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                                           RESUMEN 

 

Introducción: El cáncer ovárico epitelial (COE) es una de las neoplasias 

ginecológicas más letales. Este se caracteriza por la aparición tardía e 

inespecífica de síntomas y por una quimiorresistencia en estadios avanzados. El 

factor de crecimiento nervioso (NGF por sus siglas en inglés) y su receptor de alta 

afinidad TRKA se encuentran sobre expresados en COE promoviendo la 

proliferación, migración y angiogénesis a través de la expresión de proteínas 

oncogénicas, las cuales a su vez están reguladas por microRNAs (miRs). Los 

miRs corresponden a RNAs no codificantes cuya función es impedir la traducción 

de RNAs mensajeros (mRNAs). Los miRs participan en procesos celulares como 

la proliferación celular, migración e invasión, funcionando ya sea como oncogenes 

o supresores de tumores. En COE, se ha descrito que ocurre una disminución de 

diferentes miRs supresores de tumores, entre ellos miR-145 y miR-23b. Nuestro 

grupo ha encontrado que miR-145 y miR-23b están implicados en la progresión 

de COE en un mecanismo regulado por NGF. Los mRNAs blancos de miR-145 

incluyen a ABCB1 (un transportador de eflujo de drogas) y c-MYC (factor 

transcripcional que induce proliferación celular). Se ha propuesto a miR-23b como 

un modulador del ciclo celular, así como también de la quimiorresistencia al actuar 

sobre ZEB1 (factor transcripcional que induce transición epitelio mesénquima, 

TEM).  
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Hipótesis: “La sobreexpresión de miR-145 más miR-23b disminuye la 

proliferación, migración, invasión y niveles proteicos de c-MYC, ZEB1 y ABCB1 

en líneas celulares de cáncer ovárico epitelial” 

Objetivo general: “Determinar si la co-transfección de miR-145 y miR-23b 

disminuye la proliferación, migración, invasión y los niveles proteicos de c-MYC, 

ZEB1 y ABCB1 en líneas celulares de cáncer ovárico epitelial”. 

Metodología: Se utilizaron tres líneas celulares de COE, las que se co-

transfectaron con miR-145 más miR-23b. Posteriormente, se evaluaron los niveles 

de miRs mediante Real Time-PCR para controlar el proceso de transfección. Los 

ensayos de proliferación se realizaron mediante conteo celular e 

inmunofluorescencia de Ki-67, mientras que los ensayos de migración e invasión 

se realizaron con insertos transwell sin y con matrigel respectivamente. Los 

niveles de proteínas c-MYC, ZEB1 y ABCB1 se midieron a través de la técnica de 

Western blot.  

Resultados: Al co-transfectar con miR-145 más miR-23b en células A2780, SKOV-

3 y OV-90, se obtuvo una disminución en la proliferación, migración e invasión 

celular y también en los niveles proteicos de c-MYC, ZEB1 y ABCB1. 

Conclusión: La co-transfección de miR-145 más miR-23b disminuye la 

proliferación, migración, invasión; así como también disminuyen la abundancia de 

proteínas implicadas en estos procesos y en quimiorresistencia en células de 

COE. Estos resultados sugieren la importancia de los miRs como posibles agentes 
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terapéuticos y sientan las bases para el desarrollo de futuras terapias dirigidas 

que busquen reducir los efectos secundarios, detener la progresión del COE y 

reducir la quimiorresistencia. 
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ABSTRACT 

Introduction: Epithelial ovarian cancer (EOC) is one of the most lethal 

gynecological neoplasms. This is characterized by the late diagnosis, nonspecific 

symptoms and chemoresistance in advanced stages. Nerve growth factor (NGF) 

and its high-affinity receptor TRKA are overexpressed in EOCs, promoting 

proliferation, migration, and angiogenesis through the expression of oncogenic 

proteins, which are regulated by microRNAs (miRs). miRs correspond to non-

coding RNAs whose function prevents the translation of messenger RNAs 

(mRNAs). miRs participate in cellular processes such as cell proliferation, 

migration, and invasion, functioning as oncogenes or tumor suppressors. In COE, 

it has been described a decrease of different tumor suppressor miRs, including 

miR-145 and miR-23b. Our group has found that miR-145 and miR-23b are 

involved in EOC progression in a mechanism regulated by NGF. Target mRNAs 

for miR-145 include ABCB1 (a drug efflux transporter), and c-MYC (a transcription 

factor that induces cell proliferation). Besides, miR-23b has been proposed as a 

principal modulator of the cell cycle and chemoresistance by acting on ZEB1 (a 

transcriptional factor that causes the epithelial-mesenchymal transition, TEM). 

Hypothesis: “The overexpression of miR-145 plus miR-23b decreases the 

proliferation, migration, invasion, and protein levels of c-MYC, ZEB1, and ABCB1 

in epithelial ovarian cancer cell lines” 
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General objective: “To determine if the co-transfection of miR-145 and miR-23b 

decreases the proliferation, migration, invasion, and protein levels of c-MYC, 

ZEB1, and ABCB1 in epithelial ovarian cancer cell lines”. 

Methodology: Three EOC cell lines were used, which were co-transfected with 

miR-145 plus miR-23b. Subsequently, the levels of miRs were evaluated by Real 

Time-PCR to control the transfection process. Proliferation assays were performed 

by cell count and Ki-67 immunofluorescence, while migration and invasion assays 

were performed with transwell inserts without and with matrigel, respectively. The 

levels of c-MYC, ZEB1, and ABCB1 proteins were measured using the Western 

blot technique. 

Results: When co-transfecting with miR-145 plus miR-23b in A2780, SKOV-3, and 

OV-90 cells, a decrease in cell proliferation, migration, and invasion was obtained, 

as well as in c-MYC protein levels, ZEB1 and ABCB1. 

Conclusion: Co-transfection of miR-145 plus miR-23b reduces proliferation, 

migration, and invasion, as well as decreases the abundance of proteins involved 

in these processes and chemoresistance in COE cells. These results suggest the 

importance of miRs as potential therapeutic agents and lay the groundwork for 

future targeted therapies that seek to reduce side effects, halt EOC progression, 

and reduce chemoresistance. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Cáncer ovárico  

El cáncer de ovario (CO) es una neoplasia maligna heterogénea que puede 

desarrollarse a partir de distintas células presentes en el ovario, sin embargo, el 

CO que se origina a partir de células epiteliales (COE), es el más común en 

mujeres de todos los grupos étnicos representando alrededor del 90% de todos 

los casos de cáncer ovárico (1). Adicionalmente, el COE puede clasificarse según 

la histología de las células tumorales en seroso, endometrioide, mucinoso o de 

células claras, siendo el de tipo seroso el más común (2).  

En términos epidemiológicos, el CO no es el cáncer ginecológico con mayor 

incidencia, sin embargo, es el cáncer femenino y la neoplasia ginecológica con 

menor tasa de supervivencia superando en mortalidad al cáncer de endometrio y 

cáncer cervical (3). En Chile, el cáncer de ovario es el octavo cáncer más común 

y la novena causa de muerte en mujeres (4).  

La alta mortalidad observada en las pacientes con cáncer ovárico se debe a que 

esta neoplasia presenta sintomatología inespecífica, lo que dificulta su detección 

y por lo tanto el diagnóstico temprano. Como consecuencia de lo anterior, el CO 

se diagnóstica en estadios avanzados, cuando el cáncer ha hecho metástasis y la 

tasa de supervivencia es de un 29%(3,5,6). 

Otro de los principales problemas que afecta el pronóstico de las pacientes 

diagnosticadas con cáncer ovárico es el desarrollo de quimiorresistencia a 

muchos de los fármacos indicados para el tratamiento de este cáncer, los cuáles 



19 
 

además provocan una gran cantidad de efectos secundarios que deterioran la 

calidad de vida de las pacientes. A pesar de esto y los resultados modestos, el 

esquema de quimioterapia del COE no ha variado significativamente desde hace 

décadas (7,8). Esto, expone lo importante que es la búsqueda de nuevas terapias 

que complementen a los tratamientos existentes, con el fin de mejorar el 

pronóstico y la calidad de vida de las pacientes.  

 

1.2. Causas del cáncer ovárico  

Diversos estudios a lo largo de los años han descrito teorías e hipótesis sobre el 

origen del cáncer ovárico y los factores de riesgo que pueden influir en su 

desarrollo y progresión. Algunas de las teorías e hipótesis más aceptadas que 

explican el desarrollo de cáncer ovárico son: 

- Ovulación incesante: La teoría de “ovulación incesante”, indica que una 

ovulación continua puede contribuir a una mayor incidencia de cáncer 

ovárico. Esto puede deberse a la proliferación de células epiteliales de la 

superficie del ovario como consecuencia de la ruptura del folículo y 

liberación del ovocito que se da en cada ciclo ovulatorio. La exposición de 

estas células a una elevada concentración de estrógenos en el líquido 

folicular, provocaría un aumento en la proliferación e invaginación de la 

superficie epitelial del ovario lo que lleva finalmente a la formación de 

quistes de inclusión en donde el ambiente estromal puede provocar 

mutagénesis en las células epiteliales superficiales del ovario (9–11).  
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- Exposición a gonadotrofinas: La secreción excesiva de gonadotrofinas, 

estimularía a las células epiteliales de la superficie ovárica (ya que 

expresan receptores a gonadotrofinas) provocando un mayor riesgo de 

desarrollar cáncer ovárico (12). De esta manera, el aumento de 

gonadotrofinas durante la ovulación y la menopausia, podrían ser causas 

de desarrollo de cáncer (13).  

- Estimulación hormonal: La hipótesis de la estimulación hormonal sugiere 

que una estimulación androgénica excesiva de las células epiteliales de la 

superficie ovárica provocaría un mayor riesgo de cáncer, mientras que la 

progesterona sería un agente protector. Se ha encontrado que las píldoras 

anticonceptivas ejercen un efecto protector contra el desarrollo de cáncer 

ovárico. Cabe destacar, que los anticonceptivos orales, reducen los niveles 

de andrógenos y también contienen altos niveles de progestágenos 

(14,15). Adicionalmente, inhiben las ovulaciones y por ende disminuyen las 

rupturas sucesivas de la pared del ovario. 

- Inflamación local: Se plantea que el proceso de ovulación se asemeja a una 

reacción inflamatoria que implica la liberación de mediadores de la 

inflamación como las citoquinas, lo que induce remodelamiento celular que 

puede llevar al desarrollo de cáncer de ovario (13). 

Otra de las teorías planteadas en el último tiempo, ha propuesto que los tumores 

ováricos de tipo seroso surgen de la implantación de epitelio (benigno o maligno) 

de las trompas de Falopio. Esta teoría se basa en la estrecha relación anatómica 
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que existe entre el ovario y la fimbria de la trompa de Falopio y en la ruptura de la 

superficie ovárica debido a la expulsión del ovocito. De esta manera, las células 

epiteliales de las fimbrias se desprenden y se implantarían en la superficie del 

ovario donde ha ocurrido la ruptura, lo que da como resultado la formación de un 

quiste de inclusión (16).  

Junto con las teorías, los factores de riesgo descritos actualmente incluyen 

aquellos factores que son modificables como la dieta, la terapia de reemplazo 

hormonal y el consumo de tabaco, y aquellos no modificables dentro de los cuales 

se encuentran la ovulación ininterrumpida, la endometriosis, además de factores 

étnicos y genéticos como la mutación en los genes supresores de tumores BRCA1 

y BRCA2 (17).   

De este modo, conocer las posibles causas y factores de riesgo asociados al 

cáncer ovárico descritas anteriormente, permiten aplicar diferentes métodos de 

prevención es por ello que en pacientes con factores de riesgo, se recomienda 

además el uso de diferentes métodos para identificar el CO y poder realizar una 

detección y diagnóstico temprano (18). 

1.3. Detección y diagnóstico 

Existen diferentes razones por la cuáles las pacientes con CO presentan un mal 

pronóstico y algunas de ellas son la detección y diagnóstico de CO en etapas 

avanzadas de la enfermedad, debido a la inespecificidad de los síntomas y la falta 

de métodos altamente sensibles y específicos que permitan detectar este tipo de 
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cáncer antes de que invada otros tejidos (19,20). Esto significa que 

desafortunadamente, un 83% de las pacientes son diagnosticadas en etapas 

avanzadas cuando el cáncer ya se ha diseminado y la supervivencia  es de sólo 

un 29% (3,21).  

El cáncer ovárico se diagnostica con la biopsia posterior a la cirugía citoreductiva, 

pero este puede sospecharse mediante algunas pruebas imagenológicas y 

marcadores sanguíneos. Las pruebas de detección más utilizadas son la 

ecografía transvaginal (TVUS) y el marcador tumoral antígeno de cáncer 125 (CA-

125). 

TVUS, es un examen capaz de detectar masas anormales en el ovario, sin 

embargo, esta prueba no es capaz de determinar si estas corresponden a masas 

malignas o benignas, ya que su interpretación depende de la expertise del 

operador, por lo que hoy en día suele complementarse este examen con 

marcadores tumorales como el CA-125 (20,22). 

