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1. RESUMEN  
 

En Chile, el cáncer de mama (CM) presenta la primera tasa de mortalidad por cáncer en mujeres 

(16.6/100,000 mujeres). El principal factor de riesgo para el desarrollo de CM es la predisposi-

ción genética y las mutaciones en los genes BRCA1/2 son responsables en promedio de un 16-

20% del riesgo para CM familiar. Se ha propuesto que otros alelos de susceptibilidad denomi-

nados de moderada y baja penetrancia podrían ser responsables del 80% restante de los casos 

de CM familiar BRCA1/2-negativo. Evidencia reciente ha postulado a los microRNAs (miR-

NAs) como genes candidatos de baja penetrancia para susceptibilidad a CM. Diferentes estudios 

han mostrado que los miRNAs se expresan de forma aberrante en cáncer, y que la presencia de 

variantes genéticas en la secuencia del pre-miRNA o del miRNA maduro podría ser la causa de 

su desregulación. De acuerdo a lo anterior, en esta tesis se evaluó la asociación del SNP 

rs4541843, ubicado en el pri-miR-182, con riesgo de CM familiar a través de un diseño caso-

control. Además, utilizando líneas celulares de CM, se evaluó en el rol funcional de los SNPs 

rs6505162 (pre-miR-423), rs895819 (pre-miR-27a) y rs4541843 en la tumorogénesis mamaria. 

Los resultados de asociación mostraron que el alelo T del rs4541843 se asoció con aumento del 

riesgo de desarrollar CM en pacientes chilenas BRCA1/2 negativo, siendo este el primer estudio 

que evalúa la asociación del rs4541843 con alguna patología humana. En un estudio previo, se 

determinó que el alelo A del rs6505162 aumenta el riesgo de CM en población chilena y que el 

alelo G del rs895819 tendría un efector protector, disminuyendo el riesgo de desarrollar CM. El 

estudio funcional desarrollado en esta tesis mostró que el alelo A del rs6505162 aumenta la 

proliferación, migración e invasión celular, además, promueve la resistencia a cisplatino y dis-

minuye la apoptosis confirmando que este alelo correspondería al alelo de riesgo. Por otra parte, 

el alelo G del rs895819 mostró actuar de forma diferencial en los procesos tumorogénicos ma-

marios dependiendo del subtipo de CM, participando como un supresor tumoral en el subtipo 

de CM triple negativo y como oncogén en el subtipo luminal A. Finalmente, se observó que el 

alelo C del rs4541843 tendría un rol oncogénico aumentando la proliferación, migración e in-

vasión celular, promoviendo la resistencia a cisplatino y disminuyendo la apoptosis, demos-

trando que este alelo sería el alelo de riesgo y no el alelo T. Estos resultados son los primeros 

en caracterizar el rol funcional de los SNPs rs6505162, rs895819 y rs4541843 en la tumorogé-

nesis mamaria.  

 



2 

 

2. ABSTRACT 

  

In Chile, breast cancer (BC) has the highest cancer mortality rate in women (16.6/100,000 

women). The main risk factor for BC development is genetic predisposition. Mutations in the 

BRCA1/2 genes are responsible for 40–50% of familial BC risk on average. It has been pro-

posed that other so-called moderate- and low-penetrance susceptibility alleles could be respon-

sible for the remaining 50% of BRCA1/2-negative familial BC cases. Recent evidence suggests 

that microRNAs (miRNAs) are candidate low-penetrance genes for BC susceptibility. Various 

studies have shown that miRNAs are aberrantly expressed in cancer and that the presence of 

genetic variants in the pre-miRNA or mature miRNA sequence could be the cause of their 

dysregulation. Given the above, this study assessed the association of SNP rs4541843, located 

in the pri-miR-182, with risk of familial BC using a case-control design. Furthermore, BC cell 

lines were used to evaluate the functional roles of SNPs rs6505162 (pre-miR-423), rs895819 

(pre-miR-27a), and rs4541843 in mammary tumorigenesis. The association results showed that 

the rs4541843 T allele was linked to increased risk of developing BC in BRCA1/2-negative 

Chilean patients. This is the first study to evaluate an association between rs4541843 and any 

human pathology. A previous study determined that the rs6505162 A allele increased BC risk 

in a Chilean population and that the rs895819 G allele had a protective effect, reducing the risk 

of developing BC. Here, the functional study based on this concept showed that the rs6505162 

A allele increased cell proliferation, migration, and invasion. In addition, the A allele promoted 

resistance to cisplatin and decreases apoptosis, confirming its role as a risk allele. On the other 

hand, the rs895819 G allele was found to function differentially in mammary tumorigenic pro-

cesses depending on BC subtype, participating as a tumor suppressor in the triple-negative BC 

subtype but as an oncogene in the luminal A subtype. Finally, it was observed that the rs4541843 

C allele had an oncogenic role, increasing cell proliferation, migration, and invasion, as well as 

promoting resistance to cisplatin and decreasing apoptosis. These results indicate that the risk 

allele was the C allele, not the T allele. These findings are the first to characterize the functional 

role of SNPs rs6505162, rs895819, and rs4541843 in mammary tumorigenesis. 
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3. INTRODUCCIÓN  

 

El cáncer es una enfermedad en la que se alteran factores genéticos y epigenéticos los que des-

encadenan una desregulación de funciones celulares claves tales como crecimiento, división 

celular, apoptosis y migración celular [1]. Actualmente, el cáncer es un problema de salud pú-

blica siendo la primera causa de muerte a nivel mundial [2]. En hombres, los cánceres más 

frecuentes incluyen a cáncer de pulmón, próstata, colon, estomago e hígado. En el caso de las 

mujeres, los cánceres más prevalentes corresponden a cáncer de mama, cervicouterino, colon, 

pulmón y tiroides [2]. Por lo anterior, existe gran interés en investigar en la temática “genómica 

del cáncer” con el objeto de descubrir nuevos: blancos terapéuticos, terapia farmacológica, tra-

tamientos biológicos, biomarcadores que se utilicen para identificar población en riesgo, aseso-

ramiento genético en las formas hereditarias del cáncer y marcadores de diagnóstico temprano, 

entre otros. 

 

3.1. Cáncer de mama  

 

3.1.1. Epidemiología del cáncer de mama 

 

El cáncer de mama (CM) es el cáncer más común en mujeres en el mundo. Cada año se diag-

nostican 1,15 millones de nuevos casos los que representan el 23% del total de casos de cáncer 

en mujeres [3, 4]. Aproximadamente 1 de cada 8 mujeres desarrollará CM a lo largo de su vida 

[5]. En Chile, el CM actualmente presenta la mayor tasa de mortalidad por cáncer en mujeres, 

la que ha ido en aumento desde 1990 a la fecha [6]. Los últimos datos del World Health Organization 

(WHO) indican que, en el año 2020 el CM causó 1.674 muertes que corresponden a una tasa de 

mortalidad de 17,3 por cada 100.000 mujeres (Figura 1) [6]. Respecto de la incidencia, también 

se ha observado un constante aumento [6]. Pese a lo anterior, en los últimos 30 años la supervi-

vencia por CM ha mejorado considerablemente, debido en parte al diagnóstico temprano a tra-

vés de la mamografía y ecografía mamaria. Si bien la imagenología es útil en el diagnóstico 

precoz del cáncer ya establecido, no permite identificar población con elevado riesgo de desa-

rrollar CM. La identificación de la población de riesgo es fundamental para el éxito del moni-

toreo y toma de decisiones clínicas que pueden evitar que las mujeres desarrollen la enfermedad 
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o que la detecten en etapas tempranas en las cuales los tumores son pequeños y la cirugía ma-

maria puede ser 100% curable. En consecuencia, uno de los mayores desafíos de la investigación 

oncológica actual es identificar modalidades de prevención asociadas a los factores de riesgo de 

desarrollar CM, y de esta forma, reducir la morbilidad y mortalidad.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Mortalidad por tumores malignos en mujeres durante el año 2020 en Chile (modificado del WHO 2020) 

 

3.1.2. Factores de riesgo para el desarrollo del cáncer de mama 

 

Existen diferentes factores de riesgo que se han asociado al desarrollo del CM (Tabla 1). De 

acuerdo al riesgo relativo (RR), que corresponde al riesgo para un individuo expuesto a un factor 

de riesgo versus el riesgo para un individuo no expuesto a dicho factor, podemos mencionar los 

siguientes factores de riesgo:  

 

 Género: Las mujeres tienen mayor riesgo a desarrollar CM que los hombres, siendo 100 

veces mayor la probabilidad de que la enfermedad ocurra en mujeres respecto de los varones, 

de los cuales, el 1% desarrolla la enfermedad [7].  

 

 Edad: Diversos estudios han demostrado que la incidencia de CM aumenta con la edad. El 

riesgo de desarrollar CM para una mujer de 30 años es de 1 en 258, en cambio, a los 50 años, 
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1 de cada 38 mujeres desarrollará CM. Si se comparan mujeres menores de 65 años con 

mujeres mayores de esta edad, el RR de CM asociado con el aumento de la edad es 5.8 [8]. 

 

 Factores hormonales: Las hormonas reproductivas influyen en el riesgo de desarrollar CM 

debido a su efecto sobre la proliferación celular. Por lo anterior, las menarquias tempranas y 

las menopausias tardías influyen en el riesgo de desarrollar CM, debido a la exposición pro-

longada a hormonas ováricas. Alternativamente, la Terapia de Reemplazo de Hormonas 

(TRH) la que es utilizada para aliviar los síntomas de la menopausia y prevenir la osteopo-

rosis aumenta el riesgo de desarrollar CM en un 24%, el cual se eleva aún más si la TRH 

combina el uso de estrógeno y progesterona respecto de utilizar solo estrógeno [9]. 

 

  Factores reproductivos: Se relacionan con el número de ciclos menstruales ovulatorios que 

experimenta una mujer a lo largo de su vida [8]. El inicio de la menstruación antes de los 12 

años o una menopausia tardía después de los 55 años, aumenta el riesgo de CM [7]. Del 

mismo modo, la nuliparidad o tener el primer hijo después de los 35 años otorga dos veces 

mayor riesgo de CM en comparación a mujeres que tienen uno o más hijos antes de los 35 

años [9].  

 

 Factores nutricionales y modo de vida: Dentro de estos factores podemos mencionar el 

sobrepeso y la obesidad, los cuales son más relevantes en mujeres postmenopáusicas debido 

a que si bien los ovarios dejan de producir estrógeno, el tejido adiposo es una fuente extra-

gonadal de esta hormona. En consecuencia, las mujeres con sobrepeso u obesas tienen niveles 

más elevados de esta hormona lo cual aumenta el riesgo de desarrollar CM [7, 10]. Además, 

diferentes estudios sugieren que la obesidad y la inactividad física son determinantes impor-

tantes de la hiperinsulinemia y de la resistencia a insulina, lo que lleva a un aumento de los 

niveles de esta hormona contribuyendo a un mayor crecimiento tumoral. Por otra parte, la 

obesidad aumenta los niveles del factor de crecimiento similar a insulina (IGF) donde se ha 

demostrado que IGF-1 participa en el desarrollo, la progresión y la metástasis del CM [11]. 

Otro factor en esta categoría corresponde al consumo de alcohol. El consumo de dos a tres 

vasos de alcohol diarios aumenta en un 20% el riesgo de CM [7, 12]. 
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 Factores genéticos: La predisposición o susceptibilidad genética corresponde al factor que 

otorga mayor RR al desarrollo de CM. La susceptibilidad genética es responsable de alrede-

dor del 20% de los casos de CM con historia familiar para este cáncer [8]. Este riesgo se 

calcula en función del número de familiares afectados por cáncer de mama y de ovario, el 

grado de parentesco con estos familiares y la edad de diagnóstico de la enfermedad. El RR a 

consecuencia de factores genéticos puede aumentar hasta 3.6 veces respecto de la población 

general [8, 11]. 

 

De los factores de riesgo antes mencionados, el más importante corresponde a la predisposición 

o susceptibilidad genética, y se ha estimado que es responsable del 5-15% de todos los CM y de 

aproximadamente el 25% de los casos de CM en mujeres de 30 años [7]. 

 

Tabla 1. Factores de riesgo para cáncer de mama (extraído de Singletary S., 2003 [8]) 
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3.2. Predisposición genética al cáncer de mama.  

 

Las características de la predisposición genética incluyen: herencia autosómica dominante, alta 

penetrancia, es decir, un portador de mutación genética tiene un 67% de riesgo de desarrollar 

CM a los 70 años y un 80% de riesgo a los 80 años, y frecuencia de portadores de 0.006 [13]. 

Estos datos indican que 1 de cada 20 mujeres con CM son portadoras de predisposición genética 

y 1 de cada 200 mujeres sanas en la población general. Estas frecuencias indican que el CM es 

una de las patologías hereditarias más ampliamente distribuidas en el mundo. 

 

 La existencia de un gen o de genes responsables de la predisposición genética fue sugerida hace 

más de un siglo. En los años 1994 y 1995, se identificaron dos genes de susceptibilidad para el 

CM: BRCA1 (MIM 113705) [14] y BRCA2 (MIM 600185) [15]. Estos genes son actualmente 

considerados genes autosómicos dominantes de alta penetrancia para susceptibilidad al CM [3, 

16]. El gen BRCA1 se encuentra en el cromosoma 17q21 y tiene como función la reparación de 

rupturas de doble cadena del DNA, la regulación de los puntos de control del ciclo celular, la 

ubiquitinación de proteínas y la remodelación de la cromatina. Por otra parte, el gen BRCA2 se 

ubica en el cromosoma 13q12.3 y cumple una función dual activando o inhibiendo el proceso 

de reparación por recombinación homóloga (RH) [17]. Se ha reportado que mutaciones en los 

genes BRCA1 y BRCA2 pueden además aumentar el riesgo de desarrollar cáncer de mama, ova-

rio, próstata y otros cánceres [18]. 

 

Aproximadamente el 25% de los casos de CM familiar se atribuyen a mutaciones en BRCA1/2 

[19]. De hecho, la identificación de mutaciones en BRCA1/2 se ha convertido en un análisis de 

gran importancia en genética clínica oncológica, ya que ha permitido mejorar la prevención y 

el tratamiento de mujeres de alto riesgo en todo el mundo [20]. A la fecha, no se ha encontrado 

un gen BRCAX con características similares a BRCA1/2. En consecuencia, hay un gran porcen-

taje de casos de CM familiar cuya etiología genética no se conoce 
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3.3. Panorama emergente de la susceptibilidad al cáncer de mama: modelo poligénico, ge-

nes y variantes. 

 

En la actualidad, existe consenso de que las mutaciones en los genes BRCA1/2 son responsables 

en promedio del 25% del riesgo de CM hereditario (CMH) [21, 22]. Los análisis de ligamiento 

de genoma completo utilizando familias BRCA1/2-negativas de gran tamaño no han logrado 

mapear otros loci de susceptibilidad de alta penetrancia [23]. Por lo tanto, una gran parte del 

componente genético de estas familias permanece sin identificar. Ford et al. [24], propusieron 

que otros alelos de susceptibilidad, denominados de moderada y baja penetrancia, podrían ser 

responsables de un porcentaje significativo del CMH en familias BRCA1/2-negativas.  

 

Para explicar la agregación familiar de casos de CMH BRCA1/2-negativos, se han aplicado va-

rios análisis de segregación, incluidos modelos recesivos y poligénicos. Antoniou et al. [25], 

estudiaron familias con múltiples casos y concluyeron que el modelo recesivo no se ajusta a la 

forma de segregación. Posteriormente, Pharoah et al. [26], realizaron un análisis poblacional en 

pacientes con CM y encontraron que el modelo poligénico es el que mejor se ajusta a la segre-

gación familiar de CM. El modelo poligénico asume la existencia de diversos genes que actúan 

de forma aditiva para explicar la distribución gaussiana del riesgo observado en la población.  

Por lo tanto, el modelo más ampliamente aceptado actualmente plantea que la susceptibilidad al 

CM es el resultado de un pequeño número de mutaciones en genes de alta penetrancia (BRCA1 

y BRCA2) y un número mucho mayor de variantes en genes de penetrancia moderada o baja 

(modelo poligénico) [27, 28]. Los genes de penetrancia moderada y baja se definen como aque-

llos en los que las variaciones de secuencia y/o polimorfismos se asocian con un aumento mo-

derado o pequeño en el riesgo relativo de CM. Por lo tanto, actualmente se consideran tres ca-

tegorías de alelos de susceptibilidad para CM: alelos raros de alta penetrancia, alelos raros de 

moderada penetrancia y alelos comunes de baja penetrancia Estas categorías de alelos confieren 

diferentes niveles de riesgo y tienen diferentes frecuencias poblacionales (Figura 2). La contri-

bución de cada categoría de genes a la predisposición al CM se está investigando con gran inte-

rés, al igual que las correlaciones entre las características fenotípicas de los tumores, las vías de 

interacción génica y las aplicaciones clínicas [27]. 

 

 



9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Locis de susceptibilidad al cáncer de mama según su riesgo relativo asociado (por alelo de riesgo) 

y la frecuencia del alelo de riesgo. Esta figura muestra que la mayoría de las variantes de baja penetrancia caen 

en la esquina inferior derecha (frecuencias superiores al 20% y riesgo relativo inferior a 1.3), y que los alelos de 

riesgo asociados con un riesgo relativo más alto (esquina superior derecha), son menos frecuentes. Si bien es poco 

probable que se produzcan mutaciones adicionales en genes de alta penetrancia; La identificación de variantes de 

moderada y baja penetrancia en un futuro próximo se vuelve cada vez más probable a medida que mejoren los 

estudios de genoma completo utilizando tamaños muéstrales más grandes. (extraído de Garcia-Closas & Chanock, 

2008 [29]). 

 

 Genes de alta penetrancia 

Las mutaciones en genes de susceptibilidad de alta penetrancia corresponden principalmente a 

cambios en la secuencia de nucleótidos que generan proteínas truncadas. Este tipo de variantes 

tienen muy baja frecuencia poblacional (0,1%) sin embargo, otorgan un alto RR de alrededor 

de 10 a 20 veces [27]. Los genes BRCA1, BRCA2 y TP53, son considerados genes de alta pene-

trancia. Las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 confieren aproximadamente un 25% de 

riesgo de desarrollar CM en individuos pertenecientes a familias de alto riesgo para CM [30]. 

 

 Genes de moderada penetrancia  

La frecuencia de la población portadora de variantes en genes de moderada penetrancia corres-

ponde a ≤0,6%, con un RR de 2 a 4 veces. Por lo anterior, se estima que estas variantes otorga-

rían ~3% del RR de CM familiar [31]. Se han clasificado como genes de moderada penetrancia 
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los siguientes: ATM, CHECK2, BRIP1, PALB2, XRCC2, FGFR2, MAP3K1, entre otros. Muje-

res portadoras de estas variantes tienen un riesgo de 6-10% de desarrollar CM a los 60 años, en 

comparación con el 3% de riesgo de la población general [27].  

 

 Genes de baja penetrancia  

Las variantes en genes de baja penetrancia son las más frecuentes en las poblaciones (5% al 

50%) [27]. Sin embargo, este tipo de variantes otorgan un RR bajo, entre 1,25 en condición 

heterocigota y 1,65 veces en condición homocigótica. Dentro de este grupo se encuentran los 

polimorfismos de nucleótido único (SNPs): rs2981582 (FGFR2), rs3803662 (TOX3), rs889312 

(MAP3K1), rs3817198 (LSP1), rs13281615 (8q), rs13387042 (2q), entre otros. Las variantes en 

genes de baja penetrancia explicarían aproximadamente el 16% de los casos de CMH [32]. 

 

Actualmente se plantea que todos los genes de susceptibilidad conocidos para CM son respon-

sables del 50% de los casos de CMH (Figura 3) [16]. Sin embargo, los genes responsables del 

~50% restante aún no han sido determinados. De acuerdo con el modelo actual de tumores he-

reditarios, se ha postulado que una combinación desfavorable de variantes genéticas polimórfi-

cas en genes de susceptibilidad de baja o moderada penetrancia daría cuenta del exceso del 

riesgo del CMH [27]. Entre estos genes, evidencia reciente apunta a variaciones en secuencias 

precursoras de microRNAs o microRNAs maduros como posibles candidatos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Distribución de los genes identificados en CMH. Aproximadamente la mitad de los genes causales de 

CMH aún no han sido identificados. (extraida de Melchor L, Benítez J. 2013). 
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3.4. MicroRNAs  

 

Los microRNAs (miRNAs) son una clase de RNA endógeno, no codificantes y de hebra simple 

con un tamaño aproximado de 20 a 25 nucleótidos. Los miRNAs son capaces de regular la 

expresión génica a nivel post-transcripcional al unirse a la región 3’ no traducida (UTR) del 

RNA mensajero (mRNA) diana [33]. Los miRNAs que se unen con una alta complementariedad 

a la secuencia del mRNA blanco inducen la degradación de los mRNA. Sin embargo, la mayoría 

de los miRNAs se unen con una complementariedad parcial a la región 3’UTR del mRNA 

blanco inhibiendo la expresión del gen a nivel traduccional [34]. Desde su descubrimiento por 

Lee et al. [35], en sus trabajos con Caenorhabditis elegans, se ha reportado la existencia de 

aproximadamente 2.300 miRNAs en el genoma humano, pero solo ~1100 de estos miRNAs han 

sido validados experimentalmente [36]. El 30% de los genes humanos son regulados por miR-

NAs [37, 38]. En la célula, los miRNAs pueden influir sobre diferentes vías y procesos biológi-

cos que incluyen desarrollo, proliferación celular, diferenciación y apoptosis [39, 40]. 

 

Los miRNAs se transcriben desde genes individuales o desde clúster. Se ha reportado que el 

25% de los genes de miRNA humanos se encuentran organizados en clúster, lo que corresponde 

a genes ubicados adyacentes entre sí en el cromosoma [41]. Los genes de miRNAs que se orga-

nizan en clúster se transcriben en un transcrito policistrónico, el cual es procesado, dando como 

resultado miRNAs maduros individuales [41, 42]. 

 

El procesamiento de los miRNAs comprende dos vías, que corresponden a la vía canónica y no 

canónica, siendo la primera la predominante en el procesamiento de estos RNAs [43]. La vía 

canónica de biogénesis de los miRNAs es un proceso que se inicia en el núcleo y finaliza en el 

citoplasma (Figura 4). Los miRNAs, son transcritos por la RNA polimerasa II (Pol II) generán-

dose un transcrito primario (pri-miRNA) el cual es procesado en el núcleo por el microprocesa-

dor formado por la enzima RNasa III (Drosha) y la proteína de unión a RNA de doble cadena 

(DGCR8) formando un precursor de miRNA (pre-miRNA) de ~70 nucleótidos. Posteriormente, 

los pre-miRNAs son exportados al citoplasma por Exportina 5, transportador dependiente de 

GTP. En el citoplasma los pre-miRNA son clivados por la RNAsa II (Dicer) liberando un 

miRNA dúplex de ~22 nucleótidos. Finalmente, las hebras del dúplex se separan generando dos 
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hebras simples denominadas 5p y 3p. Una de las hebras generadas se asocia a la proteína Argo-

nauta (AGO), formando el complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) el cual ejerce 

la función regulatoria sobre el gen blanco, mientras que la otra hebra es degradada. Para cual-

quier miRNA dado, la interacción entre las hebras 5p o 3p con el complejo AGO varía según el 

tipo de célula o el ambiente celular. En general, la hebra con menor estabilidad termodinámica 

dado por el extremo 5' o uracilo en 5' se carga preferentemente en el complejo AGO y se consi-

dera la hebra guía. La hebra que no es cargada al complejo AGO se denomina hebra pasajera, 

la cual se separará de la hebra guía a través de diferentes mecanismos basados en el grado de 

complementariedad [42-45]. La biogénesis de miRNAs no canónica se puede agrupar en vías 

independientes de Drosha/DGCR8 e independientes de Dicer [43]. Un ejemplo de miRNAs pro-

cesados por la vía independiente de Drosha/DGCR8 corresponde a los mirtrones, los cuales se 

originan a partir de intrones que, una vez removidos por corte y empalme, funcionan como pre-

miRNAs [42]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Vía canónica de biogénesis de los microRNA. La imagen corresponde a un diagrama representativo del 

procesamiento de miRNAs por la vía canónica de la biogénesis. Se observa los primeros pasos de la vía que se 

desarrollan en el núcleo, continuando el procesamiento en el citoplasma, que da como resultado al miRNA maduro, 

el cual va a ejercer su función regulatoria (Extraído de Esquela-Kerscher & Slack, 2006 [34]). 
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3.5. Variación genética SNPs en secuencias precursoras de miRNAs o miRNAs maduros y 

su asociación con susceptibilidad a cáncer de mama  

 

3.5.1. microRNAs y su relación con cáncer 

 

Los miRNAs participan en diversas enfermedades humanas, tales como patologías cardiovas-

culares, desordenes psiquiátricos y condiciones neurodegenerativas, entre otras. Se ha demos-

trado que los miRNAs están mutados o se expresan en forma aberrante en el cáncer [38]. Una 

de las primeras evidencias que asoció la expresión aberrante de miRNAs y cáncer fue informada 

por Calin et al. [46], quienes demostraron una disminución de la expresión de los miRNA-15a 

y miRNA-16-1 en pacientes con leucemia linfocítica crónica. En tumores sólidos, el grupo de 

Michael et al. [47], identificaron 28 miRNAs cuya expresión era diferente en adenocarcinoma 

de colon respecto de mucosa normal, y también encontraron disminución de los niveles de ex-

presión de los miRNA-413 y miRNA-145 en tejido tumoral respecto de su correspondiente te-

jido normal. Los estudios de expresión de genoma completo han demostrado que casi todos los 

tipos de cáncer presentan perfiles específicos de genes de miRNA sobreexpresados y reprimi-

dos. Diferentes estudios han descrito perfiles específicos de expresión de miRNAs en CM, glio-

blastoma primario, carcinoma hepatocelular, carcinoma papilar de tiroides y cáncer de pulmón. 

