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Las máximas mejores 
Tu pecho, oh Joven, si en mi aviso fías; 

Porque por largos días 
Conserva los olores 

El vaso que los tuvo recogidos: 
Que yo, vayas despacio, o más violento, 

Con mis pasos medidos 
No he de ir más deprisa, ni más lento 

 

 

Dimidium facti, qui coepit, habet: sapere aude, / incipe 

 

Immanuel Kant-¿Qué es la ilustración” 
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        1.- Resumen 
 

Desde que se descubrió que el DNA es el responsable de almacenar la información 

genética en los seres vivos se supo que debían existir mecanismos que mantuvieran esta 

información íntegra y reparara daños sufridos por los cambios en el ambiente que 

suceden durante la vida del individuo. Estos daños, de no ser reparados adecuadamente, 

provocan aberraciones en el DNA y de ser un daño irreparable, muerte celular. El 

mecanismo de reparación por recombinación homóloga es uno de los mecanismos que se 

encargan de mantener la integridad de la información genética, reparando el DNA en caso 

de que haya ruptura de doble cadena. A su vez, la vía de la anemia de Fanconi tiene por 

función reparar el DNA en caso de entrecruzamientos de cadenas, es un sistema de 

reparación secundario durante las rupturas de doble cadena. 

Varias terapias contra el cáncer, como la radioterapia, se basan en inducir daño a la doble 

cadena de DNA en la célula cancerígena para evitar que se sigua replicando y llevarla a 

apoptosis, esto hace que la comprensión de cómo reacciona la célula cancerígena al ser 

tratada con radiaciones de alta energía para inducir daño al DNA sea de utilidad para 

mejorar y/o ayudar a predecir la respuesta que tendrá el paciente a este tipo de terapias.  

El objetivo de este trabajo fue medir la respuesta de doce genes comúnmente mutados en 

cáncer de ovario y que están involucrados en vías de reparación de ruptura de doble 

cadena en un modelo de cáncer de ovario utilizando 3 líneas celulares y biopsias de 

pacientes. Para esto se midieron los cambios en los niveles de expresión de estos por 

qPCR en líneas de cáncer de ovario antes y después de ser tratadas con radiación UV C, 

se comprobó que estos cambios se debieran a la radiación al visualizar el daño por medio 

de un ensayo cometa y se midieron los niveles de expresión de los doce genes en 

biopsias de pacientes con cáncer de ovario. 
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Se encontraron diferencias en los niveles de expresión en la mayoría de los genes 

después del tratamiento y se observó el daño producido por la radiación UV C. Las 

biopsias de cáncer de ovario mostraron una sobreexpresión en la mayoría de los genes 

en comparación con las de tejido no tumoral. Se comprobó que el panel de doce genes 

responde significativamente a daño al DNA.    

 
 

2.- Introducción 

 

2.1.- Daño al DNA 

El DNA es el responsable de almacenar la información genética en todas las células, por 

lo que su integridad y estabilidad son esenciales para la vida. Sin embargo, el DNA no es 

inerte, sino que es una molécula química sujeta a los procesos cambiantes de su entorno, 

y cualquier daño, que de no ser reparado, puede desencadenar mutaciones y el desarrollo 

de enfermedades (Cline & Hanawalt, 2003; Ozaki, Nakamura, & Shimozato, 2015). El 

DNA está sujeto a miles de lesiones cada día, la mayoría de estas lesiones son de una 

sola hebra, las cuales pueden ser modificaciones de una sola base como desaminación 

espontanea (por ejemplo la conversión de citosina en uracilo), oxidaciones (como la 

conversión de guanina en 8-oxoguanina), generación de sitios abásicos (posiciones 

dentro del DNA que carecen de una base) y rupturas de una sola cadena (SSBs, single 

strand breaks) formadas como intermediarios durante la interrupción de la replicación o 

por la inhibición de la actividad de la topoisomerasa. Menos frecuentes, pero más 

peligrosas son los daños a doble cadena como las rupturas de doble cadena (DSBs, 

double strand breaks), los entrecruzamientos y los aductos de DNA (Cline & Hanawalt, 

2003). 
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Existen tanto factores endógenos como exógenos que ocasionan daño al DNA como el 

estrés oxidativo y los radicales libres generadas durante el metabolismo y por diversos 

agentes químicos, la luz ultravioleta (UV) y la radiación ionizante (IR) presentes en la luz 

del sol, así como diversas sustancias que se pueden unir covalentemente al DNA (Ozaki 

et al., 2015). El solo proceso de replicación durante la división celular es propenso a 

errores que pueden ocasionar mutaciones; la tasa de error en la cual la DNA polimerasa 

adhiere un nucleótido incorrecto durante la replicación del DNA es un factor que puede 

afectar mucho en la tasa de mutaciones espontaneas en un organismo (Roos, Thomas, & 

Kaina, 2016). 

Si el DNA no es reparado adecuadamente esto ocasiona mutaciones y daños 

cromosomales que pueden causar transformaciones en la célula y ser transmitidos a las 

células hijas, generando así una sucesión de células que pueden ser malignas. Para 

evitar esto no solo se requiere de una muy alta exactitud al momento de la replicación y 

precisión en la distribución de los cromosomas, sino también la habilidad de reparar daños 

espontáneos que pueden aparecer en todo el transcurso del ciclo celular. Para asegurar 

esto, las células han desarrollado distintos mecanismos para monitorear la estructura de 

los cromosomas y coordinar sistemas de reparación durante la progresión del ciclo celular 

(Karran, 2000; Mah, El-Osta, & Karagiannis, 2010). 

 

El control genético del ciclo celular como respuesta a alguna anormalidad en el DNA se 

lleva a cabo por medio de varios puntos de control o “chekpoints” que son vías de 

señalización que controlan la habilidad de la célula a interrumpir el ciclo celular en 

respuesta al daño al DNA, dando tiempo para su censo y reparación (Zhou & Elledge, 

2000). Varias proteínas están encargadas de reconocer modificaciones en el DNA, sin 

embargo, hay proteínas involucradas en otros procesos celulares que también pueden 

unirse a estructuras alteradas de DNA e intervenir en el arresto del ciclo celular (Cline & 
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Hanawalt, 2003; Roos et al., 2016). El reconocimiento del daño por estas proteínas 

genera la reparación, tolerancia o inactivación (vía apoptosis, quiescencia o senescencia) 

de los daños no reparables o no tolerables (Shkreta & Chabot, 2015). 

 

El daño a doble cadena (DSB, doublé strand break) es en considerado como la más 

dañina de todas las lesiones que sufre el DNA. El DSB es inducido por diferentes 

mecanismos, incluyendo exposición a luz UV, diferentes compuestos que se unen 

covalentemente ocasionando aductos de DNA, colapso de la horquilla de replicación 

cuando la maquinaria de replicación encuentra una ruptura en una de las cadenas del 

DNA y cuando hay una escisión guiada por endonucleasas (Bassing, Swat, & Alt, 2002; 

Haber, 2000; Karran, 2000). Errores en la reparación de DSBs pueden resultar en 

translocaciones cromosomales e inestabilidad genómica. Además, las DSBs son 

potenciadores de arresto al ciclo celular y apoptosis bajo cierta circunstancia, por eso 

deben ser reparados rápidamente y precisamente (Mah et al., 2010). 

 

2.2.- Vías de reparación del DNA 

Los procesos de reparación del DNA existen tanto en células procariotas como en 

eucariotas, y muchas de las proteínas involucradas han sido altamente conservadas a 

través de la evolución. Las células han desarrollado varios mecanismos para detectar y 

reparar todos los tipos de daños que pueda sufrir el DNA. Distintos mecanismos de 

reparación son usados para reparar los diferentes tipos de lesiones al DNA. El sistema de 

reparación Missmatch (MMR, Missmatch repair) y el sistema de escisión de bases (BER, 

base excision repair)  actúan sobre lesiones simples, mientras el mecanismo de escisión 

de nucleótidos (NER, nucleotide excision repair), el mecanismo de unión de extremos no 

homólogos (NHEJ, non homologous end-joining) y el mecanismo de recombinación 

homóloga (HR, homologous recombination) se encargan de reparar lesiones complejas 
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(Miné-Hattab & Rothstein, 2013). La identificación del tipo de lesión y muchos pasos de la 

reparación dependen de modificaciones post-transduccionales (fosforilaciones, poly(ADP-

ribosylaciones) acetilaciones, metilaciones, etc.) para guiar las interacciones entre 

proteínas involucradas en cada tipo de mecanismo de reparación (Shkreta & Chabot, 

2015). 

