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RESUMEN 

A la fecha, la gran mayoría de los estudios de cáncer cervicouterino (CC) se han enfocado 

principalmente en el cáncer cervicouterino escamoso (SCC). Nuestro estudio se encargó de 

descubrir y aclarar las diferencias entre el cáncer cervicouterino tipo escamoso y el 

adenocarcinoma cervicouterino (CAD) que puedan ofrecer información valiosa para la 

identificación de las proteínas comunes entre SCC y CAD involucradas en el desarrollo del 

CC, así como las específicas de SCC y CAD. Materiales y métodos: Extractos totales de 

proteína de 15 muestras correspondientes a 5 diferentes tipos de grupos de análisis de CC 

fueron comparados contra un grupo de tejidos no cancerosos empleando cromatografía 

liquida bidimensional y espectrometría de masas (2D LC-MS/MS), marcaje isobárico para la 

cuantificación relativa y absoluta (ITRAQ), análisis de componentes principales (PCA) y 

análisis de enriquecimiento de genes (GSEA). Resultados: Se identificaron y cuantificaron 

622 proteínas. La categoría más representada fue la de proteínas relacionadas con la 

exocitosis con 25% del total de las proteínas identificadas y cuantificadas. Considerando los 

resultados de los experimentos, se seleccionó a la proteína Reticulocalbina 3 (RCN3) y a la 

proteína relacionada a Ras Rab-14 (RAB14) para realizar una serie de ensayos in vitro e in 

vivo. RCN3 estuvo sobreexpresada en todos los tejidos de CC comparados contra el control 

y RAB14 estuvo sobreexpresada en cáncer cervicouterino escamoso (SCC) comparado 

contra el adenocarcinoma cervicouterino (CAD). En el experimento de inducción de tumores 

en ratón (nu/nu) la expresión de RAB14 estuvo correlacionada positivamente con el 

incremento en el tamaño del tumor comparado con el control. Además, la expresión de RCN3 

en células HeLa indujo un incremento en tamaño discreto comparado con el control después 

de la inoculación al día 47. Conclusión: RAB14 y RCN3 son potenciales biomarcadores y 

blancos terapéuticos en el tratamiento del CC. 

Palabras clave: RAB14, RCN3, adenocarcinoma cervicouterino, exosoma, ITRAQ, 

proteómica. 
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ABSTRACT 

Background/Aim: To date, several proteomics studies in cervical cancer (CC) have focused 

mainly on squamous cervical cancer (SCC). Our study aimed to discover and clarify 

differences in SCC and CAD that may provide valuable information for the identification of 

proteins involved in tumor progression, in CC as a whole, or specific for SCC or CAD. 

Materials and Methods: Total protein extracts from 15 individual samples corresponding to 5 

different CC tissue types were compared with a non-cancerous control group using 

bidimensional liquid chromatography-mass spectrometry (2D LC-MS/MS), isobaric tags for 

relative and absolute quantitation (ITRAQ), principal component analysis (PCA) and gene set 

enrichment analysis (GSEA). Results: A total of 622 statistically significant different proteins 

were detected. Exocytosis-related proteins were the most over-represented, accounting for 

25% of the identified and quantified proteins. Based on the experimental results, 

reticulocalbin 3 (RCN3) and Ras-related protein Rab-14 (RAB14) were chosen for further 

downstream in vitro and vivo analyses. RCN3 was overexpressed in all CC tissues compared 

to the control and RAB14 was overexpressed in squamous cervical cancer (SCC) compared 

to invasive cervical adenocarcinoma (CAD). In the tumor xenograft experiment, RAB14 

protein expression was positively correlated with increased tumor size. In addition, RCN3-

expressing HeLa cells induced a discrete size increment compared to control, at day 47 after 

inoculation. Conclusion: RAB14 and RCN3 are suggested as potential biomarkers and 

therapeutic targets in the treatment of CC. 

Key Words: RAB14, RCN3, cervical adenocarcinoma, exosome, ITRAQ, proteomics. 
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1.1 Estadísticas del cáncer a nivel mundial 

El cáncer es un proceso patológico de crecimiento y diseminación incontrolada de células. 

Puede suscitarse prácticamente en cualquier parte del cuerpo. Este tipo de procesos 

biológicos suelen originar una masa celular denominada tumor. La mayoría de los tumores 

suelen ser tumores sólidos, sin embargo, existen tumores formados por células blancas que 

constituyen la sangre como sucede en la leucemia. De acuerdo con la más reciente 

actualización de la organización mundial de la salud (OMS) en el año 2018 el cáncer alcanzó 

18.1 millones de nuevos casos y 9.6 millones de muertes. El cáncer más frecuentemente 

diagnosticado en hombres es el cáncer de pulmón siendo diagnosticado en uno de cada 

cinco de casos de cáncer en hombres (22.0%) seguido en segundo lugar por el cáncer de 

próstata (13.5%), cáncer colorrectal (10.9%) en tercer lugar, así como cáncer de hígado en 

cuarto (10.2%). En cuanto al cáncer en mujeres, el cáncer de mama ocupa el primer lugar 

en incidencia a nivel mundial, donde uno de cada cuatro casos de cáncer diagnosticado en 

mujeres es cáncer de mama. El cáncer de mama es la primera causa también de muerte en 

mujeres asociada al cáncer (15.0%), seguida del cáncer de pulmón (13.8%) en segundo 

lugar, cáncer colorrectal (9.5%) en tercera causa y en cuarta posición encontramos al cáncer 

cervicouterino (CC) con una mortalidad del 7.5% a nivel mundial1. 

1.2 El cáncer como una enfermedad compleja 

Definir el cáncer desde un punto de vista biológico y organizacional es una tarea compleja. 

Algunas definiciones han ayudado a tratar de explicar esta enfermedad compleja, ya que se 

consideraba por la década de los 90s que los procesos tumorales empezaban por una célula 

que se convertía de célula normal a tumoral a través de diversos pasos. Se definía al cáncer 

como una enfermedad genética heredable donde muchos de los genes del cáncer estaban 

presentes en procesos esenciales de la biología celular como el crecimiento y desarrollo2. 

Dividiendo dichos genes en oncogenes y supresores tumorales. Los oncogenes eran 

definidos como aquellos genes cuyos cambios en un aminoácido eran capaces de generar 

proteínas de estructura alterada con alguna función ganada reflejada en el crecimiento y 

división celular. Dicho nombre de oncogén se usa una vez que dichas secuencias génicas 

son introducidas en fibroblastos murinos en cultivo y estos presentan posteriormente una 

incontrolable división celular. Por otro lado, los supresores de tumores son conocidos de esta 

forma cuando se estudiaron casos clínicos de retinoblastoma hereditarios donde la pérdida 

de un gen en este caso el gen de la proteína de retinoblastoma (pRB) desde línea germinal 

generaba células mutantes que a la postre formarían un tumor en la retina ocular3. Por lo 
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que la pérdida de dicho gen constituía un incremento en la posibilidad de generar un tumor 

así que se le asigno el nombre de gen supresor de tumores. El enfoque genético como causal 

del cáncer resultó producto del estudio de tipos de cáncer heredables que en el caso de 

retinoblastoma son altamente improbables. Si bien el retinoblastoma es el cáncer ocular más 

común en infantes es un padecimiento altamente infrecuente con cerca de un caso por cada 

16000-18000 nacimientos a nivel mundial4. Que, si bien ayudó un poco a definir un grupo de 

genes alterados en dicho tipo de cáncer, no refleja por completo las distintas variantes de 

cáncer que hasta la fecha se han descrito. 

Ya para el año 2000 la búsqueda de un concepto que permitiera una mejor definición de una 

enfermad compleja como el cáncer fue alimentada por el hallazgo de algunas características 

moleculares, celulares y bioquímicas presentes en células tumorales que pudieran quizá ser 

compartidas por otros tipos de tumores. Incluso cambió la visión de los factores genéticos 

como enteros causales del cáncer ahora se concibe al cáncer como un proceso de múltiples 

pasos que reflejan las alteraciones genéticas celulares y que conducen a las células 

normales hacia células tumorales. Estas células tumorales presentarían 6 características 

distintivas comunes en la mayoría de los más de 100 tipos de cáncer: autosuficiencia en 

señales de crecimiento, insensibilidad a señales inhibitorias del crecimiento, evasión de la 

muerte celular programa (apoptosis), potencial replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida, 

invasión de tejidos y metástasis5. De forma general estas seis características parecían 

englobar los diferentes tipos de células que conforman los tumores sin embargo no todos los 

tumores son capaces de generar metástasis, este hallazgo explicaba que la patogénesis de 

la metástasis dependía de la interacción de la célula tumoral (la semilla) y el microambiente 

específico del órgano blanco (el suelo)6. 

1.3 Autosuficiencia en señales de crecimiento 

Comúnmente en un contexto que podríamos llamar normal las células requieren de señales 

de crecimiento para que estas salgan de un estado inactivo (quiescente) y pasen a un estado 

activo o proliferativo. Por lo regular los cambios en estos estados están regulados por 

señales que son transmitidas de célula a célula a través de receptores de membrana. Entre 

estas señales podemos encontrar: factores de crecimiento difusibles, componentes de 

matriz extracelular, y moléculas de adhesión célula-célula. A la fecha sabemos que las 

células normales no comienzan a dividirse sin un motivo o señalización previa en ausencia 

de factores de crecimiento celular. Cabe mencionar que en cáncer muchas de las proteínas 

codificadas por oncogenes son capaces de ofrecer una gamma de diversos factores de 
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crecimiento que podrían simular el típico cambio de estado inactivo a activo de una célula 

normal durante la división celular. Algunos autores sostienen que todos los tipos de cáncer 

se originan a partir de una sola célula que cuenta con el potencial proliferativo indefinido algo 

que se podría definir como célula madre (stem cell) cuyos estrictos controles de división 

celular han sido vulnerados lo que posteriormente le vuelve capaz de generar una estirpe de 

células anormales que constituyan un tumor7. La autosuficiencia en señales de crecimiento 

puede ser endógena o exógena. Un claro ejemplo de esta característica del cáncer se puede 

apreciar en cáncer de pulmón y cáncer colorrectal cuyo comportamiento puede decirse en 

la mayoría de los casos no en todos suele demostrar la autosuficiencia de señales de 

crecimiento8,9. La señalización exógena incluye la producción autocrina de amfiregulina y 

epiregulina, ambos ligandos del receptor de crecimiento epidermoide (EGFR), mientras que 

la señalización endógena sucede cuando surgen mutaciones activadoras del gen EGFR, por 

ejemplo. 

1.4 Insensibilidad a las señales inhibitorias del crecimiento 

La talla de un organismo depende de la cantidad de células que este posee en su masa, la 

cual depende del total de células y de la masa de estas. Es preciso que existan mecanismos 

que regulen dicho número celular y lo mantengan en una especie de equilibrio (homeostasis) 

donde existe un balance entre la división y la muerte celular10. También es necesario que 

exista un control de la proliferación celular. Se puede observar que existen dos grupos de 

mecanismos reguladores de la proliferación celular, aquellos que la apagan 

permanentemente y aquellos que la detienen de forma transitoria hasta que esa señal 

inhibitoria es revertida por otra11. Un mecanismo temporal es aquel donde la célula es 

forzada a ir al estado quiescente o de G0 a través de señales integradas por sus receptores 

celulares y el otro mecanismo suele ser cuando la célula ha llegado a un estado diferenciado 

que se le ha asignado para el cumplimiento de tareas altamente específicas de donde no 

podrá regresar a un estado menos diferenciado ni proliferativo. Uno de los ejemplos que 

subraya la importancia de la insensibilidad a señales inhibitorias del crecimiento en cáncer 

es el papel crítico que tiene el gen pRB. La recepción de las señales inhibitorias del 

crecimiento y su adecuada integración está basada en una compleja red de interacción de 

varias proteínas como pRB, p130 y p107 que interactúan con muchas proteínas como 

miembros de la familia E2 quienes principalmente participan en la transcripción de factores 

altamente involucrados en la síntesis de DNA12. El gen pRB se comporta como un supresor 

tumoral cuya principal tarea es inhibir la función del factor transcripcional E2, mismo que es 
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esencial para la proliferación celular13. La naturaleza como supresor de tumores de pRB es 

innegable ya que la probabilidad de desarrollar osteosarcoma por un paciente con 

mutaciones en pRB incrementa cerca de 1000 veces comparado contra la población 

general14.Por otro lado, en cáncer de mama su inactivación se relaciona con la iniciación del 

tumor15. Otro de los genes que comúnmente se ven involucrados en la insensibilidad a las 

señales inhibitorias de crecimiento es el gen p53 quien es considerado como el guardián del 

genoma, y se encuentra mutado en cerca del 50% de los casos16.  

1.5 Resistencia o evasión de la muerte celular programada (apoptosis) 

El balance entre la sobrevivencia y la muerte celular es un punto crítico en la homeostasis 

de un organismo. Existe un amplio número de mecanismos extracelulares e intracelulares 

que están involucrados en el mantenimiento de este balance. Cuando una célula es expuesta 

a daño inducido por agentes bioquímicos, físicos o biológicos nocivos, se activan genes de 

respuesta a stress. Sí el daño es mínimo muy probablemente la célula logre recuperarse sin 

embargo si el daño es mayor está irá a apoptosis. La pérdida de regulación efectiva de los 

mecanismos que conducen a apoptosis es una condición que resulta en una enfermedad. 

La excesiva apoptosis está presente en isquemia cardiaca, infarto y enfermedades 

neurodegenerativas por mencionar algunas. Sin embargo, el caso opuesto es decir una 

deficiente apoptosis también es una condición patológica relacionada con padecimientos 

como infecciones autoinmunes, infecciones virales y muy frecuentemente a cáncer17. A la 

fecha se han descrito tres tipos de vías por los cuales puede llevarse a cabo la apoptosis, 

vía intrínseca (mitocondrial) y extrínseca. Ambas conducen a apoptosis. Sin embargo, hay 

un tercer mecanismo poco descrito conocido como apoptosis vía retículo endoplásmico. El 

mecanismo extrínseco comienza en el exterior de la célula, cuando las condiciones del 

medio ambiente determinan que una célula debe morir. Este mecanismo también involucra 

interacciones transmembranales de receptores, principalmente dos receptores proteicos 

llamados receptor de necrosis tumoral 1 (TNFR1) y la proteína relacionada a Fas (CD95) así 

como sus respectivos ligandos llamados factor de necrosis tumoral (TNF) y ligando Fas 

(FasL)18.  

La vía intrínseca involucra cambios en el funcionamiento de la mitocondria que suele ser 

producto de estrés celular o la influencia de agentes citotóxicos. En la vía intrínseca dos 

caspasas la caspasa 8 y la caspasa 9 son las que más participan en dicha interacción que 

resulta en el reclutamiento y subsecuente activación formando los complejos señalizadores 
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inductores de muerte celular y el apoptosoma Apaf-1, respectivamente, así como la 

subsecuente activación de efectores de caspasas -3, -6 y -719. 

1.6 Inmortalidad replicativa 

La inmortalidad replicativa consiste en que las células tumorales poseen una marcada 

capacidad para seguirse dividiendo lo cual contrasta con el comportamiento de una célula 

normal. En la actualidad se ha aceptado que la gran mayoría de los tumores requieren una 

inmortalidad replicativa ilimitada para poder generar tumores macroscópicos. En la 

naturaleza de los organismos existen dos mecanismos que regulan la proliferación celular: 

La senescencia que es una pausa por lo regular irreversible en el ciclo celular, y que es un 

programa de respaldo para limitar la capacidad proliferativa de la célula que ha sido expuesta 

a señales de stress endógenas y exógenas. Algunos estudios han subrayado que existe una 

intensa forma de senescencia inducible que responde a una activación oncogénica para 

actuar como una barrera natural que interrumpe la tumorigénesis a un nivel premaligno20. 

