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RESUMEN 
 
El Glioblastoma Multiforme (GBM) es un tumor maligno catalogado como el de peor 
pronostico del sistema nervioso central. A pesar de los avances en el tratamiento, 
sigue siendo en gran parte incurable, convirtiéndolo en un problema de salud publica 
por su alta tasa de mortalidad. Esto ha llevado a la necesidad de encontrar nuevas 
estrategias terapéuticas que contribuyan al control de la progresión de esta 
enfermedad. Por tanto, los microARNs (miARNs) se han propuesto como una 
alternativa para el tratamiento del cáncer, debido a su importante papel en la 
expresión de numerosos genes. El clúster de microARNs del cromosoma 19 
(C19MC) tiene importancia biológica, ya que regula diferentes procesos celulares 
en condiciones fisiológicas y patológicas como el cáncer, donde se ha visto 
involucrado en procesos de reproducción, diferenciación, migración, proliferación, 
apoptosis, invasión entre otros. Por tal motivo el objetivo de nuestra investigación 
fue evaluar en la línea celular de GBM U87, el papel de miARNs del clúster C19MC, 
miR512-5p, 516b-5p, 516a-5p y 498, en procesos relacionados a la progresión 
tumoral. La línea celular fue transfectada con cada miARN de forma independiente 
y seguidamente ejecutados ensayos funcionales de migración, invasión y sobrevida. 
Entre los resultados más relevantes, identificamos que los miARNs evaluados 
tuvieron un efecto inhibitorio en la sobrevida celular exceptuando el miR-516a-5p. 
Adicionalmente, identificamos que el miR 516b-5p presenta una regulación positiva 
en el proceso de migración celular, mientras que los otros miARNs presentaron un 
papel inhibitorio en el índice de migración e invasión celular, exceptuando al 
miR516a-5p. Basado en estos resultados, pudimos concluir que los miARNs del 
clúster C19MC presentan un importante rol en la progresión tumoral, 
específicamente en GBM lo que, a nuestro conocimiento es la primera investigación 
realizada con este clúster en este modelo tumoral. 
 
 
 
Palabras clave: Glioblastoma Multiforme , C19MC, miR-512-5p, miR-516b-5p, miR-
516a-5p, miR-498, expresión génica ectópica, clonogénesis. 
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ABSTRACT 
 
 
Glioblastoma Multiforme (GBM) is a malignant tumor classified as the one with the 
worst prognosis of the central nervous system. Despite advances in treatment, it 
remains largely incurable, making it a public health problem due to its high mortality 
rate. This has led to the need to find new therapeutic strategies that contribute to 
controlling the progression of this disease. Therefore, microRNAs (miRNAs) have 
been proposed as an alternative for cancer treatment, due to their important role in 
the expression of numerous genes. The microRNA cluster of chromosome 19 
(C19MC) has biological importance, since it regulates different cellular processes in 
physiological and pathological conditions such as cancer, where it has been involved 
in processes of reproduction, differentiation, migration, proliferation, apoptosis, 
invasion, among others. . For this reason, the objective of our research was to 
evaluate in the GBM U87 cell line, the role of miRNAs from the C19MC cluster, 
miR512-5p, 516b-5p, 516a-5p and 498, in processes related to tumor progression. 
The cell line was transfected with each miRNA independently and then functional 
migration, invasion and survival tests were performed. Among the most relevant 
results, we identified that the miRNAs evaluated had an inhibitory effect on cell 
survival, except for miR-516a-5p. Additionally, we identified that miR 516b-5p 
presents a positive regulation in the cell migration process, while the other miRNAs 
presented an inhibitory role in the rate of cell migration and invasion, with the 
exception of miR516a-5p. Based on these results, we were able to conclude that the 
miRNAs of the C19MC cluster have an important role in tumor progression, 
specifically in GBM, which, to our knowledge, is the first investigation carried out with 
this cluster in this tumor model. 
 
 
 
Keywords: Glioblastoma Multiforme, C19MC, miR-512-5p, miR-516b-5p, miR-
516a-5p, miR-498, ectopic gene expression, clonogenesis. 
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1. ALCANCE Y DEFINICION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 
 
 
Los gliomas malignos son la tercera causa principal de muerte por cáncer en 
personas de entre 15 y 34 años, lo que representa el 2,5% del número mundial de 
muertes por cáncer (Silantyev et al., 2019). Entre estos, el glioblastoma multiforme 
(GBM) es el tumor maligno primario mas frecuente del sistema nervioso central, con 
una incidencia global aproximada de 10 por cada 100,000 personas. Puede 
presentarse a cualquier edad, pero la incidencia máxima es entre 55 y 60 años. La 
terapia estándar para GBM implica resección quirúrgica, seguida de radioterapia y 
quimioterapia concurrente y adyuvante. A pesar del tratamiento agresivo, la 
supervivencia después del diagnóstico es de 14-16 meses convirtiéndolo en un 
problema de salud pública, ya que se caracteriza por tener un pronóstico precario, 
tasas de supervivencia bajas y oportunidades terapéuticas extremadamente 
limitadas; por lo que existe una gran necesidad de identificar y evaluar otras 
opciones terapéuticas para estos pacientes (Chen & Hambardzumyan, 2018; Farina 
Hanif, Muzaffar, Perveen, Malhi, & Simjee, 2017; Kaka et al., 2019).  
El GBM tiene un conjunto extremadamente amplio de alteraciones, tanto genéticas 
como epigenéticas, que producen un gran número de mutaciones; todos esos 
componentes son relevantes para el comportamiento biológico del tumor y la 
resistencia al tratamiento, ya que  inciden en el curso clínico de esta enfermedad. 
Avances en la compresión de la patología molecular del GBM entre ellas la 
presencia de mutaciones clave y vías de señalización asociadas, son oportunidades 
para nuevas terapias (Stoyanov et al., 2018). Esto ha dado lugar a un creciente 
interés en los microARN (miARN), una clase de ARNs no codificantes de 18 a 25 
nucleótidos expresados de forma endógena, que tienen la capacidad de inhibir la 
expresión génica uniéndose al ARN mensajero (ARNm) diana, induciendo así el 
silenciamiento o degradación traduccional basado en la complementariedad con las 
dianas. Debido a su capacidad reguladora en situaciones fisiológicas normales así 
como en condiciones patológicas como en el cáncer, los miARN tienen una amplia 
gama de objetivos que les permite modular diferentes vías críticas para la 
progresión del cáncer; incluida la proliferación, muerte celular, metástasis, 
angiogénesis y resistencia a los fármacos (Shea et al., 2016). Los miARNs tienen 
un papel vital en este proceso mediante la regulación de oncogenes y supresores 
de tumores mediante el bloqueo de la traducción. El mecanismo de represión y 
regulación de la transcripción génica está definido por secuencias homólogas cortas 
llamadas secuencia “semilla”, que está localizada en el extremo 5’ de la secuencia 
del miARN maduro. Basado en la homología de estás secuencias los miRNAs 
pueden formar familias que frecuentemente forman grupos en clúster, localizados 
en regiones cromosómicas específicas y funcionalmente relacionados, que regulan 
blancos para asegurar la conservación de las funciones biológicas (Nguyen, Huang, 
Sugii, Cheong, & Choo, 2017; Zhou, Liu, & Cao, 2017). 
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Entre los miRNAs identificados en humanos, el clúster de miRNAs C19MC 
(Chromosome 19 miRNA Cluster), se encuentran mapeados en la sub-banda 
cromosomal 19q13, el grupo de genes de miARN humano más grande que consta 
de 46 genes que codifican un total de 56 miARN maduros (Ross, 2015). Este clúster 
de miRNAs tiene un papel crucial en la reproducción, desarrollo y diferenciación, 
está presente solo en el genoma de primates y humanos y se expresa casi 
exclusivamente en placenta y en menor grado en células madre embrionarias y 
ciertos tumores (Mouillet, Ouyang, Coyne, & Sadovsky, 2015; Xie et al., 2014). 
 
Este tejido placentario, tiene la habilidad de proliferar e invadir el miometrio, usando 
mecanismos moleculares controlados por diversos genes, que también están 
involucrados en las etapas iniciales de migración e invasión de procesos 
metastásicos en las células tumorales, pero que son finamente regulados en la 
placenta para lograr el grado preciso de invasión y respectiva vascularización. Se 
identificó que los miARNs del clúster C19MC atenúan la migración de trofoblastos, 
regulando el fenotipo invasivo. En esta misma línea, diferentes análisis 
bioinformáticos mostraron que algunos miembros del clúster regulan negativamente 
algunos genes estrechamente asociados con la promoción de la proliferación celular 
e invasión, así como genes involucrados en señales de supervivencia celular 
(Nguyen et al., 2017; Xie et al., 2014). 
 
La importancia de usar los mecanismos moleculares que controlan procesos 
biológicos en la placenta, como posibles blancos de estudio en modelos tumorales; 
en las similitudes observadas entre el trofoblasto placentario y las células 
cancerosas, propuesta en 1902 por John Beard en “la teoría trofoblástica del 
cáncer”. La cual supone que las células tumorales muestran características 
similares a los trofoblastos, como la migración celular, la invasión de la matriz 
extracelular, las tasas de proliferación más altas y la inducción de angiogénesis. 
Estos procesos biológicos están estrechamente controlados en los trofoblastos, 
pero su regulación esta desequilibrada en las células tumorales, dando lugar al 
cáncer. En la placenta, un posible mecanismo de control de estos procesos puede 
estar coordinado por miRNAs que se expresan exclusivamente en este tejido y esta 
relacionado con el C19MC (Ross, 2015). 
 
En este contexto, el C19MC, se convierte en un importante candidato a ser 
estudiado dentro del marco del desarrollo y la progresión tumoral. Tomando en 
consideración todo lo anterior, nos planteamos identificar la función biológica de 
algunos miARNs del C19MC que actúan como supresores tumorales, para 
determinar su función en la progresión tumoral de diferentes líneas celulares de 
GBM, determinando su acción sobre la sobrevida, migración e invasión de estas 
células tumorales. 
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2. MARCO TEORICO 
 
 
Con una incidencia creciente cada año, el cáncer representa un problema de salud 
importante en todo el mundo, ocupando el segundo lugar, después de las 
enfermedades cardiovasculares. El cáncer es una grave amenaza para la vida y la 
salud humana, en los últimos años se ha convertido en una de las principales 
causas de muerte. Según informes estadísticos, los nuevos casos de cáncer 
alcanzaron los 14,1 millones en todo el mundo y el número total de muertes 
relacionadas con el cáncer alcanzó los 8,2 millones en 2012. Con un aumento en la 
esperanza de vida y el deterioro del ecosistema global, la incidencia del cáncer está 
aumentando. Por  tanto se espera que el número de casos nuevos alcance los 23,6 
millones en 2030 (Collaborators, 2019). 
 
Los tumores cerebrales y del sistema nervioso central son una fuente de mortalidad 
y morbilidad para la cual el diagnóstico y el tratamiento requieren una gran 
asignación de recursos y una tecnología diagnóstica y terapéutica sofisticada. Los 
estudios epidemiológicos se limitan a regiones geográficas o períodos de tiempo 
específicos, lo que dificulta la comparación a escala mundial (Collaborators, 2019). 
 
Actualmente, la quimioterapia, la radioterapia y la cirugía son las terapias contra el 
cáncer más comunes, cada vez se logran mas avances en el tratamiento sin 
embargo la resistencia a estos medicamentos antitumorales ha conducido al fracaso 
de los tratamientos por lo que la búsqueda de opciones terapéuticas es la clave hoy 
en día en la investigación contra el cáncer. 
 
En este sentido, los microARNs (miARNs) han emergido como una excelente opción 
para la generación de nuevas estrategias terapéuticas contra esta enfermedad, ya 
que se sabe que regulan entre el 30-50% del genoma humano (W. Tan et al., 2018); 
(Si, Shen, Zheng, & Fan, 2019). 
Los microARNs  identificados en  1993, son un tipo de ARN no codificante pequeño, 
que contiene entre 19 y 24 nucleótidos de longitud y desempeñan un papel 
fundamental en la regulación de la expresión génica a nivel postranscripcional. Los 
miARN actúan degradando sus objetivos de ARN o reprimiendo la traducción de los 
ARN mensajeros (ARNm). Los miARN están implicados en la regulación de una 
variedad de procesos biológicos, como el ciclo celular, la diferenciación, la 
proliferación, la apoptosis, la tolerancia al estrés, el metabolismo energético y la 
respuesta inmunitaria (Si et al., 2019). Los miARN actúan como reguladores clave 
en la patogenia de múltiples enfermedades entre ellas el cáncer, ejerciendo efectos 
moduladores sobre el desarrollo del tumor. De hecho, algunos miARN pueden 
actuar como agentes tumorales y otros pueden actuar como supresores de tumores; 
sin embargo, muchos de ellos actúan como ambos, dependiendo del tejido donde 
se expresan (Flor & Bullerdiek, 2012; Si et al., 2019), regulando diferentes vías 
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moleculares. Resultados de muchos estudios revelan que cambiar la  expresión de 
un miARN particular asociado al cáncer puede alterar la expresión de una proteína 
oncogénica o antioncogénica potencial, lo que demuestra que los miARN pueden 
usarse como dianas terapéuticas y herramientas en el tratamiento del cáncer (W. 
Tan et al., 2018) 
 
Los miARNs para poder obtener ventajas reguladoras, a menudo se agrupan en 
ubicaciones cromosómicas específicas. Uno de los grupos mas grandes de miARN 
humanos está mapeado en el cromosoma 19 y se denomina grupo de miARN del 
cromosoma 19, o C19MC (Nguyen et al., 2017). Este clúster de miRNAs presenta 
un papel crucial en reproducción, desarrollo y diferenciación (Bentwich et al., 2005). 
En condiciones fisiológicas, C19MC se detecta predominantemente en la placenta, 
así como en células madre embrionarias, indiferenciadas y células germinales. Los 
miARN de C19MC se encuentran entre los miARN más abundantes expresados en 
células trofoblásticas humanas, al menos en placenta a término, modulando la 
migración e invasión del trofoblasto extravelloso (Malnou, Umlauf, Mouysset, & 
Cavaillé, 2018).  
 
El tejido placentario, tiene la capacidad de proliferar e invadir el miometrio por medio 
de mecanismos moleculares, controlados por diversos genes que a su vez están 
involucrados en las etapas iniciales de migración e invasión del proceso metastásico 
en las células tumorales; pero que en el tejido placentario son altamente regulados 
(Rousseaux, Debernardi, et al., 2013; Rousseaux, Wang, & Khochbin, 2013). Se ha 
identificado que los miRNAs del clúster C19MC atenúan la migración de 
trofoblastos, regulando el fenotipo invasivo. En esta misma línea, diferentes análisis 
bioinformáticos mostraron que algunos miembros del C19MC regulan 
negativamente algunos genes estrechamente asociados con la promoción de la 
proliferación celular e invasión, así como genes involucrados en señales de 
supervivencia celular a través de las vías PI3K/ATK, TNFs/NF-κB y TRAIL (Fornari 
et al., 2012).  
 
