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I. RESUMEN 

El cáncer de mama en los últimos años ha cobrado relevancia ya que 

mundialmente es la primera causa de muerte por neoplasia en mujeres. 

En México ocupa el primer lugar de mortalidad por tumor maligno en las 

mujeres mayores de 25 años. En etapas iniciales, el cáncer de mama 

solamente es detectable por estudios de imagen y en menor proporción 

por clínica, por lo que a la fecha, se han realizado diversos estudios donde 

se reportan microRNAs regulados diferencialmente entre el tumor y el 

tejido mamario normal, que sugieren su uso potencial como clasificadores 

de la enfermedad y herramientas de pronóstico en este campo, además 

son capaces de permanecer en suero largos periodos de tiempo ya que 

son altamente resistentes a la degradación por RNasas. En este estudio 

se propone comparar la expresión de un grupo de microRNAs de la firma 

genómica encontrada por el grupo de trabajo del laboratorio, en suero de 

donadores sanos (sueros control) y sueros de pacientes con cáncer de 

mama diagnosticado, ya que podrían servir como biomarcadores 

identificables con un método menos invasivo que los métodos actuales. 

Como resultado, se encontraron diferencias en la expresión relativa de 

mir224, mir589 y mir133a entre sueros de pacientes con cáncer de mama 

y sueros control, sabiendo que estos resultados no son concluyentes 

debido a la población tan pequeña que se utilizó, pero como estudio piloto, 

se da la pauta para aumentar la población y las mediciones necesarias 

para establecer a estos y otros microRNAs como biomarcadores de cáncer 

de mama.  
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II. INTRODUCCIÓN 

2.1. Cáncer 

El cáncer es un amplio grupo de enfermedades que pueden 

presentarse en cualquier parte del cuerpo y en personas de todas las 

edades. Los individuos afectados presentan un número único e 

impredecible de mutaciones que dan como resultado un fenotipo 

característico de las células tumorales, este puede ser identificado por los 

10 marcadores de cáncer propuestos por Hanahan y Weinberg, los cuales 

son capacidades biológicas adquiridas durante el desarrollo del tumor 

(figura 2.1) (Cairns, R., 2011; Hanahan, D. 2011). 

2.2. Características del cáncer  

2.2.1. Señalización proliferativa sostenida 

Los tejidos normales controlan cuidadosamente la producción y la 

liberación de señales promotoras de crecimiento que influyen en la 

progresión del ciclo celular, garantizando una homeostasis en el número 

de células que mantienen la arquitectura y funciones normales del tejido. 

Al desregular estas señales surge un rasgo fundamental de las células 

cancerosas que implica su capacidad para sostener la proliferación 

crónica. Esto lo logran de varias maneras, pueden iniciar una estimulación 

proliferativa autócrina produciendo ligandos del factor de crecimiento 

entre ellos mismos; o pueden enviar señales que estimulen a las células 

normales asociadas al tumor para que suministren varios factores de 

crecimiento (Hanahan, D. 2000). 

2.2.2. Evasión de supresores de crecimiento 

Las células cancerosas poseen la capacidad de eludir potentes 

programas que regulan negativamente la proliferación celular, muchos de 

ellos dependen de los genes supresores de tumor, actuando estos de 
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diversas maneras para limitar el crecimiento y la proliferación celular 

(Hanahan, D. 2000). 

2.2.3. Resistencia a la muerte celular 

A la muerte celular mediada por un proceso activo y controlado se 

le llama apoptosis y se encarga de eliminar células no necesarias o 

dañadas sin una respuesta inflamatoria; es un mecanismo de respuesta 

biológica a señales procedentes del interior o del exterior de las células 

(Repetto, M. 2009). Las células tumorales limitan o evitan la apoptosis 
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mediante múltiples mecanismos; siendo común la perdida de la función o 

la eliminación del sensor de daño crítico TP53. Otras alternativas para 

evadir la apoptosis o para evitar la función de TP53 son la expresión de 

reguladores antiapoptóticos (Bcl-2, Bcl-xL) o de señales de supervivencia 

(lgf1/2); o disminuir los factores proapoptóticos (Bax, Bim, Puma) 

(Hanahan, D. 2000). 

2.2.4. Inmortalidad replicativa 

Las células normales solo son capaces de pasar por un número 

limitado de divisiones celulares debido al acortamiento progresivo de los 

telómeros tras cada generación, estos están compuestos por múltiples 

repetidos de hexanucleótidos en tándem que protegen al DNA 

cromosómico, y que al erosionarse, dejan el material genético inestable y 

la célula entra en apoptosis. En las células cancerosas o inmortalizadas la 

telomerasa se expresa a niveles funcionales significativos, esta es una 

polimerasa especializada que añade segmentos de repetidos a los 

extremos de DNA telomérico, por lo que contrarresta su erosión 

progresiva (Hanahan, D. 2000).  

