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RESUMEN 
 

La proteína pro-apoptótica BIK, ha sido descrita como supresor tumoral en varios 

tipos de cáncer, sin embargo en cáncer de mama, esta proteína se encuentra a la 

alta comportándose como un oncogen. BIK se localiza en el núcleo de las células 

de cáncer de mama triple negativo “claudin-low” MDA-MB-231 (M231), en donde 

potencialmente regula la expresión de múltiples miRNAs, entre ellos el miR-137. Al 

igual que BIK, existe evidencia de la acción dual del miR-137, como supresor de 

genes y como oncogen, dependiendo el tipo celular. Por tanto, el objetivo de este 

trabajo es identificar los mRNAs blanco del miR-137 en la línea M231, para dilucidar 

su participación en  la malignidad (migración e invasión) de estas células.  

En primer lugar, se transfectó un siRNA-BIK para disminuir los niveles de 

mRNA BIK y observar el efecto de esta dismuniación sobre los niveles de expresión 

del miR-137. Después se realizó un ensayo MirTrap para capturar in vivo los blancos 

moleculares del miR-137 en las células M231.  

Los resultados de la interferencia de BIK mostraron un restablecimiento de la 

expresión del miR-137, en contraste con las células no transfectadas y con la línea 

celular no neoplásica HMEC (1.57 ± 0.21, 0.53 ± 0.097 y 1 ± 0.01, respectivamente). 

En el ensayo MirTrap se identificaron, mediante un análisis bioinformático, 139 

blancos moleculares para el miR-137,  de los cuales 109 corresponden a  mRNAs,  

y el resto a otros RNAs no codificantes (ncRNAs) como ribosimales (rRNAs), largos 

con codificantes (lncRNAs), pequeños nucleolares (snoRNAs) y miRNAs. Un 

análisis posterior de enriquecimiento de vías, mostró que los mRNAs blanco del 

miR-137 participan en vías biológicas relacionadas con la migración e invasión, así 
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como en otros procesos tales como proliferación, apoptosis, transición epitelio 

mesénquima, quimiorresistencia y metástasis. Por tanto los datos aquí obtenidos 

indican un papel importante del miR-137, y de BIK, en la regulación de la malignidad 

de las células M231. 
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ABSTRACT 

 
The pro-apoptotic protein BIK has been described as a tumor suppressor in several 

types of cancer, however, in breast cancer, this protein is found acting as an 

oncogene. BIK is located in the nucleus of the triple-negative MDA-MB-231 (M231) 

breast cancer cells, where it potentially regulates the expression of multiple miRNAs, 

including miR-137. Like BIK, there is evidence of the dual action of miR-137, as a 

tumor suppressor gene and as an oncogene, depending on the cell type. Therefore, 

the aim of this work is to identify the targets of the miR-137 in the M231 line, to 

elucidate their involvement in the malignancy (migration and invasion) of these cells.  

First, a siRNA-BIK was transfected to decrease mRNA-BIK levels and 

observe the effect of this on miR-137 expression. Then a MirTrap assay was 

performed to capture in vivo molecular targets of miR-137 in M231 cells.  

The BIK interference results showed a restoration of miR-137 expression, in 

contrast, to control cells and the non-neoplastic HMEC cell line (1.57 ± 0.21, 0.53 ± 

0.097, and 1 ± 0.01, respectively). From the MirTrap assay, 139 molecular targets 

for miR-137 were identified by bioinformatics analysis, of which 109 correspond to 

mRNAs, and the rest to other non-coding RNAs (ncRNAs) such as ribosomal 

(rRNAs), long non-coding (lncRNAs), small nucleolar (snoRNAs) and miRNAs. 

Further analysis showed that miR-137 targets are involved in biological pathways 

related to migration and invasion, as well as in other processes such as proliferation, 

apoptosis, epithelial-mesenchymal transition, chemoresistance and metastasis. 

Therefore, the data obtained here are consistent with an important role of miR-137 

and BIK, in the regulation of M231 cell malignancy. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El cáncer de mama (CaM) es una de las enfermedades con más incidencia en el 

mundo y en particular en México; siendo la tercera causa de mortalidad en mujeres 

mexicanas, después de las enfermedades cardiovasculares y de la diabetes (1). El 

CaM es una enfermedad y se presenta en diferentes subtipos, con diferentes 

características tanto clínicas como moleculares. La clasificación se basa en subtipos 

histológicos (carcinoma ductal o carcinoma lobular) que pueden ser in situ o 

invasivos, expresión diferencial de receptores hormonales y diferente 

inmunogenicidad de los tumores. Además también difieren en las firmas 

mutacionales, en las cuales, los genes mutados y/o amplificados con mayor 

frecuencia son Proteína tumoral p53 (TP53): 41%, Subunidad catalítica de 

fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-cinasa (PIK3CA): 30%, Proto-oncogen MYC, factor 

de transcripción BHLH (MYC): 20%, Homólogo de fosfatasa y tensina (PTEN): 16%, 

Ciclina D1 (CCND1): 16%, Receptor erb-B2 tirosina-cinasa 2 (ERBB2): 13%, 

Receptor 1 del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR1): 11% y Proteína de 

unión a GATA 3 (GATA3): 10% (2). Así mismo, pueden encontrarse distintas marcas 

epigenéticas tales como hipometilación global y marcas de histonas que cambian la 

estructura de la cromatina para reprimir la expresión génica (2).  

Gran parte del conocimiento que se tiene sobre el CaM deriva de estudios in 

vitro, realizados en diversas líneas celulares, que sirven como modelos para 

proporcionar información acerca de los mecanismos moleculares y celulares que 

subyacen a esta enfermedad (3). La línea celular de CaM, MDA-MB-231 (M231), se 

caracteriza por tener una gran capacidad invasiva y metastásica, y presenta 
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marcadores moleculares tanto epiteliales (Caderina E y EpCAM) como 

mesenquimales (Caderina N y Snail) (4), que se relacionan con la transición epitelio-

mesénquima (TEM). En el 2018, un estudio realizado en nuestro laboratorio 

demostró que la proteína proapoptótica BIK se une al genoma de las células M231, 

en regiones donde se localizan tanto secuencias codificantes como no codificantes, 

incluyendo regiones donde se localizan varios microRNAs (miRNAs), entre ellos el 

miRNA-137 (5). 

Los miRNAs son un grupo conservado de RNAs pequeños no codificantes 

(ncRNAs, del inglés: non-coding RNAs) de cadena sencilla, que actúan como 

reguladores de la expresión génica a nivel transcripcional y post-transcripcional 

(6,7). Cada miRNA puede regular post-transcripcionalmente alrededor de 100-150 

mRNAs (6), por lo que ejercen una función importante en la regulación génica. 

También se ha demostrado que regulan a nivel transcripcional, reclutando 

maquinaria de activación o represión a los promotores de algunos genes (7,8). 

Asimismo, en el 2016 se demostró la existencia de miRNAs con una longitud de 80-

100 nucleótidos (nt), los cuales regulan mRNAs a nivel postranscripcional (como los 

miRNAs de tamaño convencional de 18-24 nt) así como la disponibilidad de las 

proteínas Argonauta (AGO) (9,10). Además, existe evidencia de que los miRNAs 

regulan no solo a mRNA sino también a lncRNAs, regulandolos de forma negativa 

(11,12). 

La expresión del miR-137 está desregulada en varios tipos de cáncer, entre 

ellos el CaM (13,14). Además, hay evidencia de que este miRNA actúa como 

supresor de tumores en otros tipos de cáncer (gástrico, pulmón, osteosarcoma)  y 
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como oncogen en cáncer de vejiga, por lo que en este trabajo se busca identificar a 

los mRNAs blanco de este miRNA  en la línea celular M231. 

 

1.1 Clasificación molecular del cáncer de mama: subtipo Claudin-low 

Molecularmente, el CaM se clasifica en cinco subtipos; esto de acuerdo con la 

expresión de los receptores de estrógeno (ER), progesterona (PR) y del factor del 

crecimiento epidérmico humano 2 (HER2) (Tabla 1) (15). 

 

Tabla 1. Clasificación molecular del cáncer de mama 

Clasificación Inmunoperfil Otras características 

Luminal A ER+, PR+/–, HER2– MKI67: expresión relativa baja, a menudo 
sensible a la quimioterapia. 

Luminal B ER+, PR+/–, HER2+ MKI67: expresión relativa alta. Respuesta 
variable a la quimioterapia. 

HER2 ER–, PR–, HER2+ MKI67: expresión relativa alta. Reactivo a la 
quimioterapia. 

Basal ER–, PR–, HER2– EGFR+. MKI67: expresión relativa alta; 
frecuentemente sensible a la quimioterapia. 

Claudin-low ER–, PR–, HER2– MKI67: expresión relativa baja. Caderina E, 
claudinas 3, 4 y 7 a la baja; respuesta 
intermedia a la quimioterapia. 

 

ER: Receptor de estrógeno. PR: Receptor de progesterona. HER2: Receptor 2 del factor de 
crecimiento epidérmico humano. MKI67: Marcador de proliferación Ki-67. EGFR: Receptor del 
factor de crecimiento epidérmico. 
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Aproximadamente el 8% de los tumores de mama invasivos se clasifican 

dentro del subtipo molecular claudin-low (CL) (16). Este subtipo se caracteriza por 

la expresión relativamente baja de genes que codifican para proteínas de adhesión 

celular, entre ellos los genes CDH1 (Caderina E) y CLDN3/4/7 (Claudinas 3, 4 y 7) 

(16,17).  La CDH1 es una proteína dependiente de calcio, que participa en las 

uniones célula-célula (4), mientras que las CLDN son proteínas involucradas en 

uniones epiteliales estrechas (18). Además, los tumores CL presentan rasgos 

moleculares asociados a células troncales mamarias: CD44+/CD24-/low y 

CD49f+/EpCAM (molécula de adhesión celular epitelial)-/low (17).  

En el 2017, un análisis de expresión arrojó 60 genes diferencialmente 

expresados en el subtipo CL, en comparación con tejidos normales y con los demás 

subtipos de CaM (Figura 1) (16). Entre estos genes identificados en microarreglos, 

se encontraron a la baja los relacionados con diferenciación epitelial (CD24, KRT8 

[Queratina 8] y KRT18 [Queratina 18]) y a la alta los relacionados con la transición 

epitelio mesénquima (TEM) (CTSK [Catepsina K] y PLAC8 [Proteína asociada a la 

placenta 8]) (16). Esto muestra que este subtipo presenta rasgos moleculares 

característicos que permiten distinguir a los tumores CL del resto de los tumores de 

CaM. 
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Figura. 1. Mapa de calor de 60 genes diferencialmente expresados entre los 
suptipos moleculares de cáncer de mama. Se utilizaron 1,593 muestras de 

tumores de mama y tejidos adyacentes, para analizar la expresión de genes que 

codifican para proteínas. Se encontraron 60 genes diferencialmente expresados en 

los tumores de tipo CL, en contraste con los tumores de todos los demás subtipos 

moleculares. Las filas representan genes y las columnas pacientes. La intensidad 

del color refleja la expresión relativa del gen, verde: sobrexpresado y rojo 

subexpresado. mAPO: subtipo molecular apocrino. (16).  
 

 

Asimismo, en comparación con los otros subtipos de CaM, los tumores de 

tipo CL suelen presentarse a una edad más temprana (52.8 versus 59 años); 

generalmente son de alto grado (el 68% versus el 15% son de grado III) y de mayor 

tamaño (32.9% vs 18.5% son >2 cm). Además, se caracterizan por tener una tasa 

de infiltración linfocítica alta (41.9% vs 7.9%) (16).  



9 
 

1.2 Línea celular de cáncer de mama MDA-MB-231 

La ‘serie’ de líneas celulares de tipo MDA, fue establecida a partir de una paciente 

diagnosticada con carcinoma ductal infiltrante, en el Hospital M. D. Anderson 

(Houston, Texas). A pesar de originarse de la misma paciente, cada una de las 

líneas presenta tanto genotipos como fenotipos diferentes (Tabla 2) (19,20). 

 
Tabla 2. Características de las diferentes líneas celulares de tipo MDA-MB 

Línea Celular ER PR HER2 Subtipo BRCA1 TP53 Tumor 

MDA-MB-134 + - - Luminal A WT +/-WT IDC 

MDA-MB-157 - - - TNBC WT - MC 

MDA-MB-175 + - - Luminal A ND +/-WT IDC 

MDA-MB-231 - - - Claudin-low WT +/+M IDC 

MDA-MB-330 + - + Luminal B WT - ILC 

MDA-MB-361 + +/- + Luminal B WT - AC 

MDA-MB-415 + +/- - Luminal A WT +/+ AC 

MDA-MB-435 - - - TNBC WT +/+M AC 

MDA-MB-436 - - - TNBC MU - AC 

MDA-MB-453 - - + HER2 WT - AC 

MDA-MB-468 - - - Basal WT +/+ AC 
 

TNBC: Cáncer de mama triple negativo. WT: wild type, MU: mutado, ND: no determinado. 
IDC: Carcinoma ductal invasivo, ILC: Carcinoma lobular invasivo AC: Adenocarcinoma, MC: 
Carcinoma medular.  
 

 

La línea M231 es la única línea celular, de la ‘serie’ MDA, que se encuentra 

agrupada en el subtipo molecular CL (17). Estas células presentan un fenotipo 

fusiforme y expresan tanto marcadores de tejidos epiteliales como marcadores 

mesenquimales, lo cual favorece la migración celular y se relaciona con un fenotipo 

altamente invasivo y metastásico (Figura 2; Tabla 3) (4,21,22). Se ha reportado que 
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estas células dependen de la autofagia para sobrevivir (23), la cual es controlada, 

al menos en parte, por la proteína proapoptótica BIK (Proteína de muerte que 

interacciona con BCL2) (24).  

 

Figura 2. Fenotipo fusiforme de las células M231.  Imagen tomada el día 3 de cultivo, a 

una confluencia del 80% (20X). 

 

Tabla 3. Marcadores expresados por la línea M231 

Marcadores Epiteliales Marcadores Mesenquimales 

↓ CDH1 (Caderina E): proteína que 
participa en la adhesión célula-célula; la 

disminución en la expresión de esta 
proteína permite el desprendimiento de las 

células del sitio primario.  

↑ VIM (Vimentina): proteína de filamentos 
intermedios, de tipo III, que regula de 

forma positiva la migración al aumentar la 
motilidad celular. 

↓ EPCAM (Molécula de adhesión celular 
epitelial): glicoproteína transmembranal 
que participa en la adhesión celular. La 

pérdida de su expresión se asocia con una 
mayor capacidad migratoria de las células. 

↑ SNAI1 (Represor transcripcional de la 
familia Snail 1): factor de transcripción 
que reprime la expresión de la CDH1 al 

unirse a su región promotora y favorece la 
invasión celular. 

 

↓: baja expresión. ↑: alta expresión 
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1.3 BIK en la línea celular de cáncer de mama M-231 

BIK es una proteína perteneciente a la familia BCL-2 (proteína reguladora de la 

apoptosis BCL2). Las proteínas de esta familia regulan la apoptosis, por la vía 

mitocondrial, y sus miembros se clasifican en subgrupos de acuerdo a su función: 

anti-apoptóticos y pro-apoptóticos, o respecto a la presencia de motivos 

estructurales de tipo BH (dominios de homología BCL2), en multidominios o BH3-

only (Figura 3) (25,26). 

