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Resumen 
El cáncer colorrectal (CCR) y el cáncer de mama (CaMa) son un problema de salud 

a nivel mundial con altos índices de incidencia y mortalidad en ambos sexos. 

Investigaciones anteriores han demostrado que el inicio y progresión del CCR y del 

CaMa puede estar asociado con la desregulación de vías esenciales (como la de 

PI3K/AKT/mTOR, la cual es de suma importancia ya que es la encargada de la 

síntesis del factor de transcripción HIF-1) involucradas en proliferación, 

diferenciación, supervivencia, metástasis y en la regulación de diversos procesos 

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

evolutivamente conservado de múltiples pasos en donde la célula degrada sus 

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

interesado en estudiar la inducción de este proceso en las líneas celulares humanas 

de cáncer colorrectal HCT-116 y MDA-231 de cáncer de mama mediante la 

combinación de tres fármacos: Metformina y Oxamato de Sodio, inhibidores de 

mTOR y glicólisis respectivamente, en sinergia con Doxorrubicina que es un 

quimioterapéutico convencional para diferentes tipos de cáncer como mama y 

colorrectal. El objetivo principal de este proyecto fue determinar la participación de 

HIF-1alfa en la regulación de la autofagia inducida farmacológicamente por medio 

de la combinación de Doxorrubicina/Metformina/Oxamato de sodio en células 

tumorales de mama y colon. 

Se demostró mediante Western Blot la disminución en la detección de las proteínas 

involucradas en la vía de PI3K y el aumento en la detección de proteínas inductoras 

del proceso de autofagia en las células expuestas a los tres fármacos en 

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

evaluó el nivel de expresión de miR-106a (microRNA posiblemente regulado por 

HIF-1) involucrado en la autofagia, mostrando una modificación de la expresión en 

las líneas celulares expuestas a los tratamientos en los diferentes tiempos. 

También, mediante un ensayo de luciferasa, se demostró que ULK1 principal 

inductor de la autofagia, es regulado directamente por miR-106a. 

En conclusión, el presente trabajo nos proporcionará información detallada sobre 

los procesos de modulación de la red de señalización de HIF-1 y su regulación sobre 
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el proceso de autofagia, lo que nos permitirá proponer mejores y eficaces 

estrategias terapéuticas (como la combinación de estos tres fármacos) contra el 

CCR y de mama, así como también proponer biomarcadores para un diagnóstico 

temprano. 

 

 
 
ABSTRACT 
Colorectal cancer (CRC) and breast cancer are a worldwide health problem with high 

incidence and mortality rates in both sexes. Previous research has shown that the 

initiation and progression of CRC and CaMa may be associated with deregulation of 

essential pathways (such as PI3K / AKT / mTOR), which is of paramount importance 

since it is responsible for the synthesis of the HIF-1 transcription) involved in 

proliferation, differentiation, survival, metastasis and in the regulation of various 

biological processes such as apoptosis and autophagy. Autophagy is an 

evolutionarily conserved multi-step process where the cell degrades its long-lived 

proteins and damaged organelles. Our research group was interested in studying 

the induction of this process in human colorectal cancer cell line HCT-116 and MDA-

231 breast cancer cell line by combining three drugs: Metformin and Sodium 

Oxamate, inhibitors of mTOR and glycolysis respectively, in synergy with 

Doxorubicin which is a conventional chemotherapeutic for different cancers such as 

breast and colorectal. The main objective of this project was to establish the 

participation of HIF-1alfa in the regulation of induced pharmacologically autophagy 

by means of the combination of doxorubicin / metformin / sodium oxamate in breast 

and colon tumor cells.  

A decrease in the detection of proteins involved in the PI3K pathway and an increase 

in the detection of autophagy inducing proteins were demonstrated by Western 

blotting in cells treated with the three drugs in combination (Doxorubicin, Metformin 

and Sodium Oxamate).  

Subsequently, the expression level of miR-106a (a microRNA possibly regulated by 

HIF-1) involved in autophagy was evaluated, showing a modification of the 
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expression in the cell lines exposed to the treatments at the different times.  

Luciferase assays showed that ULK1, the main autophagy inducer, is directly 

regulated by miR-106a. In conclusion, the present work will provide detailed 

information on the modulation processes of the HIF-1 signaling network and its 

regulation on the autophagy process, which will allow us to propose better and 

effective therapeutic strategies (such as the combination of these three Drugs) 

against CRC and breast, as well as to propose biomarkers for an early diagnosis. 
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1. INTRODUCCIÓN 
A nivel mundial y en México, el cáncer colorrectal (CCR) y el cáncer de mama 

(CaMa) son un problema de salud, debido a los altos índices de mortalidad que 

ocasionan cada año. En diferentes tipos de cáncer, se ha visto relación entre la 

activación de AMPK, un complejo enzimático que se activa con el aumento de 

relación AMP-ATP, y/o la inhibición de mTOR, un regulador maestro del crecimiento, 

proliferación y muerte celular. Por lo tanto, mTOR y sus componentes río abajo 

como S6K juegan un papel muy importante en la síntesis de HIF-1alfa, el cual es un 

factor importante involucrado en el inicio y progresión de diferentes tipos de cáncer. 

HIF-1 alfa es un blanco terapéutico que significa una nueva aproximación en la 

búsqueda de oportunidades para el tratamiento del cáncer y su posible diagnóstico 

en etapas tempranas, punto de interés para nuestro grupo de investigación. 

Asimismo, esta importante cascada de señalización está involucrada en la 

regulación del ciclo celular y procesos de muerte celular como apoptosis y 

autofagia.  

La autofagia es un proceso evolutivamente conservado de múltiples pasos en donde 

la célula degrada sus proteínas de larga vida y organelos dañados. Por lo tanto, el 

objetivo de este trabajo fue determinar si la combinación farmacológica está 

inhibiendo directamente la síntesis de HIF-1alfa a través de la inhibición de genes 

río arriba de este como mTOR y SK6 que se sabe que regulan la síntesis de este 

factor de transcripción, y al inhibir HIF-1alfa, que se active el proceso de muerte 

celular por autofagia. Para lograr esto, se determinó la expresión de genes 

involucrados en la vía de señalización de HIF-1 y de la autofagia a nivel protéico y 

así determinar si la combinación terapéutica que se propone, esta inhibiendo la 

síntesis de HIF-1 alfa y sus componentes rio arriba, y por lo tanto induciendo la 

expresión de genes esenciales de la autofagia. Así mismo, al emplear los tres 

fármacos se activa a AMPK, provocando una disminución en los niveles de glucosa, 

lo que resulta en una disminución en los procesos dependientes de ATP como 

gluconeogénesis y biosíntesis de proteínas, ácidos grasos y colesterol.
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2. Antecedentes 
2.1. Cáncer 
El cáncer es una enfermedad de múltiples etapas, caracterizada por la interrupción 

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

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

celular, lo que conlleva a la formación de tumores (Mohammad & Zaghloul, 2015). 

Esta enfermedad es una de las causas más importantes de morbilidad y mortalidad 

en todo el mundo, y cada año, decenas de millones de personas son diagnosticadas 

con cáncer y más de la mitad de los pacientes finalmente mueren a causa de ella. 

En México, el cáncer ocupa el primer lugar en términos de incidencia y el segundo 

en términos de mortalidad entre la población, siendo los tipos más frecuentes el 

cáncer de mama, próstata, cervicouterino, pulmón y colorrectal (Siegel, Miller, & 

Jemal, 2016). 

La investigación sobre el cáncer ha revelado que éste es un conjunto de patologías 

que dan como resultado el crecimiento anormal de las células, causado por 

múltiples factores, que van desde cambios en la expresión genética hasta cambios 

efectuados por elementos exógenos como el alto consumo de alcohol, tabaquismo, 

poca actividad física y dieta no saludable (Wodarz & Zauber, 2015). El cáncer es 

una enfermedad heterogénea, ya que implica cambios dinámicos en el genoma e 

involucra la progresión de una serie de eventos, tales como autosuficiencia en 

señales de crecimiento, insensibilidad a las señales inhibidoras de crecimiento, 

evasión de la apoptosis, potencial replicativo ilimitado, angiogénesis, metástasis, 

inestabilidad genómica, desregulación del metabolismo celular, inflamación 

continua promotora de tumores y evasión de la respuesta inmunológica (Figura 1), 

lo que provoca la conversión de una célula normal a una tumoral (Hanahan & 

Weinberg, 2011). Todas estas características le confieren a las células tumorales 

cierta complejidad e inestabilidad en el genoma lo que facilita su sobrevivencia, así 

como también la heterogeneidad de estos “hallmarks” le confieren a la célula 

cancerosa un “microambiente tumoral” altamente coordinado, con capacidades 

moleculares y bioquímicas favorables que aumenta su capacidad de sobrevivencia 
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y proliferación (M. Wang et al., 2017). 

 Por otra parte, cabe resaltar que actualmente dentro de los diferentes tipos de 

cáncer con mayor incidencia y mortalidad, se encuentran el cáncer de mama y el 

cáncer colorrectal (Ferlay et al., 2012). 