Después de la senescencia y el continuo y progresivo acortamiento de los telómeros inicia 

la crisis celular, un periodo de fusiones de extremos e inicios de los cromosomas y extensa 

muerte celular21. En muy pocas ocasiones, puede una célula o un grupo de células emerger 

de una población celular en crisis y exhibir un potencial replicativo ilimitado. Esta transición 

por lo regular es denominada inmortalización una habilidad que la mayoría de las líneas 

celulares establecidas poseen para proliferar en condiciones de cultivo sin presentar rasgo 

alguno de senescencia o crisis celular. Varias líneas de investigación han aportado evidencia 

que indica que la protección contra el acortamiento de los telómeros está relacionada con la 

proliferación ilimitada. Se ha estimado que existen vías alternas para el alargamiento de los 

telómeros, esto generaría un ambiente permisivo para la evolución clonal de la célula 

genómicamente inestable durante la progresión tumoral22. Los telómeros son estructuras 

compuestas de múltiples grupos de hexanucleótidos repetidos, que se van acortando 

progresivamente durante las divisiones celulares en células no inmortalizadas propagadas 

en cultivo, eventualmente estos pierden la capacidad de proteger los extremos de los 

cromosomas. La falta de protección de los extremos de los cromosomas promueve la 

formación de cromosomas di-céntricos que generan inestabilidad cromosómica y 

mutaciones cuyos resultados influyen en la biología de la célula sometida este tipo de stress. 

Se ha propuesto a la inmortalidad replicativa como una característica distintiva del cáncer 

considerando que en múltiples tipos de cáncer como colorrectal, pancreático, cáncer de 

páncreas, cáncer de cuello y cabeza.23,24,25. En cáncer cervicouterino se ha observado un 
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incremento gradual y diferencias significativas a nivel de expresión de la proteína del gen de 

la telomerasa entre las lesiones premalignas en cuello uterino y los tumores ya 

establecidos26. 

1.7 Inducción de angiogénesis 

Angiogénesis se define como la formación de vasos sanguíneos, esta función es una de las 

más importantes en los organismos ya que las funciones de las venas y vasos sanguíneos 

son de suma importancia en la homeostasis. Dos son las funciones más representativas de 

las venas: 1) conducen la sangre de los órganos corporales y tejidos de vuelta al corazón y 

2) actúan como reservorio de grandes volúmenes de sangre ya que contienen cerca de dos 

terceras partes del volumen sanguíneo total27. En embriogénesis el sistema cardiovascular 

es el primer órgano en desarrollarse y alcanzar un estado funcional, mismo que da soporte 

al desarrollo del embrión28. Dadas las necesidades del embrión es crucial el desarrollo de 

una intrincada red vascular que se encarga de suministrar oxígeno y nutrientes a los 

altamente demandantes tejidos en desarrollo que constituyen al embrión. La angiogénesis 

es un proceso biológico que también puede suceder durante el estado adulto esto puede 

observarse en el ciclo reproductivo femenino (ovulación, menstruación, implantación y 

embarazo) donde es encendido de forma transitoria y finamente regulado29. La regulación 

de la angiogénesis se puede dar ya sea por estimulación o inhibición de la misma en este 

sentido el factor crecimiento vasculoendotelial A (VEGF-A) y trombospondina-1 (TSP-1) 

participan como inductor e inhibidor de la angiogénesis respectivamente. La angiogénesis 

se encuentra ligada a diversos padecimientos no sólo por un exceso en la formación de 

nuevos vasos sanguíneos sino también por la falta de formación o reposición de los 

mismos30.  En cáncer la angiogénesis es un fenómeno que ha generado gran interés por que 

se cree que un tumor es capaz de generar células que viajan fuera del tumor primario y son 

capaces de formar un tumor secundario fenómeno conocido como metástasis, por lo que 

son importantes funciones de soporte tanto nutricional y oxigénico, así como la eficiente 

eliminación de los desechos producto del metabolismo celular, por un lado. La angiogénesis 

es de suma importancia para la sobrevivencia celular, así como la proliferación celular no 

solo por proveer de oxígeno a las células que componen el tumor en primera instancia sin 

embargo por también generar un mayor nivel de complejidad ya que ofrece diversos tipos 

de oxigenación heterogéneos que en combinación con la proliferación moldean el 

microambiente de un tumor. 
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1.8 Invasión y metástasis 

El proceso conocido como metástasis se trata principalmente de la diseminación de células 

tumorales a través del cuerpo formando tumores secundarios en sitios distantes, esto 

requiere de la salida de las células tumorales del tumor primario, adquisición de capacidades 

migratorias e invasivas31. También son cambios en la propiedades físicas y químicas de la 

matriz extracelular y las células tumorales las que condicionan de fuerte manera la invasión 

en primer lugar del tejido local circundante. Las células tumorales rompen las interacciones 

célula-célula, remodelan los sitios de adhesión a la matriz celular, y producen proteasas. 

Cabe mencionar que este tipo de procesos de remodelación también se observan en 

procesos del desarrollo como gastrulación o migración de células a la cresta neural, donde 

células ya diferenciadas se desdiferencian, se mueven a sitios distantes y se rediferencian 

para formar una nueva estructura. Este fenómeno de espacio-tiempo se conoce como 

transición epitelio mesénquima (EMT) y es uno de los fenómenos de mayor interés cuando 

se trata de establecer las condiciones propicias para la migración de células tumorales, 

invasión y metástasis. Durante la EMT las células inmóviles, polarizadas, embebidas en 

interacciones célula-célula, disuelven sus interacciones célula-célula y se convierten en 

células individualizadas, es decir células mesenquimales móviles e invasivas. Las razones 

que anteceden a estos cambios en la fisiología celular y la arquitectura del tumor primario 

son aún un misterio sin embargo en recientes estudios en monocapa de células de cáncer 

de mama MDA-MB-468 sugiere que uno de los eventos primarios precursores de la EMT es 

la deprivación intracelular de calcio ya que al disminuir el calcio intracelular se evidenció una 

notable disminución de la producción de la proteína factor de crecimiento epidérmico (EGF) 

lo que generó hipoxia y la hipoxia parece haber detonado la EMT32. Otro de los eventos que 

comúnmente se asocian en la EMT son la pérdida de la función y expresión de E-Cadherina 

una proteína distintiva de la adhesión célula-célula, mientras que por el contrario en la EMT 

se da un incremento de la proteína N-Cadherina que está relacionada a la interacción célula-

célula en células mesenquimales. Sin embargo, la EMT puede ser facilitada por otras 

señales intrínsecas como mutaciones génicas y señales extrínsecas como EGF. Entre los 

factores más reconocidos por fomentar la EMT se encuentran el factor transformante de 

crecimiento beta (TGFβ)33, factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)34, la familia de 

factores de crecimiento epidérmico (EGF)35, factor de crecimiento insulinoide (IGF)36 y el 

factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)37. 
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1.9 Nuevas dimensiones en las características del cáncer 

Las características del cáncer (The Hallmarks of cancer) es un concepto empleado como 

una herramienta simplificadora para resumir la vasta complejidad de fenotipos y genotipos 

en un grupo provisional de características principales. Se han enumerado al menos seis 

características distintivas del cáncer5: 

• Autosuficiencia en señales de crecimiento. 

• Insensibilidad a las señales inhibitoria del crecimiento. 

• Resistencia o evasión de la muerte celular programada (apoptosis) 

• Inmortalidad replicativa 

• Inducción de angiogénesis 

• Invasión y metástasis 

A medida que avanzo más la investigación en cáncer se adicionaron 2 características 

distintivas emergentes: Energética celular desregulada y evasión del sistema inmune, más 

dos características facilitadoras inestabilidad genómica y mutación e inflamación promotora 

tumoral.38 Esta ampliación del concepto se basa en el hecho de que las 6 características se 

quedan cortas en la explicación del fenómeno del cáncer y su complejidad, que es 

precisamente explicar los mecanismos moleculares y celulares que permitieron la evolución 

de células preneoplásicas a desarrollar estas características fenotípicas aberrantes en el 

curso del desarrollo del tumor y la progresión del cáncer. La más reciente actualización del 

concepto de las características del cáncer propuesta por Douglas Hanahan es para 

incorporar dos características emergentes (Desbloqueo de la plasticidad fenotípica y 

Senescencia celular) y dos características facilitadoras (Reprogramación epigenética no 

mutacional y microbiomas polimórficos de tal forma que las características del cáncer 

quedan integradas como se muestra en la figura 1. 
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Figura 1. Adición de características emergentes y características facilitadoras al modelo de 

características del cáncer. Las características del cáncer (izquierda), engloban 8 capacidades y dos 

características facilitadoras. En el caso de la angiogénesis dado que se ha observado que los tumores pueden 

generar vasos sanguíneos por el encendido de vías de angiogénesis o por secuestro de vasos sanguíneos 

normales, esta característica se redefinió como inducción o acceso a vasos sanguíneos, esta característica 

también es conocida por inducir o facilitar la invasión y metástasis a través de vasos sanguíneos de soporte 

para el crecimiento tumoral. Posteriormente se añadieron inflamación promotora del tumor como una segunda 

característica facilitadora con inestabilidad genómica y mutación las cuales junto a las ocho características 

funcionales necesarias permiten el crecimiento y desarrollo natural. A la derecha se incorporan como 

características emergentes al acceso a la plasticidad fenotípica y senescencia celular, mientras que como 

características facilitadoras se propone a la reprogramación epigénetica no mutacional y microbiomas 

polimórficos. 

 

1.10 Cáncer cervicouterino 

El CC es la cuarta causa de muerte en mujeres asociada a cáncer con cerca de 265000 

muertes al año alrededor del mundo, gran parte de ellas cerca del 80% sucede en las 

regiones menos desarrolladas del mundo39. Se ha probado que el virus del papiloma humano 

(HPV) tiene una importante participación en el inicio, promoción y desarrollo del CC40. Si bien 

es cierto que los programas de salud han disminuido las muertes asociadas a al CC, la 

prognosis y la respuesta a tratamiento en algunas variantes de CC aún es pobre41,42.  El CC 

se encuentra principalmente dividido en dos grandes tipos: cáncer de cérvix escamoso 

(SCC) que representa cerca del 80% de los casos y el adenocarcinoma de cérvix (CAD) que 

suma el 20% de los casos restantes 43.  Aunque la gran mayoría de los casos de CC son de 
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tipo SCC, se ha observado una tendencia creciente de los casos de CAD comparada contra 

SCC especialmente en mujeres más jóvenes durante las últimas dos décadas44, por otro 

lado, la evidencia epidemiológica apunta a que los métodos de diagnóstico son insuficientes 

para detectar una proporción significativa de lesiones precursoras de CAD45.  

En un estudio basado en una población de mujeres coreanas, se mostró que la prevalencia 

de HPV en muestras de CAD fue de aproximadamente 90%46. La infección por HPV16 y/ó 

HPV18 acumula 78% de los casos positivos mientras que en el 13% de los casos restantes 

se encontraron otros tipos de HPV46. 

Los factores de riesgo para el desarrollo de SCC se han descrito como: uso de 

anticonceptivos prolongado por más de 5, tabaquismo e infecciones por HPV de alto riesgo 

(HR). Una importante cantidad de evidencia ha señalado a las variantes de HPV HR como 

un factor detonante en el desarrollo de CC47 principalmente en las variantes de SCC, sin 

embargo, es necesaria más información de las repercusiones de la infección por HPV en 

CAD a nivel genómico, transcriptómico y proteómico. El estudio de esta variante (CAD) 

puede arrojar información que ayude a determinar cuáles son los factores comunes entre 

SCC y CAD, así como cuales específicos para cada uno, además de potenciales blancos 

terapéuticos efectivos involucrados en el desarrollo de CAD.  

1.11 Proteómica y cáncer  

La comprensión de la compleja interacción de los componentes de un organismo ha sido un 

gran reto para la biología que tuvo un gran avance cuando en junio del año 2000 se concluyó 

la secuenciación completa del genoma humano, gracias al Consorcio de Secuenciación del 

Genoma Humano (HGSC por sus siglas en inglés). Se encontró que el genoma humano 

contiene 2.85 billones de nucleótidos interrumpidos por 341 espacios. La secuencia obtenida 

y descrita cubre el 99% del genoma y se le asocia una proporción de un error cada 100000 

bases48. Se llegó a la conclusión de que el genoma humano contenía más de 30000 genes 

únicos que potencialmente pueden dar origen a al menos 100000 diferentes proteínas49. 

Considerando esto existe una gran necesidad por métodos biotecnológicos destinados a la 

caracterización de las posibles variantes proteicas que pudieran estar contenidas en un 

organismo. La proteómica no solo se encarga de estudiar las proteínas en un momento dado 

o condición dada en una célula sino también de aquellas isoformas y modificaciones, las 

interacciones entre ellas y la descripción de sus complejos proteicos. Además, conducir 

estudios con el paso del tiempo se ha vuelto más complejo y estos no sólo deben considerar 
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el enfoque genómico sino también el proteómico para con ello ofrecer resultados y 

conclusiones más detalladas y profundas. En la actualidad la proteómica es una parte 

complementaria en la difícil tarea de abordar fenómenos biológicos complejos como el 

cáncer por las siguientes razones: 

 

• Hay una poca correlación entre la abundancia del ácido ribonucleico mensajero (mRNA) y los 

niveles de la proteína correspondiente. 

• Algunas moléculas de mRNA son no-codificantes y no generan proteínas como producto. 

• Cierto tipo de transcritos de mRNA pasan por un corte alternativo: Un sólo gen puede dar 

origen a múltiples proteínas diferentes. 

• Casi todas las proteínas eucariotas sufren modificaciones postraduccionales (PTM’s). Estas 

modificaciones suelen tener un efecto crucial en la función de la proteína y esto no puede ser 

predicho basado en la secuencia génica. 

• Las proteínas pueden ser degradadas y varían en su estabilidad. 

• La función de la proteína no puede ser deducida considerando sólo la información 

contenida en la secuencia génica de la cual proviene. 

Las razones anteriores y los problemas que suponen el abordaje de la biología del cáncer 

hacen de la proteómica una herramienta adecuada para la obtención de valiosa información, 

agrupamiento y procesamiento de los datos mediante herramientas bio-informáticas para 

darle sentido a la misma lo que permite comprender de mejor forma el fenómeno a estudiar. 

1.12 Proteómica para la búsqueda de biomarcadores 

Si bien es cierto los grandes avances en diversos campos como la Genómica, 

Transcriptómica y Proteómica han permitido llenar algunos espacios en el inicio y progresión 

de algunas patologías complejas como el cáncer50. Es necesario el desarrollo e 

implementación de estrategias que permitan el diagnóstico temprano para con ello recibir un 

tratamiento adecuado y oportuno. Entre estas estrategias podemos encontrar el análisis 

proteómico de biopsias de CC. Algunos grupos de investigación han realizado estudios en 

biopsias de CC donde se compara el tejido tumoral contra el tejido no tumoral adyacente51. 