 
Figura 3. Clasificación de los miembros de la familia BCL-2.  TM es el dominio de unión 

transmembranal; BH1 y BH2 son dominios de unión a otros miembros de la familia; BH3 es el 
dominio que induce apoptosis, mientras que BH4 la inhibe.  

 

Los integrantes de la subfamilia BH3-only no son por sí mismos capaces de  

inducir la apoptosis, sino que necesitan unirse a las proteínas anti-apoptóticas, BCL-

2 por ejemplo, y permiten que las proteínas pro-apoptóticas multidominio, como BAX 

(Proteína X asociada a BCL-2, reguladora de la apoptosis) y BAK1 (Antagonista 1 

de BCL-2), formen dímeros e induzcan la formación de poros en la membrana 

externa de la mitocondria (27). A través de estos poros se liberan las proteínas 
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DBLOH (proteína mitocondrial DIABLO de unión a IAP) y el CYC (citocromo C9), lo 

cual conduce a la activación de las caspasas, que son las proteínas efectoras de la 

apoptosis (27). 

La proteína BIK es el miembro fundador de la subfamilia “BH3-only” (28). Se 

localiza en el cromosoma 22q13.3 y es una fosfoproteína localizada en el retículo 

endoplásmico (29). 

Diversos estudios, en pacientes con cáncer (carcinoma renal, gliomas, 

cáncer colorrectal, linfomas de células B y CaM Luminal A), han demostrado que 

BIK puede actuar como un supresor tumoral (28,30,31). En cambio, un estudio 

realizado en el 2005, en pacientes mexicanas, encontró que la expresión de BIK 

estaba a la alta y que esto se asociaba con un mal pronóstico (menor sobrevida) 

(32). Posteriormente, en el 2016 se determinó que la interferencia de BIK, utilizando 

un siRNA específico, alteró la expresión de varios miRNAs asociados a la 

tumorigénesis y agresividad de las células M231 (24). 

Como se mencionó anteriormente, BIK se localiza generalmente en el 

citoplasma celular; sin embargo, estudios de nuestro laboratorio demostraron su 

presencia en el núcleo de las células M231 (33) e interacción con ~16,000 regiones 

genómicas tanto codificantes como no codificantes (5). 

Dentro de las regiones no codificantes, a las cuales se une BIK, se 

encuentran varios miRNAs, incluyendo la región promotora del miR-137 (Tabla 4) 

(5). Todo lo anterior indica que BIK tiene otras funciones en la línea M231, además 

de su actividad como proteína pro-apoptótica. 
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Tabla 4. Interacción de BIK con miRNAs específicos  

MicroRNA Cromosoma MicroRNA Cromosoma 

miR-200a-3p/5p - miR-202-3p/5p 10 

miR-34a-3p/5p 1 miR-100-3p/5p 11 

miR-200b-3p/5p 1 miR-708-3p/5p 11 

miR-137 1 miR-1261 11 

miR-1302 1 miR-203a-3p/5p 12 

miR-1471 2 miR-1269 14 

miR-570-3p/5p 2 miR-495-3p/5p 14 

miR-563 3 miR-656-3p/5p 14 

miR-135a-3p/5p 3 miR-1247-3p/5p 14 

miR-1224-3p/5p 3 miR-9-3p 15 

miR-572 3 miR-1275 15 

miR-1251-3p/5p 4 miR-10a-3p/5p 17 

miR-143-3p/5p 4 miR-187-3p/5p 18 

miR-583 5 miR-516b-3p/5p 19 

miR-1302 5 miR-155-3p/5p 21 

miR-146a-3p/5p 5 miR-130b-3p/5p 22 

miR-30a-3p/5p 6 miR-let-7b-3p/5p 22 

miR-548f-3p 7 miR-325 X 

miR-29a-3p/5p 7 miR-503-3p/5p X 

miR-124-3p/5p 8 mir-718 X 

miR-548h-3p/5p 8 miR-424-3p/5p X 

miR-873-3p/5p 9    
 

 
1.4 microRNAs 

En la actualidad, se sabe que el transcriptoma humano es más complejo de lo que 

se había planteado en un inicio, puesto que no sólo comprende transcritos que 

codifican para proteínas (~2 % del genoma), sino que también está formado por 
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transcritos que no codifican para proteínas (~98% del genoma) (34). Entre los 

transcritos que no codifican para proteínas (Figura 4), se encuentran las secuencias 

repetidas: LINEs (Elementos nucleares dispersos largos); SINEs (Elementos 

nucleares dispersos cortos); LTRs (Repeticiones terminales largas), transposones, 

satélites); secuencias micro-, mini- y satélite, las cuales constituyen el ~45% del 

genoma humano,  los pseudogenes (~21%) y los ncRNAs (~30%) (34,35).  

 

 

Figura 4. Clasificación de los RNAS no codificantes (ncRNAs). Los ncRNAs se 

clasifican de acuerdo con su función: los que participan en la expresión génica y los que la 

regulan. Estos últimos se clasifican también de acuerdo a su longitud. 

 

Los ncRNAs representan aproximadamente el 60% de los RNAs presentes 

en el genoma humano y tienen una amplia gama de con estructuras y funciones 
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diferentes (30).  Los ncRNAs se clasifican en dos grupos: los que participan en la 

expresión génica (tRNAs y rRNAs) y los que la regulan (lncRNAs, miRNAs, siRNAs, 

piRNAs [RNAs piwi], snRNAs [RNAs pequeños nucleares], snoRNAs [RNAs 

pequeños nucleolares] y YRNAs, Figura 4). Dentro de este heterogéneo grupo, los 

miRNAs son los ncRNAs pequeños más estudiados (35,36). 

Los miRNAs son un grupo conservado de moléculas no codificantes de 

aproximadamente 18-24 u 80-100 nt de longitud (6,9,37), que tienen como función 

la regulación génica a nivel transcripcional y postranscripcional (7,8,38), así como 

la activación de vías de señalización celular, al funcionar como ligando de los 

receptores TOLL (39).  Se estima que los miRNAs representan el ~1-2% del genoma 

humano y los reportes actuales indican que existen aproximadamente 2,600-3,000 

miRNAs maduros en los humanos (40,41), los cuales tienen el potencial para regular 

aproximadamente el 60% de los genes que codifican para proteínas (35).  

Un estudio realizado en el 2013, demostró, mediante CLASH 

(Entrecruzamiento, ligación y secuenciación de híbridos), que los miRNAs pueden 

tener como blanco otros tipos de RNA, además de los mRNAs; entre ellos se 

encuentran los lncRNAs, rRNAs, tRNAs, otros miRNAs y los pseudogenes (Figura 

5) (42) 
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Figura 5. Distribución de las interacciones entre miRNAs y diferentes especies de 
RNA.  Los principales blancos de los miRNAs son los mRNAs; sin embargo, también 

pueden interaccionar con diferentes tipos de ncRNAs y pseudogenes (CDS: Región 

codificante). Otros RNAS: snoRNAs y snRNAs. 

 

1.4.1 Regulación de RNAs no codificantes por miRNAs 

Existen diferentes estudios en donde se ha demostrado que algunos miRNAs 

regulan la expresión de los lncRNAs. Por ejemplo, HOTAIR (Transcrito antisentido 

de HOX) es un lncRNA muy estudiado en el cáncer y se sabe que promueve la 

proliferación e invasión de las células cancerosas (43). En el 2014, un estudio 

mostró que el miR-141 reconoce, mediante su secuencia semilla, una secuencia 

cerca del extremo 5’ de HOTAIR, para su escisión en pequeños fragmentos de ~0.5 

kb (similar a la acción de los siRNAs) por la proteína AGO2 (12). El lncRNA nuclear, 

MALAT1 (Transcrito 1 de adenocarcinoma de pulmón asociado a metástasis), se ha 

descrito como blanco de regulación por el miR-9, el cual regula negativamente la 

expresión de MALAT1 dentro del núcleo. Esto ocurre por la unión de la secuencia 

semilla del miRNA con un ‘elemento de respuesta a miRNA (MRE) del lncRNA, de 

m R N A  C D S 4 2 .6%

m R N A  3 'U T R 2 3 .4%

m R N A  5 'U T R 3 .8%

rR N A 1 2 .6%

tR N A 4 .9%

P s e u d o g e n e s 4 .9%

m iR N A s 2 .9%

ln c R N A s 0 .4%

O tro s 4 .5%
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forma dependiente de AGO2, sin embargo se desconoce cuál mecanismo emplea 

este miRNA para reprimir la expresión de MALAT1 (11). Otro estudio mostró que el 

lncRNA GAS5 es un blanco directo del miR-21; en este caso la interacción no es 

dependiente de la secuencia semilla, sino que todo el miRNA (unido a AGO2) 

reconoce una región en el exón 4 del lncRNA para regularlo negativamente (44). 

Además, hay estudios que muestran que algunos miRNAs maduros pueden unirse 

a pri-miRNAs para bloquear o promover su biogénesis. El mmu-miR-790 reconoce 

y se une a los pri-miR-15a y pri-miR-16-1 para bloquear su procesamiento; esto 

evita la formación de formas maduras. Por el contrario, el let-7 maduro se une al pri-

let-7 y aumenta la formación de formas maduras; es decir, let-7 promueve el 

procesamiento de su propia transcrito primario (pri-miRNA) (45). 

 

1.5 Ubicación genómica y biogénesis de los microRNAs 

Los genes que codifican para miRNAs pueden localizarse tanto en regiones 

intergénicas como intragénicas: el 52% de los miRNAs son intergénicos, el 40% se 

localiza en intrones y el 8% en exones (46). Los miRNAs intergénicos tienen sus 

propios promotores, en cambio, los intragénicos con frecuencia están regulados por 

su gen huésped; sin embargo, algunos pueden tener sus promotores 

independientes (46). En la actualidad se conocen cinco vías de biogénesis para los 

miRNAs, la canónica (Figura 6) y cuatro no canonicas: dentro de ellas se encuentran 

la que da origen a los mirtrones; la tercera que produce a los simtrones; la que 

transcribe miRNAs delimitados por  secuencias ALU;  y  la  de  los  agotrones (Tabla 

5) (47). 
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Figura 6. Biogénesis canónica de los microRNAs. La biogénesis de los miRNAs 

comienza en el núcleo, en donde son transcritos por la RNA polimerasa II (algunos por la 

RNA polimerasa III), la cual genera transcritos de ~1 kb, conocidos como pri-miRNAs. Los 

pri-miRNAs son escindidos por el complejo microprocesador, formado por la RNAsa III 

DROSHA y la proteína DGCR8 (Región critica del síndrome DiGeorge 8), el cual genera 

una estructura de ~70-100 pb en forma de tallo-asa conocida como pre-miRNA. Los pre-

miRNAs son después transportados hacia el citoplasma por la XPO5 (Exportina 5), en 

donde son nuevamente escindidos por otro complejo proteico formado por la RNAsa III, 

Dicer y la proteína de unión a RNA de doble cadena TRBP (Subunidad del complejo de 

RISC). Este complejo genera un miRNA maduro de doble cadena, de 20-25 pb, con un 

grupo fosfato en el extremo 5’ y un grupo hidroxilo saliente en la terminal 3’, el cual es 

reconocido por la familia de proteínas AGO. Las proteínas AGO se unen al miRNA maduro 

para formar el complejo miRISC (Complejo de silenciamiento inducido por miRNAs). Las 

proteínas AGO son las encargadas de elegir la hebra del miRNA que llevará acabo el 

reconocimiento del mRNA; actualmente se sabe que AGO elige la hebra funcional 

termodinámicamente más estable (35,48). 
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Tabla 5. Vías no canónicas de biogénesis de los miRNAs. 

Vía de biogénesis Características 

Mirtrones 

Estos miRNAs se generan a partir de intrones pequeños (50-

120 nt) conocidos como ‘‘intrones de horquilla corta’’. Su 

procesamiento es independiente del complejo Drosha ya que 

se generan por splicing. Una vez traslocados al citoplasma son 

procesados por Dicer como los miRNAs canónicos (49). 

Simtrones 

Su mecanismo de biogénesis es similar a la de los mirtrones: 

se localizan en pequeños intrones, pero se producen en 

ausencia de splicing y de forma dependiente de Drosha. 

Además, estos miRNAs no requieren de la XPO5, para su 

traslado hacia el citoplasma, no son procesados por DICER y 

no se asocian con las prtoteínas AGO (50). 

Delimitados por 
secuencias ALU 

Los genes de estos miRNAs se encuentran intercalados entre 

elementos repetitivos cortos ALU y, a diferencia de los miRNAs 

convencionales, éstos dependen de la actividad de la RNA Pol 

III. Estos miRNAs se transcriben junto con las secuencias ALU, 

dando origen a la estructura tallo-asa característica de los pre-

miRNAs. Posteriormente los pre-miRNAs son procesados y 

exportados al citoplasma para ensamblarse en el complejo 

RISC (51). 

Agotrones 

Derivan de intrones cortos, son independientes de DROSHA, 

se transportan al citoplasma mediante un mecanismo aún 

desconocido y escapan al procesamiento de DICER, por lo que 

conservan su estructura secundaria y alcanzan una longitud de 

hasta ~100 pb. Se encuentran altamente conservados en 

mamíferos y se localizan en el núcleo (9). 

 

1.6 Importancia de los microRNAs en la regulación génica 

Los miRNAs se consideran moléculas clave en la regulación de diversos procesos 

biológicos, como por ejemplo la proliferación y diferenciación celular, la apoptosis, 
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la angiogénesis y metástasis (37,52–54). Se estima que un miRNA puede tener 

~100-150 mRNAs blanco en un tipo celular (6).  

Los miRNAs maduros reconocen a su mRNA blanco mediante una región de 

~6-7 nt, en su extremo 5’, conocida como “secuencia semilla”. La secuencia semilla 

del miRNA reconoce a los ‘elementos de respuesta a miRNA’ (MRE, por sus siglas 

en inglés) presentes en los mRNAs (Figura 7A). Los MRE se localizan comúnmente 

en el extremo 3’UTR del mRNA; sin embargo, también pueden estar presentes en 

el extremo 5’UTR o incluso en la región codificante (6,42). A pesar de que 

canónicamente la unión miRNA-mRNA es dependiente de la secuencia semilla, 

diversos estudios han demostrado, mediante AGO-HITS-CLIP, que existen 

interacciones no canónicas miRNA-mRNA (~15%) que no dependen de dicha 

secuencia semilla; es decir, toda la secuencia del miRNA puede reconocer a su 

blanco (los ~22 nt) o con ciertos nucleótidos a lo largo de todo el miRNA, no sólo 

los ubicados en la secuencia semilla (Figura 7B) (48).  