 

 

 
 

Figura 1. “Hallmarks del cáncer”. 
Características distintivas adquiridas para la progresión de una célula normal a 

una célula tumoral o cancerígena. Tomado y modificado de (Hanahan & Weinberg, 
2011). 
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2.2. Cáncer de Mama 
El cáncer de mama (CaMa) es una enfermedad heterogénea que se caracteriza por 

la diferencia en las alteraciones moleculares, la respuesta a la terapia y la 

susceptibilidad de los pacientes (Murat Dogan, Pinar Ercetin, Altun, Dursun, & 

Aktas, 2015). Estudios realizados durante los últimos años mostraron que el 20-30% 

de los casos de cáncer de mama recién diagnosticados pueden estar asociados con 

la ocurrencia de diversos factores de riesgo que inician o que modifican el proceso 

de transformación neoplásica de las células de la mama (Unger-Saldana, 2014). Los 

más importantes son antecedentes de enfermedades de la glándula mamaria, 

antecedentes de cáncer en familiares de primer grado, la menarquia temprana, la 

maternidad tardía y la edad de la mujer en la menopausia (Kaminska, Ciszewski, 

Lopacka-Szatan, Miotla, & Staroslawska, 2015). Teniendo la posibilidad de influir en 

el proceso de transformación neoplásica en los individuos, todos los factores de 

riesgo se pueden dividir en dos grupos, el primer grupo incluiría factores inherentes 

tales como la edad, el sexo, la raza y la composición genética que promueve la 

aparición familiar de la enfermedad neoplásica o la ocurrencia de lesiones 

proliferativas benignas de la glándula mamaria (Henderson et al., 2015). Todos 

estos factores constituyen parámetros independientes y no se someten a una simple 

modificación en el curso de la vida de un individuo. El segundo grupo incluiría 

factores extrínsecos condicionados por el estilo de vida, como la dieta o la 

intervención médica a largo plazo, y su influencia en el proceso neoplásico puede 

ser modificado a un cierto grado (Holm et al., 2016). Sin embargo, cabe destacar 

que, a pesar de intensos estudios, es difícil de explicar el origen o causa del 

desarrollo de esta enfermedad. Asimismo, el CaMa es la neoplasia maligna más 

frecuente entre las mujeres y es el segundo tipo de cáncer más común en todo el 

mundo, ocupando el primer lugar en términos de incidencia y el segundo en 

términos de mortalidad (Figura 2), aparte de que se ha documentado que las 

mujeres que tienen ciertos genes mutados, tales como BRCA1 o BRCA2, tienen un 

mayor riesgo de desarrollar este tipo de neoplasia, ocasionando así una 

proliferación maligna de las células epiteliales que revisten los conductos o lobulillos 
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mamarios (Han et al., 2016). De igual manera, en México el CaMa ocupa el primer 

lugar en términos de incidencia y es la segunda causa principal de mortalidad en 

ambos sexos (Ferlay et al., 2012) (Figura 2 b). 

 

 

 

 

 

  
 

Figura 2. Incidencia y mortalidad. 
a) Incidencia y mortalidad de los diferentes tipos de cáncer para ambos sexos a 
nivel mundial. b) Incidencia y mortalidad de los diferentes tipos de cáncer para 
ambos sexos en México (Tasa por cada 100,000 personas) (Ferlay et al, 2012). 

 

El CaMa se origina en las células epiteliales de la glándula mamaria, y se ha visto 

que los conductos mamarios están revestidos con células epiteliales luminales, que 

dan lugar a la mayoría de los tipos de cáncer de mama (Mehrgou & Akouchekian, 

2016). El CaMa comprende varios subtipos con características biológicas distintas, 

dentro de las cuales se encuentran el tamaño del tumor, el grado de proliferación, 

el grado histológico y principalmente, el estado de receptores de estrógeno (RE), 

receptores de progesterona (RP) y el receptor del factor de crecimiento epidermal-

a) b) 
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2 (HER-2). También se sabe que los fenotipos tumorales de CaMa se clasifican de 

acuerdo a su patrón de expresión de genes y a su grado histológico (Singhal et al., 

2016) (Figura 3). Se ha demostrado que el fenotipo de mayor agresividad en CaMa 

contiene tumores que no expresan los RE, RP y HER2, también conocido como 

fenotipo triple negativo (TN) que representa el 15% de todos los cánceres de mama 

infiltrantes, y los cuales indican en su mayoría, histologías de mal pronóstico que en 

general presentan un alto grado e índice de proliferación celular (Jezequel et al., 

2015). Se ha visto que aproximadamente el 80% de los carcinomas de mama son 

ductales y el resto lobulillares. Por lo tanto, es importante resaltar que la terapia en 

este tipo de neoplasia es dependiente del fenotipo tumoral (Verbelen, Gebruers, & 

Tjalma, 2015). 

 

 

Figura 3. Fenotipos del CaMa.  
Porcentaje de incidencia para cada subtipo de CaMa, así como la expresión de los 

receptores, el grado histológico, pronostico y el tipo de tratamiento. Tomado y modificado 
de (Perou, 2010). 
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2.3. Cáncer Colorrectal 
El cáncer colorrectal (CCR) es una de las principales causas de morbilidad y 

mortalidad a nivel mundial, ocupando el cuarto lugar entre todos los tipos de cáncer 

en términos de incidencia y el tercero en términos de mortalidad para ambos sexos 

(Figura 2). En México, el CCR es la segunda causa de muerte por cáncer y el cuarto 

más frecuente en la población, afectando en igual proporción a hombres y mujeres 

(Ferlay et al., 2012). El riesgo de padecer esta neoplasia está dado por la 

predisposición genética y los factores ambientales, y el desarrollarlo se encuentra 

ligado a la edad, ya que más del 90% de los CCR esporádicos ocurren en personas 

mayores de 50 años. Aproximadamente el 5% de todos los CCR se deben a 

mutaciones genéticas heredadas, mientras que del 95% restante de los casos, 

cerca del 20% tiene una historia familiar positiva (Sanchez-Barriga, 2017). 

El CCR surge como resultado de la acumulación progresiva de alteraciones 

genéticas y epigenéticas, las que conducen a la transformación de las células 

epiteliales glandulares normales en adenocarcinomas invasivos (Sameer & Nissar, 

2016). El primer modelo de carcinogénesis colorrectal fue propuesto por Fearon y 

Vogelstein en 1990. Este modelo se basa en la acumulación progresiva de 

mutaciones genéticas tanto en oncogenes como en genes supresores de tumores 

que conducen a la transformación de la mucosa normal hacia adenoma y 

posteriormente hacia carcinoma (Terzic, Grivennikov, Karin, & Karin, 2010) (Figura 

4). En el CCR pueden surgir pequeños pólipos en el colon proximal que están 

asociados a diferentes vías moleculares como son: 1) la inestabilidad de 

microsatélites (MicroSatellite Instability o MSI) causada por defectos en los genes 

reparadores de errores en ADN (MisMatch Repair o MMR), una característica 

importante en un subgrupo de CCR hereditario y en alrededor del 15% de los CCR 

esporádicos (C. G. Kim et al., 2016). Ya que los principales integrantes del sistema 

MMR en los cuales se han observado mutaciones son las proteínas MLH1 y MSH2, 

cuya pérdida de función resulta en una acumulación de mutaciones somáticas 

generalizada a lo largo del genoma, en oncogenes y genes supresores de tumores 
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que juegan un papel fundamental en la iniciación y progresión del cáncer 

(Gelsomino, Barbolini, Spallanzani, Pugliese, & Cascinu, 2016). Otra vía asociada 

seria atraves de 2) la metilación aberrante del ADN en las islas CpG, ya que la 

metilación de genes en la región promotora resulta en el silenciamiento de estos; 

por lo tanto, proporciona un mecanismo alternativo para la pérdida de la función de 

los genes supresores de tumores (Durso et al., 2017). También factores como el 

tabaquismo y la edad avanzada han demostrado que se correlacionan con el 

aumento de la metilación. Se ha visto que el fenotipo metilador (CIMP) es una 

característica del CCR que involucra la hipermetilación de las islas CpG 

determinados promotores, llevando al silenciamiento de la transcripción génica 

(Rhee, Kim, & Kang, 2017). Finalmente, la última vía asociada al desarrollo de CCR 

es la 3) vía de la inestabilidad cromosómica (CIN), la cual es la causa más común 

de la inestabilidad genómica en el CCR ya que representa del 65-70% de los CCR 

esporádicos y se caracteriza por la ganancia o pérdida de cromosomas enteros o 

de regiones cromosómicas que albergan los genes integrales para el proceso de la 

carcinogénesis colorrectal, y como resultado se produce la acumulación de 

mutaciones en oncogenes y genes supresores de tumores (Abdel-Rahman et al., 

2016). La progresión de adenoma a carcinoma se le atribuye principalmente a la vía 

de CIN, caracterizada por mutaciones o deleciones de APC (Adenomatous 

Polyposis Coli), K-RAS (Kirsten-rat sarcoma oncogen homolog) y p53 (Sakai et al., 

2016). Se sabe que esta vía está implicada en la formación de focos de criptas 

aberrantes displásicas (ACF o Aberrant Crypt Foci) con mutaciones de K-RAS, y 

pocos focos de criptas aberrantes progresan de pólipos adenomatosos simples a 

avanzados para generar un cáncer invasivo (Tariq & Ghias, 2016). 
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Figura 4. Progresión del cáncer. 
Modelo sobre la acumulación progresiva de mutaciones genéticas tanto en 

oncogenes como en genes supresores de tumores que conducen a la 
transformación de la mucosa normal hacia adenoma y posteriormente hacia 

carcinoma. Tomado y modificado de Terzic, 2010. 

 
 
 
 
 

Por otra parte, se ha visto que la desregulación de diferentes vías de señalización 

involucradas en proliferación, diferenciación, supervivencia, apoptosis y 

metabolismo celular, se debe a diferentes alteraciones genéticas y epigenéticas 

(Okugawa, Grady, & Goel, 2015). Estudios previos han identificado diferentes 

alteraciones genéticas que contribuyen a la progresión del CCR, como por ejemplo 

mutaciones que inactivan los genes supresores de tumores (p53 y APC) o activan 

oncogenes esenciales para el desarrollo del cáncer como lo son KRAS, BRAF, y 

uno muy importante, HIF-1 (S. Y. Lee et al., 2017). 

 

 

 

 
Mutaciones 
Hereditarias o 
espontáneas 

      APC 
      β-catenina 

    K-Ras 

    COX-2 
      p53 

   HIF-1 
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2.4. HIF-1 (Factor Inducible por Hipoxia 1) 
 
La adaptación a los niveles bajos de oxígeno (hipoxia) en células y tejidos conduce 

a la inducción transcripcional de una serie de genes que participan en la 

angiogénesis, sobrevivencia, metabolismo de la glucosa, invasión y proliferación 

celular. El factor principal que lleva a cabo esta respuesta es el factor inducible por 

hipoxia-1 (HIF-1), un activador transcripcional sensible al oxígeno y un regulador 

central de la respuesta de adaptación de las células tumorales a la hipoxia que lo 

convierte en un blanco terapéutico en tumores sólidos (Wigerup, Pahlman, & Bexell, 

2016). HIF-1 es un heterodímero compuesto por dos subunidades: HIF-1β, la cual 

se expresa constitutivamente y fue identificada como un translocador nuclear de 

hidrocarburo de arilo (ARNT), y HIF-1α que es una subunidad regulada por oxígeno. 