La relevancia de usar los mecanismos moleculares que controlan procesos 
biológicos en la placenta, como posibles blancos de estudio en modelos tumorales, 
se basan en las similitudes observadas entre las células germinales, trofoblastos de 
placenta y células cancerosas. Es por esto, que en el año de 1906 John Beard 
propone la llamada “teoría trofoblástica del cáncer”, la cual propone que las células 
tumorales tienen características similares a los trofoblastos, por ejemplo su alta 
proliferación celular, la falta de inhibición del contacto celular, las propiedades 
migratorias e invasivas, así como su capacidad para escapar de los efectos del 
sistema inmunológico; comportándose el trofoblasto como un tipo de tejido “pseudo-
maligno” el cual tiene la capacidad de realizar una “metástasis fisiológica”, para así 
lograr la implantación del blastocisto al endometrio uterino sin llegar a incorporarse 
al cuerpo materno ni fetal, con el fin de preparar el lugar para el mantenimiento y 
nutrición del embrión (Burleigh, 2008). La investigación sobre el trofoblasto en los 
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últimos años ha evidenciado las grandes similitudes entre las propiedades 
proliferativas, migratorias e invasivas de las células placentarias y las de las células 
cancerosas (Ferretti, Bruni, Dangles-Marie, Pecking, & Bellet, 2007), la cual estaría 
regulada en gran parte por miARNs que se expresan principalmente en este tejido 
(Bortolin-Cavaillé, Dance, Weber, & Cavaillé, 2009).  
 
Estos hallazgos resaltan la hipótesis de que la sobre expresión del clúster C19MC 
en el tejido placentario permite el adecuado desarrollo de la implantación y, la falta 
de expresión en otros tejidos supone la función biológica exclusiva de este grupo de 
miARNs característicos de placenta. No obstante,  se ha demostrado la presencia 
anormal de algunos miARNs del C19MC en células tumorales reportados como 
oncomiRs, donde su presencia contribuye a la proliferación, inhibición de la 
apoptosis, favorecimiento de metástasis e invasión (Breunig et al., 2017; Pang et 
al., 2014; Sin-Chan et al., 2019); mientras que otros miARNs tienen un papel de 
supresores tumorales donde se han asociado con  inhibición de la migración e 
invasión celular, favorecimiento de la apoptosis en diferentes tipos de cáncer (Li et 
al., 2017; Pardo et al., 2016). Hasta la fecha se han ido estudiando las funciones 
biológicas del C19MC en diferentes tipos de tumores sin tener aun claro su función 
como oncomiRs o supresor tumoral. Es por esto por lo que teniendo en cuenta las 
terapias basadas en miARNs, el C19MC se convierte en un importante candidato 
para regular los procesos tumorales, siendo una opción terapéutica. Por tal motivo 
nos planteamos identificar la función biológica de algunos miARN del C19MC en la 
progresión y desarrollo del GBM. 

 

2.1 GLIOBLASTOMA MULTIFORME 
 
El glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor cerebral primario maligno  mas común 
y agresivo en humanos, con una incidencia global menor de 10 por 100.000 
personas, la cual ha ido en aumento. Representa aproximadamente el 60% de los 
tumores cerebrales en adultos, con un pronostico desfavorable y una tasa de 
supervivencia en el primer año del 37.2% y a los 5 años del 5.1%.(O. G. Taylor, J. 
S. Brzozowski, & K. A. Skelding, 2019). convirtiendo esta patología en un problema 
de salud publica, debido a su pronostico fatal y pobre supervivencia, ya que los 
tratamientos existentes hasta el momento tienen un éxito limitado para la 
supervivencia en general. Cada año, se registran 240.000 casos de glioma en todo 
el mundo, y el GBM representa la mayoría de estos casos, como la forma más 
agresiva y maligna de cáncer cerebral, provocando miles de muertes por año (Taylor 
et al., 2019;Altmann, Keller, & Schmidt, 2019;(F. Hanif, Muzaffar, Perveen, Malhi, & 
Simjee Sh, 2017). 
 
La mayoría de los GBM son tumores primarios que surgen de novo como neoplasias 
agresivas y altamente invasivas, generalmente en ausencia de evidencia clínica, 
radiológica o histopatológica de enfermedad previa y lesiones procedentes de grado 
inferior; por tanto, aproximadamente dos tercios de los pacientes con GBM primario 
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tienen una historia clínica menor a 3 meses, con un rápido desarrollo de síntomas 
clínicos. Por el contrario, los GBM secundarios son mucho menos comunes y se 
derivan de la transformación y/o progresión de tumores de grado inferior. Sin 
embargo, a pesar de esta clasificación, la mayoría de los pacientes con GBM 
reciben tratamientos idénticos y actualmente existen pocas terapias dirigidas, lo que 
contribuye a los malos resultados que suelen experimentar los pacientes con GBM 
(O. G. Taylor et al., 2019).    
La atención estándar actual de la terapia consiste en una combinación de cirugía, 
radiación y quimioterapia, pero el éxito terapéutico sigue siendo escaso. El lograr 
identificar moléculas clave en el fenotipo maligno podría generar la posibilidad de 
generar nuevos objetivos terapéuticos que logren mejorar la supervivencia, sin 
embargo existen diferentes desafíos a tener en cuenta dado la anatomía cerebral, 
la barrera hematoencefálica (BHE)  y la biodisponibilidad farmacológica (O. G. 
Taylor et al., 2019). 
 

2.2 EPIDEMIOLOGÍA 
 
Los gliomas malignos son la causa del 2.5% de las muertes por cáncer y son la 
tercera causa principal de muerte por cáncer en personas entre los 15 y 34 años. 
La proporción de incidencia de GBM es mayor en hombres que en mujeres. Los 
occidentales tienen una mayor incidencia de gliomas que en los países 
subdesarrollados lo que podría asociarse a los accesos limitados en la atención 
medica y diagnostico tardío. Diferentes estudios además han demostrado que la 
raza negra es menos propensa a esta enfermedad siendo mas alta en otros grupos 
étnicos como asiáticos, latinos y blancos (Batash, Asna, Schaffer, Francis, & 
Schaffer, 2017). 
 
En los Estados Unidos, la incidencia anual promedio de glioblastoma ajustada por 
edad es de 3,21 por 100.000 habitantes, según los datos del registro de 2011 a 
2015. La incidencia varía según la edad y el sexo. La mediana de edad en el 
momento del diagnóstico es de 65 años en los glioblastomas primarios, con tasas 
más altas en el grupo de 75 a 84 años. El glioblastoma es 1,58 veces más común 
en hombres que en mujeres, con una incidencia anual ajustada por edad de 4,00 en 
comparación con 2,53 por 100.000 habitantes, respectivamente. En términos de 
raza o etnia la incidencia es más alta en blancos no hispanos y más baja en indios 
americanos o nativos de Alaska, con una incidencia aproximadamente 40% menor. 
A nivel mundial, la incidencia de glioblastoma es más alta en América del Norte, 
Australia y Europa del Norte y Occidental.  La prevalencia general de glioblastoma 
en los Estados Unidos es 9.23 por 100,000 habitantes (A. C. Tan et al., 2020). En 
Colombia son pocos los estudios estadísticos que podrían informarnos acerca de la 
prevalencia, sin embargo, el ultimo estudio sobre tumores cerebrales primarios en 
adultos, publicado en 2019 en la Pontificia Universidad Javeriana por el servicio de 
neurocirugía, indica que en Latinoamérica del 62,1% de los tumores del sistema 
nervioso, aproximadamente, el 89% corresponde a gliomas. Respecto a 
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estadísticas locales en Colombia, aunque resalta la poca información, para el 
periodo del 2007-2011 se estimó una incidencia anual ajustada por edad de 3,4 por 
cada 100.000 hombres y 2,5 por cada 100.000 mujeres. La mortalidad 
estandarizada por edad anual fue 2,5 y 1,9 por cada 100.000 hombres y mujeres, 
respectivamente  (Navia, Vega, & Lee, 2019). 
 

2.3 ETIOLOGÍA 
 
Etiológicamente, se conocen factores de riesgo vinculados que conducen al 
desarrollo de GBM, los factores de riesgo ambientales incluyen principalmente la 
exposición a radiación ionizante terapéutica y factores como el cloruro de vinilo o 
pesticidas, el tabaquismo, la refinación de petróleo o el trabajo de producción y el 
empleo en la fabricación de caucho sintético (Alifieris & Trafalis, 2015). Desde la 
década de 1960 se han notificado más de 116 casos de GBM como resultado de la 
exposición a la radiación y se ha podido predecir y calcular el riesgo general de 
desarrollar GBM después de la radioterapia, siendo de aproximadamente de 2,5%. 
También hay estimaciones de datos de bajas dosis de radiación para el tratamiento 
de tiña y hemangiomas cutáneos en niños que se han asociado con riesgos relativos 
de glioma.  Datos de cohortes retrospectivos en la población pediátrica después de 
la exposición a radiación terapéutica demuestran un riesgo mayor de gliomas en 
esta población, dependiendo de la dosis y volumen de radiación. En adultos hay 
menos estudios, pero el análisis del efecto de la radiación ionizante por ejemplo en 
la población japonesa, posterior a la irradiación por las bombas atómicas en 
Nagasaki e Hiroshima, se encontró una mayor incidencia de todos los tipos de 
tumores cerebrales incluidos los gliomas. Hasta ahora no se ha encontrado una 
asociación concluyente entre GBM y factores dietéticos, teléfonos celulares o 
campos electromagnéticos o traumas craneoencefálicos. Sin embargo, la 
predisposición genética y transmisión entre familias es aproximadamente el 5-10% 
de los casos, muchas de ellas en asociación con trastornos genéticos como la 
neurofibromatosis tipo 1 y 2 y la esclerosis tuberosa. (Davis, 2016; F. Hanif et al., 
2017). 
 

2.4 PATOGENIA 
 

GBM presenta una patogénesis compleja que implica mutaciones y alteraciones de 
varias vías celulares clave, asociadas con la proliferación celular, angiogénesis, 
migración y supervivencia. Actualmente se considera que las células tumorales no 
son homogéneas, los tumores se caracterizan por tener una variedad de tipos de 
células que forman una organización jerárquica que contiene células madre 
cancerosas (CMC) que se caracterizan por una división lenta; células precursoras 
con una división rápida y células diferenciadas las cuales no se dividen. La teoría 
de las células madre del cáncer se basa en la capacidad de autorrenovación de las 
células madre o células progenitoras, al adquirir diferentes mutaciones oncogénicas 
que le dan esta capacidad. Además de sus propiedades tumorogénicas y su extenso 
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potencial proliferativo, las CMC comparten varias propiedades de las células madre 
normales como la capacidad de multipotencia, autorrenovación y la capacidad de 
dividirse y dar origen a diferentes linajes celulares y células diferenciadas; además 
de una baja tasa de autorrenovación y un estricto control por su microambiente para 
regular el equilibrio entre la proliferación y la muerte celular (Altmann, Keller, & 
Schmidt, 2019). 
 
Las células madre neurales (CMN), son células autorrenovables con la capacidad 
de diferenciarse en múltiples tipos de células neurales como neuronas y células 
gliales (astrocitos y oligodendrocitos). Durante el desarrollo, las CMN son 
necesarias para la formación del sistema nervioso, sin embargo, se sabe que en el 
cerebro adulto se encuentran pequeñas poblaciones ubicadas en nichos 
específicos, donde se dividen de forma ocasional para generar células diferenciadas 
que incluyen neuronas y células gliales, donde se cree que la neurogénesis persiste 
durante toda la vida, sin embargo, en el cerebro adulto esta significativamente 
reducida respecto a la etapa embrionaria. Los estudios en roedores han evidenciado 
la presencia de dos nichos neurogénicos en el cerebro adulto, que contienen CMN, 
son la zona subventricular  de los ventrículo laterales y circunvolución dentada del 
hipocampo (Altmann, Keller, & Schmidt, 2019). 
 
La zona subventricular (ZSV) es el nicho neurogénico más grande del cerebro de 
los mamíferos adultos, Las CMN en la ZSV se encuentran en una cinta astrocítica 
en la zona subependimaria. Están rodeadas de células ependimarias, células 
endoteliales vasculares, astrocitos y oligodendrocitos, que son importantes para 
mantener las células madre y controlar la tasa de proliferación. Estas CMN con 
capacidad para proliferar, podrían transformarse en células propagadoras de 
tumores cerebrales a partir de mutaciones o desregulaciones que les brinden la 
capacidad de migrar y abandonar sus nichos pudiendo generar una proliferación 
impredecible y por lo tanto culminar en tumorigénesis mediante división celular 
asimétrica, con alta capacidad de migración, ya que estos tumores cerebrales se 
localizan mayormente en la corteza cerebral 95%, mientras que solo un pequeño 
porcentaje de los tumores ocurren en el cerebelo, el tronco encefálico y la médula 
espinal (Altmann, Keller, & Schmidt, 2019);(F. Hanif et al., 2017). La ZSV representa 
un nicho inflamatorio único, que difiere significativamente de otras regiones del 
cerebro debido al estrecho contacto con el líquido cefalorraquídeo (LCR)(Altmann 
et al., 2019).  
 
Macroscópicamente el GBM suele estar representado por una única lesión 
relativamente grande de forma irregular, de características heterogéneas, 
hemorragia multifocal, necrosis, áreas quísticas y gelatinosas, histopatológicamente 
se caracteriza por neoangiogénesis y heterogeneidad intratumoral y actividad 
mitótica prevalente; lo que da las características de mal pronostico (Batash, Asna, 
Schaffer, Francis, & Schaffer, 2017). 
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El sistema de clasificación de la OMS ha subtipificado los gliomas malignos basado 
en las características histológicas, sin embargo, se ha demostrado clínica y 
genéticamente que hay dos tipos de glioblastoma multiforme maligno que se 
subdividen en dos grupos principalmente, primario o de novo que se presenta 
generalmente en mayores de 55 años representando el 90%, y secundario 
(desarrollado a partir de un tumor preexistente) que se presenta en pacientes mas 
jóvenes. Ambos comparten el mismo mal pronostico, sin embargo, cada uno tiene 
mutaciones genéticas y epigenéticas claves que los diferencian y afectan vías 
relacionadas con la proliferación celular, supervivencia, invasión y angiogénesis 
(Batash, Asna, Schaffer, Francis, & Schaffer, 2017). 
 
En general, los GBM primarios suelen albergar tres alteraciones genéticas 
predominantes, amplificación y / o una alta tasa de mutación de EGFR (Epidermal 
growth factor receptor) en el cromosoma 7p, deleción homocigótica del gen 
CDKN2A-p16 INK4a en el cromosoma 9p y deleción del gen PTEN generalmente 
asociado con monosomía 10. Además, en un menor porcentaje (15%) presenta 
amplificación del oncogén MDM 2, particularmente en glioblastomas primarios que 
carecen de mutaciones TP53 y mutaciones de TERT. (Crespo et al., 2015), 
(Stoyanov & Dzhenkov, 2018). 
 
La perdida de la heterozigocidad del cromosoma 10 está presente en hasta el 70% 
de los glioblastomas primarios sugiriendo la presencia de varios genes supresores 
de tumores en este cromosoma, que pueden estar implicados en la tumorigénesis 
de GBM. Se ha reportado mutaciones del gen PTEN en aproximadamente el 25% 
de todos los glioblastomas primarios, a diferencia de deleción homocigótica de 
PTEN que ocurre raramente. De forma característica los GBM primarios con 
frecuencia muestran pérdida del cromosoma 10 en asociación con la amplificación 
de EGFR , lo que aumenta la posibilidad de que la interacción entre la señalización 
de EGFR y la anulación funcional de genes supresores del cromosoma 10 
relevantes puedan contribuir a las características agresivas de GBM. (Crespo et al., 
2015). Otros estudios, han identificado alteraciones genéticas adicionales en los 
GBM primarios, que incluyen mutación NF1 / deleción homocigótica (18%) y 
mutaciones de PIK3R1 ( 10%)(Crespo et al., 2015). 
 