En un amplio estudio que analizó los perfiles de expresión en 540 muestras de 5 tumores sólidos 

(pulmón, mama, próstata, colon, y páncreas), se encontró que un grupo de 43 miRNAs estaban 

desregulados en comparación a tejidos normales [48]. La Tabla 2 muestra la alteración de los 

perfiles de expresión que han sido detectados en diferentes tipos de tumores humanos [49].  
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Tabla 2. MicroRNAs más frecuentemente sobreexpresados (negrilla) y reprimidos (cursiva) en 

cánceres humanos (extraido de Negrini M. 2009 [49]). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Evidencia creciente muestra que los miRNAs pueden actuar como oncogenes cuando su blanco 

son moléculas oncosupresoras o como supresores tumorales cuando su blanco son oncogenes 

(Figura 5) [49, 50]. Además, un mismo miRNA puede funcionar como oncogén o supresor tu-

moral dependiendo del tipo de cáncer y del contexto celular [51]. En diferentes tipos de cáncer 

se ha reportado dualidad de función para muchos miRNAs. Un ejemplo es el caso del miRNA-

125b, el cual presenta disminución de su expresión en carcinoma ovárico, de tiroides, cáncer de 

mama y carcinoma de células escamosas, en todos estos cánceres, el miRNA actúa como supre-

sor tumoral [52], Por el contrario, el miRNA-125b actúa como oncogén en glioblastoma, cáncer 

de próstata y neuroblastoma. También se ha descrito dualidad de función en diferentes tipos de 

cáncer para los miRNA-181a, miRNA-181c y miRNA-220 [53]. 
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Figura 5. MicroRNAs como supresores de tumores y oncogenes. (a) En células normales, la transcripción, pro-

cesamiento y unión de miRNAs a secuencias mRNA blanco conduce a la represión de sus genes diana, ya sea por 

inhibición de la traducción del mRNA o degradación del mRNA. (b) La expresión reducida de un miRNA que 

actúa como supresor de tumores, como resultado de una deleción cromosómica o defectos en cualquier etapa de la 

biogénesis del miRNA (indicado por signos de interrogación) conduce a un aumento de la síntesis de la oncopro-

teína blanco (cuadrados violetas), gatillando el desarrollo de un fenotipo oncogénico. (c) El aumento de la expresión 

de un miRNA que actúa como oncogén, como resultado de la amplificación o sobreexpresión del gen del miRNA, 

conduce a la represión de un gen supresor de tumores (rosa), favoreciendo el desarrollo de un fenotipo oncogénico. 

ORF: marco de lectura abierto; mGpppG: 7-metilguanosina (extraído de Esquela-Kerscher & Slack, 2006 [34]). 

 

3.5.2. microRNAs y su relación con cáncer de mama 

 

La variación en los niveles de expresión de distintos miRNAs maduros se ha asociado al desa-

rrollo y progresión de múltiples cánceres humanos [34, 54]. El uso de microarreglos conteniendo 

todos los miRNAs humanos conocidos ha permitido identificar a los miRNAs que presentan 
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expresión diferencial entre muestras de tejido normal y tumoral. Esta estrategia ha ayudado a 

identificar a los miRNAs involucrados en los cánceres humanos. Respecto al CM, Iorio et al. 

[55], utilizando un microarreglo de miRNAs, evaluó el perfil de expresión de miRNAs en 10 

tejidos normales y en 76 de CM. Los autores identificaron 29 miRNAs cuya expresión estaba 

significativamente desregulada (p<0.05) e identificaron un grupo pequeño conformado por 15 

miRNAs cuya expresión diferencial permitió predecir correctamente si la muestra correspondía 

a tejido mamario normal o tumoral con un 100% de precisión. Entre los miRNAs diferencial-

mente expresados, los que presentaron desregulación consistente en CM fueron los miRNA-

10b, miRNA-125b, miRNA-145, miRNA-21 y miRNA-155. Tres de estos, miRNA-10b, 

miRNA-125b y miRNA-145 mostraron disminución de su expresión, y los otros dos estuvieron 

sobreexpresados, sugiriendo que estos miRNAs actúan como supresores tumorales y oncogenes 

respectivamente. Además, estos autores identificaron en muestras tumorales, miRNAs cuya ex-

presión se correlacionó con características biopatológicas específicas del CM, como expresión 

de receptores de estrógeno (RE) y progesterona (RP) (miRNA-30), metástasis en ganglios lin-

fáticos (let-7f-1, let-7a-3 y let-7a-2) y alto índice proliferativo (let-7c y let-7d). Blenkiron et al. 

[56], a través de técnicas de perfiles de expresión de miRNAs, identificó 133 miRNAs que per-

mitieron clasificar distintos subtipos moleculares de tumores mamarios: Luminal A 

(RE+/RP+/Her2-), Luminal B (RE+/RP+/Her2+), tipo Her2(+) (RE-/RP-/Her2+), tipo Basal 

(triple negativo) (RE-/RP-/Her2-), y normal. Iyevleva et al. [57], demostraron que los miRNA-

21, miRNA-10b y miRNA-31 se encontraban sobreexpresados en CM bilateral respecto de CM 

unilateral (p=0,0001, p=0,0004 y p=0,0002, respectivamente. 

 

3.5.3. Polimorfismos de nucleótido único en genes de microRNAs y asociación con susceptibi-

lidad al cáncer de mama 

 

Los polimorfismos de nucleótido único (SNPs) son la forma más común de variación presente 

en el genoma humano. Los SNPs presentes en genes de miRNA pueden alterar su expresión o 

maduración llevando a una regulación aberrante, o alterando la afinidad y especificidad de su 

unión a su mRNA blanco [58]. Muchos estudios epidemiológicos han evaluado la asociación de 

SNPs en miRNAs con susceptibilidad al CM en casos de población europea, asiática, arábica y 

judía [54].  
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Chen et al. [58], estudiaron la asociación entre el SNP rs2910164:G>C, ubicado en el miRNA-

146a, y edad de diagnóstico del CM. Los autores informaron que los casos con CM/CO 

BRCA1/2-negativos portadores de los genotipos GC o CC, presentaron un diagnóstico signifi-

cativamente más temprano que aquellos con genotipo GG (homocigoto común). En un análisis 

posterior, Hu et al. [59], en mujeres chinas de etnia Han, encontraron que el miR-196a2 

rs11614913:T> C y miR-499 rs3746444:A>G se asociaron con mayor riesgo de CM (OR =1.23; 

[IC del 95% 1.02-1.48] y OR=1.25 [IC del 95% 1.02-1.51], respectivamente) en una forma dosis 

dependiente (p-trend 0.010 y 0.037, respectivamente). Además, los ORs para genotipos combi-

nados TC/CC del rs11614913 y AG/GG del rs3746444 fueron mayores en los casos más jóvenes 

correspondiendo a 1.32 (IC de 95% 1.03-1.70) y 1.34 (IC del 95%, 1.04-1.07), respectivamente. 

Los autores sugirieron que estos SNPs podrían contribuir a la susceptibilidad del CM, siendo 

esta, la primera evidencia de que SNPs en miRNA podrían utilizarse como biomarcadores para 

susceptibilidad al CM. Sin embargo, las asociaciones previamente informadas fueron negadas 

por Catucci et al. [60], quienes reportaron ausencia de asociación entre los SNP rs2910164, 

rs11614913 y rs3746444 y riesgo de CM, o edad de inicio del CM en pacientes alemanes e 

italianos con CM BRCA1/2-negativos. Pastrello et al. [61], en pacientes italianas con cáncer de 

mama y ovario familiar BRCA1/2-negativo sugirió que miR-146 rs2910164 puede afectar la 

edad de inicio del cáncer. Considerando que los resultados de los estudios de asociación entre 

los SNPs rs11614913 y rs2910164 y riesgo de CM no son concluyentes, Gao et al. [62], reali-

zaron un meta análisis que incluía estudios de casos y controles de poblaciones alemanas, ita-

lianas y chinas. Los autores encontraron que los individuos portadores del genotipo CC del SNP 

rs11614913 (miR-196a2) se asoció con un mayor riesgo de CM (OR=1.30 [IC del 95%, 1,01-

1.68]). Sin embargo, no se observó una asociación significativa entre el rs2910164 (miR-146a) 

y riesgo de CM en todos los modelos genéticos testeados. Además, el grupo de García et al. 

[63], no encontraron asociación del SNP rs2910164:G>C con riesgo de CM en portadores de 

mutaciones BRCA1 y BRCA2, y concluyeron que es poco probable que este SNP tenga sea im-

portante para el riesgo de CM. Posteriormente, el meta análisis realizado por Lian et al. [64], 

mostró que en población europea, el genotipo homocigoto CC del rs2910164:G>C se asoció 

con mayor riesgo de CM en condición homocigota y modelo recesivo. Sin embargo, el meta 

análisis realizado por Srivastava et al. [65], informó asociación entre el rs11614913 y riesgo de 

CM. Alshatwi et al. [66], evaluaron la asociación de los SNPs rs11614913, rs2910164 y 
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rs3746444 con el riesgo de CM en un estudio caso-control en una población de Arabia Saudita. 

Los autores encontraron una asociación significativa entre los rs11614953 y rs3746444 y riesgo 

de CM. Sin embargo, no se encontró asociación entre el rs2910164 y riesgo de CM. 

 

A la fecha, los SNPs más estudiados incluyen a los rs11614913 (miR-196a2), rs3746444 (miR-

499), rs895819 (miR-27a), rs2910164 (miR-146a) y rs6505162 (miR-423), lo cuales se han rea-

lizado en casos de poblaciones europeas, asiáticas, árabes y judías. Además, la mayoría de los 

estudios han sido realizados en casos de CM esporádico. Con la excepción de un estudio en 

población brasileña, la variación en miRNAs no se ha estudiado en poblaciones Latinoamerica-

nas. Teniendo en cuenta que la variación intrapoblacional es específica, para utilizar un miRNA 

como biomarcador de susceptibilidad para CM, es necesario conocer previamente su variación 

en una población específica. 

 

3.5.4. miRNA-423 (rs6505162) y su rol en tumorogénesis mamaria  

 

Evidencia reciente ha mostrado que el miRNA-423 (miR-423) juega un rol importante en la 

tumorogénesis mamaria. El grupo de Dai et al. [67], mostró que el miR-423 aumenta la invasión 

de células de CM a través de la vía de señalización NF-κB, dando indicios del posible uso del 

miR-423 como un marcador pronóstico y terapéutico para el CM metastásico. El trabajo de Xia 

et al. [68], demostró que el miR-423 actúa como un oncogén promoviendo la proliferación y 

migración de células tumorales de mama a través de la inhibición de la expresión de ZFP36. 

 

El rs6505162:C>A, se ubica en el cromosoma 17q11.2, específicamente se localiza en la región 

del pre-miR-423 a 12 pb del extremo 3’ terminal del miR-423 maduro. Diferentes estudios han 

evaluado la asociación entre el rs6505162 y riesgo de desarrollar CM. Kontorovich et al. [69], 

mostraron que, en población judía, el rs6505162 se asoció con un aumento significativo de CM 

y de ovario (OR=2.84 [IC del 95% 1.17-6.85] p=0.021 y OR=2.77 [IC del 95% 1.11-6.9] 

p=0.028, respectivamente). Por el contrario, Smith et al. [90], en mujeres australianas caucási-

cas, informaron que el rs6505162 reduce el riesgo de CM esporádico (OR=0.5 [IC del 95% 

0.27-0.92] p=0,03). Un meta-análisis publicado por Chen et al. [58], que incluyo diferentes 

SNPs, mostró que no hay asociación entre el SNP rs6505162 y riesgo de CM. Sin embargo, este 
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meta-análisis incluyó solo dos estudios de asociación del SNP rs6505162, lo cual es una impor-

tante limitación para interpretar los resultados. Morales et al. [70], publicaron los resultados de 

asociación entre el rs6505162 y CMH en población chilena, estos mostraron que el SNP 

rs6505162:C>A aumenta el riesgo de CM en familias con fuerte historia familiar de CM. En 

estas familias, el genotipo homocigoto AA se asoció con aumento del riesgo de CM (OR=1.7 

[95% IC 1.0-2.0] p=0.05). 

 

Los estudios de asociación requieren de estudios funcionales que validen las asociaciones en-

contradas y establezcan el rol de un SNP específico en la tumorogenesis. En relación con el rol 

del SNP rs6505162 en la tumorogénesis mamaria, estudios preliminares realizados por Zhao et 

al. [71], informaron que el rs6505162 alelo A: a) afecta la expresión del miRNA maduro; b) que 

en células tumorales de CM se expresan ambas hebras del miRNA 3p y 5p, y c) que la hebra 3p 

es la que podría tener un rol potencialmente oncogénico en la tumorogénesis del CM. A la fecha, 

no se han publicados otros estudios funcionales que informen acerca del rol del rs6505162C>A 

en el CM.   

 

3.5.5. miRNA-27a (rs895819) y su rol en tumorogénesis mamaria 

 

Diferentes estudios han demostrado que el miRNA-27a (miR-27a) muestra actividad oncogé-

nica regulando factores de transcripción específicos que activan expresión génica. Tang et al. 

[72], demostraron que la sobreexpresión del miR-27a se asocia con menor sobrevida en pacien-

tes con CM, lo que sugiere que el miR-27a podría ser un marcador de progresión para este 

cáncer. Jiang et al. [73], realizaron un estudio en células de CM que confirmó por primera vez 

que el miR-27a se une al mRNA de gen F-box y dominio de repetición WD 7 (FBXW7). Los 

resultados de este estudio concluyeron que el miR-27a cumple un rol fundamental en la regula-

ción de la metástasis del CM inhibiendo la expresión de FBXW7, y proporcionando evidencia 

del posible uso del miR-27a en la terapia del CM. Alternativamente, existe evidencia reciente 

que sugiere un rol protector del miR-27a en la tumorogénesis mamaria.  El trabajo realizado por 

Ljepoja et al. [74], informó que el miR-27a sensibiliza las células de CM luminal A al trata-

miento con moduladores selectivos del receptor de estrógenos. Los autores determinaron que 

los pacientes con CM RE positivo sometidos a tratamientos endocrinos y con elevados niveles 

de expresión del miR-27a, presentaban mayor sobrevida al CM. Ueda et al. [75], utilizando 
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perfiles de expresión de miRNAs, determinaron que el miR-27a funciona como un regulador 

negativo de la supervivencia y quimioresistencia de células troncales de CM.  

 

El rs895819:A>G se localiza a 40 pb respecto del primer nucleótido de la secuencia madura del 

miR-27a. Se ha demostrado que este SNP podría afectar la estructura secundaria del pre-miR-

27a, alterando el procesamiento y/o la maduración del miR-27a [76]. En el miR-27a sólo se han 

realizado estudios de asociación entre SNP rs895819 y riesgo de CM, siendo esta variante una 

de las más estudiadas en miRNAs (Figura 6). Estos se han realizado en 3 de los 5 continentes 

(Asia, Europa y América). En Asía, se han realizado estudios en Chima, Irán e Israel; en Europa, 

en Alemania e Italia; y en América solo en Chile [77]. En familias alemanas con CM familiar, 

el MAF (alelo G) mostró un efecto protector en: a) casos con edad de diagnóstico <50 años 

(OR=0.83 [95 % IC 0.7−0.9] p=0.03) y b) casos con CM bilateral (OR=0.70 [95% IC 0.5−0.9] 

p=0.02) [78]. Sin embargo, los resultados obtenidos por Catucci et al. [79] en familias italianas 

con CM, no mostraron asociación del rs895819 con riesgo de CM. En población China, Zhang 

et al. [80], informaron que, en CM esporádico, solo en mujeres jóvenes (<48 años) portadoras 

del alelo G (A/G+G/G) se observó reducción significativa del riesgo de CM (OR=0.5 [95% IC 

0.3−0.8] p=0.01). En población iraní, los estudios de Mashayekhi et al. [81] y Parchami-Barjui 

et al. [82] determinaron que el alelo G del rs895819 disminuye el riesgo de desarrollar CM 

sugiriendo que este SNP podría tener un efecto protector para el desarrollo de CM. En población 

chilena, Morales et al. [70], mostraron que el genotipo G/G del rs895819:A>G (pre-miR-27a) 

reduce el riesgo de CM en casos BRCA1/2-negativos pertenecientes a familias con moderada 

historia familiar de CM. 
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Figura 6. Número de estudios de asociación realizados en miRNAs (extraído de Arancibia, T. 2021 [77]).  

 

3.5.6. miRNA-182 (rs4541843) y su rol en tumorogénesis mamaria 

 

El miRNA-182 (miR-182) es uno de los tres miRNAs que pertenecen al cluster miRNA-

183/96/182, el cual se ubica en 7q32.2 [83]. Varios estudios han confirmado que los miRNAs 

pertenecientes a este cluster muestran alteración de su expresión en algunos tipos de cánceres 

[84]. Específicamente, se ha observado que el miR-182 se sobreexpresa en diferentes subtipos 

de CM, funcionando como un miRNA oncogénico, promoviendo la proliferación y migración 

de las células tumorales mamarias [85]. Moskwa et al. [86], reportaron que el complejo Argo-

nauta/miR-182 se asocia selectivamente con el transcrito BRCA1 y que el miR-182 regula ne-

gativamente la expresión de BRCA1. Por lo tanto, la sobreexpresión del miR-182 reduce los 

niveles de la proteína BRCA1 disminuyendo la eficiencia del proceso de RH, el cual está invo-

lucrado en la reparación de fracturas de doble hebra del DNA. Krishnan et al. [87], experimen-

talmente validaron que el miR-182 interrumpe el proceso de RH, ya que se une a varios mRNAs 

blancos que codifican para proteínas de esta vía.  

 



22 

 

El rs4541843:C>T se localiza muy cerca del pre-miR-182, específicamente en la región del pri-

miR-182. El estudio de Mansouri et al. [88], evaluó la asociación entre el rs4541843:C>T y el 

riesgo de CM en población iraní, informando que el alelo T del rs4541843 disminuye el riesgo 

de desarrollar CM (OR=0.5, p=0.01). Los autores también indicaron que el rs4541843 podría 

influir en el procesamiento del miR-182 maduro al afectar el sitio de corte de la enzima Drosha. 

Este estudio es el segundo que ha evaluado la asociación del rs4541843:C>T con una patología 

humana. 

 

A la fecha, en el mundo y en Chile, el 70% de las familias con CM son BRCA1/2-negativas, los 

genes de susceptibilidad conocidos solo explican el 50% de los casos de CM BRCA1/2-negati-

vos. Se ha planteado que parte del 50% restante podrían ser consecuencia de la desregulación 

génica producto de la variabilidad genética existente en los miRNAs que regulan genes esen-

ciales para el desarrollo de CM. Considerando la información precedente, en esta tesis se eva-

luará: 1) la asociación del rs4541843 (pri-miR-182) con CM familiar y con CM esporádico con 

diagnóstico temprano, en pacientes chilenos con CM y negativos para mutaciones en los genes  

BRCA1/2; y 2) el posible rol funcional en la tumorogénesis mamaria de los SNPs en miRNAs 

rs6505162 (pre-miR-423), rs895819 (pre-miR-27a) y rs4541843 (pri-miR-182).  

 

Los resultados de esta tesis podrían permitir: a) Establecer si el rs4541843 se asocia con riesgo 

de CM en pacientes chilenas BRCA1/2-negativo, y b) determinar si las variantes genéticas 

rs6505162, rs895819 y rs4541843 podrían desregular la expresión de los miRNAs maduros e 

inducir tumorogénesis. La validación del rol funcional de un SNP específico en un miRNA 

específico asociado con riesgo de CM familiar, permitiría evaluar su uso como marcador diag-

nóstico o de pronóstico. 
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4. HIPOTESIS 

 

En población chilena, el SNP rs4541843 (pri-miR-182) se asocia con susceptibilidad al CM 

familiar BRCA1/2-negativo y los SNPs rs6505162 (pre-miR-423), rs895819 (pre-miR-27a) y 

rs4541843 (pri-miR-182) participan en la tumorogénesis mamaria.  

 

5. OBJETIVOS GENERALES Y ESPECÍFICOS 

 

Objetivo General 1 

 

Determinar si el SNP rs4541843 (pri-miR-182) se asocia con riesgo de CM en pacientes con 

CM familiar y negativas para mutaciones en BRCA1/2.  

 

Objetivos específicos para el Objetivo General 1 

 

Determinar las frecuencias alélicas y genotípicas del rs4541843 en 440 casos con CM BRCA1/2-

negativos y en 1048 controles.  

 

Comparar estadísticamente las frecuencias alélicas y genotípicas del rs4541843 en casos y con-

troles.  

 

Determinar la asociación del rs4541843 con riesgo de CM en casos BRCA1/2-negativos.  

 

Objetivo General 2 

 

Determinar in vitro el rol de los SNPs rs6505162, rs895819 y rs4541843 en la tumorogénesis 

mamaria evaluando los niveles de expresión de los miRNAs, la proliferación, apoptosis, migra-

ción e invasión celular.   
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Objetivos específicos para el Objetivo General 2 

 

Evaluar el efecto de los rs6505162, rs895819 y rs4541843 en los niveles de expresión del miR-

423-3p, miR-423-5p, miR-27a-3p, miR-27a-5p, miR-182-3p y miR-182-5p en las líneas celu-

lares MDA-MB-231, MCF-7 y MCF-10A. 

 

Determinar el efecto de los rs6505162, rs895819 y rs4541843 sobre el índice de proliferación y 

apoptosis en las líneas celulares MDA-MB-231 y MCF-7. 

 

Determinar el efecto de los rs6505162, rs895819 y rs4541843 sobre la migración e invasión en 

las líneas celulares MDA-MB-231 y MCF-7.  
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6. METODOLOGÍA Y PACIENTES 

 

6.1. Casos con CM hereditario (CMH) (Grupo A, n=440)  

 

Los criterios de selección para los casos con CMH corresponden a los establecidos en la litera-

tura [19, 89, 90]. Estos criterios fueron los siguientes: 1) existencia en la familia de al menos 

dos familiares de primer grado con CM y/o cáncer de ovario (CO) diagnosticados a cualquier 

edad; 2) existencia en la familia de al menos dos familiares de primer o segundo grado con CM 

diagnosticado antes de los 50 años; 3) existencia en la familia de al menos tres familiares de 

primer o segundo grado con CM con al menos uno diagnosticado antes de los 40 años; 4) exis-

tencia en la familia de al menos un familiar con CO diagnosticado antes de los 50 años y al 

menos un familiar con CO diagnosticado a cualquier edad; 5) existencia en la familia de al 

menos un familiar varón con CM diagnosticado a cualquier edad y al menos una mujer familiar 

diagnosticada de CM a cualquier edad; 6) existencia en la familia de al menos un familiar diag-

nosticado con CM antes de los 30 años; y 7) existencia en la familia de al menos un familiar con 

CM bilateral y otro familiar de primer o segundo grado con CM. 

 

6.2. Controles (Grupo B, n=1048) 

 

Este grupo incluyó individuos sanos sin antecedentes familiares de CM. Los controles fueron 

emparejados con los casos por edad, sexo y residencia. 

 

6.3. Fuente de obtención de muestras  

 

 Los pacientes con CMH (Grupo A) fueron seleccionados por el grupo de la Dra. Lilian Jara 

desde los registros de las clínicas públicas y privadas del Área Metropolitana. Todos los pacien-

tes tenían diagnóstico y estudio histológico confirmado. Los pacientes seleccionados fueron 

contactados por teléfono e invitados a conocer los objetivos del estudio, los beneficios poten-

ciales, los procedimientos involucrados y las implicaciones del estudio genético. A los pacientes 

incluidos en el estudio, se les solicitó: a) completar un cuestionario que incluyó preguntas sobre 

su historial médico y reproductivo, etnia y factores de riesgo (Anexos); b) firmar un formulario 
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de consentimiento informado en el que se detallan todos los procedimientos del estudio 

(Anexos), y c) donar una muestra de sangre periférica. Con los datos obtenidos del cuestionario, 

se reconstruyó la genealogía de las familias.  

 

Los individuos del grupo control (Grupo B) fueron reclutados de diferentes fuentes a las cuales 

tienen acceso las mujeres que cumplían con los criterios de inclusión. Los individuos del grupo 

control también completaron un cuestionario y firmaron el formulario de consentimiento infor-

mado (Anexos).  

 

Los participantes del estudio fueron informados de que podían conocer los resultados de la 

prueba genética cuando correspondiera solicitándola al investigador responsable del proyecto. 

Toda la información recopilada se ha mantenido en absoluta confidencialidad en el laboratorio. 

Este trabajo de Tesis forma parte del proyecto FONDECYT vigente N°1200049 el cual fue 

aprobado por el Comité de Ética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (Comité 

de Ética de la Investigación en Humanos) (Anexos). 