La estabilidad y la actividad de la subunidad α es regulada por modificaciones 

postraduccionales tales como hidroxilación, ubiquitinación, acetilación y 

fosforilación (Bhaskar & Tiwary, 2016). En condiciones de normoxia, se lleva a cabo 

la hidroxilación de dos residuos de prolina y la acetilación de un residuo de lisina en 

el dominio de degradación dependiente de oxígeno (ODDD) de HIF-1 α, lo que 

permite su asociación con pVHL E3 ligasa y su posterior degradación vía 

proteosoma (Liu et al., 2017). Es decir, en presencia de oxígeno, las PHD (Prolil 

Hidroxilasas) son activas e hidroxilan los residuos de prolina de HIF-1α, dando una 

señal de reconocimiento para la unión de pVHL para su posterior ubiquitinación, 

seguido de la degradación de HIF-1α (Yu, Tang, & Sun, 2017) (Figura 5). Se ha 

visto que las PHDs fungen como el sensor de oxígeno en las células. Por otra parte, 

la ausencia de oxígeno no provoca actividad enzimática, modificaciones de las 

prolinas y ninguna unión pVHL / HIF, resultando en la estabilización y acumulación 

de HIF-1α en la célula (Chen & Sang, 2016). 
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Figura 5. Mecanismo de HIF-1. 

Esquema general de la síntesis de HIF-1 y el mecanismo de degradación de este 
en condiciones de Normoxia e Hipoxia. 

 

Asimismo, se ha visto que en condiciones de hipoxia, HIF-1α se estabiliza e 

interactúa con coactivadores tales como la proteína de unión al elemento de 

respuesta de cAMP / p300 y regula la expresión de genes diana. Se sabe que tanto 

HIF-1α como HIF-1β pertenecen a la familia de proteínas helix-loop-helix-Per-

ARNT-Sim (bHLH-PAS), y los motivos bHLH y PAS son necesarios para la 

formación de heterodímeros entre las subunidades HIF-1α y HIF-1β, lo que 

proporciona una unión específica a la secuencia HRE (Elementos de respuesta a la 

hipoxia) del ADN (Masoud & Li, 2015) (Figura 6). También se ha establecido que la 

proteína HIF-1α posee dos dominios de transactivación, el N-terminal (N-TAD) y C-

terminal (C-TAD). Este último en particular interacciona con coactivadores tales 

como CBP / p300 para activar la transcripción génica (Harada, 2016).  
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Figura 6. Dominios de HIF-1. 
Esquema sobre los dominios que conforman a HIF-1α como HIF-1β. 

 
 
 
2.4.1. Vía de síntesis del Factor Inducible por Hipoxia 1 (HIF-1) 

Se conoce que la vía de señalización de PI3K / Akt juega un papel esencial en la 

regulación de la activación y síntesis de HIF-1 α, así como en la resistencia a 

procesos de muerte celular en varios tumores. La activación constitutiva de 

fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K), debido a una variedad de aberraciones genéticas, 

se observa con frecuencia en los diferentes tipos de cáncer y desempeña un papel 

importante en la formación de tumores y su progresión (Agani & Jiang, 2013). Por 

otra parte, Akt, una serina / treonina cinasa, es un mediador central de esta vía de 

los blancos río abajo, y su desregulación subyace a la patología de una serie de 

enfermedades humanas comunes, tales como diabetes y cáncer. La activación de 

Akt es altamente dependiente de la proteína PI3K, la cual es activada por receptores 

tirosin cinasa o por receptores acoplados a la proteína G (Divolis, Mavroeidi, 

Mavrofrydi, & Papazafiri, 2016). PI3K genera el segundo mensajero lipídico 

fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3), el cual se une directamente a los dominios 

de homología de Akt y PDK1, reclutando de este modo estas cinasas a la membrana 

plasmática. Posteriormente, PDK1 fosforila el bucle de activación de Akt en la Thr-

308, que es esencial para la activación de Akt, sin embargo, aunque no se 

comprende completamente el momento relativo a la fosforilación de Thr-308, la 
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fosforilación de Akt en un residuo conservado (Ser-473) dentro de su motivo 

regulador hidrofóbico muestra un aumento considerable de la actividad de la cinasa 

Akt (W. Lei et al., 2016). Una vez activo, Akt fosforila una serie de sustratos 

involucrados en la regulación de la supervivencia celular, el crecimiento, la 

proliferación y el metabolismo, tal es el caso de un regulador maestro conocido 

como diana de rapamicina en células de mamífero (mTOR) (Riquelme et al., 2016). 

mTOR es una proteína implicada en la homeostasis, el crecimiento, la sobrevivencia 

y el metabolismo celular; su complejo 1 (mTORC1) participa en diferentes eventos 

celulares como biosíntesis de proteínas, lípidos y organelos, además de estar 

involucrado en proliferación y crecimiento celular y en promoción de glucólisis. 

mTORC1 juega un papel muy importante en la fosforilación y activación de la 

proteína S6K y en la inhibición del factor iniciador eucariótico 4E (4E-BPs) (Lim, 

Wang, Crowe, Goldstein, & Yang, 2016). Además, mTORC1 estimula la 

angiogénesis al estabilizar a HIF-1alfa en condiciones de hipoxia inhibiendo así 

autofagia por la vía de fosforilación de ATG13 y ULK1/2. Por lo tanto, hasta el 

momento se sabe que la regulación de la síntesis de HIF-1 alfa se da por la 

activación de PI3K. Por una parte, PI3K activa a AKT y a mTOR, éste último fosforila 

a S6K (p70 S6), quien a su vez fosforila al iniciador de transcripción eucariótico 4E 
(elF-4E) y así se promueve la síntesis de HIF-1 alfa (Y. C. Kim & Guan, 2015). 

Existe evidencia en diferentes tipos de cáncer relacionada a la activación de AMPK 

y a la inhibición de mTOR, aparte de que mTOR y sus componentes rio abajo como 

S6K juegan un papel muy importante en la síntesis de HIF-1alfa. Éste último es un 

blanco terapéutico que significa una nueva aproximación en la búsqueda de 

oportunidades para el tratamiento del cáncer (Li et al., 2015).  

 

Por otra parte, diversos estudios han demostrado que el factor inducible por hipoxia 

1 (HIF1) puede regular un panel de microRNAs, y esta interacción entre microRNAs 

y HIF1 puede desarrollar diferentes eventos vitales para la progresión de la 

tumorigénesis, tales como la angiogénesis, el metabolismo, la regulación del ciclo 
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celular, proliferación, metástasis y resistencia a la terapia contra el cáncer (Shen, Li, 

Jia, Piazza, & Xi, 2013). 

 
2.5. MicroRNAs y su Biogénesis 
Los microRNAs (miRNAs) son pequeñas moléculas de RNA monocatenario no 

codificantes de 22 nucleótidos que funcionan como reguladores negativos de la 

expresión génica y regulan más del 30% de los genes que codifican para proteínas 

humanas, mediante la unión a la región 3´UTR de los mRNAs que resulta en la 

escisión de estos genes y/o detención de la traducción (Reddy, 2015). Un solo 

microRNA puede regular cientos de genes simultáneamente y un mRNA puede 

estar sujeto a regulación por parte de varios microRNAs coordinadamente. Por lo 

tanto, los miRNAs constituyen una red de regulación compleja en la gestión de cada 

proceso fisiológico y patológico (Ben-Hamo & Efroni, 2015). Hoy en día, se conocen 

microRNAs específicos que pueden actuar ya sea como oncogenes o supresores 

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

ha visto que aquellos microRNAs situados en regiones genómicas amplificadas en 

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

ubicados en porciones de cromosomas eliminados fungen como supresores de 

tumor. A nivel genómico, la mayoría se localizan en regiones intergénicas tanto 

como intrónicas (Gulyaeva & Kushlinskiy, 2016). 

 

Para la maduración de un microRNA es necesaria la transcripción de un RNA 

precursor denominado como pri-microRNA, los cuales son transcritos de varios 

cientos de nucleótidos sintetizados a partir de DNA por una RNA polimerasa II y los 

cuales presentan una estructura de tallo-asa de entre 60-70 nt, la cual se procesa 

en el núcleo por un complejo microprocesador, que está formado por Drosha (una 

RNAsa tipo III) y una proteína con dominios de unión a RNA de doble hebra llamada 

Pasha, generando así un pre-microRNA el cual será transportado del núcleo hacia 

el citoplasma con la ayuda de la exportina 5 (Kala, Peek, Hardy, & Tollefsbol, 2013). 

Ya en el citoplasma la endoribonucleasa DICER junto con TRBP, escinde el loop 

del pre-microRNA para generar una doble cadena de microRNA conocido como 
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microRNA maduro (20-23 nucleótidos). A continuación, DICER forma junto con las 

proteínas Argonautas (Ago2) el complejo inductor de silenciamineto de RNA 

denominado RISC (RNA-induced silencing complex), formado por Dicer, TRBP, 

Ago2 y la hebra del miRNA (Gurtner, Falcone, Garibaldi, & Piaggio, 2016). Este 

complejo permite la hibridación del microRNA directamente con la región 3’UTR del 

mRNA blanco, lo que facilita la posterior inhibición o degradación: si la unión del 

microRNA es totalmente complementaria con el mRNA blanco éste será degradado; 

por el contrario, si no es totalmente complementario ocurre una represión en el 

proceso de traducción ocasionado por modificaciones en la estructura del mRNA y 

simplemente llevara a su inhibición (Yao, 2016) (Figura 7).  

 

 
 

Figura 7. Biogénesis de MicroRNAs. 
Procesamiento de miRNAs en el núcleo y su maduración en el citoplasma donde 

se incorporan al complejo RISC, para llevar a cabo ya sea la represión de la 
traducción o la degradación del mensajero blanco (Seahyoung et al., 2015). 
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Lo anterior sugiere que los microRNAs podrían representar nuevos instrumentos de 

diagnóstico y pronóstico en pacientes con alto riesgo de CCR y CaMa, asi como 

también para otros tipos de cáncer, y también podrían resultar útiles como 

herramientas terapéuticas. Dicha información indica que las nuevas terapias 

podrían originarse en la manipulación de miRNAs supresores de tumores y miRNAs 

oncogénicos o tumorales (Ji, Sun, & Su, 2017). 

Se ha demostrado también que los microRNAs pueden estar involucrados en la 

modulación de diferentes vías de señalización involucradas en proliferación, 

supervivencia, metástasis y en la regulación negativa de genes esenciales 

inductores de procesos de muerte celular, tales como la apoptosis y la autofagia 
(Wu et al., 2016). 

