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RESUMEN 

 

M.C. Elizeth Pioquinto Avila                                  Fecha de Graduación: Enero 2025 

Universidad Autónoma de Nuevo León                             Facultad de Ciencias Químicas 

 

Título del Estudio: EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA in 

vitro DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE KLA-PTEN-LTV Y DE SIRNA´s 

REGULADORES DE LOS GENES PIK3CA, AKT1, MTOR EN CÁNCER DE MAMA 

HER2 POSITIVO.  

 

Número de páginas: 64                                                           Candidato para el grado           

de Doctorado en Ciencias con Orientación en Farmacia  

 

 

Propósito y Método del Estudio: El cáncer de mama ocupa el cuarto lugar en número de 

muertes (670 000 a nivel mundial) y un aumento del número de nuevos casos con un total 

de 2, 296, 840 en el año 2022. En México es considerada la primera causa de muerte en 

población femenina. Actualmente existe una terapia múltiple para dicha enfermedad, pero 

esta carece de especificidad hacia las células tumorales, provocando daños a células 

normales; por lo anterior se requiere de nuevos tratamientos que sean selectivos a las 

células malignas y además de facilitar su internalización. En los últimos años se han 

estudiado los Ácidos ribonucleicos de interferencia (RNAi) con la finalidad de disminuir 

los niveles de expresión de ciertos genes generalmente oncogenes, por otra parte, se 

continúa buscando dianas terapéuticas a nivel intracelular que estén involucradas en las 

diferentes vías de señalización relacionadas con el crecimiento celular incontrolado.      

En ese sentido, una de las proteínas relacionada con múltiples cánceres es Proteína 

homóloga fosfatasa y tensina (PTEN), considerada como un gen supresor de tumor, que 

generalmente su función está disminuida. Su principal función es desfosforilar proteínas 

y fosfolípidos, inhibiendo la activación de la vía PI3K/AKT.  

Así mismo, en la búsqueda de tratamientos selectivos se han introducido para su estudio 

diversos péptidos, la clasificación es diversa, pero los que destacan por la función que 

desempeñan son los péptidos de penetración celular (CPP) y los péptidos tumor homing 

(THP) debido a su internalización y reconocimiento de células tumorales, 

respectivamente.   

Por lo anterior, en la presente investigación se evaluaron 3 pequeños RNA de interferencia 

(siRNA´s) dirigidos a bloquear la expresión de los genes PIK3CA, AKT1 y MTOR que 

participan en la vía de señalización PI3K/AKT/mTOR, en distintas líneas celulares de 

cáncer de mama HER2 positivo con el propósito de causar una disminución en la 

proliferación celular. La evaluación de la actividad antiproliferativa y citotóxica se llevó 

a cabo por la técnica de WST-1, se realizaron por triplicado en tres ensayos 

independientes, en dichas pruebas no se observó una disminución favorable; para la 
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determinación de la expresión se procedió a realizar la extracción de RNA después de 24 

h de tratamiento, una vez obtenido el DNA complementario (cDNA) se continuó con la 

PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) con el reactivo SyBR Green. 

Así mismo, se llevó a cabo la expresión de una proteína recombinante (KLA-PTEN-LTV) 

en un sistema eucariótico. La proteína nativa PTEN participa en la desfosforilación de 

PIP3, siendo importante en regulación negativa de la vía de AKT, que a su vez está 

involucrada con el cáncer de mama HER2, por ende, se llevaron a cabo pruebas 

antiproliferativas en líneas celulares de cáncer de mama y se realizó un análisis de 

detección de la proteína. En los resultados obtenidos se observó la inhibición celular en la 

línea HCC-1954, la cual sobreexpresa el receptor en estudio.   

Contribuciones y Conclusiones: Los siRNA´s estudiados no presentaron una 

disminución estadísticamente significativa de la proliferación celular en las diferentes 

líneas celulares de cáncer de mama, a pesar de que iban dirigidos hacia genes que 

participan en procesos de proliferación y supervivencia; sin embargo, en la prueba de 

niveles de expresión se observó una disminución con respecto al control (células sin la 

transfección de siRNA). Por el contrario, los resultados observados con la proteína 

recombinante muestran una inhibición de la proliferación celular en la línea HCC-1954 y 

no en MCF-7; probablemente se debe al uso de los THP, ya que estos se dirigen a 

receptores HER2. Por último, ambas alternativas terapéuticas se diseñaron con la finalidad 

de ser selectivas contra células malignas.        

 

 

Firma del asesor: ________________________________ 

                               Dr. Eder Ubaldo Arredondo Espinoza 

 

 

 

 

 

 

 

 



VI |  
 

 

DEDICATORIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A mi Mamá 

A Mamá Mane y Papá Timo 

A la familia Leyva Ángel 

A Mariana, Luis y Carol 

A mi Familia Materna 

A los Limonenos 



VII |  
 

 

AGRADECIMIENTOS 

 

A cada integrante del Laboratorio de Farmacología Molecular y Modelos Biológicos 

(antes INGGEN) por darme la oportunidad de trabajar en estas instalaciones durante estos 

años.   

Al Departamento de Histología por su invaluable apoyo en la realización de algunos 

ensayos. Su colaboración fue fundamental para la culminación del proyecto.    

Al Laboratorio de Expresión de Proteínas por el gran trabajo en equipo que se 

desarrolló a lo largo de los años.   

A la Facultad de Ciencias Químicas por aceptarme en la institución, brindarme apoyo 

económico y de equipos para la realización del proyecto. Su respaldo ha sido fundamental 

para mi desarrollo académico y profesional.    

Al Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologías por el apoyo económico 

proporcionado durante el plan de estudios de posgrado.  

Al Dr. Eder Ubaldo Arredondo Espinoza por brindarme la oportunidad de formar un 

gran equipo de trabajo y, con el tiempo, forjar una amistad. Aprecio sinceramente que 

haya compartido sus conocimientos y experiencias de laboratorio, así como sus consejos 

y su apoyo incondicional a lo largo de esta etapa. Sin duda, es un excelente ser humano y 

gran mentor.  ¡Muchas gracias!   

Al Dr. Isaías Balderas Rentería por compartir sus valiosos conocimientos y brindarme 

la oportunidad de formar parte de INGGEN. Su apoyo constante como Profesor y 

Subdirector fue fundamental en cada situación que se presentó a lo largo del proyecto.    

Al comité tutorial, en espacial a la Dra. Yolanda Araceli Gracia Vásquez y Dra. 

Mónica Azucena Ramírez Cabrera, por su incondicional disponibilidad para la revisión 

de avances, así como por las juntas de comité y predoctoral. Su apoyo y sugerencias han 

sido clave para el desarrollo del proyecto. Agradezco también todos los consejos 

personales que me han brindado. 



VIII |  
 

 

Al comité externo, al Dr. José Juan Pérez Trujillo y Dr. José Ángel Merino Mascorro, 

por su aceptación y disposición. Sus sugerencias durante el predoctoral fueron invaluables 

y fundamentales en el desarrollo experimental del proyecto.    

A la Querida Dra. Lucía Guadalupe Cantú Cárdenas por el apoyo incondicional que 

me ha brindado desde el primer día en el posgrado. Gracias por todas las clases, consejos 

y por estar siempre presente de manera moral. ¡Muchas gracias por su apoyo!   

Al Dr. Donaciano Flores Robles por ser el primer profesor en involucrarme en el área de 

investigación. Gracias por otorgarme ese impulso inicial y por compartir generosamente 

todos sus conocimientos y apoyo. Su influencia ha sido fundamental en mi desarrollo.   

A mis compañeros de esta gran aventura: Sonia Montero, Jorge Solís, Evelyn Martínez, 

Juan Carrizalez, Ceci Jaramillo, Diego Jaramillo, Rodrigo Vázquez, Javier Hernández, 

Aldo González, Jessica Gómez, David Perez, Bryan Santos. Gracias por todo; ha sido una 

experiencia única e inolvidable. Cada momento compartido fue fundamental para la 

culminación de esta etapa. ¡Los llevaré siempre en mi mente!     

A la M.C. Viridiana Gutiérrez Valencia, quiero agradecer por formar parte de esta etapa 

de mi vida y por proporcionarme las herramientas necesarias para llegar al final. Sin tu 

ayuda profesional, esto no habría sido posible. Estoy inmensamente agradecida contigo, 

mi estimada Viri. ¡Muchas gracias!  

 

 

 

  

 

 

 



IX |  
 

 

TABLA DE CONTENIDO 

 

Capítulo                                                                                                                   Página 

       TABLA DE CONTENIDO ............................................................................... IX 

LISTA DE TABLAS ...................................................................................... XIII    

LISTA DE FIGURAS ...................................................................................... XV  

NOMENCLATURA ..................................................................................... XVII  

1. INTRODUCCIÓN ....................................................................................... 1 

1.1.  Cáncer de mama ..................................................................................... 2   

1.2.  Factores de riesgo y clasificación .......................................................... 2  

1.3.  Cáncer de mama HER2 positivo ............................................................ 3 

1.3.1. Estructura del receptor HER2 ..................................................... 4 

1.3.2.   Activación de la vía de señalización del receptor HER2 ............ 4 

1.4.  Tratamiento de cáncer de mama HER2 positivo ................................... 5  

1.4.1. Anticuerpos monoclonales .......................................................... 5 

1.4.2. Moléculas pequeñas inhibidoras de tirosina cinasa .................... 5 

1.4.3. Terapia combinada ...................................................................... 6  

1.5. Nuevas dianas terapéuticas ..................................................................... 6  

1.5.1. PIP3.............................................................................................. 6 

1.5.2. PI3K ............................................................................................ 7 

1.5.3. AKT ............................................................................................ 7 

1.5.4. mTOR.......................................................................................... 8 

1.6.  Nuevas estrategias terapéuticas ............................................................. 9 



X |  
 

1.6.1. Péptidos como sistemas de entrega de fármacos ........................ 9 

1.6.1.1. Péptidos tumor homing ................................................. 9 

1.6.1.2. Péptidos de penetración celular .................................. 10 

1.6.2. Proteína PTEN .......................................................................... 11 

1.6.3. RNA´s de interferencia ............................................................. 13 

1.7. Antecedentes ......................................................................................... 14 

1.8. Justificación .......................................................................................... 18 

1.9. Hipótesis ............................................................................................... 19 

1.10. Objetivos............................................................................................. 19 

1.10.1.  Objetivo general .................................................................... 19 

1.10.2.  Objetivos específicos ............................................................. 19  

 

2. MATERIALES Y MÉTODOS ................................................................. 20 

2.1. Reactivos y equipos .............................................................................. 21  

2.2. Evaluación de siRNA´s ......................................................................... 22 

   2.2.1. Transfección de siRNA en líneas celulares .............................. 22 

2.2.2. Evaluación de la actividad anticancerígena y citotóxica in vitro  

de los siRNA´s en estudio por la técnica de WST-1 .......................... 23 

                        2.2.3. RT-PCR cuantitativa de los siRNA´s ....................................... 24 

2.3. Clonación de KLA-PTEN-LTV ............................................................ 25 

2.3.1. Secuencia del gen PTEN .......................................................... 25 

2.3.2. Diseño de primers ..................................................................... 25 

2.3.3. Propagación del gen en E. coli DH5α ...................................... 25 

          2.3.3.1. Transformación de pUC57 KLA-PTEN-LTV ............. 25 

          2.3.3.2. Selección de colonias transformadas ........................... 26 

          2.3.3.3. Extracción de ADN plasmídico ................................... 26 

2.4. Construcción del plásmido recombinante ............................................. 26 

  2.4.1. Digestión de pUC57 KLA-PTEN-LTV y pCEFL-EGFP ......... 26 

                       2.4.2. Reacción de ligación del vector con inserto de interés ............. 28 



XI |  
 

                       2.4.3. Transformación de pCEFL-KLA-PTEN-LTV .......................... 28 

                       2.4.4. Selección de clonas y extracción de ADN ................................ 29 

                       2.4.5. Confirmación de transformantes por medio de PCR ................ 29  

2.5. Ensayos biológicos de la proteína recombinante .................................. 30 

         2.5.1. Transfección en HEK-293T para la expresión de la proteína ... 30 

         2.5.2. Evaluación de la actividad anticancerígena in vitro de KLA- 

         PTEN- LTV por la técnica de WST-1 ................................................ 31 