 

La reparación del DSB puede llevarse a cabo por cuatro mecanismos diferentes. El 

primero, que ocurre cuando los extremos de DNA de la lesión no pueden ser escindidos 

por la unión de alguna proteína, es el de unión de extremos no homólogos (NHEJ). En 

este mecanismo, el DSB es reparado por la escisión y ligación de secuencias 

independientemente de su homología, requiriendo de muchos factores como Ku70/80, 

DNA-PKcs y DNA ligasa IV. NHEJ ocurre principalmente la fase G0/G1 y G2 y, a pesar de 

la mutagénesis que produce, la rapidez con la que lleva a cabo la reparación es 

importante para proteger la integridad del genoma especialmente evitando 

translocaciones cromosomales, al menos en la mayoría de los casos (Karran, 2000). En el 

caso de que el DNA pueda ser escindido dejando una cola de una sola hebra con un 

extremo 3´, puede ser reparado por cualquiera de los otros tres mecanismos: 

recombinación homóloga (HR), unión de extremos alternativos (alt-EJ, alternative end-

joining) y alineación de una sola hebra (SSA, single strand alignment). Tanto el 

mecanismo de SSA como el de alt-EJ son mutagénicos. En el caso de la reparación por 

SSA, se basa en secuencias repetidas entremezcladas y, aunque es guiada por 

homología, una copia de la secuencia repetida y las secuencias que se encuentran 

entremezcladas entre las repetidas están ausentes en el producto reparado, resultando en 

una pérdida de información genética. De forma parecida el mecanismo de alt-EJ tiene 

consecuencias a la integridad genómica por su aparente predilección por homologar 

secuencias de cromosomas diferentes causando translocaciones cromosómicas y re 
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arreglos mutagénicos. En cambio, el mecanismo de HR usa la cromátide hermana para 

reparar el daño y requiere la invasión de la hebra completa lo hace libre de errores 

(Ceccaldi, Rondinelli, & D’Andrea, 2016) (Fig. 1).  

 

Fig. 1.- Diferentes mecanismos para reparar una DSB en células eucariotas. 

Los diferentes tipos de reparación entran en juego dependiendo de la naturaleza de 
la lesión y el estado de la célula. Tomado de (Watts, 2016). 

 
 

 

2.3.- Recombinación Homóloga 

Durante la fase S y G2 del ciclo celular, el sistema de HR juega in papel importante en la 

reparación de DSB debido a que la cromátide hermana se encuentra cerca (Ceccaldi, 

Rondinelli, et al., 2016). 

El mecanismo de reparación por HR comienza con la detección de la lesión por parte de 

proteínas que se encargan de evaluar el DNA, estas pertenecen a la familia de PI3K la 

cual incluye a ATM (Ataxia telangiectasia mutated), ATR (Ataxia telangiectasia Rad-3 

related) y DNA-PKcs (Proteínas quinasas dependientes de DNA). Una vez identificado el 

lugar donde se llevó a cabo el DSB, estas proteínas se encargan de fosforilar la histona 

H2AX, además de otras proteínas encargadas de reparar el DNA y del arresto del ciclo 

celular. La histona H2AX fosforilada (γH2AX) se acumula en el sitio de la lesión y empieza 
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una cascada de fosforilaciones que ponen en marcha el mecanismo de reparación; una 

vez terminado el proceso de reparación la histona γH2AX es degradada (Cline & 

Hanawalt, 2003). 

Una fosforilación cíclica se da entre la histona γH2AX y ATM, que a su vez fosforila a la 

proteína CHK2 (Chekpoint 2) la cual activa la proteína BRCA1 para que esta forme un 

complejo junto con PALB2 y BRCA2 el cual funge como guía para activar el mecanismo 

de recombinación al localizar a RAD51 y evitar el proceso de reparación por NHEJ 

además, de que media el arresto del ciclo celular y desencadena apoptosis de ser 

necesario (Srivastava & Raghavan, 2015). 

 

El proceso de recombinación consta de tres pasos: presinapsis, sinapsis y postsinapsis. 

Durante el proceso presináptico se reconoce la lesión y se procesa para dejar una cola 

con el extremo 3´ libre, el complejo MRN compuesto por MRE11-RAD50-NBS1, el cual 

posee actividad 3´-5´ exonucleasa, el responsable de generar esta cola. Otras proteínas 

como DNA2 (helicasa nucleasa 2) y RPA (proteína de replicación A) se posan sobre el 

DNA y ayudan sobre el proceso (O’Kane, Connor, & Gallinger, 2017a). 

 

Durante la sinapsis, la invasión de la hebra de DNA sucede por la unión del complejo 

PALB2-BRCA2 a la proteína RAD51 la cual forma filamentos para generar un loop D. RPA 

que se une a DNA de una sola hebra pude potenciar la invasión de la hebra al 

desestabilizar la formación de estructuras secundarias, permitiendo así la continua 

formación de nucleofilamentos de RAD51. La unión de RAD51 al DNA de una sola hebra 

puede también ser impedida por RPA. Este efecto inhibitorio puede ser superado con 

ayuda de BRCA2 y otras proteínas accesorias como RAD52, el cual interactúa con RPA 

separándolo de la hebra y facilitando la unión de RAD51. Otra proteína esencial para la 

invasión de la hebra es RAD54, el cual es una helicasa con actividad ATPasa 

dependiente de DNA. Después el filamento de nucleoproteínas de RAD51 reconoce e 



11 
 

invade la secuencia homologa formando un heteroduplex para empezar la síntesis DNA 

de novo en el sitio de la lesión; la síntesis de DNA y su ligación forman intermediarios de 

DNA de cuatro cadenas llamados uniones Holliday (Holliday junctions) (O’Kane et al., 

2017a). 

 

Las uniones Holliday proporcionan una unión covalente entre dos moléculas de DNA 

recombinante y su resolución es crucial para una correcta distribución de los cromosomas. 

Esta resolución puede llevarse a cabo de tres maneras distintas por unas proteínas 

llamadas resolvasas las cuales muestran un mecanismo similar de acción entre ellas. La 

primera de ellas es mediante un complejo llamado BTR (BLM-Topoisomerasa-RMI1-

RMI2) el cual escinde las uniones horizontalmente dejando así una cadena de DNA 

intacta evitando el entrecruzamiento. La segunda posible solución consta de realizar 

escisiones asimétricas en los dos entrecruzamientos por el complejo SLX-MUS (SLX1-

SLX4-MUS81-EME1) provocando así un entrecruzamiento entre las dos cadenas. La 

tercera posible resolución se da por la resolvasa GEN1 la cual realiza escisiones 

simétricas, sin embargo, se requiere un mayor procesamiento de la ligación (Fig. 2) 

(Sarbajna & West, 2014).  
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Fig. 2. Mecanismo de reparación por recombinación homóloga y sus posibles 
resoluciones. Dependiendo de la resolvasa que efectúe la escisión de las uniones 

Holliday habrá o no una hibridación en las cadenas.  Tomado de (Mimitou & Symington, 
2009)  
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2.4.- Vía de la Anemia de Fanconi 

La vía de la anemia de Fanconi es un mecanismo que ayuda a reparar los 

entrecruzamientos generados en el DNA. Se compone de 19 genes (desde FANCA hasta 

FANCT). Las mutaciones germinales en cualquier de estos genes causa anemia de 

Fanconi la cual aumenta la probabilidad de desarrollar falla en la medula ósea y cáncer. 

Se han encontrado mutaciones monoalélicas en genes de la anemia de Fanconi en 

cáncer de mama y ovario. La reparación del DNA por la esta vía requiere de varias 

proteínas que también se encuentran involucradas en la recombinación homóloga. Actúa 

mayormente durante la fase S (Ceccaldi, Sarangi, & D’Andrea, 2016). 

 

La primera fase de la vía es el reconocimiento de la lesión por FANCM la cual es una 

proteína de unión al DNA con motivos de helicasa que se une al entrecruzamiento de 

manera dependiente de su fosforilación por ATR. Una vez unida a la cromatina, FANCM 

funciona como punto de referencia para el complejo nuclear de la anemia de Fanconi, el 

cual está compuesto por 14 proteínas (FANCA, FANCB, FANCC, FANCE, FANCF, 

FANCG, FANCL, FANCM, FANCT, FAAP100, MHF1, MHF2, FAAP20 y FAAP24) (Kim, 

Ko, Choi, Hu, & Hasty, 2011). El complejo nuclear de la anemia de Fanconi se agrupa en 

el sitio de la lesión durante la fase S y G2 del ciclo celular. FANCM-FAAP24, ATR y 

BRCA1 son requeridas para esta función. El complejo nuclear de la anemia de Fanconi 

funciona como una ubiquitin ligasa para FAND2 y FANCI. FANCD2 y FANCI forman un 

heterodimero conocido cono FAND2-I. La activación de FAND2 y FANCI requiere de al 

menos dos modificaciones pos-traduccionales. La primera es la fosforilación del 

heterodimero, la cual es activada por la formación del complejo nuclear. FANCD2 y FANCI 

son después monoubiquitinadas de manera interdependiente. Esta monoubiquitinación es 

catalizada por el complejo nuclear a través de la subunidad ubiquitin ligasa FANCL y 

FANCT (Ceccaldi, Sarangi, et al., 2016; Che, Zhang, Nepal, Han, & Fei, 2018). 
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Después del reconocimiento de la lesión y de la activación de FAND2-I por ubiquitinación, 

esta última controla la escisión para liberar el entrecruzamiento de una de las dos hebras 

de DNA, en un proceso conocido como desenganche (Knipscheer et al., 2009). FANCD2 

recluta la proteína nucleasa FANCP, que a su vez recluta más endonucleasas específicas 

de estructura en el sitio de la lesión. Otra nucleasa especifica de estructura, FAN1, ha sido 

implicada en el proceso de reparación. FAN1 interactúa con FAND2-I para localizar la 

lesión, orientar el DNA y desenrollar el extremo 5´ de la cadena de DNA para promover su 

escisión, además de escindir el DNA adyacente a la lesión (Ceccaldi, Sarangi, et al., 2016; 

Nepal, Che, Zhang, Ma, & Fei, 2017). 