 

 
2.6. Autofagia 
 
La autofagia es un proceso conservado evolutivamente en todos los organismos 

eucarióticos, desde levaduras hasta humanos Es un proceso en donde el material 

citoplasmático de las células es secuestrado en vesículas de doble membrana 

denominadas autofagosomas, que posteriormente se fusionan con varios lisosomas 

para formar estructuras llamadas autofagolisosomas en donde se degrada el 

material citoplasmático gracias a enzimas denominadas hidrolasas las cuales 

degradan el componente citoplasmático para su posterior reciclaje (Zambrano & 

Yeh, 2016). En mamíferos, la autofagia está implicada en numerosos procesos 

fisiológicos como control del crecimiento celular, respuesta a falta de nutrientes, 

mecanismo antienvejecimiento e inmunidad innata, y se sabe que la desregulación 

de la autofagia puede causar diferentes patogénesis de numerosas enfermedades 

humanas como el cáncer (Zhong, Sanchez-Lopez, & Karin, 2016), o bien, la 

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

y organelos dañados produciendo muerte celular. 
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En los últimos 15 años, estudios genéticos, principalmente en levaduras y hongos 

han permitido aislar 31 genes denominados “genes relacionados con autofagia” 

(ATG), cuyos productos están específicamente involucrados en este proceso 

catabólico (Levine & Klionsky, 2017). Además, 11 de estos genes han sido 

identificados como ortólogos también en organismos eucariotas superiores 

(Aparicio et al., 2016).  

La autofagia se lleva a cabo mediante una serie de pasos secuenciales que llevarán 

al secuestro del componente citoplasmático en vesículas para su posterior 

degradación (Figura 8). El primer paso consiste en la 1) Inducción: donde participa 

ULK1, el principal inductor del proceso de autofagia y su participación es en una 

etapa temprana. En esta primera etapa de este proceso comienza la formación de 

vesículas denominadas fagóforos que son estructuras primarias que se forman 

antes y que posteriormente darán lugar a la formación de los autofagosomas 

(Karanasios et al., 2016) . El segundo paso es la 2) Nucleación de vesículas: etapa 

que depende de la actividad de beclina-1. La principal función de Beclina1 es la 

supresión de tumores mediante la inducción de autofagia. Por tanto, los niveles de 

Beclina1, así como su estado en la célula son un factor crítico en la regulación de 

este proceso (Rohatgi & Shaw, 2016). Debido a esto, la disminución del aporte de 

aminoácidos a la célula, estimula la actividad de PI3K-III asociada a Beclina1 

induciendo autofagia, lo que ocurre es que PI3K/Vps34 se une a Beclina1 por su 

dominio ECD, que es esencial para esta unión y para que el fagóforo o membrana 

aislada sufra una elongación y por consiguiente el inicio de la formación de los 

autofagosomas (Fujiwara, Usui, Ohama, & Sato, 2016) . El siguiente paso es la 3) 

Elongación y cierre del autofagosoma, mediado por sistemas de conjugación 

ubiquitina como LC3/Atg8. Atg8/LC3 fue la primera molécula autofágica encontrada, 

localizada en estructuras autofagosomales y que es necesaria para su formación. 

Se comporta como una proteína integral de membrana aunque no posee la región 

transmembranal, sin embargo, forma parte de la maquinaria autofágica en estadios 

iniciales (Schlafli et al., 2016). Tras su síntesis, el fragmento carboxiterminal de 

Atg8/LC3 es procesado por una cisteín proteasa, la Atg4, dando lugar a la forma 

citosólica LC3-I, que expone un residuo de Glicina en su extremo carboxiterminal 
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(Y. K. Lee & Lee, 2016). LC3-I se activa fuertemente por Atg7, una enzima tipo E1 

y finalmente se transforma en su forma de unión a membrana, LC3-II, la cual se 

localiza en la membrana del autofagosoma, haciendo de esta proteína un marcador 

de autofagia. Por lo tanto, y como se ha demostrado recientemente, Atg8/LC3 

controla la expansión del fagóforo para la formación del autofagosoma maduro 

(Ponpuak et al., 2015). Y la última etapa de este proceso es el 4) Acoplamiento y 

fusión del autofagosoma: Aquí LC3-II conjugada con fosfatidiletanolamina (PE) que 

se localiza en la membrana de las vesículas autofágicas, se multimeriza y media la 

fusión de los autofagosomas con los lisosomas generando así los denominados 

autofagolisosomas, en donde se lleva a cabo la degradación de los componentes 

citoplasmáticos mediante la acción de enzimas denominadas hidrolasas (Gomez-

Sanchez et al., 2016). 

 

 

 

Figura 8. Diferentes etapas del proceso de autofagia.  
Tomado y modificado de (Fu, Wen, Bao, & Liu, 2012). 

 

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

puede servir como un medio de supervivencia temporal, mientras que, si los 
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resultados de estrés celular continúan, se llevaría a cabo un proceso de muerte 

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

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

en la carcinogénesis o en la terapia contra el cáncer, aún no está bien definido. Por 

lo tanto, es de suma importancia la búsqueda de nuevas terapias contra el cáncer 

enfocadas en la inducción de procesos de muerte celular (White, 2015). 

 

 

 
2.7. Nuevas estrategias terapéuticas para el cáncer  
Se ha visto que las monoterapias en cáncer pueden ocasionar quimioresistencia en 

la mayoría de los pacientes, por lo tanto, recientemente se han propuesto 

estrategias terapéuticas con fármacos inductores de muerte celular por apoptosis o 

autofagia que han ganado interés en los últimos años. Tal es el caso de la 

Doxorrubicina y la Metformina, que recientemente se han propuesto como 

inhibidores de genes que participan en vías relacionadas con proliferación y 

supervivencia celular, y cuyo mecanismo de acción puede estar directamente 

relacionado con la inhibición de vías esenciales para la obtención de energía como 

es la glucólisis (Tseng, 2016), en este caso el mecanismo de acción de un fármaco 

novedoso como el oxamato de sodio que también está implicado en la inhibición de 

estas vías esenciales para la supervivencia de la célula tumoral. En este proyecto 

de tesis, trabajamos con tres fármacos: Doxorrubicina, Metformina y Oxamato de 

Sodio, los cuales posiblemente están relacionados con la inhibición de diferentes 

vías como glucolisis y mTOR. 

 

2.7.1. Doxorrubicina 
La Doxorrubicina es una antraciclina (Figura 9) con actividad antineoplásica que es 

utilizada como monoterapia para el tratamiento de varios tipos de cáncer humano 

como mama y colorrectal. Actúa intercalándose entre las pares de bases inhibiendo 

la replicación y la acción de las polimerasas de los ácidos nucleicos (RNA y ADN); 

induce la ruptura de las cadenas de ADN a través de la inhibición de la 
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topoisomerasa II y su oxidación lleva a la formación de ROS (especies reactivas de 

oxígeno) y radicales libres hidroxilo (OH), generados por una variedad de oxidasas, 

reductasas y deshidrogenasas (Meredith & Dass, 2016). La eficacia del tratamiento 

con Doxorubicina está limitada por su toxicidad y algunos mecanismos de 

resistencia como la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS), ya que 

este fármaco es metabolizado en el hígado por la enzima aldoceto reductasa que 

origina su metabolito principal, el doxorrubicinol, el cual es sustrato de la isoforma 

3A4 del citocromo P450 y el metabolito que origina es la doxotubicina-7-

desoxiaglicona; ambos considerados como los principales responsables de la 

toxicidad de la doxorrubicina (Grant, Seelig, Sharkey, & Zordoky, 2017). Debido a 

estos factores, se han propuesto mecanismos alternativos para describir los efectos 

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

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

mientras que otros pierden eficacia. Un mecanismo importante para describir los 

efectos antitumorales de la doxorrubicina es mediante la oxidación a semiquinona, 

un metabolito inestable, que se convierte de nuevo a doxorrubicina en un proceso 

que libera ROS (Heart et al., 2016). Estas especies reactivas de oxigeno pueden 

conducir a la peroxidación de lípidos, daño a la membrana, daño al ADN, estrés 

oxidativo, y desencadena las vías apoptóticas de la muerte celular. Los genes que 

pueden modular esta vía implican aquellos capaces de llevar a cabo la reacción de 

oxidación (NADH deshidrogenasas, óxido nítrico sintasas, xantina oxidasa) y 

aquellos capaces de desactivar los radicales libres tales como glutatión peroxidasa, 

catalasa y superóxido dismutasa (Robinson et al., 2016). Además, la doxorrubicina 

puede afectar directamente a la membrana celular mediante la unión a proteínas 

plasmáticas que causan la reducción enzimática de electrones de la doxorrubicina. 

Los resultados han sugerido también que la doxorrubicina da como resultado la 

autofagia, como una respuesta al daño del ADN. La activación de la enzima nuclear 

poli ADP-ribosa polimerasa-1 (PARP-1) es un evento vital que decide si la célula 

sufrirá autofagia (Guo, Tam, Santi, & Parissenti, 2016). El estrés genotóxico puede 

causar la hiperactivación de PARP-1, que a su vez agota tanto el NAD + como el 

ATP, por lo tanto, la célula experimentará entonces un fallo de energía que sería 
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irreversible, dando como resultado la muerte celular. Por ejemplo, provoca la 

activación de varias señales moleculares de AMPK para influir en la vía de apoptosis 

Bcl-2 / Bax. Al alterar la relación Bcl-2 / Bax, puede producirse una activación río 

abajo de diferentes caspasas dando como resultado apoptosis (Zhao & Zhang, 

2017). 

 

 
Figura 9. Estructura química de la Doxorrubicina: C27H29NO11 (Sigma Aldrich).  
www.sigmaaldrich.com/united-states.html. (Consultado y modificado el 1 de 

Agosto 2017). 

 

 

 

 
2.7.2. Metformina 
La Metformina es una biguanida que se utiliza para el tratamiento de la diabetes tipo 

II con la ventaja clínica de no inducir hipoglucemia (Farmer et al., 2017). Se ha 

comprobado que tiene efectos quimiopreventivos y antineoplásicos en muchos tipos 

de tumores malignos como es en el caso del cáncer de mama. Asimismo, también 

se ha demostrado que inhibe el complejo I de la cadena respiratoria, disminuyendo 
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la síntesis de ATP, lo que lleva a un incremento en la actividad de la cinasa activada 

por AMPK (Suissa & Azoulay, 2014). El principal mecanismo de la Metformina es 

disminuir la producción de glucosa hepática a través de un mecanismo que requiere 

de la cinasa B1, que es activada por la proteína AMP-quinasa y genes 

neoglucogénicos que controlan el ciclo metabólico. La Metformina también actúa 

como sensibilizador energético disminuyendo los niveles energéticos en la célula, 

inhibiendo la proliferación celular de una manera dependiente de AMPK (Chae et 

al., 2016). 