Sin embargo, una de las principales desventajas del empleo del tejido no tumoral adyacente 

(NTAT) es presencia de cambios morfológicos y fenotípicos entre los que se hallan 

alteraciones en los niveles de pH52, desbalance alélico, así como longitud telomérica53, 

modificación de la arquitectura del estroma54, así como aberraciones transcriptómicas y 
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epigenéticas55. Se postula que el NTAT es más bien un tipo de estado transitorio e intermedio 

del tejido normal basado en que el tumor posee un enriquecimiento alto en señales 

proinflamatorias que difunden y permean hasta el NTAT resultando en repercusiones a 

diversos niveles en la biología del tejido endotelial circundante56. Algunos otros trabajos 

comparan tejido normal, lesiones de alto grado (HSIL) y carcinoma invasivo sin embargo no 

establecen diferencias en las muestras incluidas a nivel de tipo histológico (SCC y CAD), así 

como por el tipo de papilomavirus presente en sus muestras57. Una opción viable para la 

obtención de biopsias de tejido normal suele ser material obtenido de cirugías ginecológicas 

no relacionadas al cáncer58. Este tipo de colecta de muestras donde se evalúa: perfil 

histopatológico de la muestra y verificación de la ausencia de infección por HPV permite 

poseer un buen control para establecer las diferencias entre los tejidos tumorales de CC 

contra el tejido normal lo que se traduzca en perfiles proteómicos globales de CC, así como 

específicos de SCC y CAD. 

1.13 Naturaleza del adenocarcinoma cervicouterino 

El adenocarcinoma cervicouterino (CAD) es el tipo de tumor más frecuente después del 

SCC. De acuerdo a las guías clínicas de manejo de la enfermedad, no existe diferencia en 

la estrategia de tratamiento entre SCC y CAD. Pese a la existencia de una importante 

cantidad de estudios que demuestran una peor prognosis para los pacientes con CAD 

comparada contra pacientes con SCC59. Si bien es conocido y aceptado que la infección por 

HPV de alto riesgo tanto en SCC y CAD es un factor en común detonante en ambos tipos 

de CC, existen algunas diferencias sutiles, por ejemplo, en CAD el HPV18 suma de 50-58% 

de los casos, mientras que sólo de 15-18% de los casos de SCC60–62. 

En cuanto a los factores de riesgo, el desarrollo de CAD presenta una asociación más 

estrecha con factores de riesgo similares a los vistos en cáncer de endometrio como pueden 

ser nuliparidad63 y obesidad62. Si se habla de prognosis las diferencias entre SCC y CAD 

son importantes considerando que los índices de metástasis hacia ovario presentes en CAD 

son más altas (cerca de 5.37%) contra las vistas en SCC (0.79%)64,65. Otras diferencias que 

se pueden hallar es que es más probable que un CAD desarrolle nodos linfáticos en 

comparación con SCC, hecho ligado a una peor prognosis en pacientes de CAD comparados 

contra SCC ya que la presencia de nodos linfáticos es un factor de riesgo para desarrollo de 

metastasis66. Los tratamientos y los resultados obtenidos en los pacientes siguen siendo aún 

un tema de debate considerando que los pacientes con CAD tienen una pobre respuesta y 

sobrevida cuando son tratados con radioterapia comparados contra pacientes con SCC67.  
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1.14 ITRAQ como estrategia para el análisis de cambios en la expresión proteica  

Las etiquetas isobáricas para la cuantificación absoluta y relativa (ITRAQ), combinadas con 

cromatografía liquida bidimensional (2D LC-MS/MS), es uno de los métodos más poderosos 

para cuantificar proteínas. El ITRAQ permite la cuantificación simultanea de hasta ocho 

muestras en una sola corrida. Este método se encarga de marcar las aminas primarias en 

los péptidos y puede permitir la marca de la mayoría de los péptidos, teóricamente. La 

habilidad de cuantificar varias muestras a la vez permite identificar y cuantificar los cambios 

proteicos específicos en los tejidos de CC (SCC y CAD) comparado entre ellos y los tejidos 

control sanos (CTRL). En consecuencia, el ITRAQ como herramienta proteómica es útil en 

la clasificación de las células y tejidos durante la enfermedad, así como comprender los 

diferentes estados biológicos y sus mecanismos68. 

1.15 Funciones de la familia de proteínas Reticulocalbina 

Las Reticulocalbinas (RCNs) son un grupo de proteínas que pertenece a la familia de 

proteínas de unión a calcio en la vía secretora del retículo endoplásmico. Esta familia basa 

parte de su funcionamiento en el calcio que tiene un papel fundamental en las células ya que 

participa como un segundo mensajero en la regulación de muchos procesos como la 

exocitosis, la transducción de señales, contracción, apoptosis y expresión de genes. La 

primera vez que estas proteínas se describieron fue en una línea celular de teratoma murino 

donde fueron después nombradas como reticulocalbinas69. Las reticulocalbinas poseen 

dominios estructurales de mano EF que se localizan estrictamente en el retículo 

endoplásmico (ER).  

Diversas pruebas inmunohistoquímicas han mostrado que la distribución de las RCNs es 

extensa y homogénea en tejido embrionario mientras que la distribución en tejido adulto es 

limitada y heterogénea70. Pese a los múltiples estudios que se han realizado aún no se 

conoce del todo la función o funciones en las que pueden participar las RCNs sin embargo 

cabe resaltar que se hipotetiza que su función es crucial en el funcionamiento óptimo de las 

células, así como las funciones mínimas requeridas para la vida celular considerando que la 

deleción homocigótica del gen de reticulocalbina es letal en ratones71.  

La concentración de las RCNs se ha establecido de forma general como baja en condiciones 

normales esto tomando como referencia análisis inmunohistoquímicos realizados. En el caso 

contrario existen casos como en líneas celulares de cáncer de hígado donde las RCNs se 

encuentran sobreexpresadas, sugiriendo una cercana correlación de la sobreexpresión de 
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las RCNs con la tumorigenesis72. Por ejemplo, en cáncer de mama se ha reportado que las 

líneas celulares invasivas expresan RCNs mientras que las líneas celulares no invasivas 

no73. Por ejemplo, ERC-55 una proteína de la familia de las RCNs que se localiza en retículo 

endoplásmico se asocia con la proteína E6 del HPV esto subraya la importancia de las RCNs 

en el proceso tumorigénico inducido por el HPV74. Además, en el caso de RCN1 existe 

evidencia que menciona el papel de RCN1 en fomentar la resistencia a fármacos oncológicos 

como doxorubicina a través de la disminución de la ruptura de DNA asociada al fármaco 

principal mecanismo de acción de dicho compuesto75. Otro hallazgo que suma información 

para elucidar la función de las RCNs es que la expresión de dichas proteínas está altamente 

regulada ya que su expresión en la mayoría de los órganos adultos es mínima o inexistente 

en condiciones normales, en caso contrario la expresión de las reticulocalbinas se ha visto 

elevada en tejido glandular cervicouterino bajo condiciones pro-inflamatorias70. 

1.16 Familia de proteínas Ras 

La superfamilia de proteínas Ras es un grupo de aproximadamente 150 proteínas con un 

tamaño cercano a los 21 kDa generalmente, estas alternan un estado de encendido y 

apagado durante la transducción de señales76. Las funciones de la familia Ras inciden en 

casi todos los procesos celulares (Figura 2). Estos apagadores proteicos son regulados de 

forma fina por lo que con regularidad múltiples enfermedades están relacionadas con un mal 

funcionamiento de las mismas y se les denomina Raso-patías77.  La principal causa de este 

grupo de enfermedades suele principalmente estar ligado a mutaciones que vuelven a los 

genes Ras y sus reguladores proteínas hiperactivas. Existen dos grandes causas para la 

hiperactividad de las proteínas Ras, la primera y más común es aquella relacionada con un 

cambio conformacional provocado por la sustitución de una glicina en el codón 12 por 

cualquier aminoácido diferente (excepto prolina) que impide el acceso de un dominio dedo 

de arginina que es el principal catalizador de la hidrolisis del GTP (Guanosin Trifosfato) 

dentro de la estructura de la proteína Ras, por lo que de esta forma al tener impedido el 

acceso al sitio catalítico y unida a guanosin trifosfato (GTP) la proteína Ras permanece 

activa78. La segunda causa de la hiperactividad de las proteínas Ras es la rápida disociación 

del complejo Ras-guanosin difosfato (GDP) provocada por una mutación en la Alanina del 

sitio 146 de la proteína Ras, este mal funcionamiento causa la acumulación indirecta de 

complejos Ras-GTP lo que mantiene el circuito de señalización activo79. El delicado equilibrio 

en la función de las proteínas Ras no solo puede ser afectado por mutaciones, sino que 

también se ha visto que eventos como infecciones virales pueden causar desperfectos en 
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este equilibrio80. Es sabido que la infección por virus en células conduce en primera instancia 

a la producción de grandes cantidades de RNA de doble cadena (ds RNA), típicamente esto 

genera una respuesta defensiva por parte de la célula blanco para activar la fosforilación del 

factor de iniciación EIF-2 por parte de la proteína cinasa de respuesta a ds RNA (PKR), con 

lo que de esta forma se inhibe el inicio de la replicación viral81. En algunos casos la evidencia 

que señala que algunos virus como poliovirus y adenovirus, poseen genes que codifican 

para proteínas virales que previenen la fosforilación EIF-2 a través de PKR con lo que se 

favorece y promueve la sobrevivencia y propagación de los virus. Sin embargo, se ha 

descrito que existe un mecanismo alterno para lograr la replicación viral de las células blanco 

y este se basa principalmente en afectar la vía de señalización de las proteínas Ras con lo 

que las células que bajo condiciones normales son resistentes a las infecciones virales ahora 

transformadas por Ras se vuelve susceptibles y no solo eso, sino que también este proceso 

va acompañado con la desfosforilación de PKR así como la reversión del inicio de la 

traducción82. Se cree que algunos componentes de la vía de señalización de Ras pudieran 

intervenir con el funcionamiento normal de protección contra las infecciones virales83. Se 

estima que cerca del 30% de todos los tipos de cáncer en humanos albergan mutaciones 

activadoras de Ras, esto se basa en la fuerte conexión que existe en las vías de señalización 

y la proliferación celular84. En cuanto a cáncer cervicouterino se refiere donde el HPV es el 

principal agente involucrado en la promoción de la carcinogénesis se ha encontrado que los 

niveles de H, K y N-Ras se encuentran más elevados en muestras de pacientes con cáncer 

cervicouterino positivo a HPV16 y HPV18 que en muestras de pacientes de cáncer 

cervicouterino negativas a estos virus, lo cual podría ser un indicativo de los mecanismos de 

transformación celular del HPV a través de las proteínas Ras85. 
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Figura 2. Las proteínas Ras son importantes para el desarrollo normal. Las proteínas Ras activas inducen 

el crecimiento, proliferación y migración celular. En células normales Ras recibe señales y las procesa para 

rápidamente alternar entre los estados activo (GTP) e inactivo (GDP). Ras mutado se queda en un estado 

activo, ignora las señales e incluso conduce a las células a convertirse en células tumorales. 

Tomada del Instituto Nacional del Cáncer (National Cancer Institute), iniciativa de Ras por Jim Hartley. 

1.17 Los tipos de cáncer cervicouterino y su prognosis 

El cáncer cervicouterino es la cuarta causa de muerte asociada a cáncer en mujeres a nivel 

mundial1. Si bien la incidencia y mortalidad asociada a cáncer cervicouterino ha disminuido 

por la implementación del análisis citológico existen ciertos tipos como adenocarcinoma 

cervicouterino que representan dificultades en el diagnostico oportuno. Es preciso mencionar 

que varios estudios de cervicouterino han aportado información relacionada al desarrollo de 

la patología, sin embargo, esta ha sido en su mayoría para el cáncer cervicouterino 

escamoso el subtipo más frecuente, dejando de lado al adenocarcinoma uterino que 

representa el 20% de los casos totales de cáncer cervicouterino y en cuyo caso los pacientes 

experimentan una peor prognosis comparada contra el cáncer cervicouterino escamoso. 

Es por ello que realizamos nuestro estudio considerando tres importantes características: 

Tipo de infección por HPV (HPV16, HPV18, HPV31), grado de diferenciación del tumor 

(pobremente diferenciado y moderadamente diferenciado) y subtipo de cáncer 

cervicouterino (escamoso y adenocarcinoma). La información obtenida servirá para 

establecer los patrones globales de expresión proteica tanto del cáncer cervicouterino, así 

como los específicos de cáncer cervicouterino escamoso y adenocarcinoma cervicouterino 

que contribuyan al diagnóstico oportuno, correcto tratamiento y mejor prognosis de los 

pacientes con adenocarcinoma, así como cáncer cervicouterino. 
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II. HIPÓTESIS 
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HIPÓTESIS 

Los patrones de expresión proteica de los subtipos de cáncer cervicouterino, cáncer 

cervicouterino escamoso y adenocarcinoma cervicouterino pueden poseer patrones de 

expresión proteica comunes y específicos en el desarrollo y progresión del cáncer 

cervicouterino. 
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III. OBJETIVOS 
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3.1 Objetivo General 

Identificar y cuantificar las diferencias a nivel proteico en los subtipos de CC (SCC y CAD) 

para establecer proteínas comunes, así como específicas de cada uno, que permitan 

establecer relaciones en el comportamiento biológico de los mismos. 

 

 

 

3.2 Objetivos particulares 

1. Tipificar y categorizar las muestras de los diversos tipos de CC por: 

• Tipo de infección por papilomavirus (HPV) (HPV16, HPV18 y HPV31),  

• Clasificación histopatológica (SCC y CAD),  

• Grado de diferenciación del tumor (poco o moderadamente diferenciado). 

2. Determinar los patrones de expresión proteica de cada uno de los 5 grupos de 

análisis de cáncer cervicouterino (SqPD16, SqMD16, AdMD16, SqM18 y SqM31) y 

un grupo control. 

3. Integrar los patrones de expresión proteica para encontrar las proteínas comunes y 

específicas entre cáncer cervicouterino escamoso y adenocarcinoma cervicouterino. 

4. Mapear las vías de señalización presentes en cáncer cervicouterino escamoso y 

adenocarcinoma cervicouterino mediante análisis de enriquecimiento de grupos de 

genes. 

5. Establecer los efectos en crecimiento tumoral de RCN3 y RAB14 por separado en un 

modelo murino atímico (nu/nu). 
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IV. METODOLOGÍA 
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4.1 Colecta de muestras  

Se tomaron 15 muestras de CC y 3 muestras de tejido sano cervicouterino (CTRL) de un 

banco de tejido con aprobación del consejo de ética del Instituto Nacional de Cancerología 

(INCan) en Ciudad de México. Dichas muestras se obtuvieron de tumores extraídos de 

pacientes que asistían a cirugía bajo consentimiento informado. Se tomó expediente clínico 

y registro de dichas muestras que presentaban un promedio de edad de 45.5 años y una 

desviación estándar (SD) de 12.43 años. Después de la colecta de los tejidos estos se 

almacenaron a -80°C hasta su uso; una pieza representativa equivalente al 10% del tumor 

obtenido se conservó en 10% formol para posteriormente embeberla en parafina y realizarle 

estudios histopatológicos. Los datos clínicos y patológicos se guardaron en un archivo 

clínico. Estos incluían grado del tumor, clasificación histopatológica, tipo de HPV y edad del 

paciente. 