 

Una vez que una de las hebras de DNA ha sido desenganchada del entrecruzamiento, 

una polimerasa de baja fidelidad genera un parche de DNA incorporando nucleótidos a la 

hebra opuesta de donde se generó el entrecruzamiento (proceso conocido como 

inserción) extendiendo así la hebra naciente (proceso conocido como extensión) bajo el 

peligro de generar mutaciones en el genoma. El proceso de inserción es el responsable 

de que las mutaciones observadas en los sitios donde se reparan entrecruzamientos del 

DNA, sin embargo, la polimerasa que sintetiza el proceso de extensión tiene un 97% de 

fidelidad. Una vez que la inserción se ha llevado a cabo, la extensión es posible por el 

complejo de polimerasas compuesto por REV1 y REV3-REV7, dejando así una hebra 

dúplex intacta la cual es usada como templado para la reparación por recombinación 

homóloga de la hebra dúplex rota (Ceccaldi, Sarangi, et al., 2016; Che et al., 2018). 

 

Al final de que la vía de la anemia de Fanconi termina el resultado es una ruptura de doble 

cadena en el DNA, la cual debe ser reparada por recombinación homóloga para completar 

la reparación del DNA. Las proteínas de la anemia de Fanconi requeridas para la 
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recombinación homóloga son independientes del complejo nuclear o de FAND2-I. BRCA1 

y PALB2 se asocian con RAD51 para iniciar el proceso de recombinación en el lugar de la 

lesión. El parálogo de RAD51, RAD51C (también conocido como FANCO) se requiere 

para eficientizar el proceso (Ceccaldi, Sarangi, et al., 2016; Nepal et al., 2017). 

 

Después de la invasión y la reparación de la cadena dañada por recombinación 

homóloga, la resolución y la ligación da por resultado una doble cadena de DNA intacta, 

completando así la vía de la anemia de Fanconi (Fig 3) (Ceccaldi, Sarangi, et al., 2016).   

En el proceso de daño por radiación, en donde no se encuentran entrecruzamientos de 

doble cadena si no solamente la ruptura de la misma, el complejo nuclear de la anemia de 

Fanconi puede tener la función de mantener la estabilidad de la doble cadena y ayudar al 

reclutamiento de RPA para que se lleve a cabo la recombinación homóloga (Renaud & 

Rosselli, 2013). 

            c 

Fig. 3. Vía de la anemia de Fanconi. A) Etapa de identificación y escisión por parte de 

los genes propios de la vía, B) Inicio de la reparación involucrando a genes de la vía de 

recombinación homóloga. Tomado de (Kee, Kim, D’Andrea, & D’Andrea, 2009) 

 
 
 

 

2.5.- Cáncer de ovario 

El cáncer de ovario es el séptimo tipo de cáncer más frecuentemente diagnosticado en la 

mujer (Todua, Gagua, Maglakelidze, & Maglakelidze, 2015; World Cancer Research Fund/ 

American Institute of Cancer Research (WCRF/AICR), 2018) registrándose 

aproximadamente 295,000 nuevos en 2018 (Bray et al., 2018). Este cáncer tiene un alto 

índice de mortalidad siendo el más mortal entre las neoplasias ginecológicas y la octava 

causa de muerte relacionada a cáncer más común en mujeres a nivel mundial (Bray et al., 

2018; Todua et al., 2015) (Fig. 4). 
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La mayoría de los casos de cáncer de ovario ocurren espontáneamente, entre el 5 y el 10 

por ciento de los casos se desarrollan debido a predisposición genética (World Cancer 

Research Fund/ American Institute of Cancer Research (WCRF/AICR), 2018).  

La combinación de cirugía citorreductora seguida por quimioterapia de primera línea 

basada en sales platinadas y un taxano han contribuido a un incremento en la 

supervivencia de las pacientes, así como la aparición de nuevos medicamentos para 

enfermedad recurrente. Actualmente la supervivencia a 5 años para los estadios clínicos 

III y IV se ha incrementado de un 15% histórico hasta casi un 30% (Asadollahi, Hyde, & 

Zhong, 2010; Swisher et al., 2009). 

 

El cáncer de ovario puede dividirse en diferentes subtipos histológicos los cuales tienen 

diferentes factores de riesgo, orígenes celulares, composición celular, características 

clínicas y tratamientos. Estos subtipos histológicos incluyen los de tipo epitelial los cuales 

representan alrededor del 90% de todos los casos de cáncer de ovario y que incluye 

carcinoma seroso, endometroide, de células claras y mucinoso. De estos subtipos, el 

carcinoma seroso de alto grado (HGSC) es el más comúnmente diagnosticado (Matulonis 

et al., 2016; Todua et al., 2015). 
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Fig. 4. Número total estimado de casos de incidencia y mortalidad de cáncer en 

mujeres de todas las edades en todo el mundo. Se muestran los 10 tipos de 

canceres con mayor incidencia en la mujer (Bray et al., 2018; Ferlay et al., 2018). 

 

 

 

 

 

2.5.1.- Factores de riesgo del cáncer de ovario 

Varios factores pueden incrementar el riesgo de padecer cáncer de ovario, incluyendo 

factores genéticos, edad, terapias o desordenes hormonales (anticonceptivos), infertilidad 

y nuliparidad (Matulonis et al., 2016). 

El riesgo de cáncer de ovario se ve afectado por el número de ciclos menstruales, esto 

debido a que, después de varios ciclos de ovulación, el epitelio del ovario pasa por 

repetidos procesos de ruptura y reparación. Las células epiteliales son estimuladas a 

proliferar, lo que incrementa la probabilidad de que haya mutaciones espontaneas. 

Alternativamente, después de la ovulación, estas células pueden infiltrarse dentro del 
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tejido conectivo que rodea al ovario, lo cual puede llevar a la formación de quistes. Si esto 

sucede, las células epiteliales se encuentran expuestas a un microambiente pro 

inflamatorio, el cual puede incrementar la tasa de daño al DNA e incrementar el riesgo de 

cáncer (World Cancer Research Fund/ American Institute of Cancer Research 

(WCRF/AICR), 2018).  

La nuliparidad incrementa el riesgo, y puede ser vista como causa, de cáncer de ovario, 

así también existe evidencia de que, al igual que el cáncer de mama, la menarquia 

temprana y la menopausia tardía incrementan el riesgo de cáncer de ovario. 

Una gran cantidad de defectos genéticos han sido relacionados con el riesgo de sufrir 

cáncer de ovario. Mutaciones germinales en BRCA1 y BRCA2 son de las más importantes 

presentándose en el 17% de los casos (Zhang et al., 2011). Mutaciones en BRCA2 están 

asociadas a un mejor pronóstico en comparación con las mutaciones de BRCA1, 

probablemente porque BRCA2 ayuda a mejorar la sensibilidad a platinos (Matulonis et al., 

2016). 

 

Además de BRCA1 y BRCA2, otras mutaciones en genes involucrados en reparación al 

DNA pueden incrementar el riesgo de padecer cáncer de ovario, incluyendo genes que 

son parte de la vía de la anemia de Fanconi como RAD51C, RAD51D, FANCJ, BARD1 y 

PALB2. Mutaciones hereditarias en otros genes involucrados en la reparación por 

recombinación homóloga como CHK2, MRE11A, RAD50, ATM y TP53, pueden también 

incrementar el riesgo de padecer cáncer de ovario (Matulonis et al., 2016). 