CA-125 corresponde a uno de los marcadores tumorales más utilizados, 

especialmente para monitorear la respuesta al tratamiento y la progresión de la 

enfermedad, no obstante, su uso es limitado como prueba de detección y 

diagnóstico debido a su baja sensibilidad (50–62%) y especificidad (94–98.5%) en 

pacientes con CO en estadios tempranos (20,23). Lo anterior, se debe a que solo 

aproximadamente un 50% de las pacientes con CO en estadio I (confinado en el 

ovario) presentan niveles elevados de este marcador (24–26); sumado a esto, CA-

125  puede verse aumentado en patologías benignas y en otros tipos de cánceres 
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disminuyendo su especificidad como marcador tumoral por lo que debe ser 

complementado con TVUS u otros marcadores moleculares que han surgido en 

el último tiempo como la proteína epididimal humana 4 (HE4)  (22,27). 

Por su parte HE4, es un marcador tumoral prometedor debido a que presenta una 

sensibilidad y especificidad similar o superior que el marcador CA-125. 

Actualmente ambos marcadores sanguíneos son utilizados en el algoritmo de 

riesgo de malignidad ovárica (ROMA), el cual considera la concentración de los 

marcadores CA-125, HE4 y el estado menopáusico de las pacientes. Este índice 

ha mostrado una elevada sensibilidad, mejor que el uso de cada uno de los 

marcadores por separado, lo que ha mejorado la detección en estadios tempranos 

del CO (28–30).  

1.4. Tratamiento del cáncer ovárico  

El tratamiento del cáncer ovárico consta de cirugía para reducir la masa tumoral 

(cirugía citorreductora), seguida de ciclos de tratamiento con fármacos que evitan 

la proliferación o diseminación de células tumorales (quimioterapia) (31).  

Los fármacos más utilizados para el tratamiento del cáncer ovárico son cisplatino 

o carboplatino más paclitaxel (7). Sin embargo, dentro de los principales 

problemas que afectan a las pacientes con cáncer de ovario, se encuentran los 

efectos secundarios provocados por esta terapia y el desarrollo de 

quimiorresistencia a estos fármacos de primera línea. Si bien el CO es sensible a 

la quimioterapia, con el tiempo las pacientes tienden a presentar una alta 
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recurrencia de la enfermedad, como consecuencia de la resistencia a la 

quimioterapia (32,33). 

Teniendo en consideración lo anterior, diversos estudios han postulado el uso de 

nuevas terapias alternativas que complementen a los fármacos de primera línea y 

que, además, impliquen nuevas formas de administración y distribución de las 

terapias. Esto, con el objetivo de mejorar la sobrevida de las pacientes y mejorar 

su calidad de vida al disminuir los posibles efectos secundarios (34). En el último 

tiempo han surgido algunas alternativas, dentro de las cuáles se encuentran, el 

uso de sustancias producidas endógenamente que tienen efecto anti-tumoral, 

como los microRNAs y también la utilización de terapia dirigida mediante 

nanopartículas asociadas a fármacos con propiedades antitumorales, dentro de 

las cuáles se encuentra el metotrexato asociado a nanopartículas de oro (GNP-

MTX). 

Diversos investigadores han descrito y estudiado que la expresión de microRNAs 

se encuentra alterada en diferentes tipos de cánceres, incluyendo el CO (35,36), 

por lo que se ha planteado su uso como marcador diagnóstico y también como 

terapia alternativa (37). 

1.5. microRNAs y su relación con proteínas tumorales 

Actualmente se sabe que el COE se caracteriza por un rápido crecimiento y un 

elevado potencial angiogénico, procesos que están involucrados en la 

tumorogénesis y son promovidos por algunos factores de crecimiento como NGF 
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y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (38). De esta manera, NGF 

mediante su interacción con el receptor de tropomiosina quinasa A (TRKA), actúa 

sobre las células tumorales y sobre las células endoteliales promoviendo la 

proliferación, migración y angiogénesis a través de la expresión de algunas 

proteínas oncogénicas como c-MYC y VEGF (39–42). c-MYC regula la expresión 

de ciclinas y muchas proteínas oncogénicas relacionadas con el ciclo y la muerte 

celular (43). Importantemente, se ha descrito que todas estas proteínas pueden 

ser reguladas por microRNAs (39). 

Los microRNAs (miRs) son RNAs no codificantes de 18-25 nucleótidos que 

regulan RNAs mensajeros (mRNAs) postrancripcionalmente, impulsando el 

silenciamiento génico mediante la degradación del mRNA o impidiendo la 

traducción de proteínas implicadas en procesos como la proliferación, migración 

e invasión celular (39,44). 

La biogénesis de los miRs, inicia con la síntesis de un transcrito primario largo en 

forma de horquilla (pri-miRNA) compuesta por un tallo y un bucle, en un proceso 

llevado a cabo por la RNA polimerasa II a partir de genes precursores ubicados 

en distintas partes del DNA (45). 

Los pri-miRNAs son escindidos en el núcleo por el complejo formado por la 

endonucleasa Drosha y el cofactor DGCR8, dando como resultado miRNAs 

precursores (pre-miRNA), los cuales son exportados desde el núcleo al citoplasma 

mediante la exportina-5. En el citoplasma, los pre-miRNA son procesados por el 

complejo Dicer/CBP (proteína de unión a RNA en respuesta a transactivación) 
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liberando un dúplex de miRNA de 21-24 nucleótidos. Este dúplex está compuesto 

de dos hebras, una de las hebras corresponderá al miRNA maduro y se unirá al 

complejo de silenciamiento de RNA (RISC) pudiendo silenciar un mRNA blanco 

regulando de forma postranscripcional la expresión de proteínas; mientras que la 

otra hebra será degradada (46). 

El miR, se une a la región no traducida tres prima (3´-UTR) del mRNA blanco para 

regular su traducción, esta regulación dependerá de la complementariedad, 

pudiendo ser la unión total o parcial. Una complementariedad perfecta o total entre 

el microRNA con su mRNA blanco tendrá como consecuencia la escisión o 

degradación del mRNA; mientras que frente a una complementariedad parcial no 

se lleva a cabo el proceso de corte y degradación, pero si se puede provocar la 

inhibición de la traducción o una desestabilización del mRNA por desadenilación 

de éste (45).  

Teniendo en consideración lo descrito anteriormente, se puede evidenciar que, a 

nivel celular, los miR tienen un rol fundamental en la mantención de los procesos 

celulares, de modo que una desregulación puede llevar al desarrollo de diferentes 

patologías como el cáncer (47). 

1.6. microRNAs y cáncer 

En cáncer, los miRs tienen la capacidad de regular la proliferación, migración e 

invasión de células cancerígenas, siendo su desregulación un factor importante 

para el desarrollo de cáncer. Esto se debe principalmente a que los miRs en esta 
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patología pueden tener dos funciones, pueden comportarse como onco-miRs o 

también como miRs supresores de tumores (48).  

En el caso de los onco-miRs, estos regulan la traducción del mRNA de los genes 

supresores de tumores, mientras que los miRs supresores de tumores regulan los 

mRNA derivados de oncogenes. En distintos tipos de cáncer, se ha descrito que 

los onco-miRs se encuentran sobreexpresados (produciendo un aumento de 

proteínas oncogénicas), en cambio existe una disminución en la expresión de 

miRs supresores de tumores (disminuyendo las proteínas supresoras de tumores) 

(49).  

Definir patrones de expresión de miRs en los distintos tipos de cánceres ha sido 

uno de los objetivos en diferentes investigaciones. Esto permite dilucidar los miRs 

que se comportan como onco-miRs o como miRs supresores de tumores, 

pudiendo ser utilizados, tal como se mencionó anteriormente, como 

biomarcadores de uso diagnóstico y también como blancos terapéuticos debido a 

la capacidad que tienen los microRNAs de regular cientos de proteínas (36,37). 

1.7. miR-145 en COE 

En COE, se han identificado una gran variedad de miRs que se encuentran 

desregulados con respecto al tejido ovárico normal. Dentro de los miRs que se 

encuentran sobreexpresados se encuentra miR-200, mientras que dentro de los 

miRs regulados a la baja destacan miRNA-145 (miR-145) y miRNA-23b (miR-23b) 

(50).  
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miR-145, es un microRNA de doble hebra cuya estructura madura tiene dos 

formas diferentes, 5p y 3p (51). El miR al que hace referencia este trabajo es a 

miR-145-5p, ya que se ha descrito que la hebra 5p es la hebra funcional, que 

disminuye las oncoproteínas blanco (39). 

Diferentes estudios han mostrado una regulación a la baja de miR-145 

relacionándolo con un mal pronóstico en distintos tipos de cánceres, como el 

cáncer colorrectal (52). En el caso del CO, estudios recientes realizados por 

nuestro grupo de laboratorio han demostrado que los niveles de miR-145 

disminuyen durante la progresión del COE, mientras que una sobreexpresión de 

este miR, provoca una disminución en la proliferación, y en los niveles de c-MYC 

y VEGF (proteínas involucradas en la proliferación y angiogénesis 

respectivamente), así como también una disminución en los tamaños tumorales y 

en la presencia maligna de ascitis en un modelo animal. 

Por otra parte, nuestro grupo ha mostrado que al estimular células de COE con 

NGF, los niveles de miR-145 disminuyen, sugiriendo que la función del NGF en la 

progresión del COE, estaría siendo regulada por miR-145. De este modo, miR-

145 se propone como un supresor crítico de la carcinogénesis que podría ser 

utilizado como un tratamiento complementario a los fármacos de primera línea en 

COE (39).  

En este mismo contexto, miR-145 se ha propuesto también como un supresor de 

la resistencia a fármacos en distintos tipos de cánceres, en dónde se plantean 

diferentes mRNA blancos de miR-145 (53). En el caso de COE estudios han 
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mostrado que miR‐145 regula negativamente al transportador ABCB1, también 

conocido como proteína 1 de resistencia a múltiples fármacos (MDR1) o 

glicoproteína P (P‐gp), mediante la inhibición de la proteína de especificidad 1 

(Sp1) y la quinasa dependiente de ciclina 6 (CDK6). Cabe destacar que ABCB1 

está relacionado con la resistencia a paclitaxel (quimioterapia de primera línea 

para el COE), al aumentar el eflujo o expulsión de la quimioterapia, por lo que se 

ha planteado que miR‐145 puede regular la sensibilidad a paclitaxel en células de 

COE mediante la acumulación de fármaco al interior de las células tumorales (54). 

Además, otros estudios recientes concluyeron que el eje miR-145 / c-MYC / PD-

L1 (ligando 1 de muerte celular programada) contribuye a la resistencia al 

cisplatino en el cáncer de ovario, ya que al estar disminuido el miR-145 en COE, 

aumentarían c-MYC y PD-L1 (53,55). Esto se condice con un análisis in-silico 

realizado previamente por nuestro grupo de laboratorio, en donde se observó que 

al aumentar o sobreexpresar  miR-145 puede disminuir la expresión de c-MYC, lo 

que fue comprobado con estudios in-vitro (39).  

1.8. miR-23b en COE  

Por otra parte, miR-23b es un miR de 21 pares de bases de doble hebra. La hebra 

que se utilizará y medirá en este trabajo es miR-23b-3p, ya que esta hebra es la 

encargada de la regulación post transcripcional (56). La expresión alterada de este 

miR ha sido documentada en diversos tipos de cánceres dentro de los cuales se 

encuentra el cáncer de próstata, mama y cáncer cérvico uterino (57). 
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En CO se ha encontrado que los niveles de miR-23b se encuentran disminuidos 

y se ha asociado con un mal pronóstico (58). Nuestro grupo de laboratorio 

describió que los niveles de miR-23b disminuyen con la progresión del COE. 

Además, se evaluó el efecto de NGF sobre la expresión de miR-23b en líneas 

celulares de COE, en donde se observó que NGF reduce los niveles de este miR 

(36). 

miR-23b también se ha descrito como un supresor de tumores, y algunos blancos 

corresponden a mRNAs de proteínas oncogénicas implicadas en el inicio de la 

metástasis, supervivencia, migración e invasión celular del COE (58,59). Una de 

estas proteínas es el factor transcripcional ZEB1, implicado en la transición epitelio 

mesénquima (TEM), en dónde las células epiteliales adquieren un fenotipo 

mesenquimal perdiendo la capacidad de adherirse entre ellas y adquiriendo una 

mayor motilidad, lo que facilita el escape de las células tumorales y por lo tanto la 

diseminación tumoral a otros tejidos, proceso conocido como metástasis (60–62). 

Además, ZEB1 se ha propuesto como un promotor de la quimiorresistencia a 

cisplatino en las células de cáncer de ovario (63); por lo que miR-23b también 

podría estar involucrado en la resistencia a terapias en COE. 

1.9. Posibles efectos de miR-145 y miR-23b en células de COE 

Con los antecedentes anteriores, se puede conocer que tanto miR-145 como miR-

23b son regulados por NGF/TRKA. Cada uno de estos miRs tienen sus propios 

RNAs mensajero blancos pudiendo regular la expresión de proteínas implicadas 

en diferentes procesos celulares, sin embargo, existen antecedentes de que estos 
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miRs también tienen algunos blancos comunes, por lo que la sobreexpresión de 

estos miRs en conjunto podrían presentar un efecto complementario en la 

disminución de la proliferación, migración e invasión e incluso la 

quimiorresistencia (36,39) (Figura 1). 