 

6.4. Validación de los tamaños muestrales  

 

Con el objetivo de aumentar el poder estadístico (1-β) para las pruebas aplicadas, se utilizó un 

tamaño muestral de 400 casos para el grupo A y de 1000 para el grupo B, a lo menos 2 controles 

por caso. El tamaño muestral se validó utilizando el programa Quanto 1.2 [91], el cual fue dise-

ñado para determinar el tamaño muestral requerido para estudios de asociación. 

 

6.5. Extracción de DNA 

 

Cada participante donó 10 mL de sangre periférica, la cual fue recolectada en un vacutainer con 

EDTA como anticoagulante. El DNA fue extraído mediante técnicas estándar [92]. Se deter-

minó la concentración del DNA obtenido y el grado de pureza mediante absorbancia a 280/260 

nm en un equipo de cuantificación Nanodrop.  
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6.6. Detección de mutaciones puntuales en las secuencias codificantes completas de los genes 

BRCA1 y BRCA2 

 

La presencia de mutaciones puntuales en todos los exones y regiones adyacentes de los genes 

BRCA1/2 se realizó mediante secuenciación de SANGER. El grupo de la Dra. Lilian Jara posee 

en sus registros 650 muestras de pacientes con CM que fueron analizadas para la detección de 

mutaciones puntuales en los genes BRCA1/2. De estas 650 muestras, 500 fueron negativas para 

mutaciones en BRCA1/2 y fueron seleccionadas para el estudio de otros genes de susceptibili-

dad. 

 

6.7. Genotipificación del SNP rs4541843 pri-miR-182 

 

Para genotipificar el SNP rs4541843 (pri-miR-182), en casos (n=440) y controles (n=1048), se 

diseñó un ensayo TaqMan (Applied Biosystem, Foster City, CA), lo cual fue parte de la Tesis 

Doctoral del Dr. Tomás de Mayo. Este ensayo TaqMan personalizado, fue diseñado para am-

plificar específicamente la región del rs4541843 ubicado en el pri-miR-182 y el diseño se envió 

a la empresa Thermo Fisher para su fabricación. La reacción de PCR se realizó en un volumen 

final de 10 µl conteniendo 5 ng de ADN genómico, 1X de TaqMan Genotyping Master Mix y 

1X de TaqMan SNP Genotyping Assay y se llevó a cabo en un equipo de PCR en tiempo real 

StepOnePlus (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los ciclos de amplificación fueron inicia-

dos con 10 minutos a 95°C seguido de 40 ciclos, cada uno de: 92°C por 15 segundos y 60°C por 

1 minuto. Cada ciclo de genotipado incluyo DNA control de los genotipos homocigotos CC y 

TT confirmados por secuenciación de Sanger. Los alelos fueron asignados utilizando el software 

StepOne V2.2 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Como control de calidad se repitió la 

genotipificación en ~10% de las muestras.  

 

6.8. Líneas celulares 

 

La línea celular epitelial no tumoral de mama (MCF-10A) y las líneas celulares de CM (MCF-

7 y MDA-MB-231) se adquirieron en la American Type Culture Collection (Manassas, EE. 
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UU.). La línea celular MCF-10A es una línea no tumorigénica y es el modelo de células mama-

rias normales más comúnmente utilizado. La línea celular MCF-7 es RE +, PR + y HER2 -, por 

lo tanto, se puede clasificar como subtipo luminal A. La línea celular MDA-MB-231 es una 

línea triple negativa, es decir, RE -, RP - y HER2 -. Además, ambas líneas celulares de CM son 

negativas para mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2. Las células MCF-10A se cultivaron 

en Dulbecco’s minimal essential medium F-12 (DMEM/F-12) suplementado con suero de caba-

llo al 5% (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Las células MCF-7 y 

MDA-MB-231 fueron sembradas en DMEM con alto contenido de glucosa y suplementado con 

suero fetal de bovino al 10% (SFB Gibco; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). 

Las células se cultivaron a 37°C en una atmósfera humidificada y con una concentración de CO2 

al 5%. Las células fueron recolectadas cuando alcanzaron una confluencia del 70-80% para su 

uso en experimentos posteriores.  

 

6.9. Construcción de los vectores de expresión  

 

Se diseñaron 3 pares de partidores, para la amplificación por PCR convencional de los pre-miR-

423, pre-miR-27a y pri-miR-182 (Tabla 3) a partir de DNA genómico extraído de pacientes 

homocigotos CC y AA para el rs6505162, AA y GG para el rs895819, y CC y TT para el 

rs4541843. Los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa al 1%, desde los cuales las 

bandas correspondientes a cada miRNA fueron cortadas y purificadas utilizando el kit de puri-

ficación Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo (Invitrogen; Thermo Fisher Scien-

tific, Waltham, MA, EE. UU.). Cada amplificado fue insertado en el vector de expresión 

pcDNA3.3 TOPO-TA (Figura 7) utilizando el kit pcDNA™3.3-TOPO® TA Cloning (Invitro-

gen; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Para lo anterior, se prepararon tres 

mezclas de transformación con los siguientes reactivos: 4 µl de cada producto de PCR, 1 µl de 

solución salina y 1 µl de vector TOPO®. Cada mezcla se incubó durante 15 min a temperatura 

ambiente. Para la reacción de transformación, se añadieron 2 µl de cada mezcla de transforma-

ción a un shot de bacterias E. coli quimiocompetentes suministradas en el kit, y luego estas 

fueron sometidas a un golpe de calor por 30 sec a 42°C. Una vez realizado el golpe de calor, las 

bacterias fueron inmediatamente transferidas a un recipiente con hielo. Posteriormente, se aña-

dieron 250 ul de medio S.O.C, a temperatura ambiente, a cada shot de bacterias y se incubaron 



29 

 

en agitación por 1 h a 37°C. Finalmente, se sembraron 4 placas de agar LB suplementado con 

1x de ampicilina, cada una con 4 volúmenes diferentes (10 µl, 20 µl, 30 µl y 40 µl) de bacterias 

transformadas y se incubaron durante toda la noche a 37°C. Las placas en las cuales crecieron 

colonias bacterianas, fueron seleccionadas y amplificadas en medio LB líquido suplementando 

con 1x de ampicilina en un matraz de 200 ml durante toda la noche para su posterior extracción 

con el kit midiprep NucleoBond™ Xtra Midi Plus (Macherey-Nagel, Duren, Germany). La co-

rrecta inserción de los pre-miR-423-A, pre-miR-423-C, pre-miR-27a-A, pre-miR-27a-G, pri-

miR-182-C y pri-miR-182-T en el vector de expresión se confirmó mediante secuenciación de 

SANGER.  

 

Tabla 3. Partidores para la amplificación de los pre- y pri-miRNA 

 Hebra Secuencia Tamaño producto de PCR 

Pre-miR-423 
Sentido 5'-CCGAAGTTTGAGGGAGAAACT-3' 

195 pb 
Antisentido 3'-CCCTCTAAGGAAGCCAGGAA-5' 

Pre-miR-27a 
Sentido 5'-AGCTCTGCCACCGAGGAT-3' 

300 pb 
Antisentido 3'-CAAGGCCAGAGGAGGTGAG-5' 

Pri-miR-182 
Sentido 5'-CCTGCAGGAAGGACCTTGT-3' 

336 pb 
Antisentido 3'-ATGCAGGGAAACACAGAGTG-5' 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Esquema del vector pcDNA 3.3-TOPO y secuencias insertadas en el vector de expresión. (A) El vector 

posee un promotor fuerte de citomegalovirus (PCMV), un gen de resistencia a ampicilina como marcador de selección 

para clonación y un gen de resistencia para neomicina como marcador de selección para transfección estable. (B) 

Las tres secuencias insertadas en el vector se muestra de acuerdo a los colores: secuencia de unión de primers (gris), 

secuencias flanqueantes (cian), pre-miRNA (verde), miRNA maduro (amarillo) y posición del SNP (lila).    

A B 
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6.10. Transfección de los vectores de expresión recombinantes 

 

Para la transfección de los vectores de expresión recombinantes, las líneas celulares MCF-10A, 

MCF-7 y MDA-MB-231 se sembraron 3x106 células de cada línea celular en placas de 60 mm 

y se incubaron durante toda la noche a 37°C en una atmósfera humidificada con 5% de CO2. 

Finalizada la incubación, para cada línea celular se prepararon 7 mezclas de transfección conte-

niendo 1,5 ug (15 µl) de cada vector de expresión recombinante (pre-miR-423-A, pre-miR-423-

C, pre-miR-27a-A, pre-miR-27a-G, pri-miR-182-C y pri-miR-182-T o vector vacío), 4 µl de 

Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.), y 181 µl 

de medio de cultivo optimem (Invitrogen), el cual facilita la transfección celular. Cada mezcla 

de transfección fue incubada durante 30 min a temperatura ambiente. Luego, las células fueron 

lavadas con 2 veces con PBS 1x y el medio de cultivo fue reemplazado por 3 ml de DMEM sin 

SFB, A cada una de las placas de células sembradas se le añadieron 200 µl de cada mezcla de 

transfección y 3 ml medio de cultivo se incubaron con a 37°C en una atmósfera humidificada 

con 5% de CO2 durante 6 h. Posterior al tiempo de incubación, las células se lavaron 2 veces 

con PBS 1x y se incubaron con 3 ml de medio de cultivo DMEM con SFB durante 48 h. Poste-

riormente, las células transfectadas fueron tratadas durante tres semanas con Neomicina G418 

(800 µg/ml) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.), para seleccionar las células que mantie-

nen el plásmido el cual contiene un gen de resistencia a este antibiótico. Luego de este tiempo 

las células que sobrevivieron se consideraron células estables. Se generaron siete grupos de po-

blaciones de células estables para cada línea celular que corresponden a las siguiente: pre-miR-

423-A, pre-miR-423-C, pre-miR-27a-A, pre-miR-27a-G, pri-miR-182-C, pri-miR-182-T y vec-

tor vacío.  

 

6.11. Extracción de RNAs pequeños    

 

A partir de las células de CM y de las células normales transfectadas, se extrajeron los RNAs 

pequeños totales utilizando el kit mirVana (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, EE. UU.). Las células transfectadas estables fueron lisadas con 400 µl de buffer de lisis 

suministrado en el kit y luego se añadió 1/10 de volumen de solución aditiva homogenizada. El 
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lisado se incubó durante 10 min en hielo y posteriormente se añadieron 400 µl de fenol:cloro-

formo. La solución final se homogenizó vigorosamente en un vortex durante 1 min y se centri-

fugo por 5 min a 10.000 x g.  Se extrajo la fase acuosa (fase en la que se encuentra el RNA) y 

se agregó 1/3 de volumen de etanol, posteriormente la mezcla se cargó en una primera columna 

con un filtro de fibra de vidrio obteniéndose un eluido que contenía los RNAs totales. Para 

enriquecer la fracción de RNAs pequeños (<200 pb) dentro del cual se encuentran los miRNAs, 

se agregaron 2/3 de volumen de etanol y se realizó una segunda filtración en una columna con 

filtro de vidrio. La concentración de RNA se determinó utilizando NanoDrop y la fracción de 

elución conteniendo los RNAs pequeños se almaceno a -80°C.  

 

6.12. Transcripción Reversa  

 

La transcripción reversa de los RNAs pequeños a DNA complementario (cDNA) se realizó uti-

lizando el kit TaqMan microRNA Reverse-Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

EE. UU.). Se preparó una solución de master mix la que contiene para una reacción: 0,15 μl de 

dNTPs 100mM; 1,00 μl de trascriptasa reversa Multiscribe®; 1,50 μl buffer 10X; 0,19 μl inhi-

bidor de RNasa y 4,16 μl de agua libre de nucleasa, la cual se mantuvo en hielo hasta la prepa-

ración de la solución de reacción final. Para cada mezcla de reacción de transcripción reversa se 

utilizó 5 μl de RNAs pequeños a una concentración total de 10 ng, 7 μl de master mix y 3 μl de 

primers incluidos en el kit TaqMan MicroRNA Assay (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

EE. UU.) para las hebras 3p y 5p de los miR-423, miR-27a y miR-182. La reacción de trans-

cripción reversa se realizó en un termociclador Veriti aplicando el siguiente protocolo: 30 min 

a 16°C, 30 min a 42°C, 5 min a 85°C y 10 min a 4°C. El cDNA obtenido a partir de los miRNAs 

en estudio se almacenó a -20°C.  

 

6.13. Análisis de expresión de los miR-423, miR-27a y miR-182 por qPCR 

  

Para determinar los niveles de expresión de las hebras 3p y 5p de los miR-423, miR-27a, y miR-

182, se utilizaron ensayos de microRNA TaqMan específicos para cada miRNAs adquiridos a 

Applied Biosystems. Se preparó una solución de mastermix para las hebras 3p y 5p de los miR-

NAs en estudio. El mastermix incluyó 10 μl de TaqMan® Universal Master Mix II, sin UNG, 

7.67 μl de agua libre de nucleasa, 1.0 μl de sonda TaqMan incluida en el kit TaqMan® MicroRNA 
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Assay y 1.33 μl de cDNA. La qPCR se realizó en un equipo de PCR en tiempo real StepOne 

Plus (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.) siguiendo el siguiente protocolo: 95°C 

durante 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 60 segundos. 

Como control endógeno se utilizó el RNA pequeño U6 (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

EE. UU.). Los niveles de expresión de miRNAs se midieron en función del ciclo umbral (Ct) y 

los niveles de expresión relativa se calcularon utilizando el método 2-ΔΔCt [93]. Todas las reac-

ciones se llevaron a cabo en triplicado 

 

6.14. Ensayo de proliferación celular 

 

Para evaluar el efecto de los SNPs rs6505162:C>A, rs895819:A>G y rs4541843:C>T sobre la 

proliferación de líneas celulares de CM, se utilizó el kit CFSE Cell Division Tracker (BioLegend 

Way, San Diego, CA, EE. UU.) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Brevemente, las 

células MCF-7 y MDA-MB-231 transfectadas estables con los vectores de expresión recombi-

nantes pre-miR-423-A, pre-miR-423-C, pre-miR-27a-A, pre-miR-27a-G, pri-miR-182-C, pri-

miR-182-T o vector vacío, se resuspendieron en 1 ml de medio de cultivo DMEM, se colocaron 

10 µl en una placa de conteo y se contaron en un contador automatizado TC20 (BIORAD). 

Luego, 1x106 células se marcaron con carbocifluoresceina (CFSE) a una concentración de 5 µM 

y se dejaron a temperatura ambiente durante 30 min. Para detener la reacción de marcaje, se 

añadieron 5 volúmenes de DMEM frío. Las células marcadas se plaquearon a una densidad de 

1x105 en placas de multipocillo y se incubaron a 37°C en una atmósfera humidificada con 5% 

de CO2 durante 24 y 48 h. La fluorescencia se midió en un citómetro de flujo BD FACSVer-

seTM (BD Biosciences, San José, CA, EE. UU.). El índice de proliferación se analizó utilizando 

el software FlowJo V.10.1 (BD Biosciences, San José, CA, EE. UU.). El programa calcula el 

índice de proliferación sumando las células de todas las generaciones, dividida por el número 

calculado de células parentales originales. Todos los experimentos se realizaron en triplicado. 

 

6.15. Ensayo de viabilidad y quimioresistencia  

 

Para determinar el efecto de los SNPs rs6505162:C>A, rs895819:A>G y rs4541843:C>T sobre 

la viabilidad y quimioresistencia de células de CM, se realizó ensayo de MTS utilizando el kit 
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CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega Corporation, Ma-

dison, WI, EE. UU.) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Clones de células estables de 

MCF-7 y MDA-MB-231 transfectadas con los vectores pre-miR-423-A, pre-miR-423-C, pre-

miR-27a-A, pre-miR-27a-G, pri-miR-182-C, pri-miR-182-T y vector vacío se resuspendieron 

en 1 ml de medio de cultivo DMEM, se colocaron 10 µl en una placa de conteo y se contaron 

en un contador automatizado TC20 (BIORAD). Luego, 5x104 células se sembraron en placas 

de 96 pocillos y se incubaron por 24 h. Finalizada la incubación, se agregaron diferentes con-

centraciones de cisplatino (0, 40 y 80 µM) y las células se cultivaron durante 48 h a 37°C en 

una atmósfera humidificada conteniendo 5% de CO2. Posteriormente, se añadieron 100 μl de 

reactivo de MTS a cada pocillo y se incubó durante 4 h. Finalizada la incubación, se midió la 

absorbancia a 490 nm en un lector de placas (BioTek Instrument, Inc, Winooski, VT, EE. UU.). 

Todos los experimentos se realizaron en triplicado. 

 

6.16. Análisis de apoptosis 

 

La apoptosis celular fue evaluada midiendo la actividad de caspasas 3/7 utilizando el kit Cas-

pase-Glo 3/7 Assay System (Promega Corporation, Madison, WI, EE. UU.) de acuerdo con el 

protocolo del fabricante. Se sembraron clones de células MCF-7 y MDA-MB-231 transfectadas 

estables con los vectores pre-miR-423-A, pre-miR-423-C, pre-miR-27a-A, pre-miR-27a-G, pri-

miR-182-C, pri-miR-182-T o vector vacío, se resuspendieron en 1 ml de medio de cultivo 

DMEM, se colocaron 10 µl en una cámara de conteo y se contaron en un contador de células 

automatizado TC20 (BIORAD). Luego, 1x104 células se sembraron en placas de 96 pocillos y 

se incubaron durante toda la noche a 37ºC en una incubadora humidificada conteniendo 5% de 

CO2. Posteriormente, para inducir apoptosis, a cada pocillo se agregó una concentración de 0 o 

100 µg/ml de cisplatino y las células se incubaron durante 24 y 48 h a 37ºC en una incubadora 

humidificada conteniendo 5% de CO2. Una vez finalizada la incubación, a cada pocillo se le 

añadió 100 μl de reactivo Caspase-Glo 3/7 (Promega Corporation) y se incubó durante 3 h a 

temperatura ambiente con agitación suave. Para medir la actividad de caspasas 3/7, se midió 

luminiscencia en un lector de placas (BioTek Instrument, Inc, Winooski, VT, EE. UU.). Todos 

los experimentos se realizaron tres veces por triplicado. 

 



34 

 

6.16. Ensayo de invasión y migración  

 

Para determinar el impacto de los SNPs rs6505162:C>A, rs895819:A>G y rs4541843:C>T so-

bre la invasión y migración de líneas celulares de CM, se realizaron ensayos de invasión y mi-

gración celular en placas Transwell de 24 pocillos. Para el ensayo de invasión, la cámara supe-

rior de los pocillos Transwells fue recubierta con 100 µl de Matrigel (Sigma-aldrich, St. Louis, 

MO, EE. UU.) a una concentración de 20 µg/ml. Las células MCF-7 y MDA-MB-231 estables 

transfectadas con los vectores pre-miR-423-A, pre-miR-423-C, pre-miR-27a-A, pre-miR-27a-

G, pri-miR-182-C, pri-miR-182-T o vector vacío se resuspendieron en 200 ul de medio de cul-

tivo sin SFB y 1x105 células se sembraron en la cámara superior de los pocillos Transwell. 

Luego, se añadieron 700 ul de medio de cultivo suplementado con SFB al 10% a la cámara 

inferior de cada pocillo. Las células se incubaron durante 12 a 16 h a 37ºC en una atmósfera 

humidificada conteniendo CO2 al 5%. Finalizado la incubación, las células restantes de la cá-

mara superior (no migratorias) se retiraron con un hisopo de algodón y las células de la cámara 

inferior se tiñeron con cristal violeta al 0,1% mezclado con metanol al 20% durante 1 h a tem-

peratura ambiente. Las células invasivas y migratorias se contaron bajo microscopía óptica a un 

aumento de 40 X en diez campos seleccionados al azar. Como control se utilizaron células de 

CM transfectadas con el vector vacío. Todos los experimentos se realizaron en triplicado. 

 

6.17. Análisis estadístico 

 

El equilibrio de Hardy-Weinberg se calculó para la población control utilizando la prueba de 

chi-cuadrado (función HW Chisq, paquete “HardyWeinberg” v1.4.1). Para establecer la asocia-

ción entre el grupo de casos y controles, se utilizó test exacto de Fisher y para estimar la fuerza 

de asociación se calcularon los Odds ratios (OR) con un 95% de confianza (IC). Para calcular 

los Odds ratios y el test exacto de Fisher se utilizó el programa GraphPad Prism (GraphPad 

Software, La Jolla, CA, EE. UU.). Los análisis estadísticos para los estudios funcionales tam-

bién se realizaron utilizando el programa GraphPad Prism. Los datos se encuentran presentados 

como promedio ± DE y graficados mediante diagramas de caja. Se aplicó prueba de ANOVA 

unidireccional o bidireccional para analizar las diferencias significativas entre grupos. Se con-

sideró que un valor de p<0,05 indica diferencias estadísticamente significativas. 
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7. RESULTADOS 

 

OBJETIVO GENERAL 1: Determinar si el SNP rs4541843 (pri-miRNA-182) se asocia con 

riesgo de CM en pacientes con CM familiar negativas para mutaciones en los genes BRCA1/2.  

 

7.1. Características de las familias incluidas en este estudio. 

 

La Tabla 4 muestra las características de las familias incluidas en este estudio de acuerdo a los 

criterios de inclusión. Todas las familias auto-reportaron tener ancestría chilena desde varias 

generaciones atrás, la que fue confirmada en las entrevistas sostenidas con varios miembros de 

la familia. Del total de las familias, el 16% (70/440) presentaron CM bilateral, 9% (40/440) 

correspondieron a casos con CM y CO, y 1.1% (5/440) correspondieron a familias en las cuales 

había casos de CM varón. El promedio de edad de diagnóstico para los casos de CM fue de 42.1 

años y el 75.2% de los casos presentaron diagnóstico temprano a edades menores o iguales 50 

años. 

 

 Tabla 4. Características de las familias de acuerdo a los criterios de inclusión  

 

      

 

 

 

 

 

 

CM: Cáncer de mama; CO: Cáncer de ovario  

 

 

7.2. Estudio de asociación entre el rs4541843:C>T y riesgo de cáncer de mama.  

 

En el marco de la Tesis Doctoral del Dr. Tomás de Mayo (2018) realizada en el laboratorio de 

la Dra. Lilian Jara, se detectó el rs4541843:C>T ubicado en el pri-miR-182 a través de secuen-

ciación de SANGER de 100 casos con CM pertenecientes a familias 3 o más casos de CM. Este 

SNP se localiza específicamente en la posición 138 río abajo respecto del extremo 5’ del pre-

miR-182. 

Criterios de Inclusión  Número de Familias (%)  

Tres o más miembros de la familia con CM y/o CO  121 (27.5%) 

Dos miembros de la familia con CM y/o CO  148 (33.6%) 

Un afectado con CM y diagnóstico temprano (≤ 35 años) 87 (19.8%) 

Un afectado con CM y diagnóstico entre 36 a 50 años  84 (19.1%) 

TOTAL 440 (100%) 
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Para el estudio de asociación, la muestra de casos de CM fue subdivida en 2 subgrupos, indivi-

duos pertenecientes a familias con 2 o más miembros con CM y/o CO (n=269) (subgrupo A), e 

individuos sin historia familiar de CM y/o CO, pero con diagnóstico temprano de CM (≤ a 50 

años) (n=171) (subgrupo B). El subgrupo A excluye los casos del subgrupo B.  

 

Los resultados del estudio de asociación, mostraron que al comprar el grupo completo de casos 

de CM o el subgrupo B con los controles, no se observaron diferencias significativas en la dis-

tribución alélica ni en la distribución genotípica (p>0.05). Sin embargo, en los casos con CM 

familiar (subgrupo A), el alelo T (MAF), presentó mayor frecuencia en los casos (0.46) que en 

los controles (0.41) siendo la diferencia estadísticamente significativa (p=0.01) (Tabla 5). Ade-

más, en el subgrupo A los homocigotos T/T y los portadores del alelo T (C/T + T/T) presentaron 

un aumento significativo del riesgo de CM (OR=1.5 [95% IC 1.0-2-2] p=0.03 y OR=1.2 [95% 

IC 1.0-1.5] p=0.01, respectivamente) (Tabla 5). Cuando se analizó el efecto del alelo T de 

acuerdo al número de casos de CM en la familia, no se observó asociación entre el rs4541843 y 

el riesgo de CM (Tabla 6). Tampoco se observó asociación entre el SNP rs4541843 y riesgo de 

CM en casos con edad de diagnóstico temprano (≤ a 50 años) (Tabla 6). Los resultados obtenidos 

permiten concluir que el alelo T se asocia con un aumento del riesgo de CM y que los homoci-

gotos T/T y portadores del alelo T (C/T + T/T) aumentan el riesgo de CM en lso casos con CM 

familiar. Es importante destacar que este es el primer estudio de asociación realizado entre el 

SNP rs4541843:C>T y riesgo de una enfermedad humana.    
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Tabla 5. Frecuencias alélicas y genotípicas del SNP rs4541843 en casos BRCA1/2 negativo y en controles. 

CM Cáncer de mama, CO Cáncer de Ovario, OR odds ratio, IC Intervalo de confianza; aTest exacto de Fisher’s; Valores en negrilla son estadísticamente signifi-

cativos (p≤ 0.05). 