2.5.3. Detección de la proteína recombinante .................................... 31 

2.6. Manejo de residuos ............................................................................... 32 

 

3.    RESULTADOS........................................................................................... 33 

3.1. Evaluación de siRNA´s ......................................................................... 34 

3.1.1. Citotoxicidad de siRNA´s en células Vero ................................. 34 

3.1.2. Actividad antiproliferativa de los siRNA´s en estudio ............... 35 

3.1.3. RT-PCR cuantitativa de los siRNA´s ......................................... 39 

3.2. Clonación de KLA-PTEN-LTV ............................................................ 40 

3.2.1.  Secuencia del gen KLA-PTEN-LTV ....................................... 40 

3.2.2. Diseño de primers ..................................................................... 41 

3.2.3. Construcción de pCEFL-KLA-PTEN-LTV ............................. 41 

3.2.3.1.  Digestión de KLA-PTEN-LTV y pCEFL-EGFP ..... 41 

3.2.3.2. Confirmación de transformantes por medio de PCR . 42  

3.3. Ensayos biológicos de la proteína recombinante .................................. 43 

3.3.1. Actividad antiproliferativa de la proteína recombinante 

KLA-PTEN-LTV ............................................................................... 43 

3.3.2. Detección de la proteína recombinante .................................... 45 

 

 



XII |  
 

4.     DISCUSIÓN  ................................................................................................ 46 

4.1. Evaluación de la actividad anticancerígena y citotóxica in vitro de los  

siRNA´s en estudio ...................................................................................... 47 

4.2. RT-PCR cuantitativa de los siRNA´s ................................................... 49  

4.3 Diseño de la secuencia y actividad antiproliferativa de la proteína  

recombinante KLA-PTEN-LTV .................................................................. 49 

 

5.     CONCLUSIONES ....................................................................................... 52 

6.     PERSPECTIVAS ......................................................................................... 54 

REFERENCIAS  ................................................................................................ 56 

ANEXO A (Preparación de medios de cultivo y soluciones) ........................... 61 

ANEXO B (Secuencias de primers PI3KCA, AKT1, mTOR) ......................... 63 

 

          

 

 

 

 

 

 

 

 



XIII |  
 

 

 

 

LISTA DE TABLAS 

 

Tabla                                                                                                                 Página  

1. Clasificación de cáncer de mama .................................................................... 3 

2. Clasificación de la familia de PI3K ................................................................ 7 

3. Composición de la reacción de digestión (1.5 µg) para el gen de pUC57  

KLA-PTEN-LTV .......................................................................................... 27 

4. Composición de la reacción de digestión (1.5 µg) del plásmido pCEFL-EGFP

 27 

5. Composición de la reacción de ligación (1:7) pCEFL con el inserto  

KLA-PTEN-LTV .......................................................................................... 28 

6. Condiciones de la reacción de PCR .............................................................. 29 

7. Condiciones de amplificación ....................................................................... 30 

8. Citotoxicidad en la línea celular Vero .......................................................... 34 

9. Actividad antiproliferativa en la línea celular MCF-7 .................................. 36 

10. Actividad antiproliferativa en la línea celular HCC-1954 ............................ 37 



XIV |  
 

11. Actividad antiproliferativa en la línea celular SKBR3 ................................. 38 

12. Diseño de primers ......................................................................................... 41 

13. Actividad antiproliferativa de la proteína recombinante .............................. 44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



XV |  
 

 

 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura                                                                                                              Página 

1.  Estructura de la proteína PTEN .................................................................. 11 

2. Estructura de la nueva variante KLA-PTEN-LTV .................................... 13 

3. Citotoxicidad de los siRNA´s en estudio en las células Vero ................... 35 

4. Actividad antiproliferativa de los siRNA´s en estudio en las células  

MCF-7 ....................................................................................................... 36 

5. Actividad antiproliferativa de los siRNA´s en estudio en las células  

HCC-1954 .................................................................................................. 37 

6. Actividad antiproliferativa de los siRNA´s en estudio en las células  

SKBR3 ....................................................................................................... 38 

7. Niveles de expresión relativa de genes en estudio .................................... 39 

8. Gel de agarosa al 1 %. Digestión de KLA-PTEN-LTV y del vector pCEFL.

 ................................................................................................................... 42 

9. Gel de agarosa al 1 %. Confirmación de la transformación de KLA-PTEN-

LTV ........................................................................................................... 43 



XVI |  
 

10.  Actividad antiproliferativa KLA-PTEN-LTV en MCF-7 y HCC-1954 ...... 44 

11.   Imagen del Western blot ............................................................................. 45  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



XVII |  
 

 

 

 

NOMENCLATURA 

 

  

4E-BPs        Proteínas 4E de unión a mRNA  

AGO2         Argonauta 2  

AKT            Proteína cinasa B  

ANOVA      Análisis de varianza                        

cDNA  DNA complementario 

CPHPs        Péptidos homing de penetración celular 

CPPs           Péptidos de penetración celular 

dsRNA        RNA largos de doble cadena  

EGFR          Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano  

EIF3            Factor de iniciación 3C 

FDA             Administración de medicamentos y alimentos  

GAPDH       Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 

GFP             Proteína verde fluorescente  

HER2          Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2  



XVIII |  
 

HRP  Peroxidasa de rábano picante 

IFNα2  Péptido señal del interferón alfa-2  

IgG  Inmunoglobulina G   

Ki-67          Proteína marcadora de proliferación  

MAPK        Proteína cinasa activadora de mitógeno  

mRNA  ARN mensajero 

mTOR  Diana de rapamicina 

PBDs          Sistemas de liberación de fármacos basados en péptidos  

PCR  Reacción en cadena de la polimerasa 

PI3K          Cinasa fosfatidilinositol 3  

PIP2            Fosfatidilinositol 4,5 bifosfato  

PIP3            Fosfatidilinositol 3, 4, 5 trifosfato  

PIPs            Fosfoinosiítidos  

PTEN         Proteína homóloga fosfatasa y tensina 

PVDF        Fluoruro de polivinilideno  

Rheb          Homólogo de Ras enriquecido de cerebro  

RIPA         Ensayo de radioinmunoprecipitación 

RISC         Complejo de silenciamiento inducido por RNA  



XIX |  
 

RNA          Ácido ribonucleico 

RNAi         RNA de interferencia 

RT             Retrotranscripción  

RT-qPCR PCR cuantitativa en tiempo real  

S6K1         Cinasa ribosomal S6  

siRNA       Pequeños RNA de interferencia 

TAT  Tranactivador transcripcional esencial para la replicación de VIH 

T-DM1  Ado-trastuzumab-emtansina 

THPS        Péptidos tumor homing  

TOR         Proteína cinasa diana de rapamicina  

TSC2        Complejo 2 de esclerosis tuberosa 

WST-1 (4-[3-(4-yodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-disulfonato de 

benceno    

 

 

 

 



1 | 
 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1 

 

 

 

1. INTRODUCCIÓN 
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1.1. Cáncer de mama 

     El cáncer es de las principales causas de muerte a nivel mundial, en el año 2020 se 

presentaron aproximadamente 10 millones de muertes (1).  Es una enfermedad que se 

caracteriza por la división de las células de manera descontrolada, provocando la 

formación de un tumor. Existen varios tipos de cáncer afectando a diferentes células del 

organismo. Específicamente el cáncer de mama es una de las neoplasias más frecuentes 

en la población mundial, en 2020 se presentaron 2, 296, 840 nuevos casos y se estimó una 

mortalidad de 666, 103 personas. En México se considera la primera causa de muerte en 

lo que respecta a la población femenina, en el año 2022 se registraron 23, 790 nuevos 

casos y 7, 799 defunciones. Las entidades con mayor mortalidad debido a esta enfermedad 

son Estado de México, Ciudad de México, Jalisco, Nuevo León y Veracruz (2).    

1.2. Factores de riesgo y clasificación 

     Algunos de los factores de riesgo para el cáncer de mama son los biológicos: la 

presencia de alguna mutación en los genes BRCA1, BRCA2 y p53, tejido mamario denso; 

los reproductivos: exposición prolongada a estrógenos endógenos, uso de anticonceptivos 

orales, menarca temprana, menopausia tardía, primer embarazo después de los 30 años; y 

finalmente los relacionados al estilo de vida: consumo de alcohol, sobrepeso y obesidad e 

inactividad física (3). 

     El cáncer de mama se considera una enfermedad de tipo heterogénea. Es clasificada 

histológicamente en base a su localización de origen, en tumores ductales, los cuales 

representan un 80% y en tumores lobulares con tan solo un 10 al 15%. Sin embargo, la 

clasificación más común se basa en los perfiles de expresión de ciertos marcadores, dicha 
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clasificación se divide en 4 subtipos, dependiendo del tipo de receptor que se sobreexprese 

o del porcentaje de la proteína marcadora de proliferación (Ki-67) (tabla 1) (4, 5).     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3. Cáncer de mama HER2 positivo 

     El receptor de factor de crecimiento epidérmico humano (EGFR) es una familia de 

receptores conformada por 4 miembros: HER1, HER2, HER3 y HER4. Son 

estructuralmente similares, constan de un dominio extracelular, una región 

transmembrana y un dominio intracelular. La función principal es regular la proliferación 

celular, supervivencia y diferenciación a través de las diferentes vías de transducción (6).  

     El gen ERBB2 codifica para el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 

2 (HER2), localizado en el cromosoma 17q12, presenta 1255 aminoácidos y tiene un peso 

de 185 kDa, el cual se encuentra amplificado en un 20- 25 % en cáncer de mama y por 

ende una sobreexpresión de la proteína HER2. Es un tipo de receptor huérfano debido a 

Tabla 1. Clasificación de cáncer de mama 

 

 

Subtipo 
Receptor de 

Estrógeno 

Receptor de 

Progesterona 

Receptor de 

Factor de 

Crecimiento 

Epidermal 

Humano 2 

Proteína 

marcadora de 

proliferación 

(Ki-67) 

Luminal A Positivo Positivo Negativo <14 % 

Luminal B Positivo Positivo 
Negativo o 

positivo 
≥ 14 % 

HER2 Negativo Negativo Positivo - 

Triple 

Negativo 
Negativo Negativo Negativo - 
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que no cuenta con un ligando para su activación, por ende, se activa por medio de la 

heterodimerización con algún otro miembro de la familia (7, 8).   

1.3.1.  Estructura del receptor HER2   

     HER2 es un receptor de tipo transmembrana compuesto de tres dominios. El dominio 

extracelular se encuentra subdividido en cuatro: contiene dos sitios de unión a ligando rico 

en leucina y dos sitios ricos en cisteína; presenta la región transmembrana y el dominio 

intracelular con 500 residuos aproximadamente y está subdividido en tres partes: una 

región de yuntamembrana, dominio tirosina cinasa y una cola carboxilo terminal con 

varios sitios de fosforilación (6, 7).  