4.2 Detección y tipificación de papilomavirus (HPV)  

La detección del HPV se realizó mediante la técnica de reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR).  El aislamiento del DNA se hizo usando el kit de purificación Wizard Genomic DNA 

purificación Kit (Promega, A1120). La concentración de DNA se midió con el 

espectrofotómetro NanoDrop 2000/c (Thermo Fisher Scientific) y se corroboró por 

absorbancia en gel de agarosa. 100 µg de DNA genómico total de las muestras de tumores 

fue empleado como molde para la tipificación del HPV. 

Para la tipificación viral de las muestras de cáncer cervicouterino se emplearon dos grupos 

de cebadores MY09-MY11 (MY09 5′-CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC-3’) (MY11 5′-GCM 

CAG GGW CAT AAY AAT GG-3′) dirigidos a la región del gen de la proteína L1 de la cápside 

de HPV que generan un producto de PCR (pPCR) de 450 pares de bases (pb)86. Para el 

caso del segundo grupo llamado GP5+GP6+ (GP5+ 5'-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-

3') (GP6+ 3'-CTTATACTAAATGTCAAATAAAAAG-5') dirigido también a L1 que da como 

resultado un pPCR de 150 pb87. Una vez concluida la PCR se tomaron 10 µl de los 20 µl 

totales de volumen del pPCR y se verificó el tamaño del producto por electroforesis en gel 

de agarosa 1% teñido con bromuro de etidio (BrEt) (0.5 µg/ml)88. 

Un tercer grupo de cebadores específicos para la detección del gen de la proteína E6 de 

HPV16 FA046 (TTG AAC CGA AAC CGG TTA GT) y R590 (TCA TGC AAT GTA GGT GTA 

TCT CC) que generan un pPCR de ~544 pb. Y un cuarto grupo de cebadores dirigido a la 

región grande de control (LCR) del HPV18 con un pPCR de 618-bp F7405 (CTG CAC ACC 
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TTA CAG CAT C) R165 (GTT CCG TGC ACA GAT CAG) que generan un pPCR de 618 pb 

se emplearon para la detección de los dos tipos virales de alto riesgo más prevalentes 

HPV16 y HPV18, cabe mencionar que las biopsias negativas a este par de cebadores 

(HPV16 y HPV18) se sometieron al sistema GP5+GP6+ y su pPCR resultante se purificó y 

secuenció para posteriormente identificarlo, resultando secuencias génicas 

correspondientes a HPV31. 

La especificidad de los cebadores empleados en la detección del HPV16 y HPV18 por PCR 

se verifico primero mediante electroforesis en gel de agarosa visualizando el tamaño del 

producto de PCR con SnapGene Viewer, posteriormente se purificó dicho producto 

empleando el kit GeneJET purification kit (Thermo Fisher Scientific, K0701) de acuerdo a las 

indicaciones reportadas por el fabricante posteriormente se secuenció por electroforesis 

capilar.  

La secuencia de DNA obtenida mediante la secuenciación se analizó con la herramienta de 

Alineamiento Local Básico de Secuencias (BLAST) del Centro Nacional de Información 

Biotecnológica (NCBI). Se empleo el gen de la β-globina (540 bp) como control interno de la 

PCR. Posteriormente se realizó el alineamiento de las secuencias obtenidas de una muestra 

de paciente de CC positiva a HPV16 y la línea celular SiHa positiva a HPV16 con la finalidad 

de corroborar la secuencia del gen amplificado. 

En cuanto a los productos de PCR de LCR HPV18, de las secuencias de la línea celular HeLa 

y de un paciente de cáncer cervicouterino positivo a HPV18, también se les realizó el 

alineamiento de secuencia tomando como referencia la secuencia del gen Región Grande de 

Control (LCR) depositada en NCBI, comprobando que efectivamente el par de cebadores de 

LCR HPV18 amplificaban la región deseada para la tipificación del HPV18. 

Las muestras de tejido cervicouterino control (CTRL) se revisaron contra los cuatro sistemas 

de detección por PCR descritos (MY09-MY11, GP5+GP6+, E6HPV16(F4046-R590) y 

LCRHPV18(F7405-R165). Donde se corroboró la ausencia de pPCR con los tres sistemas de 

cebadores antes mencionados para la detección de HPV. 

La tipificación histopatológica de cada muestra fue realizada mediante la tinción de 

hematoxilina y eosina (H & E) de los cortes histológicos de las biopsias de CC  y 

confirmada por dos diferentes patólogos de acuerdo al sistema de clasificación Bethesda 

(TBS) para la emisión del diagnóstico en citología cérvico-vaginal89. 
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4.3 Tratamiento de la biopsia para la extracción proteica 

Se obtuvo un fragmento especular de la sección histológica de la biopsia de CC, se lavó tres 

veces con 1 mL de buffer de fosfatos (PBS) pH 7.4 a 4°C suplementado con inhibidores de 

proteasas. Las muestras fueron finamente homogenizadas usando un mortero manual. Cada 

muestra se disolvió en dos volúmenes de buffer de lisis 2 molar (M) de cloruro de guanidio 

(GdmCl) e inhibidores de proteasas a 4 °C. Después de sonicar 10 segundos las muestras 

fueron centrifugadas a 14000 revoluciones por minuto (rpm) durante 5 minutos a 4°C. Se 

recuperó el sobrenadante para posteriormente cuantificar la concentración proteica mediante 

método de Bradford90. 

4.4 Digestión proteica y marcaje de péptidos. 

La digestión proteica y el marcaje con ITRAQ se realizó de la siguiente manera: Seis grupos 

de 100 µg de proteína de tres diferentes tumores cada uno fue precipitado con nueve 

volúmenes de etanol frío toda una noche a -20°C. El precipitado (pellet) de proteína fue 

lavado tres veces usando etanol al 90%. Las proteínas extraídas fueron solubilizadas en 

buffer 0.5% dodecyl sulfato de sodio (SDS), 0.1 M de bicarbonato de trietil amonio (TEAB), 

pH 8.0. Para la digestión proteica se agregó tripsina en una proporción de 1:50 (enzima-

sustrato), y la muestra fue incubada durante 16 horas a 37°C. El SDS fue removido por 

extracción de etil acetato bajo condiciones acidas (1 volumen de etil acetato fue adicionado 

a la muestra y se acidificó con 0.5% de ácido tricloroacético (TFA). Después de dar vórtex y 

centrifugar, la fase orgánica fue descartada, posteriormente se realizó un lavado más de etil 

acetato. Finalmente, la mezcla de péptidos fue desalada usando cromatografía de fase 

reversa (RP LC), secada y almacenada a -70°C hasta el marcaje con ITRAQ. Los 

experimentos de ITRAQ se realizaron en seis grupos de tres muestras cada uno. Un grupo 

de muestras sanas de cérvix útero se usó como grupo de referencia control (CTRL) para 

comparar las muestras de CC. Las muestras se disolvieron en 40 µl de TEAB pH 8.5 y se 

marcaron con el reactivo de ITRAQ de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Applied 

Biosystems) de la siguiente forma: carcinoma escamoso pobremente diferenciado HPV16+ 

(SqPD16) etiqueta 114, carcinoma escamoso moderadamente diferenciado HPV16+ 

etiqueta 115(SqMD16), adenocarcinoma escamoso moderadamente diferenciado HPV16+ 

(AdMD16) etiqueta 116, carcinoma escamoso moderadamente diferenciado HPV18+ 

(SqMD18) etiqueta 117,  carcinoma escamoso moderadamente diferenciado HPV31+ 

(SqMD31) etiqueta 118 tejido sano cervicouterino empleado como control (CTRL) etiqueta 

121. Los péptidos de cada muestra marcados fueron desalados empleando los cartuchos de 
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C14 Sep-Pak C18 Vac cartridges (Waters) posteriormente se mezclaron y se secaron al 

vacío. El flujo de trabajo se describe en la Figura 3. Con la finalidad de incrementar la 

confiabilidad y cobertura del estudio, se realizó un paso de prefraccionamiento de péptidos, 

basado en cromatografía de fase reversa a pH básico, antes de analizarla por LC-MS/MS. 

 
Figura 3. Diseño experimental y el marcaje con ITRAQ. Se muestra la preparación de las muestras para 
análisis por LC MS/MS. Se usó proteómica para el descubrimiento potencial de proteínas desreguladas en 
CC. Las muestras se dividieron en cinco grupos (SqPD16, SqMD16, AdMD16, SqMPD18 y SqMD31) y un 
grupo control (CTRL), todos los grupos se conformaron de 100 µg cada uno incluyendo la misma cantidad 
de proteína de cada uno de los tres tejidos incluidos por grupo de análisis.  La estrategia de análisis fue la 
identificación y cuantificación de los extractos proteicos marcados con ITRAQ (MASCOT (v2.2.07) /Swiss-
Prot), el agrupamiento de los datos por similitud y tendencia por análisis de componentes principales (PCA) 
y el hallazgo de grupos de genes enriquecidos (GSEA) comunes. 

 
4.5 Prefraccionamiento de péptidos 

Las mezclas de péptidos fueron sometidas a cromatografía de fase reversa a pH básico en 

una columna de fase reversa (RP) (4.9 X 150 mm) (Waters) a través de un cromatógrafo 

Waters 1525 con bomba de HPLC binaria, acoplada a un detector Waters 996, calibrado a 

210 nanómetros (nm). 

El sistema de buffers empleado está compuesto de solución A (Formiato de amonio 50 mM 

en agua a pH 10) y buffer B (formiato de amonio 50 mM en acetonitrilo/agua (60/40) a pH 

10). Las muestras fueron cargadas en una columna a un flujo de 0.5 ml/min en buffer A y 

desaladas durante 20 minutos. El gradiente de elución fue, de 0-40 %de buffer B en 80 

minutos, de 40% a 100% en 13 minutos, se mantuvo en buffer B durante 5 minutos extra, de 

100% a 0% durante un minuto y se conservó al 100% durante un minuto extra. Las 30 
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fracciones obtenidas fueron colectadas cada minuto. Cada fracción fue desalada y secada 

por centrifugación al vacío en un concentrador Thermo Savant Speed Vac Concentrator 

DNA120-115, posteriormente almacenada a -80°C hasta su análisis por LC-MS/MS. 

La determinación del ion precursor se realizó usando un escaneo magnificado en el 

espectrómetro de masas en el rango de 400-1400 m/z a 4000 amu/s (sin obtención de datos 

en Q0 y tiempo de llenado dinámico) con un voltaje de ionización de 2600 V aplicado a un 

picotip FS360-75-15-N con ionización por electrospray (gas nitrógeno). Los iones 

precursores colisionaron en Q2 empleando una energía rodante de colisión (máxima 

permitida CE=80). La producción incrementada de escaneos (MS/MS) se realizó en un rango 

de masa de 100-1700 m/z a 4000 amu/s, y el voltaje de colisión fue determinado 

dinámicamente. Todas las proporciones masa/carga de ion precursor fueron confirmados 

con un escaneo de alta resolución. 

4.6 Identificación de proteínas, análisis de componentes principales (PCA) y Super 

Exact Test (SET) 

La identificación de proteínas y su cuantificación se llevó a cabo usando el motor de 

búsqueda MASCOT (v2.2.07) contra la base de datos Swiss-Prot, estableciendo como 

método de digestión tripsina y la carbamidometil cisteína como modificación fija. Se identificó 

a las proteínas con una tasa de descubrimiento falso del 1%(FDR) y un target-decoy <1%. 

La base de datos empleada para la identificación de proteínas fue el proteoma humano de 

referencia UP000005640 del repositorio UniProt. El criterio establecido para la cuantificación 

de las proteínas fue de al menos dos péptidos identificados por espectrometría de masas 

(MS/MS). Estos parámetros resultaron en la identificación de 622 proteínas presentes en al 

menos una réplica experimental. 

Se obtuvieron espectros normalizados de cada grupo de análisis de CC (SqPD16, SqMD16, 

AdM16, SqMD18, SqMD31, y control) para ser analizados, y la masa de cada espectro se 

alineó empleando el motor de búsqueda MASCOT (v2.2.07). Posteriormente la intensidad 

de la masa de los picos localizados en el rango de masa fue seleccionada y exportada en 

formato de valores separados por comas (CSV). Los datos de abundancia proteica fueron 

normalizados en cada uno de los grupos de análisis y se empleó el método de Random 

Forest (miss Forest v.4; R package v2.35) para imputar los valores faltantes. Se empleó 

análisis de componentes principales en la matriz de correlación de la intensidad proteica 

(Facto MineR v2.3; R package v3.5), la cual dio como resultado el patrón de abundancia 
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proteica para cada grupo de análisis de cáncer cervicouterino. Para establecer si cualquier 

componente puede discriminar entre los grupos de análisis de CC, se graficaron los valores 

para cada componente. Una vez que se encontró cada componente, las proteínas que 

tuvieron potencial discriminatorio se identificaron empleando el coseno al cuadrado de la 

matriz de correlación entre los componentes y las proteínas. 

Para evaluar el desempeño del PCA en los datos de LC-MS/MS se realizaron una prueba 

de t (nivel significancia de 0.05) y un análisis de orden de cambio para comparar los 

porcentajes de abundancia proteica entre los grupos de análisis de CC. El primer 

componente principal explicó la mayor parte de la variación en los datos como le fue posible, 

y de la misma forma sucede para cada componente subsecuente explicando tanta variación 

como le sea posible. En este caso los dos primeros componentes se consideraron para la 

clasificación de los datos obtenidos por LC-MS/MS. El análisis de componentes principales 

es un método estadístico que se encarga de simplificar los datos con una alta complejidad y 

los agrupa por tendencias y patrones91. Con la finalidad de determinar las relaciones entre 

los grupos de análisis en CC, se realizó un análisis de Super Exact Test (SET). El SET 

provee el marco teórico para computar las distribuciones estadísticas de las intersecciones 

multigrupales basado en la teoría combinatoria y un método de calcular con precisión la 

probabilidad de intersección entre ellas92. 

4.7 Análisis de enriquecimiento de grupos de genes (GSEA) 

Se realizaron dos replicas experimentales que generaron una lista de genes posteriormente 

estudiada por análisis de componentes principales con la finalidad de encontrar similitudes 

entre los grupos de análisis de CC SqPD16, SqMD16, AdMD16, SqMD18, SqMD31 y CTRL, 

así como diferencias. Los datos obtenidos por PCA se ingresaron al análisis de 

enriquecimiento de grupos de genes (GSEA v. 2.0, Broad Institute, Cambridge, MA, USA)93. 

Los grupos de genes se obtuvieron con la base de datos de vías de Kioto (KEGG; 

www.genome.jp/kegg). Un numero de grupo de genes se encontró diferencialmente 

enriquecido (P<0.1 and FDR<0.25) en cada grupo de análisis de CC comparado contra el 

grupo control de tejido sano cervicouterino (CTRL). 

4.8 Análisis de enriquecimiento de vías por ShinyGO 0.77 y Hallmark MSigDB 

La lista de proteínas (622 proteínas) en dos replicas experimentales fue analizada 

empleando ShinyGO 0.77, para obtener vías de señalización enriquecidas94. Para ello se 

comparó con la base de datos de firmas moleculares (Hallmark MSigDB) una base de datos 

http://www.genome.jp/kegg
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que incluye estados metabólicos y cáncer con más de 10000 grupos de genes95. Esta base 

posee herramientas que disminuyen la redundancia de entre los grupos de genes buscando 

grupos en común que converjan en un estado o proceso biológico (grupo clave) y 

desplieguen una expresión acorde al proceso. Las características (Hallmarks) suman la 

información más relevante de los grupos clave con lo que se generan entradas más precisas 

para el análisis de enriquecimiento de genes. 