 

Tabla 6. Frecuencias alélicas y genotípicas del SNP rs4541843 de acuerdo al número de miembros de la familia con CM BRCA1/2 

negativo y en controles 
 

  Familias con 2 casos de CM y/o OC (n=148) Familias con ≥ 3 CM y/o CO (n=121) 

Genotipos y 

alelos 

Controles (%) 

(n=1048) 
Casos CM (%) pvaluea OR [95% IC] Casos CM (%) pvaluea OR [95% IC] 

rs4541843  (Pri-miR-182) 

C/C 386 (%) 45 (30%) - 1.0 (Ref) 36 (30%) - 1.0 (Ref) 

C/T  473 (%)  70 (47%) 0.2 1.2 [0.8-1.8] 57 (47%) 0.2 1.2 [0.8-1.9] 

T/T  189 (%)  33 (22%) 0.1 1.4 [0.8-2.4] 28 (23%) 0.09 1.5 [0.9-2.6] 

C/T+T/T  662 (%)  103 (69%) 0.1 1.3 [0.9-1.9] 85 (70%) 0.1 1.3 [0.9-2.0] 

Alelo C 1245 (0.59) 160 (0.54) - 1.0 (Ref) 129 (0.53) - 1.0 (Ref) 

Alelo T 851 (0.41)  136 (0.46) 0.09 1.8 [1.4-2.3] 113 (0.47) 0.07 1.2 [0.9-1.6] 

CM Cáncer de mama, CO Cáncer de Ovario, OR odds ratio, IC Intervalo de confianza; aTest exacto de Fisher’s; Valores en negrilla son estadísticamente signifi-

cativos (p≤0.05). 

 

  
Casos de CM totales (n=440) 

Casos familiares con ≥ 2 CM y/o CO 

(n=269) 

Un solo caso de CM con diagnóstico 

temprano ≤ 50 años  (n=171) 

Genotipos y 

alelos 

Controles (%) 

(n=1048) 
Casos CM (%) pvaluea OR [95% IC] Casos CM (%) Pvaluea OR [95% IC] Casos CM (%) pvaluea OR [95% IC] 

rs4541843  (Pri-miR-182) 

C/C 386 (37%) 150 (34%)  - 1.0 (Ref)  81 (30%) - 1.0 (ref)  69 (40%) - 1.0 Ref 

C/T  473 (45%)  205 (47%) 0.4 1.1 [0.8-1.4] 127 (47%) 0.1 1.2 [0.9-1.7]  78 (46%) 0.6 0.9 [0.6-1.3] 

T/T  189 (18%)  85 (19%) 0.4 1.5 [0.8-1.5] 61 (23%) 0.03 1.5 [1.0-2.2]  24 (14%) 0.1 0.7 [0.4-1.1] 

C/T+T/T  662 (63%)  290 (66%) 0.3 1.1 [0.8-1.4] 188 (70%) 0.04 1.3 [1.0-1.8]  102 (60%) 0.3 0.8 [0.6-1.1] 

Alelo C 1245 (0.59)  505 (0.57) - 1.0 (Ref)  289 (0.54) - 1.0 (ref)  216 (0.63) - 1.0 (Ref) 

Alelo T 851 (0.41)  375 (0.42) 0.3 1.0 [0.9-1.2]  249 (0.46) 0.01 1.2 [1.0-1.5]  126 (0.37) 0.2 0.8 [0.6-1.0] 
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OBJETIVO GENERAL 2: Determinar in vitro el rol de los SNPs rs6505162, rs895819 y 

rs4541843 en la tumorogénesis mamaria evaluando los niveles de expresión de los miRNAs, 

proliferación, apoptosis, migración e invasión celular.   

 

7.3. Rol del rs6505162 (pre-miR-423) en la tumorogénesis mamaria  

 

7.3.1. El miR-423 se sobreexpresa en presencia del alelo A del rs6505162 en líneas celulares 

de cáncer de mama 

 

En un artículo previamente publicado por el grupo de la Dra. Jara [70], se determinó que el alelo 

A (MAF) del rs6505162:C>A ubicado en el pre-miR-423 aumentaba el riesgo de CM familiar. 

Para validar el resultado del estudio de asociación obtenido era necesario realizar estudios fun-

cionales. En consecuencia, en esta tesis, se propuso evaluar el efecto del rs6505162:C>A sobre 

la expresión de las hebras 3p y 5p del miR-423 maduro en la línea celular de epitelio mamario 

normal (MCF-10A) y en las líneas celulares de CM MCF-7 y MDA-MB-231. La Figura 8A 

muestra que en la línea celular MCF-10A, los niveles de expresión de los miR-423-3p y miR-

423-5p fueron bajos y similares en las células transfectadas con los vectores pre-miR-423-C o 

pre-miR-423-A. En cambio, en las líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-231, los niveles de ex-

presión de los miR-423-3p y miR-423-5p aumentaron significativamente cuando las células 

fueron transfectadas con el pre-miR-423-A con respecto a las células transfectadas con el pre-

miR-423-C (Figuras 8B y 8C). Estos resultados sugieren que, en células de CM, tanto la hebra 

3p como la 5p del miR-423 maduro se sobreexpresan por la presencia del alelo A del rs6505162 

en el pre-miR-423. 
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Figura 8. La expresión del miR-423 es regulada diferencialmente por el SNP rs6505162:C>A en células de mama 

normal y tumorales. Los niveles de expresión de los miRNAs maduros miR-423-3p y miR-423-5p fueron medidos 

en la línea celular de mama normal MCF-10A (A) y en las líneas celulares de CM MCF-7 (B) y MDA-MB-231 

(C). Las tres líneas celulares fueron transfectadas con los vectores de expresión pre-miR-423-A, pre-miR-423-C o 

con el vector vacío. Las veces de cambio fueron normalizadas respecto del vector vacío. Los datos representan los 

promedios (±DE) de tres experimentos independientes (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001). 

 

7.3.2. El pre-miR-423-A aumenta la proliferación de las células de cáncer de mama 

 

Para evaluar el efecto del rs6505162:C>A sobre la proliferación celular, se utilizaron las líneas 

celulares de CM MCF-7 y MDA-MB-231 transfectadas con los vectores pre-miR-423-A, pre-

miR-423-C o con el vector vacío. La proliferación de ambas líneas celulares transfectadas esta-

bles se evaluó utilizando el ensayo de CFSE a 24 y 48 h. La Figura 9A muestra que no hubo 

diferencias significativas sobre el índice de proliferación en las células MCF-7 transfectadas con 

el pre-miR-423-C en comparación con las células transfectadas con el vector vacío después de 

24 o 48 h. Sin embargo, el índice de proliferación fue significativamente mayor cuando las 

células fueron transfectadas con el pre-miR-423-A con respecto a las células transfectadas con 

el pre-miR-423-C o vector vacío ya sea a 24 o 48 h. La Figura 9B muestra los resultados obte-

nidos en la línea celular MDA-MB-231. No se observaron diferencias significativas en el índice 

B C 

A 
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de proliferación entre las células transfectadas con el pre-miR-423-A, pre-miR-423-C o con el 

vector vacío a las 24 h. Sin embargo, a las 48 h, las células transfectadas con el pre-miR-423-A 

se observó un aumento significativo del índice de proliferación con el respecto a las células 

transfectadas con el pre-miR-423-C o con el vector vacío (p<0.05 y p<0.001 respectivamente) 

(Figura 9B). Estos resultados sugieren que el pre-miR-423-A aumenta significativamente la pro-

liferación de células de CM luminal A y triple negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: La proliferación celular aumenta en presencia del SNP rs6505162:C>A en células de cáncer de mama 

luminal A y triple negativo. El índice de proliferación se midió mediante citometría de flujo utilizando el reactivo 

CFSE en las líneas celulares de CM luminal A MCF-7 (A) y triple negativo MDA-MB-231 (B), transfectadas con 

los vectores de expresión pre-miR-423-A, pre-miR-423-C o con el vector vacío a las 24 y 48 h. Los datos repre-

sentan los promedios (±DS) de tres experimentos independientes (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001). 

 

7.3.3. La expresión del pre-miR-423-A promueve la resistencia al cisplatino en células de cán-

cer de mama 

 

La literatura ha informado que los miRNAs pueden regular la resistencia a los fármacos anti-

neoplásicos [94]. Para estudiar los efectos del SNP rs6505162:C>A sobre la sensibilidad al cis-

platino, se cultivaron células estables de CM MCF-7 y MDA-MB-231 transfectadas con los 

vectores pre-miR-423-A, pre-miR-423-C o con el vector vacío con diferentes concentraciones 

de cisplatino (0, 40 y 80 µM) durante 48 h. Posteriormente, se utilizó ensayo de MTS para 

evaluar la sensibilidad al cisplatino. Los resultados mostraron que las células MCF-7 transfec-

tadas con el pre-miR-423-A la viabilidad fue mayor con respecto a las células transfectadas con 

el pre-miR-423-C o vector vacío en ambas concentraciones de cisplatino siendo las diferencias 

estadísticamente significativas (Figura 10A). En la línea celular de CM triple negativa MDA-

MB-231, se observó mayor resistencia al cisplatino en las células transfectadas con el pre-miR-

B A 
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423-C con respecto a las transfectadas con el vector vacío a 40 y 80 µM (p<0.01 y p<0.05 

respectivamente) (Figura 10B). Los resultados obtenidos son concordantes con el estudio de 

asociación que indicó que el alelo A del rs6505162 es un alelo de riesgo, ya que la presencia del 

alelo A en el pre-miR-423 mostró un aumento significativo en la viabilidad y resistencia al 

cisplatino. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: El SNP rs6505162:C>A modula diferencialmente la resistencia al cisplatino en las líneas celulares de 

cáncer de mama luminal A y triple negativa. La resistencia al cisplatino se midió mediante el ensayo de MTS) en 

las líneas celulares de CM luminal A MCF-7 (A) y triple negativo MDA-MB-231 (B), transfectadas estables con 

los vectores de expresión pre-miR-423-C, pre-miR-423-A o con el vector vacío. Los datos representan los prome-

dios (±DS) de tres experimentos independientes (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001). 

 

7.3.4. La expresión del pre-miR-423-A disminuye la apoptosis inducida por cisplatino en las 

células de cáncer de mama  

 

Para evaluar la función del SNP rs6505162:C>A en la apoptosis inducida por cisplatino, se 

cultivaron líneas celulares estables MCF-7 y MDA-MB-231 transfectadas con los pre-miR-423-

C, pre-miR-423-A o con el vector vacío con de 100 µM de cisplatino durante 24 y 48 h. Para 

evaluar la apoptosis, se midió la actividad de las caspasas 3/7. Las Figuras 11A y 11B muestran 

una disminución significativa de la apoptosis inducida por cisplatino en células MCF-7 y MDA-

MB-231 transfectadas con el pre-miR-423-A en comparación con aquellas transfectadas con el 

pre-miR-423-C (p<0,0001) o con el vector vacío (p<0,0001) a las 48 h. Estos resultados podrían 

indicar que la sobreexpresion del miR-423 como consecuencia de la presencia del alelo A del 

rs6505162 en el pre-miR-423, inhibió la apoptosis inducida por cisplatino al disminuir la acti-

vidad de las caspasas 3/7. Los resultados obtenidos son concordantes con los resultados del 
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estudio de asociación publicado que indicaron que el alelo A del rs6505162:C>A es un alelo de 

riesgo.   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: La expresión del pre-miR-423-A disminuye la apoptosis en las líneas celulares de cáncer de mama 

luminal A y triple negativo. La apoptosis se evaluó midiendo la actividad de caspasas 3/7 en las líneas celulares de 

CM luminal A MCF-7 (A) y triple negativo MDA-MB-231 (B), transfectadas con los vectores de expresión pre-

miR-423-A, pre-miR-423-C o con el vector vacío. Los datos representan los promedios (±DS) de tres experimentos 

independientes (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001). 

 

7.3.5. La expresión del pre-miR-423-A aumenta la invasión y migración de células de cáncer 

de mama 

 

Para evaluar el efecto de rs6505162:C>A sobre la invasión y migración de células de CM, se 

realizaron ensayos en placas Transwell utilizando las líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 

transfectadas con el pre-miR-423-C, pre-miR-423-A o con el vector vacío. Las células se sem-

braron en placas Transwell con o sin Matrigel. Los resultados mostraron que la invasión celular 

fue significativamente mayor en las células MCF-7 y MDA-MB-231 transfectadas con el pre-

miR-423-A en comparación con las transfectadas con el pre-miR-423-C (p<0.01) o vector vacío 

(p<0.01) (Figura 12A y 12B). Respecto de la migración celular, los resultados también mostra-

ron un aumento significativo de la migración de las células cancerosas, tanto en las células MCF-

7 (Figura 13A) como en MDA-MB-231 (Figura 13B) transfectadas con el pre-miR-423-A res-

pecto de las transfectadas con el pre-miR-423-C o con el vector vacío. No se observaron dife-

rencias significativas en la invasión y en la migración de las células MCF-7 y MDA-MB-231 

transfectadas con pre-miR-423-C respecto del vector vacío siendo las diferencias estadística-

mente significativas (Figuras 12A, 12B, 13A y 13B). Por lo tanto, los resultados indican que la 

regulación positiva del miR-423, como resultado de la presencia del alelo A del rs6505162, 

aumenta la invasión y migración de células de CM de los subtipos luminales A y triple negativo. 
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Figura 12: La expresión del SNP rs6505162 alelo A aumenta la invasión de células de CM luminal A y triple 

negativo. La invasión celular fue evaluada utilizando ensayo Transwell con matrigel en las líneas celulares de CM 

luminal A MCF-7 (A) y triple negativo MDA-MB-231 (B), transfectadas con los vectores de expresión pre-miR-

423-C, pre-miR-423-A o vector vacío. Los datos representan los promedios (±DS) de tres experimentos indepen-

dientes (*p<0.05).  
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Figura 13: La expresión del SNP rs6505162 alelo A aumenta la migración de células de CM luminal A y triple 

negativo. La migración celular fue evaluada utilizando ensayo Transwell en las líneas celulares de CM luminal A 

MCF-7 (A) y triple negativo MDA-MB-231 (B), transfectadas con los vectores de expresión pre-miR-423-C, pre-

miR-423-A o con el vector vacío. Los datos representan los promedios (±DS) de tres experimentos independientes 

(*p<0.05; **p<0.01). 

 

 

Vector Vacío 

Pre-miR-423-A 

Pre-miR-423-C 

A 

Vector Vacío 

Pre-miR-423-A 

Pre-miR-423-C 

B 



45 

 

 

 LINEAS CELULARES 

 MCF-7 MDA-MB-231 MCF-10A 

rs6505162 Alelo C Alelo A Alelo C Alelo A Alelo C Alelo A 

Expresión 
3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 

            

Proliferación -  -  

Quimioresistencia -    

Apoptosis   -  

Invasión -  -  

Migración -  -  
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 LINEAS CELULARES 

 MCF-7 MDA-MB-231 MCF-10A 

rs6505162 Alelo C Alelo A Alelo C Alelo A Alelo C Alelo A 

Expresión 
3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 

            

Proliferación -  -  

Quimioresistencia -    

Apoptosis   -  

Invasión -  -  

Migración -  -  

Tabla 7. Resumen de resultados del rs6505162:C>A (pre-miR-423) y su participación en la 

tumorogénesis mamaria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados indican que la presencia del alelo A aumentan significativamente la expresión de 

las hebras 5p y 3p del miR-423 en las líneas celulares de CM, y que la presencia de este alelo 

tendría un rol oncogénico en la tumorogénesis mamaria.  

 

7.4. Rol del rs895819 (pre-miR-27a) en la tumorogénesis mamaria  

 

7.4.1. La expresión del miR-27a es modulado diferencialmente por la presencia del alelo G del 

rs895819 en líneas celulares de cáncer de mama  

 

En mujeres caucásicas, varios estudios han mostrado que la presencia del alelo G del rs895819 

reduce el riesgo de desarrollar CM. El estudio de Morales et al. [70], mostró que en población 

chilena, el alelo G (MAF) del rs895819:A>G ubicado en el pre-miR-27a disminuye el riesgo de 

desarrollar CM familiar. De acuerdo a lo anterior, en esta tesis, se propuso evaluar el efecto del 

rs895819:A>G sobre la expresión de las hebras 3p y 5p del miR-27a maduro para validar los 

resultados de asociación obtenidos. Los resultados mostraron que en la línea celular MCF-10A, 

los niveles de expresión del miR-27a-3p fueron bajos y no se observaron diferencias significa-

tivas entre las células transfectadas con el pre-miR-27a-A respecto de las células transfectadas 

con el pre-miR-27a-G (Figura 14A). En cambio, los niveles de expresión del miR-27a-5p fueron 

Desregulación positiva;        Desregualción positiva media;     Desregulación positiva baja;           Desre-

gulación negativa;       Desregulación negativa media. 
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significativamente mayor cuando las células fueron transfectadas con el vector pre-miR-27a 

portador del alelo G con respecto de aquellas transfectadas con el pre-miR-27a portador del 

alelo A (Figura 14A). La Figura 14B muestra que en línea celular MCF-7 (luminal A) los niveles 

de expresión tanto del miR-27a-3p y miR-27a-5p fueron significativamente mayores cuando las 

células fueron transfectadas con el pre-miR-27a-G comparada con las células transfectadas con 

el pre-miR-27a-A. En cambio, en la línea celular MDA-MB-231 (triple negativa) la expresión 

de las hebras 3p y 5p del miR-27 maduro disminuye significativamente cuando las células fue-

ron transfectadas con el vector pre-miR-27a-G comparadas con el pre-miR-27a-A (Figura 14C). 

Estos resultados sugieren que los miR-27a-3p y miR-27a-5p se sobreexpresan por la presencia 

del alelo G del rs895819 ubicado en el pre-miR-27a en células de CM luminal A, sin embargo, 

esta expresión disminuye en células de CM triple negativas cuando se encuentra el alelo G pre-

sente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. La expresión del miR-27a es regulada diferencialmente por el SNP rs895819:A>G en células de mama 

normal y tumorales. Los niveles de expresión de los miRNAs maduros miR-27a-3p y miR-27a-5p fueron medidos 

en la línea celular de mama normal MCF-10A (A) y en las líneas celulares de CM MCF-7 (B) y MDA-MB-231 

(C). Las tres líneas celulares fueron transfectadas con los vectores de expresión pre-miR-27a-A, pre-miR-27a-G o 

vector vacío. Las veces de cambio fueron normalizadas respecto del vector vacío. Los datos representan los pro-

medios (±DE) de tres experimentos independientes (**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001). 
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7.4.2. El pre-miR-27a-G disminuye la proliferación de células de cáncer de mama triple nega-

tivo 

 

Para evaluar el efecto del rs895819:A>G sobre la proliferación celular, se utilizaron las líneas 

celulares MCF-7 y MDA-MB-231 transfectadas con los vectores pre-miR-27a-A, pre-miR-27a-

G o vector vacío. Los resultados mostraron que en la línea celular MCF-7, el índice de prolife-

ración aumento significativamente en células transfectadas con el pre-miR-27a-G respecto de 

aquellas transfectadas con el pre-miR-27a-A (p<0.01) o el vector vacío (p<0.001) a las 48 h 

(Figura 15A). En cambio, la línea celular de CM triple negativa MDA-MB-231, mostró dismi-

nución de la proliferación cuando las células fueron transfectadas con el vector pre-miR-27a-G 

en comparación con las células transfectadas con el pre-miR-27a-A (p<0.01) o vector vacío 

(p<0.05) a las 48 h (Figura 15B). Estos resultados indican que el alelo G del re895819 aumenta 

significativamente la proliferación de células de CM subtipo luminal A. Mientras que, en células 

de CM triple negativas, el índice de proliferación disminuye por la presencia del alelo G del 

rs895819. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: La proliferación celular disminuye en presencia del SNP rs895819:A>G en células de CM triple nega-

tivas. El índice de proliferación se midió mediante citometría de flujo utilizando el reactivo CFSE en las líneas 

celulares de CM luminal A MCF-7 (A) y triple negativo MDA-MB-231 (B), transfectadas con los vectores de 

expresión pre-miR-27a-A, pre-miR-27a-G o con el vector vacío a las 24 y 48 h. Los datos representan los prome-

dios (±DS) de tres experimentos independientes (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001). 
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7.4.3. La expresión del pre-miR-27a-G disminuye la resistencia al cisplatino en células de cán-

cer de mama triple negativo 

 

Para evaluar el efecto del SNP rs895819:A>G sobre la sensibilidad al cisplatino, se cultivaron 

durante 48 h células estables de las líneas CM MCF-7 y MDA-MB-231 transfectadas con los 

vectores pre-miR-27a-A, pre-miR-27a-G o con el vector vacío en medio de cultivo con diferen-

tes concentraciones de cisplatino (0, 40 y 80 µM). La Figura 16A muestra que la viabilidad de 

las células MCF-7 en presencia de cisplatino, 40 u 80 µM, fue significativamente mayor en 

células transfectadas con el pre-miR-27a-A o con el pre-miR-27a-G en comparación con el vec-

tor vacío. Sin embargo, no hubo diferencias significativas al comparar las células transfectadas 

con el pre-mir-27a-A con aquellas transfectadas con el pre-miR-27a-G (Figura 16A). Las célu-

las MDA-MB-231 de CM triple negativo transfectadas con el pre-miR-27a-G, mostraron un 

efecto contrario al observado en células MCF-7. La viabilidad celular en presencia de cisplatino 

de las células transfectadas con el pre-miR-27a-G fue menor en comparación con las células 

transfectadas con el pre-miR-27a-A o con el vector vacío siendo las diferencias significativas 

(Figura 16B).  Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el estudio de asociación que 

indicaron que el alelo G del re895819 tendría un efecto protector, sin embargo, este efecto solo 

se observa en células de CM triple negativo. Mientras que en células de CM luminal A, tanto el 

alelo A como alelo G del rs895819 aumentan la viabilidad y la resistencia al cisplatino.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: El SNP rs895819:A>G modula diferencialmente la resistencia al cisplatino en las líneas celulares de 

cáncer de mama luminal A y triple negativa. La resistencia al cisplatino se midió mediante el ensayo de MTS) en 

las líneas celulares de CM luminal A MCF-7 (A) y triple negativo MDA-MB-231 (B), transfectadas con los vec-

tores de expresión pre-miR-27a-A, pre-miR-27a-G o con el vector vacío. Los datos representan los promedios 

(±DS) de tres experimentos independientes (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001). 
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7.4.4. La expresión del pre-miR-27a-G aumenta la apoptosis inducida por cisplastino en células 

de cáncer de mama triple negativo  

 

Para evaluar la función del SNP rs895819:A>G en la apoptosis inducida por cisplatino, se cul-

tivaron por 24 y 48 h, y con una concentración de 100 µM de cisplatino, líneas celulares estables 

MCF-7 y MDA-MB-231 transfectadas con los pre-miR-27a-A, pre-miR-27a-G o vector vacío. 

Las células MCF-7 mostraron una disminución de la apoptosis cuando se transfectaron con el 

pre-miR-27a-A o con el pre-miR-27a-G en comparación con las células transfectadas con el 

vector vacío tanto a 24 como a 48 h, siendo las diferencias estadísticamente significativas (Fi-

gura 17A). Sin embargo, no se observaron diferencias al comparar las células transfectadas con 

el pre-mir-27a-A con aquellas transfectadas con el pre-miR-27a-G (Figura 17A). Estos resulta-

dos indican ambos alelos disminuyen la apoptosis comportándose como alelos de riesgo en el 

subtipo luminal A. En las células MDA-MB-231 se observó que las células transfectadas con el 

pre-miR-27a-G mostraron niveles de apoptosis similares a las células transfectadas con el vector 

vacío (Figura 17B). Al comparar las células triples negativo transfectadas con el pre-miR-27a-

A en relación con aquellas transfectadas con el pre-miR-27a-G o con el vector vacío, se observó 

una disminución de la apoptosis tanto a las 24 como a las 48 h siendo las diferencias significa-

tivas (Figura 17B). Estos resultados podrían indicar que el alelo G del rs895819 disminuye la 

apoptosis en células de CM luminal A, a consecuencia de la sobreexpresión del miR-27a. Mien-

tras que, en células de CM triple negativo, la disminución de la expresión del miR-27a cuando 

está el alelo G presente, podría tener un efecto protector al aumentar la apoptosis respecto del 

alelo A.  
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Figura 17: La expresión del pre-miR-27a-G modula diferencialmente la apoptosis en las líneas celulares de cáncer 

de mama luminal A y triple negativo. La apoptosis se evaluó midiendo la actividad de caspasas 3/7 en las líneas 

celulares de CM luminal A MCF-7 (A) y triple negativo MDA-MB-231 (B), transfectadas estables con los vectores 

de expresión pre-miR-27a-A, pre-miR-27a-G o vector vacío. Los datos representan los promedios (±DS) de tres 

experimentos independientes (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001). 