La actual acción molecular anticancerígena propuesta de la metformina se asocia 

principalmente con la inhibición de mTORC1. La vía mTOR desempeña un papel 

fundamental en el metabolismo, el crecimiento y la proliferación de células 

cancerosas, y se estipula que la metformina inhibe la vía mTORC1, ya que el efecto 

sistémico de la metformina se manifiesta por la reducción del nivel circulante de 

insulina y del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), el cual podría estar 

asociado con la acción anticancerígena (Soliman, Steenson, & Etekpo, 2016). 

Diferentes evidencias sugieren que la inhibición de la vía mTOR por la metformina 

procede de la activación de AMPK, ya que esta proteína fosforila el complejo de 

esclerosis tuberosa 2 (TSC2) que inhibe mTORC1 conduciendo a la disminución en 

la síntesis de proteínas y el crecimiento celular, es decir, la metformina entra en la 

célula a través del transportador de OCT1 e inhibe el complejo 1 de las mitocondrias, 

lo que conduce a una activación de la proteína cinasa activada por AMP (AMPK)/vía 

LBK1, e induce la detención del crecimiento celular, la apoptosis y la autofagia 

(DePeralta et al., 2016) (Figura 10).  

Dichas observaciones han dado el impulso para investigaciones sobre el papel de la 

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

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

metformina podría ser utilizada como un fármaco anticancerígeno eficaz en diversas 

neoplasias tales como próstata, mama y colon (Y. Lei et al., 2017). 
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Figura 10. Mecanismo de acción de la Metformina.  

Esquema general sobre el mecanismo de acción de la metformina una vez que 
entra a la célula (Tomado y modificado de Cerezo et al, 2014). 

 

2.7.3. Oxamato de Sodio 
El oxamato de sodio es un fármaco conocido como un potente inhibidor competitivo 

de la lactato deshidrogenasa (LDH-A), enzima que regula el flujo glucolítico en la 

conversión de piruvato a lactato (Figura 11). Asimismo, el oxamato es un fármaco 

de suma importancia ya que tiene una alta homología con el piruvato (Zeczycki, 

Maurice, & Attwood, 2010). Por lo tanto, al inhibir esta importante enzima (LDH-A), 

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

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

respuesta inmune contra las células cancerosas (Lu, Zhang, Yee, Go, & Lee, 2015). 

Se sabe que la actividad y sobreexpresión de la LDH-A es característica de diversas 
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patologías humanas tales como el cáncer, ya que la célula tumoral para satisfacer 

su demanda de energía, depende en gran parte de la glucólisis aerobia, proceso 

que puede ser inhibido mediante el bloqueo de la LDH. Aparte de que se ha visto 

que la sobreexpresión de la LDH-A es mediada por la sobreexpresión de HIF-1, el 

cual es un regulador central de la respuesta metabólica a hipoxia y está asociado a 

proliferación celular (Ye et al., 2016). 

Se ha visto, que una tasa elevada de consumo de glucosa y la dependencia de la 

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

células cancerosas, fenómeno conocido como efecto Warburg. Durante este 

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

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

genera menos ATP por unidad de glucosa metabolizada (Valvona, Fillmore, Nunn, 

& Pilkington, 2016). Por lo tanto, se requiere una alta tasa de absorción de glucosa 

para satisfacer el aumento de energía necesario para apoyar la progresión tumoral 

rápida. Esto demuestra, que el metabolismo energético alterado en células 

cancerosas ofrece una atractiva oportunidad para el desarrollo de estrategias 

terapéuticas contra el cáncer (Miskimins et al., 2014). 

 

Figura 11. Estructura química del Oxamato de sodio: C2H2NNaO3 (Sigma Aldrich). 
 www.sigmaaldrich.com/united-states.html. (Consultado y modificado el 1 de 

Agosto 2017). 
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3. Justificación 
El cáncer colorrectal y el cáncer de mama son un problema de salud en México y a 

nivel mundial, y constituyen una causa importante de morbilidad y mortalidad en 

nuestro país. A pesar de la existencia de estrategias terapeuticas como la 

radioterapia, la quimioterapia y la cirugía para estas enfermedades, aún no se tiene 

un tratamiento eficaz y específico. Por lo tanto, el conocimiento de genes esenciales 

involucrados en vías de señalización necesarias para el inicio y progresión del 

cáncer es muy importante ya que nos puede ayudar a identificar factores 

pronósticos de respuesta al tratamiento y nuevos blancos terapéuticos, así como a 

buscar marcadores predictivos de toxicidad y respuesta a fármacos que permitan 

realizar una terapia personalizada y alternativa a la quimioterapia actual. 

Recientemente se ha documentado que la monoterapia en cáncer puede desarrollar 

quimioresistencia en la mayoría de los pacientes, por lo que actualmente se están 

desarrollando terapias usando combinaciones de fármacos inhibidores de genes 

que participen en diferentes vías de señalización que estén mutadas en cáncer e 

involucradas en procesos biológicos como apoptosis y autofagia. Así como también 

se buscan fármacos cuyo mecanismo de acción este directamente relacionado con 

la inhibición de la alta tasa glucolítica de las células cancerosas. 

 

Por lo tanto, en este proyecto de tesis se propone que el Oxamato de sodio, 

competidor específico de la LDH-A, en combinación con la Metformina, fármaco que 

inhibe mTOR a través de la activación de AMPK por la regulación celular de 

AMP:ATP y la Doxorrubicina, intercalante del ADN, induzcan muerte celular por 

autofagia por medio de la inhibición de la expresión de HIF-1 alfa y de sus 

componentes rio arriba como PI3K, mTOR y S6K, que son genes importantes en la 

supervivencia y proliferación de las células tumorales. Esta combinación ayudará a 

mejorar los niveles de insulina y glucosa en sangre, lo cual en conjunto lleva a la 

célula tumoral a una crisis energética, reactivando mecanismos de muerte celular 

como apoptosis y/o autofagia. Por lo que se planteó esta estrategia terapéutica la 

cual está asociada a la inhibición de estas vías involucradas en el desarrollo del 

cáncer con el objetivo de plantear una posible alternativa para el tratamiento de 
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estas neoplasias y encontrar blancos o marcadores que puedan ser de utilidad para 

dar un temprano diagnóstico y pronóstico al paciente que ayude a prevenir la 

progresión del cáncer. 

 
Previamente dentro de nuestro grupo de investigación, dichos fármacos fueron 

evaluados en un modelo de cáncer colorrectal y en uno de cáncer de mama, y lo que 

se obtuvo fue que la triple terapia inhibió a mTOR y a LDHA. Por ello se planteó la 

hipótesis de este trabajo. 
 

 

 

 

4. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 
¿Qué papel tendrá HIF-1α en la regulación del proceso de autofagia inducida 

farmacológicamente por medio de la combinación de tres fármacos (Doxorrubicina, 

Metformina y Oxamato) en células tumorales de mama y colon? 

 

5. HIPÓTESIS 
“La combinación farmacológica de Doxorrubicina/Metformina/Oxamato de sodio 

inhibe la expresión de HIF-1alfa, induciendo la expresión de genes involucrados en 

el proceso autofagia”. 

 

6. OBJETIVO GENERAL 
Determinar la participación de HIF-1alfa en la regulación de la autofagia inducida 

farmacológicamente por medio de la combinación de 

Doxorrubicina/Metformina/Oxamato de sodio en células tumorales de mama y 

colon. 
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6.1. Objetivos Particulares 
1. Determinar la expresión a nivel protéico de los componentes de la via de 

señalizacion de HIF-1: PI3K, AKT, mTOR, S6K y HIF-1alfa, en condiciones 

basales y con tratamientos.  

2. Determinar la expresión a nivel protéico de marcadores esenciales de la 

autofagia como ULK1, ATG4, Beclina, LC3 Y LC3II, en condiciones basales 

y con tratamientos. 

3. Determinar la expresión relativa de miR-106a, involucrado en el proceso de 

autofagia en condiciones basales y con tratamientos. 

4. Clonar la región 3´UTR  del mensajero ULK1. 

5. Determinar el efecto de miR-106a en los niveles de expresión de ULK1 
mediante ensayo de luciferasa en células tumorales de mama y colon. 

 

 

7. Material y Métodos 
7.1. Cultivo Celular 
Las líneas celulares HCT116 de CCR humano y MDA-MB-231 de cáncer de mama 

fueron obtenidas del Instituto Nacional de Cancerología (InCan). Las células se 

cultivaron en medio RPMI-1640 para las de CCR y medio DMEM/F12 para las de 

CaMa (gibco®, life technologies) suplementado con 10% de suero fetal bovino 

(SFB) (Biowest) y antibiótico/antimicótico; se mantuvieron en condiciones de 

esterilidad en una incubadora a 37°C, 5% de CO2 y 90% de humedad relativa. Una 

vez alcanzada la confluencia del 70-80%, las células fueron expuestas a diferentes 

concentraciones de las combinaciones de los fármacos (Tabla 1) y a diferentes 

tiempos (2, 4, 6, 8, 12 y 24 h). Las concentraciones y tiempos fueron definidas en 

base a los antecedentes de la tesis de Licenciatura titulada “Evaluación de 

MicroRNAs involucrados al proceso de autofagia inducida farmacológicamente en 

una línea celular de cáncer colorrectal” que realice en la UNAM. 
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Tabla 1. Concentraciones de las combinaciones de los fármacos para cada línea celular, 

las cuales se utilizarán para los ensayos o técnicas subsecuentes. 

 

                Fármacos 

                Concentraciones (Tratamientos) 

          HCT116          MDA-231 

Doxorrubicina (control positivo) 
                       0.4 µM                    0.5 µM 

Metformina/Oxamato de Sodio 
                  15mM/10mM                  25mM/10mM 

Doxorrubicina/Metformina/Oxamatode 

sodio 

        0.4 µM/15mM/10mM     0.5 µM/25mM/10mM          

 
 
 
 
7.2. Extracción de Proteínas 
Con el fin de detectar proteínas involucradas en la vía de HIF-1 y de la autofagia, 

se realizaron diferentes extracciones. Para la obtención de estas proteínas se 

utilizaron cultivos celulares aproximadamente del 80% de confluencia en 

condiciones basales y con los diferentes tratamientos y a los tiempos establecidos. 