4.9 Análisis Inmunohistoquímico 

Se tomó un área especular de la muestra de cada muestra de tumor incluida en nuestro 

estudio. Se colocó en solución formaldehído 100%. El tejido fijado fue deshidratado a través 

de diversos grados de alcohol hasta embeberlo en parafina. La muestra embebida se cortó 

en secciones de 6 µm de grosor y se montó en portaobjetos Super Frost (VWR [Thermo 

Fisher Scientific]). Se eliminó la parafina de los tejidos embebidos con xileno y 

posteriormente con alcohol 100%. Para bloquear la actividad endógena de peroxidasa, se 

incubó las laminillas a temperatura ambiente (RT) en 3% peróxido (H2O2) en metanol 

(CH3OH) por 30 minutos. Las laminillas se rehidrataron posteriormente en diversos pases 

por alcohol. Las secciones de tejido fueron lavadas con buffer de fosfatos (PBS) y 

posteriormente teñidas con el sistema médico ventana (Roche Laboratories, AZ, USA); las 

secciones de tejido fueron teñidas con anticuerpo como lo marca el instructivo del fabricante 

en cada caso. 

Los anticuerpos empleados en este trabajo son los siguientes: RAB14 1:200 (Abcam 

[Cambridge, U.K.], ab28639), RCN3 1:200 (Novus Biologicals [CO, USA] NBP2-13213) y 

p16 (CINtec p16 Histology Roche, catalog number 725-4713) se usó como control positivo 

de CC para los tejidos tumorales. La tinción, así como el área positiva y su intensidad se 

evaluó usando la extensión IHC profiler del software ImageJ. 

4.10 Producción de plásmido y lentivirus 

Se realizó la sobreexpresión de la proteína RAB14 y RCN3 a través de vectores de expresión. 

Partículas virales conteniendo la secuencia del gen RAB14 fueron producidas mediante una 

co-transfección empleando los plásmidos: psPax2 (Addgene no. 12260), pMD2G (Addgene 

no. 12259), pL-SIN-EF1α-EGFP con proteína verde fluorescente (Enhanced Green 

Fluorescent Protein, EGFP) (Addgene No. 21320) y RAB14 tipo silvestre (wild type WT) (A 

gift from Curt Civin Addgene plasmid # 61493). 
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La producción de partículas virales se realizó en células HEK 293T empleando lipofectamina 

3000 (Invitrogen, L30000015) de acuerdo a las instrucciones del producto. Las partículas 

virales producidas en cultivo se cosecharon a las 48 horas post-transfección y se clarificaron 

con un filtro con baja afinidad proteica con tamaño de poro de 0.45 µm y se conservaron a -

70°C hasta su uso.  

El plásmido PCDA 3.1 con proteína rojo fluorescente (Red Fluorescent Protein,RFP) (Addgen 

no. 13032) con la secuencia génica de reticulocalbina 3 (RCN3) se generó mediante fosfatasa 

alcalina (SAP) (ThermoFisher 783901000UN) para prevenir la recirculación del plásmido y 

posteriormente clonarlo empleando ligasa de DNA T4 (Invitrogen, EL0011). El plásmido 

pCDNA3.1 RFP-RCN3 se transfectó en la cepa DH5α-E. coli y se seleccionó por resistencia 

al antibiótico carbencilina, se creció en medio de cultivo Luria-Bertani (LB) y se verificó la 

inserción del gen RCN3 usando PCR. La purificación del plásmido pCDNA 3.1 se realizó 

usando el kit de purificación de DNA genómica (ThermoFisher, K0512), el plásmido purificado 

PCDNA3.1 RFP-RCN3 se almacenó a -70°C hasta que se realizó la transfección.  

4.11 Transfección de la línea celular HeLa 

Se realizó la construcción empleando el plásmido PCDA 3.1 con proteína roja fluorescente 

(RFP) (5446 pb) donde se clonó el gen de la proteína RCN3 (1018 pb) a partir de cDNA de la 

línea HPV18+ CaLo. Las células receptoras de la línea celular HeLa se crecieron hasta 

alcanzar el 80% de confluencia usando RPMI 1640 al 5% de suero fetal bovino (FBS), la 

transfección se realizó usando lipofectamina 3000 (Invitrogen, L30000015) en una placa de 

cultivo p60 y adicionalmente se transfectó con el vector vacío pCDNA (Mock). Después de 48 

horas post infección/transfección, las células se cosecharon y lavaron en buffer de fosfatos 

(PBS) pH 7.5 y se inocularon (1.5 millones) en un ratón hembra inmunodeficiente BALB/c 

nu/nu. 

4.12 Modelo xenógrafo de ratón para el estudio de RAB14 y RCN3 

Se emplearon ratones hembra atímicas (BALB/c nu/nu) de 4-6 semanas de edad en este 

trabajo. El comité de bioética de UNAM e INCan aprobó el protocolo usado para el manejo 

de animales en este estudio. Para el desarrollo de tumores xenógrafos en ratones se 

emplearon 2X106 células HeLa con RAB14 o RCN3 y se inyectaron subcutáneamente (2 X 

106 células) en los flancos de los ratones y se hizo seguimiento de la formación de tumores 

diariamente y se midieron cada semana por triplicado. El plásmido RAB14 WT fue un regalo 
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de Curt Civin (Addgene plasmid # 61493). Los animales control se inyectaron con células 

HeLa en medio libre de suero.  

El volumen tumoral se midió usando la formula Attia-Weiss por triplicado: a × b2 × 0.4, donde 

a= longitud y b=grosor. Después de 8 semanas, los ratones se sacrificaron y los tumores 

subcutáneos fueron removidos, fotografiados, fijados en 4% formaldehido y embebidos en 

parafina. Una pieza de los tumores inducidos por células HeLa que expresan RAB14 ó RCN3 

fue tomada para medir el nivel de expresión proteica usando el tumor formado por células 

HeLa WT como control.   
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5.1 Proteómica 

Se analizaron en total 18 muestras de biopsias de cáncer cervicouterino en 6 grupos 

compuestos de tres muestras individuales cada uno. Se procesó un total de 622 proteínas 

identificadas y cuantificadas (MASCOT (v2.2.07) / Swiss-Prot) mediante análisis de 

componentes principales (PCA). De acuerdo a los resultados de PCA, los valores de los 

componentes fueron graficados en la Dimensión 1 (Dim 1, eje X) y Dimensión 2 (Dim 2, eje 

Y). 

 

 
 
Figura 4. Diagrama de los grupos de análisis (Biplot). Se muestra un diagrama basado en el agrupamiento 
de tendencias presentes en los perfiles proteicos. Valores similares de grupos de análisis de cáncer 
cervicouterino (CC) tendrán una tendencia a formar agrupaciones mientras que aquellas con más diferencias 
tenderán a un distanciamiento mayor entre ellas. Los resultados obtenidos demuestran que el grupo de cáncer 
cervicouterino escamoso (SqMD31, SqMD18, SqMD16 y SqPD16) se constituye de dos subgrupos 
SqMD16/SqPD16 y SqMD31/SqMD18. El grupo de adenocarcinoma (AdMD16) se localiza a una distancia 
mayor del resto de los grupos de cáncer cervicouterino. El grupo control se localiza cerca del 10 sobre el eje 
de la dimensión 2 (Dim2) lejos de los grupos de CC, completamente alejado de los grupos de cáncer 
cervicouterino evidenciando una clara diferencia de los demás grupos de análisis. 

 
Las proyecciones generadas por el PCA indicaron la separación del grupo control de los otros 

grupos de cáncer cervicouterino HPV+ (SqPD16, SqMD16, AdMD16, SqMD18 y SqMD31). 

Mientras que SqMD16 y SqPD16 mostraron una mayor cercanía, así como SqMD31 y 

SqMD18 por lo que se sugiere la presencia de proteínas en común. Además, la mayor 
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similitud entre los grupos de análisis en cáncer cervicouterino se observó en las muestras de 

los grupos SqMD16 y SqPD16, apuntando a que la contribución por HPV16 fue similar en 

tejidos moderadamente diferenciados y pobremente diferenciados. Finalmente, observamos 

una diferencia pronunciada entre los perfiles de expresión proteica entre cáncer 

cervicouterino escamoso (SqPD16, SqMD16, SqMD31 y SqMD18) y adenocarcinoma 

(AdMD16), lo cual resalta las diferencias a nivel proteómico entre SCC y CAD. Las proteínas 

obtenidas de la identificación y la cuantificación (MASCOT (v2.2.07)) fueron también 

clasificadas de acuerdo a ontología de genes (GO por sus siglas en inglés de Gene Ontology) 

por proceso biológico (BP por sus siglas en inglés de Biological Process). El análisis de GO 

mostró que cerca del 25% de las proteínas identificadas y cuantificadas pertenecen a la vía 

de exocitosis (Exocitosis y exocitosis regulada). Las proteínas de unión fue la categoría más 

predominante en la clasificación de proteínas por función molecular (MF) en CC. En cuanto a 

las proteínas identificadas en cáncer cervicouterino clasificadas por componente celular, más 

de la mitad de las proteínas identificadas están relacionadas a vesículas y componentes del 

espacio extracelular como se muestra en la Figura 5.   
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Figura 5. Clasificación de las proteínas de cáncer cervicouterino por ontología de genes. Un total de 
622 proteínas identificadas y cuantificadas por marcaje isobárico para la cuantificación relativa y absoluta 
(ITRAQ) fueron agrupadas de acuerdo a ontología de genes (GO) y clasificadas por proceso biológico, función 
molecular y componente celular. La exocitosis regulada y la exocitosis acumularon cerca de 25% de la 
clasificación total en Cáncer Cervicouterino (CC). 
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5.2 Análisis de datos con intersecciones multigrupales 

Las proteínas estadísticamente significativas sobre (1.9) ó por debajo de (-1.9) ordenes de 

cambio comparadas contra el tejido sano cervicouterino (Tabla I) fueron agrupadas y 

analizadas por SET para visualizar las intersecciones multigrupales de proteínas 

sobreexpresadas y subexpresadas en diversos grupos de cáncer cervicouterino y elucidar las 

proteínas comunes ó diferentes entre cada grupo.  Los resultados se muestran en la Figura 

6. CAD mostró un patrón proteico más específico comparado contra SCC y CC.  De las 62 

proteínas identificadas y cuantificadas experimentalmente, 597 se incluyeron en el GSEA, 

considerando sólo aquellas a las cuales se le asignó exitosamente identificador dentro del 

software de análisis. 

Tabla I. Cambios en estadísticamente significativos en la expresión proteica de los grupos de análisis 

de cáncer cervicouterino.  

Expresión proteica Tipo de Cáncer 

  

Estatus CC SCC CAD 

Sobreexpresadas 40 60 41 

Sin cambios 571 552 565 

Subexpresadas 11 10 16 

    

Identificación y cuantificación por MASCOT (v2.2.07) en base de datos Swissprot (1%FDR, <1% target-decoy), 

≤1.9≥ comparado contra el control. 

CC: cáncer cervicouterino; SCC: cáncer cervicouterino escamoso CAD: Adenocarcinoma cervicouterino. 
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Figura 6. Super ExactTest (SET) de las proteínas de cáncer cervicouterino. Se muestran las 

intersecciónnes multigrupales entre los grupos de análisis cáncer cervicouterino (CC), cáncer cervicouterino 

escamoso (SCC), adenocarcinoma cervicouterino (CAD)  para proteínas sobreexpresadas (UR) y 

subexpresadas (DR). Un total de 17 proteínas sobreexpresadas (UR)  y 10 proteínas subexpresadas (DR) 

fueron comunes en los tres grupos de análisis (CC,SCC y CAD). La intensidad del color de las barras representa 

el peso estadístico en las intersecciones (más intenso más significativo estadísticamente).  

5.3 Análisis de enriquecimiento de genes por ShinyGO 0.77 

Los datos obtenidos de la identificación y cuantificación de proteínas (622 proteínas) fueron 

analizados empleando un método alterno de enriquecimiento de genes (ShinyGO 0.77) 

tomando como referencia la base de datos Hallmark MSigDB. Los resultados obtenidos 

mostraron a la angiogénesis, blancos de MYC y transición epitelio mesénquima como las 3 

funciones más enriquecidas (Figura 7B). En cuanto a la angiogénesis, se ha encontrado que 
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es un fenómeno indicativo de progresión del cáncer con la evolución de lesiones de bajo 

grado a lesiones de alto grado, se ha propuesto que los exosomas derivados del tumor son 

el mecanismo inductor de cambios en las células endoteliales facilitadores de la formación de 

nuevos vasos sanguíneos96. Esta afirmación también experimentalmente se soporta en 

nuestros resultados con cerca del 25% de proteínas pertenecientes a exocitosis (Figura 5). 

Otro dato a resaltar es el grupo de proteínas blanco de MYC, en cuanto a esto se ha reportado 

en cáncer cervicouterino que tumores de pacientes con una elevada expresión de la proteína 

MYC tuvieron 6.1 veces más riesgo de metástasis comparada con pacientes con cáncer 

cérvico uterino con niveles normales de MYC 97, esto está relacionado con la naturaleza y 

estadio de los tumores de cáncer cervicouterino que incluimos en nuestro análisis.  