 

Figura 1. Posible efecto de la co-transfección de miR-145 más miR-23b en células de COE. 
Se postula que la co-transfección de miR-145 más miR-23b (flechas verdes) puede disminuir la 
progresión del COE a través de la disminución de proteínas oncogénicas como, c-MYC, ZEB1 y 
ABCB1 que participan en estos procesos.   
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2. PLANTEAMIENTO DE LA HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

Dado los antecedentes, la hipótesis es: 

 

“HIPOTESIS”. 

“La sobreexpresión de miR-145 más miR-23b disminuye la proliferación, 

migración, invasión y niveles proteicos de c-MYC, ZEB1 y ABCB1 en líneas 

celulares de cáncer ovárico epitelial” 

 

Objetivo General 

“Determinar si la co-transfección de miR-145 y miR-23b disminuye la 

proliferación, migración, invasión y los niveles proteicos de c-MYC, ZEB1 y 

ABCB1 en líneas celulares de cáncer ovárico epitelial” 

 

Objetivos específicos: 

1.   Evaluar si la co-transfección de miR-145 más miR-23b disminuye la 

proliferación, migración e invasión de las líneas celulares de cáncer ovárico 

A2780, SKOV-3 y OV-90 

2.  Determinar si los niveles proteicos de c-MYC, ZEB1 y ABCB1, post-

transfección con miR-145 más miR-23b disminuyen en líneas celulares A2780, 

SKOV-3 y OV-90 de cáncer ovárico epitelial. 
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3. METODOLOGÍA 

3.1. Líneas celulares 

Se utilizaron las líneas celulares de COE A2780, SKOV-3 y OV-90. Las células 

A2780 provienen de un COE primario humano, de paciente sin tratamiento con 

quimioterapia y fueron obtenidas de European Collection of Authenticated Cell 

Cultures (ECACC). Las células SKOV-3 derivan de la ascitis de una paciente con 

COE, mientras que las células OV-90 corresponden a líneas celulares de COE 

humano de alto grado, provenientes de metástasis. Las células SKOV-3 y OV-90 

se obtuvieron de American Type Culture Collection (ATCC). 

3.2. Cultivo celular 

Las células A2780, SKOV-3 y OV-90, se cultivaron en medio Roswell Park 

Memorial Institute (RPMI) 1640 suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% 

a una temperatura de 37 °C con CO2 al 5%. Una vez las células alcanzaron un 

80% de confluencia, estas se lavaron con tampón fosfato salino 1X (PBS 1X, 

marca) y se despegaron utilizando tripsina 1x durante 5 minutos a 37°C (para las 

células A2780 y SKOV-3) o durante 3 minutos a 37°C (en el caso de las células 

OV-90) para luego, ser resuspendidas en medio RPMI 10%. Se determinó el 

número de células de la suspensión celular utilizando el equipo automatizado 

LUNA (BioRad), para sembrar la cantidad de células adecuada en cada 

experimento. 
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3.3. Transfección transiente 

Las líneas celulares se transfectaron con miR-145 (30 nM), miR-23b (30 nM) y la 

mezcla de ambos miRs cada uno en concentraciones de 30 nM (Integrated DNA 

Technologies) utilizando el reactivo de transfección Viafect en concentración de 2 

μL/mL siguiendo el protocolo del fabricante (Promega, #E498A). La transfección 

se realizó por 48 horas (o por el tiempo que se indique en cada experimento) en 

medio RPMI 1640 suplementado con SFB al 2%. Como Control negativo, las 

células se transfectaron con una secuencia scramble (Santa Cruz Biotechnology, 

#C-37007) en una concentración final de 10 nM, utilizando las mismas condiciones 

anteriores. Posterior a finalizar la transfección, su eficiencia se evaluó mediante la 

medición de cada microRNA mediante RT-PCR en tiempo real. 

3.4. Extracción de miRs, RT-PCR y qPCR 

Se sembraron 500.000 células en placas de 6 pocillos y se transfectaron como se 

describió en la sección 3.3. 

La extracción de miRs a partir de las células sembradas se realizó mediante lisis 

química y mecánica utilizando 700 µL del reactivo de lisis QIAzol (Qiagen) y un 

raspador de células. El producto de lisis se trasladó a un tubo eppendorff para 

continuar el proceso de extracción utilizando el kit miRNeasy (Qiagen) de acuerdo 

con las instrucciones del fabricante.  

Para la transcripción inversa de RNA se utilizó el kit miScript II RT (Qiagen, 

#218161) siguiendo el protocolo del fabricante. El kit contiene buffer Hi-Flex 

utilizado para la retrotranscripción de RNA total y buffer Hi-Spec utilizado para 
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miRs. Con el fin de optimizar la retrotranscripción de miRs se utilizó este último. 

Este paso, adiciona un universal tag a los miRs, el cual permite la amplificación 

de miARN maduro en el paso de PCR en tiempo real. 

Para detectar los niveles de miR-145 y miR-23b se utilizó el kit miScript SYBR 

Green qPCR (Qiagen, #218076) en un termociclador StepOne Real-Time PCR 

(Applied Biosystems). El kit contiene un primer universal (UP), que corresponde a 

un segundo partidor necesario para amplificar el miR y su secuencia (no 

especificada por el proveedor) está determinada por el universal tag. Los 

partidores de miR-145 y miR23b utilizados para PCR en tiempo real se detallan 

en la tabla 1 y fueron adquiridos listos para su uso (Qiagen, #MS00003528 y 

#MS00031647 respectivamente),  

Como miR housekeeping se usó ARN nuclear pequeño U6 (RNU6), cuya 

secuencia no fue especificada por el proveedor (Qiagen, #MS00033740), y como 

control negativo, se utilizó agua libre de nucleasas. 

 

miRNA   Secuencia 

miR-145 5ʼ GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU -3´ 

miR-23b 5ʼ AUCACAUUGCCAGGGAUUACC -3´ 

  Tabla 1. Partidores utilizados en PCR en tiempo real. 

 

El programa utilizado para llevar a cabo el PCR en tiempo real se observa en la 

tabla 2. 
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Programa Temperatura (°C) Tiempo 

Activación 95 15 minutos 

Desnaturación 94 15 segundos 

Alineamiento 55 30 segundos 

Extensión 70 30 segundos 

Ciclos  40 

Curva de Melting 60- 95  

 Tabla 2. Programa usado para efectuar la reacción de PCR en tiempo real. 

 

3.5. Inmunofluorescencia 

Se sembraron células de COE en cubreobjetos redondos depositadas en placas 

de 24 pocillos (50.000 células / pocillo). Posteriormente fueron transfectadas con 

miR-145, miR-23b o su combinación, según se describió en la sección 3.3.  

Transcurridas 48 horas de transfección, las células se lavaron con PBS 1X y se 

fijaron con paraformaldehído al 4% en PBS  1X durante 15 minutos. 

Posteriormente, las células se permeabilizaron con Tritón X-100 al 0,3% durante 

10 minutos y se bloquearon con fosfato-albúmina de suero bovino 2% en PBS 

(PBS-BSA 2%) durante 5 minutos con el fin de evitar la unión inespecífica del 

anticuerpo primario. Las muestras se incubaron durante toda la noche con 

anticuerpo primario monoclonal de ratón anti Ki-67 (Santa Cruz Biotechnology, # 

SC-23900) en una dilución de 1:300 en PBS-BSA 2%. Como anticuerpo 
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secundario, se utilizó un anticuerpo fluorescente anti-ratón (Molecular Probes, 

#A11005) en una dilución 1:200 en PBS-BSA 2% durante 1 hora a 37°C.  

Para el montaje de los cubreobjetos se utilizó ProLong Gold Antifade con DAPI 

(Cell Signaling Technology, #8961S) que permite además visualizar los núcleos 

celulares. La inmunofluorescencia se evaluó obteniendo el área marcada de 4 a 6 

imágenes por condición, con el software informático Image Pro-Plus 6.2 (Media 

Cybernetics Inc). 

3.6. Conteo celular 

Utilizando las imágenes obtenidas de los ensayos de inmunofluorescencia de Ki-

67, se realizó un conteo de células utilizando el programa Fiji Image J. Se 

analizaron de 4 a 6 imágenes por condición. 

3.7. Migración 

Para evaluar el efecto de la co-transfección de miR-145 más miR-23b sobre la 

capacidad de migrar de las células de COE, se sembraron 800.000 células en 

placas de 6 pocillos, las cuales se transfectaron como se describe en la sección 

3.3 durante 48 horas (en el caso de las células A2780) o durante 4 horas (en el 

caso de las células SKOV-3 y OV-90). Transcurrido el tiempo de transfección, se 

evaluó la migración utilizando el kit BioCoat (Corning inc), que consiste en insertos 

tipo transwell o cámaras que en su interior tienen una membrana con poros de 8 

µm de diámetro. En la parte superior de la membrana, se agregan células 

resuspendidas en medio sin suero para que migren hacía la parte inferior que 

estará en contacto con medio RPMI 10% el cual funcionará como un atractante. 
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El día anterior al ensayo de migración, la parte externa de la membrana de los 

insertos transwell se recubren con fibronectina. Se utilizaron 0.003 mg/mL de 

fibronectina en células A2780 y SKOV-3 y 0,01 mg/mL de fibronectina en células 

OV-90. 

El día del ensayo, 100.000 células de COE transfectadas con los miRs y 

resuspendidas en medio RPMI sin SFB se agregaron a la cámara superior. Las 

células migraron a 37°C durante 8 horas en el caso de las células A2780, mientras 

que las células SKOV-3 y OV-90 se dejaron migrar por 4 horas y 24 horas 

respectivamente.  

Para fijar y teñir las células que migraron, se retiró la suspensión celular de la parte 

superior de los insertos y estos se posicionaron sobre cristal violeta 0,1% P/V en 

metanol 99,8% durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente los 

insertos se lavaron con agua destilada y con un hisopo humedecido, se retiraron 

completamente las células de la parte interna del inserto (células que no 

atravesaron la membrana del inserto). Luego, los insertos se dejaron secar 

durante 1 hora a temperatura ambiente y se observaron bajo un microscopio 

óptico (Olympus BX51TF). Se tomaron fotografías (6-8 imágenes para cada 

condición experimental) de las células unidas a la superficie inferior de la 

membrana (que atravesaron el inserto). Posteriormente, se contaron todas las 

células presentes en cada fotografía utilizando el programa Fiji Image J. 
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3.8. Invasión 

Se sembraron 800.000 células de COE en placas de 6 pocillos, las cuales se 

transfectaron de la misma forma descrita en los experimentos de migración.  

Para evaluar la invasión de las células, se utilizó el kit comercial BioCoat (Corning 

Inc) que consiste en insertos transwell recubiertos con matrigel, el cual constituye 

una barrera que imita la matriz extracelular y puede ser atravesada por células 

con alta capacidad invasiva (como las de COE). 

El inserto con matrigel se hidrató durante 2 horas a 37 °C con medio RPMI sin 

SFB, previo a su uso. Posteriormente los insertos se posicionaron en una placa 

de 24 que contenían 500 µL de RPMI 10% SFB como atractante. En la parte 

superior del inserto se agregaron 100.000 células previamente transfectadas en 

medio RPMI sin SFB. El ensayo de invasión se efectuó por 16 horas (SKOV-3) o 

24 horas (A2780 y OV-90) a 37°C. A continuación, las células que invadieron se 

fijaron con 500 μL de metanol (−20 ◦C) durante 2 min y se tiñeron con 500 μL de 

azul de toluidina al 1% durante toda la noche, luego el interior del inserto se limpió 

con un hisopo humedecido. Los insertos se observaron bajo un microscopio óptico 

(Olympus BX51TF). Se tomaron fotografías (6-8 imágenes para cada condición 

experimental) de las células unidas a la superficie inferior de la membrana (que 

atravesaron el inserto), las que se analizaron utilizando el programa Fiji Image J. 
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3.9. Western blot 

Para la obtención de proteínas, se sembraron 500.000 células de COE las cuales 

se transfectaron durante 48 horas con miR-145 y/o miR23-b según lo descrito en 

la sección 3.3. Luego, las células se lavaron con PBS 1X para proceder con la 

extracción de proteínas. Para ello, se utilizó un raspador de células y 150 µL de 

tampón de lisis Radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA), más un cóctel 

inhibidor de proteasas y fosfatasas 1X (Thermo Scientific, #1861284). Las placas 

se rasparon sobre hielo durante 5 minutos para transferir el producto de lisis a 

tubos eppendorf de 1.5 mL, los que se dejaron en hielo durante 20 minutos y luego 

se sonicaron para completar la lisis.  

Para calcular la concentración de las proteínas extraídas, se utilizó el kit BCA 

Protein Assay (Thermo Scientific, #23227) y un estándar de albúmina de suero 

fetal bobino (BSA) de 1 mg/mL. El producto colorimétrico se cuantificó mediante 

espectrofotometría a una longitud de onda de 562 nm y las absorbancias de las 

muestras fueron interpoladas en una curva estándar de absorbancia versus 

concentración de BSA, lo que permitió obtener finalmente los microgramos (µg) 

de proteínas totales presentes en cada condición experimental. 