2.2.5. Angiogénesis  

La angiogénesis es el crecimiento de vasos sanguíneos a partir de 

la vasculatura existente, en donde células endoteliales crecen hacia un 

estímulo angiogénico como VEGF-A; debido a que se necesitan capilares 

en todos los tejidos para el intercambio de nutrientes y metabolitos, este 

proceso ocurre durante toda la vida (Adair, T. 2010). Los tumores, al igual 

que los tejidos normales, requieren nutrientes y oxigeno así como la 

capacidad de evacuar desechos metabólicos, es por eso que durante la 

progresión tumoral casi siempre se activa un interruptor angiogénico que 

permanece encendido, provocando que de la vasculatura que permanecía 

quiescente, broten continuamente y de manera desordenada, vasos 
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sanguíneos que ayudan a sostener el crecimiento neoplásico (Hanahan, 

D. 2000). 

2.2.6. Invasión y metástasis 

El proceso de invasión y metástasis se ha esquematizado como una 

sucesión de cambios biológicos celulares, comenzando por la invasión 

local, seguido de la intravasación de células cancerosas en vasos 

sanguíneos y linfáticos cercanos, donde las células transitan a través del 

sistema linfático y sanguíneo, hasta su escape de la lumina, también 

llamado extravasación, donde se inicia la formación de pequeños nódulos 

de células cancerosas (micro-metástasis) y finalmente crecen hasta 

formar tumores macroscópicos (colonización). Debido a la perdida de la 

expresión de moléculas de adhesión célula a célula y célula matriz 

extracelular como la E-cadherina; y la expresión aumentada de moléculas 

de adhesión asociadas con la migración de células como la N-cadherina, 

las células cancerosas obtienen la capacidad de realizar este proceso de 

invasión y metástasis (Hanahan, D. 2000).  

2.2.7. Inestabilidad genómica 

La adquisición de las múltiples capacidades antes mencionadas 

depende de una sucesión de alteraciones en el genoma de las células 

neoplásicas, ya que ciertos genotipos mutantes confieren una ventaja 

selectiva a las subclonas, permitiendo su crecimiento y eventual 

dominación en el entorno tisular local. Esta inestabilidad genómica es 

consecuencia de los defectos en el mantenimiento y la reparación del 

genoma (Hanahan, D. 2011). 

2.2.8. Inflamación 

Se ha encontrado que los tumores se encuentran infiltrados por 

células del sistema inmunológico y por tanto reflejan condiciones 
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inflamatorias que surgen en tejidos no neoplásicos. La presencia de estas 

células en el tumor tiene un efecto contrario a lo esperado, ya que estas 

células pueden liberar moléculas de radicales libres como las especies 

reactivas de oxígeno y nitrógeno (EROs y ERN), siendo activamente 

mutagénicas para las células cancerosas cercanas, acelerando su 

evolución genética hacia estados de mayor malignidad (Hanahan, D. 

2011). 

2.2.9. Reprogramación metabólica 

Otto Warburg observó que incluso en presencia de oxígeno, las 

células cancerosas pueden reprogramar su metabolismo de la glucosa, 

limitándolo en gran medida a la glucólisis, llamando a este estado 

“glucólisis aerobia”. Debido a la relativa mala eficiencia de la generación 

de ATP por la glucólisis en relación con la fosforilación oxidativa 

mitocondrial, es difícil encontrar lógica a este cambio metabólico. 

Actualmente se retomó una hipótesis que explica como el aumento de la 

glucólisis permite el desvío de intermediarios glucolíticos en varias rutas 

biosintéticas, incluyendo las que generan nucleósidos y aminoácidos; 

facilitando, la biosíntesis de las macromoléculas y orgánulos necesarios 

para el montaje de nuevas células (Hanahan, D. 2011). 

2.2.10. Evasión de la respuesta inmune 

En teoría las células y tejidos son constantemente monitoreados por 

el sistema inmunológico y dicha vigilancia se encarga de eliminar a la 

mayoría de las células cancerígenas incipientes y por tanto a tumores 

nacientes. Aún se desconoce el mecanismo, pero se cree que los tumores 

sólidos tienen alguna manera de evitar su detección o ser capaces de 

limitar el alcance de la muerte inmunológica (Hanahan, D. 2011). 
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2.3. Epidemiología. 

En general la edad en la que se presenta el cáncer con mayor 

frecuencia es en personas mayores a 60 años. En todo el mundo es una 

de las principales causas de morbilidad y mortalidad, en el 2012 hubo 

unos 14 millones de nuevos casos de cáncer en el mundo y 8.2 millones 

de muertes relacionadas con el cáncer; además de que se prevé que el 

número de nuevos casos aumente en aproximadamente un 70% en los 

próximos 20 años. En México, en el 2012, se contaba con una mortalidad 

general de 67.8 por cada 100 000 habitantes y con una incidencia de 

127.4  por cada 100 000 habitantes, siendo el sexo femenino el más 

afectado (GLOBOCAN, 2016). 

2.4. Cáncer de mama. 

2.4.1. Epidemiología 

El cáncer de mama (CM) en los últimos años ha cobrado relevancia 

ya que mundialmente es la primera causa de muerte por neoplasia en 

mujeres, con cerca de 500 mil decesos cada año, de las cuales el 70% 

ocurre en países en desarrollo. En México, a partir de 2006 el CM ocupa 

el primer lugar de mortalidad por tumor maligno en las mujeres mayores 

de 25 años, En el año 2010 la tasa estandarizada de mortalidad fue de 

18.7 por 100 mil mujeres de 25 y más años, lo que representa un 

incremento del 49.5% en las ultimas 2 décadas. Esta patología se 

diagnostica en promedio a los 53 años de edad y es la principal causa de 

muerte relacionada con cáncer en mujeres de 45 años o menores siendo 

la tasa de supervivencia para este grupo más baja comparada con su 

contraparte de mayor edad (Cárdenas, J. 2015). 
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2.4.2. Factores de riesgo 

El principal factor de riesgo para el desarrollo de CM es el aumento 

de exposición a estrógenos y progestágenos, ya que son hormonas que 

estimulan el desarrollo y crecimiento del tejido mamario; esto ocurre 

cuando la vida menstrual es mayor a 40 años (menarca antes de los 12 

años y menopausia después de los 52 años), por no haber tenido 

embarazos o el primero a término fue después de los 30 años, por 

tratamiento hormonal en la perimenopausia o posmenopausia por más de 

5 años, por sufrir obesidad, entre otras causas. Además presenta otros 

factores de riesgo, como es el sexo femenino, el envejecimiento, 

antecedentes familiares de CM, raza y origen étnico, tejido mamario 

denso, estar expuesto a radiaciones ionizantes principalmente en el tórax, 

síndromes hereditarios de CM, entre otros (American Cancer Society, 

2016; Cárdenas, J. 2015). 