En lo que respecta al mapa de vías de enriquecidas nos encontramos con que el punto de 

revisión G2M y los blancos de E2F que son los dos grupos que más genes comparten entre 

sí. Mientras que los dos grupos con mayor número de genes enriquecidos son los blancos de 

MYC y la transición epitelio mesénquima (Figura 7A). 
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Figura 7. Procesos biológicos enriquecidos en cáncer cervicouterino con ShinyGO 0.77 (Hallmarck 

MsigDB). (A) Se muestra un diagrama donde se detallan las relaciones entre las vías de señalización 

enriquecidas. Las vías conectadas. comparten al menos 20% o más genes en común. Los nodos más oscuros 

representan grupos de genes más enriquecidos. Las líneas más oscuras significan una mayor cantidad de gene 

compartidos entre los grupos de genes conectados. (B) Se muestra el número de genes presentes en la vía 

(tamaño del círculo), así como su peso estadístico (-log 10 (FDR)). 
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5.4 Análisis de enriquecimiento de grupos de genes (GSEA) para elucidar vías de 

señalización en cáncer cervicouterino 

Los datos obtenidos de la identificación y cuantificación (MASCOT (v2.2.07)) de los extractos 

proteicos de dos replicas experimentales se emplearon para formular una lista de genes que 

posteriormente se analizaron por GSEA (GSEA v. 2.0, Broad Institute, Cambridge, MA, 

USA)93. Los grupos de genes obtenidos se buscaron en vías de señalización bioquímicas de 

la base de datos Enciclopedia de Genes y Genomas (KEGG por sus siglas en inglés; 

www.genome.jp/kegg). Se obtuvo como resultado un total de 39 grupos de genes 

diferencialmente enriquecidos (p ≤0.1 y FDR ≤0.25) (Tabla suplementaria II y Figura 

suplementaria 1) de los cuales se eligió 21 grupos de genes (p value ≤0.1 y FDR ≤0.25) que 

de acuerdo a los parámetros y criterios del GSEA estos grupos de genes están 

estadísticamente enriquecidos en al menos un grupo de CC.  
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Tabla II. Enriquecimiento de vías de señalización estadísticamente significativas en cáncer cervicouterino de acuerdo 

a análisis de enriquecimiento de grupos de genes (GSEA) 

Tipo  Vía de señalización p-Value Proteínas involucradas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CC  

(SCC y CAD) 

Ciclo celular <0.0001 ARHGDIB CALML3 

Vía de señalización de neutrófilos 0.0011 CAMP SFN LYZ 

Meiosis de ovocitos 0.0012 VDAC1 VDAC3 YWHAB 

Secreción salival 0.0305 YWHAE YWHAH 

Vía de señalización de calcio 0.0277 YWHAZ YWHAQ 

CALML5 

Digestión y absorción de proteínas <0.0001 COL1A1 COL1A2 

 

Interacciones de receptor de ECM <0.0001 COL2A1 COL6A1 

Papilomavirus <0.0001 COL6A2 COL6A3 

 

Uniones Gap <0.0001 PPP1CC TUBB6 

 

Adhesión focal <0.0001 TUBA4A COL14A1 

VCL FLNA TUBB 

TUBA1A TUBB2B 

TUBA1B TUBB4B 

TUBA1C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SCC 

Ciclo celular <0.0001 ARHGDIB CALML3 

 

Meiosis de ovocitos <0.0001 CAMP CTSD SFN 

 

Vía de señalización de neutrofilos <0.0001 HSP90AA1 HSP90AB1 

 

Tuberculosis 0.0160 HSPD1 LSP1 STAT1 

 

Interacción planta-patógeno 0.0224 HSP90B1 YWHAB 

YWHAE YWHAH 

YWHAZ YWHAQ 

CALML5 CYCS 

Digestión y absorción de proteínas <0.0001 COL1A1 COL1A2 

 

Papilomavirus <0.0001 COL2A1 COL6A1 

Interacciones de receptor de ECM <0.0001 COL6A2 COL6A3 

 

Uniones gap <0.0001 TUBA4A COL14A1 

Adhesión focal <0.0001 TUBA1A TUBA1B 

TUBB4B TUBB6 

TUBA1C TUBB 

TUBB2B 

CC: cáncer cervicouterino; SCC: cáncer cervicouterino escamoso; CAD: adenocarcinoma cervicouterino 1p-value de 

acuerdo al análisis de enriquecimiento de genes (GSEA) 
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Tabla II. Enriquecimiento de vías de señalización estadísticamente significativas en cáncer cervicouterino de acuerdo 

a análisis de enriquecimiento de grupos de genes (GSEA). 

Tipo Vía de señalización p-Value1 Proteínas involucradas 

 

 

 

 

 

 

SCC comparado con 

CAD 

Meiosis de ovocitos <0.0001 ALDOA ARHGDIB SFN 

Ciclo celular 0.002 GPI PFKL PFKP PGM1 

 

Vía de señalización de la pentosa fosfato 0.002 TUBA4A YWHAB 

 

Glucolisis/gluconeogénesis 0.003 YWHAE YWHAH 

 

Uniones gap 0.008 YWHAZ TUBA1A 

TUBA1B TUBB4B 

YWHAQ CALML5 TUBB6 

TUBA1C TUBB TUBB2B 

Lupus eritematosos sistémico 0.013 APOA1 COL1A1 COL1A2 

Digestión y absorción de proteínas 0.012 COL2A1 ELANE H2AFX 

Tripanosomiasis africana 0.046 HBA2 HBB COL14A1 HIST1H3F 

HIST1H2AG 

H2AFY H2AFV 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAD 

Lupus eritematosos sistémico 0.001 ATP5B ATP5D 

Contracción muscular cardiaca 0.004 ATP6V1E1 ATP5O 

Fosforilación oxidativa 0.049 CALML3 CAMP 

Tuberculosis 0.076 ELANE H2AFX 

 

Peroxisoma 0.084 ATP5B ATP5D 

ATP6V1E1 ATP5O 

CALML3 CAMP 

ELANE H2AFX 

HSPD1 LSP1 NDUFS4 

SCP2 SOD1 TPM1 

TPM2 TPM3 TPM4 

HIST1H3F HIST1H2AG 

H2AFY NDUFA13 

CYCS H2AFV 

Digestión y absorción de proteínas <0.0001 A2M SERPINC1 CPAMD1 

Papilomavirus <0.0001 COL2A1 COL6A1 

Uniones gap <0.0001 COL6A2 COL6A3 

Interacciones de receptor de ECM 0.003 KNG1 PKM PLG 

Cascada de complemento y coagulación 0.011 TUBA4A COL14A1 

TUBA1A TUBA1B 

TUBB4B TUBB6 TUBA1C 

TUBB TUBB2B 

CC: cáncer cervicouterino; SCC: cáncer cervicouterino escamoso; CAD: adenocarcinoma cervicouterino 1p-value de 

acuerdo al análisis de enriquecimiento de genes (GSEA) 
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Después, las proteínas subexpresadas y sobreexpresadas del GSEA fueron clasificadas 

(Tabla II) incluyendo las principales proteínas de cada grupo. Las vías con mayor 

enriquecimiento en GSEA comunes en cáncer cervicouterino tanto para el tipo SCC y CAD 

fueron: Digestión y absorción de proteínas, uniones gap, adhesión focal, interacciones de 

receptor de matriz extracelular. Este resultado es soportado por la los valores que reflejan la 

subexpresión de proteínas encargadas del mantenimiento de la matriz extracelular de la 

familia colágeno (CO6A1(-2.209), CO6A2(-2.387) y CO6A3(-1.950)) en cáncer cervicouterino 

que fueron experimentalmente descubiertas en nuestro estudio como se muestra en la tabla 

V. Las proteínas estadísticamente significativas se clasificaron en 3 grupos: i) proteínas 

diferencialmente expresadas en SCC comparadas contra control (Tabla III), ii) proteínas 

diferencialmente expresadas en CAD comparadas contra control (Tabla IV), y iii) proteínas 

comunes entre SCC y CAD comparada contra control (Tabla V). La información contenida en 

las tablas se obtuvo de reportes científicos que consideran la participación de las proteínas 

en las características del cáncer, mientras que se empleó la clasificación de ontología de 

genes por proceso biológico en proteínas de las que no se encontró reportes de participación 

en cáncer.  La comparación entre cáncer cervicouterino escamoso contra control (Tabla III) 

mostró que cerca del 50% de las proteínas están relacionadas con activación de la invasión 

y metástasis entre estas pueden hallarse CALL5, ZN185, GT251, S10AE, K1C15, FLNB, 

K2C6C, NEBU, y YBOX3. 

En cuanto a la clasificación de las proteínas de adenocarcinoma cervicouterino comparadas 

contra el control (Tabla IV), la principal categoría obtenida en el análisis fue la de resistencia 

a la muerte celular, como ejemplo tenemos la proteína S100-A9, la proteína de unión a 

ribosoma (RRBP1), proteína S100-A13 (S10AD), histona H2AX (H2AX) y la proteína S100-

A12 (S10AC) (Tabla IV). La proteína 1 ribosomal de unión a retículo endoplásmico (RRBP1) 

es un transportador localizado en el retículo endoplásmico (ER).   

La comparación de los perfiles de expresión proteica permitió establecer 27 proteínas 

compartidas entre SCC y CAD comparadas contra control (Tabla V). En este estudio, 

prosaposina (SAP) se sobreexpresó en términos generales en muestras de CC comparadas 

contra el control. Sin embargo, enfatizamos la sobreexpresión de SAP a nivel proteómico en 

CAD comparada contra el control. Considerando está diferencia de expresión en el 

adenocarcinoma cervicouterino de prosaposina, podría ser posible participe confiriendo 

mayor resistencia a la apoptosis en células tumorales regulando de forma negativa la síntesis 
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de caspasas  3, 7 y 9 como se ha observado en cáncer de próstata 98, la promoción  de la 

resistencia a la apoptosis por parte de la proteína prosaposina podría contribuir a una peor 

prognosis de los pacientes con adenocarcinoma cervicouterino comparada contra cáncer 

cervicouterino escamoso. 

Reticulocalbina 3 (RCN3) se sobreexpresó en ambos tipos de CC (SCC y CAD), comparado 

con el tejido control (Tabla V). Por esta razón, decidimos realizar posteriores análisis in vivo 

para investigar el papel en el desarrollo del CC ya que la evidencia de su participación en CC 

es aún escasa.
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Tabla III. Proteínas diferencialmente expresadas en cáncer cervicouterino escamoso (SCC). 

# Nombre CC_CTRL1 p-Value2 SCC_CTRL1 p-Value2 CAD_CTRL1 p-Value2 SCC_CAD1 p-Value2 Función 

1 CALL5 1.829 0.067 2.073 0.041 0.431 0.747 1.642 0.049 Invasión y 
metástasis 99 

2 OSTF1 1.888 0.001 2.062 0.000 1.385 0.046 0.677 0.025 Osificación 

3 COTL1 1.801 0.049 1.992 0.039 0.874 0.504 1.118 0.191 Proliferación 
sostenida 100 

4 ZN207 1.895 0.000 1.991 0.000 1.758 0.026 0.233 0.288 División celular 

5 1433B 1.794 0.000 1.988 0.000 0.716 0.387 1.273 0.041 Resistencia la 
apoptosis 101 

6 ZN185 1.678 0.082 1.981 0.072 1.212 0.293 0.769 0.357 Invasión y 
metástasis 102 

7 1433G 1.750 0.000 1.936 0.000 0.684 0.415 1.252 0.056 Resistencia a la 
apoptosis 101 

8 PERE 1.602 0.048 1.933 0.037 0.837 0.593 1.097 0.342 Inflamación 
tumoral 103 

9 GT251 1.837 0.118 2.063 0.119 0.673 0.660 1.390 0.191 Invasión y 
metástasis 104 

10 S10AE 1.898 0.003 2.040 0.003 1.571 0.057 0.469 0.162 Invasión y 
metástasis 105 

1Valores de expresión en orden de cambio, de acuerdo a MASCOT (v2.2.07) y Swiss-Prot (1%FDR, <1% target-decoy); 2p-value de acuerdo al análisis de enriquecimiento 
de genes. CC: cáncer cervicouterino; SCC: cáncer cervicouterino escamoso; CAD: adenocarcinoma cervicouterino y CTRL: tejido sano control. 
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Tabla III. Proteínas diferencialmente expresadas en cáncer cervicouterino escamoso (SCC). 

# Nombre CC_CTRL1 p-Value2 SCC_CTRL1 p-Value2 CAD_CTRL1 p-Value2 SCC_CAD1 p-Value2 Función 

11 K1C15 1.708 0.010 1.997 0.006 0.630 0.637 1.367 0.165 Resistencia a la 
apoptosis 106 

12 FLNB 1.737 0.000 1.960 0.000 1.032 0.308 0.929 0.158 Invasión y metástasis 107 

13 GLU2B 1.807 0.000 1.921 0.000 1.663 0.024 0.258 0.306 Metabolismo celular de 
proteínas 

14 1433F 1.738 0.000 1.921 0.000 0.711 0.404 1.210 0.063 Resistencia a la 
apoptosis 101 

15 PLIN3 1.767 0.000 1.970 0.001 1.228 0.032 0.742 0.021 Resistencia a la 
apoptosis 108 

16 K2C6C 1.654 0.001 1.935 0.001 0.683 0.544 1.253 0.143 Invasión y metástasis 106 

17 NONO 1.896 0.001 1.932 0.003 1.585 0.066 0.347 0.236 Proliferación sostenida 
109,110 

18 PSA2 1.673 0.055 1.904 0.051 0.776 0.546 1.128 0.230 Resistencia a la 
apoptosis 111 

19 NEBU 1.824 0.008 2.065 0.006 1.303 0.310 0.762 0.323 Invasión y metástasis 112 

20 TBCA 1.808 0.000 1.951 0.000 1.456 0.023 0.495 0.022 Resistencia a la 
apoptosis 113 

21 YBOX3 1.756 0.000 1.948 0.000 1.136 0.083 0.811 0.020 Invasión y metástasis 114 

22 1433T 1.741 0.000 1.930 0.000 0.672 0.394 1.258 0.039 Resistencia a la 
apoptosis 101 

1Valores de expresión en orden de cambio, de acuerdo a MASCOT (v2.2.07) y Swiss-Prot (1%FDR, <1% target-decoy); 2p-value de acuerdo al análisis de enriquecimiento 
de genes. CC: cáncer cervicouterino; SCC: cáncer cervicouterino escamoso; CAD: adenocarcinoma cervicouterino y CTRL: tejido sano control. 
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Tabla IV. Proteínas diferencialmente expresadas en adenocarcinoma cervicouterino (CAD). 
 

# Nombre CC_CTRL1 p-
Value2 

SCC_CTRL1 p-
Value2 

CAD_CTRL1 p-
Value2 

SCC_CAD1 p-
Value2 

Función 

1 S10A9 1.726 0.001 1.546 0.001 2.441 0.163 -0.895 0.243 Resistencia a la 
apoptosis 115 

2 RRBP1 1.597 0.018 1.558 0.039 2.040 0.206 -0.483 0.444 Resistencia a la 
apoptosis 116,117 

3 S10AD 1.575 0.054 1.578 0.089 2.153 0.035 -0.575 0.040 Resistencia a la 
apoptosis 118 

4 H2AX 1.489 0.046 1.397 0.092 2.149 0.065 -0.752 0.000 Resistencia a la 
apoptosis 119,120 

5 CEAM5 1.650 0.060 1.338 0.147 2.600 0.313 -1.262 0.410 Invasión y metástasis 
121 

6 GPVI 1.807 0.014 1.732 0.032 2.322 0.287 -0.589 0.520 Invasión y metástasis 
122,123 

7 S10A6 1.470 0.000 1.327 0.001 2.026 0.205 -0.700 0.358 Invasión y metástasis 
124 

8 ELNE 1.853 0.001 1.870 0.001 2.125 0.196 -0.255 0.558 Inflamación tumoral 
125,126 

9 CEAM8 1.310 0.141 1.085 0.246 2.014 0.304 -0.929 0.451 Inflamación tumoral 127 

10 S10AC 1.107 0.091 0.927 0.211 1.936 0.324 -1.009 0.415 Resistencia a la 
apoptosis 118 

11 CYC 1.610 0.007 1.577 0.011 1.928 0.096 -0.351 0.337 Energética celular 
desregulada 123,128 

12 K2C8 1.410 0.023 1.507 0.075 1.910 0.021 -0.403 0.066 Invasión y metástasis 
129 

13 CAMP 1.693 0.052 1.606 0.096 2.339 0.161 -0.732 0.308 Inflamación tumoral 
130,131 

14 CYTA 1.569 0.004 1.346 0.026 2.336 0.120 -0.990 0.198 Evasión de supresores 
de crecimiento 132 

1Valores de expresión en orden de cambio, de acuerdo a MASCOT (v2.2.07) y Swiss-Prot (1%FDR, <1% target-decoy); 2p-value de acuerdo al análisis de 
enriquecimiento de genes. CC: cáncer cervicouterino; SCC: cáncer cervicouterino escamoso; CAD: adenocarcinoma cervicouterino y CTRL: tejido sano control. 
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Tabla V.  Proteínas comunes entre cáncer cervicouterino escamoso (SCC) y adenocarcinoma cervicouterino (CAD). 