 
Figura 7. Interacciones miRNA-mRNA.  A) Interacción canónica: unión de la secuencia 

semilla del miRNA con el ‘elementos de respuesta a miRNA’ (MRE), presente en la región 

3’UTR del mRNA. B) Interacción no canónica: varios nucleótidos a lo largo del miRNA 

interactúan con la región codificante del mRNA. 
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En los animales, y en particular en los mamíferos, la complementariedad 

miRNA-mRNA es parcial; es decir, no se aparean por completo todos los 

nucleótidos de la secuencia semilla y el MRE. Este apareamiento parcial conduce a 

la inhibición de la traducción y/o a la desestabilización del mRNA (6,48). El complejo 

efector miRISC, formado mínimamente por las proteínas AGO y el miRNA maduro, 

es el encargado de llevar a cabo la regulación postranscripcional: el miRNA sirve 

como guía para reconocer al mRNA blanco y las proteínas AGO sirven como un 

andamio para reclutar otras proteínas, de tal forma que es AGO quien determina de 

qué forma se va a regular al mRNA (48). La ruta de regulación , se selecciona 

dependiendo de la concentración de los componentes de RISC, de la secuencia del 

RNA blanco y/o del tipo celular (55). 

Para llevar a cabo la desestabilización del mRNA, la proteína adaptadora 

TNRC6 (Adaptador 6 que contiene repetición de trinucleótidos) es reclutada por 

AGO2. TNRC6 interactúa con PABPC (Proteína citoplasmática de unión poli (A)), 

para reclutar a los complejos proteicos CCR4-NOT (Receptor de quimiocina con 

motivo C-C 4 y Subunidad del complejo de transcripción CCR4-NOT) y PAN2-PAN3 

(Subunidad de ribonucleasa específica de poli (A) 2 y 3) (6). El complejo PAN2-

PAN3 deadenila (elimina la cola de poly (A)), mientras que CCR4-NOT recluta a la 

proteína DDX6 (Helicasa dead-box 6), la cual retira el 5’cap. Estas modificaciones 

en el mRNA provocan su desestabilización y posterior degradación por la 

exonucleasa XRN1 (Exoribonucleasa 1 5’-3’) (Figura 8) (6). 

En la inhibición de la traducción, TNRC6 impide que el mRNA adopte una 

estructura de asa cerrada, necesaria para el inicio de la traducción (47).  DDX6 

compite con el factor elF4E2 (Factor 2 de inicio de la traducción eucarionte), el cual 
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reconoce el 5’cap de los mRNAs para reclutar a los ribosomas e iniciar la traducción 

(6,56). Además, AGO2 recluta a la proteína eIF6 (Factor 6 de inicio de la traducción 

eucariota), la cual se une a la subunidad ribosómica 60S y evita su asociación con 

la subunidad ribosómica 40S, para formar el complejo de iniciación 80S (57). 

Durante la elongación, AGO2 puede también provocar la disociación temprana de 

los ribosomas o reclutar enzimas para degradar el polipéptido naciente (Figura 8) 

(57). Asimismo los complejos miRISC pueden conducir a sus blancos a complejos 

proteicos citoplasmáticos conocidos como cuerpos P, en donde se almacenan y 

degradan los mRNAs (58). 

 

 

Figura 8. Regulación post-transcripcional mediada por microRNAs. El complejo 

miRISC (complejo de silenciamiento inducido por miRNAs) recluta varias proteínas, entre 

ellas TNRC6, que evita la circularización del mRNA e interactúa con PABPC para reclutar 

al complejo de deanilación PAN2-PAN3. CCR4-NOT recluta a DDX6, que compite con el 

factor eIF4E2 para evitar el inicio de la transcripción. En adición, AGO2 recluta a eIF6, que 

evita la asociación de los ribosomas, atrae enzimas para degradar al polipéptido naciente y 

provoca la disociación temprana de los ribosomas. 
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Aunque se ha observado que la represión de la traducción es más frecuente 

que la deadenilación del mRNA, cuantitativamente hablando, la desestabilización 

del mRNA es el proceso que tiene más impacto sobre los niveles de proteínas, al 

reducirlos en un ~75%; por su parte, la represión transcripcional reduce entre 6 y 

25% los niveles proteicos (48).  

Aunque la regulación a nivel post-transcripcional es la actividad más 

ampliamente descrita para los miRNAs, también existe evidencia de que los 

miRNAs regulan la expresión génica a nivel transcripcional (7,8). Un ejemplo de esto 

es el miR-320, el cual se encuentra codificado en la región promotora del gen 

POLR3D (Subunidad D de la RNA polimerasa III), en la hebra antisentido. Este 

miRNA maduro, con su secuencia completa y en asociación con AGO1, reconoce 

el promotor de POLR3D y recluta maquinaria (metiltransferasas de histonas) para 

silenciar su expresión (7,55). Por otro lado, toda la secuencia del miR-373 reconoce 

al promotor de CDH1 (Caderina E) e induce su expresión, al promover la unión de 

la RNA polimerasa II en el promotor (8). Estos estudios muestran mecanismos a 

través de los cuales los miRNAs pueden inducir o reprimir la expresión génica, al 

reconocer secuencias promotoras.  

Otra función descrita para los miRNAs es como ligandos de los receptores 

TLR (Receptores tipo Toll). El miR-21 y el miR-29a son secretados en exosomas, 

derivados de tumores pulmonares humanos, y se unen a los receptores TLR8, los 

cuales están presentes en los macrófagos; esto induce inflamación, crecimiento 

tumoral y metástasis (39). Otro miRNA que se une a este tipo de receptores es let-

7b, quien se une al receptor TLR7 de los macrófagos murinos y provoca inflamación; 

esto en un modelo de artritis reumatoide (39). 
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1.7 El miRNA 137 

El miRNA-137 es un miRNA intragénico (exónico) y antisentido, cuya secuencia se 

encuentra dentro del gen de un lncRNA, el MIR-137HG (52,59). Este gen se localiza 

en una  unidad  transcripcional  (UT) que tiene  más  de  60  kb  de  longitud, ubicada 

en  el  brazo  corto  del  cromosoma  1 (1p21.3). Esta es  una  región  con  múltiples  

repeticiones  en  tándem  de  15  nucleótidos  (VNTR:  5’-TAGCAGCGGCAGCGG-

3’),  las  cuales  pueden  regular la transcripción del gen MIR137HG (59). El gen 

MIR-137 se localiza en el exón 3 MIR137HG, a partir del cual se procesa el miR-

137 maduro, de 23 pb (Figura 10) (52,60). El promotor interno de este miRNA se 

localiza en el intrón 2 de su gen hospedero y presenta marcas de histonas asociadas 

a promotores canónicos activos (H3K4me3 y H3K27Ac) (59). Este promotor interno 

está regulado  por  una  isla  CpG,  ubicada  río  arriba  de  su  secuencia (52,60). 

Varios estudios han reportado que el MIR-137 se encuentra reprimido por 

hipermetilación de su promotor en cáncer gástrico, de endometrio, de pulmón y de 

próstata (61–64). Un estudio demostró que la proteína REST (Factor de 

transcripción silenciador de RE1) se une al promotor del miR-137 y  actúa  como  un  

represor  transcripcional  (59). Además, se identificó mediante Chip-on-chip una 

secuencia cercana al promotor del miR-137, a la cual se une la proteína BIK, lo que 

sugiere fuertemente que BIK regula la expresión del miR-137 (Figura 9).  
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Figura 9. Localización genómica del MIR-137. El gen de este miRNA se encuentra en 

el exón 3 del gen MIR137HG, el cual codifica para un lncRNA. La línea punteada azul 

marca el sitio de unión de BIK al promotor del MIR-137. La línea punteada roja indica la 

secuencia dentro del exón 3 que da origen al pre-miR-137, del cual posteriormente se 

obtienen dos microRNAs maduros. 

 

El miR-137 es un miRNA citoplasmático (52) y hasta el momento no hay 

estudios que indiquen la presencia de este miRNA en el núcleo. Análisis 

bioinformáticos han identificado ~1500 posibles genes blanco del miR-137, de los 

cuales ~300 han sido validados experimentalmente para el miR-137-3p (14,52). La 

mayoría de los blancos validados y predichos para este miRNA se relacionan con 

el control del ciclo celular (52).  

En condiciones de homeostasis, el miR-137-3p se expresa en el cerebro 

embrionario y adulto, tanto de ratones como de humanos (65,66). Este miRNA tiene 

una función reguladora crítica durante el desarrollo neuronal, debido a que regula 

genes asociados con la proliferación y diferenciación de Células troncales neurales 

(NSC) (52).   
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1.8 El miR-137 en cáncer 

El miR-137-3p se ha descrito como un supresor tumoral en varios tipos de cáncer 

(melanoma, osteosarcoma, gliomas pediátricos, pulmón, ovario, tiroides, gástrico y 

mama), en donde inhibe la proliferación, migración, invasión y angiogénesis (13,67–

73). En pacientes con glioblastoma multiforme una baja expresión del miR-137-3p 

se asocia con estadios más avanzados de la enfermedad y con una menor 

supervivencia (73,74). En melanoma, el miR-137 regula negativamente a AURKA 

(Aurora cinasa A) y a MITF (Factor de transcripción inductor de melanocitos), ambos 

genes clave en el desarrollo de este tipo de cáncer (75). En cáncer gástrico, KLF12 

(Factor parecido a Krupperl 12) y TWIST (Factor de trascripción de la familia TWIST 

BHLH) son dos genes blanco del miR-137-3p que promueven la proliferación, 

migración y pluripotencia; además, la expresión relativamente baja del miR-137, en 

pacientes con cáncer gástrico, se asocia a un menor tiempo de supervivencia (68). 

Los niveles del miR-137-3p se encuentran a la baja en NSCLC (Cáncer de pulmón 

de células no pequeñas), en relación con el tejido adyacente, y uno de sus 

principales blancos es NCOA3 (Coactivador 3 del receptor nuclear), el cual es un 

oncogén asociado al desarrollo y progresión tumoral (67). En osteosarcoma, el miR-

137-3p tiene como blanco a EZH2 (Potenciador de Zeste, de la subunidad 2 del 

complejo represor de Polycomb 2), una metiltransferasa de histonas que reprime la 

expresión de genes supresores de tumores y que se asocia con tumores más 

agresivos, y un mal pronóstico (69). Otro gen blanco del miR-137-3p es XIAP 

(Inhibidor de la apoptosis ligado al cromosoma X), una proteína que inhibe la 

actividad de las caspasas, cuya inhibición evita la apoptosis; XIAP se encuentra 

sobre-expresada en cáncer de ovario (76). En el 2012, un estudio demostró que el 
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miR-137-3p se encuentra a la baja en varias líneas de cáncer de mama (MCF-7, T-

47D, SK-BR-3, BT-474 y MDA-MB-231) y que el ESRRA (Receptor alfa relacionado 

con estrógenos), un receptor nuclear huérfano que promueve la progresión tumoral, 

es un blanco de este miRNA en las líneas MCF-7, SK-BR-3, BT-474 y MDA-MB-231 

(13).  

Lo anterior sugiere que el miR-137-3p actúa como un supresor tumoral en 

distintos tipos de cáncer; sin embargo, en cáncer de vejiga se observó que los 

niveles de este miRNA se encuentran a la alta y que esto se asocia con una mayor 

proliferación, migración e invasión. En este tipo de cáncer, el miR-137 tiene como 

blanco al supresor tumoral PAQR3 (Miembro 3 de la familia de receptores de 

progestina y adipocina), el cual es un inhibidor de la vía RAF/MEK/ERK (77).  

Similar a lo anterior, la expresión del miR-137-3p se encuentra 

significativamente a la baja en las células MDA-MB-231, comparado con las células 

epiteliales no transformadas HMEC (Células epiteliales mamarias humanas); no 

obstante, el efecto fisiológico de esto no se determinó (14).  
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS 
 
 

Con base en la evidencia mostrada anteriormente, acerca de la presencia de la 

proteína BIK en el núcleo de las células M231 y de su interacción con el genoma de 

dichas células, es muy probable que esta proteína esté regulando la expresión de 

múltiples RNAs, entre ellos el miR-137, el cual se ha encontrado a la baja en 

diferentes tipos de cáncer, incluido el cáncer de mama, y descrito como un supresor 

tumoral. Por tanto, el miR-137 podría estar regulando procesos carcinogénicos 

importantes en las células M231. 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 

En la actualidad, el estudio de los ncRNAs ha tomado relevancia en la investigación 

de diversas enfermedades, debido a su gran potencial para regular la expresión 

génica y participar en el mantenimiento de la estabilidad genómica 

En una célula, los miRNAs pueden tener hasta 150-200 mRNAs blanco, por 

lo que la identificación de los blancos moleculares de un miRNA, en un tipo celular 

determinado, es de gran importancia para poder comprender los procesos celulares 

que regula un miRNA específico. 

Por consiguiente, la identificación de los mRNAs blanco del miRNA-137-3p, 

en la línea celular MDA-MB-231, permitirá conocer las vías de señalización que son 

reguladas por este miRNA y esto resultará en un mejor entendimiento de los 

procesos desregulados en el subtipo de cáncer de mama ‘‘claudin-low’’ 
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4. HIPÓTESIS 

El miRNA-137-3p tendrá como blanco de regulación a mRNAs que participan en 

vías de señalización relacionadas con la migración e invasión de las células MDA-

MB-231. 

 

5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo General 

Identificar los mRNAs blanco del miR-137-3p en las células MDA-MB-231, así como 

la participación de algunos de estos en las vías de migración e invasión. 

 

5.2 Objetivos Particulares 

1. Identificar experimentalmente los RNAs que se unen al miR-137-3p, en las 

células MDA-MB-231 con el ensayo miRTrap. 

2. Identificar in silico, los mRNAs blanco del miR-137-3p. 

3. Determinar los mRNAs blanco del miR-137-3p que participan en las vías 

migración e invasión celular. 
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6. METODOLOGÍA  

6.1 Cultivo Celular 

La línea celular MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) se cultivó (2x106 células) en 

medio Leibovitz’s L-15, con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 100 U/mL de 

penicilina (Gibco™). Las células se incubaron a 37°C en una atmósfera 100% aire. 

 

6.2 Transfección del RNA de interferencia (siRNA)-específico para BIK 

Para la interferencia de BIK, se utilizó un siRNA específico de doble cadena: 5′-

AAGACCCCUCUCCAGAGACAU-3' y 5′-AAAUGUCUCUGGAGAGGGGUC-3', a 

una concentración final de 600 nM (24). El siRNA se transfectó usando 

Oligofectamine™ Transfection Reagent (Invitrogen™). Se sembraron 2x106 células 

por pozo, en cajas de 6 pozos (9.6 cm2), en medio sin antibiótico. Para cada muestra 

se prepararon dos tubos, como se muestra en la Tabla 6.  

Tabla 6. Mezcla de reacción para los complejos de transfección del siRNA 

TUBO 1 (siRNA) 

REACTIVO VOLUMEN 

siRNA (600 nM) 30 uL 

OPTIMEM 170 uL 

VOLUMEN FINAL 200 uL 
  

TUBO 2 (Polímero de transfección) 

REACTIVO VOLUMEN 

Oligoinfectamina 20 uL 

OPTIMEM 2 uL 

VOLUMEN FINAL 22 uL 
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Después, los tubos se mezclaron e incubaron a temperatura ambiente (25ºC; 30 

minutos) para permitir la formación de los complejos lípidicos de transfección. Las 

células se lavaron con 1 mL de PBS 1X  (Solución salina tamponada con fosfatos: 

[138 mM] NaCl; [3 mM] KCl; [8.1 mM] Na2HPO4; y [1.5 mM] KH2PO4) y después 

con 1 mL de OPTIMEM. A cada pozo se le agregaron 800 μL de OPTIMEM y luego 

se agregaron, por goteo, los complejos de transfección. Por último, las células se 

incubaron con el siRNA durante 52 hrs a 37°C. 