Luego de cuantificar, se procedió a separar las proteínas mediante electroforesis 

SDS-PAGE. Para ello, se prepararon soluciones que contenían el volumen 

correspondiente a 50 o 80 µg y el mismo volumen de buffer de carga. Estas se 

desnaturaron a 95°C durante 5 minutos, para posteriormente ser cargadas en un 

gel de poliacrilamida al 8%. Como referencia, se cargó un marcador de peso 
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molecular (MaestroGen, #02102-250). La electroforesis de las muestras se realizó 

utilizando un tampón tris-glicina 1X a 60 voltios durante 40 minutos para 

concentrar las proteínas, luego, para realizar la separación se aumentó a 100 

voltios durante 150 minutos.  

Las proteínas separadas en gel de poliacrilamida fueron transferidas mediante 

transferencia húmeda a una membrana de nitrocelulosa de 0,45 μm (Protran 

Perkin #NBA0858001EA) utilizando un tampón de transferencia 1X (tampón tris-

glicina en metanol 20%) a 0,45 amperios durante 140 minutos. Para comprobar la 

transferencia de las proteínas a la membrana de nitrocelulosa, esta se tiñó con 

Rojo Ponceau. 

Posteriormente, las membranas se bloquearon con leche descremada al 5% en 

tampón Tris Tween Buffer Saline (TTBS) a temperatura ambiente durante una 

hora, para luego ser incubadas con anticuerpo primario (Tabla 3) diluido en Leche 

5% a una temperatura de 4°C y en agitación constante durante toda la noche. A 

continuación, las membranas se incubaron con anticuerpo secundario acoplado a 

la enzima peroxidasa de rabanito picante (HRP), en agitación a temperatura 

ambiente durante 1 hora. 

El revelado de las membranas se realizó mediante quimioluminiscencia. Para ello, 

se utilizó un kit de revelado (Cyanagen, #XL5063,0250) el cual contiene un 

sustrato que reacciona con HRP (luminol). De este modo la membrana se 

sumergió en la solución de luminol y peróxido de hidrógeno en proporción 1:1. La 

señal quimioluminiscente producto de la reacción enzimática se detectó utilizando 

el equipo Image Quant LAS 500 (General Electric). Para la semi-cuantificación de 
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las bandas obtenidas, se utilizó el programa Fiji Image J (National Institutes of 

Health), el cual realiza un análisis densitométrico de la intensidad de las bandas, 

entregando resultados en unidades arbitrarias (UA). Los resultados de cada 

muestra fueron normalizados con respecto a la intensidad de la banda de la 

proteína constitutiva β-Actina correspondiente. 

Proteína Marca y número de 

catálogo 

Tipo de 

Anticuerpo 

PM (kDa) Dilución 

c-MYC Cell Signaling, 

D84C12 

Monoclonal de 

conejo 

57-65 1:350 

ZEB1 Cell Signaling, 

E2G6Y 

Monoclonal de 

conejo 

200 1:350 

ABCB1 Cell Signaling, 

D3H1Q 

Monoclonal de 

conejo 

130-180 1:250 

Β-Actina Sigma-Aldrich 

A5441 

Monoclonal de 

ratón 

42 1:10000 

Anti-Rabbit Jackson 

Inmunoresearch,  

111-035-003 

Secundario 

Acoplado a HRP 

- 1:5000 

Anti-Mouse Jackson 

Inmunoresearch,  

115-035-003 

Secundario 

Acoplado a HRP 

- 1:5000 

Tabla 3. Anticuerpos utilizados en Western blot. Se especifican características como, tipo de 
anticuerpo, peso molecular (PM) de la proteína y dilución de los anticuerpos primarios y 
secundarios usados. 
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3.10. Estadística 

El cálculo muestral se realizó con la fórmula de comparación de medias, n= (2(Zꭤ+ 

Zβ)2 S2) / d2, asumiendo un ꭤ de 0.05, β de 0.2, una desviación estándar de 0.13 

y una diferencia de las medias (d) de un 25%, obteniendo un número muestral (n) 

igual a 4.  

Para el análisis estadístico de los resultados se utilizó el programa “Graph Pad 

Prism 8.0.1”. Según se indique, se usó la prueba no paramétrica de Mann-Whitney 

para comparar dos grupos y la prueba no paramétrico de Kruskall-Wallis para 

comparar más de dos grupos, seguido de una prueba de Dunn. Todos los 

resultados se consideraron significativos con un p <0,05 y se expresaron como 

media ± error estándar de la media (SEM).   
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4. RESULTADOS 

4.1. Objetivo específico N°1  

“Evaluar si la co-transfección de miR-145 más miR-23b disminuye la 

proliferación, migración e invasión de las líneas celulares de cáncer ovárico 

A2780, SKOV-3 y OV-90” 

 

4.1.1. Medición de los niveles de miR-145 y miR-23b post transfección con 

la mezcla de los miRs. 

Para poder determinar el efecto de la co-transfección de los miRs en la 

proliferación, migración e invasión de las líneas celulares de COE, en primer lugar, 

se evaluó si existía incorporación de los miRs al utilizar el protocolo de 

transfección descrito anteriormente. Para ello, se midieron los niveles de miR-145 

y miR-23b que alcanzaron las células, posterior a la transfección con una 

secuencia RNA Scramble (Sc), miR-145, miR-23b y la mezcla de ambos miRs. 

Esto fue evaluado mediante RT-PCR en tiempo real. 

Los resultados muestran que la transfección con miR-145, miR-23b y la co-

transfección con la mezcla de ambos miRs (Mix) produjeron un aumento 

significativo de los niveles de miR-145 y miR-23b en todas las líneas celulares de 

COE (Figura 2). Estos resultados indican que el protocolo de trasfección 

efectivamente produce la sobreexpresión transiente de estos miRs.  
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Figura 2. Niveles de miR-145 y miR-23b en células de cáncer ovárico post-transfección. Las 
células A2780, SKOV-3 y OV-90 fueron transfectadas con miR-145, miR-23b, la mezcla de ambos 
miRs (Mix) y una secuencia aleatoria de miRs (Scramble, Sc) por 48 horas a 37°C. Se utilizaron 
como control las condiciones B (Basal, sin estímulo), C (Control, sólo reactivo de transfección) y 
Sc. Se utilizó el RNA nuclear pequeño U6 (RNU6) como control de qPCR. N=3 para las células 
A2780, SKOV-3 y OV-90. Para (A), (B) y (C): † = p < 0.05, †† = p < 0.01 y ††† = p < 0.001 respecto 
a la condición B; # = p < 0.05, ##= p < 0.01 y ### = p < 0.001 con respecto a C; * = p < 0.05, ** = 
p < 0.01 y *** = p < 0.001 respecto a la condición Sc (test de Kruskal-Wallis y post-test de Dunn). 
Los resultados se expresan como error estándar de la media (SEM).  
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4.1.2. Evaluación de la proliferación celular mediante conteo celular e 

inmunofluorescencia de Ki-67 post-transfección con miR-145 más 

miR-23b.  

Para evaluar si la co-transfección de miR-145 más miR-23b produce cambios en 

la proliferación de las líneas celulares de cáncer ovárico epitelial, se realizó conteo 

celular (utilizando imágenes de inmunofluorescencia de Ki-67) y se detectaron los 

niveles de Ki-67 mediante inmunofluorescencia. 

Los resultados de conteo celular mostrados en la Figura 3, indican que no existen 

diferencias significativas en el número de células entre las condiciones controles 

B, C y Sc en las líneas celulares de cáncer ovárico epitelial. Esto, también se 

puede evidenciar en las imágenes de inmunofluorescencia (Figura 5).  

Teniendo en cuenta estos resultados, los datos fueron normalizados con respecto 

a la condición C, con el fin de facilitar el análisis estadístico de los resultados de 

conteo celular posterior a la transfección con los miRs (Figura 4). 

Figura 3. Número de células de COE luego del tratamiento con los controles B, C y Sc. El 
Conteo de células de COE se realizó a partir de imágenes de inmunofluorescencia de Ki-67 
utilizando el programa Fiji Image J (Se analizaron 3-4 fotos de inmunofluorescencia de Ki-67 por 
condición en magnificación de 400X). Los grupos experimentales se muestran normalizados con 
respecto a la condición C. N= 4 para A2780, SKOV-3 y OV-90. Las condiciones se compararon 
mediante test de Kruskal-Wallis y post-test de Dunn. Los resultados se expresan como error 
estándar de la media (SEM). 
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Por otra parte, los resultados de los experimentos de conteo celular posterior a la 

transfección con miRs, muestran diferencias significativas en el número de células 

A2780 con respecto a C al transfectar con miR-145, miR-23b y la mezcla de 

ambos miRs, disminución que fue de un 43%, 53% y 57% respectivamente (Figura 

4A). 

En el caso de las células SKOV-3 y OV-90, la disminución en el número de células 

se observó sólo al transfectar con miR-23b y la condición mix, obteniéndose una 

disminución de un 32% (miR-23b) y 29 % (mix) en el caso de las células SKOV-3, 

mientras que, en el caso de las células OV-90 esta reducción fue de 34% (miR-

23b) y 42% (mix) con respecto a la condición control (Figura 4B y 4C). 

Figura 4. Efecto de la co-transfección de miR-145 más miR-23b en el número de células de 
COE. El Conteo de células de COE se realizó a partir de imágenes de inmunofluorescencia de Ki-
67 utilizando el programa Fiji Image J (Se analizaron 3-4 fotos por condición en magnificación de 
400X. Las condiciones se normalizaron con respecto a la condición C. N= 4 para A2780 (A), SKOV-
3 (B) y OV-90 (C). * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001 comparados con respecto a la 
condición C (test de Kruskal-Wallis y post-test de Dunn). Los resultados se expresan como error 
estándar de la media (SEM). 

 

En el caso de los resultados de inmunofluorescencia de Ki-67, se pudo determinar 

que no existen diferencias significativas en la inmunodetección del marcador de 
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proliferación celular Ki-67 entre las condiciones controles B, C y Sc (Figura 5). Por 

consiguiente, los datos fueron normalizados con respecto a C, al igual que en el 

experimento anterior.  

 

Figura 5. Efecto de B, C y Sc en el marcador de proliferación celular Ki-67. La proliferación 
de las células fue medida mediante inmunofluorescencia de Ki-67. (A), (B) y (C) Imágenes 
representativas de inmunofluorescencia de Ki-67 (rojo). Las imágenes se obtuvieron utilizando un 
aumento de 400x. Las barras corresponden a 50 µm. (D), (E) y (F) Análisis de inmunofluorescencia 
de Ki-67 en células de cáncer de ovario. La inmunofluorescencia se evaluó con el software 
informático Image Pro Plus 6.2. Las condiciones se normalizaron con respecto a la condición 
control, C. N= 4 (4–6 fotos por condición). Test de Kruskal-Wallis y post-test de Dunn. Los 
resultados se expresan como error estándar de la media (SEM). 
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Los resultados de inmunofluorescencia posterior a la transfección con miRs en 

células A2780 (Figura 6A y 6D), muestran que la transfección con miR-145, miR-

23b y la co-transfección de miR-145 más miR-23b (mix), disminuyen de manera 

significativa la inmunodetección del marcador de proliferación celular Ki-67 con 

respecto a la condición control. Por otra parte, en las líneas celulares SKOV-3 

(Figura 6B y 6E) y OV-90 (Figura 6C y 6F), sólo se puede observar una 

disminución significativa de Ki-67 al sobreexpresar miR-23b y la combinación de 

miR-145 más miR-23b. 

Si bien la sobreexpresión de miR-145 y miR-23b por separado puede disminuir la 

abundancia de Ki-67, los resultados indicarían que esto depende de la línea 

celular de COE sobre la cual se esté realizando el tratamiento, ya que no todas 

las líneas celulares disminuyen su proliferación cuando se transfectan los miRs 

por separado, por el contrario, al transfectar con la mezcla de ambos miRs, la 

disminución del marcador de proliferación celular Ki-67 se puede observar en las 

tres líneas celulares llegando a disminuir en un 49%, 37% y 33% con respecto a 

C en células A2780, SKOV-3 y OV-90 respectivamente (Figura 6).  

En conjunto, los resultados de inmunofluorescencia de Ki-67 y conteo celular, 

indican que la co-transfección de miR-145 más miR-23b disminuye la proliferación 

en células de COE. 
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Figura 6. Efecto de la co-transfección de miR-145 más miR-23b en el marcador de 
proliferación celular Ki-67. La proliferación de las células fue medida mediante 
inmunofluorescencia de Ki-67. (A), (B) y (C) Imágenes representativas de inmunofluorescencia de 
Ki-67 (rojo) bajo las respectivas condiciones. Las imágenes se obtuvieron utilizando un aumento 
de 400x. Las barras corresponden a 50 µm. (D), (E) y (F) Análisis de inmunofluorescencia de Ki-
67 en células de cáncer de ovario. La inmunofluorescencia se evaluó con el software informático 
Image Pro Plus 6.2. Para la semi-cuantificación de la fluorescencia, los datos fueron normalizados 
con respecto a la condición control, C. N= 4 (4–6 fotos por condición). * = p < 0.05, ** = p < 0.01, 
*** = p < 0.001 comparados con respecto a la condición C (test de Kruskal-Wallis y post-test de 
Dunn). Los resultados se expresan como error estándar de la media (SEM). 
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4.1.3. Evaluación de la migración e invasión celular post-transfección con 

miR-145 más miR-23b. 