A diferencia del GBM primario, se observa con mayor frecuencia mutación a nivel 
de TP53 en el cromosoma 17p en el GBM secundario, lo cual parece ser un evento 
temprano asociado con la transformación maligna en la vía a GBM secundario ya 
que éste proviene de un tumor de menor grado de malignidad como se describió 
previamente. La metilación del promotor de  genes  de reparación del ADN como 
MGMT también se asocia con frecuencia con mutaciones del gen TP53. 
 
En gliomas de bajo grado se han identificado mutaciones a nivel de los genes  IDH1 
e IDH2 , como alteraciones genéticas tempranas, así como en la vía hacia su 
transformación a glioblastomas secundarios. Además, se asocian con un perfil 
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aumentado de hipermetilación del ADN, por lo que podrían estar implicados en la 
oncogénesis por medio de inactivación de genes supresores de tumores como el 
gen proapoptótico HRK el cual codifica una proteína que interactúa con BCL2, 
desempeñando así un papel importante en el desarrollo y progresión hacia 
glioblastoma multiforme secundario por medio de la evasión de la apoptosis en 
tumores que aun no tienen mutación de TP53 (Crespo et al., 2015). La perdida de 
la heterozigocidad en diferentes cromosomas como el  13 en este tipo de tumores 
secundarios incluye el locus del gen de RB y  a nivel del cromosoma 22 el gen 
supresor de tumores TIMP-3. Con menos frecuencia que en los GBM primarios, los 
GBM secundarios también muestran amplificación de los genes PDGFRA y / o 
PDGFRB , potencialmente en asociación con la sobreexpresión del ligando de 
PDGF, dando lugar a un bucle autocrino en las células tumorales de GBM (Crespo 
et al., 2015 (F. Hanif et al., 2017). 
 

2.5 DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO 
 
Actualmente, los principales métodos de diagnóstico para la detección de gliomas 
se basan en pruebas neurológicas y métodos de neuroimágen entre las cuales la 
tomografía computarizada o imágenes de resonancia magnética ponen en 
evidencia la lesión (Davis, 2016); que en la mayoría de casos se realizan cuando la 
enfermedad ya se encuentra en un estadio avanzado. (Silantyev et al., 2019)  
La presentación clínica de los pacientes con GBM es variada dependiendo del 
tamaño y ubicación del tumor. A menudo las manifestaciones clínicas están 
asociadas con síntomas de aumento de la presión intracraneal lo que incluye 
cefalea y déficit neurológico focal o progresivo, además de episodios convulsivos 
(Davis, 2016; Fan, Xiong, & Wang, 2019). 
 
El enfoque terapéutico inicial para el GBM es la cirugía, su objetivo es obtener 
inicialmente un  diagnóstico certero, aliviar síntomas clínicos, aumentar la 
supervivencia y reducir la necesidad de esteroides. Sin embargo, ésta por si sola es 
insuficiente, la resección quirúrgica de los glioblastomas suele ser inadecuada, dada 
la frecuente presencia residual de focos microscópicos, lo que conduce a una 
recaída o incluso a la recurrencia de la enfermedad. Esto se debe principalmente a 
su crecimiento infiltrativo, así como a sus altas capacidades proliferativas; por tal 
motivo, requiere la asociación de otros tratamientos como radioterapia y 
quimioterapia. La radioterapia posoperatoria mejora la supervivencia, aun mas 
cuando se asocia a la administración concomitante de temozolamida un agente 
alquilante oral que aumenta la sobrevida en algunos de estos pacientes. La 
quimioterapia de segunda línea incluye la combinación o monoterapia con 
procarbazina, lomustina y vincristina; además de ciclofosfamida, irinotecán y 
regímenes basados en platino (D'Alessio, Proietti, Sica, & Scicchitano, 2019) No 
obstante, sigue siendo un tratamiento paliativo para este tipo de pacientes ya que 
en muchos de los casos se desarrolla resistencia a estos medicamentos. Una vez 
que ocurre la recurrencia de GBM, las opciones terapéuticas para los pacientes son 
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limitadas (Batash, Asna, Schaffer, Francis, & Schaffer, 2017; Olivia G. Taylor, 
Joshua S. Brzozowski, & Kathryn A. Skelding, 2019) 
 
El tratamiento de los tumores cerebrales enfrenta desafíos únicos, entre los que se 
encuentra la heterogeneidad intratumoral, neoangiogénesis, las diversas 
alteraciones genéticas y epigenéticas y la presencia de la barrera hematoencefálica 
(BHE) la cual limita el paso de moléculas y fármacos para el ingreso al sistema 
nervioso central. El GBM es una enfermedad a menudo mortal y las opciones de 
tratamiento estándar disponibles para los pacientes solo son paliativas y 
mínimamente efectivas. La evidencia actual sugiere una mejor comprensión de la 
biología básica de esta enfermedad para que se puedan identificar objetivos 
adicionales y opciones de tratamiento personalizadas y eficaces que mejoren la 
sobrevida en estos pacientes (Olivia G. Taylor et al., 2019). 
Varios estudios han confirmado que los miARN tienen roles clave en varios eventos 
patogénicos en GBM. Por tanto, estas moléculas pueden ser un novedoso candidato 
para el tratamiento de esta patología (Saadatpour et al., 2016). 
 

2.6 TERAPIA BASADA EN MicroARNs 
 
En la última década, se ha podido demostrar que una clase de pequeños ARN no 
codificantes (ncARN), llamados micro ARN, están involucrados en varios procesos 
fisiológicos y patológicos incluido el crecimiento celular, la apoptosis, la invasión y 
la metástasis. Los miARN son ncARN de 19 a 24 nucleótidos de largo, capaces de 
modular la expresión de genes específicos degradando los correspondientes ARN 
mensajeros o bloqueando su acceso a la maquinaria ribosómica (ver Ilustración 1). 
Gracias al avance tecnológico, se ha generado una gran cantidad de datos 
moleculares sobre el perfil de expresión de los miARN en varios tipos de cáncer. 
Además, mediante el desarrollo de herramientas bioinformáticas de predicción, se 
han encontrado conjuntos específicos de miARN con la capacidad de modular una 
amplia variedad de tumores (Silantyev et al., 2019; Xiong et al., 2019). 
 
La terapéutica basada en miARNs esta basada en la capacidad de estas moléculas 
de  dirigirse a varios genes dentro de la misma vía o incluso a múltiples vías 
oncogénicas, actuando como supresores de tumores (Shea et al., 2016). 
 
Los imitadores de miARN son moléculas de ARN sintéticas de doble hebra que 
tienen secuencias idénticas a sus equivalentes naturales, lo que permite la 
restauración o amplificación de la actividad de un miARN diana. La terapia de 
reemplazo de miARN tendría como objetivo restaurar o amplificar una pérdida de 
función, particularmente de la actividad supresora de tumores. Esto se puede lograr 
mediante la administración de imitadores de miARN sintéticos, que tienen 
secuencias idénticas a sus equivalentes naturales. Por ejemplo, Chen et al. 
encontraron que el miR ‐ 203 se redujo significativamente en los gliomas de alto 
grado en comparación con los gliomas de bajo grado y el tejido cerebral normal. La 
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transfección de imitaciones de miR ‐ 203 en una línea célular de GBM humana U251 

redujo notablemente la expresión de la fosfolipasa D2, un objetivo de miR ‐ 213 de 
carácter oncogénico en GBM. Esto suprimió la proliferación e invasión de las células 
U251, demostrando la utilidad de la terapia basada en miARN. Otro ejemplo fue la 
administración de miR ‐ 145 y miR ‐ 33a sintetizados químicamente por Ibrahim et 
al, en un modelo de ratón de carcinoma de colon. La inyección intraperitoneal de 
miR ‐ 145 redujo sustancialmente la proliferación tumoral y aumentó la apoptosis de 
las células tumorales, mientras que miR ‐ 33a disminuyó la quinasa oncogénica Pim 

‐ 1 y disminuyó la proliferación de células tumorales. La administración de ambos 
miARN resultó en reducciones significativas en el tamaño del tumor, lo que ilustra 
la eficacia de este tipo de tratamientos. También se han iniciado investigaciones de 
imitadores de miARN en ensayos clínicos. MRX34, un imitador de miR ‐ 34 
formulado en liposomas, se encuentra actualmente en un estudio de fase I realizado 
por Mirna Therapeutics. Este estudio examinará sus efectos sobre el cáncer de 
hígado primario irresecable metastásico. (ClinicalTrials.gov Identifier: 
NCT01829971 ). (Shea et al., 2016) Esta evidencia sugiere que las terapias basadas 
en miRNAs son un gran foco de interés, ya que podrían usarse para mejorar la 
sobrevida en pacientes con GBM. 
 
 
 

 
 
 

 
 

Ilustración 1. Biogénesis de los microARNs 



 

 

 

 

 25 

2.7 CLUSTER DE MicroARNs DEL CROMOSOMA 19 
 
Los genes de miARNs están organizados por clúster o grupos donde se transcriben 
de forma coordinada, los cuales están funcionalmente relacionados en la regulación 
negativa de genes diana, dentro de diferentes vías de señalización llevando a cabo 
diferentes funciones biológicas de manera controlada y equilibrada dentro de una 
célula (J. Wang et al., 2011) Un ejemplo de esto, es el Clúster de microARN del 
cromosoma 19 (C19MC), el cual es el clúster más largo que se ha encontrado en 
humanos hasta ahora y abarca más de 100 kb, esta regulado por impronta 
genómica y se encuentra ubicado en Chr.19q13.4 humano (Guo & Lu, 2010; Malnou 
et al., 2018) Es específico de primates y contiene 46 genes de miARN  altamente 
homólogos , incluidos 7 pares duplicados de los mismos genes, flanqueados por 
elementos Alu, que codifican finalmente para 58 microARNs maduros (Sadovsky, 
Mouillet, Ouyang, Bayer, & Coyne, 2015), que pueden ser especies de miARNs 5p 
o 3p, según los brazos precursores pre-miARN. Además parecen procesarse a partir 
de intrones de una transcripción pobremente caracterizada (denominada C19MC-
HG) compuesta por muchos exones repetidos no codificantes (Bortolin-Cavaillé et 
al., 2009) 
 
Análisis bioinformáticos han predicho que los miARN de C19MC desempeñan un 
papel fundamental en la reproducción, el desarrollo y la diferenciación en los 
primates en comparación con los vertebrados inferiores. La función de C19MC 
relacionada con la reproducción se refleja además en su expresión restrictiva en los 
tejidos reproductivos, pero no en otros órganos y tejidos adultos; ya que la expresión 
de C19MC en condiciones fisiológicas se detecta predominantemente en la 
placenta, así como en células madre embrionarias indiferenciadas y células 
germinales (Sadovsky et al., 2015). En la placenta humana, C19MC se expresa en 
bloque a partir del alelo paterno gobernado por un promotor principal ubicado 17,6 
kb corriente arriba del primer gen de miARN en el grupo. La transcripción del grupo 
C19MC está mediada por la desmetilación de la región promotora principal rica en 
CpG corriente arriba para generar primero una transcripción primaria que abarque 
todo el grupo de genes C19MC, seguido de empalme para generar la especie de 
miARN precursora individual, y posteriormente procesada por el complejo 
microprocesador DGCR8-Drosha para generar miARN maduros individuales. 
(Nguyen et al., 2017(Malnou et al., 2018) 
 
Aunque las funciones biológicas del clúster no son del todo claras, se ha sugerido, 
mediante herramientas bioinformáticas, que C19MC juega un papel importante en 
el desarrollo embrionario, crecimiento celular, proliferación, supervivencia y 
diferenciación celular (Lin et al., 2010; R. Zhang, Wang, & Su, 2008). Se ha 
observado expresión de miARN de C19MC en células madre embrionarias e 
inducidas. Sin embargo, su expresión cae considerablemente cuando estas células 
se diferencian, lo que puede indicar un papel en el mantenimiento de un estado 
indiferenciado. Además, diferentes investigaciones indican que ciertos miARN de 
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C19MC se expresan de manera aberrante en tumores específicos, evidenciando la 
reactivación del grupo C19MC como consecuencia de reordenamientos 
cromosómicos o modificaciones epigenéticas (Liu et al., 2013; Sadovsky et al., 
2015). Muchos de estos miARNs tienen actividad supresora de tumores y otros 
actividad oncogénica, o ambas dependiendo del tejido donde se encuentre (Flor & 
Bullerdiek, 2012; Si et al., 2019). 
 

2.8 AGRUPAMIENTO DEL CLUSTER DE MicroARNs DEL CROMOSOMA 19 
 
Para obtener ventajas reguladoras, los miARN, en particular los de la misma familia, 
a menudo se agrupan en ubicaciones cromosómicas específicas, 25% de los 
miARN humanos están organizados en grupos (Kabekkodu et al., 2018). Además, 
la alta homología entre la secuencias de los miARNs agrupados, también sugiere 
que los genes blancos que regulan son comunes o tienen funciones similares (Lin 
et al., 2010). C19MC probablemente presenta estas características, ya que, a partir 
del alineamiento de secuencias se ha observado que 16 microARNs del clúster 
presentan en la región semilla una gran similitud, correspondiente a la secuencia 5'-
AAGUGC-3 ' como se observa en la Tabla1. De esta forma, se ha observado que 
estos 6 nucleótidos cambian de posición, dado que varían entre las posiciones 2 a 
7, 1 a 6, 3 a 8 o 4 a 9 del extremo 5´ del miARN maduro (Nguyen et al., 2017) . Esta 
secuencia semilla esta relacionada con la interacción de la región 3'UTR de los 
ARNm afines y la similitud de la región semilla entre diferentes miARNs del clúster, 
que esta relacionado con la regulación de genes diana similares así como de las 
funciones biológicas, por ejemplo en el caso de microARNs con secuencia semilla 
5'-AAGUGC-3 hallada en la posición 2 a 7, se ha observado en su mayoría 
involucrada en procesos de proliferación celular y apoptosis, según datos obtenidos 
a partir ontology  y Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (Nguyen et al., 
2017;Lin et al., 2010). 
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Se ha observado una gran similitud entre miARNs del clúster C19MC a partir de 
alineación de secuencias, por lo que se han agrupado según su homología y  
maduración de la hebra, ya sea 3´o 5´ en los subgrupos 1 y 2 respectivamente, y de 
menor homología subgrupo 3 como se observa en el Ilustración 2 (Lin et al., 2010). 
 
 
 

Tabla 1. MicroARNs del clúster C19MC que presentan la secuencia hexamerica 5'-AAGUGC-3 '. Los miARN 
que tienen la secuencia semilla AAGUGC en la posición canónica de nucleótidos 2-7 se denominan grupo I 
(verde); los miARN en posición no canónica se denominan grupo II, con los subgrupos IIa secuencia semilla en 
la posición 1-6 (azul) y IIb secuencia semilla en posiciones 3-8 y 4-9 (morado). 