 

7.4.5. La expresión del pre-miR-27a-G disminuye la invasión y migración en células de CM 

triple negativa y regula positivamente estos procesos en células del subtipo luminal A  

 

Para evaluar el efecto de rs895819:A>G sobre la invasión y migración de células de CM, se 

realizaron ensayos en placas Transwell utilizando las líneas celulares estables MCF-7 y MDA-

MB-231 transfectadas con el pre-miR-27a-A, pre-miR-27a-G o con el vector vacío. Las Figuras 

18A y 18B muestra que la invasión y migración celular fueron significativamente mayores en 

las células MCF-7 transfectadas con el pre-miR-27a-G en comparación con aquellas transfecta-

das con el pre-miR-27a-A o con el vector vacío. Por otra parte, los resultados mostraron una 

disminución significativa de la invasión y migración celular en células de CM triple negativo 

MDA-MB-231 transfectadas con el pre-miR-27a-G comparadas con las células transfectadas 

con el vector pre-miR-27a-A o vector vacío (Figura 19A y 19B). Por lo tanto, los resultados 

podrían sugerir que la regulación positiva de la expresión del miR-27a en células MCF-7 (lumi-

nal A), como consecuencia de la presencia del alelo G del rs895819, aumenta la invasión y 

migración celular. Mientras que en células triple negativo (MDA-MB-213), el alelo G del 

rs895819 actuaría como alelo protector al no afectar la expresión del miR-27a maduro y dismi-

nuir la invasión y migración de las células triple negativo.   
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Figura 18: La expresión del SNP rs895819 alelo G modula diferencialmente la invasión de células de CM luminal 

A y triple negativo. La migración celular fue evaluada utilizando ensayo Transwell en las líneas celulares de CM 

luminal A MCF-7 (A) y triple negativo MDA-MB-231 (B), transfectadas con los vectores de expresión pre-miR-

27a-A, pre-miR-27a-G o vector vacío. Los datos representan los promedios (±DS) de tres experimentos indepen-

dientes (*p<0.05; **p<0.01). 
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Figura 19: La expresión del SNP rs895819 alelo G modula diferencialmente la migración de células de CM luminal 

A y triple negativo. La migración celular fue evaluada utilizando ensayo Transwell en las líneas celulares de CM 

luminal A MCF-7 (A) y triple negativo MDA-MB-231 (B), transfectadas con los vectores de expresión pre-miR-

27a-A, pre-miR-27a-G o vector vacío. Los datos representan los promedios (±DS) de tres experimentos indepen-

dientes (*p<0.05; **p<0.01). 
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 LINEAS CELULARES 

 MCF-7 MDA-MB-231 MCF-10A 

rs895819 Alelo A Alelo G Alelo A Alelo G Alelo A Alelo G 

Expresión 
3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 

            

Proliferación -  -  

Quimioresistencia     

Apoptosis    - 

Invasión -  -  

Migración -  -  

 

 LINEAS CELULARES 

 MCF-7 MDA-MB-231 MCF-10A 

rs6505162 Alelo C Alelo A Alelo C Alelo A Alelo C Alelo A 

Expresión 
3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 

            

Proliferación -  -  

Quimioresistencia -    

Apoptosis   -  

Invasión -  -  

Migración -  -  

 

 LINEAS CELULARES 

 MCF-7 MDA-MB-231 MCF-10A 

rs6505162 Alelo C Alelo A Alelo C Alelo A Alelo C Alelo A 

Expresión 
3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 

            

Proliferación -  -  

Quimioresistencia -    

Apoptosis   -  

Invasión -  -  

Migración -  -  

 

 LINEAS CELULARES 

 MCF-7 MDA-MB-231 MCF-10A 

rs6505162 Alelo C Alelo A Alelo C Alelo A Alelo C Alelo A 

Expresión 
3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 

            

Proliferación -  -  

Quimioresistencia -    

Apoptosis   -  

Invasión -  -  

Migración -  -  

 

 LINEAS CELULARES 

 MCF-7 MDA-MB-231 MCF-10A 

rs6505162 Alelo C Alelo A Alelo C Alelo A Alelo C Alelo A 

Expresión 
3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 

            

Proliferación -  -  

Quimioresistencia -    

Apoptosis   -  

Invasión -  -  

Migración -  -  

 

 LINEAS CELULARES 

 MCF-7 MDA-MB-231 MCF-10A 

rs6505162 Alelo C Alelo A Alelo C Alelo A Alelo C Alelo A 

Expresión 
3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 

            

Proliferación -  -  
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Tabla 8. Resumen de resultados del rs895819 (pre-miR-27a) y su participación en la tumoro-

génesis mamaria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados indican que la presencia del alelo G aumentan significativamente la expresión de 

las hebras 5p y 3p del miR-27a en la línea luminal A MCF-7 y mientras que, en la línea celular 

triple-negativa, la expresión de las hebras 5p y 3p fueron bajos en presencia del alelo G. Además, 

los resultados evidenciaron que la presencia del alego G muestra un efecto dual dependiendo 

del subtipo del CM. 

 

7.5. Rol del rs4541843 (pre-miR-182) en la tumorogénesis mamaria  

 

7.5.1. El miR-182-3p es sobreexpresado por la presencia del alelo C del rs4541843:C>T en 

líneas celulares de cáncer de mama  

 

El estudio de asociación realizado en esta tesis entre el rs4541843:C>T y riesgo de desarrollar 

CM, mostró que el alelo T del SNP se asoció con aumento del riesgo de desarrollar CM en casos 

con antecedentes familiares de CM en población chilena. En consecuencia, se propuso evaluar 

el efecto del rs4541843:C>T sobre la expresión de las hebras 3p y 5p del miR-182. Las Figuras 

20A y 20B muestran que en las líneas celulares de CM MCF-7 y MDA-MB-231, el miR-182-

3p se sobreexpresa en las células transfectadas con el pri-miR-182 portador del alelo C con 

Desregulación positiva;        Desregualción positiva media;     Desregulación positiva baja;           Desre-

gulación negativa;       Desregulación negativa media. 
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respecto de las células transfectadas con el pri-miRNA-182-T siendo las diferencias estadística-

mente significativas (p<0.0001 y p<0.0001 respectivamente). Estos resultados indican que en 

las líneas celulares de CM luminal A y triple negativo, el miR-182-3p se sobreexpresa a conse-

cuencia de la presencia del alelo C del SNP rs4541843:C>T.  

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 20. La expresión del miR-182 es regulada diferencialmente por el SNP rs4541843:C>T en células de mama 

tumorales. Los niveles de expresión de los miRNAs maduros miR-182-3p y miR-182-5p fueron medidos en las 

líneas celulares de CM MCF-7 (A) y MDA-MB-231 (B). Las dos líneas celulares fueron transfectadas con los 

vectores de expresión pre-miR-182-C, pre-miR-182-T o vector vacío. Las veces de cambio fueron normalizadas 

respecto del vector vacío. Los datos representan los promedios (±DE) de tres experimentos independientes 

(****p<0.0001). 

 

7.5.2. La expresión pre-miR-182-C aumenta la proliferación de células de cáncer de mama  

 

Las líneas celulares de CM MCF-7 y MDA-MB-231 transfectadas estables con los vectores pri-

miR-182-C, pri-miR-182-T o con el vector vacío fueron utilizadas para evaluar in vitro el efecto 

del rs4541843:C>T sobre la proliferación celular. Las Figuras 21A y 21B muestran que, a las 

24 h no existen diferencias significativas en el índice de proliferación entre las líneas celulares 

MCF-7 y MDA-MB-231 transfectadas con el pri-miR-182-C, pri-miR-182-T o con el vector 

vacío. Sin embargo, a las 48 h se observó un aumento significativo en el índice de proliferación 

en las líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 transfectadas con el vector pri-miR-182-C res-

pecto de las células transfectadas con el pri-miR-182-T o con el vector vacío (Figura 21A y 

21B). Estos resultados indican que el alelo C del re4541843 aumenta significativamente la pro-

liferación de las células de CM de los subtipos luminal A y triple negativo. 
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Figura 21: La proliferación celular aumenta en presencia del SNP rs4541843:C>T en células de cáncer de mama 

luminal A y triple negativo. El índice de proliferación se midió mediante citometría de flujo utilizando el reactivo 

CFSE en las líneas celulares de CM luminal A MCF-7 (A) y triple negativo MDA-MB-231 (B), transfectadas con 

los vectores de expresión pre-miR-182-C, pre-miR-182-T o vector vacío a las 24 y 48 h. Los datos representan los 

promedios (±DS) de tres experimentos independientes (*p<0.05; ***p<0.001). 

 

7.5.3. La expresión del pre-miR-182-C promueve la resistencia al cisplatino en células de cán-

cer de mama 

 

Para evaluar el efecto del SNP rs4541843:C>T sobre la sensibilidad al cisplatino, se cultivaron 

durante 48 h, líneas celulares estables de CM MCF-7 y MDA-MB-231 transfectadas con los 

vectores pri-miR-182-C, pri-miR-182-T o con el vector vacío en presencia de diferentes con-

centraciones de cisplatino (0, 40 y 80 µM). Los resultados mostraron que la viabilidad celular 

fue significativamente mayor en las células MCF-7 y MDA-MB-231 transfectadas con el pri-

miR-182-C con respecto a las células transfectadas con el pri-miR-182-T o con el vector vacío 

en ambas concentraciones de cisplatino (Figura 22A y 22B). Estos resultados demuestran que 

el alelo C del rs4541843 aumenta la viabilidad y resistencia al cisplatino en células de CM 

luminal A y triple negativo. 
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Figura 22: El SNP rs4541843:C>T modula diferencialmente la resistencia al cisplatino en las líneas celulares de 

cáncer de mama luminal A y triple negativa. La resistencia al cisplatino se midió mediante el ensayo de MTS en 

las líneas celulares de CM luminal A MCF-7 (A) y triple negativo MDA-MB-231 (B), transfectadas con los vec-

tores de expresión pre-miR-182-C, pre-miR-182-T o vector vacío. Los datos representan los promedios (±DS) de 

tres experimentos independientes (**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001). 

 

7.5.4. La expresión del pri-miR-182-C disminuye la apoptosis inducida por cisplastino en célu-

las de cáncer de mama  

 

Para evaluar el efecto del SNP rs4541843:C>T en la apoptosis inducida por cisplatino, se culti-

varon por 24 y 48 h, líneas celulares estables MCF-7 y MDA-MB-231 transfectadas con los pri-

miR-182-C, pri-miR-182-T o con el vector vacío y luego incubadas con 100 µM de cisplatino 

a. Las Figuras 23A y 23B muestran una disminución significativa de la apoptosis inducida por 

cisplatino en células MCF-7 y MDA-MB-231 transfectadas con el pri-miR-182-C en compara-

ción con aquellas transfectadas con el pri-miR-182-T (p<0,0001) o con el vector vacío 

(p<0,0001). Estos resultados demuestran que la sobreexpresion del miR-182-3p como conse-

cuencia de la presencia del alelo C del rs4541843 en el pri-miR-182, inhibió la apoptosis indu-

cida por cisplatino al disminuir la actividad de las caspasas 3/7.  
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Figura 23: La expresión del pre-miR-182-C disminuye la apoptosis en las líneas celulares de cáncer de mama 

luminal A y triple negativo. La apoptosis se evaluó midiendo la actividad de caspasas 3/7 en las líneas celulares de 

CM luminal A MCF-7 (A) y triple negativo MDA-MB-231 (B), transfectadas con los vectores de expresión pre-

miR-182-C, pre-miR-182-T o vector vacío. Los datos representan los promedios (±DS) de tres experimentos inde-

pendientes (**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001). 

 

7.5.5. La expresión del pri-miR-182-C aumenta la invasión y migración de células de cáncer de 

mama  

 

Para evaluar el efecto de rs4541843:C>T sobre la invasión y migración de células de CM, se 

realizaron ensayos en placas Transwell utilizando las líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 

transfectadas con el pri-miR-182-C, pri-miR-182-T o con el vector vacío. Los resultados mos-

traron que en las líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-231, la invasión celular fue significativa-

mente mayor en las células transfectadas con el pri-miR-182-C en comparación con las trans-

fectadas con el pri-miR-182-T (p<0.01) o con el vector vacío (p<0.01) (Figura 24A y 24B). 

Resultados similares se obtuvieron apara la migración celular, observándose un aumento signi-

ficativo de la migración celular tanto en células MCF-7 (Figura 25A) como en células MDA-

MB-231 (Figura 25B) transfectadas con el pri-miR-182-C respecto de aquellas transfectadas 

con el pri-miR-182-T o con el vector vacío. Por lo tanto, los resultados indicarían que la regu-

lación positiva del miR-182-3p, aumenta la invasión y migración de células tumorales de mama 

de los subtipos luminal A y triple negativo, como resultado de la presencia del alelo C del 

rs4541843. 
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Figura 24: La expresión del SNP rs4541843 alelo C aumenta la invasión de células de CM luminal A y triple 

negativo. La invasión celular fue evaluada utilizando ensayo Transwell en las líneas celulares de CM luminal A 

MCF-7 (A) y triple negativo MDA-MB-231 (B), transfectadas con los vectores de expresión pre-miR-182-C, pre-

miR-182-T o vector vacío. Los datos representan los promedios (±DS) de tres experimentos independientes 

(*p<0.05; **p<0.01). 
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Figura 25: La expresión del SNP rs4541843 alelo C aumenta la migración de células de CM luminal A y triple 

negativo. La migración celular se evaluó utilizando ensayo Transwell en las líneas celulares de CM luminal A 

MCF-7 (A) y triple negativo MDA-MB-231 (B), transfectadas con los vectores de expresión pre-miR-182-C, pre-

miR-182-T o vector vacío. Los datos representan los promedios (±DS) de tres experimentos independientes 

(*p<0.05; **p<0.01). 
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 LINEAS CELULARES 

 MCF-7 MDA-MB-231 MCF-10A 

rs6505162 Alelo C Alelo A Alelo C Alelo A Alelo C Alelo A 

Expresión 
3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 

            

Proliferación -  -  

Quimioresistencia -    

Apoptosis   -  

Invasión -  -  

Migración -  -  
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Proliferación  -  - 

Quimioresistencia  -  - 

Apoptosis  -  - 

Invasión  -  - 

Migración  -  - 
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 LINEAS CELULARES 

 MCF-7 MDA-MB-231 MCF-10A 

rs6505162 Alelo C Alelo A Alelo C Alelo A Alelo C Alelo A 

Expresión 
3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 3p 5p 
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Tabla 9. Resumen de resultados del rs4541843 (pri-miR-182) y su participación en la tumoro-

génesis mamaria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados indican que la presencia del alelo C aumentan significativamente la expresión de 

las hebras 5p y 3p en las líneas celulares de CM, y que la presencia de este alelo tendría un rol 

oncogénico en la tumorogénesis mamaria.  
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negativa media. 
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8. DISCUSIÓN  

 

8.1 El rs4541843:C>T se asocia con riesgo de desarrollar cáncer de mama en población 

chilena 

  

Existe consenso mundial que las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 son responsables de 

sólo el 16% del riesgo de los cánceres familiares de mama y de ovario [27, 95]. En consecuencia, 

se ha realizado una intensa búsqueda de nuevos genes de moderada o baja penetrancia que pu-

dieran explicar el gran porcentaje de pacientes BRCA1/2 negativo con CM familiar. 

 

Los miRNAs se han considerado durante el último tiempo genes de baja penentrancia y dife-

rentes estudios han demostrado que los miRNAs se expresan de forma aberrante en muchos 

cánceres. Los SNP son la forma más común de variación presente en el genoma humano y se 

han identificado que SNPs en regiones génicas de miRNAs pueden alterar su transcripción, pro-

cesamiento y maduración, así como la afinidad y especificidad de unión a su mRNA diana [58, 

96]. Por lo tanto, varios estudios epidemiológicos han evaluado las asociaciones entre SNP de 

miRNAs y la susceptibilidad al CM [54]. Es importante señalar que la variabilidad genética es 

específica de la etnia. Hasta la fecha, la mayoría de los estudios de asociación entre SNPs en 

miRNAs y riesgo de CM se han realizado en casos de poblaciones europeas, asiáticas, árabes o 

judías. Por el contrario, en poblaciones latinoamericanas las publicaciones sobre el rol de los 

SNPs de miRNA en la susceptibilidad al CM son muy escasas. En el presente trabajo de tesis, 

se evaluó el impacto del SNP rs451843 ubicado en el pri-miR-182 en el riesgo de desarrollar 

CM familiar y CM de diagnóstico temprano en familias chilenas negativas para mutaciones 

puntuales en los genes BRCA1/2.  

 

El miR-182 es uno de los tres miRNA perteneciente al cluster miR-183/182/96, ubicado espe-

cíficamente en el cromosoma 7q32.2 [83]. Varios estudios han confirmado que los miRNAs 

pertenecientes al cluster miR-183/182/96 se expresan de forma anormal en diferentes cánceres 

y otras enfermedades humanas [84]. Se ha reportado que los miembros de este cluster, y espe-

cíficamente el miR-182 se encuentra altamente expresado en muchos subtipos de CM. Se ha 

reportardo que el miR-182 funciona como un onco-miRNA, promoviendo la proliferación y 
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migración de células de CM [85]. Moskwa et al. [86], informaron que el complejo Argo-

naute/miR-182 se une específicamente al mRNA de BRCA1 y que este miRNA regula negati-

vamente la expresión de BRCA1. Por lo tanto, la sobreexpresión del miR-182 reduce los niveles 

de la proteína de BRCA1 alterando la reparación del DNA mediada por el proceso de recombi-

nación homóloga (HR). Además, de acuerdo al fenotipo deficiente de BRCA1, las células tu-

morales de mama que sobreexpresan al miR-182 son hipersensibles a los inhibidores de la poli 

(ADP-ribosa) polimerasa I (PARP1). Krishnan et al. [87], mostraron que el miR-182 se sobre-

expresa en varios subtipos moleculares de CM. Además, los autores validaron experimental-

mente que el miR-182 afecta el proceso de HR, como consecuencia de su capacidad para unirse 

a diferentes genes que participan de este proceso. Otros blancos del miR-182 incluyen el mRNA 

del factor de transcripción TOX3; el mRNA de Nibrin NBN, el cual es un gen miembro del 

complejo de reparación de rotura de doble hebra MRE11/RAD50, y el mRNA de la proteína 1 

del dominio LIM y SH3 (LASP1). Por lo tanto, el miR-182 podría cumplir un rol importante en 

la regulación de la reparación de roturas de doble hebra.  

 

El SNP rs4541843:C>T se encuentra ubicado en el pri-miR-182. Este SNP está descrito en di-

ferentes bases de datos, sin embargo, no existen estudios en la literatura que evalúen la asocia-

ción del rs4541843:C> T con alguna enfermedad humana. Los resultados de esta tesis mostraron 

que en los portadores homocigotos del genotipo T/T y alelo T (C/T + T/T) se observó un au-

mento del riesgo de desarrollar CM familiar BRCA1/2 negativos. Dadas las funciones conocidas 

de miR-182, se podría plantear la hipótesis de que el rs4541843:C>T induce la sobreexpresión 

de miR-182, reduciendo los niveles de proteína BRCA1 y alterando las vías implicadas en el 

mantenimiento de la estabilidad genómica. Sin embargo, un estudio reciente publicado por 

Mansouri et al. [88] mostró que, en población iraní, el alelo T actuaría como factor protector 

disminuyendo el riesgo de desarrollar CM. Esta discordancia en los resultados podrían ser con-

secuencia de las diferencias en los criterios de selección utilizados para pacientes con CM, el n 

muestral y las frecuencias alélicas y genotípicas presentadas en ambas etnias. Por lo tanto, se 

necesitan estudios en otras poblaciones para confirmar las asociaciones determinadas en esta 

tesis y el presentado en población iraní, ya que estos dos estudios son los primeros en evaluar la 

asociación sobre el rs4541843:C> T y riesgo de CM. Por otra parte, es necesario también realizar 

estudios funcionales que confirmen los resultados de asociación determinados en esta tesis,  
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8.2. El alelo A del rs6505162 (pre-miR-423) aumenta los procesos tumorogénicos del cán-

cer de mama 

 

Existe extensa evidencia sobre la participación de los miRNAs en las etapas iniciales del desa-

rrollo de numerosos tipos de cánceres [94, 97]. En particular, los miRNAs se encuentran con 

frecuencia en regiones del genoma asociadas al cáncer y regulan gran parte de los genes invo-

lucrados en la tumorogénesis [98, 99]. Las mutaciones o SNPs localizadas en regiones precur-

soras o maduras de los miRNAs pueden afectar la transcripción primaria del miRNA, el proce-

samiento del miRNA maduro, y las interacciones miRNA-mRNA [100]. 

 

Numerosos estudios han indicado que el miR-423 muestra expresión diferencial en distintos 

tipos de cánceres y que participa en diferentes procesos celulares, entre ellos proliferación, apop-

tosis, metástasis tumoral y quimiorresistencia [101]. El miR-423 se sobreexpresa en múltiples 

tipos de cáncer, entre estos, carcinomas hepatocelulares, cánceres de cabeza y cuello, cánceres 

gástricos, cánceres colorrectales, glioblastomas, cánceres de pulmón, cánceres de ovario, carci-

nomas de laringe, cánceres de endometrio, carcinomas de próstata y cánceres de mama [101-

106].  

 

Durante el procesamiento de los miRNAs, se forman diferentes estructuras conocidas como pre-

miRNAs. Se conoce que un pre-miRNA se procesa típicamente en un dúplex de miRNA ma-

duro, donde una de las hebras, denominada miRNA-5p, se incorpora al complejo RISC, mien-

tras que la otra hebra, miRNA-3p, se degrada rápidamente. Sin embargo, el pre-miR-423 puede 

producir simultáneamente ambas hebras maduras como consecuencia de características estruc-

turales que permiten que ambas hebras maduras se unan al complejo RISC [107]. Se ha infor-

mado que las dos secuencias maduras del miR-423, miR-423-3p y miR-423-5p, están implica-

das en la tumorogénesis [71]. En el carcinoma de laringe, el miR-423-3p aumenta la prolifera-

ción celular, la invasión y la migración a través de la modulación de la expresión del gen Adi-

poR2 [108]. En células de cáncer gástrico, el miR-423-5p regula la proliferación celular y la 

invasión al unirse al mRNA del factor trébol 1 [102], y en el carcinoma hepatocelular, la sobre-

expresión del miR-423-3p promueve el crecimiento celular y regula la transición G1/S al inhibir 

la expresión de p21Cip/WaF1 el cual es un gen supresor tumoral [107]. En células de glioma, 
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la sobreexpresión del miR-423-5p induce la regulación positiva de p-ERK1/2 y p-AKT aumen-

tando la proliferación, la angiogénesis y la metástasis, al inhibir la expresión del inhibidor de 

crecimiento 4 (ING-4) [109]. En el cáncer de pulmón, el miR-423-3p actúa como oncogén y 

promueve la proliferación celular, la invasión y la migración [110], y en el cáncer de endome-

trio, el este miRNA promueve la proliferación, migración, invasión y quimiorresistencia [111]. 

En cáncer de próstata, se ha evidenciado que el miR-423-5p aumenta la proliferación y dismi-

nuye la apoptosis celular [101, 112]. En cáncer de mama, Zhao et al. [71], mostraron que, en 

nueve líneas celulares diferentes de CM, se expresan ambas formas maduras del miR-423. Ade-

más, Xia et al. [68], informaron que, en CM, el miR-423 actúa como un oncogén promoviendo 

la proliferación y migración de las células tumorales e inhibiendo la expresión del gen ZFP36. 

Dai et al. [67], demostraron que la sobreexpresión del miR-423 aumenta la invasión de células 

tumorales de mama a través de la modulación de la vía de señalización NF-κβ. 

 

Se ha establecido que los SNPs desempeñan un papel crucial en el desarrollo de tumores huma-

nos [113, 114]. Un meta-análisis que incluyó el estudio de SNPs en el miR-423 sugirió que el 

rs6505162 podría ser un marcador de pronóstico para varios cánceres humanos comunes [101]. 

El SNP rs6505162:C>A, se ubica en el cromosoma 17q11.2 en la región del pre-miR-423 a 12 

pb del extremo 3' del miR-423 maduro [71]. En un estudio previo, Morales et al. [70], informa-

ron que el alelo A del rs6505162 se asocia significativamente con aumento del riesgo de CM en 

pacientes con fuerte historia familiar de CM (OR=1.7 [95 % IC 1.0–2.0] p=0.05). En conse-

cuencia, en esta tesis se evaluó in vitro el rol del SNP rs6505162:C>A en diferentes procesos de 

la tumorogénesis mamaria. Los resultados del presente trabajo mostraron ambas formas madu-

ras miR-423-3p y miR-423-5p en las líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-231, lo cual es con-

cordante con lo reportado por Zhao et al. [71]. También se observó expresión de ambos miRNAs 

maduros (5p y 3p) que en la línea celular de mama normal MCF-10A, sin embargo, los niveles 

de expresión fueron muy bajos. Además, las líneas celulares de CM transfectadas con el pre-

miR-423-A, mostraron niveles de expresión significativamente mayores de las hebras 3p y 5p 

del miR-423 en comparación con las células transfectadas con el pre-miR-423-C (alelo silves-

tre). Estos resultados indicarían que, en líneas celulares de CM, el alelo A del rs6505162 afecta 

la expresión de ambas hebras del miR-423 maduro. Estos hallazgos son consistentes con los 
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reportados por Zhao et al. [71]. También se evaluó el efecto de rs6505162:C>A sobre la proli-

feración celular mediante citometría de flujo. Los resultados de esta tesis mostraron que la pre-

sencia del alelo A del rs6505162 aumentó el índice de proliferación de las líneas celulares MCF7 

y MDA-MB-231. Es probable que la sobreexpresión del miR-423, como consecuencia de la 

presencia del alelo A del rs6505162 aumente la proliferación de células de CM.  

