viceversa, que frecuentemente un mRNA puede 

tener múltiples sitios de reconocimiento para un mismo miRNA o para varios que pueden 

interaccionar al mismo tiempo [171]. Además, se ha sugerido que las interacciones 

miRNA – mRNA actúan como un mecanismo de control bidireccional en donde los 

blancos también afectan la actividad de los miRNAs [172]. Al respecto, la hipótesis de 

los RNAs endógenos en competencia (ceRNAs) postula que los blancos endógenos 

compiten entre ellos por la unión a miRNAs, por lo tanto, cambios en la expresión de un 

miRNA puede influir en la interacción de un blanco con otro miRNA ya sea promoviéndola 

o reprimiéndola [173]. De tal manera que las interacciones miRNA – mRNA son 

totalmente dependientes del contexto celular y por lo tanto es difícil predecir las 

interacciones que pueden presentarse en un experimento in vitro [174]. A pesar de las 

limitaciones computacionales y el alcance de los algoritmos empleados por las 

herramientas de búsqueda, la predicción de interacciones facilita el proceso de reducir 

los posibles blancos de cierto miRNA y determinar los procesos celulares en que 

participan. Como se mencionó anteriormente, el análisis in silico realizado en este trabajo 

mostró que miR-27b-3p tiene un mayor número de genes blanco putativos relacionados 

con la reparación del ADN que miR-155-5p y esto se vio reflejado en la disminución de 

la capacidad de reparación en las células que sobreexpresaban miR-27b-3p.  

La sobreexpresión de miR-27b-3p causó cambios generales en el perfil de expresión de 

los 84 genes de reparación del ADN durante la reparación de las lesiones causadas por 

DOX. Se ha reportado que la exposición a DOX causa una desregulación en la expresión 

de genes involucrados en varios procesos celulares incluyendo la reparación del ADN 

[175–177]. Por ejemplo, la expresión de genes como Atm, Blm, Brca1, Cdc25c, Exo1, 

Fanca, Fancd2, Fancg, Fen1, H2afx, Pole, Pttg1 y Xrcc2 se ha observado disminuida en 

células tratadas con DOX [177,178]. En este trabajo también se observaron 

modificaciones en la expresión de genes involucrados en la reparación del ADN después 

del tratamiento con DOX, entre los que se incluyen los genes mencionados con una 

expresión a la baja (Fig. 16 A, B). Se ha sugerido que la reducción en la expresión de 
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genes de reparación después del tratamiento con DOX puede estar relacionada con el 

inicio de la adquisición de un fenotipo de resistencia al compuesto [178]. Sin embargo, 

las causas detrás de la desregulación de genes de reparación del ADN por la exposición 

a DOX no han sido suficientemente exploradas. El perfil de expresión de los 84 genes 

después de la exposición a DOX fue distinto entre las células que sobreexpresaban miR-

27b-3p y las células no transfectadas (Fig. 16 A, B; Tabla 7). Con base en el análisis de 

interacciones, las proteínas de los nueve genes desregulados únicamente en las células 

tratadas con DOX que sobreexpresan miR-27b-3p (Dclre1a, Rev1, Xpa, Pms2, Brca2, 

Parp2, Smc3, Nbn, Bax) mantienen algunas interacciones putativas y otras 

experimentalmente validadas entre ellos, asimismo, como grupo de proteínas participan 

en procesos como HRR, la reparación del ADN por la vía de anemia de Fanconi y 

regulación del ciclo celular (Fig. 17). De estos genes, Dclre1a, Xpa, Pms2 y Brca2, son 

genes predichos como blancos putativos de miR-27b-3p. Este cambio en el perfil de 

expresión ayuda a explicar la pérdida de la funcionalidad reparativa que observamos en 

el ensayo cometa con las células que sobreexpresan miR-27b-3p. En conjunto, estos 

resultados indican que la sobreexpresión de miR-27b-3p altera la respuesta a nivel 

génico que ocurre como parte del proceso de reparación del daño al ADN y, por 

consiguiente, la abundancia e interacción de las proteínas de reparación, lo que 

finalmente se traduce en la pérdida de la funcionalidad de la reparación del ADN 

observada en el ensayo cometa. Por otra parte, los resultados sugieren que la 

sobreexpresión de miR-27b-3p podría ser un factor importante en la sensibilidad de 

células tumorales ante el tratamiento con DOX o compuestos que actúen de manera 

similar. 