 

2.5.2.- Tratamiento contra el cáncer de ovario 

El principal objetivo del tratamiento contra el cáncer de ovario es controlar el cáncer y los 

síntomas lo antes posible. La cirugía es el principal tratamiento contra el cáncer de ovario 

en la mayoría de los pacientes, esta tiene por objetivo eliminar todo tumor visible 
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realizando una citorreducción de la mayor masa tumoral residual por debajo del límite de 1 

cm. La cirugía citorreductora (debulking) consiste en reducir la masa residual del tumor 

para que la quimioterapia administrada posteriormente pueda ser más eficaz (DiSaia, 

Creasman, Mannel, McMeekin, & Mutch, 2018). La extensión de la cirugía es determinada 

por el estadio de del cáncer y las características del paciente; por ejemplo, en mujeres con 

un cáncer muy avanzado se extraen ambos ovarios, pero mujeres en estadios más 

tempranos y jóvenes que quieran preservar su fertilidad solo se les extrae un ovario; En 

mujeres con estadios más avanzados, la cirugía puede incluir una histerectomía completa 

(Matulonis et al., 2016; Zhang et al., 2011)  

 

La cirugía va acompañada de una quimioterapia adyuvante a base de platinos y taxanos, 

esto dependiendo del tipo y estadio del cáncer. La quimioterapia es un tratamiento que 

usa fármacos para detener el crecimiento de las células cancerígenas, ya sea matándolas 

o evitando que se dividan (NCI, 2018a). Los complejos platinados son agentes 

anticancerígenos muy efectivos usados rutinariamente en la clínica y casi 50% de todas 

las quimioterapias incluyen platinos (Wexselblatt, Yavin, & Gibson, 2012; Wheate, Walker, 

Craig, & Oun, 2010). El principal complejo platinad o usado en la quimioterapia contra el 

cáncer de ovario es el carboplatino, el cual es menos toxico que otras sales platinadas lo 

que permite que se administre a dosis más altas. (Wexselblatt et al., 2012).  

El carboplatino, al igual que la mayoría de las sales platinadas, entra a las células por 

medio de tres posibles mecanismos: difusión pasiva, proteínas transportadoras de cobre 

(CTR1) y/o transportadores de cationes (Puckett, Ernst, & Barton, 2010). Una vez dentro 

de la célula, el núcleo de platino se une a la posición N7 de la guanina, y menos 

frecuentemente a la adenina, por medio de la formación de un enlace covalente 

coordinado con el par solitario del átomo de nitrógeno. El anillo se cierra a través de la 

formación de un segundo enlace con otra cadena de DNA causando un entrecruzamiento 
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de cadenas, doblando el DNA (entre 30 y 60° sobre el surco mayor) y desenrollan la doble 

hélice. Esta distorsión en el DNA impide la replicación y la transcripción, lo que conlleva a 

apoptosis de no ser reparada (Wheate et al., 2010). 

Muchos canceres en estadios tempranos no son tratados con quimioterapia post-cirugía, 

sin embargo, muchos adyuvantes de primera línea han probado ser capaces de mejorar el 

prognóstico de pacientes diagnosticados con cáncer de ovario en estadios avanzados 

(Armstrong et al., 2006). Se ha demostrado que al combinar diferentes tratamientos se 

puede optimizar la quimioterapia adyuvante, incluyendo combinaciones de agentes a base 

de platino, taxanos (paclitaxel y doxotaxel), agentes antiangiogenicos (bevacizumab, 

nintedanib, trebananib and pazopanib) y otras drogas (pegylated, doxorrubicina y 

gencitabina) (O’Kane, Connor, & Gallinger, 2017b). Una opción de terapia que mostro 

mejorar el prognostico de los pacientes con cáncer de ovario en estadios avanzados es el 

uso de neo adyuvantes (NACT), lo cual consiste en tratar a los pacientes con ciclos de 

carboplatino y paclitaxel antes de la cirugía (Batra, Nayak, & Dave, 2012). 

 

2.5.3.- Radioterapia 

La radioterapia es uno de los tratamientos más comunes contra el cáncer, se basa en 

utilizar partículas u ondas de alta energía para matar células cancerígenas. La radiación 

actúa sobre el DNA de la célula causando rupturas que evitan que la célula se divida y 

causando su muerte (NCI, 2018b). Es la terapia citotóxica más efectiva contra tumores 

sólidos siendo utilizada para tratar más del 50% de los casos de cáncer y teniendo una 

efectividad del 40%. En la mayoría de los casos la radioterapia es altamente localizada y 

se centra en regiones de tejido donde se sabe (o se sospecha) que hay células 

cancerígenas (Barker, Paget, Khan, & Harrington, 2015; Harrington et al., 2011; Schaue & 

McBride, 2015). 
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En la radioterapia se utiliza radiación ionizante (IR) la cual, debido a su alta energía, es 

capaz de liberar electrones de átomos y moléculas generando iones que pueden romper 

enlaces covalentes. La IR afecta directamente el DNA afectando su estructura y 

provocando principalmente rupturas de doble cadena. Otros efectos que genera  la IR es 

la generación de especies reactivas de oxigeno (ROS) la cual a su vez genera daños al 

DNA de una sola cadena (SSB) (Borrego-Soto, Ortiz-López, & Rojas-Martínez, 2015). 

Células quiescentes o con baja velocidad de división como las del sistema nervioso son 

menos susceptibles a la radioterapia, mientras que las células con alta taza proliferativa 

como las de la medula ósea son más sensibles a la IR. Las dosis de IR para radioterapia 

se miden en unidades gray (Gy), una medida de la cantidad de radiación absorbida por Kg 

de tejido (Joules/Kg). Se ha visto daño en el DNA en paciente con cáncer de mama a 

partir de entre 4 y 6 Gy mientras que en cáncer de pulmón de células no pequeñas las 

dosis van desde 60 hasta 70 Gy. En estudios in vitro se ha visto daño en células de 

melanoma al ser tratadas con 20 J y en células de cáncer de mama la dosis media de 

radiación va desde los 50 a los 200 J (Baker, Dahele, Lagerwaard, & Senan, 2016; 

Borrego-Soto et al., 2015; Espinha, Osaki, Tosoni Costa, & Forti, 2016; Sarkar, Rajput, 

Kumar Tripathi, & Mandal, 2013). 

La radioterapia no forma parte del tratamiento de primera línea para el cáncer de ovario 

en la mayoría de los países. Sin embargo, puede ser útil en el tratamiento de áreas donde 

el cáncer se ha propagado. Tanto la radioterapia como la quimioterapia usan distintos 

métodos para llegar al mismo resultado, la generación de DSB en el DNA (NCI, 2018b, 

2018c). 

 

2.5.4.- Resistencia a Radiación  

Mutaciones secundarias en los genes asociados a reparación por recombinación 

homóloga en cáncer pueden crear resistencia a quimio y radioterapia. Estas mutaciones 
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secundarias o reversiones genéticas pueden regenerar el marco abierto de lectura y 

resultar en la sobreexpresión de sus proteínas en cáncer. Esto significa que la eficiencia 

de la quimioterapia en cáncer está totalmente condicionado al defecto de la vía de 

recombinación homóloga (Srivastava & Raghavan, 2015). 

 

Se ha reportado que RAD51 está sobreexpresado en cáncer de ovario. Una tasa de 

reparación más alta al daño inducido por agentes alquilantes genera resistencia a la 

apoptosis, además de disminuir la eficacia de otros agentes que inducen DSBs como la 

radiación. Una subexpresión de proteínas clave en el proceso de recombinación 

homóloga mejora la respuesta a agentes como la mitomicina C y el cisplatino (Evers, 

Helleday, & Jonkers, 2010). 

 

2.5.3.- Líneas celulares de cáncer de ovario 

Líneas células derivadas de pacientes con cáncer de ovario son modelos usados en el 

laboratorio para el estudio de la biología del cáncer y probar la eficacia de agentes 

anticancerígenos. Estas líneas celulares, aunque no representan exactamente la 

naturaleza del tumor, sirven para observar una relación causa-efecto entre un estímulo y 

un cambio medible en la célula (Gillet, Varma, & Gottesman, 2013; Wilding & Bodmer, 

2014).Se han desarrollado distintas líneas celulares de cáncer de ovario para estudiar 

esta enfermedad in vitro, cada una con diferentes características que ayudan a 

comprender mejor la respuesta de distintos tipos de tumores. Las líneas epiteliales de 

adenocarcinoma CAOV-3 y OVCAR-3 así como la línea de fibroblasto de carcinoma de 

células claras ES-2 fueron usadas es en este trabajo debido a que muestran diferente 

respuesta a daño al DNA entre ellas. La línea OVCAR-3 esta reportada como con 

resistencia clínicamente relevante a tratamiento contra el cáncer y la línea ES-2 presenta 
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resistencia moderada a agentes anticancerígenos mientras que en la línea CAOV-3 no se 

ha reportado ningún tipo de resistencia (ATCC, 2018).   

 

2.5.5.- Genes más comúnmente mutados en cáncer de ovario 

A nivel molecular, el cáncer de ovario es muy heterogéneo, siendo caracterizado por 

mutaciones en genes asociados a la reparación al DNA. Además de BRCA1 y BRCA2 que 

se encuentran mutados en el 17% de los canceres epiteliales, muchos otros genes 

presentan niveles de expresión aberrantes debido a la inestabilidad genética y a la 

perdida de heterogozidad (Bast, Hennessy, & Mills, 2009). 