 

6.3 Extracción de RNA 

La extracción de RNA total se realizó utilizando TRIzol™, de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante y ciertas modificaciones hechas por Drago-García D. 

(2015): se añadió 1 mL de TRIzol y 200 μL de cloroformo a cada muestra, se 

centrifugaron a 15,000xg durante 15 minutos, posteriormente la fase acuosa se aisló 

y se precipitó el RNA con isopropanol centrifugando a 16,000xg durante 30 minutos. 

La muestra se lavó con etanol al 70% y se resuspendió en agua libre de nucleasas. 

La concentración, pureza y calidad del material se determinó por 

espectrofotometría, en el NanoDrop 1000 (ThermoScientific, EUA). Una vez 

purificado, el RNA se almacenó a -20°C hasta su uso.  

 

6.4 PCR en tiempo real (qPCR), para la detección de mRNAs 

6.4.1 Síntesis de DNA complementario (cDNA) 

Para detectar la expresión de los mRNAs (BIK), el cDNA se sintetizó a partir del 

RNA total, con el kit SCRIPT cDNA Synthesis Kit (Jena Bioscience) (Tabla 7). El 

tiempo de incubación fue el siguiente: 10 min a 42ºC; 60 min a 50ºC y 10 min 70°C. 
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Tabla 7. Mezcla de reacción para la síntesis de cDNA para mRNAs 

COMPONENTE VOLUMEN 

Random primer 0.5 μL 

SCRIPT RT Buffer complete 4 μL 

dNTP Mix 1 μL 

DTT stock solution 1 μL 

RNAse inhibitor 1 μL 

SCRIPT Reverse Transcriptase 0.5 μL 

Templado de RNA Variable (200 ng) 

Agua libre de RNAsas Variable 

VOLUMEN FINAL DE REACCIÓN 20 μL 
 

6.4.2 Amplificación de los mRNAs  

La expresión del mRNA BIK se determinó con el kit RealQ Plus 2x Master Mix Green 

(Ampliqon) (Tabla 8). Las condiciones de la PCR fueron: activación de la polimerasa 

(95°C; 15 min); 40 ciclos: 95°C (15 seg); TM° (1 min). La expresión se normalizó 

con el mRNA 18S RNA. Los primers y TMº de los oligos se muestran en  la Tabla 9. 

La expresión relativa se obtuvo con el modelo Livak y Schmittgen (2-DDCT) (78). 

Tabla 8. Mezcla de reacción para la qPCR de mRNAs 

COMPONENTE VOLUMEN 

RealQ Plus 2x Master Mix 10 μL 

Primer Forward 1 μL 

Primer Reverse 1 μL 

Templado de cDNA Variable (300 ng) 

Agua libre de RNAsas Variable 

VOLUMEN FINAL DE REACCIÓN 15 
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Tabla 9. Secuencia de los oligos utilizados para la qPCR 

Gen Secuencias de los oligos TMº 

BIK Forward 5’- GAGACATCTTGTGGAGACC -3’  
Reverse 3’-TCTAAGAACATCCCTGATGT-5’  

 
66.85º 

18S RNA Forward 5’- TACCACATCCAAGGAAGGCAGCA -3’  
 Reverse 3’- TGGAATTACCGCGGCTTGCTGGC -5’  

75.6º 

 
 

6.5 PCR en tiempo real (qPCR) para la detección de miRNAs 

6.5.1 Síntesis de DNA complementario (cDNA) 

Para determinar la expresión de los miRNAs maduros, se sintetizó cDNA utilizando 

el kit miScript II RT (Qiagen), a partir del RNA total aislado de las células MDA-MB-

231. Los componentes de la reacción se muestran en la Tabla 10. Las condiciones 

de incubación fueron las siguientes: 37°C (60 min) y 95°C (5 min). 

 
Tabla 10. Mezcla de reacción para la síntesis de cDNA para miRNAs 

COMPONENTE VOLUMEN 

5x miScript HiSpec Buffer  4 μL 

10x Buffer miScript Nucleics Mix 2 μL 

miScript Reverse Transcriptase Mix 2 μL 

Templado de RNA Variable (200 ng) 

Agua libre de RNAsas Variable 

VOLUMEN FINAL DE REACCIÓN 20 μL 
 

 
6.5.2 Amplificación de los miRNAs maduros 

La evaluación de la expresión de los miRNAs maduros (por qPCR) se realizó con el 

kit miScript SYBR® Green PCR (Qiagen) (Tabla 11). Este kit genera productos 
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finales (amplicones) de ~100 pb. La reacción se realizó en el termociclador 

StepOnePlus™ Real-Time PCR System (ThermoScientific, EUA), bajo las 

siguientes condiciones: activación de la polimerasa durante 15 min a 95ºC; 40 ciclos 

de 15 seg a 94ºC; 30 seg a 55ºC; y 30 seg a 70ºC. La expresión del miR-137 se 

normalizó con la del miR-16. 

 
Tabla 11. Mezcla de reacción para la qPCR de miRNAs 

COMPONENTE VOLUMEN 

2x SYBR Green PCR Master Mix 12.5 μL 

10x miScript Universal Primer 2.5 μL 

Primer específico 2.5 μL 

Templado de cDNA Variable (300 ng) 

Agua libre de RNAsas Variable 

VOLUMEN FINAL DE REACCIÓN 25 μL 
 

Al finalizar las reacciones de qPCR, el tamaño de los amplicones y la 

especificidad de la reacción se verificó en geles de agarosa (1.5%). Por último, los 

valores de expresión relativa se obtuvieron por medio del modelo descrito por Livak 

y Schmittgen (2-DDCT) (78). 

 

6.6 Ensayo MirTrap 

El fundamento del ensayo MirTrap se describe con más detalle en el ANEXO 1. 

6.6.1 Diseño y acoplamiento de los miRNAs “mimic” 1303 y 137 

El hsa-miR-1303 se usó como miRNA control. Este ensayo requiere como control 

cualquier miRNA diferente al que se quiere estudiar (Cambronne et al., 2012). 



36 
 

En primer lugar, los miRNAs “mimic” se diseñaron de acuerdo con las 

especificaciones del protocolo MirTrap (Clontech® Laboratories, Inc). Ambas 

hebras se diseñaron con extremos 3’ salientes (azul) y 5’ fosforilados (amarillo) y 

sintetizaron en Dharmacon (Horizon Discovery Group). Además, la hebra 

complementaria contiene un nucleótido no complementario cerca del extremo 3’ 

(verde), como se observa en la Figura 10.  

 

 

Figura 10. Secuencia del miR-137 mimic, diseñado para el ensayo MirTrap. 

 

Una vez obtenidos los oligos, las hebras del miR-1303 se resuspendieron en 

buffer de resuspensión (20 nM NaCl, 10 mM Tris, pH=8), para una concentración 

de 200 μM de cada oligo y después se mezclaron en una relación 1:1, para tener 

una concentración final de 100 μM. El alineamiento se llevó a cabo al incubarlos 

durante 2 min a 95°C, 1 hr a 37°C  y 5 min a 25ºC . El miR-1303 dúplex se almacenó 

a -80°C hasta el momento de su uso. Por otro lado, para las hebras del miR-137 se 

probaron las mismas condiciones que para el miR-1303 y, además de otras dos 

condiciones: a) Buffer de suspension 200 nM NaCl, 10 mM Tris, pH=8, con 

incubación durante 2 min a 95°C y 2.5 hrs a 25°C; y b) Buffer de suspension 20 mM 

NaCl, 10 mM Tris, pH=8, con incubación durante 2 min a 95°C y 2 hrs a 25°C El 



37 
 

miR-137 dúplex se mantuvo a temperatura ambiente hasta el momento de su 

transfección. 

 

6.6.2 Transfección del miRNA mimic y de los plásmidos 

Se sembraron 2x106 células por pozo, en cajas de 6 pozos (9.6 cm2), en medio 

completo (L-15+10%SFB) y una vez que estuvieron a una confluencia del ~60%, se 

procedió con la transfección del miR-1303 y del vector pMirTrap. Para el vector 

Control, se sembraron 2x103 células por pozo, en una cámara de poliestireno de 4 

pozos. Para cada muestra se prepararon 2 tubos, como se muestra en la Tabla 12. 

 
Tabla 12. Mezcla de reacción para los complejos de transfección del ensayo MirTrap 

TUBO 1 (microRNA/plásmido) 

REACTIVO VOLUMEN 

miR-132  5 uL (500 pmoles) 

pMirTrap Vector 60 uL (30 μg) 

pMirTrap Control Vector 20 uL (10 μg) 

Xfect Reaction Buffer 515 Ul 

VOLUMEN FINAL 600 μL 

 
 

 
TUBO 2 (Polímero de transfección) 

REACTIVO VOLUMEN 

Xfect Reaction Buffer 528 μL 

Xfect Polymer  12 μL 

Xfect miRNA TP  60 μL 

VOLUMEN FINAL 600 μL 
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6.6.3 Determinación de la eficiencia de transfección 

24 horas después de transfectar las células con el vector control, las células se 

lavaron con PBS 1X (Solución salina tamponada con fosfatos: [138 mM] NaCl; [3 

mM] KCl; [8.1 mM] Na2HPO4; y [1.5 mM] KH2PO4, pH=7). Posteriormente se les 

agregó 1 mL de metanol frío (4ºC), a cada pozo y se incubaron durante 15 minutos. 

La cámara de poliestireno se retiró y el portaobjetos se almacenó en PBS a 4ºC. 

Luego, las células se incubaron con Dapi (0.3 µM), durante 10 minutos, y lavaron 3 

veces con PBS. Entonces, se les agregó 1 mL de glicerol al 79%, y se colocó un 

cubreobjetos. Las células se observaron en un microscopio de epifluorescencia 

Nikon Alphaphot Ys,  Se analizaron 10 campos y se contaron en total 98 células.  

 

6.6.4 Inmunoprecipitación de los complejos RISC/miRNA/mRNA 

Las perlas con la secuencia anti-DYKDDDDK, se lavaron con buffer Lysis/Wash 1X, 

tRNA (10mg/mL) y BSA (10 mg/mL). Después de 4 horas de incubación, las células 

se lavaron con PBS frío, se lisaron con el buffer Lysis/Wash y se incubaron en hielo 

durante10 minutos. El lisado celular se transfirió a un tubo de 1.5 mL y se centrifugó 

a 12,000xg durante 30 minutos a 4°C. Luego, se transfirieron 50 μL del 

sobrenadante a un nuevo tubo, el cual se etiquetó como ‘Before IP’ (RNA total), y 

se almacenó a -80°C hasta la extracción del RNA. El resto del sobrenadante se 

transfirió al tubo con las perlas anti-DYKDDDDK, previamente lavadas y 

bloqueadas. La muestra se colocó en una plataforma rotatoria, a baja velocidad, 

durante 2 horas a 4°C y se centrifugó a 1,000xg por 1 minuto. El tubo se colocó en 

una gradilla (2 min), para que las perlas se sedimentaran; finalizado el tiempo, el 

sobrenadante se descartó y la pastilla se lavó 3 veces con buffer Lysis/Wash, y el 
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tubo se etiquetó como ‘After IP’ (unión específica de los mRNAs al miR-1303 o al 

miR-137). La muestra se almacenó a -80°C hasta la extracción del RNA. 

 

6.6.5 Extracción de RNA  

La extracción de RNA se realizó como se explicó anteriormente. Una vez purificado, 

el RNA se almacenó a -20°C hasta su uso.  

 

6.7 Análisis de microarreglos de expresión (HTA 2.0) 

Para realizar la síntesis de cDNA, se utilizó el kit GeneChip™ WT Pico Reagent Kit 

(Affymetrix) de acuerdo a las especificaciones del protocolo. Se usó el RNA obtenido 

de las células transfectadas con el miR-137 o miR-1303 y el vector pMirTrap. La 

reacción de amplificación, se realizó a partir de 13.2 ng y 10.23 ng de RNA para 

cada miRNA respectivamente. Después de la síntesis del cDNA, se determinó  su 

concentración usando NanoDrop 1000 (ThermoScientific, EUA). Después el cDNA 

se fragmentó, se marcó con biotina y se hibridó en microarreglos Affymetrix HTA 2.0 

utilizando el kit de hibridación, lavado y tinción GeneChip® de (Affymetrix). Las 

muestras se cargaron en los microarreglos y se incubaron durante 16 horas a 45°C 

rotando a 60 rpm, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los microarreglos 

se tiñeron y lavaron usando una estación de fluidos GeneChip® 450 (Affymetrix,) 

usando el protocolo FS450-000X, de acuerdo con el manual del kit de Affymetrix. A 

continuación, se leyeron las intensidades de expresión de los microarrays usando 

un GeneChip® Scanner 3000 (Affymetrix). 
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6.8 Análisis bioinformático 

El análisis de los datos primarios de los microarreglos HTA 2.0 se realizó en el 

programa R (versión 4.0.5) utilizando Bioconductor.  Los archivos CEL obtenidos se 

leyeron usando el paquete pd.hta.2.0 (79). En primer lugar, se utilizó el comando 

pm, del paquete oligo (80), para obtener los valores de intensidad de todas las 

sondas, y realizar una exploración de los datos, es decir, para verificar la distribución 

de las intensidades mediante histogramas y diagramas caja-bigotes. Luego se 

utilizó el comando rma  del paquete oligo, para normalizar los datos. Después de la 

normalización, a partir de los datos de intensidad de las sondas, se filtraron los datos 

para obtener únicamente las sondas con un cambio en la intensidad >2 (p<0.05). 

Se obtuvo una lista de IDs, la cual posteriormente se asoció con el nombre del gen. 

Una vez indentificados los genes presentes en la muestra, se utilizó el paquete 

topGo (81) para llevar a cabo un análisis de enriquecimiento de vías GO (Gene 

Ontology), y los paquetes gage (82) y pathview (83) para un análisis de 

enriquecimiento de vías KEGG (Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto). 

 

6.9 Análisis estadístico  

Los resultados se representaron usando la media ± SD de 3 experimentos 

independientes. Los experimentos fueron analizados mediante la prueba t de 

Student, para muestras independientes. Se tomaron como diferencias significativas 

los valores de p<0.05. El análisis estadístico se realizó con el programa GraphPad 

Prism V.6  
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7. RESULTADOS 

7.1 Cultivo de la línea celular M231 

Las células M231 (2x106 células) se cultivaron en medio completo, como se 

describió en los métodos. Éstas mostraron el fenotipo fusiforme característico de  

 

A    

 
 

B  

C  

 
 
 

D  
Figura 11. Fenotipo fusiforme de las células M231. A) Células a los 2 días de cultivo a una confluencia de 

40%  (20X). B) Acercamiento de la Figura 12A , en donde se observa el fenotipo fusiforme de las células. 