 
 

Tomado de (Nguyen et al., 2017). 
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Grupo de miARN C19MC (recuadro rosado) y genes que codifican proteínas circundantes (recuadros azules). 
En los Círculos se aprecian Subgrupo clúster 1: corresponde a los microARNs maduros provenientes del brazo 
3´, subgrupo clúster 2: microARNs maduros provenientes del brazo 5´ y subgrupo clúster 3: microARNs maduros 
provenientes tanto del brazo 5´y 3´ con homología de las secuencias diferente a los demás miRNAs del clúster.  

 
Tomado y modificado de (Lin et al., 2010;Bullerdiek & Flor, 2012) 

 
 
 

Cluster 1 

 
miR 515-3p miR 519a-3p miR 520g 

miR 516a-3p miR 519b-3p miR 520h 
miR 517a miR 519c-3p miR 521 
miR 517b miR 519d-3p miR 522 
miR 517c miR 519e-3p miR 523 

miR 518a-3p miR 520a-3p miR 524-3p 
miR 518b miR 520b-3p miR 525-3p 
miR 518c miR 520c-3p miR 526b 

miR 518d-3p miR 520d-3p miR 1283 
miR 518e miR520e-3p miR 1323 

miR 518f miR 520f-3p 

Cluster 2 

 
miR 520a-5p miR 527 

miR 519c-5-p miR 526a 
miR 519b-5p miR 525-5p 
miR 518d-5p miR 524-5p 
miR 518a-5p miR 520d-5p 
miR 515-5p miR 520c-5p 

Cluster 3 

 
miR 512-3p 
miR 512-5p 
miR 516a-5p 

miR 516b 
miR 498 

 
Ilustración 2. Región cromosómica 19q13.4.   

 



 

 

 

 

 29 

2.9 VÍAS  DE REGULACIÓN DEL CLÚSTER DE MicroARNs  DEL  CROMOSOMA 
19 

 
Los análisis de enriquecimiento de los procesos biológicos mediante la herramienta 
Gene Ontology, expusieron las posibles vías en las que los subgrupos del C19MC 
podrían estar participando. Además, estas rutas para cada subgrupo del clúster 
están asociadas principalmente con el control del ciclo celular y proliferación como 
se evidencia en la Tabla 2, razón por la que se ha asociado y corroborado la 
desregulación de este clúster con procesos tumorales (Fornari et al., 2012; Toffanin 
et al., 2011; Ward et al., 2014); Fornari et al., 2012(Augello et al., 2012). 
Adicionalmente, el clúster 3, el cual presenta una baja homología en la secuencia 
respecto a los clúster 1 y 2, se encuentra mayormente asociado a procesos de 
regulación negativa de la proliferación, invasión y migración, ya que se han 
reportado especialmente como supresores de tumores en varios estudios y modelos 
tumorales como cáncer de esófago, pulmón, colon entre otros; en los que se 
encontró una baja expresión de los miARNs de este clúster en los pacientes con 
diferentes tipos de tumor y donde la sobre expresión de estos en las diversas líneas 
celulares cancerosas llevó a una regresión del tumor.(Zhao, Wang, & Xing, 2018); 
(Li, Lei, Xu, & Tao, 2015; J. Zhu, Zhang, Yang, & Jin, 2017) 
 

 
 
 
Tabla 2. Datos reportados de gene ontology (GO). Análisis de los diferentes ARNm que podrían ser blanco 
del C19MC y las rutas asociadas. 

 
 
Tomado y modificado de (Lin et al., 2010). 

RUTAS DE SEÑALIZACION ASOCIADAS 

CLUSTER 1 

Desarrollo de estructura 
anatómica 

Desarrollo de órganos 

Desarrollo del sistema nervioso 

Diferenciación célular 

CLUSTER 2 

Procesos de ciclo célular 

Regulación del ciclo célular 

Progresión del ciclo célular 

CLUSTER 3 
Regulación de la proliferación 

célular 
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Recientemente se ha estudiado también el papel del C19MC en la regulación de la 
transición epitelio mesénquima (TEM) la cual, durante la implantación embrionaria 
es realizada por el citotrofoblasto a medida en que se diferencian en trofoblastos 
extravellosos invasivos, para la placentación y mantenimiento del embarazo. El 
estudio pudo evidenciar una disminución de la expresión de genes asociados 
directamente a TEM y aumento de la expresión de factores de reprogramación con 
aceleración de ésta, gracias a la activación transcripcional de C19MC e inducción 
de la expresión de los factores pluripotentes OCT4 y FGF4 (Mong et al., 2020). 
 
 

2.10 MicroARNs EN GBM 
 
La epigenética ejerce un papel muy importante en la gliomagénesis. En relación con 
la patobiología del cáncer, esto significa que los miARN afectan muchas de las 
características del cáncer, los genes a los que se dirigen los microARNs 
desregulados en GBM están implicados en muchas vías y parecen tener 
predilección por dirigirse a genes del desarrollo, lo que los hace fundamentales en 
la regulación de la proliferación celular, la resistencia a la apoptosis, la autofagia, la 
invasión y metástasis, la angiogénesis y la resistencia a fármacos. (Banelli et al., 
2017;Shea et al., 2016).  
Muchos miARN se regulan positivamente en GBM y pueden clasificarse 
funcionalmente como oncomiR. miR-21 fue el primer miARN oncogénico en ser 
identificado, y tiene la capacidad de unirse a múltiples genes oncosupresores como 
por ejemplo PTEN y el inhibidor de metaloproteinasas TIMP3; participando así en la 
remodelación de la matriz extracelular, la infiltración tumoral y la angiogénesis. 
Otros oncomiRs como miR-221 y miR-222, participan en la inactivación de los 
supresores del ciclo celular p27 y p57. Sin embargo, otros son los microARNs 
regulados a la baja en GBM,  que están involucrados en el control y regulación 
normal de las vías celulares relacionados con la patogenia de esta enfermedad 
(Banelli et al., 2017). miR7 y miR128 involucrados con supervivencia y proliferación,  
se dirigen directamente a EGFR reprimiendo la vía Akt, por lo que su baja presencia 
en GBM favorece la viabilidad e invasividad de las células tumorales al aumentar 
esta ruta de señalización. Los miR137 y miR124a son otro ejemplo de microARNs 
regulados pobremente en GBM, inhiben la expresión de CDK6 y la fosforilación de 
RB en la vía relacionada con la familia de factores de transcripción E2F, que juega 
un papel fundamental en la progresión del ciclo celular. miR34a también se regula 
negativamente de forma persistente en GBM y tiene objetivos similares, reprimiendo 
CDK6 , CCND1 , MET, NOTCH1, NOTCH2 y SIRT1. Las proteínas RAS, que 
procesan señales aguas abajo de los receptores de crecimiento, también son el 
objetivo de los miARN y desempeñan un papel clave en la desregulación de las vías 
de proliferación y migración en muchos cánceres, incluido el GBM. let-7 es un 
miARN que está disminuido en los gliomas y se correlaciona inversamente con la 
presencia de proteínas RAS  (Mercatelli, Galardi, & Ciafrè, 2017). 
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La apoptosis y la autofagia son dos mecanismos utilizados para eliminar las células 
disfuncionales o estresadas, la resistencia a la apoptosis es una de las 
características distintivas de las células cancerosas. Los miARN pueden tener 
funciones pro o antiapoptóticas, por lo tanto, se regulan de manera diferencial 
durante la progresión del cáncer. Los miARN antiapoptóticos se dirigen a genes 
proapoptóticos y con frecuencia se regulan positivamente en GBM. miR21, miR-
221/mir-222 y miR-335 se sobreexpresan e interfieren con la señalización de P53 / 
Bcl-2 / PUMA, DAAM1 y TGF- β, promoviendo el crecimiento e invasión. Por otro 
lado, entre los miARN proapoptóticos, que se dirigen a genes antiapoptóticos y, a 
menudo, se regulan negativamente durante la progresión de GBM; encontramos a 
miR218 quien ejerce su influencia a través de CDK6 y miR451 quien modula la vía 
PI3K / Akt. Por lo que su regulación a la baja se corresponde con un aumento de la 
proliferación celular (Mercatelli, Galardi, & Ciafrè, 2017; Shea et al., 2016). 
 
Varios miARN contribuyen también a la autofagia como a la progresión de la GBM. 
El miR17 se sobreexpresa con frecuencia en los gliomas y se dirige a ATG7, uno 
de los reguladores maestros de la autofagia. miR21 también inhibe la autofagia y 
mejora la resistencia de las células de glioma a la radioterapia, además de aumentar 
la expresión y actividad de diversas metaloproteinasas de matriz (MMPs),  facilitar 
la unión Ras / Raf, e inducir la fosforilación de ERK; mejorando así el potencial 
invasivo de las células GBM (Shea et al., 2016). Las MMP también son objetivo de 
otros miARN, incluido el miR146b, quien inhibe la expresión de MMP16, una enzima 
que funciona en la proteólisis de los componentes de la matriz extracelular y, por lo 
tanto, es fundamental para las propiedades de migración e invasión de las células 
tumorales. Por lo tanto, el miR146b a menudo disminuye durante la gliomagénesis, 
lo que permite la regulación al alza de MMP16. El miR7 funciona también como 
supresor tumoral al reducir la expresión de MMP2 y MMP9, disminuyendo la 
capacidad de las células para moverse a través de la matriz extracelular y disminuir 
la invasividad (Shea et al., 2016; Mercatelli, Galardi, & Ciafrè, 2017).  
 
Son muchos los microARN involucrados en la patogenia del GBM, por lo que se 
nombran los mas relevantes en algunas de las principales características de la 
enfermedad. Sin embargo, falta mucho por descubrirse por el gran impacto que 
tienen en la progresión y heterogeneidad del GBM, debido a su amplia gama de 
objetivos y funciones. El perfil de expresión de los diferentes microARNs han ido 
permitiendo entender la patogenia ya que brindan información valiosa, que los 
convierte en una herramienta para el diagnóstico, pronostico y tratamiento.  
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3. OBJETIVOS DEL PROYECTO 
 
 

  3.1 GENERAL 
 
 
Evaluar el papel de los microARNs del subgrupo 3 del Clúster C19MC en la 
progresión tumoral en la línea celular de Glioblastoma Multiforme U87. 
 
 

 3.2 ESPECIFICOS 
 

• Identificar el perfil de expresión de los miARNs del subgrupo 3 del C19MC en 
la línea celular U87 de Glioblastoma Multiforme. . 

 

• Determinar la acción de los miARNs del subgrupo 3 del C19MC sobre la 
sobrevida de la línea celular U87 de Glioblastoma Multiforme. 

 

• Identificar el efecto de los miARNs del C19MC en el proceso de migración 
tumoral en la línea celular U87 de Glioblastoma Multiforme. 

 

• Caracterizar la acción de los miARNs del subgrupo 3 del C19MC en invasión 
tumoral en la línea celular U87 de Glioblastoma Multiforme. 
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4. HIPÒTESIS 
 
 
Los microARNs miR-512-5p, 516a-5p, 516b-5p y 498, que hacen parte del subgrupo 
3 del clúster C19MC regulan negativamente los procesos de sobrevida, invasión y 
migración en la línea celular U87 de GBM. 
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5. METODOLOGÍA 
 

 

5.1 CULTIVO CELULAR 
 
Para identificar el papel de los miARNs del C19MC, se empleó la línea celular U87 
(ATCC® HTB-14™) adquirida por medio de la Universidad Nacional en el año 2020. 
Estas células fueron cultivadas en Medio Dulbecco’s Modified Eagle (DMEM - 
Lonza), suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) (Eurobio, France) en 
incubadora con atmósfera húmeda al 5% de CO2 y 37°C, definidas como 
condiciones estándar. Los desechos generados fueron manejados bajo el protocolo 
de seguridad estándar del laboratorio de Bioquímica experimental y Bioinformática 
de la Facultad de Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana (PUJ). 
 

5.2 TRANSFECCIÓN TRANSITORIA 
 
Los miRNAs pertenecientes al subgrupo 3 del clúster C19MC miR 512-3p, miR 512-
5p, miR 516a-5p, miR 516b y miR 498 fueron transfectados en la línea celular U87. 
El tipo de transfección realizada fue reverse, en la cual se plaqueó en placas de 6 
pozos a una densidad de 5 x 105 células/pozo y seguidamente se adicionó el 
complejo mimic RNA-lipofectamina en cada pozo (ABM Global Headquarters, 
Cánada). La transfección fue llevada a cabo usando Lipofectamine™ RNAiMAX 
Transfection de Thermo Fisher Scientific y solución stock de 10 mM de cada mimic 
de miARN correspondiente y el control negativo (mimic con miARN sin blanco en 
humanos) (ABM Global Headquarters, Cánada); de acuerdo con las instrucciones 
sugeridas por el fabricante. Los cultivos transfectados fueron dejados en incubadora 
bajo condiciones estándar por 48 horas, realizando cambio de medio a las 24 horas. 
Cada experimento fue realizado por triplicado. 
 

5.3 REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL (RT-
qPCR) 
 
En primer lugar, se corroboró la expresión basal de los microARNs en la línea U87. 
El ARN total fue extraído de las células, usando TRIzol Reagent (Invitrogen, 
Carlsbad, California), según las instrucciones del fabricante. High Capacity cDNA 
Reverse Transcription kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) fue usado 
para generar el cADN partiendo de 20ng de ARN, de acuerdo con las 
recomendaciones del fabricante.  
 
Para la determinación de la expresión de los miARNs se emplearon sondas Taqman 
MicroRNA Assays prediseñadas (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) y 
para llevar a cabo la reacción se usó un termociclador de tiempo real modelo CFX96 
de Biorad. U48 fue usado como gen normalizador y como control de expresión se 
utilizó el ARN de Trofoblastos, los cuales expresan el clúster C19MC. 
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Posteriormente y siguiendo el mismo procedimiento mencionado anteriormente, se 
evaluó el éxito de la transfección de los diferentes mimics de miARN del subgrupo 
3 del clúster C19MC en las células U87, empleando como gen controlador (house 
keeping gene) el miARN U48 y como control de la transfección, se comparó con 
células U87 sin transfectar. Todos los datos se analizaron a través del método 2-ΔΔCt 
(Schmittgen and Livak 2008). 
 

5.4 ENSAYOS FUNCIONALES 
 
Luego de asegurar la transfección de los diferentes mimics de microARNs en la 
línea celular de Glioblastoma, se prosiguió a realizar ensayos funciónales en estas 
células. 
 

5.5 ENSAYO DE CLONOGENIA 
 
El procedimiento para evaluar sobrevida se realizó por medio del ensayo 
clonogénico de acuerdo al protocolo estándar (Coccini, Manzo et al. 2014), con 
menores modificaciones. Una suspensión de células transfectadas fue sembrada 
en placas de 6 pozos a una densidad de 500 células por pozo, conteniendo en 2mL 
de medio de cultivo completo DMEM al 10% SFB. Después de 10 días, periodo 
requerido para la formación de colonias, las placas se lavaron con PBS y las células 
se fijaron con formaldehido al 4% y fueron teñidas con solución de Giemsa (1:20 en 
buffer fosfato, pH 7,0) por 10 minutos. El número de colonias se cuantificó usando 
un estereoscopio y determinando como una colonia el conjunto de 50 células. Cada 
experimento fue realizado por triplicado. 
 