1.3.2.  Activación de la vía de señalización del receptor HER2 

     La activación de la familia EGFR es mediante un ligando, excepto para el receptor de 

HER2 que hasta el momento carece de ligando, por ello el dominio extracelular permanece 

en una conformación activamente constitutiva provocando la dimerización con algún 

miembro de EGFR, principalmente a HER3 o la sobreexpresión de la proteína provoca el 

incremento de una homodimerización (autofosforilación), al ocurrir dicho proceso se 

provoca la fosforilación de cinasa fosfatidilinositol 3 (PI3K) y por ende su dominio 

catalítico p110 convertirá al fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) a fosfatidilinositol 3, 4, 

5 trifosfato (PIP3) que a su vez activa la vía de la proteína cinasa B (AKT), dicha vía 

participa en los procesos de proliferación, diferenciación, adhesión, migración, metástasis, 

angiogénesis, supervivencia y disminución de la apoptosis (9). 
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1.4.  Tratamiento de cáncer de mama HER2 positivo 

     La terapia para el cáncer de mama HER2 positivo se establecerá de acuerdo con la 

etapa en que se encuentre este proceso, el cual puede ser temprano o metastásico. Sin 

embargo, este subtipo de cáncer se considera uno de los más agresivos, reduciendo la 

supervivencia de los pacientes. La Sociedad Americana de Oncología Clínica menciona 3 

líneas de tratamiento con lo que se refiere a dicha enfermedad, las cuales son las 

siguientes: de primera línea los anticuerpos trastuzumab, pertuzumab y el 

quimioterapéutico taxano; segunda línea Ado-trastuzumab emtansina (T-DM1) y tercera 

línea lapatinib más capecitabina o paclitaxel y lapatinib más trastuzumab (5, 10).        

1.4.1.  Anticuerpos monoclonales  

     En la actualidad existen dos anticuerpos utilizados para frenar el cáncer de mama 

HER2 positivo. El primero es trastuzumab el cual es un anticuerpo humanizado que se 

une al dominio extracelular del receptor HER2 provocando un efecto anti-tumoral. Sin 

embargo, se presenta una resistencia del 70% en los cánceres que sobreexpresan HER2 y 

por ende los pacientes han presentado dicha resistencia al tratamiento. Otro anticuerpo 

utilizado es el pertuzumab, a diferencia del primero éste cuenta con varios epítopes por lo 

tanto facilita la unión al dominio extracelular y por ende bloquea la dimerización de HER2 

y HER3, inhibiendo río abajo la señalización de la proteína cinasa activadora de mitógeno 

(MAPK) y PI3K (11, 12).  

1.4.2.  Moléculas pequeñas inhibidoras de tirosina cinasa 

     Lapanitib se aprobó por la Administración de Medicamentos y Alimentos (FDA) en el 

2007, para aquellos pacientes donde no se presentaba buena respuesta a trastuzumab. 
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Dicha terapia inhibe la actividad tirosina cinasa de HER2 y HER1 suprimiendo la 

señalización de los receptores. También se administra en combinación con capecitabina, 

en los pacientes con cáncer de mama avanzado, así mismo se puede utilizar con otros 

fármacos (13).  

1.4.3.  Terapia combinada  

     Dicho tratamiento consiste en conjugar un anticuerpo monoclonal y algún 

quimioterapéutico, uno de ellos es TDM-1, el fármaco pertenece a los agentes 

antimitóticos. El mecanismo de acción se basa en la interrupción del complejo HER2-

HER3 y por ende inhibe la señalización de PI3K. Esta terapia ha mostrado eficacia en 

aquellos pacientes que presentan resistencia al anticuerpo o están en la etapa de metástasis 

(14).      

1.5. Nuevas dianas terapéuticas 

1.5.1.  PIP3 

     Los fosfoinosítidos (PIPs) son considerados fosfolípidos de tipo aniónicos, su principal 

función es como segundos mensajeros, por ende, regulan diversos procesos de 

señalización. Los lípidos de tipo fosfatidilinositol están conformados por dos cadenas de 

tipo acil, enlazadas a un anillo inositol por un fosfoglicerol. La formación de PIP3, se 

genera debido a que el anillo inositol es fosforilado en la posición 3 por PI3K, esta 

formación es de tipo reversible y se requiere de fosfatasas (PTEN). PIP3 regula una gran 

variedad de procesos celulares, entre los que destacan a nivel de membrana por la 

interacción con proteínas, así mismo en fagocitosis, pinocitosis, exocitosis y en la 

organización del citoesqueleto, activación de la vía de señalización AKT (14, 15) 
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1.5.2.  PI3K 

      La cinasa fosfatidilinositol 3, forma parte de la familia de las cinasas lipídicas 

constituidas por dos subunidades (reguladora y catalítica). Hay tres clases de PI3K (tabla 

2). La clase I es la más estudiada debido a su relación con el cáncer. La función de PI3KCA 

es la de fosforilar la posición 3 del anillo inositol de PIP2 y por ende provocar un estímulo 

río abajo y activar la vía de AKT. PI3K presenta diversas mutaciones en la subunidad 

p110α confiriéndole una activación constitutiva. Por otra parte, la subunidad p85 también 

presenta mutaciones de tipo sustituciones o deleciones en el dominio SH2, así mismo se 

ha observado una sobreexpresión de los niveles provocando la activación de la vía y por 

ende la proliferación celular (16–18).   

Tabla 2. Clasificación de la familia de PI3K 

 

 Isoformas de la 

subunidad catalítica 

Isoformas de la subunidad 

regulatoria 

 

Clase I 

Tipo A p110α, p110β y p110δ p85α, p55α, p50α, p85β, p85γ 

Tipo B p110γ p101, p87 

 

Clase II 

Isoformas 

PI3K-C2α, PI3K-C2β PI3K-C2γ 

Clase III VPS34-VPS15 

 

1.5.3.  AKT  

      La proteína cinasa B está conformada por 3 isoformas Akt1, Akt2 y Akt3 cada una 

codificada por un gen diferente. El incremento de la actividad es debido al estímulo de 
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algunos factores de crecimiento y citocinas. AKT se encarga de regular diversos procesos 

celulares como metabolismo, proliferación, supervivencia celular y angiogénesis. La 

activación de AKT va a depender de la fosforilación de serina/treonina para que provoque 

la mediación de ciertos sustratos río abajo. AKT regula negativamente ciertas proteínas 

pro-apoptóticas y, por otra parte, es un regulador positivo de ciertas señales de factores de 

crecimiento y de transcripción. Akt1 presenta mutaciones de tipo somáticas y éstas se han 

observado en aquellos pacientes con cáncer de mama. Por otra parte, se ha encontrado 

amplificada y sobreexpresada la isoforma de Akt2 en algunos tipos de cáncer (19, 20).  

1.5.4.  mTOR 

      El complejo 1 TOR, su principal subunidad catalítica es la proteína cinasa diana de 

rapamicina (TOR). Su función es la regulación de la biogénesis ribosomal y la síntesis de 

proteínas, dichos procesos son regulados por la fosforilación/inactivación de los 

represores de proteínas 4E de unión a mRNA (4E-BPs) y por fosforilación/activación de 

la cinasa ribosomal S6 (S6K1). Algunos factores de crecimiento son reguladores positivos 

de mTORC1, esto sucede principalmente por la activación de PI3K que envía una señal 

río abajo y por ende activa a Akt y éste activa a mTORC1. Akt puede activar a mTORC1, 

por medio de una fosforilación directa al complejo 2 de esclerosis tuberosa (TSC2), la 

cual inhibirá la actividad de pequeñas GTPasas, y el homólogo de Ras enriquecido de 

cerebro (Rheb) será requerido para la activación de mTORC1. Por lo anterior, se considera 

que mTORC1 es una importante diana, debido a que su activación participa en la 

proliferación celular (21).      
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1.6.  Nuevas estrategias terapéuticas 

1.6.1.  Péptidos como sistemas de entrega de fármacos 

     En la actualidad la quimioterapia contra el cáncer carece de especificidad y sus efectos 

se dirigen hacia células cancerígenas y normales; por lo anterior en los últimos años se ha 

estudiado la búsqueda de una terapia dirigida. El uso de péptidos como sistemas de 

liberación de fármacos basados en péptidos (PBDs) hacia ciertas dianas se encuentra en 

exploración, existen 3 diversas clases de péptidos: péptidos tumor-homing (THPs), 

péptidos de penetración celular (CPPs) y péptidos homing de penetración celular (CP-

THPs). Las funciones de cada uno son diversas, los THPs realizan la liberación de 

fármacos en la superficie de la célula, los CPPs tienen la capacidad de internalizar las 

membranas y los CP-THPs llevan a cabo ambas funciones, el de reconocimiento a nivel 

celular e internalización (22, 23).   

1.6.1.1. Péptidos tumor homing  

     Este tipo de péptidos se caracterizan por contener secuencias cortas de 3 a 15 

aminoácidos, reconocen células tumorales (sus principales dianas son receptores células), 

también pueden internalizar la célula, por ende, pueden llegar a ser sistemas de liberación 

de fármacos y cuentan con poca afinidad a células normales, no son inmunogénicos y los 

costos de producción son bajos. El descubrimiento de THPs fue por medio de la tecnología 

de bibliotecas de visualización de fagos de manera in vitro, in vivo y ex vivo/in vivo, a la 

fecha se han identificado una gran cantidad de péptidos que van dirigidos hacia diversos 

tipos de cáncer (22, 24).  

    El péptido LTVSPWY conocido como LTV, tiene una alta afinidad al receptor HER2, 

por ende, es considerado un THP; sin embargo, aún no se ha estudiado lo suficiente (25, 
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26). Con la finalidad de explorar la efectividad de LTV como péptido de entrega de 

fármaco, en dicho proyecto se estudió fusionado a una proteína que participa en la vía de 

señalización de AKT.    

1.6.1.2. Péptidos de penetración celular  

 Los CPPs tienen permeabilidad celular hacia diferentes linajes de células. Las 

secuencias de dichos péptidos se usan para la generación de fusiones moleculares como 

péptido/proteína permeable a células, péptido/ácidos nucleicos y péptidos de complejos 

químicos pequeños (27). El primer CPP y más estudiado es el transactivador de 

transcripción de HIV-1 (TAT), siendo una estrategia prometedora para el tratamiento de 

diversas enfermedades. Específicamente TAT se ha usado para transportar moléculas 

pequeñas, anticuerpos, péptidos terapéuticos, proteínas y ha sido conjugado a liposomas, 

se ha funcionalizado con nanopartículas, pequeños RNA de interferencia (siRNAs) y 

oligonucleótidos antisentido; así mismo, se ha evaluado en diversas líneas celulares y en 

modelos de animales (28, 29). 

     Otro ejemplo de CPP es KLALKLALKALKAALK (KLA), derivado del modelo 

anfipático MAP–KLALKLALKALKAALKLA, desarrollado por primera vez en 1991 

por Steiner et al. (30, 31) . Estos péptidos han demostrado una fuerte interacción con 

membranas celulares, permitiendo la traslocación de diferentes moléculas, entre las que 

destacan nanopartículas, oligonucleótidos, péptidos y proteínas (32).  
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1.6.2.  Proteína PTEN  

     El gen PTEN codifica la proteína homóloga fosfatasa y tensina se localiza en el 

cromosoma 10q23.31 contiene 403 aminoácidos y pesa 47 kDa. PTEN es considerada un 

gen supresor de tumor; sin embargo, se presentan mutaciones, deleciones o pérdida de la 

expresión en diversos tipos de cáncer. En cáncer de mama existe una pérdida de la función 

que va de un 30-40 % (33).  

     Estructuralmente contiene 5 dominios: de unión a PIP2, dominio fosfatasa, dominio 

C2, C-terminal y el dominio de unión a PDZ (figura 1). Cada uno de ellos interfieren con 

la estabilidad, actividad, localización de la proteína e interacción con algunas otras 

proteínas (34).  

 

Figura 1. Estructura de la proteína PTEN 

     PTEN pertenece a la familia de proteínas tirosina/fosfatasa, su principal actividad dual 

es desfosforilar proteínas y fosfolípidos. Su sustrato es el segundo mensajero PIP3, el cual 

es hidrolizado para convertirlo a PIP2 y, por ende, al realizar dicha función inhibe la 

activación de la vía PI3K/AKT. Las funciones de PTEN son inhibición del crecimiento 

celular, la migración, detención del ciclo celular, estabilidad genética, metabolismo e 
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inducción de apoptosis. Se localiza principalmente a nivel de membrana, así mismo está 

presente en el citoplasma, núcleo, mitocondria, en membranas asociadas a mitocondrias y 

en algunos organelos celulares (18, 33).     