 

2.4.3. Diagnóstico y clasificación  

Después de que se descubre una masa o calcificaciones anormales 

mediante una mamografía de detección;  un bulto o un nódulo en la mama 

durante un examen clínico o un autoexamen; o con menos frecuencia, se 

puede observar una mama enrojecida o hinchada; o nódulos debajo del 

brazo; se inicia una serie de pruebas necesarias para evaluar un posible 

CM. Se inicia realizando pruebas de diagnóstico por imagen para saber 

más acerca del área sospechosa encontrada, pero solo una biopsia 

permite formular un diagnóstico definitivo, esto se refiere a la extirpación 

de una pequeña cantidad de tejido para su examen a través de un 

microscopio y otras pruebas histológicas que puedan indicar la presencia 

de cáncer (Arce, C. 2016; Cancer.net, 2017). 
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2.4.3.1. Diagnóstico histológico 

El examen microscópico del tumor se usa para determinar si es 

invasivo, ductal in situ o lobular in situ; y si el cáncer se ha diseminado a 

los ganglios linfáticos (American Cancer Society, 2017). 

2.4.3.2. Grado histológico 

Con la biopsia también se determina el grado del tumor, el cual hace 

referencia a la diferencia que existe entre las células cancerosas y las 

células sanas y si es de crecimiento rápido o lento. Para determinarlo se 

analizan tres características histológicas (formación de túbulos, grado 

nuclear y numero de mitosis) y se asigna una puntuación que se utiliza 

para obtener el grado 1, 2 o 3. En general, un grado con un número menor 

indica un cáncer de crecimiento más lento, mientras que un número 

mayor indica un cáncer de crecimiento más rápido, el cual es más 

probable que se propague (American Cancer Society, 2017; Cárdenas, J. 

2015). 

2.4.3.3. Sistema TNM 

Es un sistema de estadificación convencional para el CM, que 

representa su estadio o etapa, basado en la extensión y propagación del 

tumor. La T se refiere al tumor primario, N indica que hay propagación a 

los ganglios (nódulos) linfáticos cercanos y la M se refiere a metástasis. 

Una vez que las categorías T, N y M se han determinado, la información 

se combina para asignar una etapa general que se expresan en números 

romanos desde I, la etapa menos avanzada, hasta IV, la etapa más 

avanzada; el cáncer no invasivo (carcinoma in situ) se reporta como etapa 

0 (American Cancer Society, 2017; Cárdenas, J. 2015). 

 

 

https://www.cancer.org/es/cancer/cancer-de-seno/comprension-de-un-diagnostico-de-cancer-de-seno/etapas-del-cancer-de-seno.html
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2.4.3.4. Expresión de receptores 

Se puede clasificar al cáncer de mama basándose en la expresión 

de receptores de estrógeno o progesterona y en la cantidad de la proteína 

HER2 presentes en los tumores. Saber el estado de estos receptores es 

importante para decidir las opciones de tratamiento; ya que células de 

cáncer de seno con receptores de hormonas positivos pueden ser tratados 

con terapia hormonal que reduce los niveles de estrógeno y/o 

progesterona. En cambio la terapia hormonal no es útil para los cánceres 

triple negativo, estos tienden a crecer y propagarse más rápido, además 

de ser más comunes en mujeres jóvenes. 

 

2.4.4. MicroRNAs 

En el 2002 Sydney Bernner, Robert Horvitz y John Sulston ganaron 

el premio nobel de medicina por identificar en su trabajo, pequeñas 

moléculas de RNA no codificante de alrededor de 22 nucleótidos, que 

regulaban el desarrollo de C. elegans. Después Tuschl, Bartel y Ambros 

lograron identificar numerosas moléculas de RNA de 22 nt en humanos, 

moscas y gusanos; nombrándolas microRNA (miRNAs). Estas moléculas 

pequeñas de RNA no codificante actúan como reguladoras de la expresión 

al unirse a RNA mensajeros (mRNAs), degradándolos o alternativamente, 

inhibiendo su traducción a proteínas. Estos miRNAs presentan una gran 

diversidad de dianas y funciones, entre las que podemos destacar el 

control de la proliferación y muerte celular (Appasani, K. 2005; Navarro, 

A. 2008). Los miRNAs son la clase más abundante de moléculas 

reguladoras génicas en organismos  multicelulares; sus genes están 

distribuidos a lo largo del genoma y se encuentran localizados en exones 

e intrones de RNA no codificante y RNA codificante, estos últimos se 
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pueden correlacionar con la regulación transcripcional de su gen huésped 

(Carmichael, G. 2010; Lugo, A. 2009). 