Estas aberraciones genómicas podrían servir como marcador que permita detectar y tratar 

el cáncer de ovario en etapas tempranas ya que solo 20% de las pacientes son 

diagnosticadas en etapa I. Debido a su prevalencia es necesario una estrategia para su 

detección temprana, los parámetros a utilizar deben ser altamente sensibles para estadios 

tempranos y altamente específicos para alcanzar un valor predictivo alto (Bast et al., 2009; 

Das & Bast, 2008). 

Se han desarrollado métodos moleculares para predecir y mejorar la sobrevida en 

pacientes con cáncer de mama y cérvix, pero hasta hoy en día no se ha desarrollado un 

perfil efectivo para el cáncer de ovario(Das & Bast, 2008). 

De los genes más comúnmente desregulados en cáncer de ovario y que pudieran servir 

para desarrollar un perfil son:  

 

 

ARID1A: Componente del complejo remodelador de cromatina SWI/SNF con actividad 

helicasa y ATPasa, se ha identificado como un supresor de tumores mutado en el 50% de 

los casos de cáncer de ovario epitelial de células claras. Controla la progresión del ciclo 

celular al haber daño al DNA. ARID1A es reclutado cuando hay daño al DNA de doble 
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cadena por su interacción con ATR. A nivel molecular, ARID1A facilita el procesamiento 

del daño de doble cadena y ayuda a mantener la cascada de señalización activa. La 

deficiencia de ARID1A sensibiliza a l m as células cancerígenas a inhibidores de PARP in 

vitro e in vivo proporcionando un potencial blanco terapéutico (Shen et al., 2015). 

 

ATM: Serin/treonin quinasa que funge como punto de control en la señalización de daño a 

doble cadena, apoptosis y estrés genotóxico como radiación ionizante actuando como 

sensor de daño al DNA. Inicia la reparación al DNA por recombinación homóloga 

fosforilando a la histona H2AX. También regula el ciclo y puede ser un supresor de 

tumores; fosforila a CHK2, p53, FANCD2, NFkB, BRCA1 y RAD9 (Lima et al., 2016). 

 

CHK2: Serin/Treonin quinasa necesaria para el arresto del ciclo celular, activación de la 

reparación al DNA y apoptosis en presencia de daño a doble cadena. Inhibe la acción de 

ciclinas, impidiendo así el paso de la fase G2 a la fase M del ciclo celular. Regula la vía de 

reparación por recombinación homóloga al fosforilar a BRCA1 y BRCA2, potenciando su 

asociación con RAD51. También estimula la transcripción de genes involucrados en la 

recombinación homologa como BRCA2 a través de la fosforilación y activación del factor 

de transcripción FOXM1. Regula la apoptosis al fosforilar a p53, MDM4 y PML. Su 

ausencia puede causar inestabilidad cromosomal observada en varios tipos de cáncer   

(Magni et al., 2014). 

 

FANCA: Proteína involucrada en el arresto del ciclo celular, en la reparación de 

entrecruzamiento del DNA y en el mantenimiento de la estabilidad cromosomal. Mutado 

en el 60% de los casos de anemia de Fanconi. Componente del complejo nuclear de la 

anemia de Fanconi que se encarga de escindir la lesión de DNA y ubiquitinar FAND2, con 

afinidad por el DNA y se encuentra en el núcleo durante la replicación. Puede funcionar 

independientemente del complejo nuclear y participar directamente en la escisión del DNA 

(Benitez et al., 2014) 
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FANCB: Proteína involucrada en la reparación del DNA y en la hematopoyesis, 

componente del complejo nuclear de la anemia de Fanconi y necesaria para la 

ubiquitinación de FAND2. Mutaciones en este gen causan inestabilidad genética y 

síndrome de VACTERL con hidrocefalia (Du et al., 2015). 

 

FANCC: Proteína involucrada en la reparación del DNA y en el mantenimiento de la 

estabilidad cromosomal. Involucrada en la activación de STAT1; se encuentra deletado en 

cáncer de riñón, mutado en cáncer de páncreas y subexpresado en cáncer de cabeza y 

cuello. Es un gen clave en la regulación de la vía Hedgehog y es un supresor de tumores 

inhibiendo la transición de la fase GI/S y G2/M del ciclo celular (Sinha et al., 2008). 

 

FANCD2: Involucrado en el mantenimiento de la estabilidad cromosomal. Interviene en la 

reparación de daños a doble cadena del DNA por recombinación homóloga, participa en 

el arresto del ciclo celular entre la fase S y G2 por daño al DNA y previene la ruptura y la 

disgregación de la cromatina al final de la división celular, particularmente después 

durante el estrés replicativo. Promueve la activación de BRCA2 y PALB2 durante la 

reparación del DNA. Al ser monoubiquitinada por el complejo nuclear de la anemia de 

Fanconi promueve, junto con FANCI, el reclutamiento de nucleasas para escindir el DNA 

cuando hay entrecruzamientos en el DNA (Barroso et al., 2009; Hays et al., 2008; Howlett, 

Taniguchi, Durkin, D’Andrea, & Glover, 2005; Montes de Oca et al., 2005). 

 

PALB2: Juega in papel fundamental en el proceso de reparación por recombinación 

homóloga y en la vía de la anemia de Fanconi al reclutar a BRCA2 y RAD51 al sitio del 

daño. Estimula la invasión de hebras por parte de RAD51, estabiliza el filamento de 

nucleoproteínas y ayuda a RAD51 a superar el efecto represivo de RPA. Funge como 

unión entre BRCA1 y BRCA2, la cual es fundamental en el proceso de recombinación 

homóloga, estabiliza y localiza a BRCA2 ayudando a su actividad como supresor de 
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tumores. Se encuentra mutado en cáncer de mama, de páncreas y de ovario (Buisson & 

Masson, 2012; Foo et al., 2017; Park et al., 2014). 

 

PARP1: Involucrado en la remodelación y reparación del DNA mediante la poli(ADP-

ribosil)ación de un número limitado de proteínas aceptores que controlan la arquitectura 

de la cromatina y el metabolismo del DNA. Esta modificación aparece después de que el 

DNA es dañado y parece ser un paso obligado en la detección y la vía de señalización 

para la reparación del DNA. Promueve el reclutamiento rápido y especifico de BRCA1 al 

sitio de daño. Se encuentra frecuentemente sobreexpresado en cáncer y ayuda al 

desarrollo de resistencia a agentes genotoxicos con lo que se puede inducir la letalidad 

sintética bloqueando su actividad. Además de su importancia en la reparación del DNA, la 

importancia de PARP1 como regulador transcripcional está bien establecida actuando 

como remodelador de cromatina permitiendo la unión entre el DNA y la RNA polimerasa 

(Ko & Ren, 2012). 

 

RAD50: Componente del complejo MRN el cual desempeña un papel central en la 

reparación y la recombinación del DNA, el mantenimiento de la integridad de los 

telómeros y la meiosis. Se une a los extremos del DNA y mantiene los dos extremos cerca 

uno del otro, lo cual facilita la búsqueda de secuencias homologas en el DNA y puede 

estimular la actividad de ligasas y restringir la actividad de nucleasas. Tiene actividad 

ATPasa y adenilato quinasa, aunque su principal papel es el de ATPasa (de Jager et al., 

2001; Lafrance-Vanasse, Williams, & Tainer, 2015; Lee & Paull, 2004; Zhu, Küster, Mann, 

Petrini, & Lange, 2000). 

 

RAD51: Recombinasa encargada de promover la invasión de la hebra a recombinar 

durante la recombinación homóloga. Se une al DNA de una y doble hebra y muestra 

actividad ATPasa dependiente de DNA. Cataliza el reconocimiento de secuencias 

homologas para formar la unión entre la ruptura del DNA y el templado para la reparación. 
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Se une al DNA de una sola hebra de manera dependiente de ATP y forma filamentos de 

nucleoproteínas los cuales son esenciales para la recombinación. Involucrado en la 

regulación del DNA mitocondrial bajo condiciones de estrés oxidativo y permite que la 

replicación pueda volver a empezar después de que esta se detuvo por haber encontrado 

daño en el DNA. Promueve la supervivencia celular y mutaciones germinales en este gen 

conllevan muerte del embrión (Ameziane et al., 2015; Bhattacharya et al., 2017; Inano et 

al., 2017; Wang et al., 2015). 