Imágenes tomadas en un microscopio invertido Olympus. C) Imagen tomada de la ATCC. D) Acercamiento 

de la imagen.  
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esta línea celular (Figura 12A y B), descrito por la American Type Culture Collection 

(ATCC) (Figura 12C y D). Las células siguieron una cinética de crecimiento similar 

a lo reportado previamente (Cervantes-Ayala, 2018). Una vez que las células 

estuvieron a una confluencia del ~60%, éstas se utilizaron para llevar a cabo las 

transfecciones para la interferencia de BIK (siRNA) y para el Ensayo MirTrap.  

 

7.2 Interferencia de BIK 

7.2.1 Determinación de la expresión del mRNA BIK 

Datos previos del laboratorio indicaron la interacción de BIK con la región promotora 

del miR-137 (Ruiz Esparza-Garrido et al., 2018), por lo que cambios en la expresión 

de BIK podrían reflejarse en la del miR-137. Con base en lo anterior, la expresión 

de BIK se atenuó con un siRNA específico. Después de la transfección del siRNA, 

las células se incubaron durante 52 horas, luego se extrajo y cuantificó el RNA 

(Figura 12 y Tabla 13). Durante la estandarización de la qPCR para el análisis de 

expresión de BIK se observó la presencia de un solo amplicón (curva Melt, Fibura 

13B). La interferencia de BIK mostró una disminución en los niveles del transcrito 

de este gen, en las células MDA-MB-231, en contraste con las células no 

transfectadas (-4.24 ± 0.04 veces versus 1 ± 0.021) (Figura 13A).  

 

Tabla 13. Concentración de RNA después de la transfección del siRNA-BIK 

Muestra Concentración (ng/μL A260 260/280 260/230 

Control 27.54 0.79 2.01 1.83 

siRNA-BIK 30.37 0.86 2.03 1.98 
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A  B  

Figura 13. Expresión de BIK en las células M231, después de la interferencia con el siRNA-
BIK. A) Expresión relativa de BIK. La expresión de BIK disminuyó 4.24 ± 0.04 veces. Se utilizó el 

gen 18SRNA para normalizar su expresión. Se muestra la media ± SEM de 3 experimentos 

independientes (***=p <0.001; t Student). B) La Curva melt: cinética de disociación de los 

fragmentos amplificados mostró un solo pico de amplificación, lo que indica que se formaron los 

amplicones del tamaño esperado  (TM de disoaciación: 76.19ºC.) 
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Figura 12. Extracción de RNA total de las 
células M231. Gel de agarosa (1.5%) en 

donde se pueden observar las bandas 

ribosomales: 18S (~1.5 kb) y 28S (~2.5 kb). 

Carril 1 o M=marcador de tamaño molecular 

(10 kb).  Carril 2: RNA. 
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7.2.2 Determinación de la expresión del miR-137   

Interesantemente, la interferencia de BIK aumentó significativamente (~3 veces) la 

expresión del miR-137 en las células M231 transfectadas (1.57 ± 0.21) versus las 

M231 control (0.53 ± 0.097), en contraste con las células HMEC (1 ± 0.01) (Figura 

14A). La curva Melt mostró la presencia de un amplicón (Figura 14B). 

 

A  B  

Figura 14. Expresión del miR-137 en las células M231, después de la interferencia con el 
siRNA-BIK. A) Expresión relativa del miR-137. La expresión del miR-137 en las células 

transfectadas con siRNA-BIK  aumentó (1.57 ± 0.21) en contraste con las células HMEC (1 ± 

0.01). Se utilizó el miR-16 para normalizar la expresión. Se muestra la media ± SEM de 3 

experimentos independientes (***=p <0.001; t Student). B) La Curva melt: cinética de disociación 

de los fragmentos amplificados mostró un solo pico de amplificación, lo que indica que se 

formaron los amplicones del tamaño esperado (TM de disoaciación: 70.21º).   
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7.3 Ensayo miRTrap 

Para el ensayo de captura de RISC, el miR-1303 se usó como miRNA control. Para 

determinar si las células MDA-MB-231 expresan este miRNA, su expresión se 

determinó mediante qPCR. Primero, se extrajo el RNA total y se evaluó la 

concentración y pureza en un NanoDrop (Tabla 14). Posteriormente, se comprobó 

su integridad en un gel de agarosa al 2% (Figura 16). 

Tabla 14. Concentración de RNA extraído de las células M231 

Muestra Concentración 
(ng/μL) A260 260/280 260/230 

RNA 52.54 1.19 1.96 1.76 

RNA 51.37 1.06 1.92 1.75 

 

 

 
 
 
 

Figura 15. Extracción de RNA total de 
las células M231. 

Gel de agarosa (1.5%) en donde se 

pueden observar las bandas ribosomales: 

18S (~1.5 kb) y 28S (~2.5 kb). Carril 1 o 

M=marcador de tamaño molecular (10 kb). 

Carril 2: RNA 
 

7.3.1 Expresión del miR-1303 

Una vez extraído el RNA, el cDNA se sintetizó y determinó la expresión del miR-

1303 (por qPCR) en las células M231. Los resultados mostraron que la expresión 

del miR-1303 estuvo significativamente elevada en las células MDA-MB-231, en 

comparación con las células HMEC (11.74 ± 0.89 versus 1.1 ± 0.053) (Figura 16A). 
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Además, la expresión de este miRNA, en las células MCF-7, no difirió en contraste 

con las células HMEC, pero sí, respecto a las M231 (5.19 ± 3.25 vs. 11.74 ± 0.89) 

(Figura 16A). La curva Melt (curva de disociación) mostró un solo pico de 

amplificación, lo que indica la especificidad de la reacción (Figura 16B). 

A  

 

B  
 

C  

Figura 16. Expresión del miR-1303 en las líneas celulares de CaM MCF-7 y M231. A) Expresión 

relativa del miR-1303. La expresión del miR-1303 se encuentra a la alta en las líneas M231 y MCF7 

(11.74 ± 0.89 y 5.19 ± 3.25, respectivamente). Se utilizó el miR-16 para normalizar la expresión. Se 

muestra la media ± SEM de 3 experimentos independientes (***=p <0.001; t Student). B) Curva Melt: 

cinética de disociación de los fragmentos amplificados: TM de disoaciación: 73.03ºC C) Gel de 

agarosa (2%) en donde se observan las bandas correspondientes al miR-16 (carril 2-4) y miR-1303 

(carril 5-7) en las líneas HMEC, MCF-7 y M231. Carril 1 o M= marcador de peso molecular de 100 pb. 
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7.3.2 Transfección del miR-1303 y del Vector MirTrap Control 

Antes de llevar acabo la transfección, las hebras (3’ y 5’) del miR-1303 se acoplaron 

mediante PCR y se confirmó la formación del miRNA-1303 dúplex en un gel de 

agarosa al 2% (Figura 17).  

 
Figura 17. Acoplamiento de las hebras 5’ y 3’ del miR-1303. Gel de agarosa (2%) en 

donde se observa la formación del miR-1303 dúplex. Condiciones de acoplamiento: 

buffer de resuspensión (20 nM NaCl, 10 mM Tris); incubación durante 2 min a 95°C, 1 

hr a 37°C y 5 min a 25º. Carril 1 o M=marcador de tamaño molecular de 25 pb. Carril 2 

o 5’=Hebra 5’ miR-1303. Carril 3 o 3’=Hebra 3’ miR-1303. Carril 4  y 5 = muestras luego 

de la incubación y formación del miRNA-1303 dúplex(100 μM). 

 

Luego de la formación del dúplex, las células se transfectaron con el miR-1303 

dúplex, el Vector MirTrap y el Vector MirTrap Control; este último permite evaluar la 

eficiencia de la transfección por imágenes de fluorescencia. El fenotipo celular se 

observó antes y después de la transfección (Figura 18A y B) y no hubo cambios 

significativos en el fenotipo de las células, aunque algunas células se despegaron 

de la placa de cultivo.  

M 5’ 3’ 1 2

20 nM NaCl. 95°C (2 min) – 37°C (1 hr)– 25º (5 min)
Gel de agarosa 2%

25 pb
50 pb

miR-1303 
dúplex

100 pb
24.53 pb

45.98 pb 52.14 pb
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A  

B  

Figura 18. Visualización de las células M231 durante la transfección del vector 
MirTrap y el vector Control. A) Foto tomada antes de la transfección (20X). B) Foto 

después de 24 hrs de la transfección (20X). Las imágenes muestran que el fenotipo celular 

no se alteró significativamente, aunque hubo una disminución en el número celular. 

Imágenes tomadas en un microscopio invertido Olympus. 

 

Veinticuatro horas después de la transfección, las células se fijaron, se 

incubaron con Dapi (azul) y observaron en un microscopio de fluorescencia para 

analizar la eficiencia de la transfección. La Figura 19, representativa del 

experimento, muestra que 95/98 células presentes en la placa expresan GFP 

(verde) y 91/98 expresan DsRed (rojo), por lo que la eficiencia de transfección es 

muy alta (~96.9% y ~92.8%).  
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A  

 

B  

 

C  

Figura 19. Imágenes de 
fluorescencia de las células M231 
(20X) después de la transfección 

del vector Control. A) Células 

incubadas con DAPI: se observan 

los núcleos en azul. B) Proteína 

GFP. C) Proteína DsRed. Imágenes 

tomadas en un microscopio Nikon 

Alphaphot Ys. En el ANEXO 2 se 

muestran más imágenes 

fluorescencia. 
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7.3.3 Transfección del miR-1303 mimic y del vector MirTrap  

El miR-1303 mimic se transfectó junto con el plásmido pMirTrap, en las células 

M231, y como control negativo (Ctrl -) se trasfectaron todos los reactivos excepto el 

miR-1303 mimic. De igual forma, el fenotipo de las células se monitoreó antes 

(Figura 20A) y después (Figura 20B) de la transfección. Después de la transfección 

se observó que algunas células perdieron su morfología alargada, se volvieron 

redondas (como si hubieran perdido su diferenciación) y varias se despegaron de la 

placa de cultivo.  

A  

B  
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C  

D  
Figura 20. Visualización de las células M231 durante la transfección del miR-1303 y 
del vector MirTrap. A) Foto tomada antes de la transfección (10X) y B) Acercamiento. C) 
Foto después de transfectar las células en donde se observa que las células sufrieron 

estrés, puesto que la mayoría perdió su forma y algunas se despegaron del plato de cultivo. 

(10X, 24 h después de la transfección) y D) acercamiento. Imágenes tomadas en un 

microscopio invertido Olympus. 

 

 Para determinar la viabilidad, las células se contaron antes y después de la 

transfección. Se observó una disminución en el número de células en los cultivos 

transfectados, tanto en el cultivo control (de 1x106 a 8.1x105) como en el 

transfectado con el miR-1303 mimic (de 1x106 a 6.6x105) (Figura 21A), siendo en 
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esta última condición donde se observó la mayor disminución celular (83.12% vs. 

67.37%) (Figura 21B) . 

A  

B  

Figura 21. Viabilidad de las células M231 luego de la transfección del miR-1303 y 
del vector MirTrap. A) Cuantificación de las células M231 antes y después de la 

transfección.  B) La Viabilidad celular se determinó mediante azul de tripano luego del 

ensayo MirTrap. Los resultados mostraron una mayor disminución de la viabilidad en las 

células transfectadas con el miR-1303 y el MirTrap. Los datos son de un experimento. 
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7.3.4 Inmunoprecipitación de los complejos RISC/miRNA/mRNA: 

 miR-1303 

Después de las 24 horas de incubación, se realizó la inmunoprecipitación de los 

complejos RISC/miRNA/mRNA y luego se procedió con la extracción del RNA 

(Tabla 15). Los coeficientes para la cuantificación del RNA fueron buenos, pero no 

del todo satisfactorios, pues uno de ellos (260/230=0.36-1.63) indica la presencia 

de etanol en algunas muestras (Tabla 15). Como se esperaba, hubo RNA en la 

fracción Before IP de todas las muestras (Before IP: corresponde al RNA total). Por 

el contrario, no se encontró RNA en el Control (-), la muestra que no contenía miR-

1303 pero sí en las muestras transfectadas con el miR-1303 mimic ‘After IP’ (Tabla 

15). El RNA específico (After IP), representó  el 41% del RNA total.  

Tabla 15. Concentración de RNA: ensayo MirTrap para el miR-1303 

Muestra Concentración 
(ng/μL A260 260/280 260/230 

Before IP. Ctrl(-) 
(RNA Total) 32.46 0.997 1.91 0.75 

After IP. Ctrl(-) 
(RNA Específico).  - - - - 

Before IP miR-1303 mimic 
(RNA Total) 

23.52 0.638 1.83 0.54 
39.5 1.024 1.86 0.75 

After IP miR-1303 mimic 
(RNA Específico) 

10.01 0.217 1.89 0.36 
16.38 0.356 1.92 1.63 

 

7.3.5 Expresión del miR-137 

Previo al ensayo MirTrap, la expresión del miR-137 se determinó mediante qPCR, 

en las células M231 y MCF-7. La qPCR mostró que la expresión del miR-137 fue 

baja en la línea M231, en comparación con las células HMEC (0.40 ± 0.1 vs 1.001 
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± 0.033); sin embargo, en MC-7, la expresión del miR-137 fue mayor a la observada 

en la línea celular HMEC (1.82 ± 0.42 vs 1.001 ± 0.033) (Figura 22A). La curva Melt 

(curva de disociación) mostró un solo pico de amplificación, lo que indica la 

especificidad de los primers(Figura 22B). 

A  B  

C  

Figura 22. Expresión del miR-137 en las líneas celulares de CaM MCF7 y M231.  A) Expresión 

relativa del miR-137. La expresión del miR-137 mostró una disminución en las células M231 (0.40 

± 0.1 ) en comparación con HMEC y MCF7 (1.001 ± 0.033 y 1.82 ± 0.42) Se utilizó el miR-16 para 

normalizar su expresión. Se muestra la media ± SEM de 3 experimentos independientes (** = p 

<0.005; t Student).  B) Curva Melt: cinética de disociación de los fragmentos amplificados: 

Temperatura de disoaciación: 70.06ºC. C) Gel de agarosa (2%) en donde se observan las bandas 

correspondientes al miR-16 (carril 2-4) y miR-137 (carril 5-7) en las líneas HMEC, MCF-7 y M231. 