     Los mecanismos de regulación postraduccionales de PTEN es que participan en la 

inhibición de la actividad de la proteína. Algunas de las modificaciones que presenta son: 

fosforilaciones, acetilaciones, oxidaciones, ubiquitinaciones, entre otras (35, 36).      

     Se ha identificado una variante de PTEN que es PTEN-long y es considerada una 

fosfatasa lipídica que es permeable a la membrana, contiene 173 aminoácidos más en la 

parte N terminal que la proteína original PTEN, por lo tanto, contiene 576 aminoácidos. 

PTEN-long tiene un codón de inicio diferente, en este caso comienza en el sitio 513 pb 

río arriba del codón de inicio de la traducción de la proteína PTEN, el codón de inicio de 

PTEN-long es CUG. PTEN-long es secretada al espacio extracelular e interacciona con 

otras células, debido a que contiene un fragmento de poliarginina y polialanina. Su ingreso 

a la célula inhibe la vía de señalización PI3K de manera in vitro e in vivo (35, 37).     

     Son importantes las funciones que desempaña la proteína PTEN y por ende el papel 

que lleva a cabo en los procesos de señalización, con base a lo anterior se generó una 

nueva variante de PTEN (KLA-PTEN-LTV) (figura 2), con la finalidad de inactivar la vía 

de señalización acoplada a HER2 y así disminuir el proceso de proliferación celular.  
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Figura 2. Estructura de la nueva variante KLA-PTEN-LTV 

1.6.3.  RNA´s de interferencia  

     Los RNAi son pequeñas cadenas dobles de RNA, su función se basa en el mecanismo 

de regulación de la expresión de genes a nivel post-transcripcional. Son considerados 

como una nueva alternativa terapéutica para una gran diversidad de patologías, 

principalmente en el caso del cáncer  (38).  

     El proceso por el cual regulan la expresión de genes es por medio de la degradación 

del mRNA. Iniciando con los RNA largos de doble cadena (dsRNA), los cuales serán 

cortados por la enzima Dicer, generando fragmentos pequeños de RNA de interferencia 

de doble cadena (siRNA), estos van a interactuar con el complejo de silenciamiento 

inducido por RNA (RISC), es en dicho complejo donde la endonucleasa argonauta 2 

(AGO2) va a escindir la cadena pasaje (sentido) del siRNA y la cadena guía (antisentido) 

se asocia con RISC, es aquí donde la cadena antisentido se activa uniéndose al mRNA y 

comienza la degradación, provocando así la disminución de la expresión (39).    

     Algunas de las características de los RNA´s para ser considerados estables y con una 

buena eficiencia son las siguientes: un tamaño de aproximadamente 21 nucleótidos y en 

el extremo 3´ debe contener dos nucleótidos libres preferentemente U los cuales sirven 

para el reconocimiento de la maquinaria de los RNAi, para la estabilidad termodinámica 
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el extremo 5´ de tipo inestable debe contener A o U para que pueda interaccionar con la 

proteína AGO mientras que la cadena pasajera se caracteriza por su contenido de C y G 

en el extremo 5´con la finalidad de no ser reconocida por AGO, así mismo, el siRNA debe 

contener aproximadamente 30-50 % de GC, esto con la finalidad de no disminuir la 

funcionabilidad (39, 40).     

     En la actualidad diversas compañías farmacéuticas están enfocadas en los estudios de 

fases clínicas de diversos siRNA con distintas dianas y hacia una gran diversidad de los 

diferentes tipos de cáncer, debido a que en el mercado aún no se autoriza la 

comercialización de un medicamento basado en esta estrategia terapéutica, por lo anterior 

en el presente trabajo se busca continuar con el estudio de siRNA´s con la finalidad de 

regular la vía de señalización PI3K/AKT/mTOR.       

1.7. Antecedentes 

     La tecnología de RNAi ha sido estudiada en los últimos años para el tratamiento de 

diversas enfermedades causadas por una inapropiada actividad génica, particularmente el 

cáncer, a continuación, se mencionan antecedentes de evaluación de la interferencia de 

RNA sobre las dianas estudiadas en el presente trabajo. Liu et al. evaluaron la relación del 

factor de transcripción SALL4, el cual participa en varios carcinomas, principalmente en 

gliomas. Las líneas celulares U87 y U251 fueron transfectadas con siRNA, se evaluó la 

proliferación, el ciclo celular y la relación de SALL4 con PTEN, PI3K y AKT. Los 

resultados demostraron una reducción de la proliferación celular debido a la inhibición de 

la expresión de SALL4, también se produjo un aumento en la expresión de la proteína 

PTEN y por ende se reprimió la activación de PI3K/AKT  (41).    
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    Zhou et al. determinaron los niveles de expresión del miR-135a y la relación que tenía 

con los procesos de proliferación, migración, invasión, apoptosis y angiogénesis en líneas 

celulares de cáncer de células pequeñas de pulmón, así mismo la relación con la vía IGF-

1/PI3K/AKT. Formaron 6 grupos de tratamientos: grupo 1 blanco, grupo 2 control 

negativo, grupo 3 miR-135a mimético, grupo 4 inhibidor de miR-135a, grupo 5 siRNA-

IGF-1 y grupo 6 inhibidor de miR-135a+siRNA-IGF-1. Los resultados que obtuvieron 

fueron que el grupo 3 y 6 suprimieron la proliferación, invasión, migración e indujeron 

apoptosis en la línea celular A549, también demostraron una reducción en los niveles de 

proteínas de la vía en estudio (42).    

     Zhou et al. estudiaron el efecto de un factor de cohesina y del gen NIPBL en líneas 

celulares de cáncer de mama, y observaron la respuesta que presentaban con respecto al 

ciclo celular, apoptosis y autofagia. Se transfectaron siRNA-NIPBL1 y siRNA-NIPBL2 

obteniendo mejores resultados en la línea MCF-7 y Bcap37. Dicha transformación inhibió 

la proliferación celular, invasión y migración. La baja regulación de NIPBL detuvo el 

ciclo celular en la fase G0/G1 e indujo apoptosis y autofagia, llevándolo a cabo por medio 

de caspasa 3 y afectando la vía de señalización de mTOR  (43).       

     Li et al. evaluaron la expresión del miR-452 en tejidos de pacientes con cáncer de 

mama y en aquéllas que presentaban metástasis, así mismo en diferentes líneas de cáncer 

de mama.  Los niveles de expresión de miR-452 en pacientes con cáncer metastásico eran 

más bajos que las pacientes solo con cáncer, puede asociarse que los bajos niveles están 

directamente involucrados con el proceso de metástasis, por otro lado, se realizaron 

ensayos de migración e invasión solo en las líneas celulares, se demostró que la 

sobreexpresión del miR-452 logró inhibir la capacidad de migración en las líneas celulares 
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MCF-7 y MDA-MB.231. Además, se buscó bajar los niveles de la proteína (RAB11A) y 

comprobar el efecto del miR-452, se llevó a cabo una transfección con siRNA dirigido a 

la proteína. Se comprobó que RAB11A disminuyó en dos líneas celulares  (44).     

     Zhao et al. mencionan que el factor de iniciación 3C (EIF3 por sus siglas en inglés) es 

un oncogen que se encuentra sobreexpresado en varios tipos de cáncer, por ende, se 

involucra en la tumorigénesis y en la proliferación celular, por lo que realizaron la 

transfección de siRNA-EIF3C en líneas celulares de cáncer de mama. Los niveles de 

EIF3C disminuyeron en la línea celular MDA-MB-231, se presentó una disminución de 

la proliferación celular y se indujo apoptosis, se observó que la vía mTOR está involucrada 

con la eficiencia tradicional de EIF3C (45). 

     Se han aprobado más de 350 proteínas terapéuticas hasta la fecha. Recientemente, con 

el desarrollo de nuevas tecnologías como la mutagénesis sitio-dirigida, ingeniería de 

proteínas y recursos computacionales, se busca disminuir las limitaciones que tienen las 

proteínas. En ese sentido, exploramos una enzima con actividad supresora de tumor 

PTEN, así mismo, buscamos mejorar la afinidad y permeabilidad celular empleando 

péptidos como sistema de liberación de fármacos. Presentamos estudios recientes del 

péptido LTV con actividad tumor homing, el péptido de penetración celular KLA y de 

PTEN como regulador negativo de la vía de señalización PI3K/AKT. Shadidi identificó 

un pequeño péptido con alta especificidad para la línea celular de cáncer de mama SKBR3, 

con ayuda de la tecnología de visualización de fagos. El péptido LTVSPWY fusionado 

con la proteína verde fluorescente (GFP) y conjugado con un oligonucleótido antisentido, 

logró reducir los niveles de la proteína HER2 hasta un 60 % en la línea celular (46).  
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     Jie et al. evaluaron una nanopartícula magnética conjugada con el péptido homing 

LTV, el cual estaba modificado (pegilado con quitosano). Comprobaron si con dicha 

modificación el péptido continuaba siendo selectivo para aquellas células que 

sobreexpresan HER2, los resultados mostraron que mantuvo la afinidad para dichas 

células (47).  

     Ramaker et al. realizaron un estudio comparativo de 474 CPP para evaluar la capacidad 

de internalización. Dicho estudio se llevó a cabo en la línea celular HeLa y se evaluaron 

en las mismas condiciones con respecto al número de células, concentración de péptidos, 

condiciones de incubación, método de evaluación, entre otras. Los resultados obtenidos 

en dicho estudio arrojaron 20 CPP con una buena internalización y entrega de cargos; 

entre ellos se encuentra el péptido KLA en el quinto lugar (48).    

     Silva et al. menciona las características que tienen los CPP, en específico aquellos que 

son anfipáticos con conformación α-hélice como MAP, dicho péptido está compuesto por 

alaninas, leucinas y lisinas (KLALKLALKALKAALKLA) y su habilidad para translocar 

oligonucleótidos, péptidos y pequeñas proteínas. Actualmente se estudian diferentes 

derivados de MAP (32).   

    Nguyen et al. diseñaron una proteína PTEN mejorada (ePTEN) con la capacidad de 

suprimir la vía de señalización PI3K. Ellos expresaron ePTEN en células de Dictyostelium 

obteniendo resultados de disminución de los niveles de PIP3 en la membrana plasmática, 

así como de fosforilación de AKT, proliferación celular y migración (49).    

     Lavictoire et al. produjeron una variante de PTEN-L, donde sustituyeron la parte long 

de la proteína por una secuencia de la cadena ligera de la Inmunoglobulina G, ellos la 

llamaron lclPTEN-L. Realizaron ensayos para evaluar si la proteína internalizaba de una 
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célula a otra, para ello evaluaron PTEN, PTEN-L y lclPTEN-L mediante un ensayo de 

video microscopía. Como resultado, lclPTEN-L mostró una secreción eficiente y una 

buena capacidad de transferencia hacia las células (50).  

 

1.8. Justificación 

     El cáncer de mama ocupa el primer lugar a nivel mundial en la población femenina 

debido a que causa un mayor número de fallecimientos. Existen diversos tratamientos, 

entre los principales se encuentran el uso de anticuerpos monoclonales, terapia hormonal 

y el uso de pequeñas moléculas inhibidoras de diversas proteínas; sin embargo, en los 

últimos años ha aumentado el número de casos en los pacientes que presenta resistencia, 

específicamente al anticuerpo trastuzumab. Por otro lado, se buscan nuevos fármacos que 

actúen principalmente en el interior de las células con la finalidad de regular ciertos 

procesos que nos permitan contrarrestar dicha resistencia farmacológica. Por lo anterior 

con el uso de proteínas-recombinantes y la regulación de la expresión de algunos genes 

(PI3KCA/AKT/mTORC1) se espera obtener posibles fármacos biodirigidos.   
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1.9. Hipótesis 

     La proteína recombinante KLA-PTEN-LTV y los siRNA´s tendrán un efecto 

antiproliferativo sobre líneas celulares que sobreexpresan HER2.   