 

STK11: Serin/Treonin quinasa que desarrolla un papel importante en varios procesos 

celulares como metabolismo, polaridad celular, apoptosis y reparación del DNA. Actúa 

como regulador de AMPK y por lo tanto regula procesos como la inhibición de la vía de 

señalización que promueve el crecimiento y la proliferación celular cuando los niveles de 

energía son bajos, la homeostasis de glucosa en el hígado, activación de la autofagia 

cuando le faltan nutrientes a la célula y respuesta al daño en el DNA. Envuelto en la 

respuesta a daño en el DNA por su interacción con p53. En células endoteliales, inhibe la 

vía de señalización de PI3K/Akt lo cual induce a la apoptosis. Regula la respuesta a daño 

al DNA por radiación UV mediante la fosforilación y posterior degradación del inhibidor de 

la ciclina dependiente de quinasa A1 lo cual es esencial para la reparación del DNA 

(Esteve-Puig et al., 2014). 

 

3.-Justificación 

 

La radioterapia a pacientes con cáncer se enfoca en causar daño de doble cadena al DNA 

para evitar el crecimiento de la célula tumoral. La vía de reparación del DNA por 

recombinación homóloga es la encargada de reparar las lesiones de doble cadena 
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evitando que la célula entre en apoptosis, por lo que es importante realizar estudios sobre 

la expresión de genes clave en esta vía de reparación.  

En este trabajo se utiliza como modelo de estudio líneas celulares de cáncer de ovario 

para observar la respuesta de doce genes clave en la vía de reparación del DNA por 

recombinación homóloga. 

 

4.-Hipótesis 

 

Existe una relación entre los niveles de expresión de los 12 genes analizados y la 

respuesta celular a radiación UV C, lo que permite utilizar estos genes como factores para 

pronosticar la respuesta a radioterapia en cáncer de ovario.  

 

5.-Objetivos 

 

Objetivo General 

 Identificar los niveles de expresión de doce genes asociados a reparación al DNA 

por recombinación homóloga en cáncer de ovario

 

Objetivos particulares 
 

 

 Medir los niveles de expresión basales de los doce genes asociados a reparación 

al DNA por recombinación homóloga en líneas celulares de cáncer de ovario


 Comparar el cambio de expresión en los doce genes asociados a reparación al 

DNA por recombinación homóloga en líneas celulares de cáncer de ovario 

después de ser irradiadas con luz UV C


 Determinar el daño al DNA en líneas celulares de cáncer de ovario después de ser 

irradiadas con luz UV C
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 Comparar los niveles de expresión los doce genes asociados a reparación al DNA 

por recombinación homóloga en pacientes de cáncer de ovario en pacientes sin 

cáncer

 

 

6.-Materiales y métodos 

 

Líneas celulares 
 

 

Para comparar los niveles de expresión de los genes a evaluar se utilizaron las líneas 

celulares de cáncer de ovario ES-2, CAOV-3 y OVCAR-3 las cuales fueron sembradas en 

cajas Petri de 100 x 20 mm con medio McCoy´s 5 a (Corning
TM

), DMEM y RPMI (GIBCO, 

Invitrogen) respectivamente, suplementados con 10% de suero fetal bovino (SFB 

bioWEST) inactivado y mantenidas en una incubadora (In-Vitro Cell, NU-8600 Series) con 

5% CO2 y una temperatura de 37°C. Como control se utilizó una línea no tumoral de riñón 

de embrión humano HEK293T sembrada en medio DMEM F12 (GIBCO, Invitrogen) y 

mantenidas en las mismas condiciones. 

 

Tratamiento con luz UV C 
 

 

Se sembraron 300,000 células en una caja Petri de 60 x 15mm con 3 ml de medio 

suplementado, se dejaron crecer por 48 horas hasta alcanzar un crecimiento exponencial 

y se radiaron con 20 Joules de luz UV C (254 nm WL) con un CL-1000 Ultraviolet 

Crosslinker (UVP, Analitik Jena). El nivel de expresión del RNA mensajero de los genes 

se midió 30 y 60 minutos después del tratamiento, esto debido a que, en trabajos 

anteriores, en estos tiempos se ha visto marcadores de daño en estas células y bajo estas 

condiciones. 
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Muestras de pacientes con cáncer de ovario 
 

 

Los estudios genómicos de expresión fueron realizados en el Laboratorio de Genómica de 

nuestra Institución a cargo del Dr. Carlos Pérez Plasencia y colaboradores. Los 

procedimientos clínicos se llevaron a cabo en la Clínica de Tumores Ginecológicos del 

INCan. Se midieron los niveles de expresión en 26 biopsias de pacientes con diagnostico 

confirmado de cáncer de ovario epitelial, mayores de 18 años y que no hayan recibido 

tratamiento.  

 
 
 

 

Diseño de oligonucleótidos 

 

El diseño de los oligonucleótidos para medir los niveles de mensajeros se realizó en la 

plataforma BLAST del National Center of Biotechnology Information 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y se validó haciendo una PCR in silico en UCSC 

Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr) y en Primer3 

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0) para comprobar la identidad y el tamaño de los 

amplicones. 

 

Los oligonucleótidos fueron diseñados para que midieran entre 20 y 22pb y el producto de 

la PCR fuera no mayor a 200pb y que la secuencia de unión estuviera en medio de una 

secuencia de unión exón-exón, esto último para hacerlos específicos al RNA mensajero. 

Las secuencias usadas se muestran en la tabla 6.1 

 

Tabla 1. Lista de oligonucleótidos obtenidos por el software BLAST 

Mensajero 
Tamaño 

Secuencia Tm 
Tamaño del 

(pb) amplicon    

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0
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PALB2 F 24 AGGAGAAGGAAAAGTTAAAGGAGA 60 
161pb 

PALB2 R 20 CGGTGAGAGATCCTGCTGAG 60  

 
RAD51 F 20 AGACCGAGCCCTAAGGAGAG 60 

124pb 
RAD51R 21 TCTGCATTGCCATTAGCTCCA 60  

 
RAD50 F 20 TGCTTGTTGAACAGGGTCGT 60 

131pb 
RAD50 R 20 TCACTGAATGGTCCACGCTC 60  

 
FANCA F 20 GAAGAGGCCTTCCTGCATGT 60 

127pb 
FANCA R 19 GGTTGCCCTGACCCTTGAG 60  

 
FANCB F 20 CCGCTGCGTTGAGTTTCATA 60 

104pb 
FANCB R 21 TCTGGGACAATAGGCATCACA 60  

 
FANCC F 20 AAGCCAATACGAGGCAAAGC 60 

123pb 
FANCC R 21 GTCGGCACACATTAAATCGGG 60  

 
FANCD2 F 20 CGACGGCTTCTCGGAAGTAA 60 

109pb 
FANCD2 R 20 GGAGGCATCTTCTGTCAGGC 60  

 
CHK2 F 15 GGGCTCACGCGGTCG 60 

150pb 
CHK2 R 20 TGCTGGTAGAGGAGCTGGAT 60  

 
ARIDA1 F 

20 AACCCAGACTCGGGGATGTA 60 
178pb 

ARIDA R 20 GGCCGCTTGTAATTCTGCTG    60 
 

 
ATM F 

20 CCAATTCCCTCCACCTGCAT 60 
 119pb 

ATM R 22 AGAACACACATTGGATAGTGGT 60 

 
PARP F     20 GCCCTAAAGGCTCAGAACGA 60 

 
115pb 
 

PARP R     20 CAGAAGGCACTTGCTGCTTG 60  
     

 
 
 
 
 
 

 
Extracción de RNA 
 
 

Se llevó a cabo la extracción de RNA utilizando el método de TRIzol (Life Technologies) 

de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El RNA obtenido se resuspendió en 30 μl de 
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agua milliQ (Millipore). La cuantificación del RNA se llevó a cabo en un espectrofotómetro 

de microplacas (Epoch, Biotek) a una absorbancia de 260 nm. La integridad del mismo se 

analizó mediante un gel de agarosa al 1 % teñido con bromuro de etidio. 

 
 
 

 

RT-qPCR 
 

 

Para medir los niveles de expresión de los RNA mensajeros de los genes a evaluar se 

utilizó la técnica de PCR en tiempo real, en la cual se retro transcribe el RNA en cDNA y 

este es amplificado al tiempo que es cuantificado. Para esto primeramente se utiliza una 

retrotranscriptasa (Multiscribe
TM

 Reverse Transcriptase) que transcribe cDNA utilizando 

RNA como molde y desoxi nucleótidos trifosfato (dNTPs) como sustrato bajo las 

condiciones mostradas en la tabla 6.2 

Tabla 2. Condiciones de temperatura para la retrotranscripción del RNA en cDNA. 

Temperatura 
Tiempo (minutos) 

(°C)  

25 10 
  

37 120 
  

85 10 
  

4 ∞ 
  

 
 
 

 

Una vez teniendo el cDNA este se utilizó para estandarizar los condicione de amplificación 

por medio de PCR punto final (e.p. PCR) utilizando un PCR Master Mix (Thermo Fisher 

Scintific). La amplificación se llevó a cabo en un termociclador Veriti (Applied Biosciences) 

bajo las condiciones de la tabla 6.3. 
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Tabla 3. Condiciones de temperatura para la PCR punto final. 
 