Carril 1 o M= marcador de peso molecular de 100 pb. 
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7.3.6 Transfección del miR-137 mimic y el vector MirTrap 

El acoplamiento de las hebras del miR-137 se llevó a cabo por PCR. Las hebras del 

miR-137 (3’ y 5’) se hibridaron y la formación del dúplex se evaluó en un gel de 

agarosa al 2% (Figura 23). Debido a la estructura de este miRNA, se usaron 3 

diferentes concentraciones de NaCl en el buffer de resuspensión (20 nM, 200 nM y 

20 mM de NaCl, respectivamente) y tiempos de incubación distintos (Figura 23A, B 

y C), para establecer las mejores condiciones para el acoplamiento del miR-137. En 

las Figuras A y B, no se observó formación de dúplex. Los datos indicaron que la 

concentración de 20 mM de NaCl y una incubación a 95°C (2 min) y 25°C (2 h) 

maximizó la formación del dúplex (Figura 23C). Se realizó también un gel de 

poliacrilamida (12%) para visualizar de manera más clara la formación del miR-137 

dúplex (Figura 23D).  
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C 
 

D 
 

Figura 23. Acoplamiento de las hebras 5’ y 3’ del miR-137. Geles de agarosa (2%) en donde se observan 

diferentes muestras de la mezcla de las hebras del miR-137, después de la reacción de acoplamiento. A) 20 

nM NaCl; 95°C (2 min) – 37°C (1 hr) – 25 (5 min). B) 200 nM NaCl; 95°C (2 min) – 25°C (2.5 hr). C) 20 mM 

NaCl; 95°C (2 min) – 25°C (2 hr). D) Gel de poliacrilamida (12%). La flecha indica la formación de miR-137 

dúplex (50 pb). M=marcador de tamaño molecular de 25 pb, 5’=Hebra 5’ miR-1303, 3’=Hebra 3’ miR-1303, 

1,2,3,4= alícuotas 100 μM.  
 

Después de la formación del miR-137 dúplex, éste se transfectó en las 

células M231, con el vector MirTrap,  y como control negativo (Ctrl -) se transfectaron 

los reactivos sin el miR-137 dúplex. El fenotipo de las células se monitoreó antes 

(Figura 24A) y después (Figura 24B) de la transfección. La Figura 24 muestra que 

algunas células sufrieron cambios en su morfología fusiforme. 
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A   B  

C   D  
 

Figura 24. Visualización de las células M231, durante la transfección del miR-137 y el vector 
MirTrap. A) Foto tomada antes de la transfección (10X) y B) acercamiento. C) Foto después de 

transfectar las células (10X, 24 hrs después de la transfección) y D) acercamiento. Imágenes tomadas 

en un microscopio invertido Olympus. 

 

Para determinar la viabilidad celular, las células se contaron antes y después 

de la transfección. Se observó una pequeña disminución en el número de células 

en el cultivo control (de 1x106 a 9.6x105), mientras que  en el transfectado con el 

miR-137 mimic hubo mayor disminución celular (de 1x106 a 8.6x105) (Figura 25A), 
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lo cual se observa en los porcentajes de viabilidad, del 96.01% y 87.63% 

respectivamente (Figura 25B).   

A  

B  

Figura 25. Viabilidad de las células M231 luego de la transfección del miR-137 y del 
vector MirTrap. A) Cuantificación de las células M231 antes y después de la transfección 

Los reultados mostraron que la mayoría de las células conservó su fenotipo y no se 

despegaron demasiadas células del plato de cultivo. B) La viabilidad celular luego del 

ensayo MirTrap no se vio dramáticamente afectada. Los datos son de un solo 

experimento. 
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7.3.7 Inmunoprecipitación de los complejos RISC/miRNA/mRNA: 

 miR-137 

Luego de la transfección e incubación de las células, se realizó la 

inmunoprecipitación de los complejos RISC/miRNA/mRNA y la extracción del RNA 

y su posterior cuantificación (Tabla 16). Se obtuvo RNA en la fracción “Before IP” 

(RNA total) de todas las muestras y sólo se obtuvo RNA en las fracciones “After IP” 

de las muestras que se transfectaron con el miR-137 mimic, lo que indica que se 

pudieron aislar los RNAs asociados al miR-137 (Tabla 16). El RNA específico, 

representó el 22% del RNA total. 

Tabla 16. Concentración de RNA: ensayo MirTrap para el miR-137  

Muestra Concentración 
(ng/μL A260 260/280 260/230 

Before IP Ctrl (-) 
(RNA Total) 

50.55 1.029 1.93 1.72 
40.73 1.024 2.01 1.88 

After IP Ctrl (-) 
(RNA Específico) 

- - - - 
- - . - 

Before IP miR-137 mimic 
(RNA Total) 

55.56 1.034 1.87 1.63 
45.91 1.027 2.08 1.81 

After IP miR-137 mimic 
(RNA Específico) 

11.86 0.226 1.92 1.72 
10.61 0.212 1.93 1.87 

 
 
 
7.4 Arreglos de Genoma Humano HTA2.0 

Los arreglos se realizaron como se describe en el protocolo de Affymetrix. Se 

amplificó el RNA y se sintetizó cDNA, el cual posteriormente se fragmentó y marcó 

con biotina, para hibridar los fragmentos marcados en el arreglo Affymetrix HTA 2.0. 

El arreglo con la muestra hibridada se leyó en un GeneChip® Scanner 3000 

(Affymetrix). 



60 
 

  

7.4.1 Análisis bioinformático de los datos del arreglo de expresión 

Los archivos CEL, obtenidos de la hibridación de los microarreglos HTA 2.0, se 

analizaron en el programa R. Se obtuvo un archivo CEL para cada uno de los 

microRNAs. 

 

7.4.2 Exploración de los datos 

En primer lugar, se analizaron los datos de intensidad de las sondas PM (Perfect 

Match = acoplamiento perfecto) para hacer una exploración primaria de éstos y 

determinar la distribución de cada conjunto de datos. Esta distribución se observó 

mediante un histograma que muestra el comportamiento de las sondas para ambos 

miRNAs (Figura 26A), y un diagrama caja-bigote que muestra tanto la distribución 

como la mediana de los datos (Figura 26B). En ambos gráficos se observó una 

diferencia mínima en las distribuciones de los conjuntos de datos, lo cual se puede 

apreciar en las curvas del histograma 26A, siendo ésta más clara en la Figura 26B, 

esto indica que los datos requieren ser normalizados para que puedan ser 

comparables. Esta diferencia se debe a la distribución diferencial de las 

intensidades de sonda en cada una de las muestras.  
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A  

B  

Figura 26. Distribución de los datos de intensidad de las sondas hibridadas en los 
arreglos HTA 2.0. A) Histograma de intensidad de las sondas, en rojo el miR-1303 y en azul 

el miR-137. B) Box-plot de la intensidad de las sondas. La intensidad de las sondas mostrada 

es respecto a la señal de fondo. Datos analizados con el paquete oligo y visualizadas con 

ggplot2. 
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7.4.3 Normalización de los datos 

Después de la exploración incial, se aplicó el método RMA (Promedio robusto de 

microarreglo) un método de normalización por cuartiles (84). El objetivo de este 

método fue eliminar el ruido de fondo. Para verificar si la normalización se llevó de 

forma correcta, se volvieron a graficar los datos en un histograma (Figura 26A) y en 

un diagrama de caja-bigote (Figura 26B). Las gráficas mostraron que la diferencia 

entre la distribución de los conjuntos de datos disminuyó luego de la normalización, 

lo cual indica que los datos son comparables entre sí. 
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A  

B  

Figura 27. Distribución normalizada de los datos de intensidad de las sondas hibridadas 
en los arreglos HTA 2.0. A) Histograma de los datos de intensidad normalizados, en rojo el 

miR-1303 y en azul el miR-137.  B) Box-plot de los datos de intensidad normalizados. Datos 

analizados con el paquete oligo y visualizadas con ggplot2. 
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Después, se llevó a cabo un Análisis de componentes principales (PCA), el cual 

agrupa los datos en los componentes principales, a partir de la varianza de los datos, 

para representar, de manera visual, que la variabilidad de cada conjunto refleja su 

agrupación (Figura 28). Esto fue con la finalidad de verificar que a pesar de estar 

normalizados y ser comparables entre sí, los datos de intensidad de sondas para 

cada miRNA se agrupan de forma independientes.  

 

Figura 28. Análisis de componentes principales de los datos del miR-1303 y el miR-
137. Los datos mostraron que ambas muestras se agrupan de forma independiente. 
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7.4.4 Identificación de los mRNAs blanco del miR-137 y el miR-1303 

Posterior a la exploración y normalización de los datos, se procedió con la 

identificación de los genes presentes en cada uno de los microarreglos. Para esto, 

se estableció el siguiente parámetro: se definieron como blancos las sondas 

hibridadas que mostraron un cambio de intensidad >2 (Figura 29). Una vez 

identificadas estas sondas, se obtuvieron los IDs correspondientes a cada sonda y, 

por último, se asoció el nombre del gen a cada ID, lo que permitió obtener los 

blancos moleculares del miR-137 (Tabla 17) y miR-1303  (Tabla 18). Los resultados 

mostraron 139 genes blanco para el miR-137, de los cuales 109 corresponden a 

mRNAs blanco; 1 rRNA; 5 snoRNAs; 15 lncRNAs; 6 miRNAs y 3 pseudogenes 

(Figuras 29 A y B). En el caso del miR-1303 se identificaron 83 genes blanco, 77 

mRNAs; 5 lncRNAs y 1 pseudogen (Figuras 29C y D). Es importante mencionar que 

estos miRs compartieron 22 mRNAs blanco. 

La Figura 29E muestra graficamente los mRNAs blanco que mostraron un 

cambio en la intensidad de las sondas mayor a 2 (fold change >2) para cada miRNA. 

En el caso del miR-137, los mRNA con mayor fold change, y que por tanto podrían 

ser blancos preferenciales de este miRNA, fueron EXOC3 (Componente 3 del 

complejo de exoquistes), PWWP2B (Dominio PWWP 2B) y SEPTIN2 (Septina 2). 

Para el miR-1303, los mRNAs con mayor cambio  (fold change >2) fueron FBXO34 

(Proteína 34, caja F), CANX (Calnexina) y HNRNPD (Ribonucleoproteína nuclear 

heterogénea D).  
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D  

      miR-137                                                 miR-1303 

E    
 

Figura 29. Mapas de calor y gráficos de nube de los RNAs blanco de los miRs 137 y 1303. A) 
mRNAs y B) ncRNAs blanco del miR-137. C) mRNAs y D) ncRNAs blanco del miR-1303. La columna 

muestra el nivel de expresión y las filas representan los genes. En color rojo se muestran los mRNAs 

con mayor fold change y en verde los que tienen menor fold change. E) mRNAs blanco del miR-137 

y miR-1303. Los gráficos muestran los nombres de los mRNAs blanco, mientras que el tamaño del 

nombre del gen es directamente proporcional a su fold change. El color indica un intervalo en el fold 

change de las sondas, en orden descendente: rojo (10-12), verde (6-10), negro (2-6) y gris (2). 

Gráficos realizados en el programa R, con el paquete wordcloud (). 
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Tabla 17. Lista de los blancos identificados para el miR-137 

No. Gen Descripción 

1 RPL12 Proteína ribosomal L12 

2 RPS10 Proteína ribosomal S10 

3 H3F3B Histona H3, familia 3B (H3.3B) 

4 H3F3A Histona H3, familia 3ª 

5 PGAP2 Post-GPI adhesión a proteínas 2 

6 CFL1 Cofilina 1  

7 MAML2 Tipo mente maestra, coactivador transcripcional 2 (Drosophila) 

8 DTD2 D-aminoacil-TRNA desacilasa 2 

9 PARK7 Deglicasa asociada a Parkinson  

10 NMNAT1 Nicotinamida nucleótido adenililtransferasa 1 

11 TARDBP Proteína TAR de unión a DNA 

12 RPL11 Proteína ribosomal L11 

13 KHDRBS1 Dominio de unión de RNA KH, asociada a transducción de señales 1 

14 ATP6V0B ATPasa H + que transporta la V0, subunidad B 

15 AKR1A1 Miembro A1, familia Aldo-Keto Reductasa 1 

16 GUK1 Guanilato cinasa 1 

17 PSMB2 Proteosoma 20S, subunidad Beta 2 

18 ILF2 Factor de unión potenciador de interleucina 2 

19 JTB Punto de ruptura de la translocación de salto 

20 RPS7 Proteína ribosomal S7 

21 SEPTIN2 Septina 2 

22 STARD7 Dominio de transferencia de lípidos relacionado con StAR 7 

23 SNRNP200 Subunidad 200 de ribonucleoproteína nuclear pequeña U5 

24 CNPPD1 Dominio Pas1/PHO80, ciclina 1 

25 RPL14 Proteína ribosomal L14 

26 RHOA Miembro A de la familia homologo de Ras 

27 RPL24 Proteína ribosomal L24 

28 ISY1 Homólogo del factor de empalme ISY1 (S. cerevisiae) 

29 LIAS Ácido lipoico sintetasa 

30 RPL9 Proteína ribosomal L9 

31 HNRNPD Ribonucleoproteína nuclear heterogénea D 
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32 EXOC3 Componente 3 del complejo de exoquistes 

33 NPM1 Nucleofosmina 1 

34 ATP6V0E1 ATPasa H + que transporta V0, subunidad E1 

35 CANX Calnexina 

36 HINT1 Proteína 1 de unión a nucleótidos de la tríada de histidina  

37 NDUFA2 NADH: oxidoreductasa de ubiquinona, subunidad A2 

38 PHACTR1 Regulador 1 de fosfatasa y actina  

39 ABCF1 Casete de unión a ATP, subfamilia F, miembro 1 

40 RPL10A Proteína ribosomal L10a 

41 HSP90AB1 Proteína de choque térmico 90 alfa, familia clase B, miembro 1 

42 RPS10 Proteína ribosomal S10 

43 SNX3 Clasificación de nexina 3 

44 CBX3 Caja de cromo 3 

45 RPL35 Proteína ribosomal L35 

46 RPL12 Proteína ribosomal L12 

47 AR Receptor de andrógeno 

48 NONO Dominio no POU que contiene unión a octamero 

49 RPS24 Proteína ribosomal S24 

50 PWWP2B Dominio PWWP 2B 

51 GDI2 Inhibidor 2 de la disociación de GPD 

52 SMNDC1 Dominio de la neurona motora de supervivencia 1 

53 EIF3F Factor de inicio de la traducción eucarionte 3, subunidad F 

54 C11orf58 Marco de lectura abierto 58 del cromosoma 11  

55 SART1 Factor 1 asociado al spliceosoma, reclutador de U4/U6.U5 Tri-SnRNP 

56 CCDC84 Dominio de bobina 84 

57 TAF10 Factor 10 asociado a la proteína de unión a la caja TATA 

58 EIF4G2 Factor de inicio de la traducción eucarionte 4, gamma 2 

59 FAU FAU ubiquitina y roteína ribosomal de fusión S30 

60 CFL1 Cofilina 

61 ZNF259 Dedo de zinc ZPR1 

62 RPS25 Proteína ribosomal S25 

63 HNRNPA1 Ribonucleoproteína nuclear heterogénea A1 

64 SLC25A3 Soluto de la familia acarreadora 25, miembro 3 

65 ACTR6 Proteína 6 relacionada con la actina 



72 
 

66 GATC Glutamil(Gln)-tRNA, subunidad C de amidotransferasa 

67 ARF3 ADP Factor de ribosilación 3 

68 CSAD Cisteína ácido sulfínico descarboxilasa 

69 SART3 Proteína de reciclaje U4/U6 asociada al factor 3 del spliceosoma 

70 RPL6 Proteína ribosomal L6 

71 SRSF9 Factor de empalme 9, rico en serina y arginina  

72 ANAPC5 Complejo de promoción de anafase, subunidad 5 

73 YY1 Factor de transcripción YY1 

74 HNRNPC Ribonucleoproteína nuclear heterogénea C 

75 FAM73A Familia con similitud de secuencia 73, miembro A  

76 RPL21 Proteína ribosomal L21 

77 DAD1 Defensor contra la muerte celular 1 

78 ERH ERH MRNA Factor de empalme y mitosis 

79 SRP14 Partícula de señal de reconocimiento 14 

80 RNPS1 Proteína 1 de unión a RNA con dominio rico en serina 

81 TCEB2 Factor de elongación de la transcripción B, polipéptido 2 

82 KARS1 Lisil-tRNA sintetasa 1 

83 RPL19 Proteína ribosomal L19 

84 RPL27 Proteína ribosomal L27 

85 KAT7 Acetiltransferasa de lisina 7 

86 PRPF8 Pre-MRNA, Factor de procesamiento 8 

87 SPAG7 Antígeno asociado a espermatozoides 7 

88 CTDNEP1 CTD, Envoltura nuclear fosfatasa 1 

89 USP22 Ubiquitina específica de peptidasa 22 

90 NARS1 Asparaginil-tRNA sintetasa 1 

91 OAZ1 Antienzima ornitina descarboxilasa 1 

92 HNRNPM Ribonucleoproteína nuclear heterogénea M 

93 KXD1 Proteína que contiene motivo KxDL 1 

94 CAPNS1 Subunidad pequeña de calpaina 1 

95 RPS11 Proteína ribosomal S11 

96 RPL28 Proteína ribosomal L28 

97 RPS5 Proteína ribosomal S5 

98 RPL18 Proteína ribosomal L18 

99 EIF3D Factor de inicio de la traducción eucarionte 3, subunidad D 
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100 DDX39B Helicasa 39B, que contiene la caja DExD 