 

El cisplatino es un fármaco anticanceroso comúnmente utilizado en quimioterapia y ha demos-

trado ser eficaz contra numerosos tipos de tumores malignos [115]. Sin embargo, muchas células 

tumorales muestran resistencia intrínseca o adquirida a los fármacos quimioterapéuticos [116, 

117]. Se ha demostrado que los miRNAs desempeñan funciones esenciales en la sensibilidad a 

la quimioterapia [118]. Yang et al. [119], informaron que en cáncer de ovario el miR-214 pro-

mueve la supervivencia celular e induce resistencia al cisplatino al inhibir la expresión de PTEN. 

Kong et al. [120], demostraron que la sobreexpresión del miR-155 promueve resistencia al pa-

clitaxel, VP16 y doxorrubicina en la línea celular de CM BT-474, mientras que la disminución 

de la expresión del miR-155 sensibiliza a las células HS578T a la acción de estos fármacos. Yu 

et al. [121], informaron que en la línea celular de CM MCF-7, la sobreexpresión de los miR-17 

y miR-20 aumentan la apoptosis inducida por doxorrubicina al inhibir la expresión del gen 

AKT1. En el presente trabajo se demostró que la sobreexpresión del miR-423, como consecuen-

cia de la presencia del alelo A del rs6505162, aumentó la viabilidad de las células de CM des-

pués del tratamiento con cisplatino. Estos resultados sugieren que la sobreexpresión del miR-

423 podría inducir la resistencia a fármacos en células tumorales de mama, lo cual está de 

acuerdo con lo reportado por Xia et al. [68]. 

 

La inhibición de la apoptosis puede promover la progresión del tumor, mientras que la inducción 

de la apoptosis inhibe la progresión tumoral [122]. Li et al. [111] mostraron que el miR-423 

inhibe la apoptosis inducida por cisplatino modulando los niveles de expresión de las caspasas 

3/7 y Bcl-2 en células de cáncer de endometrio. En células de glioma, la inhibición de la expre-

sión del miR-423-3p conduce a una inducción de la apoptosis celular [123]. Los resultados de 

esta tesis demostraron que, en células de CM, la sobreexpresión del miR-423, como consecuen-

cia de la presencia del alelo A del rs6505162, inhibió la apoptosis inducida por cisplatino al 
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disminuir la actividad de las caspasas 3/7, lo que también se ha observado en otros tipos de 

cánceres. 

 

La metástasis es la principal causa de muerte por cáncer, siendo los procesos de invasión y 

migración celular los pasos iniciales de la metástasis [124]. En cáncer de endometrio, la sobre-

expresión del miR-423 promueve la metástasis de células cancerosas [111, 125]. En cáncer gás-

trico y glioma, el miR-423-5p promueve la invasión de células tumorales [109, 126]. Además, 

el miR-423-3p afecta la metástasis de células tumorales en cánceres de laringe y pulmón au-

mentando la migración e invasión celular [108, 110, 127]. Por lo tanto, la bibliografía sugiere 

que la expresión anormal del miR-423 podría influir en la metástasis de células cancerosas en 

tumores humanos. Los resultados obtenidos en esta tesis mostraron que, el alelo A del 

rs6505162 aumentó la invasión y migración de células de CM como consecuencia de la sobre-

expresión del miR-423. Nuestros resultados son consistentes con los resultados publicados en 

otras neoplasias. En consecuencia, el miR-423 podría ser un marcador de metástasis para CM. 

 

El SNP rs6505162 se encuentra ubicado en la región del pre-miRNA muy cerca del sitio de 

reconocimiento de la enzima DROSHA (Figura 26). Aunque la presencia del alelo A no afecta 

la estructura secundaria del pre-miR-423, se podría sugerir que este alelo afectaría el sitio de 

reconocimiento por DROSHA alterando el procesamiento del pre-miR-423.  
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Figura 26. Modelamiento del pre-miRNA-423 en presencia del alelo C (A) y en presencia del alelo A (B). Las 

estructuras secundarias fueron modeladas a través de la herramienta bioinformática RNAfold (http://rna.tbi.uni-

vie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi). 

 

Finalmente es importante destacar, los resultados obtenidos en este trabajo son los primeros en 

informar sobre la caracterización funcional del rs6505162:C>A en la tumorogénesis mamaria.  

 

8.3. El alelo G del rs895819 (pre-miR-27a) tiene un rol diferencial dependiente del subtipo 

de cáncer de mama 

 

Se ha informado que el miR-27a desempeña un rol vital en el desarrollo tumoral modulando la 

función de diferentes procesos celulares, incluyendo la proliferación, apoptosis, migración, in-

vasión, y angiogénesis, entre otros. Li et al. [128], mostró que en la línea celular de cáncer 

colorrectal 786-O, la sobreexpresión del miR-27a inhibe la vía de señalización de EGFR au-

mentando la proliferación, apoptosis, migración e invasión celular. Tang et al. [72], demostraron 

que la sobreexpresión del miR-27a se asocia con menor sobrevida en pacientes con CM, lo que 

sugiere que el miR-27a podría ser un marcador de progresión para este cáncer. Colangelo et al. 

[129], informó que el miR-27a, actúa como un oncogén en las primeras etapas de la tumorogé-

nesis de colon. De manera similar, el estudio de Wang et al. [130], mostró que la sobreexpresión 

rs6505162 alelo C  rs6505162 alelo A  
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del miR-27a podría aumentar significativamente la transformación maligna de células epitelia-

les bronquiales humanas a través de la regulación negativa de la expresión de FBXW7, sugi-

riendo que el miR-27a posee un rol oncogénico en la tumorogénesis humana. Alternativamente, 

existe evidencia que ha informado que el miR-27a podría tener un rol protector en el desarrollo 

de diferentes tipos de cánceres. Jiang et al. [73] utilizando modelos in vitro e in vivo de carci-

noma de células escamosas de esófago, demostraron que la sobreexpresión del miR-27a dismi-

nuye significativamente la proliferación e invasión celular al inhibir la expresión de KRAS re-

virtiendo el proceso tumorogénico. Li et al. [131], informó que el miR-27a podría funcionar 

como un supresor tumoral en el CM al inhibir la expresión de TMEM170B suprimiendo la pro-

liferación y la migración celular. Además, Ueda et al. [75], utilizando perfiles de expresión de 

miRNAs, determinaron que el miR-27a funciona como un regulador negativo de la superviven-

cia y quimioresistencia de células troncales de CM. Por lo tanto, de acuerdo con la literatura, el 

miR-27a podría funcionar como un oncogén o supresor tumoral dependiendo del tipo de cáncer 

y/o del contexto molecular de la célula tumoral.  

 

Diferentes estudios han revelado que el rs895819:A>G, ubicado en la región del pre-miR-27a, 

se asocia con disminución del riesgo de desarrollar cáncer [78, 80-82]. El estudio de Morales et 

al. [70], mostró que el rs895819:A>G se asoció con disminución del riesgo de desarrollar CM 

en pacientes chilenas BRCA1/2 negativas. Además, se ha sugerido que este SNP podría ejercer 

un rol protector en la tumorogénesis humana [132]. A la fecha, no existen estudios funcionales 

que validen los resultados de asociación del rs895819:A>G con ningún tipo de cáncer humano. 

En consecuencia, en esta tesis se evaluó in vitro el rol funcional del SNP rs895819:A>G en 

diferentes procesos de la tumorogénesis mamaria.  Los resultados mostraron que, en la línea 

celular de CM luminal A MCF-7, la presencia del alelo G en el pre-miR-27a aumenta significa-

tivamente la expresión de las hebras 3p y 5p del miR-27a. Sin embargo, en la línea celular triple 

negativa MDA-MB-231, la expresión de los miR-27a-3p y miR-27a-5p disminuyó cuando las 

células fueron transfectadas con el pre-miR-27a-G. Estos resultados indican que el 

rs895819:A>G modula diferencialmente la expresión del miR-27a, aumentando la expresión de 

las hebras 3p y 5p del miR-27a en células de CM luminal A, y disminuyendo la expresión del 

miR-27a en células de CM triple negativo.  
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Al evaluar los resultados de proliferación celular, se observó que en la línea celular luminal A 

MCF-7, no se observaron diferencias significativas en el índice de proliferación en presencia 

del SNP rs895819:A>G. Sin embargo, en células triple negativo MDA-MB-231, el índice de 

proliferación disminuyó significativamente en presencia del alelo G del rs895819. No existe 

evidencia que demuestre la participación del miR-27a en procesos proliferativos de la tumoro-

génesis mamaria. Sin embargo, la literatura ha informado que el miR-27a podría tener un rol 

dual en la proliferación celular de otros tipos de cáncer. El estudio de Wang et al. [130], informó 

que, en líneas celulares y muestras de tejidos de carcinoma de células escamosas de esófago, la 

sobreexpresión del miR-27a-3p, aumenta la proliferación al inhibir la expresión del FBXW7. 

En CM, Jiang et al. [73] mostró que la sobreexpresión del miR-27a podría aumentar la invasión 

y migración de células de CM al inhibir la expresión del gen FBXW7. Sin embargo, los autores 

no realizaron ensayos funcionales que expliquen el rol funcional del miR-27a en la tumorogé-

nesis mamaria. En consecuencia, y de acuerdo a los dos últimos antecedentes presentados, se 

verificó por TargetScan la unión del miR-27a al mRNA de FBXW7 (Figura 1 Anexos). Por lo 

tanto, se podría sugerir que la sobreexpresión del miR-27a-3p en CM luminal A, como conse-

cuencia de la presencia del alelo G del rs895819, podría aumentar la unión al mRNA de 

FBXW7, promoviendo la proliferación celular. En cambio, la disminución de la expresión del 

miR-27a-3p en células de CM triple negativo cuando está presente el alelo G, disminuiría la 

proliferación celular, mostrando un efecto opuesto al observado en células luminal A.  

 

Diferentes estudios han demostrado que el miR-27a participa en la resistencia celular a fármacos 

quimioterápicos en diferentes cánceres. Wi et al. [133], mostraron que, en células de cáncer de 

hígado, la sobreexpresión del miR-27a, aumentó la quimioresistencia al inhibir la expresión de 

RKIP. En cáncer de vejiga, el trabajo de Drayton et al. [134], informaron que la sobreexpresión 

del miR-27a regula negativamente la expresión de SLC7A11 aumentando la resistencia al cis-

platino. En CM, Zhou et al. [135], utilizando inhibidores de la expresión del miR-27a, observa-

ron aumento significativo de la sensibilidad de las células T-47D al tratamiento con cisplatino 

(CDDP). Además, los autores mostraron que el efecto observado en esta línea celular de CM, 

podría ser consecuencia de la regulación positiva del gen BAK al existir menor unión del miR-

27a al mRNA blanco. Los resultados de esta tesis mostraron que la quimioresistencia en la línea 

celular de CM luminal A, se observó aumento de la resistencia al tratamiento con cisplatino 



70 

 

cuando las células fueron transfectadas con el vector pre-miR-27a portador del alelo G. En cam-

bio, la línea celular de CM triple negativo, el tratamiento con cisplatino disminuyó significati-

vamente la viabilidad celular cuando las células fueron transfectadas con el pre-miR-27a-G. De 

acuerdo a los antecedentes mencionados, se verificó por TargetScan la unión del miR-27a al 

mRNA del gen BAK1 (Figura 2 Anexos). Por lo tanto, se podría sugerir que la sobreexpresión 

del miR-27a, a consecuencia de la presente el alelo G del rs895819 en su región precursora, 

aumentaría la unión de este miRNA al mRNA blanco del gen BAK1 promoviendo la resistencia 

al tratamiento al cisplatino. Alternativamente, la disminución de la expresión del miR-27a 

cuando está presente el alelo G en células de CM subtipo triple negativo, promovería la regula-

ción positiva de la expresión del gen BAK1 debido a la menor unión de este miRNA. Lo anterior 

podría sugerir un rol dual del miR-27a cuando está presente el alelo G del rs895819 y depen-

diendo del subtipo molecular de CM.  

 

Se ha informado que el miR27a podría participar en la tumorogénsis de diferentes cánceres a 

través de la modulación del proceso de apoptosis. En carcinoma de células escamosas de laringe, 

Tian et al. [136], mostraron que la sobreexpresión del miR-27a promovió el aumento de la via-

bilidad celular y la formación de colonias, e inhibió la apoptosis temprana y tardía en la línea 

celular Hep2. Ding et al. [137], realizaron estudios funcionales en células AGS de cáncer de 

colon, observaron que la sobreexpresión del miR-27a aumentó significativamente la prolifera-

ción, migración e invasión y disminuyó la apoptosis celular. En cáncer de ovario, Li et al. [138] 

utilizando herramientas bioinformáticas y experimentos de luciferasa, mostraron que el factor 

antiproliferativo BTG 1 (BTG1) es blanco del miR-27a-3p, disminuyendo la expresión de este 

gen.  Además, los autores informaron que la inhibición del miR-27a-3p disminuyó la viabilidad, 

migración e invasión, y promovió la apoptosis de la línea celular de cáncer de ovario SK-OV-

3. En CM, no existen antecedentes respecto del rol funcional del miR-27a sobre el proceso 

apoptótico en la tumorogénesis mamaria. El análisis de caspasas 3/7 realizado en esta tesis mos-

tró que en células de CM luminal A transfectadas con el vector pre-miR-27a-G, se observó 

disminución significativa de la apoptosis celular. Mientras que, en la línea celular de CM triple 

negativo transfectadas con el pre-miR-27a portador del alelo G, la apoptosis celular aumento en 

comparación a las células transfectadas con el vector pre-miR-27a-A. De acuerdo a los resulta-

dos obtenidos en esta tesis y a los resultados obtenido en cáncer de ovario, se determinó la unión 
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del miR-27a al mRNA del gen BTG1 utilizando la herramienta bioinformática TargetScan (Fi-

gura 3 Anexos). Por lo tanto, se podría sugerir que, en células de CM subtipo luminal A, la 

apoptosis celular podría estar reducida significativamente por la inhibición de la expresión de 

BTG1 al existir mayor expresión del miR-27a-3p cuando el alelo G del rs895819 está presente. 

Sin embargo, la inhibición de la expresión de BTG1 podría verse revertida en células de CM 

subtipo triple negativo, a consecuencia de que el alelo G del rs895819 disminuye significativa-

mente la expresión del miR-27a-3p. 

 

Como se mencionó anteriormente, el proceso de metástasis es una de las principales casusas de 

muerte por cáncer y se ha demostrado que el miR-27a podría afectar los procesos de invasión y 

migración celular en la tumorogénesis de diferentes tipos de cáncer. En CM, el estudio ya men-

cionado de Jian et al. [73], mostró que al sobreexpresar el miR-27a en la línea celular MDA-

MB-231, aumentó la invasión y la migración. Sin embargo, cuando las células MDA-MB-231 

fueron tratadas con un inhibidor del miR-27a, los procesos de invasión y migración disminuye-

ron. Por lo anterior, los autores sugieren que el miR-27a cumple un rol esencial en la regulación 

de la metástasis del CM inhibiendo la expresión del gen FBXW7, proporcionando evidencia de 

la posible aplicación del miR-27a en la terapia del CM. Los resultados obtenidos en esta tesis 

mostraron que en la línea celular de CM luminal A, tanto el proceso de invasión como de mi-

gración aumentaron cuando las células fueron transfectadas con el pre-miR-27a-G. Sin em-

bargo, un efecto completamente contrario se observó en la línea celular de CM subtipo triple 

negativo, donde los procesos de invasión y migración disminuyeron significativamente en las 

células transfectadas con el pre-miR-27a-G. Por lo tanto, estos resultados estarían en concor-

dancia con los obtenidos por Jian et al. [73]. La sobreexpresión del miR-27a observada en pre-

sencia del alelo G del rs895819 en la línea celular de CM subtipo luminal A podría ser la causa 

del aumento de la invasión y migración celular, al unirse al mRNA del gen FBXW7 e inhibiendo 

su expresión. En cambio, la regulación negativa del miR-27a observada cuando está el alelo G 

presente en la línea celular de CM triple negativo podría generar la disminución de los procesos 

de invasión y migración celular al existir menor unión del miRNA al mRNA de FBXW7, favo-

reciendo la expresión normal de este gen.  
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El SNP rs895819 se encuentra ubicado en la región del pre-miRNA, específicamente en la re-

gión del loop terminal. Este loop terminal es parte de la secuencia de reconocimiento de la en-

zima DICER (Figura 27). Por lo tanto, se podría sugerir que la presencia del alelo G, afectaría 

el sitio de reconocimiento de DICER al generar un cambio en la estructura secundaria del pre-

miR-27a (loop terminal más grande).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Modelamiento del pre-miRNA-27a en presencia del alelo A (A) y en presencia del alelo G (B). Las 

estructuras secundarias fueron modeladas a través de la herramienta bioinformática RNAfold (http://rna.tbi.uni-

vie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi).  

 

8.4. El alelo C del rs4541843 (pri-miR-182) aumenta los procesos tumorogénicos del cáncer 

de mama 

 

Varios estudios han evidenciado que el miR-182 tiene un rol oncogénico, afectado diferentes 

procesos celulares fundamentales como proliferación, apoptosis, invasión y migración celular. 

En este contexto, Perilli et al. [139], mostraron que el aumento de la expresión de miR-182 

podría promover la proliferación celular, suprimir la apoptosis y conferir rasgos agresivos a las 

células de cáncer colorrectal. El grupo de Suzuki et al. [140], informaron que la inhibición del 

miR-182 redujo la capacidad proliferativa de células de mesotelioma maligno a través de la 

regulación positiva de la expresión de FOXO1. Además, los autores observaron que la inhibi-

ción del miR-182 redujo significativamente la invasión celular. Zheng et al. [141], mostraron 

que el miR-182-5p se sobreexpresaba en células de cáncer de hígado. Además, a través de ex-

perimentos funcionales, los autores demostraron que el miR-182-5p aumentó la proliferación 
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en células de cáncer de hígado a través de la regulación negativa del gen RCAN1. En CM, los 

resultados obtenidos por Zhang et al. [142] indicaron que la sobreexpresión del miR-182 podría 

tener un rol esencial en el inicio y progresión del CM triple negativo al inhibir la expresión de 

FOXF2.  

 

El rs4541843:C>T fue identificado por secuenciación de SANGER de 100 pacientes con histo-

ria familiar de CM durante el desarrollo de la tesis doctoral del Dr. Tomas de Mayo en el labo-

ratorio de la Dra. Jara. Este SNP se encontraba descrito en bases de datos, sin embargo, no 

existían estudios que evaluaran la asociación del rs4541843 con riesgo de alguna patología hu-

mana. Los resultados de esta tesis mostraron que el alelo T del rs4541843 se asoció con aumento 

de riesgo de CM. En consecuencia, en el presente trabajo se evaluó el rol del rs4541843:C>T 

en la tumorogénesis mamaria. Los resultados de expresión de esta tesis mostraron que en ambas 

líneas celulares de CM MCF-7 (luminal A) y MDA-MB-231 (triple negativo), el miR-182-3p 

se sobreexpreso por sobre la hebra 5p del miR-128 maduro cuando las células fueron transfec-

tadas con el pri-miR-182-C. Estos resultados sugieren que la presencia del alelo C en el pri-

miR-182 favorece la expresión del miR-182-3p maduro, y que posiblemente esta hebra sea la 

que genera la oncogeneidad en el desarrollo del CM. Además,   

 

De los antecedentes mencionados anteriormente, el trabajo de Perilli et al. [139], mostró que la 

sobreexpresión del miR-182 aumenta la proliferación de células de cáncer colorrectal. Además, 

Hirata et al [143], reportaron por primera vez que la sobreexpresión del miR-182-5p está aso-

ciada con la progresión del cáncer de próstata al aumentar la proliferación, invasión y migración 

celular al inhibir la expresión de los genes supresores de tumores FOXF2, RECK y MTSS1. En 

carcinoma oral de células escamosas (COCE), el trabajo de Li et al. [144], mostró que el miR-

182-5p se encontraba sobreexpresado en líneas celulares y muestras clínicas de COCE. Además, 

a través de ensayos de CCK-8, los autores observaron que el miR-182-5p promovió el creci-

miento y proliferación de células de COCE. Chiang et al. [145], mostraron que, en líneas celu-

lares de CM y muestras clínicas de tejido tumoral mamario, el miR-182 se encontraba sobreex-

presado significativamente. Además, los autores demostraron funcionalmente que miR-182 pro-

mueve la proliferación e invasión celular al aumentar la expresión del eje HIF-1α-VEGF-A e 

inhibir la expresión del gen FBXW7.  Los resultados de proliferación celular obtenidos en esta 
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tesis mostraron que ambas líneas celulares de CM luminal A y triple negativo, la proliferación 

fue significativamente mayor cuando las células fueron transfectadas con el pri-miR-182-C. En 

consecuencia, y de acuerdo a los antecedentes presentados, se podría sugerir que la sobreexpre-

sión del miR-182-3p, a consecuencia de la presencia del alelo C del rs4541843, aumentaría la 

proliferación de las células de CM al inhibir la expresión del gen FBXW7 y probablemente 

modulando positivamente el eje HIF-1α-VEGF-A. 

 

El cisplatino es uno de los fármacos quimioterapéuticos de uso común para diferentes tipos de 

cáncer, por lo tanto, es fundamental determinar los mecanismos de resistencia a quimioterápicos 

para evaluar alternativas complementarias de tratamiento. Qin et al. [146], mostró que la sobre-

expresión del miR-182 aumentó significativamente la viabilidad celular, mientras que la inhibi-

ción de este miRNA redujo la viabilidad durante el tratamiento con cisplatino. Además, este 

estudio determinó que en líneas celulares de carcinoma hepatocelular, la sobreexpresión del 

miR-182 inhibía la expresión del gen supresor de tumores TP53INP1 (proteína nuclear 1 indu-

cida por la proteína tumoral 53). Por lo tanto, los autores proponen que la sobreexpresión del 

miR-182 promueve la resistencia al cisplatino de las células de carcinoma hepatocelular al in-

hibir la expresión del gen TP53INP1. Alternativamente, el trabajo realizado por Duan et al. 

[147] mostró que, en tejidos tumorales y líneas celulares de cáncer de mama, el miR-182-5p 

presentaba muy bajo niveles de expresión. Además, los autores evaluaron in vitro la sobreex-

presión de miR-182-5p, determinando que niveles elevados de expresión de este miRNA sensi-

bilizan significativamente las células de cáncer de ovario al cisplatino. En CM, Sharifi et al. 

[148], mostraron que la inhibición del miR-182-5p reduce la viabilidad de las células de CM 

MCF-7 debido a la inducción de apoptosis a través de la regulación positiva de la expresión del 

gen CASP9. En esta tesis, cuando se evaluó el efecto del rs4541843:C>T en la quimioresistencia 

al cisplatino de células de CM, se observó que en ambas líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-

231, la viabilidad en presencia de cisplatino aumentó significativamente cuando las células fue-

ron transfectadas con el pri-miR-182-C. Por lo tanto, es posible que la sobreexpresión del miR-

182-3p como consecuencia de la presencia del alelo G del rs4541843, este participando en la 

quimioresistencia al cisplatino en la tumorogenesis mamaría. Además, la baja expresión del 

miR-182-5p observado en las líneas celulares de CM cuando está el alelo C o T presente, podría 

favorecer también la resistencia al cisplatino como se mostró en el trabajo de Sharifi et al. [148]. 
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Como se ha observado en los antecedentes presentados, el miR-182 afecta la apoptosis celular 

participando en la tumorogénesis del cáncer. Perilli et al. [139], mostraron que el miR-182 es 

uno de los miRNA más sobreexpresado en el cáncer colorrectal. Los autores informaron que el 

aumento de la expresión del miR-182 puede suprimir la apoptosis en líneas celulares de cáncer 

colorrectal. En CM, el trabajo ya mencionado de Sharifi et al. [148], mostraron que la inhibición 

del miR-182-5p induce la apoptosis a través de la regulación positiva de la expresión del gen 

CASP9. Lo resultados de esta tesis mostraron que la apoptosis disminuyó significativamente en 

las células de CM luminal A y triple negativo transfectadas con el pri-miR-182-C. En conse-

cuencia, estos resultados sugieren que la sobreexpresión del miR-182-3p y la baja expresión del 

miR-182-5p, como consecuencia de la presencia del alelo G del rs4541843, promueven la dis-

minución de la apoptosis celular en la tumorogénesis mamaria.   