5.6 ENSAYO DE MIGRACIÓN 
 
La migración celular se evaluó usando ThinCert™ inserts (Greiner Bio One, 
Frickenhausen, Germany). El inserto contiene poros de 8 μM y fue puesto en placas 
de 24 pozos. Fueron sembradas en la cámara superior de cada inserto 7x104 células 
en medio libre. En la cámara inferior se empleó medio de cultivo DMEM con SFB al 
10%. Las células se incubaron en condiciones estándares por 7 horas a 37°C. 
Después de este tiempo, las células que quedaron en la parte superior del inserto 
fueron removidas con un hisopo y las células que invadieron hacia la parte inferior 
de la cámara se fijaron con formaldehido al 4% en PBS por 10 minutos y teñidas 
con solución Giemsa (1:20 en buffer fosfato, pH 7,0). Posteriormente, las células 
fijadas fueron visualizadas al microscopio invertido bajo un objetivo de 20X y se 
tomaron fotos, cinco campos por inserto. El número total de células que migraron 
fueron contadas manualmente con ayuda del software ImageJ. Cada experimento 
ser realizó por triplicado. 
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5.7 ENSAYO DE INVASIÓN 
 
La invasión celular se evaluó usando BioCoat™ Matrigel® Invasión Chambers 
(Corning, NY, USA). El inserto contiene poros de 8 μM y fueron puestos en placas 
de 24 pozos. Fueron sembradas en la cámara superior de cada inserto 8x104 células 
en medio libre. En la cámara inferior se empleó medio de cultivo DMEM con SFB al 
10%. Las células invadieron por 24 horas a 37°C. Después de este tiempo, las 
células que quedaron en la parte superior del inserto fueron removidas con un 
hisopo y las células que migraron hacia la parte inferior de la cámara se fijaron con 
formaldehido al 4% en PBS por 10 minutos y teñidas con solución Giemsa (1:20 en 
buffer fosfato, pH 7,0). Posteriormente, las células fijadas fueron visualizadas al 
microscopio invertido bajo un objetivo de 20X y se tomaron fotos, cinco campos por 
inserto. El número total de células que invadieron fueron contadas manualmente 
con ayuda del software ImageJ. Cada experimento ser realizó por triplicado. 
 

5.8 ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO 
 
El enriquecimiento de genes se llevó a cabo mediante la herramienta online DIANA 
TOOLS-mirPath v.3.0 Este es un servidor web de análisis de rutas de miARN, el 
cual emplea como algoritmo predeterminado la prueba exacta de Fisher de una cola, 
con el fin de poder detectar vías enriquecidas con genes blanco para cada miARN 
(Vlachos et al., 2015). En DIANA-miRPath v3.0, se puede seleccionar entre 
objetivos de genes miARN pronosticados in sillico y objetivos validados 
experimentalmente o ambos. La predicción de objetivos in sillico se realiza utilizando 
DIANA-microTCDS, que calcula un puntaje de interacción entre miARN y la región 
3'-UTR del gen. DIANA-microTCDS ha sido probado contra una variedad de datos 
experimentales de alto rendimiento mostrando una alta sensibilidad y especificidad. 
Adicionalmente, miRPath v3.0 puede realizar análisis avanzados, como la 
agrupación jerárquica de miARN y rutas en función de los niveles de sus 
interacciones. Por tanto, en este estudio se introdujo el código correspondiente para 
cada microARN, según miRBsase y seguidamente se corrió el análisis de manera 
individual, teniendo en cuenta tanto las interacciones predichas (micro-CDS) y las 
validadas experimentalmente (TarBase). 
 
A partir de los resultados arrojados por el software, únicamente fueron tomados en 
cuenta los enriquecimientos de genes asociadas con cáncer y se resaltaron los 
genes relacionados con supervivencia, migración e invasión; y su progresión que 
tuvieran un valor de p < 0.05. Los diagramas de interacción ilustrados por Diana 
TOOLS fueron la base para las ilustraciones desarrolladas en esta investigación 
además de los proporcionados por KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes), un recurso de base de datos para comprender las funciones y utilidades 
de los sistemas biológicos; a partir de información a nivel molecular, especialmente 
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conjuntos de datos moleculares a gran escala generados por secuenciación del 
genoma y otros de alto rendimiento. (https://www.genome.jp/kegg/) 

 

5.9 ANALISIS ESTADÍSTICO 
 
Todos los datos fueron obtenidos de tres experimentos independientes con sus 
respectivos triplicados. El análisis estadístico se realizó utilizando el software 
GraphPad 9.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EE. UU.)  Los resultados se 
presentan como la media ± desviación estándar. Las diferencias entre dos grupos 
se determinaron mediante la prueba t Student.  
 
Los valores de probabilidad (p) menores o igual a 0,05 se consideraron 
estadísticamente significativos y los valores de p menores o iguales a 0,001 fueron 
considerados altamente significativos. 
 

5.10 CONSIDERACIONES ÉTICAS 
 
Este proyecto se realizó según la legislación actual de consideraciones éticas y 
normas de control de bioseguridad establecidas en la asociación médica mundial 
(AMM) en la declaración de Helsinki (World Medical Association (WMA), 2013) y 
Manual de bioseguridad en el laboratorio de la Organización mundial de la Salud 
(WHO, 2004). De igual forma, cabe resaltar que en esta investigación no se llevó a 
cabo ningún tipo de intervención sobre animales o individuos humanos, sino que 
cada experimento se realizó exclusivamente en una línea tumoral comercial, que en 
este caso corresponde a U87 adquirida por ATCC y la cual está clasificada en la 
categoría “investigación sin riesgo” según el Ministerio de Protección Social, 
resolución No 008430 de 1993 (Colombia, 2007). Esta línea celular es mantenida y 
crio conservada en nitrógeno líquido en el Laboratorio de Bioquímica experimental 
y computacional de la Pontificia Universidad Javeriana, siguiendo las instrucciones 
de la ATCC. 
 

5.11 DECLARACIÓN DE LA NO EXISTENCIA DE CONFLICTO DE INTERÉS 
 
Los investigadores de este estudio declaran no tener conflictos de intereses en el 
desarrollo de este trabajo de investigación, no estar involucrados como 
investigadores en ensayos clínicos en curso sobre el tema, no haber recibido 
donaciones o beneficios por parte de grupos interesados y no hacer parte de grupos 
profesionales con conflictos de interés. 
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6. RESULTADOS DE INVESTIGACIÓN 
 

 

6.1 Identificar el perfil de expresión de los miARNs del subgrupo 3 del 
C19MC en la línea de Glioblastoma U87. 
 
Como primer paso, se corroboró el perfil de expresión de los miARNs 512-3p, 512-
5p, 516a-5p, 516b-5p, 498 pertenecientes al clúster C19MC mediante RTqPCR en 
la línea tumoral de GBM U87. Se tomó como control positivo ARN de placenta y 
U48 como gen normalizador. Se observó que cuatro de los cinco microARNs se 
encuentran ausentes en la línea U87 y todos se encuentran presentes en el tejido 
placentario (Ver Ilustración 3). La expresión relativa fue calculada mediante el 
método del 2−ΔΔCt. 

 

Encontramos como resultado en la evaluación del perfil de expresión de los 
microARNs en la línea celular U87, la presencia innata del microARN 512-3P el cual 
hace parte del grupo 3 del C19MC (Ver Ilustración 3) con una expresión positiva 
relativa respecto al normalizador. 
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A. Perfil de expresión microARN 512-3P. B. Perfil de expresión microARN 512-5P. C. Perfil de expresión 
microARN 516a-5P. D. Perfil de expresión microARN 516b-5P. E. Perfil de expresión microARN 498. 

 
 
Los resultados son presentados en valores de las medias de expresión ± desviación estándar. 

Ilustración 3. Perfil de expresión de los microARNs del subgrupo 3 del C19MC en Placenta vs U87. 
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Demostrada la ausencia de cuatro de los cinco microARNs del subgrupo 3 de 
C19MC en la línea tumoral, se prosiguió a transfectar la línea celular U87 con cada 
uno de los microARNs por triplicado y se evaluó la eficacia de la transfección 
respecto al control negativo, usando una secuencia scramble (Ver Ilustración 4). 
Una vez determinada la transfección positiva en las células, se estimó el efecto que 
cada miARN tuvo en los diferentes procesos de sobrevida, migración e invasión 
celular.  
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 

 

 
 

 
 

 
 

Se presentan los valores de expresión de los microARNs en las células U87 transfectadas con el mimic de 
miARN en comparación con las células que fueron transfectadas con el scramble. Se presentan las medias ± 
desviación estándar de la expresión normalizada. 
 

Ilustración 4. Confirmación de la transfección de los microARNs en las células U87. 
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6.2 Determinar la acción de los miARNs del subgrupo 3 del C19MC en la 
sobrevida de la línea celular U87 de Glioblastoma Multiforme. 
 
 
El índice de sobrevida se evaluó a través de la capacidad de formación de colonias 
de las células de la línea celular U87 al ser transfectadas con cuatro de los cinco 
microARNs del subgrupo 3 del C19MC, de forma independiente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

El miARN 512-5p transfectado en la línea celular 
U87 influyó negativamente y de forma significativa 
(p= 0,0002) sobre la sobrevida, ya que, respecto al 

control, disminuyó la formación de colonias. 

 

El miARN 516a-5p transfectado en la línea celular 
U87 no influyó en la sobrevida (p= 0,9920), ya que, 
respecto al control, permaneció constante la 

formación de colonias. 

Ilustración 5. Índice de sobrevida microARN 512-
5p del subgrupo 3 del C19MC en la línea celular 
U87. 

Ilustración 6. Índice de sobrevida microARN 
516a-5p del subgrupo 3 del C19MC en la línea 
celular U87. 
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Las ilustraciones muestran la media de colonias, normalizada por el control con su respectiva desviación estándar. 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
Se muestran imágenes de colonias para cada microARN en dos aumentos diferentes. 

El miARN 516b-5p transfectado en la línea celular 
U87 influyó negativamente y de forma muy 
significativa (p= <0,0001) sobre la sobrevida, ya que, 
respecto al control, disminuyó la formación de 
colonias. 

El miARN 498 transfectado en la línea celular U87 
influyó negativamente y de forma muy significativa 
(p= <0,0001) sobre la sobrevida, ya que, respecto al 
control, disminuyó la formación de colonias. 

Ilustración 8. Índice de sobrevida microARN 498 
del subgrupo 3 del C19MC en la línea celular U87. 

Ilustración 7. Índice de sobrevida microARN 
516b-5p del subgrupo 3 del C19MC en la línea 

celular U87. 

Ilustración 5. Imágenes estereoscópicas representativas del ensayo clonogénico de células U-87 
después de la transfección con los diferentes mimics del subgrupo 3 del C19MC. 
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6.3 Identificar el efecto de los miARNs del C19MC en el proceso de migración 
tumoral en la línea celular U87 de Glioblastoma Multiforme. 
 
 
La migración es una propiedad de las células vivas presente en condiciones 
fisiológicas y patológicas como el cáncer, relacionándose así con el proceso de 
metástasis. La capacidad de migrar permite a las células cambiar de posición dentro 
de un tejido, sin presentar actividad destructiva o proteolítica del mismo (N. Kramer 
et al., 2013). Por tanto y con el fin de determinar el efecto que tienen 4 microARN 
del subgrupo 3 del C19MC en el potencial migratorio de las células de Glioblastoma 
U87; se llevo a cabo el ensayo de migración in vitro a través de membranas 
Transwell. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

El miARN 512-5p transfectado en la línea celular U87 
influyó negativamente y de forma significativa            
(p= 0,0005) en el índice de migración, ya que, 
respecto al control, disminuyó la capacidad 
migratoria. ImageJ cuantificó el número relativo de 
células migratorias. 

El miARN 516a-5p transfectado en la línea celular 
U87 no influye en el índice de migración (p= 0,5064), 
ya que, respecto al control, permanece constante la 
capacidad migratoria. ImageJ cuantificó el número 
relativo de células migratorias. 

Ilustración 11. Índice de migración microARN 
516a-5p del subgrupo 3 del C19MC en la línea 
celular U87. 

Ilustración 10. Índice de migración microARN 
512-5p del subgrupo 3 del C19MC en la línea 
celular U87. 
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Las ilustraciones muestran la media de migración, normalizada por el control con su respectiva desviación estándar. 
 
 

 
 

 

 
 

Se muestran imágenes de migración transwell para cada microARN en aumento 20X. Se examinaron las células 
U87 en busca de migración célular en placas de 24 pocillos con cámaras Transwell. Las células migradas se 
tiñeron con Giemsa. 
 
 
 
 
 
 

El miARN 516b-5p transfectado en la línea celular 
U87 influye positivamente y de forma muy 
significativa (p= <0,0001) en el índice de migración, 
ya que, respecto al control, aumentó la capacidad 
migratoria. ImageJ cuantificó el número relativo de 
células migratorias 

El miARN 498 transfectado en la línea celular U87 
influyó negativamente y de forma significativa en el 
índice de migración (p= 0,0005), ya que, respecto al 
control, disminuyó la capacidad migratoria. ImageJ 

cuantificó el número relativo de células migratorias 

Ilustración 12. Índice de migración microARN 
516b-5p del subgrupo 3 del C19MC en la línea 

celular U87. 

Ilustración 13. Índice de migración microARN 498 
del subgrupo 3 del C19MC en la línea celular U87. 

Ilustración 6. Imágenes microscópicas representativas del ensayo de migración de células U-87 

después de la transfección con los diferentes mimics del subgrupo 3 del C19MC. 
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6.4 Caracterizar la acción de los miARNs del subgrupo 3 del C19MC en la 
invasión tumoral en la línea celular U87 de Glioblastoma Multiforme. 
 
 
La invasión es la capacidad de las células para atravesar una barrera tisular o una 
matriz acompañado de una reestructuración del entorno mediante adhesión, 
proteólisis y migración; modificando su forma e interacción con dicha barrera para 
facilitar los procesos metastásicos. (N. Kramer et al., 2013) Por tanto y con el fin de 
determinar el efecto que tienen los microARN del subgrupo 3 del C19MC en el 
potencial invasivo de las células de la línea celular de Glioblastoma U87; se llevó a 
cabo el ensayo de invasión in vitro a través de cámaras de matrigel. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

El miARN 516a-5p transfectado en la línea celular 
U87 no influye en el índice de invasión        (p= 
0,4880), ya que, respecto al control, permanece 
constante la capacidad invasiva. ImageJ cuantificó 

el número relativo de células invasoras. 

El miARN 512-5p transfectado en la línea celular 
U87 influyó negativamente en el índice de invasión 
(p= 0,0004), ya que, respecto al control, disminuyó 
la capacidad invasiva. ImageJ cuantificó el número 

relativo de células invasoras. 

Ilustración 8. Índice de invasión microARN 512-
5p del subgrupo 3 del C19MC en la línea celular 
U87. 

Ilustración 7. Índice de invasión microARN 516a-
5p del subgrupo 3 del C19MC en la línea celular 
U87. 
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Las ilustraciones muestran la media de invasión, normalizada por el control con su respectiva desviación estándar. 

 
 
 
 
 
 

 
 

Se muestran imágenes de invasión transwell para cada microARN en aumento 20X. Se examinaron las células 
U87 en busca de invasión célular en placas de 24 pocillos con cámaras Transwell. Las células que invadieron 
se tiñeron con Giemsa. 
 