101 TDRD7 Proteína 7 que contiene dominio Tudor 

102 DMRT3 Factor de transcripción 3 relacionado con Doublesex y Mab-3 

103 PDLIM3 Proteína 3 con dominio PDZ y LIM 

104 DMRT2 Factor de transcripción 2 relacionado con Doublesex y Mab-3 

105 YBX1 Proteína 1 de unión a la caja Y 

106 KDM4A Desmetilzasa específica de lisina 4ª 

107 RCOR2 Correpressor REST 2 

108 GPR137B Recptor acoplado a proteínas G 137B  

109 CCNG2 Ciclina G2 

110 
FAM73A | 

RN5S21 
Familia con similitud de secuencia 73, miembro A | RNA ribosomal 5S, 21 

111 

SNORA27 | 

SNORD102 | 

RPL21 

RNA pequeño nucleolar, caja H/ACA 27 | RNA pequeño nucleolar, caja C/D 102 | 

Proteína ribosomal L21 

112 
RPS13 | 

SNORD14B 
Proteína ribosomal S13 | RNA pequeño nucleolar, caja C/D 14B 

113 

RPL4 | 

SNORD18C/B

/A | 

SNORD16 

Proteína ribosomal L41 | RNA pequeño nucleolar, caja C/D 18C/B/A | RNA 

pequeño nucleolar, caja C/D 16 

114 
SNORD58B |  

RPL17 
RNA pequeño nucleolar, caja C/D 58B | Proteína ribosomal L17 

115 
DDX39B |  

SNORD84 
Helicasa 39B, que contiene la caja DExD | RNA pequeño nucleolar, caja C/D 84 

116 
MIR7-1 | 

HNRNPK 
microRNA 7-1 | Ribonucleoproteína nuclear heterogénea K 

117 
ARF1 | 

MIR3620 
ADP Factor de ribosilación 1 | microRNA-3620 

118 
RPS27A | 

MIR4426 
Proteína ribosomal S27a | microRNA-4426 

119 IK | MIR3655 Citocina IK | microRNA-3655 

120 
TRAPPC4 | 

MIR3656 
Subunidad 4 del complejo de partículas de tráfico de proteínas | microRNA-3656 
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121 
DDX5 | 

MIR3064 
Helicasa 5, que contiene caja DEAD | microRNA-3064 

122 --- linc-WDTC1-1  

123 --- accn=NR_002315 class=lncRNA  

124 --- class=lincRNA name=Human lincRNA | linc-CPEB2-13 

125 --- accn=NR_024610 class=lncRNA | accn=NR_024611 class=lncRNA  

126 --- accn=NR_037853_8 class=lncRNA  

127 --- accn=L05090 class=mRNAlike lncRNA  

128 --- accn=NR_002944 class=lncRNA  

129 --- accn=S71022 class=mRNAlike lncRNA  

130 --- accn=NR_026911 class=lncRNA | accn=AY320407 class=mRNAlike lncRNA  

131 --- accn=BC020324 class=mRNAlike lncRNA  

132 --- 
accn=BC030000 class=mRNAlike lncRNA | accn=CR616839 class=mRNAlike 

lncRNA | accn=CR600624 class=mRNAlike lncRNA  

133 --- accn=D32053 class=mRNAlike lncRNA  

134 --- accn=CR593754 class=mRNAlike lncRNA  

135 --- 
accn=BC038753 class=mRNAlike lncRNA  | accn=BC045573 class=mRNAlike 

lncRNA  

136 --- accn=BX648739 class=mRNAlike lncRNA  

137 LOC643387 Pseudogén de la proteína de unión a DNA TAR 

138 LOC493754 Pseudogen del factor de intercambio de nucleótidos de guanina RAB 

139 RPL21P28 Proteína ribosomal L21, pseudogen 28 

 

 

Tabla 18. Lista de los blancos identificados para el miR-1303 

No. Gene Descripción 

1 PGAP2 Post-GPI adhesión a proteínas 2 

2 CFL1 Cofilina 1  

3 MAML2 Tipo mente maestra, coactivador transcripcional 2 (Drosophila) 

4 FBXO34 Proteína 34, caja F 

5 NMNAT1 Nicotinamida nucleótido adenililtransferasa 1 

6 TARDBP Proteína TAR de unión a DNA 

7 KHDRBS1 Dominio de unión de RNA KH, asociada a transducción de señales 1 
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8 AKR1A1 Miembro A1, familia Aldo-Keto Reductasa 1 

9 RAD18 RAD18 E3 Ubiquitina protein-ligasa 

10 TCERG1 Regulador de la elongación de la transcripción 1 

11 ACADL Cadena larga de acil-CoA deshidrogenasa 

12 PPP3CA Proteína fosfatasa 3, subunidad catalítica alfa 

13 LTBP1 Proteína de unión al factor beta de crecimiento transformante latente 1 

14 ILF2 Factor de unión potenciador de interleucina 2 

15 GDF9 Factor de diferenciación del crecimiento 9 

16 SALL1 Factor de transcripción tipo Spalt 1 

17 JTB Punto de ruptura de la translocación de salto 

18 STARD7 Dominio de transferencia de lípidos relacionado con StAR 7 

19 CNPPD1 Dominio Pas1/PHO80, ciclina 1 

20 RPL14 Proteína ribosomal L14 

21 RPL24 Proteína ribosomal L24 

22 ADAT2 Adenosina deaminasa específica de tRNA 2 

23 SNTB2 Sintrofina beta 2 

24 ISY1 Homólogo del factor de empalme ISY1 (S. cerevisiae) 

25 LIAS Ácido lipoico sintetasa 

26 HNRNPD Ribonucleoproteína nuclear heterogénea D 

27 EXOC3 Componente 3 del complejo de exoquistes 

28 NPM1 Nucleofosmina 1 

29 CANX Calnexina 

30 NDUFA2 NADH: oxidoreductasa de ubiquinona, subunidad A2 

31 PHACTR1 Regulador 1 de fosfatasa y actina  

32 CSAD Descarboxilasa de ácido cisteína sulfínico 

33 RPL12 Proteína ribosomal L12 

34 ZNF259 Dedo de zinc ZPR1 

35 PWWP2B Dominio PWWP 2B 

36 SMNDC1 Dominio de la neurona motora de supervivencia 1 

37 TAF10 Factor 10 asociado a la proteína de unión a la caja TATA 

38 ADAM33 Dominio 33 de la metalopeptidasa ADAM  

39 MRPS33 Proteína ribosómica mitocondrial S33 

40 NUDCD1 Proteína 1 que contiene el dominio NudC 

41 EIF4G2 Factor de inicio de la traducción eucarionte 4, gamma 2 
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42 CFL1 Cofilina 

43 PSEN1 Presenilina 1 

44 AXL Receptor AXL tirosin-cinasa 

45 SLC25A3 Soluto de la familia acarreadora 25, miembro 3 

46 ACTR6 Proteína 6 relacionada con la actina 

47 ARF3 ADP Factor de ribosilación 3 

48 GORAB Golgin que interacúa con RAB6 

49 SART3 Proteína de reciclaje U4/U6 asociada al factor 3 del spliceosoma 

50 ANAPC5 Complejo de promoción de anafase, subunidad 5 

51 TMEM214 Proteína transmembrana 214 

52 KARS1 Lisil-tRNA sintetasa 1 

53 CAMLG Ligando modulador de calcio 

54 RPL19 Proteína ribosomal L19 

55 USP22 Ubiquitina específica de peptidasa 22 

56 HNRNPM Ribonucleoproteína nuclear heterogénea M 

57 CAPNS1 Subunidad pequeña de calpaina 1 

58 STATH Estaterina 

59 AZI2 Proteína 2 inducida por 5-Azacitidina 

60 VAMP3 Proteína de membrana asociada a la vesícula 3 

61 TRNT1 tRNA nucleotidil transferasa 1 

62 FICD Adenililtransferasa de dominio FIC 

63 EIF1B Factor de iniciación de la traducción eucariota 1B 

64 PNRC1 Coactivador de receptor nuclear rico en prolina 1 

65 CLDN18 Claudina 18 

66 ANKLE2 Proteína que contiene repetición de anquirina y dominio LEM 

67 CLDN10 Claudina 10 

68 ASF1A Chaperona de histona anti-silenciamiento 1A 

69 BNIP3L Proteína 3 similar a la proteía que interactúa con BCL2 

70 SNX18 Nexina 18  

71 SPCS3 Subunidad 3 del complejo peptidasa señal 

72 EGR2 Proteína de respuesta de crecimiento temprano 2 

73 MOB3B Activador de quinasa MOB 3B 

74 PLA2G12A Fosfolipasa A2, grupo XIIA 

75 CCNDBP1 Proteína de unión 1 a ciclina D1  
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76 FAAH2 Hidrolasa amida de ácido grasos 2 

77 ZNF226 Proteína de dedos de zinc 226 

78 MYLK-AS1 RNA antisentido MYLK (no codificante para proteínas) 

79 --- accn=NR_002944 class=lncRNA  

80 --- accn=D32053 class=mRNAlike lncRNA  

81 NOVA1-AS1 RNA antisentido NOVA1 (no codificante para proteínas 

82 --- linc-BTF3-5 chr5:+:72509773-72584666   

83 LOC493754 Pseudogen del factor de intercambio de nucleótidos de guanina RAB 

 

 

7.4.5 Análisis de enriquecimiento de vías con GO (Ontología génica) 

del miR-137 y el miR-1303 

Una vez identificados los mRNAs blanco de cada miRNA, se llevó a cabo un análisis 

GO (Ontología génica), para vislumbrar los procesos regulados por los blancos de 

los miRNAs estudiados (Figura 30). Los resultados mostraron que el proceso 

biológico más enriquecido para el miR-137 es el desarrollo de tejidos, seguido por 

el desarrollo de epitelio y la regulación positiva de la transcripción por la RNA 

polimerasa II (Figura 30A). En cambio, para el miR-1303 el desarrollo del sistema 

nervioso fue el proceso más enriquecido, seguido de procesos inmunes y 

fosforilación (Figura 30B). 
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A  

B  

Figura 30. Análisis de enriquecimiento de vías con GO. A) Análisis GO con los genes blanco del 

miR-137.  B) Análisis GO GO con los genes blanco del  miR-1303. Para cada uno de los miRNAs se 

muestran los procesos biológicos mayormente enriquecidos de acuerdo a los mRNAs blanco 

identificados. Datos analizados con el paquete topGO (). 
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7.4.6 Análisis de enriquecimiento de vías con KEGG (Enciclopedia de 

Genes y Genomas de Kioto) del miR-137 y el miR-1303 

Además del análisis GO, se realizó un análisis de enriquecimiento de vías KEGG 

(Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto), el cual proporciona información 

funcional (Tabla 19 y 20) Este análisis mostró, para el miR-137, varías vías 

involucradas en la migración e invasión celular, tales como moléculas de adhesión 

(CAMs), adhesión focal y uniones estrechas (Tabla 19). Mientras que para el miR-

1303 se encontraron mayormente enriquecidos los procesos metabolismo de 

fármacos y otras enzimas, vías involucradas en cáncer, vías metabólicas, así como 

moléculas de adhesión, adhesión focal, uniones estrechas, entre otras (Tabla 20). 

 

Tabla 19. Análisis de enriquecimiento de vías con KEGG de los mRNAs  
blanco del miR-137 

No.  KEGG.ID DESCRIPCIÓN 

1 hsa03040 Spliceosoma 
2 hsa03010 Ribosoma 
3 hsa00232 Metabolismo de la cafeína 
4 hsa00983 Metabolismo de fármacos - otras enzimas 
5 hsa01100 Vías metabólicas 
6 hsa00230 Metabolismo de las purinas 
7 hsa05340 Inmunodeficiencia primaria 
8 hsa04514 Moléculas de adhesión (CAMs) 
9 hsa05412 Miocardiopatía arritmogénica del ventrículo derecho 
10 hsa04010 Vía de señalización MAPK 
11 hsa04012 Vía de señalización ErbB 
12 hsa04062 Vía de señalización de quimiocinas 
13 hsa04150 Vía de señalización mTOR 
14 hsa04210 Apoptosis 
15 hsa04370 Vía de señalización VEGF 
16 hsa04380 Diferenciación de osteoclastos  
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17 hsa04510 Adhesión focal 
18 hsa04530 Uniones estrechas 
19 hsa04620 Vía de señalización de receptores tipo Toll 
20 hsa04630 Vía de señalización Jak-STAT 

 

Tabla 20.  Análisis de enriquecimiento de vías con KEGG de los mRNAs 
blanco del miR-1303 

No. KEGG.ID Descripción 

1 hsa00983 Metabolismo de fármacos - otras enzimas 
2 hsa05200 Vías involucradas en cáncer 
3 hsa01100 Vías metabólicas 
4 hsa00230 Metabolismo de purinas 
5 hsa04640 Linaje celular hematopoyético 
6 hsa04722 Diferenciación de osteoclastos 
7 hsa04514 Moléculas de ahesión (CAMs) 
8 hsa04370 Vía de señalización VEGF 
9 hsa04210 Apoptosis 
10 hsa04150 Vía de señalización mTOR 
11 hsa04630 Vía de señalización Jak-STAT 
12 hsa04010 Vía de señalización MAPK 
13 hsa04912 Vía de señalización GnRH 
14 hsa04620 Vía de señalización de receptores tipo toll 
15 hsa04530 Uniones estrechas 
16 hsa04722 Vía de señalización de neurotrofina 
17 hsa04510 Adhesión focal 
18 hsa04270 Contracción del músculo liso 
19 hsa04660 Vía de señalización de receptores de células T 
20 hsa04662 Vía de señalización de receptores de células B 

 

Por último, se realizó un análisis de los mRNAs blanco del miR-137 para 

determinar su participación en la carcinogénesis y se encontró que la mayoría de 

ellos convergen en los procesos de invasión, migración y quimiorresistencia (Figura 

30). Se observó que algunos de los mRNAs identificados para el miR-137,son 
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también blanco de regulación de otros miRNAs. Además hay evidencia de que 

YBX1 y KDM4 están validados como blancos directos del miR-137 en otros modelos 

(85,86). 