# Nombre CC_CTRL1 p-Value2 SCC_CTRL1 p-Value2 CAD_CTRL1 p-Value2 SCC_CAD1 p-Value2 Función 

1 ICAL 2.575 0.000 2.638 0.000 2.685 0.174 -0.047 0.774 Invasión y 
metástasis 133 

2 EFHD2 2.190 0.000 2.342 0.000 1.916 0.078 0.426 0.166 Resistencia a la 
apoptosis 134 

3 SAP 2.103 0.001 2.029 0.007 2.810 0.019 -0.781 0.002 Resistencia a la 
apoptosis 98 

4 IF4H 2.029 0.014 2.047 0.009 2.142 0.032 -0.095 0.299 Resistencia a la 
apoptosis 135,136 

5 ML12B 1.971 0.000 2.103 0.001 1.993 0.001 0.110 0.898 Contracción 
muscular 

6 RS28 2.171 0.000 2.285 0.000 1.953 0.072 0.333 0.325 Traducción 
citoplásmica 

7 PRTN3 2.137 0.013 2.223 0.008 2.088 0.089 0.135 0.851 Respuesta 
humoral 

antimicrobiana 
8 CH10 2.037 0.000 1.910 0.000 2.663 0.012 -0.753 0.000 Invasión y 

metástasis 137 
9 RCN3 1.943 0.042 1.940 0.046 1.975 0.192 -0.034 0.938 Invasión y 

metástasis 138,139 
10 GVIN1 1.919 0.000 1.974 0.000 2.039 0.092 -0.065 0.561 Inflamación 

tumoral140 
11 PERM 2.340 0.005 2.036 0.020 3.069 0.020 -1.034 0.018 Inflamación 

tumoral 141,142 
1Valores de expresión en orden de cambio, de acuerdo a MASCOT (v2.2.07) y Swiss-Prot (1%FDR, <1% target-decoy); 2p-value de acuerdo al análisis de 
enriquecimiento de genes. CC: cáncer cervicouterino; SCC: cáncer cervicouterino escamoso; CAD: adenocarcinoma cervicouterino y CTRL: tejido sano control. 



61 
 

 

 

Tabla V.  Proteínas comunes entre cáncer cervicouterino escamoso (SCC) y adenocarcinoma cervicouterino (CAD). 

# Nombre CC_CTRL1 p-Value2 SCC_CTRL1 p-Value2 CAD_CTRL1 p-Value2 SCC_CAD1 p-Value2 Función 

12 TPD54 2.320 0.000 2.323 0.000 2.521 0.090 -0.199 0.397 Energética 
celular 

desregulada 
143,144 

13 SRSF2 2.299 0.090 2.396 0.074 1.991 0.131 0.406 0.154 Procesamiento 
de RNA 

14 HEBP2 2.301 0.001 2.361 0.002 2.535 0.012 -0.173 0.197 Regulación 
negativa del 

potencial de la 
membrana 

mitocondrial 
15 TPM3L 2.155 0.000 2.295 0.000 1.983 0.048 0.312 0.262 Organización de 

filamentos de 
actina 

16 ANXA3 2.236 0.011 2.430 0.007 1.951 0.059 0.479 0.201 Angiogénesis 
145,146 

17 MARCS 2.795 0.000 3.010 0.000 2.296 0.260 0.714 0.347 Resistencia a la 
apoptosis 147,148 

18 MIME -2.668 0.288 -2.778 0.283 -2.074 0.284 -0.704 0.695 Regulación 
negativa de la 
proliferación 

celular de 
musculo liso  

19 COEA1 -2.670 0.303 -2.704 0.302 -2.624 0.291 -0.079 0.965 Adhesión célula-
célula 

20 DESM -2.558 0.291 -2.456 0.291 -2.595 0.272 0.139 0.973 Angiogénesis 149 

1Valores de expresión en orden de cambio, de acuerdo a MASCOT (v2.2.07) y Swiss-Prot (1%FDR, <1% target-decoy); 2p-value de acuerdo al análisis de 
enriquecimiento de genes. CC: cáncer cervicouterino; SCC: cáncer cervicouterino escamoso; CAD: adenocarcinoma cervicouterino y CTRL: tejido sano control. 
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Tabla V.  Proteínas comunes entre cáncer cervicouterino escamoso (SCC) y adenocarcinoma cervicouterino (CAD). 

# Nombre CC_CTRL1 p-Value2 SCC_CTRL1 p-Value2 CAD_CTRL1 p-Value2 SCC_CAD1 p-Value2 Función 

21 KCRB -2.035 0.000 -1.972 0.000 -2.108 0.071 0.136 0.893 Energética 
celular 

desregulada 150 
22 CO6A3 -1.950 0.230 -1.959 0.233 -2.349 0.183 0.390 0.627 Adhesión celular 

23 NQO1 -2.056 0.076 -1.972 0.074 -2.693 0.075 0.722 0.040 Homeostasis 
redox celular 

24 CO6A1 -2.209 0.333 -2.140 0.340 -2.908 0.294 0.768 0.518 Adhesión celular 

25 CO6A2 -2.387 0.167 -2.364 0.168 -3.312 0.145 0.948 0.219 Adhesión celular 

26 TGM2 -2.501 0.090 -2.201 0.087 -3.232 0.094 1.032 0.038 Invasión y 
metástasis 151 

27 ALBU -2.182 0.085 -2.098 0.086 -3.099 0.056 1.001 0.202 Regulación 
negativa del 

proceso 
apoptótico 

1Valores de expresión en orden de cambio, de acuerdo a MASCOT (v2.2.07) y Swiss-Prot (1%FDR, <1% target-decoy); 2p-value de acuerdo al análisis de 
enriquecimiento de genes. CC: cáncer cervicouterino; SCC: cáncer cervicouterino escamoso; CAD: adenocarcinoma cervicouterino y CTRL: tejido sano control. 
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5.5 Inmunohistoquímica de RCN3 y RAB14 

Se llevó a cabo el análisis por inmunohistoquímica para verificar la expresión de las proteínas 

(RAB14 y RCN3) en nueve muestras de CC. Estas muestras fueron cortadas y teñidas con 

hematoxilina y eosina, así como anticuerpos contra las proteínas p16, RAB14 y RCN3. Se 

evaluaron los cortes con IHC mediante el plug-in IHC-profiler del sofware ImageJ, obteniendo 

seis de nueve muestras positivas para RAB14, cinco de nueve muestras positivas para RCN3. 

La proteína p16 se consideró como control positivo de CC (Figura 8). 

 
Figura 8. Ensayo de inmunohistoquímica (IHC) para la detección proteína de RAB14 y RCN3 en 
biopsias de cáncer cervicouterino. Se analizaron 9 muestras de cáncer cervicouterino de un grupo diferente. 
La proteína p16 se empleó como control positivo. Seis de nueve muestras fueron positivas para RAB14 y cinco 
de nueve muestras de cáncer cervicouterino fueron positivas para RCN3. H&E, Hematoxilina y Eosina. 

 
RAB14 y RCN3, dos proteínas de retículo endoplásmico sobreexpresadas en CC se 

consideraron para estudiar sus efectos en la biología del tumor. RAB14 se encontró sobre 

expresada en dos réplicas de SqPD16, y RCN3 se encontró sobre expresada en todos los 

grupos de análisis de CC comparada contra tejido control (Tabla suplementaria I). Evidencia 

obtenida a nivel proteómico nos condujo a realizar estudios in vivo ya que RCN3 estuvo 

sobreexpresada (1.94 órdenes de cambio) en CC comparada contra el control (Tabla V), y 

RAB14 estuvo sobreexpresada (3.12 órdenes de cambio) en SqPD16 comparada contra 

control. (Ver en tabla suplementaria I) 
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5.6 Modelo tumoral xenógrafo para evaluar RCN3 y RAB14 in vivo 

Se inocularon 2 x 106 células HeLa que sobreexpresan la proteína RAB14 o RCN3 por 

separado subcutáneamente en ratones hembra atímicos (nu/nu), los signos de formación del 

tumor fueron observados diariamente y medidos semanalmente por triplicado. El volumen 

tumoral se midió con la formula Attia Weiss como previamente se mencionó en materiales y 

métodos.  

La formación del tumor fue visible al día 16; los tumores de HeLa RCN3 mostraron un efecto 

moderado en el crecimiento del tumor hasta el día 47. En contraste, los tumores de células 

HeLa que expresaban RAB14 mostraron efectos en el crecimiento desde inicio hasta el 

término del experimento de formación tumoral (Figura 9A y B). La expresión de las proteínas 

tanto de RCN3 como de RAB14 se evaluó mediante Western blot seleccionando el tumor 

pequeño y el tumor más grande de cada una (Figura 9D). Para la proteína RAB14, el análisis 

de Western blot (WB) mostró que el volumen tumoral está positivamente correlacionado con 

la expresión de RAB14 a nivel proteico (Figura 9E). Los tumores de RCN3 mostraron una 

mayor expresión de proteína sobre las células HeLa con plásmido vacío y las células HeLa 

WT control; sin embargo, se observó una moderada relación entre la expresión de la proteína 

RCN3 y el incremento del volumen tumoral que fue visible hasta el día 47. Los ratones 

inoculados con células que sobreexpresaban RAB14 desarrollaron tumores de mayor tamaño 

comparado con los controles. El incremento más pronunciado del tumor se observó cerca del 

día 35 y se mantuvo hasta el día 47, mostrando y confirmando la participación de RAB14 en 

la tumorigénesis, como se muestra en la Figura 9. 
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Figura 9. Modelo xenógrafo de ratón. Células HeLa que sobreexpresan RAB14 y RCN3 separadamente 
fueron inoculadas de forma subcutánea en ratones hembra nu/nu. Las curvas de crecimiento se compararon 
contra un tumor de HeLa wild type (WT) empleado como control, RAB14, RCN3, o vector vacío en células 
HeLa. (A) Gráfico de barras mostrando volumen tumoral; los valores se representan como promedio ± SD 
(Desviación estándar) (B). Fotos de los tumores resectados de cada grupo. (C) La expresión de RAB14 y 
RCN3 fue analizada por ensayo de Western Blot (WB) en el tumor más pequeño (ST) y en el tumor más grande 
obtenido (BT); se empleó b-actina como control (D). Se midió la expresión proteica de RAB14 (E) y RCN3 (F) 
mediante ensayo de western blot (WB) considerando el volumen del tumor; se empleó B-actina como control 
interno. 
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DISCUSIÓN 

El CC es una de los tipos de cáncer en mujeres más frecuente a nivel mundial. Aunque los 

programas de salud pública han disminuido el número de casos y el porcentaje de mortalidad, 

la respuesta al tratamiento en algunos tipos de CC es aún pobre. Los sistemas de tamizaje 

como el Papanicolau (Pap) y las pruebas de DNA viral (HPV DNA test) han reducido la 

incidencia y la mortalidad de CC. Sin embargo, el CAD ha mostrado una pobre prognosis para 

el paciente y una mayor probabilidad de metástasis a sitios distante del tumor en comparación 

con pacientes con SCC.152 En este estudio, se obtuvieron patrones de expresión proteica 

global de CC, SCC y CAD comparados contra un grupo de tejido sano empleado como control 

(CTRL).  

Se identificaron y cuantificaron 622 proteínas por LC/MS que posteriormente fueron 

analizadas por PCA, lo cual nos permitió agrupar y obtener patrones proteómicos globales 

que clasificamos como CC, SCC y CAD. Este análisis permitió encontrar patrones proteicos 

comunes en CC y patrones específicos en SCC y CAD. Cuando se empleó GO y las proteínas 

fueron clasificadas por BP cerca del 25% de las proteínas identificadas y cuantificadas estaba 

relacionada a la exocitosis y 24% a componentes extracelulares y componentes de organelos. 

Los datos experimentales que obtuvimos enfatizan la importancia de las proteínas de 

endocitosis/exocitosis en CC. Evidencia recientemente obtenida sugiere que rutas alteradas 

de trafico de proteínas y redes están preferentemente involucradas en la adquisición de 

capacidades pro-metastasicas153. Se ha reportado que el reciclamiento endosomal posee un 

papel central en la integración de circuitos ligados a la metástasis y resistencia a la muerte 

celular (evasión de la apoptosis), las dos categorías más sobre representadas encontradas 

en nuestro estudio de CC. 

En particular, la familia de proteínas relacionadas a Ras, está involucrada en la adquisición 

de metástasis y resistencia a la apoptosis mediada por reciclaje endosomal154. 

De un total de 622 proteínas identificadas y cuantificadas en este estudio (Tabla 

suplementaria I), 597 fueron analizadas por GSEA, y clasificadas de acuerdo a evidencia 

experimental reportada en la bibliografía. Las proteínas diferencialmente expresadas en SCC 

mostraron como función celular primaria la activación de la invasión y la metástasis (Tabla 

III), la resistencia a la muerte celular para las proteínas diferencialmente en CAD (Tabla IV), 

además la resistencia a la muerte celular y la activación de la invasión y metástasis como las 

dos funciones celulares comunes en SCC y CAD comparadas contra el control (Tabla V). Por 
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otro lado, RRPB1 se ha encontrado sobreexpresada en muestras de pacientes de CC con 

metástasis a nódulos linfaticos116 (Tabla IV).  Además, RRPBI está involucrado en liberación 

de estrés de retículo endoplásmico (ERS) de cáncer de pulmón, como una respuesta al 

incremento de las funciones de proliferación celular como síntesis de proteínas, plegamiento 

y secreción. Esto se demostró mediante la expresión ectópica de RRPB1 en líneas celulares 

de cáncer de pulmón cuando se indujo ERS usando tunicamicina117. También se ha reportado 

que RRBP1 está altamente expresado en cáncer de próstata y que correlaciona con pobre 

prognosis, incluso ha sido propuesto como un potencial biomarcador en cáncer de 

próstata155y cáncer de ovario156.Se ha observado que pacientes con una mayor expresión de 

RRBP1 tienen una peor esperanza de sobrevida; incluso se ha sugerido RRBP1 como un 

potencial blanco en el tratamiento de cáncer de ovario 156. 

Por su parte, RCN3 es una proteína de unión a calcio en la vía secretoria y se encuentra 

localizada en el retículo endoplásmico (ER)70. A la fecha, la evidencia de RCN3 en el 

desarrollo del cáncer es insuficiente comparada contra reticulocalbina 1 (RCN1).  RCN1 es 

un miembro de las proteínas de unión a calcio expresada en la línea altamente metastásica 

de cáncer de próstata PC-3157.  También se ha encontrado la expresión elevada de RNA 

mensajero (mRNA) de RCN1 en la línea celular de cáncer de mama MDA-MB-435, 

comparada con la pobremente metastásica MCF-773. Se ha también sugerido a RCN1 como 

potencial marcador de cáncer renal al encontrarlo en 21 de 24 cortes histológicos de 

pacientes con cáncer renal158. En cáncer de próstata, la expresión de RCN1 se incrementó 

en células endoteliales de médula ósea (BMECs) en presencia del factor de necrosis tumoral 

α (TNF-α), una citocina proinflamatoria a menudo expresada en pacientes con cáncer de 

próstata con avanzada metástasis159. RCN2 es otro miembro de la familia de reticulocalbinas, 

que se ha visto sobreexpresado en células de cáncer de hígado (HCC), ha sido involucrado 

en proliferación celular, crecimiento de tumores, presumiblemente a través de la regulación 

del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y la vía de señalización extracelular 

regulada por cinasa (ERK)160. RCN1 y RCN2, en contraste a RCN3 han sido estudiadas 

extensivamente. Esta noción nos llevó a explorar el papel de RCN3 en la oncogénesis, 

especialmente en CC. 