La extracción de proteínas totales se llevó a cabo utilizando el buffer de lisis RIPA 

(Santa Cruz Biotechnology) suplementado con un coktail de inhibdores de proteasa 

COMPLETE (Roche). Brevemente, el procedimiento que se siguio fue el siguiente: 

se retiró el medio de cultivo de las placas petri (100X15mm) que contenian las 

células, la placa se lavó con PBS no estéril al 1x y posteriormente se agregó el buffer 

de lisis RIPA. Posteriormente se raspó la caja petri con ayuda de un scrapper y se 

colectó el contenido en un tubo eppendorf de 1.5 ml. Este tubo fue sometido a 

agitación en un vortex para deshacer los agregados celulares y finalmente se 

centrifugó para separar los residuos celulares insolubles. La cantidad de proteínas 

obtenidas se cuantificó con base en la técnica colorimétrica de Bradford. La lectura 
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se realizó en un espectrofotómetro de placas Epoch (Biotek). Los ensayos se 

realizaron de forma independiente y por triplicado a los tiempos y con las 

concentraciones mencionadas anteriormente. 

 

 

7.3. Western Blot 
Con el objetivo de detectar la expresión de las proteínas de la vía HIF-1 (PI3K, AKT, 

mTOR, S6K y HIF-1alfa) y de la autofagia (ULK1, ATG4, Beclin-1, LC3 Y LC3II) se 

utilizó la técnica de inmunodetección en membrana. Las muestras de proteínas (50 

µg) obtenidas de la extracción fueron separadas mediante una electroforesis SDS-

PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) utilizando el 

equipo Mini-PROTEAN Tetra System (BioRad) a 80 volts por 2 horas 

aproximadamente. Posteriormente las proteínas fueron transferidas a una 

membrana de PDVF (polifluoruro de vinilideno) con un poro de 0.45 µm mediante 

transferencia semi-seca en un equipo Trans-blot turbo (BioRad) a 20 volts por 30 

minutos. Al terminar la transferencia, la membrana de PDVF fue bloqueada con una 

solución de leche libre de grasa al 5% en TBS-Tween 0.1 % por 2 horas. 

Posteriormente se realizaron 4 lavados con TBS-Tween y se incubó durante toda la 

noche con el anticuerpo primario correspondiente a la proteína a detectar (Tabla 2). 

Una vez transcurrido el tiempo de incubación del anticuerpo (Ab) primario, se 

realizaron tres lavados con TBS-Tween y se incubó con el Ab secundario 

correspondiente por 2 horas a 4ºC. Después de darle 4 lavados a la membrana con 

TBS-Tween se utilizó el sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Femto 

Maximun Sensitivity Substrate (Thermo Scientific) para la detección de los 

inmunocomplejos en el digitalizador C-Digit Blot Scanner (Li-COR); las imágenes 

resultantes se analizaron en el software ImageStudio (Li-COR).  
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Tabla 2. Listado de anticuerpos utilizados para Western Blot para la detección de 

proteínas involucradas en la vía de señalización de HIf-1 y en el proceso de autofagia en 
la línea celular HCT116 y MDA-231. 

 
Anticuerpo No. catálogo Ab secundario 

ULK1 8054s Anti-rabbit 

ATG4b sc-130968 Anti-rabbit 

LC3 2775s Anti-rabbit 

Beclin-1 3738s Anti-rabbit 

PI3K 4255s Anti-rabbit 

AKT sc-8312 Anti-rabbit 

p-AKT (ser473) sc-101629 Anti-rabbit 

S6K 9202s Anti-rabbit 

P70S6K GTX107562 Anti-rabbit 

mTOR 2982s Anti-rabbit 

p-mTOR (ser2448) 2971s Anti-rabbit 

HIF1 alpha GTX127309 Anti-rabbit 

Beta Actina sc-47778 Anti-mouse 

Anti-mouse IgG-HRP 7076s  

Anti-rabbit IgG-HRP 7074s  
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7.4. Determinación del nivel de expresión de miR-106a mediante sondas 
TaqMan. 

 
 

7.5. Extracción de RNA 
Se aisló el RNA total de las células HCT116 y MDA-231en condiciones basales y 

expuestas a todos los tratamientos a 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas por el método 

TRIzol®Reagent (life technologies) siguiendo las especificaciones del fabricante. El 

procedimiento que se llevó a cabo fue el siguiente: se retiró el medio y se agregó 

1ml de TRIzol (Invitrogen), posteriormente se añadió cloroformo y se centrifugó 

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

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

rpm. Finalmente se realizaron lavados con etanol (EtOH) al 75% y el RNA se 

resuspendió en 30µl de agua libre de RNAsas.  

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

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

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

 

 

 

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

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

fabricante. Las condiciones para generar el cDNA se muestran en la Tabla 3. 
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Tabla 3. Condiciones de pre-amplificación para generar cDNA de la línea celular HCT116 
de CCR y MDA-231 de CaMa expuesta a 6 tiempos de exposición a los fármacos. 

 

Paso 
Tiempo (minutos) Temperatura (°C) 

1 
30 16 

2 
30 42 

3 
5 85 

4 
∞ 4 

 
 
 
 
 
7.7. qPCR 
Con el objetivo de conocer el nivel de expresión de miR-106a, se utilizó la técnica 

de PCR en tiempo real (qPCR). Las amplificaciones se realizaron por triplicado en 

el LightCycler 2.0 de Roche, utilizando el kit LightCycler® Taqman® Master y las 

sondas Taqman para MicroRNAs, en este caso la sonda para miR-106a (Taqman® 

MicroRNA Assays), como un control de normalización, se utilizó RNU44. Las 

condiciones de amplificación se muestran en la tabla 4. Se calculó el valor relativo 

de expresión de este miRNA durante las etapas establecidas basadas en diferentes 

tiempos y tratamientos utilizando el método de 2^-(ΔΔCt) (Applied Biosystems). 
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Tabla 4. Condiciones de amplificación para los diferentes miRNAs involucrados en 
el proceso de autofagia. 

 

Periodos Temperatura Duración Ciclos 

Desnaturalización 95°C 10 min. 1 

 

Amplificación 

95°C 10 seg.  

40 60°C 40 seg. 

72°C 1 seg. 

Enfriamiento 40°C 30 seg. 1 

 

 

7.8. Clonación de la región 3´UTR del mRNA de ULK1  
El plásmido utilizado para la clonación de la región 3´UTR del mRNA de ULK1 fue 

el vector de expresión pMIR-REPORT (Thermo Fisher®) el cual se digirió con las 

enzimas de restricción Spe1 y HindIII (© 2015 Thermo Fisher Scientific Inc.) durante 

2hrs. La digestión fue con 2 µL de Buffer Tango10X, 1ul (4 unidades) SpeI, 2 µL (8 

unidades) de HindIII y 1 µg del inserto purificado, en un volumen total de 20ul para 

generar los sitios protruyentes de ligación del vector de expresión. 

La ligación de la región 3’UTR de ULK1 se llevó a cabo en el vector pMIR-REPORT 

que forma parte del sistema reportero de luciferasa y contiene el gen de selección 

para antibiótico Ampicilina. Para ligar la región 3’UTR de ULK1 que se diseñó 

bioinformáticamente al vector reportero de luciferasa se utilizó 1U de la enzima T4 

DNA ligasa (Thermo Fisher Scientific Inc.), T4 DNA Ligase buffer 1X, 40ng pMIR-

REPORT, 160ng de la región 3’UTR y H2O libre de nucleasas en un volumen final 

de 20 ul. Posterior a la ligación se transformaron bacterias XL Gold 

ultracompetentes, se aislaron las colonias que contuvieran dicha construcción y 

cada colonia se incubó para su crecimiento en 3ml de medio LB líquido durante 24 

horas y se procedió a extraer el plásmido con el inserto ya clonado en el mediante 

el kit Pure Link Quick Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.). 
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Una vez extraído el plásmido de las bacterias transformadas, se verificaron 

utilizando las enzimas de restricción empleadas para generar las construcciones 

SpeI y HindIII y se secuenciaron por el método de secuenciación Sanger.   

 

7.9. Transfección  
Para poder llevar a cabo los ensayos de luciferasa fue necesario transfectar células 

HCT116 y MDA-231. Se transfectaron 400 000 células por pozo utilizando el agente 

de transfección Siport que se emplea para transfección de moléculas pequeñas, en 

este caso el mimic de miR-106a. Para la construcción de ULK1 en el vector de 

expresión pMIR-REPORT se utilizó el agente de transfección Lipofectamine® 2000 

reagent (Thermo Fisher Scientific Inc.) el cual es empleado para la transfección de 

moléculas grandes. Las células se mantuvieron a 37ºC con sus respectivos medios 

de cultivo y bajo condiciones de 5% de CO2 durante 48 horas. 

 

7.10. Ensayo de Luciferasa 
48 horas postransfección se realizó el ensayo del sistema reportero de luciferasa 

deacuerdo con el protocolo de Applied Biosystems Dual-Light®, System 

Chemiluminescent Reporter Gene Assay System for the Combined Detection of 

Firefly Luciferase and β-Galactosidase. Para esto, se aislaron las proteínas 

mediante un lisado de células con la solución de lisis incluida en el kit para 

posteriormente realizar el ensayo de detección de quimioluminiscencia. La 

detección de la actividad de luciferasa se realizó empleando cajas Greiner para 

luminómetro de 96 pozos y agregando a un luminómetro GloMax 96 Microplate 

Luminometer (Promega Corporation) los sustratos para la reacción (Luciferina y B-

Galactosidasa).  

Los valores obtenidos de quimioluminiscencia fueron graficados con el software 

GraphPad Prism 5. 
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8. Resultados 
 
8.1. Detección de proteínas involucradas en la vía de señalización de HIF-1 
Se sabe que la vía encargada de la síntesis de HIF-1 alfa es la vía de señalización 

de fosfatidilinositol- 3-kinasa (PI3K), la cual es crucial en numerosos aspectos del 

crecimiento y la supervivencia celular. Esta vía está compuesta por diferentes 

proteínas tales como AKT, mTOR y S6K que tienen un papel crucial en la síntesis 

de un factor de transcripción sumamente importante que es HIF-1 alfa. Por lo tanto, 

se consideró importante conocer su expresión a nivel de proteína. 