Temperatura 

Tiempo Ciclos 
°C   

95 3 minutos 1 
   

95 30 segundos  
   

60 30 segundos 40 
   

72 30segundos  
   

72 5 minutos 1 
   

4 ∞ 1 
   

 
 
 
 

 

Una vez estandarizadas las condiciones se procedido a realizar la qPCR utilizando el 

cDNA como templado, una Taq DNA polimerasa la cual funciona a altas temperaturas, los 

oligonucleótidos correspondientes a cada gen que funcionan como primers para la 

polimerasa y dNTPs como sustrato. Además, tiene un fluoroforo (SYBR
TM

 Green) que se 

intercala al DNA y que, al ser excitado, emite luz la cual es captada por el termociclador 

(LigthCycler℗ 480 II, Roche). La qPCR se llevó a cabo bajo las condiciones de la tabla 

6.4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

             Tabla 4. Condiciones de temperatura para la PCR punto final. 
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Para normalizar la expresión del RNA mensajero se utilizó GAPDH como gen endógeno 

ya que este gen casi no varía su nivel de expresión en las células a pesar de que las 

condiciones externas sean cambiantes. Se calculó la expresión relativa de los genes 

usando el método de Litvak en el 2001 utilizando la fórmula 2^-ΔCt . 

 
 
 

 

Ensayo cometa 
 

 

Para observar el daño que provoca directamente la luz UV C se realizó un ensayo de 

electroforesis de una sola célula también llamado ensayo cometa (debido al patrón de 

migración que muestra el DNA) (Glei, Schneider, & Schlörmann, 2016). El ensayo cometa 

consiste en tres pasos: la fijación en agarosa de bajo punto de fusión, la lisis y la 

electroforesis. 

 

Para fijar las células se tienen que embeber en un tipo de agarosa con bajo punto de 

fusión y dejándola gelificar sobre una cama de agarosa estándar en un portaobjeto; la 

agarosa forma una matriz que impide que las células se muevan pero que permite que 

soluciones penetren y afecten a las células. 

Una vez en el portaobjeto, las células fueron sumergidas en un buffer para de lisis el cual 

contiene sales, un detergente no cargado (Triton o sarcosinato) y proteínasa K. Debido a 

            Proceso Temperatura    Tiempo Ciclos 
    

Pre incubación 95 °C 10 minutos      x1 
    

Desnaturalización 95 °C 
15  

segundos 
 

   

Alineación 60 °C 
30 

x 40 
segundos    

Amplificación 72 °C 
30  

segundos 
 

   

Enfriamiento 4 °C ∞       x1 
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que la proteínasa K funciona mejor a altas temperaturas la lisis se lleva a cabo a 50° C 

durante 24 horas. 

 

Después de lisadas, las células fueron lavadas y sumergida en TBE para la electroforesis. 

La electroforesis se lleva a cabo a 20 Voltios V durante 30 minutos en una cámara de 

electroforesis, luego se tiñeron con bromuro de etidio a una concentración de 10 mg/ml 

para poder ser visualizadas en el microscopio de fluorescencia a una longitud de onda de 

350 nm. Una vez obtenidas las imágenes de los cometas se analizaron calculando el 

momentum de las colas multiplicando al largo de la cola por el porcentaje de DNA en el 

programa CometScore (Tri Tek Corp, Sumerduck, VA). Se analizaron 50 o más cometas 

por condición. 

 
 
 

 

Análisis estadístico 
 

 

El análisis de los datos de los ensayos cometas se realizó en Excel 2010 (Microsoft). El 

análisis del nivel de expresión de los genes seleccionados se realizó con ayuda del 

software Prism 6 (GraphPad). Los datos obtenidos de la qPCR fueron analizados 

utilizando la prueba de T para muestras no paramétricas con un valor de p≤0.01 (prueba 

de Mann-Whitney). 

 

7.-Resultados 

 

Primeramente, mediante qPCR, se evaluó el nivel de expresión de doce de los genes 

involucrados en el proceso de reparación por recombinación homóloga más comúnmente 

mutados en cáncer de ovario en las líneas ES-2, Caov-3 y Ovcar-3 y se comparó con una 

la línea no tumoral de embrión HEK293T. Para esto primero se sintetizó DNA 
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complementario a partir del RNA mensajero extraído de las líneas celulares y 

posteriormente, por medio de PCR punto final se estandarizaron las condiciones de 

amplificación de los genes ARID1A, ATM, CHK2, FANCA, FANCB, FANCC, FAND2, 

PALB2, PARP1, RAD50, RAD51 y STK11. (Fig. 7.1). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fig 7.1. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la PCR punto final de 

los doce genes analizados en líneas HEK 273T. En el primer carril de cada gel se 

observa el marcador de peso molecular, todos los oligonucleótidos fueron diseñados para 

que sus productos pesaran entre 100 y 150 pb. 

 

 

 

Una vez estandarizadas las condiciones de amplificación, se midió la expresión relativa de 

los doce genes por qPCR utilizando GAPDH como gen control endógeno para normalizar 

la expresión. Se observó una tendencia a la subexpresión de los genes encargados del 

arresto del ciclo celular, así como los que intervienen en el censo y reparación de daño en 

las líneas de cáncer de ovario en comparación con la línea no tumoral, lo que sugiere una 

disminución en la capacidad de mantener la estabilidad genómica por parte de las líneas 

derivadas de cáncer de ovario (Fig 7.2). 
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Fig 7.2. Niveles de expresión los genes en líneas de cáncer de ovario en 

comparación con una línea no tumoral. La mayoría de los genes se encuentran 

subexpresados en las líneas de cáncer de ovario en comparación con la no tumoral. 

*=p≤0.05, **=p≤0.01  

 

Después de observar el perfil de expresión en las líneas celulares se procedió a tratarlas 

con 20 J de luz UV C para producir ruptura de doble cadena en el DNA y medir el cambio 

en los niveles de expresión de los genes involucrados en reparación por HR con respecto 

a los niveles basales (sin radiación). Se encontró una sobreexpresión en los genes 

encargados del arresto del ciclo celular, así como en aquellos involucrados en apoptosis y 

mantenimiento de genoma al igual que en los genes encargados propiamente de reparar 

el daño por HR (Fig. 7.3 y 7.4). 

 

Estas diferencias se vieron aumentadas cuando se analizó la expresión de estos genes 

60 minutos después del tratamiento con luz UV C en comparación que cuando se midió 

30 minutos después, lo que indica que después de los 30 minutos sigue habiendo 

respuesta al daño por parte de las células ES-2 y CAOV-3 (Fig 7.3 y 7.4). 
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En la línea celular Ovcar-3 no hubo diferencias al ser irradiadas con 20 Joules así que se 

aumentó la dosis a 50 Joules para observar la respuesta de esta línea al daño de doble 

cadena, la respuesta de esta línea fue similar a las otras dos líneas celulares mostrando 

una sobreexpresión en casi todos los genes (Fig 7.5) 

 

.  
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Fig 7.3. Cambio en los niveles de expresión de los genes involucrados en HR en la 

línea celular ES-2. Hubo un cambio de expresión en la mayoría de los genes como 

respuesta al daño por UV C pareciendo ser más significativa a los 30 minutos en la 

mayoría de los genes.  *=p≤0.05, **=p≤0.01
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Fig 7.4. Cambio en los niveles de expresión de los genes involucrados en HR en la 

línea celular CAOV-3. Hubo un cambio de expresión en la mayoría de los genes como 
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respuesta al daño por UV C pareciendo ser más significativa a los 60 minutos en la 

mayoría de los genes. *=p≤0.05, **=p≤0.01
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Fig 7.5. Cambio en los niveles de expresión de los genes involucrados en HR en la 

línea celular OVCAR-3. Hubo un cambio de expresión en la mayoría de los genes como 
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respuesta al daño CAUSADO POR 50J de UV C después de que a los 20 J no hubiera 

ninguno. *=p≤0.05, **=p≤0.01 

 

Para comprobar que el aumento en la expresión de estos genes se debía a un daño al 

DNA producido por la luz UV C, se procedió a realizar un ensayo cometa para observar el 

daño directamente. Se midió el momentum de las colas usando el programa CometScore 

(Tri Tek Corp, Sumerduck, VA). Se observó un mayor daño en las líneas tratadas con 20 

Joules en comparación con las líneas no radiadas. Se radio las células con 100 Joules 

como control positivo de daño (Fig 7.6). 
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Fig 7.6. Medición de daño al DNA producido por el tratamiento con radiación UV C 

en las tres líneas celulares de cáncer de ovario. Se observa una cola mayor en los 

cometas tratados con 20 y cien Joules que en los cometas de las células no radiadas. A) 

Imagen de los cometas teñidos con bromuro de etidio por microscopia de fluorescencia, 
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B) Box plot del momento de la cola de los cometas (cantidad de DNA por longitud de la 

cola). **=p≤0.01, ****=p≤0.0001 

 

Una vez teniendo los niveles de expresión de los genes estudiados y su papel en la 

respuesta contra el daño se dispuso a medir los niveles de expresión de los mismos en 

biopsias de pacientes con cáncer de ovario epitelial. Al igual que las líneas celulares se 

observó que en los pacientes con cáncer de ovario había una sobreexpresión en la 

mayoría de los genes en comparación con las muestras no tumorales (Fig 7.7). Estos 

pacientes no se han encontrado bajo tratamiento y presentan una sobreexpresión en casi 

todos los genes. 
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Fig 7.7. Cambio en los niveles de expresión de los genes involucrados en HR 

biopsias de pacientes con cáncer de ovario. Hay una sobreexpresión en las muestras 

tumorales de casi todos los genes. No se encontró expresión alguna de RAD51 en 

ninguna muestra normal. Biopsias de tejido normal n=5, biopsias de tejido tumoral n=26. 