En el presente estudio, encontramos que RCN3 estuvo sobreexpresada en todos los grupos 

de análisis de CC cuando se comparó con el control (Tabla V). El análisis por IHC mostró 5/9 

muestras positivas a RCN3. Además, las células HeLa que sobreexpresaban RCN3 

inoculadas en hembras nu/nu indujeron un crecimiento moderado del tumor en comparación 
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con los tumores compuestos de células HeLa, al día 47. RCN3 ha sido identificado como un 

regulador negativo de la producción de colágeno en fibrosis cardiaca, esto basado en 

evidencia experimental donde la activación de RCN3 vía CRISPR/Cas-9 disminuyó la 

producción de colágeno en fibroblastos humanos de fibrosis cardiaca138. En este estudio, la 

subexpresión de proteínas de colageno tipo I y tipo II (CO6A1(-2.209), CO6A2(-2.387) y 

CO6A3(-1.950)) se observó en muestras de CC comparadas contra control. Estudios previos, 

han mostrado que la expresión del colágeno depende del estadio de desarrollo del tumor. 

Específicamente, fibroblastos normales crecidos en co-cultivos con líneas celulares de cáncer 

de mama derivadas de tumores de estadio avanzado (MDA-MB-231, MCF-7, T47D, y ZR-75-

1) han mostrado una reducción de cerca del 50% en la expresión de colágeno. Además, se 

mostró mediante Northern blot que los niveles de mRNA de colágeno se encontraron 

elevados en la etapa I comparados contra el tejido normal adyacente, mientras que en los 

estadios de tumor II y III disminuyó161. Además, proponemos que RCN3 actúa como un 

regulador negativo de la producción de colágeno en CC y que modula de forma dinámica la 

concentración de colágeno de etapas tempranas a tardías en el desarrollo del tumor. En 

etapas tempranas, la concentración de colágeno tiende a incrementar comparada contra la 

matriz extracelular adyacente (ECM), esta proteína ha sido estudiada, y la evidencia muestra 

que el colágeno tipo I promueve resistencia a la apoptosis en las líneas celulares MCF-7 y 

células T-47D inducidas a estrés nutricional por ausencia de suero fetal bovino162. Además, 

se ha visto que la expresión de E-cadherina se encuentra disminuida a causa de la expresión 

de colágeno tipo I y III en líneas celulares de cáncer de páncreas163. Incluso algunas 

condiciones patológicas como proliferación celular exacerbada en cáncer y metástasis se han 

relacionado con un proceso de adhesión celular mediada por cadherina-E defectuosa164. Es 

posible que RCN3 se encuentre involucrada en la modulación de la expresión génica de 

colágeno y E-cadherina en CC. 

Un cuarto de todas las proteínas identificadas y cuantificadas en CC están relacionadas a 

exocitosis. Varias líneas recientes de evidencia soportan la participación de la exocitosis en 

la adquisición de habilidades como metástasis y resistencia a la apoptosis a través de la 

familia de proteínas relacionadas a Ras como mediadores del reciclaje endosomal. RAB14 

pertenece a la familia de proteínas reguladoras que dirigen los eventos de tráfico, incluyendo 

formación de vesículas, movimiento de vesículas y unión de vesículas a su blanco en la 

membrana celular165. RAB14 se sobre expresó en SqPD16 comparado contra el control, y 6/9 

muestras de CC fueron positivas a RAB14 en IHC. RAB14 actúa como un interruptor entre el 

estado inactivo y activo basado en su unión a guanosin difosfato (GDP) y guanosin trifosfato 
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(GTP), respectivamente para activar la vía de señalización rio abajo. Se ha descrito que 

RAB14 se encuentra sobre expresado en tejido tumoral de cáncer gástrico comparado contra 

tejidos adyacentes no tumorales166. A nivel postraduccional (miRNAs), la proteína RAB se ha 

sugerido como un oncogén en carcinoma de pulmón de células no pequeñas (NSLC) debido 

a la frecuente perdida de sus reguladores negativos miRNA como miR-451 y mir-338-3p167,168. 

Reciente evidencia mostró que la expresión ectópica de miRNA-451 mostró efectos negativos 

en la proliferación in vivo así como la formación de colonias de células de NSCL y el desarrollo 

de tumores en ratones desnudos al incrementar la apoptosis. La expresión ectópica de miR-

451 inhibió la expresión proteica de RAB14, y la restauración de RAB14 parcialmente inhibió 

la función de supresor tumoral de miR-451 en NSCLC. 

La proteína RAB14 es un regulador critico de la proliferación celular en cáncer167, 

considerando que análisis realizados en vesículas positivas a RAB14 confirmaron que 38 

proteínas cargo estaban directamente involucrada en la metástasis, es por ello que RAB14 

participa como un regulador activo en metástasis facilitando el reciclaje endosomal169. 

En nuestro modelo murino, la sobreexpresión de RAB14 mostró una correlación con el 

crecimiento tumoral. De acuerdo a experimentos previos en adipocitos 3T3-L1, los niveles 

óptimos de RAB14 dirigen el tráfico de glucosa a través del transportador de glucosa tipo 4 

(GLUT4). Esto fue demostrado con un ensayo de knockdown por shRNA de la proteína 

RAB14 endógena, observando una inhibición de la distribución de GLUT4 a los 

compartimentos celulares internos a través de vesículas170. GLUT4 pertenece a la familia de 

transportadores de glucosa que están distribuidos en diversos órganos. GLUT1 y GLUT3 que 

se encuentran en neuronas, astrocitos, grasa, y tejido muscular171 , GLUT2 en enterocitos, 

riñón y células de hígado172. GLUT4 se encuentra en músculos y adipocitos y es responsable 

de cerca del 80% del ingreso de glucosa en musculo esqueletico173. La sobreexpresión de 

RAB14 en células HeLa sugiere que RAB14 puede dirigir el reclutamiento de la glucosa de 

los compartimentos por traslocación de un mayor número de transportadores de glucosa 

GLUT4 de los compartimentos intracelulares (Membrana de Golgi y endosomas) a la 

superficie celular, de esta forma sosteniendo una regulación energética anormal que 

contribuye al crecimiento tumoral174 como el que experimentalmente observamos, 

posiblemente debido a la sobreexpresión de RAB14. Este nuevo papel de RAB14 en CC 

puede proveer una nueva dirección en la prognosis y la terapia. 
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CONCLUSIONES 

• Las proteínas RAB14 y RCN3 son potenciales biomarcadores y blancos terapéuticos 

en CC.  

• Los perfiles proteómicos de SCC y CAD ofrecen información valiosa que puede servir 

para identificar nuevos biomarcadores asociados con la prognosis de la enfermedad 

y nuevos potenciales blancos terapéuticos para el tratamiento del CC. 
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PERSPECTIVAS 

• Investigar el tipo de relación entre RAB14 y el transportador de glucosa (GLUT4) in 

vitro e in vivo en la línea de cáncer cervicouterino HeLa que sobreexpresa RAB14. 

• Determinar el papel de GLUT4 en la línea celular HeLa que sobreexpresa RAB14 en 

el desarrollo tumoral in vivo empleando ratón atímico. 

• Analizar el papel de RCN3 en la resistencia a la muerte celular en la línea celular HeLa 

que sobreexpresa RCN3. 

• Establecer el efecto de la sobreexpresión de RCN3 en proteínas de matriz 

extracelular. 
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9.1 MATERIAL SUPLEMENTARIO figura suplementaria 1, así como las tablas 

suplementarias I, II y III pueden ser revisada en el siguiente enlace: 

http://sinik.ccg.unam.mx/PGFP/Ramirez.AR2021.No399-R/ 
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9.2 ARTICULO CIENTÍFICO ORIGINAL DERIVADO DEL PROYECTO DE TESIS 
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9.3 MEDIOS, SOLUCIONES Y REACTIVOS 

Solución buffer de fosfatos pH 7.4 1X 

Reactivo Con. Final (mM) Peso (g) 

NaCl 136 mM 8 

KCl 2.68 mM 0.2 

Na2HPO4 10.14 mM 1.44 

KH2PO4 1.76 mM 0.24 

 

Depositar los compuestos debidamente pesados en un vaso de precipitados de 1 L, 

adicionar 800 ml de agua bidestilada, disolver por completo, ajustar pH con HCl ó NaOH 

concentrado según sea el caso hasta llegar a un pH 7.4 

Solución salina de Verseno pH 7.7 1X 

Reactivo Con. Final (mM) Peso (g) 

Tris Base 25.1 3.04 

NaCl 136.9 8.00 

KCl 5.36 0.4 

EDTA 1.1 0.4 

 

Ajustar a pH 7.7 con HCl concentrado y aforar con agua bidestilada (18.3 ohm) hasta 1000 

ml finales. 

Solución de crio preservación de líneas celulares. 

Reactivo Con. Final (%v/v) Volumen (ml) 

Suero fetal bovino 50 25 

Medio de cultivo 
RPMI 1640 

40 20 

DMSO 10 5 

 

Mezclar todos los componentes y esterilizar por filtración en 0.22 µm en campana de flujo 

laminar. Almacenar a -20 C.  
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Solución Stock de Acrilamida 30%, Bis-acrilamida 0.8% 

Reactivo Con. Final (%p/v) Peso (g) 

Acrilamida 30 300 

Bis- acrilamida 0.8 0.8 

 

Depositar los reactivos correctamente pesados en un vaso de precipitados de 1 L, adicionar 

800 ml de agua bidestilada disolver los componentes por completo, aforar con agua 

bidestilada a1000 ml finales. Filtrar la solución en 0.45 µm. Almacenar en frasco ámbar limpio 

la solución stock a 4°C. 

Solución Stock Tris base 1.5 M pH 8.8 

Reactivo Con. Final (M) Peso (g) 

Acrilamida 1.07  130. 8 

Bis- acrilamida 0.42 66.3 

 

Depositar los reactivos en un vaso de precipitados de 1 L, adicionar 800 ml de agua 

bidestilada disolver los componentes por completo, aforar con agua bidestilada 1000 ml 

finales. Filtrar la solución en 0.45 µm. Almacenar a temperatura ambiente. 

Solución stock dodecil sulfato de sodio (SDS) 10% 

Reactivo Con. Final (%p/v) Peso (g) 

SDS 99% 10  10 

 

Depositar el polvo de SDS en un vaso de precipitados de 250 ml de cristal, adicionar 70 ml 

de agua bidestilada, disolver, aforar a 100 ml y filtrar en 0.45 µm. Almacenar a temperatura 

ambiente. Se recomienda el uso de vaso de precipitados de cristal en caso de haber bajas 

temperaturas ya que estas pueden causar baja solubilidad del SDS en agua, por lo que 

puede calentarse el agua a 37°C para facilitar la disolución. 

Solución stock tris base 0.5 M pH 6.8 

Reactivo Con. Final (M) Peso (g) 

Tris base 0.014  1.71 

Tris HCl 0.48 76.8 

 

Depositar los reactivos bien pesados en un vaso de precipitados de 1 L, adicione 800 ml de 

agua bidestilada, afore a 1000 ml finales con agua bidestilada, filtre en 0.45 µm. Almacene 

la solución stock a temperatura ambiente. 
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Solución de tris, glicina, SDS (10X) 

Reactivo Con. Final Peso (g) 

Tris base 0.25 M 30.28  

Glicina 1.92 M 144. 1  

SDS 99% 1% p/v 10 

 

Depositar los reactivos bien pesados en un vaso de precipitados de 1 L, adicione 800 ml de 

agua bidestilada, afore a 1000 ml finales con agua bidestilada. Almacene solución stock 10X 

a temperatura ambiente. Si va a realizar electroforesis recuerde hacer una dilución 1 en 10 

con agua bidestilada para trabajar a una concentración de 1X. 

Solución de Coomassie 

Reactivo Con. Final Peso (g) 

Ácido acético 99% 10% v/v 30.28  

Metanol 99% 30% v/v 144. 1  

Azul de Coomassie 0.2% p/v 10 

 

Depositar los reactivos bien pesados en un vaso de precipitados de 1 L, adicione 800 ml de 

agua bidestilada, afore a 1000 ml finales con agua bidestilada. Almacene solución stock 10X 

a temperatura ambiente. Si va a realizar electroforesis recuerde hacer una dilución 1 en 10 

con agua bidestilada para trabajar a una concentración de 1X. 

Solución Desteñidora I  
 

Reactivo Con. Final Vol. (ml) 

Ácido acético 99% 10% v/v 100 

Metanol 99% 50% v/v 500 

Agua bidestilada 40% v/v 400 

 
Mezclar y aforar con agua bidestilada a 1000 ml finales, almacenar a 4°C. 

Solución Desteñidora II 
 

Reactivo Con. Final Vol. (ml) 

Ácido acético 99% 7% v/v 100 

Metanol 99% 5% v/v 500 

Agua bidestilada 88% v/v 400 

 
Mezclar y aforar con agua bidestilada a 1000 ml finales, almacenar a 4°C. 
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Buffer del Ánodo I 

Reactivo Con. Final Cantidad 

Tris base 0.3 M 36.34 g 

Metanol 99% 10% v/v 100 ml 

 

Disolver el tris base en 700 ml de agua bidestilada y adicionar el metanol para posteriormente 

aforar a 1000 ml finales. Almacene a -4°C para evitar la evaporación del metanol. 

Buffer del Ánodo I 

Reactivo Con. Final Cantidad 

Tris base 25 mM 3.02 g 

Metanol 99% 10% v/v 100 ml 

 

Disolver el tris base en 700 ml de agua bidestilada y adicionar el metanol para posteriormente 

aforar a 1000 ml finales. Almacene a -4°C para evitar la evaporación del metanol. 

Buffer del Cátodo 

Reactivo Con. Final Cantidad 

Glicina 40 mM 3.00 g 

Metanol 99% 10% v/v 100 ml 

 

Disolver la glicina en 700 ml de agua bidestilada y adicionar el metanol para posteriormente 

aforar a 1000 ml finales. Almacene a -4°C para evitar la evaporación del metanol. 

Solución de Rojo Ponceau 

Reactivo Con. Final Cantidad 

Rojo Ponceau 0.5% p/v 0.25 g 

Ácido acético 99% 3% v/v 1.25 ml 

 

Depositar el polvo de rojo Ponceau en un tubo falcon de 50 ml limpio y luego adicionar el 

1.25 ml de ácido acético 99%. Finalmente aforar a 50 ml finales con agua bidestilada. 

Almacenar a 4°C. 
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Buffer TE 10X pH 8.5 

Reactivo Con. Final Cantidad 

Tris base 100 mM 12.14 g 

EDTA 10 mM 2.9 g 

 

Disolver los compuestos debidamente pesados en un vaso de precipitados de 1 L, adicionar 

800 ml de agua bidestilada, disolver por completo los componentes en la solución, ajustar el 

PH a 8.5 final. Aforar a 1000 ml finales con agua bidestilada. Almacenar a temperatura 

ambiente. Recuerde hacer la dilución de esta solución stock 10X a una concentración de 

trabajo 1X. 

Buffer TAE 50X 

Reactivo Con. Final Cantidad 

Tris base 2 M 242 g 

Ácido acético 99% 5.71% v/v 57.1 ml 

EDTA 0.06 M 18.6 g 

 

Mezclar en un vaso de precipitados con 800 ml de agua bidestilada disolver por completo y 

aforar a 1000 ml finales. Recuerde que es una solución stock y la concentración de trabajo 

optima es 1X.  
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