Las células de cáncer, además de proliferar activamente, tienen la capacidad de 

migrar e invadir facilitando el escape de células tumorales a otros tejidos, 

promoviendo la progresión del cáncer. Para evaluar el efecto de la sobreexpresión 

de miR-145 más miR-23b en la capacidad de migrar e invadir de las células de 

COE, se realizaron ensayos de migración e invasión utilizando insertos transwell.  

Es importante considerar que se determinó el efecto de las condiciones controles 

anteriormente mencionadas (B, C y TR) en la migración e invasión de las células 

de COE, corroborando que no existen diferencias significativas entre estas 

condiciones. Por consiguiente, se consideró a la condición C como control para 

los resultados descritos a continuación. 

Los resultados de migración para las células de COE se muestran en la Figura 7. 

En el caso de las células A2780 (Figura 7A y 7D), se puede evidenciar una 

disminución significativa de la migración celular con respecto a la condición 

control, tanto al transfectar con los miRs por separado, como también con el mix. 

De esta manera, la migración celular de las células A2780 se redujo en un 29%, 

23% y 44% al trasfectar con miR-145, miR-23b y mix respectivamente. Esta 

diferencia significativa también se observó al comparar miR-23b con la condición 

mix, obteniendo una disminución mayor en la migración celular al co-transfectar 

con ambos miRs (figura 7D).  
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En células SKOV-3 (Figura 7B y 7E) se pudo determinar una disminución 

significativa de la migración al transfectar con miR-145, miR-23b o su combinación 

con respecto a la condición control. De este modo, Los resultados indican que la 

sobreexpresión de los miR redujo la migración de las células SKOV-3 en un 24% 

(miR-145), 34% (miR-23b) y 38% (mix), con respecto a la condición control. Esta 

disminución también se pudo observar entre el grupo transfectado solo con el miR-

145 y el grupo transfectado con ambos microRNAs, obteniéndose una mayor 

disminución al transfectar con el mix que con miR-145 (Figura 7E).  

Por otra parte, en las células OV-90, se puede constatar una disminución 

significativa en la migración celular por efecto de la co-transfección (mix), no sólo 

con respecto a la condición control, sino también, con respecto a la transfección 

con miR-145 y miR-23b por sí solos (Figura 7C y 7F). Con respecto a C la 

migración disminuyó en un 23% (miR-145), 27% (miR-23b) y 40% (mix).  
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Figura 7. Efecto de la co-transfección de miR-145 más miR-23b en la migración de células 
de COE. La migración se realizó utilizando insertos transwell, según lo descrito en la sección 
metodología. (A), (B) Y (C) Imágenes representativas de ensayos de migración posterior al 
tratamiento con las diferentes condiciones. Las células migraron a 37 °C durante 8 horas (A2780), 
4 horas (SKOV-3) y 24 horas (OV-90). Barras corresponden a 50 µm. (D), (E) y (F). Los gráficos 
fueron expresados como veces de cambio con respecto a la condición control, C. N=3 (6-8 fotos 
por condición). * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001 comparados con respecto a la condición 
C (test de Kruskal-Wallis y post-test de Dunn). a = p < 0.05, aa = p < 0.01, aaa = p < 0.001 (test 
de Mann-Whitney). Resultados expresados como error estándar de la media (SEM). 
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Considerando que los resultados de migración en células de COE indican un 

efecto similar o incluso mejor en la inhibición de la migración al co-transfectar con 

la mezcla de miRs, para llevar a cabo los ensayos de invasión en las células de 

COE se consideraron solo las condiciones control (C) y mix. 

Los resultados de invasión en células A2780, SKOV-3 y OV-90, muestran una 

disminución significativa en la invasión celular al transfectar con la mezcla de 

ambos miRs (p < 0.001) con respecto a la condición control en las tres líneas 

celulares (Figura 8). De esta manera, en células A2780 (Figura 8A y 8B) la 

invasión disminuyó en más de un 80% al cotransfectar con los miRs, mientras que, 

en el caso de las células SKOV-3 (Figura 8C y 8D) y OV-90 (Figura 8E y 8F) la 

invasión disminuyó aproximadamente en un 44% y 55% respectivamente 

comparado con la condición control. 

Por consiguiente, los resultados indican que la mezcla de miR-145 más miR-23b 

provoca una significativa disminución en la capacidad de migrar e invadir de las 

células de COE. Adicionalmente, los resultados indican que existe un mayor 

efecto inhibitorio en la migración celular al utilizar la mezcla de miR-145 más miR-

23b comparado con la sobreexpresión de los miRs por separado. 
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Figura 8. Efecto de la co-transfección de miR-145 más miR-23b en la invasión de células de 
COE. La invasión se realizó utilizando insertos transwell recubiertos con matrigel, de acuerdo con 
lo descrito en la sección metodología. (A), (C) Y (E) Imágenes representativas de ensayos de 
invasión posterior al tratamiento con miRs. Las células invadieron a 37 °C durante 24 horas (A2780 
y OV-90) y 16 horas (SKOV-3). Barras corresponden a 50 µm. (B), (D) y (F). Los resultados fueron 
expresados como veces de cambio con respecto a la condición control, C. N=3 (10 fotos por 
condición). *** = p < 0.001 comparados con respecto a la condición C (test de Mann-Whitney). 
Resultados expresados como error estándar de la media (SEM). 
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4.2. Objetivo específico N°2 

“Determinar si los niveles proteicos de c-MYC, ZEB1 y ABCB1, post-

transfección con miR-145 más miR-23b disminuyen en líneas celulares 

A2780, SKOV-3 y OV-90 de cáncer ovárico epitelial” 

Para llevar a cabo estos ensayos, en primer lugar, se comparó el efecto de las 

condiciones control (B, C y Sc) en los niveles de c-MYC, ZEB1 y ABCB1 de células 

A2780, SKOV-3 y OV-90. Se determinó que no existen diferencias significativas 

en los niveles de ninguna de las proteínas estudiadas entre estas condiciones 

control. Considerando esto, los resultados de la semi-cuantificación de los 

western-blot se normalizaron con respecto a la condición C. 

 

4.2.1. Determinación de los niveles de c-MYC postransfección con miR-145 

más miR-23b mediante Western blot en líneas celulares A2780, SKOV-

3 y OV-90.  

Los resultados respecto a los niveles de c-MYC en células A2780 posterior a la 

transfección (Figura 9A y 9B), muestran una disminución significativa en los 

niveles de este factor transcripcional al sobreexpresar miR-145, miR-23b o la 

mezcla de ambos con respecto a la condición control. De este modo, al transfectar 

células A2780 con miR-145, los niveles de c-MYC disminuyeron en un 34%, 

mientras que al transfectar con miR-23b y mix, los niveles de c-MYC disminuyeron 

en un 36% y 42% respectivamente. 
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Un efecto similar se pudo constatar en las células SKOV-3 (Figura 9C y 9D) y OV-

90 (Figura 9E y 9F), dónde se obtuvo una disminución significativa de los niveles 

de c-MYC sólo en las condiciones miR-23b y mix, con respecto a la condición 

control. Al sobreexpresar los microRNAs, los niveles de esta oncoproteína 

disminuyeron en un 35 % (con miR-23b) y 46% (con el mix) en las células SKOV-

3. En tanto, c-MYC se redujo en un 51% y 54% al tratar células OV-90 con miR-

23b y mix respectivamente. 

Estos resultados permiten concluir que la mezcla de miR-145 más miR-23b 

disminuye los niveles de c-MYC en las tres líneas celulares de COE.  
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Figura 9. Western blot de c-MYC en cálulas de COE.  (A), (C) y (E) Imágenes representativas 
de niveles proteicos de c-MYC (57-65 kDa) en células A2780 (A), SKOV-3 (C) y OV-90 (E). Se 
cargaron 50 µg proteínas (A2780 y OV-90) y 80 µg de proteínas (SKOV-3). Como control de carga, 
se utilizó β-actina (42 kDa). PM, peso molecular en Kilodalton (kDa). (B), (D) y (F) Análisis 
semicuantitativo de las bandas de Western blot en células de COE posterior a la transfección con 
las diferentes condiciones. Los resultados fueron normalizados con respecto a β-actina y estos 
fueron expresados como veces de cambio respecto a la condición control, C. UA, unidades 
arbitrarias. N=4 en duplicado. * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001 comparados con respecto 
a la condición C (test de Kruskal-Wallis y post-test de Dunn). Resultados expresados como error 
estándar de la media (SEM). 
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4.2.2. Determinación de los niveles de ZEB1 post-transfección con miR-145 

más miR-23b mediante Western blot en líneas celulares A2780, SKOV-

3 y OV-90.                                                                  

ZEB1 es un factor transcripcional cuyo peso molecular (PM) es de 200 KDa, sin 

embargo, al realizar los ensayos Western blot, se pudo evidenciar la presencia de 

bandas adicionales, al cargar 50 µg de proteína de la condición basal. Estas 

fueron más intensas en células SKOV-3 comparada con la banda de 200 kDa y a 

su vez, con las observadas en células A2780 y OV-90 (Figura 10A). En el caso de 

las células OV90, estas bandas extra se pudieron visualizar al cargar 80 µg de 

proteína (Figura 10B), lo que indica que las células OV-90 presentan menores 

niveles basales de ZEB1 que las células A2780 y SKOV-3. 

 

Figura 10. Niveles de ZEB1 en líneas celulares de COE. (A) Imagen representativa de niveles 

basales de ZEB1 (200 kDa) en células A2780, SKOV-3 y OV-90. Se cargaron 50 µg de proteínas. 

(B) Niveles basales de ZEB1 en células OV-90 al cargar 80 µg de proteínas. Se realizó un 

duplicado de la condición basal. Para (A) y (B) se utilizó β-actina (42 kDa) como control de carga. 

 

Debido a que se ha descrito que estas bandas corresponderían a isoformas de 

ZEB1 en células de COE (64) y con el fin de determinar el efecto de la co-
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transfección de miR-145 y miR-23b sobre esta oncoproteína, se realizó la semi-

cuantificación y el análisis de datos de las bandas ubicadas entre 100 y 200 kDa. 

Los resultados en células A2780 se muestran en la figura 11. Se puede observar 

la presencia de 3 bandas en células A2780 (Figura 11A) siendo más intensa la de 

200 kDa (isoforma 1). El análisis de datos para la isoforma 1, muestra una 

disminución de los niveles de ZEB1 en las condiciones miR-145, miR-23b y mix 

comparado con la condición control. De este modo, los niveles de ZEB1 

disminuyeron en un 29% al sobreexpresar miR-145, 39% al sobreexpresar miR-

23b y 41% al sobreexpresar ambos microRNAs (Figura 11B).  

En el caso de las isoformas 2 (Figura 11C) sus niveles también fueron afectados 

por la transfección de miR-23b y mix. De este modo, los niveles de la isoforma 2 

de ZEB1, disminuyó en un 32% y 56% al transfectar con miR-23b y mix 

respectivamente. En el caso de la isoforma 3 (Figura 11D) esta presentó una 

disminución de un 27% (miR-23b) y 41% (mix) con respecto a la condición control. 

Con los datos de las tres isoformas, se realizó un gráfico de ZEB1 total (Figura 

11E), en dónde se observa una disminución significativa de los niveles proteicos 

de ZEB1 al transfectar con miR-23b y mix con respecto al control. Su abundancia 

disminuyó a un 26% transfectando con miR-23b y a un 46% Con la mezcla de 

ambos microRNAs. 



61 
 

Figura 11. Western blot de ZEB1 en células A2780. (A) Imagen representativa de niveles 
proteicos de ZEB1 (200 kDa) en células A2780. Se cargaron 50 µg de proteínas. Como control de 
carga, se utilizó β-actina (42 kDa). (B), (C), (D) y (E) Análisis semicuantitativo de las bandas de 
Western blot en células A2780 posterior a la transfección con las diferentes condiciones. Los 
valores fueron normalizados con respecto a β-actina y expresados como veces de cambio respecto 
a la condición control, C. N=4. * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001 con respecto a C (test de 
Kruskal-Wallis y post-test de Dunn). Resultados expresados como error estándar de la media 
(SEM). 

 

En el caso de las células SKOV-3, se pudieron evidenciar 3 isoformas, sin 

embargo, a diferencia de lo observado en las células A2780, la isoforma 1 de 

aproximadamente 200 kDa, es menos intensa comparado con las isoformas 2 y 3 

que presentan una mayor densidad (Figura 12A).  
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Al realizar el análisis estadístico de la isoforma 1 de ZEB1 en células SKOV-3, se 

obtuvo una disminución significativa en los niveles de este factor transcripcional 

luego de transfectar con miR-23b y mix comparado con C. De este modo, los 

niveles de la isoforma 1 de ZEB1 disminuyeron en un 35% (miR-23b) y en un 41% 

(mix) con respecto a la condición control (Figura 12B). En el caso de la isoforma 

2, los niveles de esta proteína disminuyeron en un 57% cuándo se transfectó con 

mix (Figura 12C). 

Por otra parte, la sobreexpresión de los miRs mostró diferencias en la isoforma 3 

de ZEB1, que es la isoforma más intensa (Figura 12A). El análisis estadístico 

indica diferencias significativas en las condiciones miR-23b y mix comparado con 

la condición control, obteniendo una reducción aproximada de un 30% y 50% 

respectivamente en los niveles de esta isoforma de ZEB1 (Figura 12D). 