 

Los miRNAs son sintetizados por la RNA polimerasa II, que transcribe una 

larga molécula de RNA (~80 nt) conocida con el nombre de miRNA 

primario (pri-miRNA) la cual es procesada en el núcleo por el complejo 

proteico denominado “microprocesador”, formado por la enzima RNasa 

III “Drosha” y la proteína de unión a RNA de doble cadena “DGCR8” (en 

humanos), generando un precursor más pequeño conocido como pre-

miRNA (~65 nt). Estos son exportados al citoplasma al ser reconocidos 

por el factor nuclear de exportación Exportina-5 (Exp5) junto con la 

proteína de unión a GTP Ran. Una vez en el citoplasma, el pre-miRNA es 

cortado por la endonucleasa Dicer, dando lugar a un miRNA dúplex, 

formado por una cadena de miRNA maduro y una cadena de miRNA 

complementaria (miRNA*). Una proteína Argonauta se une al miRNA 

maduro para incorporarlo al complejo inductor de silenciamiento de 
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miRNA (miRISC), el cual está formado por la proteína de unión al RNA 

sensible a la transactivación (TRBP) y Dicer. La maquinaria catalítica es 

guiada por la proteína Argonauta y la familia de proteínas GW182 a el 

mRNA diana complementario para su silenciamiento génico post-

transcripcional mediante la degradación y/o de la inhibición de la 

traducción (figura 2.2) (Lugo, A. 2009; Navarro, A. 2008; Lin, S. 2015).  
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III. ANTECEDENTES 

En estudios recientes se ha señalado la importancia de los miRNAs 

ya que están implicados en múltiples procesos celulares realizando un 

gran número de funciones reguladoras. Los miRNAs con función 

oncogénica o supresora de tumor han tomado relevancia ya que la 

modificación de su expresión se ha asociado con carcinogénesis, 

metástasis y a la respuesta a tratamientos. Muchos estudios han 

identificado perfiles de expresión diferencial entre el tejido sano, los 

tumores e incluso entre sus subtipos histológicos, por lo que dichos 

perfiles pueden ser utilizados para diferenciar entre lesiones malignas y 

pre-malignas además de poder predecir el comportamiento biológico y 

clínico del tumor (Frixa, T. 2015). 

Se han reportado miRNAs que se expresan diferencialmente entre el 

tejido normal y los tumores mamarios; además de otros que al 

sobreexpresarse o inhibirse se relacionan con características y funciones 

específicas en las células cancerosas (López, C. 2014). Además se conoce 

que los miRNAs pueden encontrarse en suero por largos periodos de 

tiempo ya que son altamente resistentes a la degradación por RNAsas. 

Arroyo menciona que esta característica es debida a su capacidad de 

asociación con proteínas, por lo que se podrían convertir en importantes 

biomarcadores para el cáncer y otras enfermedades ya que la obtención 

de sangre es menos invasiva que la obtención de una biopsia (Arroyo, J. 

2011). 

En el grupo de trabajo del laboratorio de “Genómica Funcional del Cáncer” 

dentro del INMEGEN, mediante el análisis de datos de microarreglos de 

diversos estudios, se ha identificado una firma genómica de miRNAs con 

la capacidad de predecir sobrevida de la enfermedad y sobrevida total. 

Esta firma genómica ha sido probada en tumores mamarios embebidos 
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en parafina de pacientes diagnosticados con CM por medio de Reacción 

en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa de Transcripción Inversa 

(RTqPCR)  con ensayos TaqMan, obteniendo el nivel de expresión de los 

miRNAs en estas muestras (Figura 3.1).  

 

Debido a los desafíos que existen para convertir miRNAs maduros en DNA 

complementario (cDNA), los ensayos TaqMan ocupan un método de 

síntesis de cDNA más preciso que los sistemas de retrotranscripción 

convencionales; en donde los miRNAs se transcriben de forma inversa 

individualmente utilizando cebadores específicos (RT) los cuales están 

diseñados para reconocer no más de 6 a 8 nucleótidos del extremo 5´ de 

la secuencia objetivo y alargarla con una secuencia universal, la cual se 

encuentra en forma de tallo-bucle (loop) para evitar el reconocimiento de 

otros miRNAs o sus formas pre- y pri-miRNAs (Figura 3.2.a). El resultado 

es un cDNA utilizado como sustrato en la reacción de PCR cuantitativa 

(qPCR),  y para esta reacción se utiliza una mezcla que contiene un 

cebador específico para la secuencia universal del loop, un cebador 

específico para el miRNA y una sonda especifica de la región central del 

cDNA (o sonda de hidrolisis), diseñada con un indicador fluorescente en 

el extremo 5´ y un quencher o extintor de la fluorescencia en el extremo 

3´ (figura 3.2.b); la estrecha proximidad de estas moléculas impide la 

fluorescencia de la molécula reportera, siendo necesaria la degradación 

de la sonda de hidrólisis por medio de la DNA polimerasa con actividad 

exonucleasa 5´-3´para que la molécula indicadora pueda emitir su señal. 
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Comúnmente las sondas TaqMan ocupan la molécula carboxifluoresceína 

(FAM) la cual es un colorante fluorescente con una longitud de onda de 

absorción de 495 nm y una longitud de onda de emisión de 517 nm 

(Nolan, T. 2013).  

 

El principio de la reacción de qPCR se basa en la detección, en tiempo 

real, de  la fluorescencia de la molécula reportera y cuya intensidad es 

correlacionada con la cantidad de DNA presente en cada ciclo de 
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amplificación. El punto en el cual la fluorescencia de la reacción supera la 

fluorescencia basal, se considera como el ciclo de umbral (CT, por sus 

siglas en inglés, threshold cycle), considerando este valor como 

inversamente proporcional a la expresión del gen analizado (figura 3.3). 