 

Existe gran evidencia de que la expresión anormal del miR-182 afecta los procesos de invasión 

y migración celular. De acuerdo a la literatura, Wallis et al. [149], mostraron que, en cáncer de 

próstata, la sobreexpresión del miR-182 aumenta la proliferación, migración e invasión de líneas 

celulares tumorales de próstata mediante la supresión de la expresión de FOXO1. Li et al. [150], 

informaron que el miR-182-5p se encuentra sobreexpresado en tejidos de cáncer gástrico, mien-

tras que el gen RAB27A muestras bajos niveles de expresión. Los autores sugieren que la regu-

lación positiva de la expresión del miR-182-5p, permite una mayor unión del miRNA al mRNA 

blanco del gen RAB27A inhibiendo la expresión de este gen y generando como consecuencia 

aumento significativo de la viabilidad, migración, invasión y mitosis de la línea celular HGC-

27. El trabajo de Liu et al. [151], mostró que el miR-182 se encontraba sobreexpresado en célu-

las de glioma, mientras que el gen FBXW7 se encontraba disminuido. A través de ensayos fun-

cionales, los autores determinaron que el miR-182 promueve la proliferación celular, la migra-

ción, la invasión e inhibe la apoptosis celular en células de glioma al inhibir la expresión del 

gen FBXW7. En CM, el trabajo ya mencionado de Chiang et al. [145] , mostró que, en líneas 

celulares de CM, la sobreexpresión del miR-182 promueve la proliferación, invasión y migra-

ción celular al inhibir la expresión del gen FBXW7.  Los resultados obtenidos en esta tesis 

mostraron que en las líneas celulares de CM MCF-7 y MDA-MB-231, la invasión y migración 

celular aumentaron significativamente en células transfectadas con el pri-miR-182 portador del 



76 

 

alelo C. De acuerdo a los resultados obtenidos y los antecedentes presentados, es posible que la 

sobreexpresión del miR-182-3p, a consecuencia de la presencia del alelo C del rs4541843, pro-

mueva la invasión y migración de células de CM luminal A y triple negativo al inhibir la expre-

sión del gen FBXW7, el cual es un regulador esencial de la metástasis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Modelamiento del pri-miRNA-182 en presencia del alelo C (A) y en presencia del alelo T (B). Las 

estructuras secundarias fueron modeladas a través de la herramienta bioinformática RNAfold (http://rna.tbi.uni-

vie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi). 
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9. CONCLUSIONES  

 

 El estudio funcional demostró que el alelo A del rs6505162:C>A (pre-miR-423) es un 

alelo de riesgo y participa en la desregulación positiva de diferentes procesos de la tu-

morogénesis mamaria.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29.  Modelo celular propuesto de los efectos de la presencia del alelo A del rs6505162. La presencia del 

alelo A aumentaría los niveles de miR-423 maduro 5p y 3p gatillando la desregulación positiva de diferentes pro-

cesos funcionales esenciales de la tumorogénesis mamaria.  

 

 El estudio funcional demostró que el alelo G del rs895819:A>G (pre-miR-27a) es un 

alelo de protección para CM triple-negativo y de riesgo para CM luminal A.  
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Figura 30. Modelo celular propuesto de los efectos de la presencia del alelo G del rs895819. La presencia del alelo 

G actuaría de forma dual dependiendo del subtipo molecular CM, desregulando negativamente los procesos fun-

cionales de la tumorogénesis mamaria en CM triple-negativo (A), mientras que este alelo desregula positivamente 

procesos celulares de la tumorogénesis del CM luminal A (B).  

 

 

 

A 
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 El estudio funcional demostró que el alelo C del rs4541843:C>T (pri-miR-182) es un 

alelo de riesgo y participa en diferentes procesos de la tumorogénesis mamaria.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31.  Modelo celular propuesto de los efectos de la presencia del alelo C del rs4541843. La presencia del 

alelo C aumentaría los niveles de miR-182 maduro 3p gatillando la desregulación positiva de diferentes procesos 

funcionales esenciales de la tumorogénesis mamaria.  
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10. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta tesis se podría proponer como estudios futuros los 

siguientes puntos: 

 

 Caracterizar el rol dual de alelo G del rs895819 en CM luminal A y CM triple-negativo.  

 

 Evaluar los mecanismos por el cuales los SNPs rs6505162, rs895819 y rs4541843 afec-

tan las estructuras precursoras de los miRNAs maduros.   

 

 Evaluar la expresión de posibles genes blancos de los miRNAs miR-423, miR-27a y 

miR-182 que podrían generar la desregulación de los diferentes procesos celulares.  

 

 Realizar ensayos in vivo para corroborar el efecto de los SNPs rs6505162, rs895819 y 

rs4541843 observado en las líneas celulares de CM. 
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12. ANEXOS 

 

12.1. Cuestionario para pacientes con CM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



88 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



89 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



90 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



91 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



92 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



93 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



94 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



95 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



96 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



97 

 

12.2. Cuestionario para mujeres sanas  
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11.3. Aprobación de Comité de Ética en Investigación en Seres Humanos  
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12.4. Consentimiento Informado para casos de CM 
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12.5. Consentimiento Informado para Individuos Sanos  
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12.6. Consentimiento Informado para el estudio de otros genes  
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12.7. Figuras  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Predicción bioinformática de la unión del miR-27a-3p al mRNA del gen FBXW7 utilizando 

la base de datos de TargetScan.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Predicción bioinformática de la unión del miR-27a-3p al mRNA del gen BAK1 utilizando la 

base de datos de TargetScan. 
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Figura 3. Predicción bioinformática de la unión del miR-27a-3p al mRNA del gen BTG1 utilizando la 

base de datos de TargetScan. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Predicción bioinformática de la unión del miR-182-3p al mRNA del gen FBXW7 utilizando 

la base de datos de TargetScan. 
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Abstract: Breast cancer (BC) is one of the most frequent tumors affecting women worldwide. microRNAs
(miRNAs) single-nucleotide polymorphisms (SNPs) likely contribute to BC susceptibility. We evaluated
the association of five SNPs with BC risk in non-carriers of the BRCA1/2-mutation from a South
American population. The SNPs were genotyped in 440 Chilean BRCA1/2-negative BC cases and
1048 controls. Our data do not support an association between rs2910164:G>C or rs3746444:A>G and BC
risk. The rs12975333:G>T is monomorphic in the Chilean population. The pre-miR-605 rs2043556-C allele
was associated with a decreased risk of BC, both in patients with a strong family history of BC and in
early-onset non-familial BC (Odds ratio (OR) = 0.5 [95% confidence interval (CI) 0.4–0.9] p = 0.006 and
OR = 0.6 [95% CI 0.5–0.9] p = 0.02, respectively). The rs4541843-T allele is associated with increased risk
of familial BC. This is the first association study on rs4541843 and BC risk. Previously, we showed that
the TOX3-rs3803662:C>T was significantly associated with increased risk of familial BC. Given that TOX3
mRNA is a target of miR-182, and that both the TOX3 rs3803662-T and pri-miR-182 rs4541843-T alleles
are associated with increased BC risk, we evaluated their combined effect. Risk of familial BC increased in
a dose-dependent manner with the number of risk alleles (p-trend = 0.0005), indicating an additive effect.

Keywords: familial breast cancer; polymorphisms; microRNA; South American population

1. Introduction

Breast cancer (BC) is one of the most frequent cancers affecting women worldwide. One of every eight
women will develop BC in their lifetime [1]. In Chile, BC has the highest mortality rate among cancers
(15.69/100,000 women), and its incidence is rising in all of the age groups monitored [2]. The mutations
in the BRCA1/2 genes are responsible for an average of 16–20% of the risk for hereditary BC [3–5].
Moreover, it has been proposed that BC susceptibility alleles can be classified into three categories of
penetrance (high, moderate, or low) that reflect the probability of developing the disease [6]. Our group
has studied the contribution of moderate- and low-penetrance genes (PALB2 [7], BARD1 [8], ATM [9],
CHECK2 [10], FGFR2 [11], TOX3 [12], MAP3K1 [11], and 8q24 [12]) to genetic susceptibility to hereditary
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BC in the Chilean population. As genetic factors play an important role in BC etiology [13], identifying the
genetic alterations involved in breast carcinogenesis is a major priority in the field.

In recent years, evidence has emerged to support a role for microRNAs (miRNAs) in BC
development and progression [14,15]. miRNAs are single-stranded RNAs of about 22 nucleotides
in length. These molecules can regulate gene expression by degrading or blocking the translation
of their specific target mRNAs, mainly by binding to their 3′-untranslated region (UTR) [16,17].
Approximately 30% of all of the human genes are regulated by miRNAs [18,19]. Growing evidence
has established that miRNA misexpression and mutations are correlated with various human cancers,
including BC [20–22]. Single-nucleotide polymorphisms (SNPs) are the most common type of variation
in the human genome. The SNPs present in miRNAs can alter the expression, lead to the maturation
of aberrant miRNA, and affect the target binding affinity and specificity. Therefore, these variants may
contribute to some forms of familial cancer [23]. Many epidemiological studies have examined the
association between miRNA SNPs and cancer susceptibility [22]. In BC, several case-control studies
and meta-analyses have evaluated the association between the miRNA gene polymorphisms and
disease risk in European [24–29], Asian [30,31], Arab [32], Jewish [33], and Iranian populations [34].
With the exception of two studies, one in a Brazilian [35] and the other in Chilean population
published by our group [36], the contribution of miRNA gene variants to BC risk among South
American women remains unexplored. We have previously studied the contribution of the SNPs
rs895819 (pre-miR-27a), rs11614913 (pre-miR-196a2), rs6505162 (pre-miR-423), rs4919510 (miR-608),
and rs2682818 (pre-miR-618) to BC susceptibility in the Chilean population, as these were the
most-studied SNPs in the BC cases from several populations. Moreover, the genetic variability is
ethnicity-specific and appears to influence not only the risk but also the type of BC that develops in an
individual. In this study, we selected SNPs in three miRNAs (rs3746444 in pre-miR-499, rs12975333 in
pre-miR-125a, and rs2043556 in miR-605), based on the evidence in the literature for a relationship
with BC risk [23,24,31,34,37–39]. Another four miRNAs (pre-miR-16, pre-miR-182, pre-miR-192,
and pre-miR-146a) were also selected for analysis, as these miRNAs are known to target BRCA1/2
genes [40–43]. Therefore, in this study, we sequenced the complete coding regions and boundaries of
pre-miR-16, pre-miR-182, pre-miR-192, and pre-miR-146a in a population of Chilean BC patients who
were negative for BRCA1 and BRCA2 mutations, with the aim of identifying new variants. The patients
had either a strong family history of BC or of early-onset BC. The SNPs were identified in only two of the
miRNAs sequenced, pre-miR-146a (rs2910164) and pri-miR-182 (rs4541843). A case-control designed
was used to assess the association between BC risk and SNPs, rs3746444 (pre-miR-499), rs12975333
(pre-miR-125a), rs2043556 (miR-605), rs2910164 (pre-miR-146a), and rs4541843 (pri-miR-182).

The human miR-146a gene at locus 5q34 has been linked with BRCA1/BRCA2 activity. The SNP
rs2910164:G>C, located in the middle of the miRNA stem hairpin, leads to a change from a G:U
pair to a C:U mismatch in the stem structure of the precursor molecule, altering the expression of
mature miR-146a [44]. This SNP has been associated with the risk of various cancers [45,46], and with
cancer-specific and ethnicity-dependent effects [23,37].

The variant rs3746444 in the mature miR-499-3p produces a change from an A:U pair to a
G:U mismatch in the stem structure of the precursor molecule, leading to an altered processing
and expression of the mature transcript [44], and potentially affecting the binding of the target
mRNAs to the mature miRNA-3p [44]. miR-499 can target regulation of FOXO4, PDCD4, Sox6,
and Rod1 expression [47–49], all of which play important roles in the etiology of various cancers [48].
Many studies have explored the association between the rs3746444:A>G SNP and the susceptibility to
BC [44], lung cancer [50], gallbladder cancer [51], squamous cell carcinomas of the head and neck [52],
liver cancer [53], and colorectal cancer [54]. Studies on the association between this SNP and BC
susceptibility have also shown that rs3746444 has different effects on different populations.

miR-125a is located on chromosome 19q13.41 in the human genome. The identified targets of miR-125a
include Lin-28, Lin-41, ERBB2, and ERBB3 mRNAs, all of which are involved in BC tumorigenesis [55–57].
One miRNA profiling study found that mir-125a was downregulated in BC [58]. Other data suggest that
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miR-125 may play an important role in BC pathogenesis [59]. The rs12975333:G>T is located at the eighth
nucleotide (+8) within the mature miR-125a. An in vivo analysis demonstrated that this SNP significantly
blocks the processing of pri-miRNA to pre-miRNA, and reduces the miRNA-mediated translational
suppression [59]. This SNP was also strongly associated with BC tumorigenesis in a Belgian population
from Antwerp [38], suggesting that miR-125a likely functions as a tumor suppressor gene in human
cancer [38]. However, in other populations, this SNP is monomorphic for the wild-type allele [39].

Several studies have investigated the association between miR-605 rs2043556:T>C and cancer
risk. A meta-analysis by Hu et al. [60], concluded that there was a significant association between the
rs2043556 C allele and an overall risk of human cancer. To date, however, only two association studies
have been performed to assess the contribution of miR-605 rs2043556 to BC risk [23,31].

Finally, the rs4541843:C>T located in the boundaries of pre-miR-182 (pri-miR-182 region), and is
described in the Ensembl genome browser 90 database. While miR-182 is known to be involved in
breast carcinogenesis, there are no association studies in the literature regarding the contribution of
rs4541843 to BC susceptibility.

This study was designed to evaluate the association of these SNPs rs2910164 in pre-miR-146a,
rs4541843 in pri-miR-182, rs3746444 in pre-miR-499, rs12975333 in pre-miR-125a, and rs2043556 in
miR-605 with familial BC and early-onset non-familial BC in non-carriers of BRCA1/2 mutations from
a South American population.

2. Materials and Methods

2.1. Families

A total of 440 BC patients belonging to 440 high-risk, BRCA1/2-negative, Chilean families were selected
from the files of the Servicio de Salud del Area Metropolitana de Santiago, Corporación Nacional del Cáncer
(CONAC), and other private health services in the Metropolitan Region of Santiago. All of the index cases
were tested for BRCA1 and BRCA2 mutations, as previously described [61]. Pedigrees were constructed
from the index case with the highest probability of carrying a deleterious mutation. None of the families
studied met the criteria for other known BC-related syndromes, such as Li-Fraumeni, ataxia-telangiectasia,
or Cowden disease.

Table 1 shows the specific characteristics of the families selected according to the inclusion criteria.
All of the study families had self-reported Chilean ancestry dating from several generations, confirmed by
extensive interviews with several family members from different generations. A total of 16% of the families
(70/440) had bilateral BC cases, 9.0% (40/440) had both BC and ovarian cancer (OC) cases, and 1.1%
(5/440) had male BC cases. The mean age at diagnosis for the BC cases was 42.1 years, and 75.2% were
diagnosed at <50 years.

The study was approved by the Institutional Review Board of the University of Chile, School of
Medicine (Project code Number 1150117, 1 March 2015). Informed consent was obtained from all of
the participants.

Table 1. Inclusion criteria for the families included in this study.

Inclusion Criteria Families n

Three or more family members with breast and/or ovarian cancer 121 (27.5%)
Two family members with breast and/or ovarian cancer 148 (33.6%)

Single affected individual with breast cancer ≤35 years of age 87 (19.8%)
Single affected individual with breast cancer between 36 and 50 years of age 84 (19.1%)

Total 440 (100%)

2.2. Control Population

The sample of healthy Chilean controls (n = 1048) was recruited from CONAC files.
Only individuals whose ancestors were Chilean for at least the three previous generations were
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included in the study. The DNA samples were taken from unrelated individuals with no personal or
family history of cancer, confirmed by interview performed by a geneticist of our research group. All of
the participants provided informed consent for anonymous testing. The DNA samples were obtained
in compliance with all of the relevant ethical and legal norms. The control sample was matched to
cases for age and socioeconomic strata. Over 90% of the cases and controls lived in the city of Santiago.

2.3. Mutation Analysis

Genomic DNA was extracted from peripheral blood lymphocytes of 440 cases from the selected
high-risk families and 1048 controls. The samples were obtained according to the method described by
Chomczynski and Sacchi [62].

A complete sequencing study was performed for pre-miR-16 (Chr13:50,048,973–50,049,061),
pre-miR-182 (Chr7:129,770,383–129,770,492), pre-miR-192 (Chr11:64,891,137–64,891,246), and pre-miR-146a
(Chr5:160,485,352–160,485,450), as well as the boundaries (100 pb to each side) sequence in 99 of the
440 cases. For this analysis, the families were subdivided into those with (a) three or more members with
BC and/or OC (43.4%) and (b) index cases with early-onset BC (≤35 years) (56.6%). The entire coding
sequence and the boundaries of the pre-miRNA(s) sequences were amplified by polymerase chain reaction
(PCR). The primers were designed with Primer3 version 0.4.0 [63]. The sequencing was performed using an
ABI 3730xl automated fluorescence-based sequencer and BigDye Terminator v3.1 kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

The SNPs, rs3746444 (A>G), rs2910164 (G>C), rs12975333 (A>C), and rs2043556 (T>C), were
genotyped using commercially-available TaqMan Genotyping Assays (Thermo Fisher Scientific, Fair
Lawn, NJ, USA) (assay ID C__2142612_30, C__15946974_10, C__31444793_10, and C__11737438_10,
respectively). A custom TaqMan assay was designed to genotype the SNP rs4541843 (context sequence
5′-ACAGCCAGCGAGGGAAGGGC[C/T]GGCCAATGCTGGACCTGCTGTT-3′). The reaction was
performed in a 10 µL final volume containing 5 ng of genomic DNA, 1X TaqMan Genotyping Master
Mix, and 20X TaqMan SNP Genotyping Assay. The PCR was carried out in a StepOnePlus Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The thermal cycles were initiated for 10 min at
95 ◦C, followed by 40 cycles, each at 92 ◦C for 15 s and 60 ◦C for 1 min. Each genotyping run contained
control DNA confirmed by sequencing. The alleles were assigned using StepOne software, v2.2 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). As a quality control, we repeated the genotyping on ~10% of the
samples, and all genotype scoring was performed and checked separately by two reviewers unaware of
case-control status.

2.4. Statistical Analysis

The Hardy–Weinberg equilibrium assumption was assessed in the control sample using a
goodness-of-fit chi-square test (HW Chisq function included in the ‘HardyWeinberg’.package v1.4.1 for R,
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria, URL: https://www.r-project.org/). The Fisher’s
exact test was used to test the association between the genotypes/alleles and the case/control status.
The odds ratios (OR) with 95% confidence intervals (CI) were calculated to estimate the strength of the
associations (odds ratio and Fisher’s exact test functions were performed using GraphPad Prism v 6.0 for
Windows 10, GraphPad Software, La Jolla California, USA, URL: www.graphpad.com) A two-tailed
p-value <0.05 was used as the criterion of significance. The Cochran–Armitage trend test was performed
to test the additive genetic effect model (CATT function included in the ‘Rassoc’ package v 1.03 for R,
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria, URL: https://www.r-project.org/). A chi-square
test for the trend was performed to examine the additive combined effects of the risk alleles (‘ptrend’
was performed in Stata/MP v 13.0 for Windows 10, Unix-StataCorp, College Station, TX, USA; using
‘ptrend’ package).

https://www.r-project.org/
www.graphpad.com
https://www.r-project.org/
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3. Results

3.1. Association Study between rs2910164, rs4541843, rs3746444, rs12975333, and rs2043556 with Familial
Breast Cancer and Early-Onset Non-Familial Breast Cancer in Non-Carriers of BRCA1/2 Mutations

We analyzed the complete coding sequence and boundaries of pre-miR-16, pre-miR-182, pre-miR-192,
and pre-miR-146a in 99 probands who had a strong family history of BC, but were negative for BRCA1
and BRCA2 point mutations, with the aim of identifying new miRNA sequence variations in a Chilean
population. No variants were detected in the pre-miR-16 and pre-miR-192 sequences. We identified two
variants, rs2910164 (pre-miR-146a) and rs4541843 (pri-miR-182). These two variants and three SNPs from the
literature, rs3746444 (pre-miR-499), rs12975333 (pre-miR-125a), and rs2043556 (miR-605), were then analyzed
in 440 BRCA1/2-negative cases and 1048 controls. For the case-control analysis, the whole BC sample was
subdivided into two subgroups, individuals from families with two or more members with BC and/or OC
(n = 269) (subgroup A), and individuals with non-familial early-onset BC (≤50 years) (n = 171) (subgroup B).
Subgroup A excludes the subgroup B cases. The genotype distributions and allele frequencies of pre-miR-146a
rs2910164:G>C, pri-miR-182 rs4541843:C>T, pre-miR-499 rs3746444:A>G, pre-miR-125a rs12975333:G>T,
and miR-605 rs2043556:T>C are shown in Table 2 for the whole patient group and subgroups vs. the controls.
The observed genotype frequencies for three of the five polymorphisms were in Hardy-Weinberg equilibrium
in the controls (p = 0.86 for rs2910164:G>C, p = 0.83 for rs3746444:A>G, and p = 0.90 for rs12975333), while
the p-values for the SNPs rs4541843:C>T and rs2043556:T>C were 0.03 and <10−4, respectively.

In the single-locus analysis, the genotypes and alleles distributions for rs3746444:A>G, did not
differ significantly between cases and controls, in either the whole-group or subgroup analysis (p >
0.05). The genotype frequencies of rs2910164:G>C in the 99 BRCA1/2-negative probands from high-risk
families were 52.7% G/G, 39.4% G/C and 7.9% C/C. For the case-control analysis of rs2910164:G>C,
the genotypes and alleles distributions did not differ significantly between cases and controls, in either the
whole-group or subgroup analysis (p > 0.05). For rs12975333:G>T, the frequency of the wild-type allele (G)
was 0.996 in controls and 0.995 in cases, and the frequency of allele T was 0.004 in controls and 0.005 in
cases. Therefore, the T allele was extremely rare and practically monomorphic in this Chilean population.

The rs2043556:T>C is located in pre-miR-605. The minor allele frequency (MAF) (allele C) was
significantly lower in the whole sample (0.32) and in the subgroup A (0.31) vs. controls (0.37) (OR = 0.8
[95% CI 0.6–0.9] p = 0.01 and OR = 0.7 [95% CI 0.6–0.9] p = 0.01, respectively). This result indicates that
the C allele is associated with a protective effect against BC risk. We also observed a protective effect for
the C-allele carriers (T/C + C/C) in the whole sample (OR = 0.6 [95% CI 0.4–0.7], p < 10−4), in subgroup
A (OR = 0.6 [95% CI 0.4–0.8] p < 10−4), and in single cases diagnosed at ≤50 years of age (subgroup B)
(OR = 0.6 [95% CI 0.5–0.9] p = 0.02). We also assessed for a protective effect of rs2043556 in according to
number of BC cases in the family (Table 3). No protective effect was found for rs2043556 in the families
with two BC/OC cases. However, the BC risk was significantly decreased in the C-allele carriers with
three or more family members with BC/OC (T/C + C/C) (OR = 0.5 [95% CI 0.4–0.9] p = 0.006). This result
indicates that the C-allele was associated with a protective effect in the families with a strong history of BC.

The rs4541843:C>T corresponds to a SNP detected by sequencing in pri-miR-182. This SNP is located
at the position 138 downstream of 5′ pre-miR-182. The genotype frequencies in the 99 BRCA1/2-negative
probands from high-risk families were 34.6% C/C, 42.7% C/T, and 22.7% T/T. In the case-control analysis,
no significant differences were observed for genotype or allele distribution, for whole group or subgroup B
vs. controls (p > 0.05). However, in the familial BC cases (subgroup A), the MAF (allele T) was higher in
cases than controls (0.46 and 0.41, respectively, p = 0.01). Furthermore, in subgroup A, the homozygous
T/T- and T-allele carriers (C/T + T/T) had a significantly increased BC risk (OR = 1.5 [95% CI 1.0–2.2]
p = 0.03 and OR = 1.2 [95% CI 1.0–1.5] p = 0.01, respectively) (Table 2), indicating that the T allele is
associated with an increased BC risk. When we analyzed the effect of the T allele by the number of BC
cases per family, no association between the rs4541843 and BC risk was found. No associations were
observed between this SNP and the early-onset BC (diagnosis≤50 years of age). It is important to note
that is the first association study on this SNP and the risk of a human disease.
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Table 2. Genotype and allelic frequencies of rs3746444, rs2910164, rs12975333, rs2043556, and rs4541843 in BRCA1/2-negative breast cancer cases and controls.