Con los datos de las tres isoformas, se realizó un gráfico de ZEB1 total (Figura 

12E), en dónde se observó una disminución significativa de los niveles proteicos 

al transfectar con miR-23b y mix con respecto a la condición control. De este 

modo, ZEB1 total disminuyó a un 38% y 55% al transfectar con miR-23b y ambos 

miRs respectivamente. 
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Figura 12. Western blot de ZEB1 en células SKOV-3. (A) Imagen representativa de niveles 
proteicos de ZEB1 (200 kDa) en células SKOV-3. Se cargaron 50 µg de proteínas. Como control 
de carga, se utilizó β-actina (42 kDa). (B), (C), (D) y (E) Análisis semicuantitativo de las bandas de 
Western blot en células SKOV-3 posterior a la transfección con las diferentes condiciones. Los 
valores fueron normalizados con respecto a β-actina y C. N=4. * = p < 0.05, ** = p < 0.01 y *** = p 
< 0.001 comparados con respecto a la condición C (test de Kruskal-Wallis y post-test de Dunn). 
Resultados expresados como error estándar de la media (SEM). 

 

Por otra parte, en las células OV-90, se pueden apreciar dos isoformas principales 

de ZEB1 (Figura 13A). Una de éstas tiene un peso aproximado de 200 kDa 

(isoforma 1) mientras que la otra se puede visualizar entre los 100 y 135 kDa 

(isoforma 2).  
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En el caso de la isoforma 1 de ZEB1 en células OV-90, se puede observar una 

disminución significativa de sus niveles al transfectar con miR-145, miR-23b y mix 

con respecto a la condición control. De este modo, la isoforma disminuyó en un 

46%, 29% y 60% al transfectar con miR-145, miR-23b y mix respectivamente 

(Figura 13B). 

Por otra parte, en la isoforma 2 de ZEB1, las diferencias significativas sólo se 

pudieron observar al transfectar con mix, condición en la que se observó un 57% 

de disminución respecto al control (Figura 13C). 

Con los datos de las dos isoformas, se realizó un gráfico de ZEB1 total (Figura 

13D), en dónde se observó una disminución significativa de los niveles proteicos 

al transfectar con miR-145 y mix con respecto al control. De esta manera, ZEB1 

total en células OV-90 disminuyó en un 37% y 70% al transfectar con miR-145 y 

mix respectivamente. 

En conjunto, los resultados indican una disminución en los niveles de ZEB1 

posterior a la co-transfección de miR-145 más miR-23b en las líneas celulares de 

COE. 
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Figura 13. Western blot de ZEB1 en células OV-90. (A) Imagen representativa de niveles 
proteicos de ZEB1 (200 kDa) en células OV-90. Se cargaron 80 µg de proteínas. Como control de 
carga, se utilizó β-actina (42 kDa). (B), (C) y (D) Análisis semicuantitativo de las bandas de Western 
blot en células OV-90 posterior a la transfección con las diferentes condiciones. Los valores fueron 
normalizados con respecto a β-actina y C. N=4. * = p < 0.05, ** = p < 0.01 y *** = p < 0.001 
comparados con respecto a la condición C (test de Kruskal-Wallis y post-test de Dunn). Resultados 
expresados como error estándar de la media (SEM). 
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4.2.3. Determinación de los niveles de ABCB1 post-transfección con miR-

145 más miR-23b mediante Western blot en líneas celulares A2780, 

SKOV-3 y OV-90.                                                                           

ABCB1 es una proteína con un peso molecular que oscila entre los 130-180 kDa. 

En la figura 14, se muestran los niveles de ABCB1 en células de COE al cargar 

80 µg de proteínas de la condición basal. En células SKOV-3 se puede evidenciar 

la presencia de dos bandas, una banda tenue entre los 135-180 kDa y otra banda 

más intensa entre los 75-100 kDa, por lo que se consideraron estas dos bandas 

para la semi-cuantificación y análisis estadístico posterior (65). En el caso de las 

células A2780, sólo se observa una banda entre los 135-180 kDa, mientras que 

en las células OV-90 se observa una banda tenue alrededor de los 100 kDa, 

Además, se hace evidente que las células OV90 expresan menores niveles de 

ABCB1 comparado con las otras 2 líneas celulares. 

Debido a que las células OV-90 presentan niveles muy bajos de ABCB1 de forma 

basal, no fue posible determinar los niveles de esta proteína mediante Western 

blot, por lo que lo que se trabajó sólo con las células A2780 y SKOV-3. 
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Figura 14. Niveles de ABCB1 en líneas celulares de COE. Imagen representativa de niveles 
basales de ABCB1 (130-180 kDa) en células SKOV-3, A2780 y OV-90. Se cargaron 80 µg de 
proteínas. Se utilizó β-actina (42 kDa) como control de carga. 

 

En el caso de los niveles de ABCB1 en células A2780, se puede observar una 

disminución en los niveles de la proteína al transfectar con miR-145, miR-23b y 

mix con respecto a la condición control (Figura 15A y 15B). De este modo, ABCB1 

se redujo en un 34% al sobreexpresar con miR-145 y miR-23b por separado, 

mientras que al transfectar con la mezcla de ambos miRs los niveles del 

transportador de eflujo de fármacos disminuyeron en un 56%. 

En células SKOV-3, se pueden observar dos bandas, las cuales se indican como 

isoforma 1 y 2 de ABCB1 (Figura 15C). Los resultados para la isoforma 1, 

muestran una disminución en los niveles de la proteína cuando se transfecta con 

los miRs, comparado con la condición control. Esta disminución alcanzó un 40%, 

63% y 78% al transfectar con miR-145, miR-23b y mix respectivamente (Figura 

15D).  
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En el caso de la isoforma 2 de ABCB1, se observó una disminución en los niveles 

proteicos luego de transfectar con la condición mix comparado con la condición 

control, alcanzando un 60% de reducción (Figura 15E). 

Con los datos de las dos isoformas, se realizó un gráfico de ABCB1 total (Figura 

15F). Los resultados muestran una disminución en los niveles de ABCB1 total en 

la condición miR-23b y mix comparado con la condición control. De esta manera, 

ABCB1 total en células SKOV-3 disminuyó en aproximadamente un 45% y 70% 

al transfectar con miR-23b y mix respectivamente. 

Los resultados permiten concluir que la co-transfección de miR-23b y miR-145 

disminuyen los niveles del transportador de eflujo de fármacos ABCB1 en líneas 

celulares de COE.  
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Figura 15. Western blot de ABCB1 en A2780 y SKOV-3.  (A) y (C) Imágenes representativas de 
niveles proteicos de ABCB1 (130-180 kDa) en células A2780 (A) y SKOV-3 (C). Se cargaron 80 
µg proteínas. Como control de carga, se utilizó β-actina (42 kDa). (B), (D), (E) y (F) Análisis 
semicuantitativo de las bandas de Western blot en células de COE posterior a la transfección con 
las diferentes condiciones. Los valores fueron normalizados con respecto a β-actina y C. N=4.  * = 
p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001 comparados con respecto a la condición C (test de Kruskal-
Wallis y post-test de Dunn). Resultados expresados como error estándar de la media (SEM).} 

 

 

 

 



70 
 

4.3. Resumen de resultados 

Luego de realizar la transfección con miR-145, miR-23b y la mezcla de ambos 

miRs en células de COE, se pudo corroborar la sobrexpresión de miR-145 y miR-

23b al utilizar el protocolo de transfección transiente.  

Posteriormente se evidenció que la sobrexpresión de miR-145 más miR-23b 

disminuye no sólo la proliferación de las células de COE, sino también su 

migración e invasión. Estos resultados coinciden con la cuantificación de las 

proteínas oncogénicas que están involucradas en estos procesos, en dónde se 

observó una disminución de las proteínas c-MYC y ZEB1 al co-transfectar con mi-

145 más miR-23b. Además, en el presente trabajo se determinó el efecto de miR-

145 y miR-23b en ABCB1, proteína asociada a quimiorresistencia en células de 

COE, evidenciando una disminución en los niveles de este transportador al co-

transfectar con ambos miRs.  

De este modo, miR-145 más miR-23b disminuyen la proliferación, migración e 

invasión y los niveles de proteínas oncogénicas c-MYC, ZEB1 y ABCB1 en líneas 

celulares de cáncer ovárico epitelial. 
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5. DISCUSIÓN 

El cáncer ovárico epitelial es una neoplasia ginecológica que se caracteriza por 

su alta mortalidad. La baja sobrevida de las pacientes con CO se debe a que la 

enfermedad se diagnostica en estadios muy avanzados como una consecuencia 

de la sintomatología inespecífica y la falta de métodos diagnósticos adecuados 

que permitan una detección más temprana (20). Sumado a esto, la quimioterapia 

en las pacientes con COE avanzado no muestra los resultados esperados (7). 

Esto puede deberse a la existencia de otros factores moleculares que podrían 

estar participando en la progresión del cáncer de ovario, los cuales no están 

siendo considerados como blancos moleculares en la quimioterapia actual. 

Nuestro grupo de laboratorio pudo determinar que NGF se encuentra sobre 

expresado en cáncer ovárico y este puede unirse al receptor TRKA, provocando 

un aumento en la expresión de proteínas oncogénicas que promoverán la 

proliferación, migración, invasión y quimiorresistencia. Actualmente se conoce que 

NGF promueve la progresión del cáncer ovárico debido a que disminuye la 

transcripción de miRs como miR-145 y miR-23b, los cuales regulan la expresión 

de proteínas oncogénicas (36,39). De este modo, la disminución de miR-145 y de 

miR-23b se ha relacionado con mal pronóstico en una gran variedad de cánceres 

incluyendo cáncer colorrectal y de endometrio, entre otros (66–70).  

En cáncer ovárico nuestro grupo  pudo observar que los niveles tanto de miR-145 

como de miR-23b disminuyen con la progresión del cáncer ovárico, siendo 
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menores los niveles de estos miRs en biopsias de pacientes con cáncer ovárico 

de alto grado o pobremente diferenciado con respecto a las biopsias de tumores 

de ovario benigno (36,39). Esto también se pudo comprobar en las líneas 

celulares de cáncer ovárico A2780 y SKOV-3 las cuales derivan de pacientes en 

estadios diferentes del cáncer, en el caso de las A2780, estas células derivan de 

tumor primario, mientras que las células SKOV-3 derivan de una paciente con 

ascitis, por lo que sus niveles de miR-145 se encuentran más reducidos 

(39,71,72). Si bien aún no existen estudios que consideren a las células OV-90 en 

esta comparación, estas células son representativas de cáncer ovárico de alto 

grado, que es el tipo más agresivo de la enfermedad (73), lo que puede llevar a 

deducir que los niveles de miRs supresores de tumores en estas células son 

menores que en células SKOV-3 y aun mucho menores que los presentados en 

A2780 y células HOSE (células de epitelio superficial del ovario no tumorales).  

Teniendo en consideración que miR-145 y miR-23b son dos miRs que se 

encuentran disminuidos en cáncer ovárico epitelial y debido a que pueden modular 

una gran cantidad de proteínas, en este trabajo se quiso estudiar el efecto de la 

co-transfección de estos dos miRs supresores, en células de cáncer ovárico 

epitelial. 

Para ello, los resultados fueron comparados con respecto a tres controles: B, C y 

Sc, correspondientes a tratamientos sólo con medio de cultivo, medio de cultivo 

más reactivo de transfección y la transfección con una secuencia aleatoria de 

miRs respectivamente. Si bien la condición Sc, es considerada el mejor control 
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entre éstos para evidenciar que el efecto obtenido no se debe a la incorporación 

de una secuencia aleatoria de miRs, en el presente trabajo se demostró que no 

existen diferencias significativas entre los tres controles en los ensayos realizados. 

Considerando además que los resultados fueron normalizados con respecto a la 

condición C desde el principio y con el fin de facilitar el análisis estadístico de los 

resultados, se consideró a la condición C como control. 

Los resultados luego de la transfección con miR-145, miR-23b y la mezcla de 

ambos miRs en células de COE, mostraron la sobrexpresión de miR-145 y miR-

23b al utilizar el protocolo de transfección transiente. El aumento en los niveles de 

miR-145 y miR-23b conseguido con la transfección parece ser 4 a 5 veces mayor 

mayor en células SKOV-3 y OV-90, comparado con las células A2780, en especial 

cuando se transfecta con la mezcla de ambos miRs. Esto podría explicarse debido 

a que SKOV-3 y OV-90 corresponden a células que pueden expresar menores 

niveles de miRs supresores de tumores (como miR-145) tal como se describió 

anteriormente. Este efecto de la co-trasnfección de miR-145 más miR-23b, puede 

deberse a que miR-145 puede regular la expresión de otros miRs, tal como se ha 

descrito en células de cáncer de páncreas en dónde la transfección con miR-145 

provocó cambios en la expresión de 120 miRs (74). El efecto de miR-145 sobre la 

modulación de otros miRs en cáncer ovárico epitelial, aún no está del todo claro, 

por lo que, los resultados de esta tesis sugieren que miR-145 modula la expresión 

de miR-23b. Investigaciones previas realizadas por nuestro grupo de investigación 

permitirían proponer un posible mecanismo (39). Estudios in-silico muestran que 
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los mRNA de NGF, PI3K y Akt entre otras proteínas son blancos de miR-145 (39). 