Para comparar la expresión de los miRNAs entre diferentes muestras es 

necesario normalizar los datos obtenidos utilizando genes de referencia 

como lo son el gliceraldehído-3-fosfato-dehidrogenasa (GAPDH), 𝛽-actina 

(ACTB) o 𝜶-tubulina (TUBA1); los cuales son frecuentemente utilizados 

para la normalización de mRNA, pero para la normalización de miRNAs es 

común utilizar RNAs pequeños nucleolares (snoRNAs), como lo es RNU6B, 

o se realizan micro arreglos para identificar miRNAs expresados 

constantemente en todas las muestras para que sean utilizados como 

genes de referencia (De Alba, D. 2013; Nolan, T. 2013).   
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IV. JUSTIFICACION  

El CM en etapas iniciales se presenta de manera subclínica en la 

mayoría de los casos, es decir que solamente es detectable por estudios 

de imagen y en menor proporción por clínica. A la fecha, se han reportado 

diversos estudios que identifican miRNA regulados diferencialmente entre 

el tumor y el tejido mamario normal, que sugieren su uso potencial como 

clasificadores de la enfermedad y herramientas de pronóstico en este 

campo. (Arce, C. 2016; López, C. 2014). Este estudio propone comparar 

la expresión de un grupo de miRNAs de la firma genómica encontrada por 

el grupo de trabajo del laboratorio, en suero normal y sueros de pacientes 

con CM diagnosticado, ya que podrían servir como biomarcadores 

identificables con un método menos invasivo que los utilizados 

actualmente. 
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V. OBJETIVOS 

5.1. Objetivo general 

Analizar la expresión de un grupo de miRNAs presentes en suero de 

pacientes con CM utilizando RTqPCR para establecer su posible uso como 

biomarcadores. 

5.2. Objetivo específico. 

Comparar la expresión de un grupo de miRNAs medidos en suero 

de pacientes con CM contra los de pacientes control utilizando los 

resultados de RTqPCR con sondas TaqMan para identificar un perfil de 

expresión diferencial. 

5.3. Objetivos Particulares 

 Medir la expresión del grupo de miRNAs mir135b, mir189 y 

mir589 en líneas celulares derivadas de carcinoma de tejido 

mamario mediante RTqPCR para identificar una posible 

relación con estudios previos en tejido tumoral de CM. 

 

 Comparar métodos de extracción de RNA de suero 

comerciales utilizando un suero control fresco y midiendo la 

concentración de RNA mediante espectrometría para poder 

utilizar el más eficiente con los sueros problema. 

 

 Medir la expresión del grupo de miRNAs mir135b, mir224, 

mir589 y mir133a en dos sueros controles y en 3 sueros de 

pacientes con CM por medio de la técnica de RTqPCR para 

establecer un perfil de expresión diferencial entre los dos 

grupos. 
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VI. MATERIAL Y MÉTODO 

6.1. Esquema de trabajo 

 

6.2. Líneas celulares. 

En este estudio se utilizaron tres líneas celulares de CM. 

 MCF7. Línea celular humana derivada de adenocarcinoma de 

glándula mamaria. 

 MDA-MB-468. Línea celular humana derivada de 

adenocarcinoma de glándula mamaria. 

 T-47D. Línea celular humana derivada de carcinoma ductal 

de glándula mamaria. 
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6.3. Cultivo celular.  

Se cultivaron todas las líneas celulares con medio Roswell Park 

Memorial Institute (RPMI), suplementado con 5% de suero fetal bovino 

(SFB) y se incubaron a 37°C con atmosfera de CO2 5%. 

6.4. Extracción de RNA de líneas celulares. 

Se utilizó un mililitro de Trizol para lisar el pellet celular y 

posteriormente con cloroformo y centrifugación se obtuvo una fase 

acuosa en la que se precipitó el RNA total con isopropanol para después 

resuspenderlo en 40uL de Agua/DEPC. La cuantificación del material 

genético se realizó por espectrometría con el equipo NanoDrop y se revisó 

la integridad del RNA utilizando SYBR safe en gel de agarosa 2% (agarosa 

diluida con Agua/DEPC) y la electroforesis se llevó a cabo a 100v por 25 

minutos. 

6.5. Obtención de suero. 

Se realizó venopunción con jeringa de 5ml en el brazo de una 

voluntaria y después se transfirió la sangre a un tubo para dejarla 

coagular entre 15 y 20 minutos, posteriormente se centrifugó 3000 RPM 

por 15 minutos para obtener el suero. Por último, se hicieron alícuotas 

del suero y se conservaron a una temperatura de -70°C.  
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6.6. Sueros de pacientes con CM congelados. 

Se utilizaron cuatro sueros congelados de los cuales uno pertenece 

a un paciente sano y los tres restantes son de pacientes con CM 

diagnosticado. Estos fueron proporcionados por el Centro Médico Nacional 

“20 de noviembre” del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los 

Trabajadores del Estado (ISSSTE) (tabla 6.1). 

6.7. Extracción de RNA a partir de suero. 

6.7.1. QIAGEN miRNeasy Serum/Plasma kit. 

Se mezclaron 200 uL de suero con 1 ml de QIAzol  y 200 uL de 

cloroformo y se centrifugaron para separar una fase acuosa, la cual se 

mezcló con etanol y se transfirió a una columna proporcionada por el kit, 

se siguieron los pasos indicados para lavar la columna con los buffers 

proporcionados y por último se eluyó el RNA con agua libre de RNAsa. 

6.7.2. Trizol/Glycoblue. 

Se mezclaron 150 uL de suero con 450 uL de Trizol y 90 uL de 

cloroformo y se centrifugaron para separar una fase acuosa y de ella se 

precipito el RNA con isopropanol y Glycoblue, por último se resuspendió 

con agua libre de RNAsa. 

6.7.3. ZYMO Direct-zol RNA mini Prep kit. 

Se mezclaron 100 uL de suero con 300 uL de Trizol y centrifugaron, 

después se transfirió el sobrenadante a un tubo estéril y se le agrego 400 

uL de Etanol 100%. La mezcla se transfirió a la columna proporcionada, 

la cual se centrifugó y lavó con los buffers proporcionados, por último el 

RNA se eluyó con agua libre de RNAsa. 