 

 
Figura 31. Esquema representativo de algunos blancos del miR-137 involucrados en la 
carcinogénesis. En la figura se muestran en círculos ejemplos de mRNAs blanco del miR-137, se 

encuentran coloreados de acuerdo con su fold change en orden descendente: rojo, verde, negro y 

gris. Se muestran otros miRNAs validados en otros estudios como reguladores de ciertos transcritos 

presentes en esta red. Algunos transcritos también tienen incluyen la vía a través de la cual regulan 

el proceso carcinogénico. En círculos turquesa se observan los procesos biológicos en los que 

convergen los blancos del miR-137.  
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8. DISCUSIÓN 

Dentro del cuerpo humano, los genes funcionan en una complicada red de 

interacción y están regulados tanto temporal como espacialmente (87). Debido a 

este nivel de complejidad, el enfoque tradicional de estudiar gen por gen no es 

suficiente para establecer una visión global de lo que sucede en las células (87).  

Los miRNAs son moléculas que juegan un papel importante en la regulación génica, 

puesto que cada uno puede regular hasta 200 transcritos en una célula (6) por lo 

que identificar los blancos directos de un miRNA, en un tipo celular determinado, 

nos da un panorama de su función (6) y de las redes de interacción en las que está 

involucrado (56). 

Estudios previos en nuestro laboratorio, realizados en la línea celular M231, 

mostraron que BIK se localiza en el núcleo de la línea celular M231 y que establece 

interacciones físicas con diversas regiones del genoma, entre ellas la región 

promotora del miR-137 (5), el cual ha sido descrito como supresor de tumores u 

oncogén, dependiendo el tipo celular (70,77). Con el propósito de conocer la 

participación del miR-137 en la oncogénesis de las células MDA-MB-231 en el 

presente estudio nos propusimos identificar experimentalmente los mRNA blanco 

del miR-137 por medio del sistema MirTrap.  

 

 

Eficiencia de la transfección 

Luego de la transfección de los plásmidos y los miRNAs, durante el ensayo MirTrap, 

se observó una reducción en el número de células en el cultivo. Esto pudo deberse 

a diferentes factores, por ejemplo, el estrés que generan los reactivos de 
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transfección o a la sobre-expresión de los miRNAs, en particular del miR-1303, con 

el cual se observó una mayor disminución en el número de celulas. La eficiencia de 

la transfección depende de la relación polímero-ácido nucleico, del pH del medio y 

de las condiciones de la membrana celular, por lo que la eficiencia varía 

dependiendo del tipo de célula (88). Nuestros resultados mostraron, de manera 

general, que los agentes de transfección del MirTrap son muy eficientes para la 

transfección de las células M231.  

 

Identificación de los RNAs blanco del miR-137  

Con el creciente uso de las tecnologías NGS (Secuenciación de Siguiente 

Generación), los microarreglos han dejado de utilizarse con la misma frecuencia, 

sin embargo, cuentan con una serie de ventajas que hacen de su uso una opción 

viable (87). Entre las ventajas con las que cuentan destacan: i) es un método de alto 

rendimiento en el que se pueden analizar miles de genes; ii) tiene un costo menor 

que las tecnologías de NGS iii) los tiempos de preparación de las muestras, 

hibridación y análisis de datos son menores, además de que teniendo los 

conocimientos adecuados se puede extraer la misma información que en los 

métodos de secuenciación (87). Los arreglos HTA 2.0 tienen 44699 genes y 22829 

regiones no codificantes por lo que son una herramienta de análisis bastante 

robusta en cuanto a cobertura de transcritos. 

El análisis de los datos mostró que el número de mRNAs encontrados con 

este análisis coincide con el número de blancos que un miRNA puede tener en una 

célula (6) y dos de ellos (KDM4 y YBX1) ya se han documentado como blancos 

validados del miR-137 (86,89), lo cual sustenta nuestro análisis.  En otros estudios 
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utilizando la metodología MirTrap y secuenciación se han identificado entre 94 y 281 

blancos para diferentes miRNAS, un intervalo de blancos similar al que se encontró 

en este trabajo (90). 

De acuerdo con lo reportado, el análisis del sistema MirTrap mostró diversos 

mRNAs blanco tanto para el miRNA control (miR-1303) como para el miRNA de 

interés, el miR-137. Con base en la intensidad de la señal (Delta Rn; mínimo un 

cambio de 2 veces), los mRNAs que parecen blancos preferentes del miR-137 

fueron EXOC3, SEPTIN2 y PWWP2B. Hay evidencia cientifica que muestra la 

participación de SEPT2 en el control de la migración e invasión celular, así como en 

la proliferación (91–95). La proteína SEPT2 (Septina 2), pertenece a la familia de 

las septinas (proteínas de unión a GTP del citoesqueleto) y se ha propuesto como 

un oncogén en varios tipos de cáncer; por ejemplo en hepatocarcinoma, cáncer de 

vías biliares, cáncer colorrectal y de mama(94). En la línea M231, se ha visto que la 

inhibición de su expresión disminuye la proliferación, migración e invasión (94,95). 

Además, para esta proteína se han descrito 3 miRNAs que se unen a ella y la 

regulan a la baja: miR-497-5p, miR-140-5p y miR-744-5p (94,95). En este trabajo, 

nuestros resultados muestran que el miR-137 es un miRNA que interacciona con 

SEPT2 y potencialmente regula su expresión en la línea M231. Sería interesante 

determinar si el restablecimiento de los niveles del miR-137 disminuyen la 

proliferación, migración e invasión celular de forma similar a lo que se observa 

cuando se restablece la expresión de SEPT2. 

Los mRNAs YBX1 y KDM4 ya se han validado (mediante ensayos de gen 

reportero) como blancos del miR-137 y de particular interés resulta YBX1, debido a 

que en mesotelioma pleural maligno la expresión ectópica del miR-137 redujo la 
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proliferación, migración e invasión, al regular negativamente a YBX1 que está 

involucrada en la transición epitelio-mesénquima (89) 

Si bien el miR-1303 no es el miRNA de interés, los resultados mostraron 

cosas muy interesantes. Primero, su expresión es muy alta en estas células y esto 

podría estar indicando una participación importante de este miRNA en la 

oncogénesis de las células M231. Los mRNAs que parecen blancos preferentes de 

este miRNA fueron CANX, FBXO34 y HNRNPD. Un estudio previo reportó al mRNA 

CLDN18 (Claudina 18) como blanco de este miRNA (96) . En células de cáncer 

gástrico se encontró una sobre-expresión del miR-1303 y una baja expresión de 

CLDN18, lo cual se asoció con la invasión y migración, mientras que se observó un 

aumento de CDLN18 y una disminución de la proliferación, migración e invasión en 

células transfectadas con un inhibir del miR-1303 (96).   

Nuestros resultados nos dan indicio de cuál podría ser la función del miR-137 

y del miR-1303 en las células MDA-MB-231; todo parece indicar que estos miRNAs 

están controlando procesos oncogénicos tales como la migración e invasión de las 

células, quimiorresistencia y proliferación. No obstante, estudios funcionales son 

necesarios para demostrar esto. 

El análisis de ontología génica (GO) recopiló información sobre los procesos 

biológicos, sin embargo, para analizar a nivel funcional la implicación de estos 

blancos en la carcinogénesis, se realizó también un análisis KEGG, el cual mostró 

las 20 vías funcionales con mayor enriquecimiento, entre las cuales se encuentran: 

la vía del ribosoma, del spliceosoma, de moléculas de adhesión, de adhesión focal, 

vía MAPK, apoptosis, de uniones estrechas y vía JAK/STAT (Tabla 19). Esto 

concuerda con los procesos mostrados en la Figura 33 en los que convergen los 
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blancos del miR-137, más enriquecidos. Por lo que los análisis sugieren que el miR-

137 podría tener un papel importante en la regulación de la migración e invasión de 

la línea M231, así como en otros procesos tales como proliferación, apoptosis, 

transición epitelio mesénquima, quimiorresistencia y metástasis (Figura 32). En 

cuanto al miR-1303 los procesos mayormente enriquecidos en el análisis KEGG 

fueron: metabolismo de fármacos y otras enzimas, vías involucradas en cáncer, vías 

metabólicas, moléculas de adhesión, adhesión focal, uniones estrechas, entre otras 

(Tabla 20). 
 

 

RNAs no codificantes blanco del miR-137  

Por último, se ha informado que los miRNAs pueden unirse a pseudogenes y 

lncRNAs (11,12) Se ha informado que los pseudogenes poseen sitios de unión para 

microRNAS, lo cual permite que los pseudogenes actúen como competidores 

endógeneos de RNA (ceRNAs) evitando que los miRNAs se unan a sus blancos y 

ejerzan sus funciones (87). En particular, las interacciones lncRNA-miRNA forman 

redes de regulación altamente complejas, puesto que puede implicar la regulación 

negativa del lncRNA por el miRNA o la regulación del miRNA por el lncRNA (97). 

Por el contrario existen estudios en donde se ha demostrado que algunos miRNAs 

regulan la expresión de los lncRNAs. Por ejemplo, el miR-141 regula al lncRNA 

HOTAIR (12) mientras que el lncRNA nuclear, MALAT1 es regulado negativamente 

por el miR-9, (44). 

Existen múltiples trabajos que han demostrado que el miR-137 puede ser 

regulado negativamente por lncRNAs. Por ejemplo, el lncRNA XIST (Transcrito 
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específico de inactivación del cromosoma X) está regulado positivamente y actúa 

como oncogén en el cáncer de pulmón de células no pequeñas (NSCLC). En este 

cáncer,  se observó que XIST actúa como una esponja molecular para el miR-137, 

lo cual disminuye los niveles disponibles de éste e impide que se una a sus blancos 

(98). Otros lncRNAs que actúan como esponjas de este miRNA son DSCAM-AS1 

en cáncer de mama, HOTTIP (RNA antisentido de la transcripción terminal HOXA) 

en cáncer de páncreas, y OIP5-AS1 (ARN 1 antisentido de la proteína 5 que 

interactúa con Opa) y NCK-AS1 (RNA 1 antisentido de la proteína adaptadora NCK) 

en osteosarcoma (99–102). Estos ejemplos indican que los niveles celulares y/o la 

disponibilidad del miR-137 pueden verse afectados debido a los niveles de 

expresión y/o disponibilidad de ciertos lncRNAs que actúan como esponjas de 

miRNAs, lo cual muestra otro nivel de regulación al que puede estar sometido este 

miRNA. De acuerdo con lo anterior, y a lo encontrado en este trabajo, la interacción 

del miR-137 con lncRNAs podría relacionarse con una actividad de esponja 

molecular, para la regulación de los niveles celulares del miR-137 (Figura 32); no 

obstante, es necesario identificar el impacto biológico que tiene la interacción de 

este miRNA con los ncRNAs identificados en este trabajo.  
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Figura 32. Esquema general de algunos elementos de la red de regulación del miR-137 en la 
línea M231. En la figura se resumen los hallazgos del presente trabajo. Del lado izquierdo, se 

observa que cuando está presente BIK, en la región promotora del miR-137, los niveles de este 

miRNA se encuentran a la baja y por tanto los niveles celulares de sus mRNAs blanco incrementan 

y esto promueve las vías de proliferación, migración, TEM (transición epitelio-mesénquima), invasión 

y quimiorresistencia. Por el contrario, En el lado derecho se observa que en ausencia de BIK los 

niveles del miR-137 se restablecen y la expresión de sus mRNAs blanco disminuye, lo que impide 

la activación de vías oncogénicas. Además, la interacción del miR-137 con ciertos lncRNAs también 

disminuir los niveles disponibles de este miRNA. 
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9. CONCLUSIONES 
 
Nuestros resultados parecen indicar que BIK regula la expresión del miR-137 en las 

células MDA-MB-231. La demostración previa, de la interacción física de BIK con la 

región promotora de este miRNA, sugiere fuertemente que esta regulación es de 

manera directa.   

La identificación de los blancos del miR-137 indica que muy probablemente 

este miRNA está regulando la invasión, migración y proliferación de las células 

MDA-MB-231, así como otros procesos oncogénicos. Con base en todo lo anterior, 

proponemos un modelo en el que BIK está bloqueando la expresión del miR-137 y 

esto resulta en un incremento en los niveles de expresión de ciertos mRNAs blanco 

que participan en diferentes procesos oncogénicos. En contraste, la disminución de 

los niveles de BIK restablece los niveles del miR-137 y en consecuencia, los niveles 

de los mRNAs blanco de este miRNA disminuyen y se atenúa el fenotipo maligno 

de las células MDA-MB-231 (Figura 32). Asimismo, el miR-137 parece estar 

controlando la expresión de varios lncRNAs y otros ncRNAs, por lo que el efecto de 

este miRNA se potenciaría aun más. Nuestra investigación aporta conocimiento 

relevante sobre la participación del miR-137 en el fenotipo maligno de las células 

derivadas de cáncer de mama triple negativo 
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11. ANEXOS 
 

ANEXO 1. Ensayo MirTrap 

Este sistema permite la expresión de una mutante de la proteína TNRC6, subunidad 

del complejo RISC, lo que hace posible que el mirRNA de interés se una sus mRNAs 

blanco pero restringe cualquier otro proceso (90). La etiqueta DYKDDDDK en la 

subunidad mutante permite la captura e inmunoprecipitación del complejo RISC que 

contiene el complejo miRNA-mRNA (Figura 33). 

 

Figura 33. Esquema general del fundamento del ensayo MirTrap. Se representa a la 

proteína mutada TNRC6 (azul) con la etiqueta DYKDDDDK que permite la posterior 

inmunoprecipitación del complejo RISC/miRNA/mRNA. 

 
 
Este sistema está compuesto de dos plásmidos, uno control (Figura 34) que expresa 

las proteínas GFP (Proteína verde fluorescente) y DsRed (Proteía roja fluorescente) 

para verificar la eficiencia de transfección y un plásmido que expresa la proteína 

TNCR6 mutada (Figura 35). 
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Figura 34. Vector pMirTrap Control 
 
 

 

Figura 35. Vector pMirTrap 
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ANEXO 2. Evaluación de la eficiencia de transfección 

A  

 

B  

 

C  

Figura 36. Imágenes de 
fluorescencia de las células M231 

después de la transfección del 
vector Control. A) Células incubadas 

con DAPI, en donde se observan los 

núcleos en color azul. B) Proteína 

GFP. C) Proteína DsRed. Imágenes 

de fluorescencia tomadas en un 

microscopio Nikon Alphaphot Ys 
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