De este modo, cuando se transfecta con la condición mix, el miR-145 presente en 

la muestra podría reducir la expresión de NGF y, por consiguiente, disminuir la 

concentración de este factor de crecimiento, el que se uniría en menor proporción 

al receptor TRKA, disminuyendo con esto la activación de sus vías de 

señalización. Esto podría implicar una menor represión en la trascripción de los 

miRs supresores de tumores, provocando finalmente un aumento en los niveles 

de miR-145 y miR-23b en las líneas celulares de cáncer ovárico epitelial. Cabe 

recordar que en cáncer ovárico, NGF disminuye los niveles de miR-145, proceso 

que podría estar siendo regulado vía PI3K/Akt, tal como se ha comprobado en 

cáncer de pulmón de células no pequeñas (75). De este modo la sobrexpresión 

de miR-145 podría inhibir la vía PI3K/Akt (la cual reprime su transcripción y la de 

otros miR supresores de tumores), aumentando con esto la transcripción de miR-

145 y mi-23b. Estos mecanismos podrían actuar de forma complementaria en los 

modelos estudiados. 

El aumento en los niveles celulares de miR-145 y de miR-23b luego de la co-

transfección de ambos miRs, sumado a que ambos miRs tienen sus propios 

mRNAs oncogénicos como blancos, coincide con los resultados mostrados en 

esta tesis, en dónde la sobrexpresión de miR-145 más miR-23b disminuyó la 

proliferación, migración e invasión en líneas celulares de cáncer ovárico epitelial 

y este efecto mostró ser mayor que el producido por la transfección de los miRs 

de manera independiente en los ensayos de migración.  
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Si bien, estudios realizados por nuestro grupo mostraron que la sobreexpresión 

de miR-145 y miR-23b por separado tienen efectos antitumorales (39,76), estos 

estudios no se realizaron en líneas celulares de cáncer ovárico de alto grado (línea 

celular OV-90), que es el más frecuente y con mayor tasa de mortalidad (73), por 

lo que el efecto de estos miRs en células representativas de la forma más agresiva 

de la enfermedad, hasta el momento era una incógnita. En el presente trabajo, se 

pudo observar que la transfección de los miRs en las células OV-90 produjo 

menores efectos antitumorales comparado con el efecto de éstos en las otras 

líneas celulares. Por ejemplo, en células A2780 (células consideradas menos 

metastásicas que las otras líneas celulares) se pudo observar una disminución de 

la proliferación y migración celular al transfectar con miR-145, miR-23b y también 

al co-transfectar con la mezcla de ambos miRs, mientras que en células OV-90 

(modelo representativo de COE de alto grado) no siempre se pudo evidenciar 

efecto sobreexpresando los miR por separado. Esto sugiere que la magnitud del 

efecto de los miRs parece ser dependiente de la línea celular trabajada, por lo que 

el tratamiento con estos miRs podría tener mejores resultados en células de 

cáncer ovárico de bajo grado y, por consiguiente, en estadíos más tempranos del 

cáncer. A pesar de lo anterior, la sobreexpresión de miR-145 más miR-23b en 

conjunto, disminuyó la proliferación no solo en células de COE de bajo grado, sino 

también afectó a células de COE representativas de alto grado. Estos resultados 

coinciden con lo encontrado al evaluar diferentes oncoproteínas. Por ejemplo, la 

co-transfección de miR-145 más miR-23b disminuye los niveles de c-MYC, que es 

un factor transcripcional oncogénico, que promueve la proliferación celular. Esto 
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concuerda con publicaciones realizados por el grupo de laboratorio en dónde se 

ha determinado que la sobreexpresión de miR-145 disminuye los niveles de este 

factor transcripcional (39). Por otra parte, también se encuentra descrito que c-

MYC es uno de los blancos moleculares de metformina, fármaco que disminuye 

la proliferación en células de COE. Interesantemente, metformina  aumenta los 

niveles de miR-145 y miR-23b en células de cáncer ovárico epitelial, por lo que se 

ha propuesto que el aumento de estos miRs producirían la disminución de c-MYC 

entre otros efectos antitumorales que se le atribuyen a este fármaco (76).  

Por otra parte, se pudo observar que la co-transfección de miR145 más miR-23b 

disminuye la migración e invasión en células de cáncer ovárico epitelial, efecto 

que parece ser mucho mayor que la transfección de los miRs por separado en el 

caso de la migración. El efecto de miR-145 y miR-23b sobre la migración e 

invasión ya ha sido reportado en células de cáncer ovárico de bajo grado y en una 

gran variedad de otros cánceres (39,58,77–81). Cabe destacar que el presente 

trabajo, mostró que la mezcla de ambos miRs pudo disminuir la proliferación y 

migración de manera significativa en las células de cáncer ovárico. Pero, además, 

el efecto que tiene este tratamiento sobre la invasión parece ser de mayor 

magnitud que el mostrado al evaluar proliferación y migración celular. Esto puede 

deberse a que tanto miR-145 como miR-23b pueden disminuir la expresión de 

ciertas metaloproteinasas (las cuáles son necesarias para la degradación 

proteínas de matriz extracelular), disminuyendo con ello la invasión de las células 

de COE (82–84). Considerando esta información, decidimos estudiar la proteína 
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ZEB1, debido a que participa en el proceso de TEM y por consiguiente, en 

migración e invasión celular (85). 

Se observó que la co-transfección de miR-145 y miR-23b disminuyó los niveles 

proteicos de ZEB1, factor transcripcional que participa en la TEM, cuya expresión 

se ha relacionado con una menor supervivencia y su silenciamiento con una 

menor migración e invasión en cáncer ovárico epitelial (86). Análisis in-silico 

efectuado en células de  cáncer ovárico y cáncer de vejiga, muestran que  ZEB1 

es un blanco de miR-23b y la sobreexpresión de este miR, disminuye los niveles 

de este factor transcripcional (36,60). Por otra parte, la disminución de ZEB1 luego 

de la transfección con miR-145 fue un resultado inesperado ya que no se encontró 

evidencia en la literatura que relacionara a miR-145 con este factor transcripcional, 

sin embargo, existen reportes en cáncer de próstata y cáncer pancreático en 

dónde la sobreexpresión de miR-145 reprimió la expresión de ZEB1 (87,88), lo 

que sugiere que miR-145 regula los niveles de ZEB1 directa o indirectamente.  

Cabe destacar que en los ensayos Western blot para la determinación de ZEB1 

en este trabajo, mostraron la presencia de bandas adicionales que también se ven 

disminuidas por efecto de la co-transfección de los miRs y que corresponderían a 

isoformas de ZEB1. Esta afirmación se basa en el hecho de que se han descrito 

5 isoformas de ZEB1 producidas por empalme alternativo y algunos de los pesos 

moleculares reportados en estas isoformas concuerdan con las bandas 

adicionales de los ensayos (64). Lamentablemente, existen escasos estudios que 

adviertan la presencia de isoformas de ZEB1 y el rol de estas en cáncer. En un 
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estudio realizado en células de cáncer de páncreas, se describió la presencia de 

diferentes transcritos de ZEB1 producidos por una poliadenilación alternativa de 

la transcripción, proceso que puede no sólo acortar regiones codificadas, sino que 

además puede provocar el acortamiento de la región 3´ no codificada (3´ UTR), 

luego del tratamiento con un quimioterapéutico. Lo interesante de esto, es que 

muchas de las regiones afectadas por este acortamiento, corresponden a los sitios 

de unión de miRs supresores de tumores que reprimen la traducción de ZEB1, por 

lo tanto, estos transcritos más cortos pueden estar en constante traducción y 

promover la TEM (89,90). Esto se correlaciona con lo encontrado en el presente 

trabajo dónde se pudieron observar bandas de menor peso molecular de manera 

más intensa que la banda de 200 kDa en células SKOV-3. Cabe mencionar que 

estas células son consideradas como altamente metastásicas, lo que podría 

deberse a la constante traducción de ZEB1 (91). A pesar de esto, la co-

transfección de miR-145 más miR-23b disminuyó los niveles de las isoformas de 

ZEB1, concordando con la disminución de la migración e invasión en líneas 

celulares de COE. 

Finalmente, se observó en células A2780 y SKOV-3 que miR-145, miR-23b y la 

co-transfección de miR-145 más miR-23b disminuyen los niveles del transportador 

de eflujo de fármacos ABCB1. Esto concuerda con estudios realizado en cáncer 

ovárico dónde se observó que la sobreexpresión de miR-145 disminuye los niveles 

de este transportador (54), sin embargo, el efecto de la transfección de miR-23b 

sobre el transportador ABCB1 no ha sido reportado en cáncer ovárico ni en otros 
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tipos de cáncer. Es importante mencionar que en células SKOV-3 se observaron 

dos bandas, que pueden corresponder a isoformas o variante mutantes de este 

transportador originadas por polimorfismos o por empalme alternativo al igual que 

lo observado en el caso de ZEB1 (65). Estudios realizados en distintos tipos de 

células, incluyendo líneas celulares de carcinoma hepatocelular, pudieron 

identificar 5 variantes transcripcionales de ABCB1 con diferentes longitudes. En 

las variantes más pequeñas, se observó un acortamiento de la región 3´ UTR, 

región que contiene los sitios de unión para miRs supresores de tumores como 

miR-145. Este artículo además menciona que células resistentes a fármacos, 

presentan mayoritariamente variantes de ABCB1 más cortas que además pueden 

tener regiones 3´ UTR más cortas, las cuáles al no tener o tener disminuidos los 

sitios de unión de los miRs supresores de tumores, se traducen de manera 

descontrolada (92). Este puede ser el caso de las células SKOV-3, las cuáles son 

resistentes a una gran variedad de fármacos (72) y tal como se pudo observar en 

el presente estudio, parecen presentar altos niveles de una variante de ABCB1 de 

menor peso molecular. A pesar de esto, la co-transfección de miR-145 más miR-

23b logró disminuir los niveles de las diferentes isoformas de ABCB1 en líneas 

celulares de COE. De este modo, considerando que ABCB1 se ha relacionado 

con la resistencia a múltiples fármacos y que su disminución puede restaurar la 

sensibilidad a la terapia, no sólo en cáncer ovárico, sino también en otros tipos de 

cánceres (93–95), los miRs y en específico la mezcla de mi-145 más miR-23b 

puede ser una posible terapia que complemente a los fármacos existentes o a 
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nuevas formulaciones, evitando la expulsión de estos al reducir los niveles de uno 

de los principales transportadores que induce quimiorresistencia en cáncer (95).  

Algo que cabe mencionar, es que en la presente investigación se observó que los 

niveles basales de ABCB1 están más aumentados en las líneas células A2780 y 

SKOV-3, las cuáles además tienen mayores niveles de factor transcripcional ZEB1 

comparado con las células OV-90 (células con niveles reducidos de ABCB1 y 

ZEB1), lo que podría indicar una posible regulación entre estas dos proteínas 

oncogénicas y, por consiguiente, podría potenciar los procesos de metástasis y 

quimiorresistencia en COE. Cabe destacar que ZEB1, puede inducir el aumento 

del transportador de eflujo de fármacos ABCC1 en cáncer prostático (96). 

Según lo presentado, la mezcla de miR145 más miR-23b disminuye la 

proliferación, migración e invasión y los niveles de proteínas c-MYC, ZEB1 y 

ABCB1 en líneas celulares de cáncer ovárico epitelial. Por lo tanto, la presente 

investigación permite plantear esta mezcla de miRs como una posible terapia que 

complemente a fármacos existentes, debido a su potencial como un posible 

supresor de tumores y a que al corresponder a moléculas endógenas que se 

encuentran disminuidas en cáncer, su administración puede no producir los 

efectos secundarios de la terapia convencional, mejorando con ello la calidad de 

vida de las pacientes. Considerando esto, es que se ha planteado la 

administración de miRs y metotrexato, asociados a nanopartículas de oro en 

células de cáncer ovárico epitelial (Sección 8. Anexo). 
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6. Conclusiones 

 

1. La co-transfección de miR-145 más miR-23b disminuye la proliferación, 

migración e invasión en líneas celulares de cáncer ovárico epitelial. 

2. Esta disminución se asocia con la reducción en los niveles de proteínas 

oncogénicas c-MYC y ZEB1 luego de la co-transfección de miR-145 más 

miR-23b.  

3. Adicionalmente la mezcla de ambos miRs disminuye la proteína de eflujo 

de fármacos ABCB1. 

 

7.  Proyección  

 

Considerando que la mezcla de miR-145 más miR-23b disminuye los 

niveles la proliferación, migración e invasión e incluso podría llegar a 

disminuir la quimiorresistencia de células de COE, la mezcla de ambos 

miRs podría utilizarse en nuevas formulaciones para el tratamiento del 

cáncer ovárico.  
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9. ANEXOS 

9.1. Efecto de metotrexato y microRNAs asociados a nanopartículas de 

oro en la proliferación de líneas celulares de cáncer ovárico epitelial. 

Con los resultados presentados con anterioridad se planteó que los miRs se 

podrían administrar a células de COE a través de una nanoformulación.  