 
 
 
 
 

El miARN 516b-5p transfectado en la línea celular 
U87 no influye en el índice de invasión (p= <0,2021), 
ya que, respecto al control, permanece constante la 
capacidad invasiva. ImageJ cuantificó el número 
relativo de células invasoras. 

El miARN 498 transfectado en la línea celular U87 
influyó negativamente y de forma significativa en el 
índice de invasión (p= 0,0038), ya que, respecto al 
control, disminuyó la capacidad invasiva. ImageJ 
cuantificó el número relativo de células invasoras. 

Ilustración 18. Índice de invasión microARN 498 
del subgrupo 3 del C19MC en la línea celular 
U87. 

Ilustración 17. Índice de invasión microARN 
516b-5p del subgrupo 3 del C19MC en la línea 
celular U87. 

Ilustración 9. Imágenes microscópicas representativas del ensayo de invasión de células U-87 después 
de la transfección con los diferentes mimics del subgrupo 3 del C19MC. 
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7. DISCUSIÓN 
 
 
El GBM es una de las principales causas de mortalidad en adultos a nivel mundial; 
sin embargo, los mecanismos moleculares que subyacen a la progresion del GBM 
siguen sin estar claros. Numerosos estudios han revelado que los microARN 
regulan varios procesos en glioblastoma, incluida la apoptosis y metástasis. Los 
perfiles de expresión de microARN, brindan información valiosa sobre los 
mecanismos moleculares del GBM y pueden usarse para la identificación de 
potenciales genes blanco en esta enfermedad. El presente trabajo analizó el papel 
de los microARN del subgrupo 3 del C19MC en procesos relacionados con la 
sobrevida, migración e invasión de la línea celular de GBM U87. 
 
La expresión de C19MC se encuentra silenciada en diferentes tejidos, por metilación 
en las islas CpG de su promotor (Bortolin et al., 2009; Noguer-Dance et al., 2010). 
En trofoblastos se ha evidenciado que estas logran escapar del silencio epigenético 
por impronta parental (Noguer-Dance et al., 2010), llevando a la expresión del 
clúster en estas células (Ilustración 2). Estos resultados son corroborados en la 
literatura, en donde se ha demostrado que C19MC se encuentra preferencialmente 
expresado en placenta de primates. Donker y colaboradores en el año 2012 
evaluaron la presencia de los diferentes microARNs del clúster en células de 
trofoblasto humano primario mediante un perfil de microarreglos de miARN, 
confirmando la presencia de C19MC (Donker et al. 2012). Adicionalmente, Bortolin 
y colaboradores en el 2016, demuestran que la expresión de estos microARNs es 
tejido específica, encontrándose exclusivamente en testículo y placenta. 
 
Por otro lado, cabe resaltar que los genes expresados por impronta están 
principalmente envueltos en crecimiento prenatal, desarrollo de placenta o 
funciones cerebrales (Hechavarría, Rodney; López, 2013; Tycko, 2006), lo que 
sugiere que C19MC puede jugar un papel fundamental en estos procesos. En 
placenta, se ha observado que el clúster esta presente durante todo el embarazo, 
incrementando su expresión a medida que se aproxima el parto (Luo et al., 2009; 
Xie et al., 2014). Adicional a esto, estudios han demostrado que C19MC, participa 
en la inhibición de la migración, e invasión de las células trofoblásticas y aunque 
estas funciones son vitales para la implantación y expansión de la placenta en el 
tejido uterino materno, deben estar estrictamente reguladas (Mong et al., 2020; Xie 
et al., 2014). En el caso de las células tumorales, la expresión de C19MC puede 
estar ausente, como por ejemplo en líneas celulares de GBM, corroborado en esta 
investigación (Ilustración 3). Esto es debido a que la presencia de algunos 
microARNs del clúster podría impedir el crecimiento y la propagación del tumor por 
regulación negativa de vías involucradas en estos procesos, como ha sido 
comprobado en diferentes estudios (Keklikoglou et al., 2012; Nguyen, et al., 2017). 
No obstante, aunque se ha evaluado la presencia de C19MC en diferentes líneas 
tumorales,  donde su expresión varía según la línea celular, en la línea celular U87 
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de GBM que hace parte de nuestra investigación, no hay evidencias suficientes que 
soporten la ausencia y regulación del clúster (Chai et al. 2018; Gopalan, Smith, and 
Lam 2015; Zhang et al. 2019). Basado en lo anterior inicialmente en este trabajo se 
pretendió evaluar la expresión de algunos miembros del C19MC en GBM.  
 
Encontramos que microARN 512-3p se sobreexpresa de forma constitutiva en la 
línea celular U87 de GBM, por lo que consideramos que podría estar participando 
en los procesos de progresión del glioblastoma, al actuar como posible oncomiR; 
ya que en estudios anteriores se ha demostrado su sobreexpresión en otros tipos 
de cáncer con funciones oncogénicas y su acción sobre la vía de señalización 
MAPK (Rao et al., 2018; Rui et al., 2020). 
 
Los resultados aquí presentados muestran que el microARN 512-5P reguló 
negativamente la sobrevida, migración e invasión en la línea celular de GBM U87, 
mediante su rol supresor tumoral. Estos resultados concuerdan con lo reportado 
previamente, donde lo describen en otros tipos de neoplasias como supresor 

tumoral mediante regulación de la apoptosis y metástasis; al actuar sobre la -
Catenina en el estudio de Wang y colaboradores, inhibiendo la progresión de cáncer 
de pulmón de células no pequeñas, reduciendo así la expresión de los oncogenes 
Ciclina D1 y MMP (Matrix Metallopeptidase)(Z. Wang, Zhu, Zhang, & Yao, 2020).  
Disminución de la formación de colonias y apoptosis, además de un efecto positivo 
sobre la radiosensibilidad en células de cáncer de cuello uterino cuando se 
sobreexpresa miR-512-5p, por la regulación de la expresión de MUC1(Mucin 1, Cell 
Surface Associated), una oncoproteína relacionada con metástasis; aumentando la 
apoptosis y reduciendo la tasa de supervivencia celular (J. Zhang, Wang, Jiang, & 
Qiao, 2020).   
 
Otro estudio donde se muestra que el miR 512-5p ejerce un efecto supresor, es el 
realizado por Harel y colaboradores; donde en líneas celulares de pulmón, la 
inhibición de la metilación del ADN y la desacetilación de histonas, sensibiliza a 
estas células a la muerte celular inducida por cisplatino e inhibición de la capacidad 
migratoria, cuando se sobreexpresa este microARN; teniendo un efecto negativo 
sobre el ARN mensajero de TEAD4 (TEA Domain Transcription Factor 4), una 
proteína que induce la activación del factor de transcripción YAP, el cual promueve 
la sobrevida, migración e invasión. Por tal motivo, la inhibición de TEAD4 por el 
miARN conduce a la inactivación de YAP (yes-associated protein 1) un potente 
oncogén, de forma indirecta, y como consecuencia la progresión del cáncer (Adi 
Harel et al., 2015).  
 
Mediante análisis de enriquecimiento en la vía de desregulación del cáncer (p. 
0.0034) encontramos un único gen como potencial blanco del microARN 512-5p, 
ETV1(ETS Variant Transcription Factor 1); un potente oncogén relacionado con 
sobrevida, invasión y metástasis quien regula múltiples vías de señalización 
relacionadas con estos procesos (Ver Ilustración 20). 
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(Tomado de la base de datos STRING) 
 
 

Uno de los principales genes regulados por ETV1 son los relacionados con la vía 
de señalización MAPK (Mitogen‐activated protein kinase), quienes a la vez regulan 
una variedad de procesos biológicos a través de múltiples mecanismos celulares, 
como la apoptosis a través de mecanismos transcripcionales y postranscripcionales, 
donde la activación de ERK tiene efectos antiapoptóticos, al controlar la proliferación 
y diferenciación celular, regulando a la baja proteínas proapoptóticas y a la alta 
proteínas antiapoptóticas. (Yue & López, 2020). MAPK también regula los procesos 
relacionados con migración, ya que en otros tumores como el de próstata ha 
mostrado que su sobreexpresión aumento la migración al interactuar con las 
proteínas SMAD (Oh, Shin, Song, Grande, & Janknecht, 2019) y en otro estudio al 
activar MMP-1 y MMP-7.(Oh, Shin, Lightfoot, & Janknecht, 2013). 
 
ETV1 se ha relacionado con la progresión metastásica en diferentes tipos de cáncer. 
En carcinoma gástrico esta regulado positivamente y promueve la expresión de SNAIL 
favoreciendo así la transición epitelio mesénquima y la progresión invasiva in vitro.(Z. 
Li et al., 2013). En cáncer colorectal ETV1 se une directamente a la histona 
desmetilasa JMJD1A que parece corregular muchos genes diana de ETV1, para así 
impulsar la tumorogénesis y metástasis. Además, ETV1 puede estimular la 
señalización TGF-β, quien promueve la transición epitelial a mesénquima 
favoreciendo la metástasis en estos tumores.(Oh, Song, Freeman, Shin, & Janknecht, 
2020). Otro blanco de ETV1 es TMPRSS2 (Transmembrane Serine Protease 2) que 
en  tumorogénesis se ha relacionado con el favorecimiento de la invasión celular y la 
metástasis (Wu et al., 2016); entre otros. 

Ilustración 10. Interacciones proteína-proteína conocidas y predichas para el microARN 512-5p. 
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Es por esto por lo que ETV1, se puede sugerir como un blanco directo y muy 
importante de la regulación de la supervivencia, migración e invasión en GBM por 
parte del microARN 512-5p, al estar involucrado con múltiples dianas relacionadas 
con la progresión y pronostico de esta neoplasia. 
 
Son pocos los reportes que relacionan la función del microARN 516a-5p en cáncer, 
por lo que nuestro estudio buscó aportar más información acerca del papel de este 
microARN en GBM. Observamos que en los diferentes procesos de sobrevida, 
migración e invasión; el miR 516a-5p no influyo de forma significativa. 
 
Recientemente, fue evaluado su papel de supresor tumoral en el cáncer de pulmón, 
demostrando que este miARN inhibe la proliferación en el carcinoma pulmonar de 
célula no pequeña, a través de la regulación del grupo de histonas HIST3H2A (Ye, 
Xu, Lu, & Chen, 2019). Por el contrario, otra investigación describe el posible papel 
oncogénico del miR-516a-5p en neuroblastoma, ya que se ha visto sobreexpresado 
en este tipo de tumores (Gattolliat et al., 2014). 
 
El análisis de enriquecimiento mostró diferentes target de este microARN (Ver 
Ilustración 21), los cuales podrían estar presentes en otros tumores mas no en GBM. 
Entre estos se encuentran los protooncogenes MYC (MYC Proto-Oncogene, BHLH 
Transcription Factor) un poderoso factor de transcripción que ayuda a conducir la 
célula de la fase G 0/1 a la fase S y promueve la proliferación y el crecimiento celular, 
replicación del ADN, biosíntesis de proteínas, diferenciación y apoptosis. Está 
implicado en el desarrollo y progresión maligna de la mayoría de los tumores 
humanos, correlacionándose en gliomas, con el grado de malignidad (Herms, J. W. 
Et al.,1999) LPAR (Lysophosphatidic Acid Receptor 1) en la vía del cáncer (valor de 
p. 0.039), relacionado con comportamiento agresivo en diferentes neoplasias, 
favoreciendo la metástasis, al tener un papel esencial en la invasión y migración 
(Tabuchi, 2015) y en la vía que interactúa con el receptor de matriz extracelular 
(valor p. 0.0009)  COL6A2 (Collagen Type I Alpha 2 Chain) quien se asocia a 
invasión tumoral por su acción sobre las metaloproteinasas, y en GBM se ha 
asociado con recurrencia y progresión tumoral (Alshabi, Vastrad, Shaikh, & Vastrad, 
2019). Por otro lado, esta SMAD2 (SMAD Family Member 2), un factor de 
transcripción con función supresora , el cual media la señal corriente abajo de la vía 
de señalización del TGF-β (valor de p. 0.00022), por lo tanto; regula múltiples 
procesos celulares, como proliferación celular y transición epitelio mesénquima. 
(Singha et al., 2019). 
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(Tomado de la base de datos STRING) 
 

Las herramientas bioinformáticas nos brindan información acerca de posibles genes 
objetivo, entre supresores de tumores y oncogenes, sin embargo, al no haber una 
validación experimental de estos análisis in silico, muchos de estos hallazgos deben 
ser corroborados experimentalmente para determinar la función real del miR-516a-
5p en la expresión génica de los genes suministrados por la herramienta 
bioinformática en GBM. 

Ilustración 11. Interacciones proteína-proteína conocidas y predichas para el microARN 516a-5p. 
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Al no tener resultados experimentales significativos y bioinformáticos coincidentes, 
podríamos concluir, como se ha descrito a lo largo de esta revisión; que estos genes 
posibles dianas del miR-516a-5p, no serian objetivos en GBM, dada la teoría que 
se ha venido describiendo basada en el contexto celular del comportamiento de los 
microARN (Chang et al., 2020). 
 
No hay estudios hasta el momento que conozcamos, que caractericen el papel del 
miR-516b-5p en GBM, por tanto, nuestros resultados contribuyen al establecimiento 
de su función en esta enfermedad. 
 
La mayoría de investigaciones identifican al microARN-516b-5p como supresor 
tumoral, lo cual es congruente con nuestros resultados en clonogenia donde de 
forma muy significativa se disminuye el índice de sobrevida. Sin embargo, respecto 
al índice de migración, obtenemos resultados contradictorios, ya que igualmente, de 
forma muy significativa hay un aumento en el índice de migración y en invasión no 
hay resultados significativos. En este contexto encontramos un microARN que actúa 
de forma dual, tanto como supresor tumoral como oncogén en la misma célula. Esto 
puede deberse a la capacidad de los microARNs, de tener múltiples genes blanco 
entre oncogenes y supresores de tumores, regulando diferentes vías de 
señalización (O'Brien, Hayder, Zayed, & Peng, 2018) 
 
Investigaciones han informado que la expresión de miR-516b-5p se redujo en varios 
tumores como el cáncer de pulmón de células no pequeñas, melanoma y los 
prolactinomas (Hanniford et al., 2015; Hu et al., 2016). Igualmente, se evidenció que 
miR-516b-5p esta significativamente regulado a la baja en diferentes tipos de cáncer 
con una función supresora de tumores. Un estudio de Zhao y colaboradores en 2018 
describe la regulación a la baja del microARN en cuatro líneas celulares de 
carcinoma escamocelular de esófago (KYSE150, ECA109, EC9706 y TE-9) al 
modular la expresión de CCNG1(Cyclin G1) un importante regulador del ciclo celular 
y de diferentes procesos biológicos como la reparación del ADN,  proliferación 
celular y apoptosis. Además, la transfección de imitadores del miR-516b-5p, 
promovió la detención del ciclo celular en fase G0 / G1 y aumentó la apoptosis de 
estas células. (Zhao et al., 2018). Por el contrario, otro ensayo informo la presencia 
del microARN 516b-5p en una línea celular de cáncer de seno (MCF7), en la cual 
estaba involucrado con la señalización PI3K / Akt, la cascada de MAPK, la 
regulación del citoesqueleto de actina, proteólisis mediada por ubiquitina,  vías de 
señalización  mTOR, TGF-β y Erb, y moléculas de adhesión focal (Fanale et al., 
2016). 
 