*=p≤0.05, **=p≤0.01, ****=p≤0.001 

 

8.-Discusión 

 

Se evaluaron los niveles de expresión de doce genes involucrados a la vía de reparación 

del DNA por recombinación homóloga en tres líneas celulares de cáncer de ovario 

diferentes antes y después de ser radiadas con luz UV C, y se observó que estos genes 

responden al daño a doble cadena. También se compararon los niveles de expresión de 

estos genes en biopsias de pacientes con cáncer de ovario contra biopsias de tejido sano. 

 

Los resultados mostraron que en las líneas células de cáncer de ovario los genes están 

subexpresados en comparación con la línea no tumoral, esto corresponde con la 

inestabilidad genómica relacionada con el inicio y la progresión del cáncer de ovario, así 
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como con lo relativamente común que son sus mutaciones en este tipo de cáncer (Bell et 

al., 2011; Riaz et al., 2017). 

 

Es importante destacar que de estas mutaciones depende no solo el inicio de la 

carcinogénesis, sino también la respuesta a la terapia. Mutaciones secundarias en estos 

genes pueden alterar su expresión y dar clonas resistentes a la radio y quimioterapia 

debido a que evaden la apoptosis subexpresando genes que se encargan del arresto al 

ciclo celular y apoptosis como CHK2 y BRCA1 y sobreexpresando genes de reparación y 

sobrevivencia como RAD51 y STK11 (Matulonis et al., 2016; Mylavarapu, Das, & Roy, 

2018). La línea ES-2 no presentó diferencias en los niveles de expresión de ARID1A, esto 

debido a que la línea celular fue obtenida de un cáncer de células claras en el cual 

ARID1A esta mutado en el 50% de los casos (Berns et al., 2018). 

 

La diferencia entre los niveles de expresión de los genes también se debe a que estos, 

bajo condiciones donde no hay daño, se expresan diferencialmente a lo largo del ciclo 

celular. Genes como ATM y STK11 se expresan constantemente para mantener la 

integridad del genoma y en la homeostasis normal de la célula. Sin embargo, 

genes como RAD51 se expresan preferentemente en las fases S y G2 del ciclo celular 

mientras que aquellos involucrados en la anemia de Fanconi se expresan solamente 

durante la replicación del DNA (Ceccaldi, Sarangi, et al., 2016; Zhao et al., 2017). 

 

Al momento de radiar las células con luz UV C todas presentaron un cambio en la 

expresión de los genes. Se midió la expresión de los genes a 30 y 60 minutos después de 

ser radiadas debido a que se ha reportado que a estas horas la histona H2AX fosforilada, 

un marcador de daño al DNA, se encuentra en su máxima expresión (Mylavarapu et al., 

2018). La línea ES-2 fue la única que mostró una mayor expresión en la mayoría de los 

genes a los 30 minutos y no a los 60 minutos mostrando así la expresión de los genes de 

recombinación homóloga en estas células alcanza su máximo alrededor de los primeros 
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30 minutos. Esto se ha comprobado por Wan y colaboradores, que en el 2018 

demostraron que el nivel de expresión de genes asociados a la reparación del DNA como 

BRCA2 y RAD51 en líneas ES-2 desciende más rápido que en otras líneas celulares 

como CAOV-3 y SKOV3 (Wan et al., 2018a). 

 

También se ha demostrado que la línea ES-2 presenta resistencia a agentes 

quimioterapéuticos como la doxorrubicina y cisplatino, ambos fármacos funcionan 

alterando la integridad al generar entrecruzamientos en el DNA (Wan et al., 2018b). 

 

En las líneas CAOV-3 y OVCAR-3, los mayores niveles de expresión se encontraron a los 

60 minutos, demostrando que sigue habiendo respuesta al daño por parte de estas 

células después de los 30 minutos de haberlas radiado. Sin embargo, fue necesario 

irradiar a la línea OVCAR-3 con 50 J debido a que a 20 J no mostró diferencias en 

ninguno de sus genes, esto puede deberse a que esta línea celular presenta resistencia 

alta a agentes genotóxicos como el carboplatino debido a sus altos niveles de GSH 

(Caffrey & Frenkel, 1992). 

Mientras algunos pacientes no responden a la quimioterapia o desarrollan resistencia, la 

mayoría responden parcialmente al mismo régimen de tratamiento, la mayoría de los 

pacientes de cáncer de ovario sufren una reincidencia inclusive después de presentar 

remisión clínica.  Esta reincidencia muestra una sensibilidad similar a aquella que se 

observa en los pacientes con enfermedad primaria que no presentan respuesta a la 

terapia y la cual tiene un mecanismo fundamentalmente distinto a aquellos con resistencia 

intrínseca o adquirida.    

Por medio de la técnica del ensayo cometa se demostró el daño a doble cadena 

provocado por la radiación UV C y, con base en esto, se sugiere que la sobreexpresión en 

estos genes se debe este daño. El ensayo cometa es una técnica a base de una 

electroforesis en gel de una sola célula para medir daño al DNA, es versátil y 
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relativamente fácil y sensible. Aunque no ha relación directa entre la cantidad de daño al 

DNA producido por la radiación y la importancia del daño ni sus características biológicas 

(por esto la comparación de diferentes sustancias y diferentes sistemas puede ser muy 

complicado) el ensayo cometa, aunado a otros experimentos, es capaz de revelar la 

importancia biológica del daño producido. Aunque fue desarrollado para medir daño a una 

sola hebra, se puede modificar para medir daño a doble cadena. El daño se midió 

calculando el radio entre la longitud de la cola del cometa y el radio de la cabeza, para 

esto se utilizó el software Opencomet (Glei et al., 2016; Olive & Banáth, 2006). 

 

Se observó una sobreexpresión en la mayoría de los genes en las biopsias de cáncer de 

ovario en comparación con las muestras de tejido sano. Este hecho concuerda con las 

observaciones realizadas de que, antes  de que se dé la carcinogénesis, estas vías de 

reparación está a la baja, lo que incrementa la insensibilidad cromosomal y la posibilidad 

de adquirir mutaciones, mientras que, una vez que se da la carcinogénesis, esta vía se ve 

activa, siendo esta una de la principal causa de que el paciente desarrolle resistencia a 

quimioterapia y radioterapia (Hoppe, Sundar, Tan, & Jeyasekharan, 2018; Kessous et al., 

2018; Menon, Karpinskyj, & Gentry-Maharaj, 2018). 

 

No se encontraron diferencias de expresión del gen ARID1A entre las muestras normales 

y tumorales, esto puede deberse a que ARID1A varía mucho sus niveles de expresión 

dependiendo de la histología del tumor estando mutado en el 50% de los casos de cáncer 

de ovario de células claras. Se ha visto que ARID1A se encuentra inactivado en 

carcinomas diferenciados de ovario y endometrio y que la restauración de su expresión 

suprime tumores espontáneos de mama en ratones. Sin embargo, ARID1A es el factor 

epigenético más comúnmente mutado en cáncer y su papel como supresor de tumores 

está comprobado (Bitler et al., 2017). 
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9.- Conclusiones 

 

 Se encontró que las líneas celulares de cáncer de ovario tienen subexpresados los 

genes involucrados en las vías de recombinación homóloga y de anemia de 

Fanconi, esto con respecto a la línea celular no tumoral


 Se demostró que el aumento en la expresión de los genes involucrados en la vía 

de anemia de Fanconi y de recombinación homóloga es en respuesta al daño de 

doble cadena producido por la radiación UV C en las líneas celulares de cáncer de 

ovario.


 La línea celular OVCAR-3 mostró una baja sensibilidad al daño por la radiación UV 

C al ser necesario radiarla con 50 J para observar cambios en la activación de las 

vías.


 Las biopsias de cáncer de ovario mostraron tener sobreexpresados los genes 

involucrados en ambas vías.
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