 

Los resultados mostraron que en la línea celular HCT116 de CCR, a los diferentes 

tiempos de exposición con los tratamientos de Doxorrubicina y Metformina/Oxamato 

la detección de las proteínas de la vía de señalización de HIF-1 alfa no se ve 

alterada, sin embargo, en presencia de la combinación de los tres fármacos, 

podemos observar una disminución significativa en la detección de estas proteínas 

a partir de las 8 horas de exposición a esta triple terapia (Figura12). Esta 

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

fármacos. Asimismo, podemos notar que en la línea celular CRL1790 no hay 

detección de estas proteínas debido a que es una línea celular no tumoral, a 

comparación de la línea celular HCT116 que funge como control negativo. Algo que 

cabe resaltar, es que con la triple terapia, HIF-1 alfa disminuye significativamente a 

partir de las 12 horas de exposición a comparación con los otros dos tratamientos 

los cuales no afectan la detección de este factor de transcripción.  
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Figura 12. Detección de las proteínas de la vía de señalización de HIF-1 mediante 
Western Blot  

a 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas de exposición con a) Doxorrubicina, b) Metformina/Oxamato y 
c) Doxorrubicina/Metformina/Oxamato en la línea celular HCT116. 

 
 

Por otra parte, se decidió trabajar también con otra línea celular altamente 

metastásica y de una neoplasia diferente para ver si el efecto era el mismo, en este 

caso se trabajó con la línea celular MDA-MB-231 derivada de CaMa. Y los 

resultados obtenidos siguieron la misma tendencia que con la línea celular de CCR, 

observando una disminución significativa de todas las proteínas de la vía con la 
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triple terapia a comparación con la monoterapia y la combinación de 

Metformina/Oxamato (Figura13). 
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Figura 13. Detección de las proteínas de la vía de señalización de HIF-1 mediante 
Western Blot  

a 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas de exposición con a) Doxorrubicina, b) Metformina/Oxamato y 
c) Doxorrubicina/Metformina/Oxamato en la línea celular MDA-231. 

 

 

Dado que se vio en HCT116 que mTOR empezaba a disminuir a partir de las 12 

horas, se decidió medir esta proteína de gran importancia, reduciendo los intervalos 

de tiempo para mostrar mucho mas clara la diferencia (Figura 14). Y se observó que 

con la triple terapia la detección p-mTOR disminuía significativamente a partir de las 

12 horas, mientras que con los otros tratamientos no se presentaba cambio alguno. 
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Figura 14. Detección de la proteína p-mTOR mediante Western Blot  
a 4, 8, 12 y 24 horas de exposición con Doxorrubicina, Metformina/Oxamato y 

Doxorrubicina/Metformina/Oxamato en la línea celular MDA-231. 

 

 

 

8.2. Detección de proteínas involucradas en la autofagia 
En la autofagia existen proteínas esenciales que participan en la inducción y en las 

diferentes etapas del desarrollo de este proceso, tales como: ULK1, Beclin-1, ATG4 

y LC3-I y II. Aparte de que se ha demostrado que la vía de síntesis de HIF-1 alfa al 

estar desregulada, puede inhibir procesos de muerte celular como apoptosis y 

autofagia. Por lo tanto, se decidió medir la expresión de estas proteínas con los 

diferentes tratamientos.  

En la figura 15 podemos observar la detección de las principales proteínas 

involucradas en el proceso de autofagia y como con la monoterapia de 

Doxorrubicina no hay un aumento significativo de estas proteínas, asimismo 

también podemos ver que con la combinación de Metformina/Oxamato hay un 

aumento de estas proteínas, pero no lo suficiente como para inducir el proceso de 

autofagia. Sin embargo, con la combinación de los tres fármacos podemos observar 

un aumento considerable y significativo de todas estas proteínas. Algo que cabe 

resaltar, es que en la línea tumoral HCT116 (Control negativo) no hay detección de 
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estas proteínas, mientras que en las células no tumorales CRL1790 si hay presencia 

de cada una de ellas. Para corroborar esto, se utilizó rapamicina (Control positivo) 

para la inducción de la autofagia. 
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Figura 15. Detección de las proteínas involucradas en el proceso de autofagia mediante 
Western Blot  

a 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas de exposición con a) Doxorrubicina, b) Metformina/Oxamato y 
c) Doxorrubicina/Metformina/Oxamato en la línea celular HCT116. 

 

 

 

Del mismo modo, se evaluó la detección de estas mismas proteínas, pero ahora en 

células tumorales de CaMa con los diferentes tratamientos y tiempos (Figura 16), 

observando así el mismo patrón con la triple terapia y el aumento de la detección 

de estas proteínas a comparación de los otros dos tratamientos. 
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Figura 16. Detección de las proteínas involucradas en el proceso de autofagia mediante 
Western Blot  

a 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas de exposición con a) Doxorrubicina, b) Metformina/Oxamato y 
c) Doxorrubicina/Metformina/Oxamato en la línea celular MDA-231. 

 

 
 
8.3. Expresión Relativa de miR-106a involucrado en el proceso de autofagia 
Se decidió evaluar la expresión de miR-106a ya que se ha demostrado un vínculo 

funcional entre la hipoxia y la expresión de microRNAs, sugiriendo que el factor de 

transcripción HIF-1 probablemente regula diferentes microRNAs involucrados en 

distintos procesos biológicos, entre ellos miR-106a (Tabla 5), el cual se ha visto que 

regula la primera etapa de inicio del proceso de autofagia.  
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Tabla 5. MicroRNAs regulados por HIF-1 en condiciones de hipoxia. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

Por lo tanto, se evaluó la expresión relativa de miR-106a en dos líneas celulares no 

tumorales (CRL1790 para CCR y MCF10A para CaMa) y en las dos líneas 

tumorales (HCT116 Y MDA-231) en condiciones basales y con los diferentes 

tratamientos. En las gráficas se puede ver que con Doxorrubicina y 

Metformina/Oxamato el nivel de expresión de miR-106a se reduce en comparación 

del control negativo (sin tratamiento). Sin embargo, podemos observar que la 

expresión de miR-106a con la combinación de los tres fármacos muestra una 

disminución significativa en comparación con el control negativo; esta disminución 

es más evidente dependiendo del tiempo de exposición a los fármacos. Asimismo, 
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se demostró una relación inversa entre el nivel de expresión de miR-106a y su 

posible gen blanco ULK1, ya que con la triple terapia, la expresión de dicho 

microRNA disminuye mientras que la detección de ULK1 aumenta (Figura 17). 

  

 

 

 

Figura 17. a) Expresión relativa de miR-106a  
a 2, 4 y 6 horas de exposición con Doxorrubicina, Metformina/Oxamato y 

Doxorrubicina/Metformina/Oxamato en la línea celular HCT116. (*p=0.05). b) Western Blot 
del posible blanco de miR-106a. 

 

 

 

 

a) 
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Del mismo modo se evaluó la expresión relativa de miR-106a pero ahora en la línea 

tumoral MDA-231 con la triple terapia, presentando el mismo patrón de disminución 

de la expresión del miRNA y un aumento en la detección de su posible gen blanco 

ULK1, (Figura 18). 

 

 

 

 

Figura 18. a) Expresión relativa de miR-106a  
a 2, 4 y 6 horas de exposición con Doxorrubicina, Metformina/Oxamato y 

Doxorrubicina/Metformina/Oxamato en la línea celular MDA-231. (*p=0.05). b) Western 
Blot del posible blanco de miR-106a. 

 

 

a) 

b) 
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8.4. Validación del blanco de miR-106a mediante ensayo de Luciferasa 
Para validar que efectivamente miR-106a tiene como blanco directo a ULK1, se llevó 

a cabo un ensayo de Luciferasa basado en el estudio de los mecanismos de 

expresión y regulación génica. 

En base a los resultados obtenidos, se corroboro que efectivamente miR-106a tiene 

como blanco directo a ULK1 a través de su unión a su región 3’UTR. En la figura 19 

podemos observar una gráfica de la actividad relativa de luciferasa. Se observó que 

en presencia del mimic de miR-106a la actividad de luciferasa disminuye 

significativamente, sin embargo, al transfectar el antimir, la actividad de luciferasa 

se restablece. Esto significa que hay una regulación directa entre este microRNA y 

el mRNA de ULK1. Asimismo, se realizó un Western Blot de las células 

transfectadas con estas condiciones para corroborar que se estuviera dando la 

represión de la proteína de ULK1, lo cual fue evidente al ver la misma tendencia que 

se llevó a cabo con el ensayo de luciferasa. 

 

 

 

Figura 19. a) Actividad relativa de Luciferasa en células HCT116 
 transfectadas con las diferentes condiciones que se muestran en la gráfica. B) Western 
Blot de las células HCT116 transfectadas con las mismas condiciones experimentales. 

a) b) 
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Del mismo modo, todo este procedimiento se llevó a cabo en la línea tumoral MDA-

231, obteniendo resultados similares como con los de la línea tumoral de CCR 

(Figura 20). 

 

 

 

 

Figura 20. a) Actividad relativa de Luciferasa en células MDA-231  
transfectadas con las diferentes condiciones que se muestran en la gráfica. b) Western 
Blot de las células MDA-231 transfectadas con las mismas condiciones experimentales. 

 

 

 

 

 

a) b) 
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9. DISCUSIÓN 
En este trabajo se evaluó la participación de HIF-1 y los sustratos río arriba de la 

vía de señalización PI3K/AKT que sintetizan este factor de transcripción y que 

participa en la regulación de un proceso de muerte celular denominado autofagia, 

el cual fue inducido por la combinación de 3 fármacos (Doxorrubicina, Metformina y 

Oxamato de sodio).  

Los resultados mostraron que la combinación farmacologica aquí propuesta inhibe 

proteinas esenciales que forman parte de la via de PI3K / AKT/ HIF-1 la cual es 

activada en la mayoría de los cánceres humanos. Asimismo, esta vía es conocida 

por desempeñar un papel clave en numerosas funciones celulares incluyendo 

proliferación, adhesión, migración, invasión, metabolismo y supervivencia, por lo 

que el bloqueo de esta vía con esta novedosa triple terapia es de suma importancia 

para las futuras terapias contra el cáncer. Por lo tanto, la inhibición de la vía de PI3K 

y por tanto la síntesis de HIF-1 alfa es debido al mecanismo de acción de los 

diferentes fármacos evaluados en combinación.  