En todos los métodos de extracción la cuantificación de RNA se realizó 

mediante espectrometría con el equipo NanoDrop. 
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6.8. Reacción de retrotranscripción de miRNA (RT Taqman). 

Fueron utilizados 6 ensayos TaqMan correspondientes a 5 miRNAs 

y al snoRNA RNU6B como gen endógeno o de referencia (tabla 6.2). 

Por cada reacción de RT se realizó una mezcla con 15 uL de Buffer, 0.15 

uL de dNTPs, 0.19 uL de Inhibidor de RNAsa y 1 uL Retrotranscriptasa 

proporcionados por el kit “Taqman miRNA Reverse Transcription”, 

después se agregó lo equivalente a 10ng de RNA, 1 uL de agua libre de 

RNAsa y 1.5 uL primer especifico a un miRNA (RT). El programa de 

termociclado fue 16°C 30 minutos, 42°C 30 minutos, 85°C 5 minutos y 

4°C como temperatura final. El cDNA se guardó a -20°C. 

6.9. Reacción de PCR cuantitativa (qPCR con sondas TaqMan). 

Por cada reacción de qPCR se mezcló 10 uL de TaqMan master mix 

universal, 0.75 uL de sonda taqman especifica al miRNA, 7.92 uL de agua 

libre de RNAsa y 1.33 uL de cDNA correspondiente a la sonda utilizada. 

Las mezclas se cargaron en una placa de 96 pozos y se utilizó el programa 

de termociclado, 95°C 10 minutos y 40 ciclos de 95°C 15 segundos, 60°C 

60 segundos en el equipo de PCR tiempo real Applied Biosystems 7900HT 

Fast Real-Time PCR System. 

Se obtuvieron triplicados de unidades de Ct para cada reacción de qPCR, 

con estos datos se calculó el ∆Ct (∆Ct = Ct gen problema - Ct gen 

referencia) tomando como gen de referencia al snoRNA RNU6B. Para 

poder comparar el comportamiento del grupo control con el grupo de CM 

dentro de una gráfica, se calculó el valor de 2-(∆Ct) (anexo) y como análisis 

estadístico se realizó una prueba t de student para datos no pareados con 

la finalidad de determinar la diferencia entre el grupo control y el grupo 

de CM para cada miRNA analizado. Se empleó el software GraphPad 

PRISM 6.01 y se consideró como valor de significancia estadística P<0.05. 
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1. Extracción y análisis de calidad de RNA de líneas celulares 

de CM 

En este estudio se utilizaron las líneas celulares de cáncer MCF7, T-

47D y MDA-468 que son derivadas de carcinomas de glándula mamaria 

(ATTC, 2017). Este grupo se utilizó para comparar su patrón de expresión 

de miRNAs con el estudio realizado previamente por el grupo de trabajo 

en muestras tejido de mama embebido en parafina (figura 7.3.c). Con 

este objetivo, se extrajo RNA al grupo de líneas celulares y se utilizó el 

equipo espectrofotométrico NanoDrop para cuantificar la concentración 

de RNA por microlitro, además de la relación 260/280 (tabla 7.1.).  

 

Estos resultados muestran una extracción de RNA exitosa, ya que además 

de lograr obtener una buena cantidad del ácido nucleico de cada línea 

celular, la relación 260/280 nos indica un nivel de pureza alto ya que son 

valores que entran en el rango de 1.8 y 2.0. Este rango está dado por la 

relación entre la absorbancia de las longitudes de onda de máxima 

absorción de los ácidos nucleicos y las proteínas, 260 y 280 

respectivamente, donde un valor entre 1.8 y 2.0 indica un nivel de pureza 

alto (Puerta, C. 2015; González, A. 2010) (figura 7.1).  
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Estas muestras de RNA también 

fueron analizadas en electroforesis 

en gel de agarosa al 2% para 

verificar la calidad e integridad del 

material genético, ya que esta 

técnica nos permite observar el 

RNA ribosomal (rRNAs) 28s y 18s 

en una relación equimolar para 

muestras con RNA intacto, 

entendiendo que el rRNA 28s posee 

una mayor masa que el rRNA 18s, 

en el gel teñido con SYBR safe será 

visible una relación 2:1 

respectivamente entre los rRNAs. En el gel también es posible observar 

contaminación con DNA genómico el cual aparece por encima de las 

bandas de rRNA; por debajo de estas bandas también son reconocibles 

los RNA de bajo peso molecular (bajo PM) entre los que se encuentran la 

subunidad 5s rRNA, algunos RNA pequeños y el RNA degradado (Grody, 

W. 2009; Krieg, P. 1996).  

Como resultado se observó que se tienen muestras de RNA de calidad ya 

que no posee contaminación con DNA genómico, pero se encuentra 

degradado ya que no es muy clara la relación 2:1 entre las subunidades 

28s y 18s, además se observa un barrido por debajo de los rRNAs y 

bandas de RNA de bajo PM muy intensas lo que indicaría que además de 

los RNA pequeños contiene RNA degradado (figura 7.2). Aun así las 

muestras son útiles ya que como menciona Stanta “no está claro como la 

degradación de rRNA realmente refleja la calidad de las poblaciones 

subyacentes, ya que en determinadas condiciones el rRNA puede 

degradarse más rápidamente” (Stanta, G. 2011). 
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7.2. Expresión relativa de miRNAs en líneas celulares de CM. 