La nanoformulación que se plantea, busca unir un fármaco antitumoral como el 

metotrexato (usado para el tratamiento del COE) y miRs a nanopartículas de oro, 

con el objetivo de potenciar el efecto de metotrexato y disminuir los efectos 

secundarios de este fármaco uniendo a la formulación péptidos que puedan 

dirigirse específicamente a las células de COE, sin embargo, hasta el momento 

sólo se han realizado estandarizaciones las cuáles son necesarias antes de poder 

evaluar el efecto de esta nanoformulación sobre las células de COE. 

Los antecedentes que llevaron al planteamiento de esta formulación y las 

estandarizaciones realizadas se presentan a continuación. 

9.2. Introducción 

9.2.1. Metotrexato 

El metotrexato (MTX), es un fármaco antagonista del ácido fólico utilizado 

actualmente como inmunosupresor en enfermedades autoinmunes y también 

para el tratamiento de diversos tipos de cánceres como cáncer de mama, cerebro, 

pulmón y cáncer de ovario (97,98). 
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En cáncer, el mecanismo de acción de MTX consiste en la inhibición competitiva 

de la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR), enzima que cataliza la conversión 

de dihidrofolato a tetrahidrofolato (98,99). Tetrahidrofolato es un cofactor derivado 

del ácido fólico que actúa como donante de grupos de un solo carbono para la 

síntesis de intermediarios involucrados en la formación de bases nitrogenadas, 

como 5,10-metilentetrahidrofolato y 10-formiltetrahidrofolato, necesarios para la 

síntesis de pirimidinas y purinas respectivamente (100,101). De este modo, MTX 

al inhibir DHFR, disminuye los niveles de tetrahidrofolato y con ello la síntesis de 

nucleótidos, provocando efectos citotóxicos y citostáticos en las células 

cancerígenas (97,100), lo que da cuenta de las ventajas que puede tener el uso 

de MTX como quimioterapéutico.  

A pesar de lo anterior, metotrexato al igual que otros fármacos indicados para el 

tratamiento del cáncer de ovario, presenta gran cantidad de efectos no deseados 

debido a su baja especificidad, ya que afecta no sólo a las células tumorales sino 

también a los demás tejidos, provocando efectos secundarios a nivel sistémico 

(102).  

De este modo, con el objetivo de disminuir los efectos adversos del metotrexato 

se han desarrollado nuevas formas de administración que permiten mantener el 

control espacial y temporal de su liberación, una de estas alternativas es el uso 

de metotrexato asociado a nanopartículas de oro (GNP-MTX). 
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9.2.2. Metotrexato y miRs asociados a nanopartículas de oro 

El uso de nanopartículas de oro (GNP) asociadas a diferentes fármacos utilizados 

para el tratamiento del cáncer ha surgido como una importante alternativa debido 

a que la superficie de las nanopartículas de oro es altamente modificable lo que 

permite que estas nanopartículas no sólo se pueda unir a diferentes fármacos sino 

también se puedan fusionar con moléculas que confieran direccionalidad y 

especificidad por cierto tejidos (103). De esta manera el uso de nanopartículas 

podría potenciar el efecto de un determinado fármaco antitumoral y junto con ello, 

disminuir los efectos adversos de la quimioterapia mejorando la calidad de vida 

de las pacientes con cáncer de ovario. 

Recientes estudios de nano formulaciones conformadas por nanopartículas de oro 

unidas a metotrexato mediante enlazadores como aductos de Diels Alder y 

polietilenglicol (PEG) han demostrado estabilidad,  incorporación celular y efecto 

terapéutico (104–107). Adicionalmente, se ha demostrado que el polietilenglicol, 

puede unirse covalentemente a análogos GnRH o FSH  dirigidos a receptores 

GnRH o FSH respectivamente los cuáles, además, se encuentran sobre 

expresados en COE (108–113). De este modo se pueden obtener nanopartículas 

de oro fusionadas tanto con moléculas terapéuticas como con péptidos que 

pueden ser reconocidos por las células cancerígenas. Una vez reconocida la nano 

formulación, ésta puede ingresar por endocitosis mediada por receptor al interior 

de las células en dónde moléculas con propiedades antitumorales como el 

metotrexato pueden ejercer su efecto (114).  
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Sin embargo, debido a que en una variedad de cánceres incluyendo el cáncer de 

ovario existen antecedentes de mecanismos de resistencia a metotrexato debido 

a la sobreexpresión del transportador de eflujo de drogas ABCB1, el cual 

disminuye la acumulación de metotrexato al interior de células de cáncer (115–

117); se plantea que, la administración de GNP-MTX en conjunto con miRs, los 

cuáles además pueden unirse a las nanopartículas de oro mediante PEG (118); 

podría ser una gran ventaja para evitar así la expulsión de metotrexato una vez 

que ha sido liberado en el interior de la célula. De esta manera, la administración 

de GNP/MTX/miR-23/miR-145 podría potenciar de mejor manera el efecto 

supresor de tumores que tendría la utilización de solo GNP-MTX o solo la mezcla 

de miRs. 

Con el fin de establecer un nanosistema que sea adecuado para unir metotrexato, 

miR-145 y miR-23b y dirigido a células de cáncer ovárico, se plantean 4 

nanoformulaciones (Figura anexo 1). Estas consisten en nanoesferas de oro 

(AuNPs) y nanovarillas de oro (AuNRs) unidas a análogos GnRH o FSH mediante 

PEG-COO- y estabilizadas mediante PEG-OMetilo (PEG-OME). 
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Figura anexo 1. Esquema representativo de nanoformulaciones dirigidas a células de COE. 
Los nanosistemas consisten en AuNPs y AuNRs unidas a GnRH o FSH dirigidos a receptores 
GnRH o FSH según corresponda. 
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9.3. Resultados y discusión. 

Con el objetivo de determinar la concentración adecuada de AuNPs-GnRH, 

AuNRs-GnRH, AuNPs-FSH, AuNRs-FSH, se sembraron pocillos con 5000 células 

A2780 las cuáles fueron tratadas con concentraciones de 10, 20, 30, 50 y 100 pM 

de nanopartículas durante 1 hora a 37°C y 5% de CO2. Posteriormente las células 

se lavaron con PBS 1X y se incubaron con medio RPMI 5% SFB durante 48 horas. 

Finalmente, se realizaron ensayos de viabilidad celular utilizando el reactivo Cell 

Counting Kit-8 (CCK8, #HY-K0301). 

Los resultados para cada formulación se muestran a continuación. 

 

9.3.1. Determinación de la viabilidad de células A2780 posterior al 

tratamiento con AuNRs-GnRH y AuNRs-FSH. 

Los resultados de viabilidad celular se muestran en la figura anexo 2. Se puede 

observar una aparente disminución en la viabilidad celular a partir de 50 pM tanto 

en AuNRs-GnRH (figura anexo 2A) como en AuNRs-FSH (figura anexo 2B). 

De este modo, la viabilidad de las células A2780 decae a un 28% y 42% al ser 

tratados con 50 pM y 100 pM de AuNRs-GnRH respectivamente (figura anexo 2A). 

Algo similar estaría ocurriendo en el caso de AuNRs-FSH (figura anexo 2B) dónde 

se observó una disminución en la viabilidad celular de un 18% (50 pM) y 37% (100 

pM).  
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Estos resultados podrían estar indicando un posible efecto tóxico de AuNRs 

unidas a GnRH o FSH en células A2780.  

 

 

Figura anexo 2. Viabilidad de células A2780 luego del tratamiento con AuNRs. Las 
condiciones se normalizaron con respecto a la condición basal (medio RPMI 5% SFB). Cada 
condición se realizó en triplicado. A N=3 y B N=2.Los resultados se expresan como error estándar 
de la media (SEM).   

 

9.3.2. Determinación de la viabilidad de células A2780 posterior al 

tratamiento con AuNPs-GnRH y AuNPs-FSH.  

En la figura anexo 3, se muestran los resultados de viabilidad posterior al 

tratamiento con AuNPs-GnRH y AuNPs-FSH. 

En el caso de AuNPs-GnRH, se puede observar una aparente disminución de la 

viabilidad celular luego del tratamiento con 50 pM y 100 pM de nanopartículas. 

Esta disminución es de un 30% y un 56% respectivamente (figura anexo 3A). 
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Por otra parte, resultados similares se pueden observar para AuNPs-FSH, dónde 

se obtuvo una aparente disminución de un 23% y 21% al tratar células A2780 con 

50 pM y 100 pM de nanopartículas respectivamente (figura anexo 3B). 

Figura anexo 3. Viabilidad de células A2780 luego del tratamiento con AuNPs. Las 
condiciones se normalizaron con respecto a la condición basal (medio RPMI 5% SFB). Cada 
condición se realizó en triplicado. A N=1 y B N=1.  

 

Los resultados para las cuatro formulaciones estarían indicando una disminución 

en la viabilidad de células A2780 frente a bajas concentraciones de 

nanopartículas, disminución que parece ser mayor al tratar con AuNRs-GnRH y 

AuNPs-GnRH.  

Existen antecedentes de efectos tóxicos de GNP en diferentes tipos celulares, lo 

que se suma a estudios en dónde se indican efectos anti proliferativos de análogos 

GnRH en células de cáncer ovárico epitelial (42,119).  
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Considerando lo anterior, se realizaron experimentos con AuNRs-PEG, AuNPs-

PEG y GnRH para determinar el efecto de estos tratamientos en la viabilidad de 

células A2780.  

9.3.3. Determinación de la viabilidad de células A2780 posterior al 

tratamiento con AuNRs-PEG, AuNPs-PEG y GnRH.  

Los resultados muestran una posible disminución en la viabilidad celular luego del 

tratamiento con 10, 20, 30, 50 y 100 pM de AuNRs-PEG (figura anexo 4A). Por lo 

que se puede concluir que AuNRs-PEG tienen un posible efecto tóxico en células 

A2780  

En el caso de AuNPs-PEG, la aparente disminución en la viabilidad celular solo 

se puede observar a partir de los 100 pM, contrario a lo observado al realizar el 

tratamiento con AuNPs-GnRH dónde se estaría presentando una disminución a 

partir de los 50 pM, indicando un posible efecto anti proliferativo de GnRH sobre 

las células A2780 (figura anexo 4B).  

Considerando lo anterior, se evaluó el efecto del péptido GnRH sobre las células 

A2780. Los resultados, muestran una viabilidad aparente de aproximadamente un 

100% luego del tratamiento con diferentes concentraciones de GnRH (figura 

anexo 4C). 

Estos resultados estarían indicando que GnRH no estaría afectando la viabilidad 

de células A2780, sin embargo, estudios concuerdan en que el tipo de unión al 

receptor de LRHR puede provocar diferentes efectos a nivel celular por lo que 
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GnRH al estar unido a nanopartículas puede exponer sitios de unión al receptor 

de GnRH que desencadenen efectos anti proliferativos a nivel celular (120,121). 

Figura anexo 4. Viabilidad de células A2780 luego del tratamiento con AuNRs-PEG, AuNPs-
PEG y GnRH. Las condiciones se normalizaron con respecto a la condición basal (medio RPMI 
5% SFB). Cada condición se realizó en triplicado. A N=1, B N=1 y C N=1. 

 

Considerando los resultados anteriores, se puede observar que de las cuatro 

formulaciones propuestas, AuNPs-FSH podría tener menores efectos tóxicos en 

células A2780, coincidiendo con estudios realizados anteriormente por nuestro 
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grupo de investigación, dónde células de COE fueron tratadas con AuNPs-FSH 

unidas a miR-145 disminuyendo la viabilidad y la migración  celular (112).  

9.3.4. IC50 de metrotexato en células A2780 

 Se determinó la concentración de metotrexato capaz de inhibir en un 50% la 

viabilidad de las células A2780 (IC50), con el objetivo de estimar la concentración 

de metotrexato necesaria para preparar AuNPs-FSH-MTX. 

Para ello, las células A2780 se trataron con concentraciones de 0, 10, 100, 500 y 

1000 µM de MTX durante 1 hora. Posteriormente se retiró el tratamiento, las 

células se lavaron con PBS 1X y se incubaron en medio RPMI 5% SFB por 48 

horas adicionales a 37°C, para posteriormente, evaluar la viabilidad celular 

utilizando el reactivo Cell Counting Kit-8 (CCK8, #HY-K0301). 

Los resultados muestran que el IC50 de MTX en células A2780 es de 97,4 µM 

(Figura Anexo 5). 

 

Figura Anexo 5. IC 50 de metotrexato (MTX) en células A2780. N=1 
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9.4. Proyecciones de la sección anexa 

- Los resultados preliminares podrían indicar que AuNPs-FSH sería el 

sistema adecuado para usar junto a metotrexato y miRs en células de COE, 

ya que por sí solo no pareciera afectar la viabilidad de las células de COE, 

aunque es necesario realizar experimentos adicionales para corroborarlo. 

En una siguiente etapa de este trabajo, se debe caracterizar esta 

formulación para poder evaluar el efecto de la funcionalización de AuNPs-

FSH-MTX, AuNPs-FSH-miR-145-miR-23b y AuNPs-FSH-miR-145-miR-

23b-MTX en células A2780 de cáncer ovárico epitelial. Para posteriormente 

probar la formulación con MTX y miRs. 
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