 

1.10. Objetivos 

1.10.1.  Objetivo General 

 Evaluar la actividad antiproliferativa de la proteína KLA-PTEN-LTV in vitro y 

determinar el efecto regulatorio de siRNA´s sobre la vía de señalización 

PI3K/AKT/mTOR en líneas celulares de cáncer de mama HER2 positivo. 

 

1.10.2.  Objetivos Específicos 

▪ Evaluar la actividad citotóxica de los siRNA´s por medio del ensayo de WST-1 en 

la línea celular Vero. 

▪ Evaluar la actividad antiproliferativa de la proteína y de los siRNA´s por medio 

del ensayo de WST-1 en líneas celulares de cáncer de mama HER2 positivo y 

MCF-7. 

▪ Determinar los niveles de expresión por medio de RT-qPCR de los genes PIK3CA, 

AKT1, mTOR después del tratamiento. 

▪ Clonación de KLA-PTEN-LTV en un sistema procariótico. 

▪ Expresión de la proteína KLA-PTEN-LTV en un sistema eucariótico.  

▪ Detección de la proteína recombinante KLA-PTEN-LTV.  
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2.1. Reactivos y equipos 

     La secuencia de KLA-PTEN-LTV fue sintetizado por la empresa GenScript®. Los 

oligonucleótidos se solicitaron con la compañía T4 Oligo®. El plásmido pCEFL-EGFP 

utilizado en el presente trabajo fue donado por el laboratorio de Vías de Señalización del 

Departamento de Farmacología, Centro de Investigación y de Estudios Avanzados del 

Instituto Politécnico Nacional (Cinvestav).  

     Se emplearon las siguientes líneas celulares: cáncer de mama SKBR3 obtenidas de 

The American Type Culture Collection (ATCC®) con número de catálogo ATCC®: HTB-

30™, MCF-7 (ATCC®: HTB-22™), HCC-1954 (ATCC®: CRL-2338™) y la línea celular 

normal de riñón de mono verde (Vero) (ATCC®: CCL-81™) y HEK-293T (ATCC®: 

CRL-3216™) donada por el Departamento de Neurodesarrollo y Fisiología, Instituto de 

Fisiología Celular, UNAM.    

     Los siRNA´s se adquirieron de Merck KGaA (Darmstadt, Germany). siRNA PIK3CA 

con número de ID (SASI_Hs01_00219342), siRNA AKT1 (SASI_Hs01_00205550), 

siRNA MTOR (SASI_Hs01_00203150).  

     Los reactivos utilizados en este proyecto fueron: Trizol®, alcohol isopropílico, 

cloroformo, fenol, trisma base, tris-EDTA, glicerol, agarosa, red gel, lipofectamina 2000, 

SYBR Green, primers, DMSO, suero fetal bovino, tripsina-EDTA, medios de cultivo, 

WTS-1, enzimas de restricción, enzima T4, ADN polimerasa, antibióticos (ampicilina, 

penicilina/estreptomicina), reactivo de transfección Xfect™, membrana de fluoruro de 

polivinilideno, anticuerpos monoclonales PTEN (A2B1):sc-7974 y enolasa (L-27):sc-

100812; todos ellos adquiridos de las siguientes compañías: New England BioLabs 

(Massachusetts, Estados Unidos), GE Healthcare (Illinois, Estados Unidos), Roche 
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(Indianapolis, IN, E.U.A.), Invitrogen (Carlsbal, CA, E.U.A.), Takara Bio Inc®, (Shiga 

Prefecture, Japón), Danaher Corporation® (DC, USA), Santa Cruz Biotechnology®, 

(Dallas, TX, USA), CTR Scientific (Monterrey, N.L., México), Echelon Biosciences 

(United States of American), Desarrollo de Especialidades Químicas S.A. de C.V. 

(Monterrey, N.L., México), SIGMA-ALDRICH (Saint Louis, MO, E.U.A).  

     Los equipos empleados: incubadora con CO2 modelo 3403 (Thermo Scientific®), lector 

de microplacas ELISA modelo ELx800 (BIOTEK®), campana de flujo laminar modelo 

SG-303 (Baker®), centrífuga refrigerada modelo Sorval (Thermo Scientific®), 

microscopio invertido modelo Primovert (Carl Zeiss®), microcentrífuga modelo MicroC 

(Thermo Scientific®), termociclador modelo SimpliAmp (Thermo Scientific®), 

termociclador PCR-RT modelo Step one (AppleidBiosystem®), cámara de electroforesis 

modelo Mini-V 8.10 (Life Technologies®); la ubicación de dichos equipos se encuentra 

en el Laboratorio de Farmacología Molecular y Modelos Biológicos de la Facultad de 

Ciencias Químicas y en el Departamento de Histología de la Facultad de Medicina, ambos 

pertenecientes a la Universidad Autónoma de Nuevo León.  

2.2. Evaluación de siRNA´s 

2.2.1. Transfección de siRNA en líneas celulares    

     La transfección se realizó en todas las líneas celulares de cáncer de mama, 

mencionadas anteriormente y en la línea celular Vero.  

     Las células fueron cultivadas en medio libre de antibiótico, se colocaron 4x103 células 

por pocillo en una placa de 96 pozos para el ensayo de la actividad anticancerígena y para 

el caso de la actividad citotóxica, se colocaron 5x105 células por pocillo en una placa de 
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6 pocillos para el ensayo de RT-qPCR, cuando las células se encontraban con una 

confluencia del 60%. Para cada muestra de transfección, se preparó un complejo del 

siRNA y lipofectamina 2000 de la siguiente manera; 3 pmol de siRNA en 25 µL de medio 

Opti-MEM sin suero. Posteriormente se diluyó 0.25 µL de lipofecatmina 2000 en 25 µL 

de medio Opti-MEM, se mezcló e incubó por 5 minutos a temperatura ambiente. Una vez 

transcurrido el tiempo de incubación se mezcló el siRNA con la dilución de lipofectamina 

2000 y se incubó durante 20 minutos. Se agregó dicho complejo (siRNA/lipofectamina 

2000) en cada pocillo de la placa, se mezcló y se procedió a balancear suavemente la placa 

de un lado a otro. La placa se mantuvo en incubación a 37 °C con 5 % de CO2 y se incubó 

de 24 a 96 horas. Una vez realizado el proceso de transfección el medio se reemplazó a 

las 6 horas.      

2.2.2. Evaluación de la actividad anticancerígena y citotóxica in vitro de los siRNA´s en 

estudio por la técnica de WST-1 

     La actividad citotóxica se realizó con la línea celular Vero y la actividad 

anticancerígena con las líneas celulares de cáncer de mama antes mencionadas.   

     En el caso de los siRNA´s primeramente, se realizó el procedimiento de transfección 

mencionado anteriormente y ambas actividades se evaluaron en periodos de incubación 

de 24, 48, 72 y 96 h. Finalizado el período de incubación, se remplazó el sobrenadante de 

la placa y se colocó en cada pocillo 10 µL de (4-[3-(4-yodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-

tetrazolio]-1,3-disulfonato de benceno (WST-1) y 90 µL de medio correspondiente 

dependiendo de la línea celular con la que se trabajó, se incubó por 90 min a 37 °C en una 

atmósfera al 5 % de CO2 para finalmente medir la densidad óptica a 450 nm con un lector 

de microplacas (51). 
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     El fármaco de referencia que se utilizó fue lapatinib probado a las mismas 

concentraciones; como control negativo se usaron las células sin ningún tratamiento y 

como blanco de reacción pocillos sin células solo con 90 µL de medio y 10 µL de reactivo 

WST-1. Los ensayos se realizaron independientemente y por triplicado. El análisis 

estadístico se realizó con GraphPad Prism 5.01 (Boston, MA, EE. UU.).  

2.2.3. RT-PCR cuantitativa de los siRNA´s  

    Los siRNA´s fueron transfectados como se describió anterior y posteriormente se 

procedió con la iniciación del ensayo. La extracción del ARN se realizó en la línea celular 

SKBR3 de manera convencional con la técnica de trizol de acuerdo con las indicaciones 

del reactivo (Invitrogen). Se llevó a cabo el diseño de primers en base a las secuencias de 

los genes de interés y se analizaron con el programa OligoAnalyzer 3.1, se solicitó la 

síntesis con la compañía T4 Oligo; posteriormente se obtuvo el cDNA por medio de retro 

transcripción (RT), siguiendo las indicaciones mencionadas de SuperScrip IV reverse 

transcriptase. Posteriormente para la qPCR el periodo de incubación fue 50 °C por 2 

minutos más 2 minutos para la pre-desnaturalización a 95 °C, 40 ciclos de 15 segundos 

para la desnaturalización a 95 °C, 1 minuto de alineación a 57 °C y 15 segundos para la 

extensión a 95 °C. La molécula reportera utilizada fue SYBR Green. Finalmente se realizó 

la cuantificación normalizada por el método matemático “Delta-delta Cq” (∆∆Cq) (52). 

El gen de referencia fue gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Cada una de 

las reacciones se realizaron por triplicado, como control negativo se usó una muestra sin 

transfectar siRNA´s. 
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2.3. Clonación de KLA-PTEN-LTV 

2.3.1.  Secuencia del gen PTEN 

     La secuencia para el sistema de expresión del gen PTEN se obtuvo de la base de datos 

del GenBank a través del NCBI. La secuencia obtenida fue NG_000314.8 la cual 

corresponde al mRNA de PTEN. Posterior a la secuencia se realizaron 6 modificaciones 

de aminoácidos de acuerdo con la literatura (Nguyen et al.) y se agregaron en el extremo 

N- terminal el péptido de penetración celular KLA y en extremo C-terminal el péptido 

homing LTVSPWY, además, se agregaron sitios de reconocimiento para las enzimas de 

restricción BglII y BamHI, se solicitó la síntesis de la secuencia con la empresa GenScript. 

Finalmente se agregó la secuencia del péptido señal del interferón alfa-2 (IFNα2) para 

promover la secreción de la proteína. 

2.3.2.  Diseño de primers  

     Se llevó a cabo el diseño de un par de primers con base a la secuencia del gen de interés. 

Fueron analizados en el programa bioinformático OligoAnalyzer 3.1 y se solicitó la 

síntesis con la compañía T4 Oligo.   

2.3.3. Propagación del gen en E. coli DH5α 

2.3.3.1. Transformación de pUC57 KLA-PTEN-LTV  

 Se llevó a cabo en las bacterias competentes de E. coli DH5α. Se tomaron 10 ng del 

plásmido y se mezclaron con 50 µL de la cepa de E. coli, se incubaron durante 20 minutos 

en hielo, posteriormente se procedió con el choque térmico, que consistió en colocar la 

muestra a 44 °C durante 45 segundos, una vez que transcurrió el tiempo la muestra se 

colocó en hielo por 2 minutos y se agregaron 800 µL de caldo LB e incubó a 37 °C en 
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agitación constante a 200 rpm durante 1 hora. Después se centrifugó a 12000 rpm durante 

2 minutos, se descartó el sobrenadante y se dejaron aproximadamente 50 µL, se 

resuspendió el pellet y se colocó en placa de LB/ampicilina por la técnica de extensión, 

finalmente se incubó a 37 °C durante 16 horas.    

2.3.3.2. Selección de colonias transformadas 

 Se seleccionó una colonia y se inoculó en un tubo con 6 mL de caldo LB y 6 µL de 

ampicilina, se dejó incubando a 37 °C durante 16 horas a 220 rpm.   

2.3.3.3. Extracción de ADN plasmídico  

 Se recolectó el contenido en tubos eppendorf de 1.5 mL y se centrifugaron a 8000 

rpm durante 3 minutos a temperatura ambiente. Una vez obtenido el pellet se procedió a 

extraer el ADN plasmídico, utilizando el kit QIAprep Spin Miniprep.     