Una vez que se comprobó la calidad de las muestras de RNA de las 

tres líneas celulares de CM, se prosiguió con la metodología para realizar 

las RTqPCR para la identificación del nivel de expresión relativa de un 

grupo de miRNAs. Como se sabe para la identificación de miRNAs 

maduros no es posible utilizar sistemas convencionales de qPCR, esto es 

debido a la dificultad para crear primers específicos, ya que estos son del 

mismo tamaño o más grandes que los miRNAs y además poseen una alta 

variabilidad en el contenido de GC. Es por estos motivos que se eligió 

utilizar ensayos TaqMan para miRNAs que poseen una mayor sensibilidad 

que otros métodos como lo es la detección de cDNA de doble cadena 

utilizando SYBR Green (Nolan, T. 2013). El grupo de miRNAs a identificar 

se eligió con respecto al estudio realizado previamente en tejido embebido 
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en parafina (figura 7.3.c); por lo que se utilizó el miRNA con mayor 

expresión relativa (mir135b) y dos por debajo de este (mir589 y mir189), 

evitando utilizar los de menor expresión, intentado con esto asegurar la 

detección de los miRNAs elegidos. 

 

Terminadas las RTqPCR de cada ensayo TaqMan para cada muestra de 

RNA y realizando los cálculos para obtener el valor de 2-(∆Ct) para observar 

el nivel de expresión relativa de los miRNAs mir135b, mir589 y mir189 

(figura 7.3.); se observó que en el grupo mir135b se encontró la 

expresión más alta de los tres grupos y mediante el análisis estadístico 

ANOVA de comparación múltiple entre grupos de miRNAs (realizado con 

el software GraphPad PRISM 6.01) se encontró que la diferencia con 
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respecto a los otros dos grupos es significativa (P<0.0001); por otro lado 

la media de la expresión relativa en el grupo mir589 posee un valor mayor 

al del grupo mir189 pero mediante el estudio estadístico se comprobó que 

la diferencia entre ellos no es significativa (figura 7.3.a). Con estos 

resultados se consideró que existe una cierta correspondencia entre el 

estudio realizado con muestras embebidas en parafina y el estudio actual 

(figura 7.3.b-c), por lo tanto se tomó como referencia para la elección de 

ensayos TaqMan que se utilizaron para la identificación de miRNAs en 

suero. En este caso se eligieron los cuatro miRNAs con mayor expresión, 

que corresponden a mir135b, mir224, mir589 y mir133a (figura 7.3.c).  

7.3. Selección de método de extracción de RNA en suero. 

El siguiente paso en el estudio fue la elección de un método 

adecuado para la purificación y análisis de RNA circulante, este es un paso 

critico cuando se utilizan muestras de sangre periférica (plasma y suero) 

ya que conllevan varios problemas metodológicos, entre ellos la baja 

concentración de RNA circulante y la facilidad de contaminación por 

hemólisis o material genético celular (linfocitos) (Moret, I. 2013). Por lo 

tanto se realizó una comparación entre tres metodologías que utilizan el 

tiocianato de guanidina como desnaturalizante de proteínas y un potente 

inhibidor de RNAsas; y  fenol/cloroformo para separar los ácidos nucleicos 

por solubilidad diferencial (NIDDK, 1987). Los kits comerciales miRNeasy 

Serum/Plasma y Direct-zol RNA mini Prep utilizan columnas de sílice que 

al pH y concentración de sales adecuada atrapan al RNA aislado que 

posteriormente se eluye con agua libre de RNAsas (Marko, M. 1982). La 

tercer metodología utiliza el reactivo Glycoblue que es un carbohidrato 

ramificado  (glucógeno) unido covalentemente a un colorante azul, este 

es utilizado como coprecipitante de RNA, aumentando el rendimiento y 

ayudando a la visibilidad del precipitado (Ambion, 2017). 
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Como materia prima se utilizó un suero extraído de sangre periférica de 

un donador sano y desde ese momento se consideró como suero control 

uno. Como se puede ver en los resultados (tabla 7.2), en todas las 

extracciones la cantidad de RNA aislado no es muy grande además de que 

la calidad de las muestras estuvo por debajo de lo recomendado ya que 

la relación 260/280 estuvo por debajo de 1.8; siendo la extracción con el 

kit miRNeasy serum/plasma la de mayor calidad por su relación 260/280 

y con Trizol/Glycoblue se obtuvo mayor cantidad de RNA. Se revisaron 

trabajos similares en donde se comparan métodos de extracción de RNA 

en suero, y como en este caso, se reportan bajas cantidades de RNA 

aislado y relación 260/280 por debajo de lo recomendado; Moret 

menciona que la baja concentración de RNA en las muestras puede ser la 

causa de este fenómeno (Moret, I. 2013; Sergueeva, Z. 2012). Para este 

estudio se decidió utilizar Trizol/Glycoblue como método de extracción, 

dándole preferencia a la obtención de un mejor rendimiento del ácido 

nucleico.  
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7.4. Expresión relativa de miRNAs en suero de pacientes con 

CM. 

Al tener seleccionados los miRNAs que se estudiarían y el método 

de extracción de RNA en suero, se prosiguió al análisis de los sueros 

congelados de pacientes con CM. Se tomaron las cantidades necesarias 

de suero para la extracción de RNA; y como se esperaba, la cantidad y la 

relación 260/280 fueron bajas en todos los casos (tabla 7.3).  

 

Por último se realizaron las RTqPCR de los ensayos TaqMan elegidos en 

todas las muestras de RNA obtenidas. Se calculó el valor de 2-(∆Ct) y se 

comparó la expresión relativa de los miRNAs entre el grupo control sano 

y el grupo de pacientes con CM; realizando pruebas t de student para 

datos no pareados para confirmar que la diferencia entre los grupos fuera 

significativa. El primer resultado evidente es la ausencia de la expresión 

de mir135b en los sueros de los dos grupos, siendo este el de mayor 

expresión en tejido y líneas celulares de CM (figura 7.4.a). En la literatura 

se encontró un estudio en donde se realizó la medición de algunos miRNAs 

como biomarcadores de cáncer colorectal; entre ellos estaba mir135b el 

cual se encontraba en niveles demasiado bajos para ser cuantificado tanto 

en los controles como en los sueros problema que utilizaron (Faltejskova, 
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P. 2012; Dakubo, G. 2016). Esto podría revelar que mir135b no es un 

miRNA circulante o se encuentra en niveles demasiado bajos en la sangre 

como para ser considerado un buen biomarcador en este tipo de 

muestras.  