 

La metformina en sinergia con los otros dos fármacos indujo autofagia debido a que 

actúa sobre la vía AMPK/mTOR, este fármaco ejerce su función inhibiendo al 

complejo 1 de la mitocondria, lo que conlleva a una activación de la proteína AMPK 

la cual va a impedir la fosforilación del complejo mTOR y por ende ULK1 va a llevar 

a cabo la inducción de la autofagia (Cerezo et al, 2014). Es importante mencionar 

que la metformina es un hipoglucemiante que reduce los niveles de glucosa en la 

sangre lo que conlleva a la inhibición de factores de transcripcion como EIF4E y 
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provoca la disminución de la tasa metabólica. Por otra parte, el efecto del Oxamato 

de Sodio se le atribuye a que tiene la función de inhibir la  lactato deshidrogenasa 

(LDH-A), una enzima esencial en el proceso de glucólisis, mediante la union al sitio 

activo de la LDH-A lo que impide la union del piruvato y su conversión a lactato en 

el citosol, impidiendo la acidósis láctica que  es un fenómeno común en el 

microambiente tumoral y se relaciona con la proliferación celular, metástasis, y la 

inhibición de la respuesta inmune contra las células del cáncer (Zhou et al., 2014). 

Por lo tanto, una vez que se deja de producir lactato, las células de cáncer entran 

en un estado de estrés celular al no poder tomar nutrientes del medio lo que resulta 

en la muerte celular por autofagia debido al déficit de nutrientes. Y por último, la 

Doxorrubicina que es un quimioterapeútico convencional el cual es un intercalante 

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

celular. Entonces, al actuar en conjunto, los fármacos inhibieron las proteínas de la 

vía de HIF-1 alfa, ocasionando así la inducción de la autofagia mediante  la 

inhibicion de este factor de transcripcion que es el que regula negativamente a 

ULK1. Los resultados mostraron que la combinación de estos fármacos es 

necesaria para  inhibir así el crecimiento de células tumorales y metástasis a través 

de la inhibición de HIF1 α y de sus componentes río arriba. La monoterapia de base 

que es la Doxorrubicina y la combinación de Metformina/Oxamato de sodio no 

produjeron cambio alguno en la detección de estas proteínas y por lo tanto no se 

encontró un aumento en la detección de proteínas esenciales en la autofagia, en 

contraste con lo obtenido con la triple terapia: una disminución en las proteínas de 

la vía de señalización de HIF-1 y a su vez un aumento en la detección de proteínas 

involucradas en la autofagia.  
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Posiblemente, una vez inhibida la vía de señalización de PI3K / AKT/ HIF-1, ya no 

hay inhibición del principal inductor de la autofagia, ULK1, y por lo tanto puede 

llevarse a cabo el proceso de muerte celular por autofagia (R. C. Wang et al., 2012). 

Esto es importante, ya que sugiere que la inhibición dirigida de esta vía perjudicaría 

a las células malignas y relativamente a las células sanas, por lo que la inhibición 

de ciertos componentes de la vía PI3K / Akt / mTOR puede detener el crecimiento 

de células tumorales o sensibilizar a las células cancerosas a la quimioterapia.  

 

Posteriormente, se evaluó un microRNA (miR-106a) que está involucrado en la 

autofagia y que posiblemente este sujeto a regulación por parte del factor de 

transcripción HIF-1. Se ha demostrado que los  microRNAs regulan diferentes 

funciones críticas en muchos procesos celulares y fisiológicos, asi como también se 

conoce que existe un vínculo funcional entre la hipoxia y los microRNAs, ya que se 

sabe que la hipoxia es una característica esencial del microambiente neoplásico 

(Chen & Sang, 2016). Por lo tanto, que HIF-1 pudiera regular un panel de 

microRNAs nos llevó a medir los niveles de expresión de miR-106a en las dos líneas 

celulares tumorales para conocer el efecto. Los resultados obtenidos nos muestran 

que los niveles de expresión de este miRNA en células HCT116 y MDA-231 en 

condiciones basales (sin tratamiento) presentan niveles altos. Esto puede deberse 

a que en el proceso de autofagia miR-106a juega un papel importante como 

oncogen inhibiendo a una proteína esencial (ULK1) involucrada en la inducción del 

proceso de autofagia (Fu et al., 2012). Por lo tanto, estos niveles de expresion 

elevados pueden atribuirse a que las células en condiciones normales expresan 

estos genes y por lo tanto no se lleva un proceso de autofagia. Por otra parte, de 
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los diferentes tratamientos farmacológicos, podemos observar que únicamente la 

triple terapia disminuye significativamente el nivel de expresión de este microRNA, 

de una forma tiempo dependiente. Esto se le puede atribuir al efecto de este sobre 

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

involucradas en procesos como proliferación, diferenciación y metástasis 

bloqueando así los procesos de muerte celular que también estan regulados por 

microRNAs, por lo tanto una vez que inhibimos dichas proteínas con los fármacos 

puede darse muerte celular por autofagia lo que resulta en una disminución de este 

microRNA involucrado en este proceso. Posiblemente la disminución de este 

microRNA sea el primer paso seguido de la inducción de la autofagia dada por la 

activación de proteinas esenciales en este proceso como resultado de la 

disminucion del miRNA. Dicha hipótesis se sustenta con lo mostrado en el 2012 por 

Blandino et al quienes mostraron que la modulación de miRNAs podría ser parte del 

mecanismo de acción de la metformina, debido a que este fármaco induce la 

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

Por lo que se sugiere que se esta llevando a cabo un mecanismo similar con la 

combinación de los tres fármacos, es decir, existe una inhibición del microRNA el 

cual inhibe proteínas inductoras de autofagia, por lo tanto, al estar inhibido este 

miRNA, ya no existe inhibición de las proteínas inductoras de la autofagia y así se 

puede llevar a cabo este proceso.  

 

Cabe resaltar, es que la disminución de la expresión de miR-106a pueda deberse a 

su vez a la inhibición del factor de transcripcion HIF-1 alfa, ya que se ha visto que 

en condiciones de hipoxia, HIF-1 es capaz de regular un panel de microRNAs 
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involucrados en diferentes procesos de la biología de la celula tumoral, entre ellos, 

procesos de muerte celular como la autofagia. Por lo tanto, la disminución de la 

expresión de miR-106a y el aumento en la detección de su posible proteína blanco 

ULK1 con la exposición a la triple terapia, pueda deberse primero que nada a la 

inhibición de la vía PI3K/AKT, la cual es la responsable de la síntesis de HIF-1 alfa 

(Masoud & Li, 2015). Por lo que una vez inhibida esta vía, ya no se puede llevar a 

cabo la síntesis de HIF- 1 alfa y por lo tanto no hay quien regule a miR-106a. Lo que 

ocasiona que no haya nhibición de la principal proteína inductora de autofagia ULK1, 

por lo que se puede llevar a cabo este proceso de muerte celular. 

 

Los resultados obtenidos con el ensayo de luciferasa  mostraron que miR-106a se 

une a la region 3’UTR del mRNA de ULK1, estos hallazgos nos indican que ULK1 

se encuentra bajo regulación directa por parte de miR-106a, inhibiendo así su 

función de inducir el proceso de autofagia. Sin embargo, cuando ponemos el antimir-

106a, la función de ULK1 se restablece, indicando la inducción del proceso de 

autofagia.  

 

 

Se sabe que en la mayoría de los casos la monoterapia en cáncer puede desarrollar 

quimioresistencia en la mayoría de los pacientes, por lo que actualmente se están 

desarrollando terapias usando combinaciones de fármacos inhibidores que 

participen en diferentes vías de señalización que están mutadas en el cáncer e 

involucradas en procesos biológicos como apoptosis y autofagia, como los fármacos 

propuestos en este proyecto de tesis. 
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Asimismo, a pesar de que se han publicado una serie de estudios sobre la hipoxia 

y el cáncer humano, la regulación fisiológica y fisiopatológica de la hipoxia aún es 

poco conocida. Por lo que la investigación sobre los microRNAs promete abrir un 

panorama sobre el mecanismo que subyace en la regulación de la hipoxia, por dos 

razones. En primer lugar, los microRNAs pueden responder rápidamente al estrés 

causado por la hipoxia mediante la modulación post-transcripcional / traduccional a 

nivel celular. Y, en segundo lugar, son capaces de regular de numerosos genes que 

influyen en múltiples componentes de una vía de señalización de forma 

simultánea.  Es importante entender la base y la función reguladora de estos 

microRNAs en respuesta a la hipoxia, así como desarrollar nuevos fármacos 

terapéuticos y preventivos que se dirijan a estos microRNAs regulados en 

condiciones de hipoxia (Rachagani et al., 2015). 

 

Finalmente, cabe resaltar que no se conocen a fondo los factores que intervengan 

en la regulación de la expresión de diferentes microRNAs, tal es el caso de miR-

106a, del cual solamente se sabe que posiblemente pueda estar siendo regulado 

por HIF-1, sin embargo, aun no se ha validado dicha hipótesis. Por lo tanto, es 

sumamente importante analizar el mecanismo de regulación entre este factor de 

transcripción y los microRNAs, lo que nos llevaría a proponer redes complejas de 

regulación entre genes muy importantes que afecten al inicio y progresión del 

cáncer.  
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10. Conclusiones 
1) Se comprobó que la terapia combinatoria farmacológica de 

Doxorrubicina/Metformina/Oxamato de sodio disminuye la detección de 

proteínas esenciales de la vía de síntesis de HIF-1 alfa, induciendo muerte 

celular por autofagia al aumentar la detección de las proteínas inductoras 

de este proceso. 

2) Se conoció el nivel de expresión de miR-106a involucrado en el proceso de 

autofagia con la triple terapia a los diferentes tiempos de exposición, 

resultando en la disminución de los niveles de expresión, lo que sugiere 

una gran importancia de estas moléculas como marcadores moleculares 

en la autofagia para un posible diagnóstico y pronóstico temprano. Asi 

como tambien, se vio que miR-106a posiblemente este siendo regulado por 

HIF-1. 

3) Se comprobó que miR-106a regula directamente a ULK1 a través de su 

unión a la región 3’UTR de este mRNA. Lo que demuestra que esta 

proteína es blanco directo de miR-106a. 
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