La reducción de la expresión del miR-27b-3p a través de la transfección con el inhibidor 

no tuvo efecto sobre la capacidad de reparación del ADN. Asimismo, cuando las células 

fueron expuestas a los agentes de daño después de 96 h posteriores a la transfección 

con miR-27b-3p, momento en el que la expresión del miRNA ha vuelto a niveles similares 

al basal, no se observaron alteraciones en su capacidad de reparación (Fig.12). Estos 

resultados sugieren que la función de miR-27b-3p, como regulador de la reparación del 

ADN, depende de un incremento en su nivel de expresión. 
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La pérdida o ganancia de regulación genética mediada por miRNAs puede conducir a 

una modulación inapropiada de sus genes blanco. Por lo tanto, las alteraciones en la 

expresión de miRNAs pueden contribuir al desarrollo de enfermedades pues modifican 

el funcionamiento de los procesos celulares [179]. Los mecanismos que generan la 

desregulación de miR-27b-3p no se han logrado estudiar a detalle, no obstante, se ha 

observado que al igual que como ocurre con otros miRNAs, ciertos cambios 

epigenéticos, tales como la metilación y la modificación de histonas, la regulación 

mediada por otros miRNAs, así como alteraciones en la regulación transcripcional y vías 

de señalización son factores que pueden desregular la expresión de miR-27b-3p. En 

diversos tipos de cáncer, la expresión de miR-27b-3p se ha observado desregulada, 

tanto a la alta como a la baja [92 – 99], y se ha visto que múltiples vías de señalización, 

entre las que se incluye NF-kB, PI3K/AKT, ERa/ERK 1/2 pueden regular la expresión de 

miR-27b-3p [180]. Asimismo, otros factores como TNFα, EGF, HER2, IL6, CCL18 e IFNγ 

se han asociado con la regulación de la expresión de este miRNA [90]. En el contexto 

del cáncer, a menudo se clasifica a los miRNAs como oncogenes (oncomiRs) y 

supresores de tumores dependiendo de su nivel de expresión y la relación entre su 

expresión y la de genes involucrados en procesos relevantes durante la formación de 

tumores tales como la reparación del ADN, ciclo celular, proliferación y apoptosis 

[181,182]. Sin embargo, dado que los efectos de los miRNAs son intrínsecamente 

pleiotrópicos, no es raro que un miRNA actúe como supresor en un tipo específico de 

tumor y como oncogén en otro tipo de tumor [183]. Como se mencionó, la expresión de 

miR-27b-3p se ha visto tanto al alta como a la baja en diferentes tipos de cáncer [94–

101], lo que sugiere que tiene un doble papel como oncogén y supresor de tumores, el 

cual dependerá del contexto particular del tumor. El funcionamiento de miR-27b-3p en el 

cáncer, como ocurre con otros miRNAs, depende de determinantes específicos, incluidas 

las características moleculares, celulares e histológicas intrínsecas y extrínsecas de los 

tumores así como de la abundancia y disponibilidad de los mRNA blanco [182,184]. Los 

resultados aquí presentados con el modelo utilizado en este trabajo indican que miR-

27b-3p funciona como regulador negativo de la reparación del ADN y que su actividad 

como tal depende de un aumento en su expresión, lo cual se traduce en la acumulación 

de daño en el ADN.  
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CONCLUSIÓN 

Los hallazgos presentados en este trabajo demuestran por primera vez que miR-27b-3p 

funciona como un regulador negativo de la reparación del ADN. Cuando este miRNA está 

sobreexpresado, puede desregular la expresión de genes involucrados en mecanismos 

de reparación del ADN, principalmente HRR y BER, así como otros genes que participan 

en la señalización de DSBs y regulación del ciclo celular. La desregulación en la 

expresión de dichos genes causa una reducción en la capacidad de reparación del daño 

al ADN, principalmente DSBs y lesiones oxidativas. Por lo tanto, el papel de miR-27b-3p 

en la reparación del ADN, representa un tema de estudio interesante que puede 

contribuir a mejorar los criterios de diagnóstico y tratamiento del cáncer, puesto que las 

estrategias de quimioterapia y radioterapia están diseñadas para destruir células 

cancerosas por medio de la inducción de daño al ADN, de tal modo que para que la 

terapia sea exitosa es importante aprovechar las posibles vulnerabilidades de las células 

cancerosas en su capacidad de reparación del ADN. Estudiar los efectos de la 

sobreexpresión de miR-27b-3p sobre la sensibilidad de células cancerosas a agentes 

físicos y químicos empleados en el tratamiento del cáncer, permitirá determinar su 

utilidad como posible marcador de sensibilidad en distintos tipos de tumores. Asimismo, 

el estudio de los factores intrínsecos y extrínsecos determinantes para la expresión de 

miR-27b-3p y la regulación de sus genes blanco, permitirá delinear de mejor manera la 

importancia de este miRNA en el tratamiento contra el cáncer.  
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