En la expresión relativa de mir224 se encontró un aumento en el grupo 

de CM con una diferencia significativa (P= 0.0179) con respecto al grupo 

control sano, este resultado lo posicionó como un buen biomarcador de 

CM en suero (figura 7.4.b), aunque tendría que ser corroborado con una 

población mayor. Este resultado es apoyado por el estudio en donde Zhu 

también identifica un aumento de expresión en suero de pacientes con 

CM (Zhu, J. 2014) y Liu lo identifica como un inhibidor de la proliferación 

y migración de células de CM, encontrando también que los niveles de 

expresión de miR-224 se asocian inversamente con la agresividad del 

cáncer (Liu, F. 2016). 

Los mir589 y mir133a presentaron un fenómeno parecido, ya que las 

medias en  los grupos de CM son mayores a las medias de los grupos 

controles sanos pero no poseen un diferencia significativa (P>0.05) 

(figura 7.4.c-d). Si en un estudio futuro se aumentara la población, es 

probable que estos miRNAs podrían establecerse como buenos 

biomarcadores de CM ya que en dos diferentes estudios con el propósito 

de medir su propio panel en sueros, los miRNAs antes mencionados han 

sido identificados con un aumento de expresión en suero de pacientes con 

CM con respecto a los controles sanos, identificando Cortez a mir589 y 

Shen a mir133a (Cortez, M. 2012; Shen, J. 2014).  
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Por otro lado, si se analiza la expresión de las muestras individualmente, 

se puede observar una alta variación de la expresión relativa de los miRNA 

entre las muestras de los pacientes y también entre algunas mediciones 

de una misma muestra. El primer caso puede explicarse por la expresión 

diferencial de los miRNAs en los diferentes tipos de CM o estar dada por 

alguna condición clínica especifica del paciente, por lo que sería necesario 

analizar y comparar sus historias clínicas para poder llegar a una 

conclusión que relacione el estado clínico con las diferencias de expresión 

de los miRNAs (Liu, F. 2016). Por último, la variación entre las mediciones 
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de una misma muestra puede estar relacionada tanto por errores 

aleatorios como por errores sistemáticos en la experimentación. El 

principal error aleatorio sería la baja precisión en las mediciones de los 

componentes de las reacciones de qPCR; situación que podrá remediarse 

con el aumento del número de mediciones y la capacitación del 

experimentador. Los errores sistemáticos podrían deberse a la detección 

en los últimos ciclos de amplificación de los miRNAs en las qPCR (anexo, 

tabla 10.1) debido a su baja concentración en las muestras. Este 

problema podría ser solucionado modificando y estandarizando el 

procedimiento de detección, un ejemplo sería la realización de una 

amplificación previa del cDNA de los miRNAs para que fueran detectados 

por el equipo más fácilmente y obteniendo así un resultado más confiable 

(Peña, C. 2015). 
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VIII. CONCLUSIONES 

 Se encontró correspondencia en las medias de expresión de los 

miRNAs mir135b, mir189 y mir589 entre el estudio previo, realizado 

con muestras embebidas en parafina de tejido tumoral de CM, y el 

estudio actual en líneas celulares de CM. 

 El método de extracción de RNA en suero con mayor rendimiento fue 

el de Trizol/Glycoblue, mientras que la utilización del kit miRNeasy 

serum/plasma proporcionó una muestra de RNA de mayor calidad, en 

base a su relación 260/280. Por necesidades de este estudio se prefirió 

la obtención de un mejor rendimiento del ácido nucleico. 

 El mir135b no fue detectado en las muestras de suero, por lo que se 

piensa que este miRNA se encuentra en niveles muy bajos en sangre 

y por lo tanto no sería un buen biomarcador. 

 Fue posible observar un aumento en la media de expresión del mir224 

en el grupo con CM, presentando una diferencia significativa con 

respecto al grupo control, con un valor de P de 0.0179. Los mir589 y 

mir133a también presentaron un aumento en la media de expresión 

con respecto al grupo control pero sin una diferencia significativa. 

 En este estudio se encontraron diferencias en la expresión de mir224, 

mir589 y mir133a entre sueros de pacientes con CM y sueros de 

pacientes sanos (control), pero estos resultados no son concluyentes 

debido a la población tan pequeña que se utilizó. Como un estudio 

piloto, se da la pauta para aumentar la población y las mediciones 

necesarias para establecer a estos y otros miRNAs como 

biomarcadores de CM. 
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IX. PERSPECTIVAS 

 Aumentar la población tanto en el grupo control de pacientes sanos 

como el grupo problema de pacientes con CM. 

 

 Obtener y utilizar muestras de suero con sus respectivas historias 

clínicas, para poder relacionar la diferencia de expresión entre los 

distintos tipos de CM y el estado clínico del paciente. 

 

 Mejorar y estandarizar la metodología de RTqPCR para la detección 

de miRNAs presentes en muestras de suero, se sugiere realizar una 

amplificación previa en un termociclador común. 
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XI. ANEXO 

Datos crudos de las reacciones de RTqPCR de los miRNAs en suero 

y resultados de los cálculos realizados para su análisis. 
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