Por medio de la herramienta DIANA TOOLS MirPath v.3.0 y los análisis de 
enriquecimiento, encontramos dos blancos (Ver Ilustración 22) del miR516b-5p en 
vías relacionadas con cáncer de próstata, el gen PLAT (Plasminogen Activator, Tissue 
Type) y en tumores neuroendocrinos, el gen KMT2A (Histone-Lysine N 
Methyltransferase 2A). 
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(Tomado de la base de datos STRING) 
 
Los estudios relacionan estos dos genes con apoptosis y supervivencia, encontrando  
que PLAT además de su función en el proceso de fibrinólisis,  ha demostrado tener 
un papel importante en la progresión y pronóstico del cáncer. Yan y colaboradores, 
evaluaron la resistencia al gefitinib, (medicamento inhibidor de la tirosina quinasa, 
utilizado ampliamente como tratamiento estándar en pacientes con cáncer de pulmón 
de células no pequeñas, con mutaciones en el receptor del factor de crecimiento 
epidérmico); y encontraron que las células resistentes al gefitinib expresaron niveles 
más altos de PLAT, por lo que experimentos basados en la eliminación de este gen 
en una línea de cáncer pulmonar,  restauró la sensibilidad al medicamento. La 
disminución de PLAT en PC9 afectó la función mitocondrial por aumento de especies 
reactivas de oxigeno, provocando la activación de caspasas y la detención del ciclo 
celular por medio de la activación de la señalización del TNF-α quien induce una 
variedad de respuestas celulares, incluida la producción de citocinas inflamatorias, 
muerte celular y proliferación; lo que provocó apoptosis de las células PC9 resistentes 
al gefitinib, mediante el reclutamiento de FADD y caspasa-8 (Yan et al., 2020).  
 
Respecto a las proteínas KMT2, metilan la lisina 4 en la cola de la histona H3 en 
importantes regiones reguladoras del genoma, por lo tanto, imparten funciones 
críticas mediante la modulación de las estructuras de cromatina y la accesibilidad del 
ADN. (R. C. Rao & Dou, 2015). Estudios en melanoma revelaron su papel en la 
apoptosis, cuando la eliminación de KMT2A en células A375, aumentó la expresión 
de las proteínas caspasas 3,7,9 y PARP.(C. Zhang et al., 2017). En células de cáncer 
de cuello uterino y en un modelo de xenoinjerto de ratón, la eliminación de KMT2A 
indujo la apoptosis asociado a la activación de la vía PARP / caspasa y la inhibición 
de VADC1 (canal aniónico dependiente de voltaje 1), un regulador maestro del flujo 

Ilustración 12. Interacciones proteína-proteína conocidas y predichas para el microARN 516B-5P. 
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de metabolitos y iones entre las mitocondrias y el citoplasma, quien participa en el 
proceso de apoptosis mediada por mitocondrias al mediar la liberación de proteínas 
apoptóticas e interactuar con proteínas antiapoptóticas. (Zhang, C. Et al., 2020). 
 
Por ahora solo se podría postular a PLAT y KMT2A como objetivos del microARN 
516b-5p en GBM, cumpliendo una función inhibitoria de la sobrevida, según los 
análisis in sillico y de enriquecimiento; ya que estos genes están implicados con 
procesos de apoptosis y sobrevida celular en diferentes tipos de cáncer, basado en 
lo reportado en la literatura. No obstante, falta determinar con otros ensayos la 
verdadera función de este microARN en GBM. 
 
El estudio bioinformático de el microARN 516b-5p proporciona muy poca 
información sobre las dianas de miR516b-5p, por lo que faltan mas análisis in sillico, 
como experimentales en relación a este microARN en tumorogénesis, ya que se 
sabe que los microARN por si solos regulan la expresión de numerosos blancos 
entre oncogenes y supresores tumorales. Por tal motivo, basados en estos 
resultados contradictorios en clonogenia y migración, en el momento no es posible 
concluir objetivos directos de miR-516b-5p. 
 
El microARN-498 tiene un efecto importante en los cánceres humanos. Un gran 
numero de estudios publicados han mostrado que este microARN-498 se comporta 
como un supresor tumoral, en varios tipos de neoplasias. Sin embargo, informes 
contradictorios de los efectos del miR498 lo han reportado como oncogén, ya que 
muchas de sus funciones son específicas del tipo de tumor y dependen como se ha 
dicho anteriormente, del contexto celular. Es así, que acorde a lo referido, 
encontramos en los análisis in sillico, supresores de tumores blancos de este 
microARN, entre los cuales se encuentra PTEN, YWHAB, SMAD2, LATS2, 
RASSFG y DLG4; en las diferentes vías de señalización en relación con este 
microARN encontradas en la herramienta KEGG (Chai, Wu, Wang, Eisenstat, & 
Leng, 2018). 
 
Pese a lo anterior, es relevante resaltar el papel del microARN-498 como supresor 
tumoral, ya que en la mayoría de los estudios sobresale esta función; la cual esta 
acorde con los resultados obtenidos donde disminuyo de forma significativa el índice 
de sobrevida e influyo negativamente en la migración e invasión, en la línea celular 
U87 de GBM.  
 
Es importante destacar que no hay estudios hasta el momento conocidos que lo 
cataloguen como oncogén o supresor tumoral en GBM. No obstante, en otros 
estudios, como el diseñado por You y colaboradores, quienes investigaron la 
aplicación de este microARN en cáncer gástrico, en las líneas celulares SGC-7901, 
BGC-823 y MGC-803;  inhibió la metástasis y la proliferación celular mediante el 
bloqueo de la vía EMT y AKT, la cual tiene un gran efecto en la regulación de la 
proliferación, supervivencia y crecimiento celular (You et al., 2020). En cáncer 
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hepático la sobreexpresión de miR-498 indujo la detención del ciclo celular y 
apoptosis al dirigirse directamente a ZEB2; disminuyendo así el crecimiento y 
capacidad metastásica. Además, suprimió la transición epitelio mesénquima tanto 
in vitro como in vivo al evidenciarse que su sobreexpresión en estas células 
aumentó la de E-cadherina y disminuyó la de N-cadherina y Vimentina  (X. Zhang 
et al., 2019) La expresión de miR-498 en células de cáncer pulmonar en la línea 
A549 , disminuyo la tasa de crecimiento celular. Por otro lado, la inhibición de la 
expresión de miR-498 en células H661 promovió la proliferación celular. (M. Wang, 
Zhang, Wang, & Zhai, 2015). En cáncer colorectal el microARN‐498 fue 
notablemente regulado a la baja tanto en muestras de tejido como en líneas 
celulares, y los resultados indicaron que Bcl‐2 es un objetivo directo de miR‐498. En 

las células de cáncer colorectal que sobreexpresarón miR‐498, tanto la viabilidad 
como la proliferación celular se inhibieron significativamente, con una mayor 
apoptosis. Al igual que estos efectos se revirtieron con la sobreexpresión de Bcl‐2. 
(T. Wang, Ma, Li, Ding, & Gao, 2020). 
 
Adicionalmente, por medio de la herramienta bioinformática DIANA TOOLS MirPath 
v.3.0 y los diagramas proporcionados por KEEG, se realizaron análisis de 
enriquecimiento, revelando la regulación de este microARN en la vía del glioma, la 

vía TGF y la vía hippo; encontrando numerosos blancos importantes de este 
microARN, relacionados con los diferentes procesos en cáncer y el índice de 
supervivencia, descubriendo potenciales dianas de miR-498 en GBM que podrían 
sustentar los resultados obtenidos.  
 
En la vía del glioma (Ilustración 23), varios genes están regulados por el microARN 
498, encontramos varios oncogenes blanco con funciones muy importantes en 
relación con la perdida del control del ciclo celular, promoción de la migración e 
invasión. CDK6 una quinasa dependiente de ciclina, regula e induce importantes 
protooncogenes, incluido VEGFA, FLT3, AURK y AKT; quienes son cruciales para 
la supervivencia y facilita la progresión de las células a través de la fase G1 
mediante la formación de complejos con ciclinas de tipo D junto con su homologo 
CDK4 (Nebenfuehr, Kollmann, & Sexl, 2020). CDK6 se asocia con componentes del 
citoesqueleto y regula la estabilidad de éste. Está involucrado en la migración celular 
en melanoma in vitro y osteosarcoma. (Kollmann et al., 2019; K. Zhu et al., 2016).  
 
En cáncer de mama se evidencio su papel clave en migración y metástasis mediada 
por ZEB1 un factor de transcripción inductor de transición epitelio mesénquima (Z. 
Zhang et al., 2020).  E2F2 miembro de la familia de factores de transcripción E2F, 
se une a la pRb (proteína del retinoblastoma), (Chen et al.,2015) para regular 
procesos de apoptosis y respuesta al daño del ADN. E2F2 regula la migración y 
proliferación en varios tumores, en cáncer de pulmón, la, supresión de este gen 
redujo la proliferación, migración e invasión y aumentó la adhesión de células vía 
Wnt / β- catenina (Feliciano et al., 2017). EGFR y IGF-1 se sobreexpresan en GBM 
y, por lo tanto, proporcionan una ventaja de crecimiento a las células neoplásicas, 
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(Nebenfuehr, Kollmann, & Sexl, 2020). Estas proteínas relacionadas corriente abajo 
con la activación de genes responsables de la proliferación, supervivencia y 
diferenciación celular dependientes de su actividad tirosinakinasa. Por otro lado, 
IGF-1 favorece la proliferación y supervivencia celular mediado por las vías Ras y 
PI3K/AKT quien inhibe las proteínas proapoptóticos BAD y FKHR, y a la vez activa 

factores antiapoptóticos NF-K y MDM2, promoviendo la progresión del ciclo celular. 
La activación de IGF-1R regula negativamente los supresores del ciclo celular p27 
kip1 , p57 kip2 y PTEN (Weroha & Haluska, 2012).  
 
EGFR, tiene un papel importante en la motilidad celular en varios tipos de cáncer, y 
fue esencial para la migración en células de carcinoma escamocelular oral vía ERK 
y AKT (Ohnishi, Yasui, Kakudo, & Nozaki, 2017). Por otro lado, PIK3R1 en GBM, es 
un componentes clave del fenotipo migratorio / invasivo, su eliminación en líneas 
celulares redujo la proliferación, migración e invasión vía FAK y GTPasas  Cdc42, 
Rac y Rho (Weber, Parat, Binder, Gallia, & Riggins, 2011). BRAF  una serina / 
treonina quinasa involucrada en la vía MAPK (RAS / BRAF / MEK / ERK)  actúa 
como un protooncogén y promueve la proliferación, migración e invasión de células 
en melanoma coroideo (Ying, Feng, Zhang, Liu, & Ning, 2020). En adenocarcinoma 
de colon usa la vía de señalización Rho regulada por MEK para inducir propiedades 
de migración e invasión (Makrodouli et al., 2011), finalmente CAMK2B tiene la 

capacidad de estimular la ciclina D1 a través de NF-K iniciando la transición de G1 
a S. Presenta asimismo actividad antiapoptótica al inhibir la expresión de 
procaspasa-7 y procaspasa-8 (Y. Y. Wang, Zhao, & Zhe, 2015). Los efectos de 
CAMK2 relacionados con migración e invasión, están mediados por la iniciación de 
la transición epitelio mesénquima y activación de FAK, STAT5a y AKT, además de 
la metaloproteinasa 9 (Chi et al., 2016). 
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(Tomado de la base de datos STRING) 

Ilustración 13. Interacciones proteína-proteína conocidas y predichas para el microARN 498: Vía del Glioma. 
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MicroARN 498 regula también varios genes de la vía de señalización TGF 
(Ilustración 24), la cual participa en un gran número de procesos celulares tanto en 
el organismo adulto como en el embrión en desarrollo. La ruta afecta a varias etapas 
celulares incluyendo el crecimiento, diferenciación celular, apoptosis, homeostasis, 
entre otras (S. Liu, Chen, & Zeng, 2018) Entre los genes blanco relacionados con 
supervivencia en esta vía están CREBBP una histona acetiltransferasa que actúa 
como reguladora de la transcripción desempeñando funciones criticas en el 
desarrollo embrionario, control del crecimiento y homeostasis al acoplar la 
remodelación de la cromatina al reconocimiento del factor de transcripción. Además, 
actúa como un andamio para estabilizar interacciones proteicas adicionales con el 
complejo de transcripción, siendo un coactivador esencial que contribuye en la 
supervivencia y proliferación celular. Tiene actividad proaptótica o antiapoptótica 
siendo cofactor esencial no solo para los miembros de la familia p53 proapoptóticos, 

sino también para NF-κ, un grupo de factores de transcripción que son 
principalmente conocidos por sus actividades de prosupervivencia; por tal motivo la 
desregulación de la actividad de CREBBP podría contribuir a los procesos tumorales 
(D. Kramer et al., 2015).  SKP1 es una proteína adaptadora esencial del complejo 
proteico SCF (Skp1-Cul1-F-box ) que une la proteína F-box y Cul1; los cuales son 
complejos de ubiquitina ligasa E3 de múltiples proteínas que promueven la 
ubiquitinación y degradación de un gran número de proteínas reguladoras. Hay 
pocos estudios que demuestren su papel en la carcinogénesis, sin embargo, se ha 
señalado que las ligasas oncogénicas E3 promueven la degradación de los 
supresores de tumores y contribuyen a la proliferación incontrolada, la inestabilidad 
genómica y la transformación maligna. Lui y colaboradores demostraron que SKP1 
estaba sobreexpresado en cáncer de pulmón y se asocio a un mal pronostico clínico 
dado por aumento en la proliferación y actividad clonogénica (Y. Q. Liu et al., 2015). 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

 
 

 
 
 

(Tomado de la base de datos STRING) 

Ilustración 14. Interacciones proteína-proteína conocidas y predichas para el microARN 498: Vía TGFβ 
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La vía hippo (Ver Ilustración 25) es una vía de supresores de tumores en su mayoría, 
esta relacionada con el proceso del tamaño de los órganos, regeneración de tejidos 
y la autorrenovación. En esta vía se encuentran algunos oncogenes blancos de 
miR498, entre los que encontramos YAP1 (Yes1 Associated Transcriptional 
Regulator) un importante coactivador y potenciador transcripcional que mejora la 
transcripción de genes supresores de apoptosis y promotores del crecimiento. La 
regulación al alza de YAP1 a menudo se observa en muchos cánceres humanos, 
sobre todo en gliomas donde se pueden apreciar varios estudios donde YAP tiene 
la capacidad de mantener el fenotipo maligno del GBM mediante la inhibición de el 
marcador proneural OLIG2 además de el control de la proliferación celular. (Guichet 
et al., 2018). Se identifico además que YAP interactúa genética y funcionalmente 
para promover el crecimiento del glioma, por medio de la señalización de Wnt / β-
catenina, la cual regula el destino celular, proliferación y migración e invasión; entre 
otros procesos biológicos. (Y. Wang et al., 2017). Ensayos en cáncer de seno in 
vitro, mostraron promoción del crecimiento y proliferación gracias a la reducción 
significativa de PTEN después de la sobreexpresión de YAP1, al inducir una mayor  
fosforilación de AKT, la cual es una vía carcinogénica fundamental que regula la 
proliferación celular y la apoptosis (Guo, Chen, Luo, Zheng, & Shao, 2019). Esto 
convierte a YAP1 en un interesante candidato y blanco de nuestro microARN en 
estudio,  por su alta evidencia en GBM.   
 