2.4. Construcción del plásmido recombinante 

2.4.1. Digestión de pUC57 KLA-PTEN-LTV y pCEFL-EGFP 

     Se realizó una doble digestión para cada muestra. Con las enzimas de restricción BglII 

y BamHI se llevó a cabo una mezcla de reacción (tablas 3 y 4), se dejó incubando durante 

2 horas a 37 °C, una vez transcurrido el tiempo se agregó 1 µL de fosfatasa tanto a la 

muestra del vector de expresión, como del gen en estudio y se incubó durante 1 hora a la 

misma temperatura. Posteriormente se realizó la purificación de los insertos utilizando el 

kit QIAprep Spin Miniprep. 
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Tabla 3. Composición de la reacción de digestión (1.5 µg) para el gen  

de pUC57 KLA-PTEN-LTV 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 4. Composición de la reacción de digestión (1.5 µg)  

del plásmido pCEFL-EGFP 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Componente Volumen 

(µL) 

Buffer 10x 5  

Agua milli-Q 26.2  

ADN  16.8  

BglII (10 U/µL) 1  

BamHI (10 U/µL) 2  

Vol. final 50  

Componente Volumen 

(µL) 

Buffer 10x 5  

Agua milli-Q 36.3  

ADN 6.7  

BglII (10 U/µL) 1  

BamHI (10 U/µL) 1  

Vol. final 50  
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2.4.2. Reacción de ligación del vector con inserto de interés 

Una vez digeridos el plásmido pCEFL-EGFP y el inserto KLA-PTEN-LTV se 

continuo con la reacción de ligación para la obtención de la molécula recombinante, en la 

tabla 5 se muestran las condiciones utilizadas en la reacción, se dejó incubando toda la 

noche a 4 °C.  

Tabla 5. Composición de la reacción de ligación (1:7) pCEFL 

 con el inserto KLA-PTEN-LTV 

 

 

 

 

 

 

 

2.4.3. Transformación de pCEFL-KLA-PTEN-LTV   

Se utilizó la bacteria E. coli DH5α, se tomaron 10 ng del producto de ligación y se 

mezclaron con 50 µL de bacterias. Se realizó el mismo procedimiento que en el apartado 

2.3.3.1.  

 

 

 

Componente Volumen 

(µL) 

Buffer 10x 3  

Agua milli-Q 19.7  

Plásmido 3.3  

Inserto 3  

Enzima ligasa (5 U/µL) 1  

Vol. final 30  
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2.4.4. Selección de clonas y extracción de ADN 

Se inocularon las bacterias que crecieron, ver el apartado 2.3.3.2., para 

posteriormente realizar la extracción y purificación del ADN, como se menciona en el 

apartado 2.3.3.3.   

2.4.5. Confirmación de transformantes por medio de PCR 

Para la confirmación se llevó a cabo una PCR con los primers correspondientes. 

Se preparó la muestra de reacción en un microtubo de 200 µL agregando los reactivos 

indicados en la tabla 6. Posteriormente los tubos se colocaron en un termociclador y se 

programó a las condiciones mencionadas en la tabla 7. Una vez finalizados los ciclos se 

procedió a realizar un gel de agarosa al 1 % para la visualización de las amplificaciones. 

Tabla 6. Condiciones de la reacción de PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Componente Muestra 

(µL) 

Control 

negativo (µL) 

Buffer 10x 5  5  

Agua milli-Q 41  41.5  

ADN 0.5  0 

Reserve (10 µM) 1  1  

Forward (10 µM) 1  1  

dNTP´s (10 mM) 1  1  

Enzima Vent (5 U/µL) 0.5  0.5  

Vol. Final 50  
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Tabla 7. Condiciones de amplificación 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5. Ensayos biológicos de la proteína recombinante 

2.5.1. Transfección en HEK-293T para la expresión de la proteína 

     La expresión de la proteína KLA-PTEN-LTV se realizó en la línea celular HEK-293T 

utilizando el reactivo Xfect. A partir de un cultivo con 70 % de confluencia de células 

HEK-293T se sembraron 2x104 células en cada inserto en una placa de 24 pocillos con 

250 µL de DMEM por 24 h a 37 °C. Posteriormente se llevó a cabo la transfección con 1 

µg de plásmido con el polímero Xfect de acuerdo con las indicaciones del inserto, 

incubando por 4 h a 37 °C, después de ese tiempo se retiró el complejo y se agregó medio 

nuevo, dejando la transfección durante 48 h a 37 °C.  

 

 Temperatura 

(°C) 

Tiempo 

(min) 

Desnaturalización inicial 95 2  

Desnaturalización 95 1  

Alineación 56 1  

Amplificación 72 1.5  

Extensión  72 2  

Mantenimiento 4 / 
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2.5.2. Evaluación de la actividad anticancerígena in vitro de KLA-PTEN-LTV por la 

técnica de WST-1 

     Con respecto a la actividad anticancerígena de la proteína en las líneas celulares HCC-

1954 y MCF-7; se realizó la transfección en células HEK-293T como se menciona en el 

apartado 2.3.1., una vez transcurrido el tiempo, se procedió a realizar un co-cultivo sin 

contacto, en el cual se usaron insertos con un tamaño de poro de 0.4 µm, donde fueron 

colocadas células HEK-293T que expresaban KLA-PTEN-LTV y como control el vector 

pCEFL EGFP usando 0.3 µL de Xfect en 1 µg de cada plásmido durante 4 h,  

posteriormente se realizó el cambio de medio y los insertos fueron colocados en los pozos 

que contenían las células HCC-1954 y MCF-7, se incubaron durante 48 h a 37 °C y una 

atmósfera de 5 % de CO2 . Una vez transcurrido el periodo del ensayo se retiró el inserto 

y medio de cultivo y se agregó reactivo de WST-1 al 10 % e incubó durante 2 h a 37 °C. 

Finalmente se determinó la absorbancia a 450 nm en un lector de microplacas (51). Los 

ensayos se realizaron independientemente y por triplicado. El análisis estadístico se 

realizó con GraphPad Prism 5.01 (Boston, MA, EE. UU.).         

2.5.3. Detección de la proteína recombinante 

     La determinación de la expresión de la proteína KLA-PTEN-LTV se llevó a cabo 

usando un total de 5x105 células HEK-293T, se colocaron en placas de 6 pocillos durante 

toda la noche para el análisis de Western Blot. Posteriormente fueron transfectadas con 5 

µg de la construcción de ADN pCEFL-KLA-PTEN-LTV y como control el vector 

pCEFL-EGFP usando el reactivo Xfect de acuerdo con las instrucciones del inserto. 

Después de 24 h, las células fueron procesadas de la siguiente manera. Se procedió a 

recolectar los sobrenadantes y concentrarlos por medio de ultrafiltración. Posteriormente 



32 | 
 

las células fueron recolectadas y lisadas con buffer de ensayo de radioinmunoprecipitación 

(RIPA). Los lisados celulares fueron centrifugados y se determinó la concentración de la 

proteína por medio del ensayo de Bradford (53). Las células fueron separadas por medio 

de SDS-PAGE y transferidas a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF). Los 

anticuerpos primarios que se utilizaron fueron un anticuerpo monoclonal de ratón anti-

PTEN (A2B1; sc-7974) y el anticuerpo monoclonal de ratón anti-α-enolasa (l-17; sc-

100812). Posteriormente las membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario 

de cabra anti-ratón Inmunoglobulina G (IgG) conjugado con peroxidasa de rábano picante 

(HRP) y se usó el sustrato de máxima sensibilidad SuperSignal West Femto para la 

detección de la proteína, utilizado de acuerdo con las indicaciones de manufactura.  

 

2.6. Manejo de residuos 

 

     El manejo de residuos se realizó con base a los lineamientos establecidos por el 

Departamento de Medio Ambiente y Seguridad de la Facultad de Ciencias Químicas de la 

UANL. Los cultivos utilizados fueron esterilizados en autoclave y dispuestos en bolsas 

rojas (residuos biológico-infecciosos). Con respecto a los solventes como isopropanol, 

cloroformo, fueron depositados en el colector C. Geles de agarosa al 1 % se depositaron 

en el colector G. Guantes, puntillas, tubos eppendorf y demás material de plástico 

utilizados se colocaron en el contenedor de plástico impregnado con sustancias peligrosas.     
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3.1.  Evaluación de siRNA´s 

3.1.1.  Citotoxicidad de siRNA´s en células Vero 

     Los datos de los ensayos de citotoxidad de los siRNA´s se muestran en la tabla 8, 

obteniendo porcentajes mínimos de muerte celular en la línea celular no cancerígena, en 

la figura 3 se muestra el gráfico de tiempo-respuesta de los diferentes siRNA´s. Se 

presenta una inhibición celular de solo un 10% con el siRNA MTOR, observándose 

únicamente a las 24 h después del tratamiento. Se realizó una comparación de medias 

utilizando un análisis de varianza (ANOVA) con valor de p<0.05 como estadísticamente 

significativo de las diferencias entre medias, se compararon por separado cada siRNA a 

los diferentes tiempos y se realizó un análisis post hoc, de Tukey. 

 

Tabla 8. Citotoxicidad en la línea celular Vero 

 

 

Tiempo  

(h) 

PI3KCA AKT1 MTOR Mix Lapatinib 

% de viabilidad ± DE 

24 96.94 ± 3.81 93.49 ± 3.45 89.91 ± 3.96 98.92 ± 5.66 87.24 ± 3.13 

48 102.53 ± 6.98 105.44 ± 2.81 95.10 ± 4.48 92.00 ± 4.62 99.76 ± 7.44  

72 100.72 ± 2.33 106.28 ± 1.06 106.28 ± 1.06 98.43 ± 1.89 101.31 ± 3.64  

96 101.85 ± 3.71 114.21 ± 3.26 90.76 ± 4.10 95.07 ± 4.22 105.52 ± 4.39 
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Figura 3. Citotoxicidad de los siRNA´s en estudio en las células Vero.  

 

3.1.2. Actividad antiproliferativa de los siRNA´s en estudio 

     La evaluación de la actividad antiproliferativa de los siRNA´s en las líneas celulares 

MCF-7, HCC-1954 y SKBR3 con la técnica de WST-1. En la tabla 9 se muestran los 

resultados obtenidos de MCF-7, en la tabla 10 resultados de HCC-1954 y en la tabla 11 

los resultados de SKBR3. En la figura 4 se muestran las gráficas de tiempo-respuesta de 

los diferentes siRNA´s en la línea MCF-7, en la figura 5 los obtenidos con HCC-1954 y 

en la figura 6 los de SKBR3. En la línea celular de cáncer de mama que expresa receptor 

de estrógeno no se observó ningún efecto, mientras que de las líneas que expresan HER2 

positivo, se observó un 14% de inhibición celular después de 96 h únicamente con el 

siRNA MTOR en HCC-1954 y en SKBR3 no se presentó ningún efecto estadísticamente 
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significativo entre las medias las cuales se determinaron realizando el mismo análisis que 

el utilizado para la actividad citotóxica.      

 

 

Tabla 9. Actividad antiproliferativa en la línea celular MCF-7 

 

 

 

 

 

Figura 4. Actividad antiproliferativa de los siRNA´s en estudio en las células MCF-7. Las 

diferencias significativas se presentan (*) con un valor de p<0.05.   

 

Tiempo  

(h) 

PI3KCA AKT1 MTOR Mix Lapatinib 

% de viabilidad ± DE 

24 102.72 ± 3.55 109.37 ± 1.47 110.19 ± 2.87 106.55 ± 4.56 86.92 ± 1.00 

48 96.66 ± 4.96 97.56 ± 2.28 94.15 ± 3.19 89.65 ± 3.78 106.51 ± 2.98  

72 107.24 ± 6.82 106.01 ± 3.81 98.52 ± 4.22 100.19 ± 3.96 94.05 ± 2.04  

96 103.01 ± 4.35 107.38 ± 1.53 96.17 ± 1.84 96.02 ± 1.30 96.80 ± 1.19 
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Tabla 10. Actividad antiproliferativa en la línea celular HCC-1954 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Actividad antiproliferativa de los siRNA´s en estudio en las células HCC-1954. Las 

diferencias significativas se presentan (*) con un valor de p<0.05.   

 

 

 

 

Tiempo  

(h) 

PI3KCA AKT1 MTOR Mix Lapatinib 

% de viabilidad ± DE 

24 96.88 ± 5.43 100.25 ± 3.64 95.07 ± 4.76 99.27 ± 5.07 89.87 ± 2.31 

48 117.74 ± 4.96 97.56 ± 2.28 94.15 ± 3.19 89.65 ± 3.78 106.51 ± 2.98  

72 104.66 ± 7.50 108.71 ± 5.13 91.78 ± 6.44 89.35 ± 8.21 104.30 ± 2.36  

96 108.17 ± 7.20 118.94 ± 4.12 85.97 ± 4.19 97.33 ± 2.47 88.58 ± 5.23 
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Tabla 11. Actividad antiproliferativa en la línea celular SKBR3 

 

Tiempo  

(h) 

PI3KCA AKT1 MTOR Mix Lapatinib 

% de viabilidad ± DE 

24 109.27 ± 5.53 104.24 ± 6.24 114.65 ± 8.73 118.83 ± 5.11 92.80 ± 2.46 

48 113.49 ± 7.43 113.76 ± 6.29 112.39 ± 9.22 120.22 ± 4.04 120.78 ± 3.12  

72 121.25 ± 2.64 119.60 ± 3.14 110.90 ± 3.53 113.82 ± 4.39 118.05 ± 3.39  

96 121.34 ± 7.98 119.04 ± 3.25 95.05 ± 4.26 91.86 ± 7.43 100.70 ± 4.22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Actividad antiproliferativa de los siRNA´s en estudio en las células SKBR3. 

Las diferencias significativas se presentan (*) con un valor de p<0.05.   
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3.1.3. RT-PCR cuantitativa de los siRNA´s 

     Se analizó la expresión de los genes PIK3CA, AKT1 y MTOR y del gen de referencia 

GAPDH. En el análisis de la expresión se observó una disminución de 0.8 veces para 

PIK3CA, 0.57 en AKT1 y 0.23 para MTOR con respecto al control, tal como se observa 

en la figura 7. Se determinaron las diferencias estadísticamente significativas realizando 

el mismo análisis estadístico utilizado para la actividad citotóxica y antiproliferativa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Niveles de expresión relativa de genes en estudio. Las diferencias significativas se 

presentan (*) con un valor de p<0.05.    
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3.2. Clonación de KLA-PTEN-LTV 

3.2.1. Secuencia del gen KLA-PTEN-LTV 

     Se muestra la secuencia de KLA-PTEN-LTV, se colocaron sitios de reconocimiento 

para las enzimas BglII y BamHI. Tiene un tamaño de 1497 pb. 

Enzima BglII AGATCT 

GGTACCAGATCTGCCACCATGGCCTTGACCTTTGCTTTACTGGTGGCCCTCCTGGTGCTCAGCTGCAAGTC

AAGCTGCTCTGTGGGCGCCATGGACTACAAGGACCACGACGGTGACTACAAGGACCACGACATAGACTACA

AGGACGACGACGACAAGATGAAGTTAGCTTTAAAGTTAGCTTTAAAGGCTTTAAAGGCTGCTTTAAAGGGT

GGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTATGACAGCCATCATCAAAGAGATCGTTAGCAGAAACAAAAGGAGATATAG

AGAGGATGGATTCGACTTAGACTTGACCTATATTTATCCAAACATTATTGCTATGGGATTTCCTGCAGAAG

GTCTTGAAGGCGTATACAGGAACAATATTGATGATGTAGTAAGGTTTTTGGATTCAAAGCATAAAAACCAT

TACAAGATATACAATCTTTGTGCTGATAGACATTATGACACCGCCAAATTTAATTGCAGAGTTGCACAATA

TCCTTTTGAAGACCATAACCCACCACAGCTAGAACTTATCAAACCCTTTTGTGAGGATCTTGACCAATGGC

TAAGTGAAGATGACAATCATGTTGCAGCAATTCACATGAAAGCTGGAAAGGGACGAACTGGTGTAATGATA

TGTGCATATTTATTACATCGGGGCAAATTTTTAAAGGCACAAGAGGCCCTAGATTTCTATGGGGAAGTAAG

GACCAGAGACAAAAAGGGAGTAACTATTCCCAGTCAGAGGCGCTATGTGTATTATTATAGCTACCTGTTAA

AGAATCATCTGGATTATAGACCAGTGGCACTGTTGTTTCACAAGATGATGTTTGAAACTATTCCAATGTTC

AGTGGCGGAACTTGCAATCCTCAGTTTGTGGTCTGCCAGCTAAAGGTGAAGATATATTCCTCCAATTCAGG

ACCCACACGACGGGAAGACAAGTTCATGTACTTTGAGTTCCCTCAGCCGTTACCTGTGTGTGGTGATATCA

AAGTAGAGTTCTTCCACAAACAGTATAAGATGCTAAAAAAGGACAAAATGTTTCACTTTTGGGTAAATACA

TTCTTCATACCAGGACCAGAGGAAACCTCAGAAAAAGTAGAAAATGGAAGTCTATGTGATCAAGAAATCGA

TAGCATTTGCAGTATAGAGCGTGCAGATAATGACAAGGAATATCTAGTACTTACTTTAACAAAAAATGATC

TTGACAAAGCACACAAAGACAAAGCCAACCGATACTTTTCTCCAAATTTTAAGGTGAAGCTGTACTTCACA

AAAACAGTAGAGGAGCCGTCAAATCCAGAGGCTAGCAGTTCAACTTCTGTAACACCAGATGTTAGTGACAA

TGAACCTGATCATTATAGATATTCTGACACCACTGACTCTGATCCAGAGAATGAACCTTTTGATGAAGATC

AGCATACACAAATTACAAAAGTCGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTTTAACTGTTTCGCCTTGGTACTGA 

GGATCC BamHI Enzima 
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3.2.2. Diseño de primers  

     A partir de la secuencia solicitada en GenScript se llevó a cabo el diseño de primers 

para dicha secuencia KLA-PTEN-LTV. En la tabla 12 se muestran las secuencias de cada 

uno. 

Tabla 12. Diseño de primers 

 

 

3.2.3. Construcción de pCEFL-KLA-PTEN-LTV  

3.2.3.1.  Digestión de KLA-PTEN-LTV y pCEFL-EGFP 

      A partir del ADN plasmídico purificado, se procedió a realizar la digestión de dicho 

gen de interés y del vector a utilizar para la construcción. En la figura 8 se muestra la 

imagen del gel, el carril 1 corresponde al marcador de peso molecular, el carril 2 

corresponde al vector pCFEL sin digerir, carril 3 se aprecia pCEFL digerido (fragmento 

de 6759 pb), carril 4 pUC57-KLA-PTEN-LTV sin digerir y carril 5 se observa la banda 

del corte de KLA-PTEN-LTV (fragmento de 1497 pb). 

 

Primers Secuencia GC  

(%) 

TM 

(°C) 

Enzima 

Forward 

5´ TAC ACC ATG GGT ATG ACA GCC ATC 

ATC ATC AAA G3´ 

45.2 61.4 BglII 

Reverse 

5´GCG CGG ATC CTC AGA CTT TTG TAA TTT 

GTG TG3´ 

46.7 61.3 BamHI 
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Figura 8. Gel de agarosa al 1 %. Digestión de KLA-PTEN-LTV y del vector pCEFL 

3.2.3.2. Confirmación de transformantes por medio de PCR 

Una vez obtenida la construcción pCEFL-KLA-PTEN-LTV se realizó una PCR 

para comprobar la correcta transformación en E. coli DH5α, en la figura 9 el carril 1 se 

presenta el marcador de peso molecular, carriles 2-4 confirmación del amplicón pCEFL-

KLA-PTEN-LTV.  
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Figura 9. Gel de agarosa al 1 %. Confirmación de la transformación de KLA-PTEN-LTV 

 

3.3. Ensayos biológicos de la proteína recombinante 

3.3.1. Actividad antiproliferativa de la proteína recombinante KLA-PTEN-LTV 

     La evaluación de la actividad antiproliferativa de la proteína recombinante en las líneas 

celulares MCF-7 y HCC-1954 con la técnica de WST-1. En la tabla 13 se muestran los 

resultados obtenidos en porcentaje de inhibición y desviación estándar y en la figura 10 

se observa el gráfico de actividad antiproliferativa de cada una de las líneas celulares. Se 

realizó una comparación de medias utilizando un análisis de varianza (ANOVA) con valor 

de p<0.05 como estadísticamente significativo y se realizó un análisis post hoc, de Tukey.  

 

 

 

1        2             3             4                     

 

   
  5000 pb 
  2000 pb 

  1500 pb 

   

    700 pb 
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Tabla 13. Actividad antiproliferativa de la proteína recombinante 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

Figura 10. Actividad antiproliferativa KLA-PTEN-LTV en MFC-7 y HCC-1954. 

Las diferencias significativas se presentan (*) con un valor de p<0.05.    

 

 

  

 Control pCEFL-GFP KLA-PTEN-LTV 

% de viabilidad ± DE 

MCF-7 0 ± 0 0.11 ± 0.15 6.35 ± 1.98 

HCC-1954 0 ± 0 1.63 ± 2.03 25.95 ± 0.90 
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3.3.2. Detección de la proteína recombinante 

     La expresión de la proteína endógena y la recombinante PTEN fue analizada en los 

lisados celulares y sobrenadantes. En la figura 11 se muestra el análisis de Western blot 

de los lisados, observando una señal de 54 KDa correspondiente al tamaño de PTEN, 

dicha señal se observó en la construcción de KLA-PTEN-LTV.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Imagen representativa del Western blot. Análisis de la expresión de PTEN, células 

HEK-293T fueron transfectadas con la construcción pCEFL-KLA-PTEN-LTV y como control 

células sin transfectar. 
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4. DISCUSIÓN 
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4.1. Evaluación de la actividad anticancerígena y citotóxica in vitro de los siRNA´s en 

estudio 

     Los ensayos de los siRNA´s realizados en la línea celular Vero, el pool y fármaco de 

referencia (lapatinib) analizados a 4 diferentes tiempos, no presentaron inhibición de la 

proliferación celular. 

     Con respecto a la línea celular MCF-7 y la evaluación de la actividad antiproliferativa, 

a ningún tiempo ocurrió una disminución de dicha actividad de manera significativa, solo 

un 11 % de inhibición se presentó a las 48 h con el pool de siRNA´s; sin embargo, dicha 

línea es considerada como un control, debido a que tiene bajos niveles de expresión 

constitutiva de HER2 y altos niveles del receptor de estrógenos.     

     La línea celular HCC-1954 sobreexpresa HER2, a pesar de ello no se presentó una 

disminución de la viabilidad celular favorable con los siRNA en estudio y el pool. A las 

96 h con el siRNA MTOR se observó un 14 % de inhibición, con el pool a 48 y 72 h se 

presentó una disminución de aproximadamente 10.5 %, siendo estos valores no 

significativos estadísticamente.  

     Con las células transfectadas en SKBR3, no se observó una reducción de la 

proliferación celular, a pesar de que dicha línea contiene una alta expresión de HER2. 

Solo una mínima reducción de 5 y 8 % a las 96 h con el siRNA MTOR y el pool, 

respectivamente.          

     Santi y Lee (2011) evaluaron las 3 isoformas de AKT utilizando siRNA´s, solos y en 

combinación en la línea celular MDA-MB231, observaron la disminución de la 

proliferación a las 120 h después de la transfección, así mismo, el que obtuvo una menor 
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disminución fue con AKT2 siRNA (54). Con dichos resultados se observa que el siRNA 

que se evaluó en dicha investigación es con la isoforma de AKT1 y no presentó inhibición 

a ningún tiempo siendo este la máxima exposición a 96 h. Es importante mencionar que 

se tendría que estudiar porque mecanismo la isoforma AKT1 se involucra en la regulación 

de la proliferación celular y de supervivencia.  