GSK3 como un regulador de la supervivencia, en GBM mediante análisis de 

microarrays e inhibidores genéticos de la actividad GSK3, demostraron que inhibía 
la supervivencia y clonogenicidad de las células del glioma. La inhibición de la 

actividad de GSK3,  da como resultado la muerte de las células del glioma por 
citotoxicidad dependiente de c-MYC a través de múltiples mecanismos, todos los 
cuales convergen en las vías apoptóticas en las mitocondrias, por cambios en la 
regulación de la glucosa. Se ha relacionado también la inhibición de GSK3β con la 

regulación negativa de la actividad de NF-κ quien regula genes pro supervivencia 
como IL8, IER3 y BIRC2; resultando en disminución de la supervivencia de las 
células de glioma in vitro y en la inhibición del crecimiento tumoral in vivo (Kotliarova 

et al., 2008).GSK3 a pesar de su actividad dual como oncogén y supresor tumoral, 
en glioma se ha descrito como oncogén al igual que en otros tumores; induciendo 
la proliferación, migración e invasión en modelos in vitro e in vivo. GSK3β también 
tiene un papel fundamental en el mantenimiento de las células madre del cáncer, 
reorganización del citoesqueleto, polaridad celular y migración; promoviendo la 
invasión tumoral y resistencia a la terapia. Ensayos en glioblastoma  donde se 
utilizaron supresores de GSK3β, se observo inhibición de la migración e invasión al 
estar relacionado con el eje molecular FAK, GEFs / Rac1, JNK, MT1-MMP / MMP-
2; reorganizando el citoesqueleto y favoreciendo la degradación de la  matriz 
mediada por citocinas (Chikano et al., 2015; Domoto et al., 2016).  
 
CCND2 Es un gen diana directo del protooncogén Myc, que contribuye a la 
progresión del ciclo celular a través del paso de G0 aG1 (Ding et al., 2019) Además 



 

 

 

 

 60 

tiene función no catalítica al interactuar con enzimas reguladoras de la cromatina y 
factores de transcripción donde regula genes relacionados con el crecimiento 
celular, replicación y reparación del ADN.  
 
Por otro lado,  AJUBA que en glioblastoma se ha identificado como oncogén al 
inhibir la señalización de la vía hippo, regula la expresión de la proteína YAP. AJUBA 
está involucrado en una diversa gama de procesos celulares como la adhesión de 
célula a célula, migración y metástasis, inhibe la escisión de la caspasa-3 y PARP; 
y regula positivamente la ciclina D1 y Bcl-xL (M. Liu et al., 2018). Además, MMP10 
y MMP13 se identificaron como objetivos posteriores de AJUBA  aumentando su 
expresión para promover la migración y la invasión mediante la regulación positiva 
de la vía MAPK / ERK1 / 2 (Shi et al., 2016); (M. Liu et al., 2018) desempeñan un 
papel fundamental en el crecimiento celular, la apoptosis y la metástasis (Willems 
et al., 2019). 
 
Por último, en esta vía en protooncogén WNT5A, promueve la migración celular, 
mejorando así la invasión de células cancerosas. Por ejemplo, en el cáncer de 
nasofaringe, la sobreexpresión de WNT5A en las células S26 indujo 
significativamente la migración y la invasión (Asem, Buechler, Wates, Miller, & 
Stack, 2016). Otro estudio sobre el cáncer de próstata mostró que Wnt5a activaba 
la señalización de JNK, lo que conducía a la expresión de la MMP1, induciendo así 
la migración celular y invasión. 
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(Tomado de la base de datos STRING) 

Ilustración 15. Interacciones proteína-proteína conocidas y predichas para el microARN 498: Vía Hippo. 
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Según las vías provistas por la herramienta bioinformática y los objetivos 
relacionados con clonogenia, sugerimos que en la vía del glioma los genes blanco 
de miR-498 podrían ser CDK6, E2F2, EGFR, IGF1, CAMK2B y GSK3B; ya que 
tienen en común la perdida del control del ciclo celular, facilitando su progresión y 
resistencia a la apoptosis; dando así una ventaja para el crecimiento y supervivencia 
de células neoplásicas (W. L. Chen, Wang, Lin, Wu, & Hsieh, 2015; Nebenfuehr, 
Kollmann, & Sexl, 2020; Sigismund, Avanzato, & Lanzetti, 2018; Weroha & Haluska, 
2012).   
 

En la vía TGF, consideramos como posibles dianas el gen CREBBP (CREB 

Binding Protein) cuando participa como cofactor para NF-κ por su actividad 
prosupervivencia y SKP1 (S-Phase Kinase Associated Protein 1) al promover la 
ubiquitinación de supresores de tumores promoviendo procesos de apoptosis. (Y. 
Q. Liu et al., 2015).  
 
En la vía hippo encontramos como posibles oncogenes blanco de miR-498 YAP1, 
un importante coactivador y potenciador transcripcional que mejora la transcripción 

de genes supresores de apoptosis y promotores del crecimiento, GSK3 (Glycogen 
synthase kinase‐3β) un regulador de supervivencia, que en estudios en glioma ha 

demostrado aumento en los ensayos de clonogenicidad al interaccionar con NF-κ, 
CCND2 (Cellular Comunicación Network Factor 2) con actividad quinasa, que 
promueve procesos oncológicos al promover la señalización mediada por CDKs, 
bloqueando la proteína del retinoblastoma, (H. Li et al., 2019) contribuyendo a la 
progresión del ciclo celular a través del paso de G0 aG1, y su función no catalítica 
ya que interactúa con enzimas reguladoras de la cromatina y factores de 
transcripción donde regula genes relacionados con el crecimiento celular, 
replicación y reparación del ADN. (Ding et al., 2019) y AJUBA (Ajuba LIM Protein) 
que en glioblastoma se ha identificado como oncogén al inhibir la señalización de la 
vía hippo y regular la expresión de la proteína YAP, favoreciendo la supervivencia 
celular, mediante el aumento de la captación y consumo de glucosa al aumentar las 
proteínas transportadoras de glucosa GLUT1 y mejorar la producción de lactato y 
ATP; satisfaciendo la demanda energética mediante reprogramación metabólica de 
las células tumorales (Willems et al., 2019) 
 
La mayoría de estudios de miR-498 en migración, reportan que se comporta como 
supresor tumoral. Entre varias revisiones se destaca la inhibición de la migración en 
líneas celulares de cáncer gástrico,  al dirigirse a  BMI1 y suprimir la vía de EMT y 
AKT (You et al., 2020) En cáncer hepático la sobreexpresión de miR-498 inhibió 
notablemente la migración e invasión (X. Zhang et al., 2019). Al correlacionar nuestros 
resultados con la herramienta DIANA TOOLS, encontramos potenciales objetivos 
directos de miR-498 relacionados con migración, los cuales podrían estar presentes 
en GBM. En la vía del glioma consideramos como posibles blancos del microARN-

498 a CAMK2, BRAF, EGFR, PIK3R1, CDK6, E2F2 y GSK3; los cuales, por 
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información en bases de datos regulan el proceso de migración, modulando la 
transición epitelio mesénquima, proteínas del citoesqueleto y motilidad celular; bajo la 
regulación de vías de señalización y genes como FAK, STAT5a, AKT y GTPasas 
asociadas, vía MAPK o la vía Wnt / β- catenina. (Ying, Feng, Zhang, Liu, & Ning, 
2020); (Makrodouli et al., 2011); (Weber, Parat, Binder, Gallia, & Riggins, 
2011);(Kollmann et al., 2019; K. Zhu et al., 2016);(Atkins, Stylli, Luwor, Kaye, & 
Hovens, 2013). En la vía hippo los posibles objetivos del microARN 498 relacionados 
con migración son CTGF, AJUBA, WNT5A; ya que estos genes están relacionados 
con migración y adhesión; llevando a cabo su actividad biológica mediante la unión y 
activación de integrinas, activación de cascadas como AKT y MAPK, regulación del 
citoesqueleto, señalización vía FAK, GEFs / Rac1, JNK, MT1-MMP / MMP-2;entre 
otras.  
 
Los genes blanco obtenidos por los análisis de enriquecimiento han venido revelando 
la posible interacción de estos con el miR498 al estar asociado a los diferentes 
procesos en cáncer. Los genes descritos en las diferentes vías suministradas por la 
herramienta bioinformática también están asociados a procesos de invasión; ya que 
para que se de este evento debe haber previamente un aumento del índice migratorio 
para finalmente darse el paso hacia la metástasis. Es así como los genes asociados 
a la vía del glioma  favorecen la invasión, como CAMK2B mediado por ERK/ Raf-1 (Y. 
Y. Wang, Zhao, & Zhe, 2015),  PRKCB vía Ras / Mek / PKCι / Rac1 (Garg et al., 2014), 
EGFR vía ERK y AKT (Ohnishi, Yasui, Kakudo, & Nozaki, 2017) y PIK3R1 regulando 
positivamente las MMP2 y MMP9. 
 
En la vía hippo los potenciales blancos de miR-498 relacionados con invasión son 
CTGF quien actúa mediante la activación de cascadas de señales de Akt y / o MAPK, 
regulación positiva integrinas, activación de ERK1 / 2 y modulación positiva de 
metaloproteinasas (P. S. Chen et al., 2007; X. Wang et al., 2017), GSK3 relacionado 
con el eje molecular FAK, GEFs / Rac1, JNK, MT1-MMP / MMP-2; participa en la 
reorganización  del citoesqueleto y favorece la degradación de la  matriz mediada por 
citocinas. (Chikano et al., 2015; Domoto et al., 2016), CCN2  actúa bajo la activación 
de JAK2 / STAT3 (Park et al., 2019), AJUBA aumenta la expresión de MMP10 y 
MMP13 y regula positivamente la vía MAPK / ERK1 / 2.(Shi et al., 2016) (M. Liu et al., 
2018) y WNT5A regula proteínas del citoesqueleto, activa la señalización JNK, 
conduciendo a la expresión de MMP1(Binda et al., 2017) y finalmente en la vía de 
señalización MAPK encontramos a DUSP4 relacionado con la interacción célula-
matriz extracelular y el proceso de transición epitelio mesénquima (van Bodegraven 
et al., 2019). 
 
EL GBM rara vez hace metástasis fuera del sistema nervioso central, sin embargo, 
dentro del cerebro, las propiedades altamente invasivas y el patrón migratorio de 
estas células, constituyen un desafío importante para un tratamiento eficaz. Los 
procesos de migración en GBM incluyen la adhesión celular a componentes de una 
matriz extracelular, motilidad y reorganización del citoesqueleto. Podemos 
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considerar que el microARN 498 podría ejercer un papel muy importante en este 
proceso al regular las diferentes vías de señalización descritas, a las cuales están 
asociados múltiples blancos de este microARN, revelados por la herramienta 
bioinformática.  
 
Todos estos genes blanco del microARN 498 hace de éste en GBM, un candidato 
como supresor tumoral clave en esta patología, al regular múltiples genes en 
importantes vías de señalización relacionadas con la progresión tumoral y 
patogénesis. 
 
Por tanto, la herramienta bioinformática y los ensayos realizados nos permiten 
dilucidar el papel del microARN 498 en GBM y sus posibles target, los cuales deberán 
ser corroborados mediante los diferentes ensayos experimentales. 
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El diagrama muestra el resumen del enriquecimiento de genes suministrado por la herramienta bioinformática 
DIANA TOOLS V.3.0 para cada microARN del subgrupo 3 del C19MC, relacionado con los procesos de 
supervivencia, migración e invasión. 

 
 

Ilustración 16. Enriquecimiento de genes microARNs subgrupo 3 del C19MC. 
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8. CONCLUSIONES 
 
 
A nuestro conocimiento, este es el primer estudio que evalúa el papel de los 
miR512-5P, 516a-5p, 516b-5p y 498 en GBM, por lo que nuestros ensayos aportan 
información importante sobre su comportamiento en este tipo de tumor. 
Encontramos que dos de estos microARNs, 512-5p y 498,  se comportan en general 
como supresores tumorales, ya que demostramos que influyen negativamente en la 
sobrevida, migración e invasión de forma significativa en la línea celular U87.  Por 
otro lado, 516b-5p tuvo un comportamiento contradictorio, tanto supresor como 
oncogénico; pero usual de los miARN del C19MC, al influir de forma muy 
significativa en la reducción de la sobrevida y a la vez de forma muy significativa al 
regular positivamente la migración. Esto resulta en funciones duales clasificadas 
como “dependientes del contexto” al estar bajo control del entorno celular (Chang 
et al., 2020). 
 
Los resultados  tanto experimentales como bioinformáticos, nos permitieron  
confirmar que los miARNs del clúster C19MC tiene un papel muy importante en la 
regulación del cáncer, no únicamente como supresor tumoral, sino que puede 
también ejercer un papel en la promoción de esta enfermedad. En este trabajo 
pudimos caracterizar el papel de los microARN del subgrupo 3 del C19MC en GBM, 
mediante diferentes ensayos que nos permitieron evaluar su función en una línea 
celular de GBM en los diferentes procesos en cáncer de supervivencia, migración e 
invasión 
 
Varios estudios han reportado la presencia de microARNs de C19MC en diferentes 
tumores (Nguyen et al., 2017), por lo que pudimos evidenciar la presencia innata de 
512-3p en la línea celular U87, probablemente ejerciendo una función de oncomiR. 
 
El proceso de sobrevida el cual esta en relación con la inhibición de la apoptosis en 
las células tumorales, en el que están implicadas diferentes vías de señalización, 
fue inhibido por los microARN 512-5p, 516b-5p y 498. 
 
El índice de migración e invasión, relacionados con los eventos metastásicos, fue 
regulado a la baja por los microARNs 512-5p y 498 a diferencia del microARN 516b-
5p, el cual genero un aumento en el índice migratorio.  
 
El enriquecimiento de vías demostró que los microARNs pueden generar un gran 
efecto en los diferentes procesos del cáncer a través de múltiples genes, lo que 
amplia el espectro de vías a regular y asimismo el potencial terapéutico que estas 
moléculas pueden llegar a tener, ya que interfieren en varias vías de señalización y 
regulación celular de forma simultanea. 
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9. PERSPECTIVAS Y APLICACIONES 
 
Uno de los mayores desafíos es poder establecer con certeza el papel de los 
microARNs del C19MC, ya que estos actúan en conjunto a nivel del trofoblasto de 
la placenta para ejercer su función, involucrando allí factores pro oncogénicos como 
supresores tumorales, generando un equilibrio a este nivel en el proceso de la 
placentación. Es así, como en el cáncer se puede llegar a buscar este equilibrio que 
pueda regular los procesos incontrolados de supervivencia, migración e invasión. 
Por lo que seria interesante a futuro poder evaluar el total de microARNs del C19MC 
como un todo en cáncer, tanto en modelos in vitro como in vivo  sobre todo en GBM; 
ya que como se dijo al principio de esta revisión, es una neoplasia con muy mal 
pronostico la cual deteriora la calidad de vida de los pacientes y la supervivencia a 
largo plazo es menor a 5 años. 
 
Actualmente se están investigando diferentes estrategias para tratamientos 
basados en microARNs, ya que estos ejercen un papel fundamental en la expresión 
de la mayoría de genes. 
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