     También se ha reportado una disminución significativa de la viabilidad celular a las 72 

h en la línea celular de colon HCT116 usando siRNA´s dirigidos a PIK3R1, PIK3CA, 

AKT1 Y AKT2; sin embargo, el más grande efecto se presentó en la vía de señalización 

de PI3K/AKT/mTOR con el PIK3CA siRNA, así mismo se observó un efecto en la línea 

DLD-1. Al evaluar PIK3CA siRNA en ensayos de apoptosis, este tuvo un insignificante 

efecto apoptótico, dicho estudio proporcionado por Valentino et al. (2012) (55). Sin 

embargo, en la investigación realizada no se obtuvo un resultado significativo en los 

ensayos de proliferación celular con el uso del PIK3CA siRNA dirigido a la vía de AKT 

en el modelo de líneas celulares de cáncer de mama.   

     En 2022, Silva et al. Evaluaron siPIK3CA en líneas celulares de cáncer de mama triple 

negativo, por 2 métodos de transfección, usando lipofectamina y el uso de exosomas. 

Mostrando un efecto significativo de disminución de la viabilidad celular en ambas líneas, 

el efecto máximo fue detectado a las 48 h con el uso de lipofectamina, mientras con 

electroporación la disminución se presentó a las 3 y 6 h después del tratamiento (56). Sin 

embargo, en dicho estudio no se observó un efecto inhibitorio significativo con siPIK3CA 

esto debido a las concentraciones usadas y el tipo de líneas celulares.         
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4.2. RT-PCR cuantitativa de los siRNA´s 

     Para confirmar los resultados obtenidos de la actividad antiproliferativa, se procedió a 

medir los niveles de expresión de los diferentes genes en estudio PIK3CA, AKT1 y 

MTOR por medio de qRT-PCR, en la línea celular SKBR3, la extracción de RNA fue a 

las 24 h después de la transfección con el respectivo siRNA.  

     A pesar de que los siRNA en estudio no mostraron un efecto antiproliferativo en 

ninguna línea celular, al observar la expresión si hubo una disminución en todas las dianas; 

sin embargo, el efecto no es significativo sobre la viabilidad celular.  

     Hasta el momento en la literatura no existen suficientes reportes sobre los niveles de 

expresión de los genes en estudio en la línea celular de SKBR3 y ni una cifra de referencia 

para el tipo de cáncer de HER2 positivo y de manera general de todos aquellos genes 

involucrados en la vía de señalización de PI3K/AKT/mTOR. Kleivi et al. (2013) 

realizaron un estudio donde consideran que el amplicon de HER2, contiene múltiples 

genes implicados en el crecimiento celular y la resistencia a la terapia con el anticuerpo 

trastuzumab, y aunque se trata de inhibir la proliferación con algunos siRNA dirigidos a 

ciertas dianas, las células activan otras vías involucradas en el crecimiento celular (57).           

4.3. Diseño de la secuencia y actividad antiproliferativa de la proteína recombinante 

KLA-PTEN-LTV 

     En esta investigación, la secuencia de la proteína fue modificada con base al trabajo de 

Nguyen et al. en 2014. Crearon una nueva versión de PTEN incrementando la actividad 

fosfatasa e inhibiendo la fosforilación de AKT (49, 58). Por lo anterior, nosotros 

decidimos usar la variante de PTEN y mejorar la actividad agregando CPP en el extremo 
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N-terminal y un THP en el extremo C-terminal con la finalidad de tener afinidad a células 

de cáncer de mama HER2, generando la proteína quimérica KLA-PTEN-TLV.    

 

     PTEN-L es una variante traduccional de PTEN. PTEN-L puede ser secretada por la 

célula e internalizada en otras células, tal como lo describe Hopkins et al. (37). En nuestro 

estudio, el análisis de Western Blot reveló una mayor expresión intracelular de la proteína 

PTEN en las células HEK-293T transfectadas (1.3 veces KLA-PTEN-LTV, en 

comparación con la expresión endógena); sin embargo, no se detectó en los sobrenadantes. 

De forma similar a los resultados presentados por Lavictoire et al., expresaron y evaluaron 

PTEN-L y su variante IcIPTEN-L, ambas proteínas se detectaron en los lisados celulares; 

sin embargo, PTEN-L no fue detectada en los sobrenadantes. Los autores propusieron que 

las células U87MG podrían recaptar las proteínas secretadas (50). Dicha hipótesis podría 

explicar la falta de KLA-PTEN-LTV a nivel extracelular y la acumulación a nivel del 

espacio intracelular. Por esta razón, establecimos el sistema de co-cultivo sin contacto 

como ensayo cualitativo para analizar la expresión, internalización y citotoxicidad de la 

proteína CPP-PTEN-THP.  

 

     Wu et al. expresaron PTEN y PTEN-long para observar el efecto de inhibición de la 

replicación de virus de Hepatitis C. La expresión intracelular de ambas proteínas se realizó 

con la transfección de células Huh-17, evaluadas con ensayos de luciferasa. La expresión 

intracelular fue evaluada con Western Blot usando anticuerpos específicos solo fue 

detectada PTEN y PTEN-long no fue visible (59). Estos resultados demuestran que es 

posible que PTEN-long tiene la capacidad de salir e ingresar a la célula, así mismo ciertas 

variantes como es el caso de nuestra proteína KLA-PTEN-LTV.    
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     Para la evaluación de la actividad inhibitoria se utilizaron las líneas de cáncer de mama 

HCC-1954, la cual sobreexpresa HER2- positivo y MCF-7, negativa para HER2. Nuestros 

resultados mostraron un efecto citotóxico preferente a la línea HCC-1954, con una 

inhibición de 26 % y no observando tal efecto en las células MCF-7. Dichos resultados 

nos indican la posibilidad de que el péptido KLA interactúa con la membrana celular; 

Remaker et al. informó resultados similares con la línea celular HeLa en 2018, el péptido 

KLA fue uno de los 5 péptidos con mayor actividad de penetración celular (48). No 

obstante, es importante mencionar que, a pesar de ser un método cualitativo y rápido, el 

uso de un sistema de co-cultivo sin contacto para dicho fin tiene ciertas limitaciones, como 

las variaciones en las tasas de transfección y en los niveles de expresión de proteínas. Cabe 

mencionar que, en los últimos años, el estudio de la conjugación peptídica a diversos 

cargos moleculares ha mostrado un efecto favorable en la terapia del cáncer. Además, la 

proteína KLA-PTEN-LTV podría tener una actividad inhibidora superior frente a las 

células HCC-1954 por dos razones: la primera se debería por la falta de PTEN endógeno 

funcional en esta línea celular, y la segunda por la afinidad del péptido LTV por HER2. 

Por lo tanto, se propone que la proteína pudiese ejercer el mismo efecto contra otras 

células cancerosas con sobreexpresión de HER2. 
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▪ Los siRNA´s en estudio no presentan citotoxicidad en la línea celular Vero.  

▪ Ningún siRNA presentó actividad antiproliferativa en las líneas de cáncer de mama 

estudiadas.  

▪ Se observó una disminución de los niveles de expresión de los siRNA´s en estudio 

en la línea celular SKBR3. 

▪ El PIK3CA siRNA fue el que presentó una mayor disminución de la expresión.  

▪ Se logró la expresión de la proteína recombinante en un sistema eucariótico.  

▪ La proteína KLA-PTEN-LTV ejerce un efecto inhibitorio en la línea que 

sobreexpresa el receptor de HER2. 
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6. PERSPECTIVAS  
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     En el presente proyecto se evaluaron 2 tipos de estrategias terapéuticas, los siRNA´s y 

una proteína recombinante acoplada a CPPs y LTV como péptido tumor homing. Los 

resultados obtenidos en dicha investigación fueron contundentes para confirmar parte de 

lo que se menciona en la literatura y a su vez de beneficio para el planteamiento de nuevas 

expectativas.  

Con respecto a siRNA´s es de suma importancia confirmar la transfección con la 

utilización de otros métodos, por ejemplo, con la incorporación de nanopartículas o el uso 

de marcaje; también es importante considerar evaluar diferentes concentraciones y otros 

tipos de líneas celulares.  

En relación con la proteína KLA-PTEN-LTV será fundamental aumentar la expresión. 

Para mejorar la expresión se debe hacer uso de otros sistemas que permitan llevar a cabo 

la purificación de la proteína y realizar más estudios de evaluación biológica.            
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APÉNDICE A 

 

Preparación de medios de cultivo y soluciones 

 

Amortiguador PBS 1X 

Disolver 8 g de NaCl, 1.44 g de Na2HPO4, 0.2 g de KCl y 0.24 g de KH2PO4 en 900 mL 

de agua destilada, ajustar el pH a 7.4, aforar a 1 L y esterilizar por autoclave.    

 

Buffer de lisis IX 

Disolver 50 µL de buffer de lisis 20X en 950 µL de agua destilada.   

 

Buffer de reacción 2X 

Mezclar 400 µL de buffer de reacción 5X, 10 µL de DTT 1M y 590 µL de agua destilada.  

 

Buffer salino de citrato sodio (SSC 20X) 

Disolver 175.3 g de NaCl 3M, 88.2 g citrato de sodio dihidratado 300mM en 800 mL de 

agua destilada, ajustar el pH a 7 y aforar a 1 L. Almacenar a 4°C.   

 

Etanol al 70% 

Mezclar 365 mL de etanol al 96% y 135 mL de agua destilada.  

 

Gel de agarosa al 1% 

Disolver 0.3 g de agarosa en 30 mL de TBE IX. 

 

Medio EMEM suplementado con suero fetal bovino al 10% 

Disolver 9.53 g de medio EMEM, 1.2 g de NaHCO3, 1 mL de antibiótico 

(penicilina/estreptomicina), 100 mL de suero fetal bovino en 700 mL de agua destilada, 

ajustar pH a 7.4 y aforar a 1 L. Filtrar, dejar a prueba de esterilidad y almacenar a 4°C.  
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Medio LB  

Disolver 25 g del medio en 1 L de agua destilada y esterilizar en autoclave a 121 °C 

durante 15 min. 

 

Reactivo Bradford 5X  

Disolver 0.05 g de azul brillante de Coomassie G-250, 25 mL de etanol absoluto, 50 mL 

de ácido fosfórico aforar a 500 mL con agua destilada; se vacía a un frasco color ámbar y 

se deja en agitación toda la noche, guardar a 4°C. Para utilizar el reactivo debe estar a IX.       

 

TAE 50X  

Disolver 60.5 g de Tris base molecular, 14.27 mL de ácido acético glacial y 25 mL de 

EDTA (pH 8.0) en 250 mL de agua destilada con agitación constante. 

 

TBE 10X 

Se disuelven 108 g de Tris 0.8M, 55 g de ácido bórico 0.89M y 9.3 g de EDTA 25mM en 

800 mL de agua destilada, ajustar a 1 L.  
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APÉNDICE B 

 

Secuencias de primers PI3KCA, AKT1, mTOR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primers Secuencia PI3KCA GC 

(%) 

TM 

(°C) 

Forward 5´ GGG CTT TCT GTC TCC TCT AAA C3´ 50 62 

Reverse 5´ ATG TCT GGG TTC TCC CAA TTC3´ 47.6 62 

Primers Secuencia AKT1 GC 

(%) 

TM 

(°C) 

Forward 5´ CTA CAA CCA GGA CCA TGA GAA G3´ 50 62 

Reverse 5´ TCT TGA GCA GCC CTG AAA G3´ 52.6 62 

Primers Secuencia mTOR GC 

(%) 

TM 

(°C) 

Forward 5´ GCT GTG AGG TCT GAG TTT AAG G3´ 50 62 

Reverse 5´ ATT GCC TTC TGC CTC TTA TGG3´ 47.6 62 
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