All BC Cases (n = 440) Families with ≥2 BC and/or OC Cases
(n = 269)

Families with a Single Case, Diagnosis at
≤50 Years of Age (n = 171)

Genotype or Allele Controls (n = 1048) (%) BC Cases (%) p-Value a OR [95% CI] BC Cases (%) p-Value a OR [95% CI] BC Cases (%) p-Value a OR [95% CI]

rs3746444 (Pre-miR-499)

A/A 772 (73.7) 319 (72.5) - 1.0 (Ref) 198 (73.6) - 1.0 (Ref) 121 (70.8) - 1.0 (Ref)
A/G 254 (24.2) 111 (25.2) 0.6 1.0 [0.8–1.3] 64 (23.8) 0.9 0.9 [0.7–1.3] 47 (27.5) 0.3 1.1 [0.8–1.7]
G/G 22 (2.1) 10 (2.3) 0.8 1.1 [0.5–2.3] 7 (2.6) 0.6 1.2 [0.5–2.9] 3 (1.7) 1.0 0.8 [0.2–2.9]

A/G + G/G 276 (26.3) 121 (27.5) 0.6 1.0 [0.8–1.3] 71 (26.4) 1.0 1.0 [0.7–1.3] 50 (29.2) 0.4 1.1 [0.8–1.6]
Allele A 1798 (85.8) 749 (85.1) - 1.0 (Ref) 460 (85.5) - 1.0 (Ref) 289 (84.5) - 1.0 (Ref)
Allele G 298 (14.2) 131 (14.9) 0.6 1.0 [0.8–1.3] 78 (14.5) 0.9 1.0 [0.7–1.3] 53 (15.5) 0.5 1.1 [0.8–1.5]

rs2910164 (Pre-miR-146a)

G/G 561 (53.5) 236 (53.6) - 1.0 (Ref) 149 (55.4) - 1.0 (Ref) 87 (50.9) - 1.0 (Ref)
G/C 410 (39.1) 165 (37.5) 0.7 0.9 [0.7–1.1] 101 (37.5) 0.6 0.9 [0.6–1.2] 64 (37.4) 1.0 1.0 [0.7–1.4]
C/C 77 (7.4) 39 (8.9) 0.3 1.2 [0.7–1.8] 19 (7.1) 0.8 0.9 [0.5–1.5] 20 (11.7) 0.06 1.6 [0.9–2.8]

G/C + C/C 487 (46.5) 204 (46.4) 1.0 0.9 [0.7–1.2] 120 (44.6) 0.6 0.9 [0.7–1.2] 84 (49.1) 0.5 1.1 [0.8–1.5]
Allele G 1532 (73.1) 637 (72.4) - 1.0 (Ref) 399 (74.2) - 1.0 (Ref) 238 (69.6) - 1.0 (Ref)
Allele C 564 (26.9) 243 (27.6) 0.7 1.0 [0.8–1.2] 139 (25.8) 0.6 0.9 [0.7–1.1] 104 (30.4) 0.2 1.1 [0.9–1.5]

rs12975333 (Pre-miR-125a)

G/G 1040 (99.2) 436 (99.1) - 1.0 (ref) 267 (99.3) - 1.0 (ref) 169 (98.8) - 1.0 (ref)
G/T 8 (0.8) 4 (0.9) 0.7 1.1 [0.3–3.9] 2 (0.7) 0.2 1.9 [0.5–6.5] 2 (1.2) 0.6 1.5 [0.3–7.3]
T/T 0 0 - - 0 - - 0 - -

G/T + T/T 8 (0.8) 4 (0.9) 0.7 1.1 [0.3–3.9] 2 (0.7) 0.2 1.9 [0.5–6.5] 2 (1.2) 0.6 1.5 [0.3–7.3]
Allele G 2088 (99.6) 876 (99.5) - 1.0 (ref) 536 (99.6) - 1.0 (ref) 340 (99.4) - 1.0 (ref)
Allele T 8 (0.4) 4 (0.5) 0.7 1.1 [0.3–3.9] 2 (0.4) 0.2 1.9 [0.5–6.5] 2 (0.6) 0.6 1.5 [0.3–7.3]

rs2043556 (miR-605)

T/T 376 (35.9) 208 (47.3) - 1.0 (ref) 128 (47.6) - 1.0 (ref) 80 (46.8) - 1.0 (ref)
T/C 571 (54.5) 182 (41.3) <10−4 0.5 [0.4–0.7] 115 (42.7) 0.0003 0.5 [0.4–0.7] 67 (39.2) 0.0009 0.5 [0.3–0.7]
C/C 101 (9.6) 50 (11.4) 0.6 0.8 [0.6–1.3] 26 (9.7) 0.2 0.7 [0.5 –1.2] 24 (14.0) 0.6 1.1 [0.6–1.8]

T/C + C/C 672 (64.1) 232 (52.7) <10−4 0.6 [0.4–0.7] 141 (52.4) 0.0006 0.6 [0.4–0.8] 91 (53.2) 0.02 0.6 [0.5–0.9]
Allele T 1323 (63.1) 598 (68.0) - 1.0 (ref) 371 (69.0) - 1.0 (ref) 227 (66.4) - 1.0 (ref)
Allele C 773 (36.9) 282 (32.0) 0.01 0.8 [0.6–0.9] 167 (31.0) 0.01 0.7 [0.6–0.9] 115 (33.6) 0.4 0.9 [0.7–1.1]

rs4541843 (Pri-miR-182)

C/C 386 (36.8) 150 (34.1) - 1.0 (Ref) 81 (30.1) - 1.0 (ref) 69 (40.4) - 1.0 Ref
C/T 473 (45.1) 205 (46.6) 0.4 1.1 [0.8–1.4] 127 (47.2) 0.1 1.2 [0.9–1.7] 78 (45.6) 0.6 0.9 [0.6–1.3]
T/T 189 (18.1) 85 (19.3) 0.4 1.5 [0.8–1.5] 61 (22.7) 0.03 1.5 [1.0–2.2] 24 (14.0) 0.1 0.7 [0.4–1.1]

C/T + T/T 662 (63.2) 290 (65.9) 0.3 1.1 [0.8–1.4] 188 (69.9) 0.04 1.3 [1.0–1.8] 102 (59.6) 0.3 0.8 [0.6–1.1]
Allele C 1245 (59.4) 505 (57.4) - 1.0 (Ref) 289 (53.7) - 1.0 (ref) 216 (63.2) - 1.0 (Ref)
Allele T 851 (40.6) 375 (42.6) 0.3 1.0 [0.9–1.2] 249 (46.3) 0.01 1.2 [1.0–1.5] 126 (36.8) 0.2 0.8 [0.6–1.0]

BC—breast cancer; OC—ovarian cancer; OR—odds ratio; CI—confidence interval; Ref—Reference. a Fisher’s exact test. p < 0.05 statistically significant.
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Table 3. Genotype and allelic frequencies of rs2043556 and rs4541843 according the number of BC cases in the families in BRCA1/2-negative breast cancer cases
and controls.

Families with 2 BC and/or OC Cases (n = 148) Families with ≥3 BC and/or OC Cases (n = 121)

Genotype or Allele Controls (n = 1048) (%) BC Cases (%) p-Value a OR [95% CI] BC Cases (%) p-Value a OR [95% CI]

rs2043556 (miR-605)

T/T 376 (35.9) 67 (45.3) - 1.0 (Ref) 61 (50.4) - 1.0 (Ref)
T/C 571 (54.5) 68 (45.9) 0.08 0.7 [0.5–1.0] 47 (38.9) 0.003 0.5 [0.4–0.8]
C/C 101 (9.6) 13 (8.8) 0.3 0.7 [0.4–1.4] 13 (10.7) 0.5 0.7 [0.4–1.5]

T/C + C/C 672 (64.1) 81 (54.7) 0.06 0.7 [0.5–1.0] 60 (49.6) 0.006 0.5 [0.4–0.9]
Allele T 1323 (63.1) 202 (68.2) - 1.0 (Ref) 169 (69.8) - 1.0 (Ref)
Allele C 773 (36.9) 94 (31.8) 0.1 0.8 [0.6–1.0] 73 (30.2) 0.06 0.7 [0.5–1.0]

rs4541843 (Pri-miR-182)

C/C 386 (36.8) 45 (30.4) - 1.0 (Ref) 36 (29.8) - 1.0 (Ref)
C/T 473 (45.1) 70 (47.3) 0.2 1.2 [0.8–1.8] 57 (47.1) 0.2 1.2 [0.8–1.9]
T/T 189 (18.1) 33 (22.3) 0.1 1.4 [0.8–2.4] 28 (23.1) 0.09 1.5 [0.9–2.6]

C/T + T/T 662 (63.2) 103 (69.6) 0.1 1.3 [0.9–1.9] 85 (70.2) 0.1 1.3 [0.9–2.0]
Allele C 1245 (59.4) 160 (54.1) - 1.0 (Ref) 129 (53.3) - 1.0 (Ref)
Allele T 851 (40.6) 136 (45.9) 0.09 1.2 [0.9–1.5] 113 (46.7) 0.07 1.2 [0.9–1.6]

BC—breast cancer; OC—ovarian cancer; OR—odds ratio; CI—confidence interval; Ref—Reference. a Fisher’s exact test. p < 0.05 Statistically significant.
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3.2. Combined Effect between TOX3 rs3803662-T and pri-miR-182 rs4541843-T Alleles with Breast Cancer Risk

In a previous publication, our group showed that TOX3 rs3803662:C>T was significantly associated
with an increased BC risk in familial BC [12]. As TOX3 rs3803662-T and pri-miR-182 rs4541843-T were
associated with an increased BC risk, we considered these two variants to be risk alleles. Moreover, TOX3
mRNA is a target of miR-182 [64]. Therefore, we evaluated the combined effect of these variants. For the
analysis, the subjects were divided into five groups based on number of risk alleles (subjects with 0
[group 1], one [group 2], two [group 3], three [group 4], or four [group 5] risk alleles). As shown in Table 4,
the distribution of the combined genotypes in the whole patient group and in subgroup A significantly
differed from the controls (p = 0.005 and 0.0001, respectively), and the BC risk increased in a dose-dependent
manner in the whole sample, and in subgroup A, with the number of risk alleles (p-trend = 0.0005 and
<10−4, respectively). No additive effect was observed for early-onset BC (diagnosis ≤50 years of age).
We also analyzed this additive effect within cases with a family history of BC, according to the number
of BC cases per family (Table 5). An additive effect was observed in the families with two BC/OC cases
and the families with the strongest history of BC (p-trend = 0.0001 and 0.001, respectively). These results
indicate an additive effect of TOX3 rs3803662-T and pri-miR-182 rs4541843-T on BC risk.
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Table 4. Combined effects of rs3803662 (TOX3) and rs4541843 (pri-miR-182) on the risk of breast cancer.

Number of Risk Alleles (a) Controls (n = 1048) (%)
All BC Cases (n = 440) Families with ≥2 BC and/or OC cases

(n = 269)
Families with a Single Case, Diagnosis at

≤50 Years of Age (n = 171)

BC Cases (%) OR [95% CI] p-Value (b) BC Cases (%) OR [95% CI] p-Value (b) BC Cases (%) OR [95% CI] p-Value (b)

0 risk alleles 153 (14.6) 49 (11.1) 1.0 (Ref) - 22 (8.2) 1.0 (Ref) - 27 (15.8) 1.0 (Ref) -
1 risk allele 381 (36.4) 128 (29.1) 1.0 [0.7–1.5] 0.8 73 (27.1) 1.3 [0.7–2.2] 0.3 55 (32.2) 0.8 [0.4–1.3] 0.4
2 risk alleles 336 (32.1) 168 (38.2) 1.5 [1.0–2.2] 0.01 105 (39) 2.1 [1.3–3.5] 0.001 63 (36.9) 1.0 [0.6–1.7] 0.9
3 risk alleles 153 (14.6) 79 (18) 1.6 [1.0–2.4] 0.02 57 (21.2) 2.5 [1.5–4.4] 0.0006 22 (12.9) 0.8 [0.4–1.4] 0.5
4 risk alleles 25 (2.4) 16 (36) 1.9 [0.9–3.8] 0.08 12 (4.5) 3.2 [1.4–7.2] 0.006 4 (2.3) 0.8 [0.2–2.6] 1.0

p-trend (c) 0.0005 <10−4 0.9755
Global p (d) 0.005 0.0001 0.6970

(a) 0 risk allele: C/C + C/C; 1 risk allele: C/C + C/T, C/T + C/C; 2 risk alleles: C/C + T/T, T/T + C/C, C/T + C/T; 3 risk alleles: C/T + T/T, T/T + C/T; 4 risk alleles: T/T + T/T.
(b) Fisher’s exact test. (c) Chi-test for trend. (d) Chi-squared test for independence. BC—breast cancer; OC—ovarian cancer; OR—odds ratios; CI—confidence interval; Ref—Reference.
p ≤ 0.05 statistically significant.

Table 5. Combined effects of rs38033662 (TOX3) and rs4541843 (pri-miR-182) on the risk of breast cancer according the number of BC cases in the families.

Number of Risk Alleles (a) Controls (n = 1048) (%)
Families with Two BC and/or OC Cases (n = 148) Families with ≥3 BC and/or OC Cases (n = 121)

BC Cases (%) OR [95% CI] p-Value (b) BC Cases (%) OR [95% CI] p-Value (b)

0 risk alleles 153 (14.6) 10 (6.8) 1.0 (Ref) - 12 (8.1) 1.0 (Ref) -
1 risk allele 381 (36.4) 29 (19.6) 1.1 [0.5–2.4] 0.8 44 (29.7) 1.4 [0.7–2.8] 0.2
2 risk alleles 336 (32.1) 47 (31.8) 2.1 [1.0–4.3] 0.03 58 (39.2) 2.2 [1.1–4.2] 0.01
3 risk alleles 153 (14.6) 30 (20.3) 3.0 [1.4–6.3] 0.003 27 (18.2) 2.2 [1.0–4.6] 0.02
4 risk alleles 25 (2.4) 5 (3.4) 2.9 [0.9–9.3] 0.06 7 (4.7) 3.4 [1.2–9.5] 0.02

p-trend(c) 0.0001 0.001
Global p (d) 0.001 0.02

(a) 0 risk allele: C/C + C/C; 1 risk allele: C/C + C/T, C/T + C/C; 2 risk alleles: C/C + T/T, T/T + C/C, C/T + C/T; 3 risk alleles: C/T + T/T, T/T + C/T; 4 risk alleles: T/T + T/T.
(b) Fisher’s exact test. (c) Chi-test for trend. (d) Chi-squared test for independence. BC—breast cancer; OC—ovarian cancer; OR—odds ratios, CI—confidence interval; Ref—Reference.
p ≤ 0.05 Statistically significant.
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4. Discussion

Currently, there is consensus that the BRCA1 and BRCA2 mutations are responsible for an average
of only 16% of the risk for familial breast and ovarian cancers [3,5]. Consequently, there is an intensive
search for additional targets.

The miRNAs are a class of endogenous, non-coding, single-stranded RNAs involved in many
molecular pathways and biological processes, including the development, apoptosis, differentiation,
proliferation, and immune response [65]. Many miRNAs have been implicated in various human
diseases, and it has been shown that miRNAs are aberrantly expressed or mutated in many cancers.
SNPs are the most common form of variation present in the human genome. The SNPs in the miRNA
regions can alter the genetic expression, processing, and maturation, as well as the target binding
affinity and specificity [23,66]. Therefore, many epidemiological studies have examined the associations
between the miRNA SNPs and BC susceptibility [22]. It is important to note that genetic variability is
ethnicity-specific. To date, most miRNA SNP studies have been performed in cases from European,
Asian, Arab, or Jewish populations, mainly in sporadic BC. In contrast, the publications regarding the
role of the miRNA variations in BC susceptibility among Latin-American populations are very scarce.
In the present study, we evaluated the impact of the miRNA SNPs on familial and early-onset BC
in Chilean families negative for BRCA1/2 point mutations. To this end, we performed a case-control
study to examine the association between the BC risk and rs2910164 in pre-miR-146a, rs4541843 in
pri-miR-182, rs3746444 in pre-miR-499, rs12975333 in pre-miR-125a, and rs2043556 in pre-miR-605.

Our data do not support an association between rs2910164:G>C or rs3746444:A>G and BC risk.
The SNP rs2910164:G>C resides within miR-146a, a microRNA that binds to the 3′ untranslated
region of the BRCA1 transcript [43] and negatively regulates expression of this gene [27]. There have
been a number of studies on rs2910164 in populations of various ethnicities, but the results
are controversial [24,25,27,43,67–69]. Shen et al. (2008) [43] reported in US population that
BRCA1/2-negative BC/OC cases with G/C-C/C genotypes were significantly younger at diagnosis
than those with the G/G genotype; nevertheless, the ethnicity of the US population used in this
study was not specified. This association was not confirmed in a study by Catucci et al. (2010) [24],
who reported no association between rs2910164 with BC risk or the age of onset in BRCA1/2-negative
BC patients from Germany and Italy. On the other hand, Pastrello et al. (2010) [25] reported that
the SNP miR-146a rs2910164 had a potential impact on the age of onset in an Italian population of
BRCA1/2-negative familial BC/OC patients. In a North Indian population, Bansal et al. (2014) [68]
demonstrated that the miR-146a G/G (rs2910164) polymorphism was associated with reduced genetic
susceptibility to BC. However, a multivariate analysis showed that this SNP was associated with
an increased BC risk in postmenopausal females. In a Chinese population, the rs2910164 G/G
and C/G-G/G genotypes were associated with an increased BC risk in the postmenopausal BC
cases with no familial history of BC [69]. In an Iranian population, the rs2910164 polymorphism
was not significantly associated with the occurrence of BC. Several meta-analyses that included the
rs2910164:G>C polymorphism were published between 2011 and 2017. Of these, two meta-analyses
reported that rs2910164 contributed to BC susceptibility in a Caucasian population [29,70]. The other
five meta-analyses showed that rs2910164 was not associated with BC susceptibility in Caucasians
or Asians [23,37,44,71,72]. The majority of authors suggest that the oncogenic mechanisms are
markedly influenced by specific genetic backgrounds across populations. The contemporary Chilean
population stems from the admixture of Amerindian people with the Spanish settlers in the sixteenth
and seventeenth centuries. Later (nineteenth-century) migrations of Germans, Italians, Arabs,
and Croatians had only a minor impact on the general population (accounting for no more than
4% of the total population), with effects restricted to the specific locations of the country where
these immigrants settled [73]. The relationships among ethnicity, Amerindian admixture, genetic
markers, and socioeconomic strata in Chile have been studied extensively [74,75]. The SNP rs3746444,
located at the 3p mature miRNA-499, was also found to have no association with BC risk in our study.
This polymorphism involves an A>G nucleotide substitution, leading to altered processing and the
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expression of the mature transcript [76]. The analyses of rs3746444 polymorphisms in BC patients have
shown mixed results. Several studies have reported that rs3746444 was associated with an increased
BC risk in Iranian [34,67,77] and Chinese populations [69,78]. In contrast, other studies found no
association between rs3746444 and BC risk in Caucasian (German and Italian) [24] or North Indian
populations [68]. In addition, all five meta-analyses published to date have found that rs3746444 is
associated with an increased BC risk in Asians, but not Caucasians [23,44,72,76,79]. Given the European
and Native American ancestry estimates for Chileans as 52% and 44% on average, respectively, these
results could explain the lack of association of rs3746444 with BC risk in this group [80].

The variant rs12975333:G>T is located in the seed region of the mature miRNA-125a. The T allele
reportedly blocks the processing of pri-miRNA to the pre-miRNA precursor. This variation is extremely
rare, having been detected in only one of 1200 individuals from diverse ethnic backgrounds in a study
by the Centre d’Etude du Polymorphisme Humain [38]. Li et al. (2009) [38] showed that rs12975333-T
was strongly associated with BC risk in a Belgian population from Antwerp. These authors found
that while 8.3% of the BC cases were T-allele carriers, this risk allele was not present in any of
the 192 controls from the general population in the Antwerp area or the 587 Caucasian controls
collected in the United States [38]. This SNP was also monomorphic for the G allele in a sample of
340 healthy individuals from Catalonia (in northeast Spain) [81]. Peterlongo et al. (2011) [39] showed
that rs12975333 was monomorphic in 4114 controls from Germany, Italy, Australia, and Spain (Madrid).
Moreover, the authors suggested that very few BC cases, if any, were attributable to rs12975333 in the
populations studied. Our results also indicate that rs12975333 is extremely rare, if not absent, in the BC
cases and controls from a Chilean population. Therefore, we were unable to estimate the association
between rs12975333 and BC risk.

Several studies have investigated the association between miR-605 rs2043556:T>C and cancer
risk [82]. Specifically, the miR-605 C allele was associated with an increased risk of bladder cancer in a
Caucasian population [60], and in gastrointestinal cancer, the C allele was significantly less common
in the controls vs. cancer patients in an Asian population [31]. However, rs2043556-C significantly
decreased the oral squamous cell carcinoma risk in a Chinese population [82]. Only one article
and one meta-analysis have evaluated the association between rs2043556 and BC risk. In a Chinese
population, no significant association with BC risk was observed [31], while the meta-analysis by
Chen et al. (2014) [23], reported that the miR-605 rs2043556 C/C genotype may increase the BC
susceptibility in an Asian population. Because all of the participants in this meta-analysis were Asian,
additional case-control studies, especially in non-Asian populations, are necessary to validate the
finding. Our results showed that the rs2043556 C allele was associated with a protective effect in the
BRCA1/2-negative Chilean women with a strong family history of BC or non-familial, early-onset BC.
These results are contradictory to the results obtained in Asians. Therefore, given that the Chilean
population is ~52% Caucasian and ~44% Native Amercican, studies in other population are needed.
One important issue to consider is that the genotype distribution of rs2043556 is in a Hardy–Weinberg
disequilibrium, which could distort the results. The possibility that different selective factors may
directly or indirectly alter the association between rs2043556 and BC risk cannot be discarded.

miR-182 is one of three miRNAs in the miR-183/182/96 cluster, located in a 5-Kb region
of human chromosome 7q32.2 [83]. Several studies have confirmed that the members of the
miR-182 cluster are abnormally expressed in some cancers and other human diseases [84]. This cluster,
and specifically miR-182, is highly expressed in many BC subtypes. This molecule functions as
an onco-miRNA, promoting the proliferation and migration of BC cells [85]. With respect to
miR-182, Moskwa et al. (2011) [41] reported that the Argonaute/miR-182 complex associates
selectively with the BRCA1 transcript and that miR-182 downregulates the BRCA1 expression.
Therefore, miR-182 overexpression reduces the BRCA1 protein levels and impairs the homologous
recombination-mediated repair. In addition, consistent with a BRCA1-deficiency phenotype,
miR-182-overexpressing breast tumor cells are hypersensitive to the inhibitors of poly (ADP-ribose)
polymerase I (PARP1) [41]. Krishman et al. (2013) [86] showed that miR-182 is overexpressed in
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several molecular subtypes of BC. This author then experimentally validated that miR-182 mediates
the disruption of homologous recombination (HR), as a consequence of its ability to target multiple
components of that pathway [86]. Other targets of miR-182 include the transcription factor TOX3
mRNA; Nibrin NBN mRNA, which is a gene member of the MRE11/RAD50 double-strand break
repair complex; and LIM and SH3 domain protein 1 (LASP1) mRNA. Therefore, miR-182 may
participate in the regulation of DNA double-strand break repair and estrogen receptor-mediated gene
expression, by regulating the NBN and TOX3 expression. Moreover, miR-182 may also influence
the nodal positivity and tumor size of breast carcinomas by regulating LASP1 expression [64].
The SNP rs4541843:C>T is located in pre-miR-182. This SNP is described in the Ensembl genome
browser 90 database; nevertheless, there are no studies in the literature assessing the association of
rs4541843:C>T with any human disease. Here, we performed a case-control study on rs4541843:C>T,
showing that the T allele is associated with an increased BC risk. In addition, homozygous T/T-
and T-allele carriers (C/T + T/T) had a significantly increased BC risk among BRCA1/2-negative
familial BC cases. Given the known roles of miR-182, it could be hypothesized that rs4541843-T
induces miR-182 overexpression, reducing the BRCA1 protein levels by altering the pathways involved
in maintaining the genomic stability. Thus, the association of rs4541843-T with an increased BC
risk in the BRCA1/2-negative BC patients could be a consequence of reduced BRCA1 protein levels.
Studies in other populations are needed to confirm this assertion, as this is the first association study
on rs4541843:C>T and BC risk.

In a previous publication, our group described an association between the TOX3 rs3803662:C>T
and risk of familial BC. In this study, we showed that rs4541843-T, located in the boundaries of
pre-miR-182 (pri-miR-182 region), is also associated with an increased BC risk. Considering that the
transcription factor TOX3 mRNA is a target of miR-182 [64], we evaluated the combined effects of
the TOX3 rs3803662-T and pri-miR-182 rs4541843-T, and constructed a genetic score based on the
number of risk alleles. A dose-response association was observed for familial BC. The presence of four
risk alleles was associated with a 3.2-fold increased risk of familial BC compared with the zero risk
alleles. miRNA-182 is an onco-miRNA in BC [85,87] that regulates the expression of BRCA1, NBN,
LASP1, and TOX3, and other genes [64]. miR-182 is upregulated in BC, increasing the proliferation,
migration, and tumorigenesis of BC cells [87,88]. TOX3 also encodes a protein that plays a pivotal role
in calcium-dependent transcription, as a transcription factor [89]. This gene is located on chromosome
16q12. The loss of heterozygosity (LOH) and the translocations involving the 16q region are commonly
observed in BC [90]. Moreover, TOX3 is expressed in mammary ER+ epithelial cells, and regulates
the expression of estrogen receptor-mediated genes [91]. Associations between several TOX3 or
nearly TOX3 SNPs and BC susceptibility have been established in European, Asian, African American,
and South American populations [12,92–96]. Among these, rs3803662:C>T is the most strongly
correlated with disease. Each copy of rs3803662-T is associated with a 20% increase in BC risk [93].
Riaz et al. (2012) [97], suggested that TOX3 might act as a tumor suppressor gene and that the risk allele
rs3803662-T is significantly associated with a reduced TOX3 expression. Furthermore, TOX3 mRNA is
a target of miR-182, and miR-182 overexpression reduces the TOX3 endogenous transcript level [64].
Consequently, the presence of the risk alleles from both of the SNPs could produce a more marked
decrease in the TOX3 expression. This effect increases with the number of risk alleles, producing
a dose-dependent increase in the BC risk. Functional studies are needed to elucidate the biological
consequences of rs4541843:C>T in breast and other cancers. The potential utility of miR-182 in BC
therapy should also be considered. Although our study provides evidence for an association of
rs2043556 and rs4541843 with BC risk, certain limitations must be considered. Firstly, the genotype
distribution of rs2043556 did not conform to the Hardy–Weinberg expectations, which may distort the
results. Secondly, the sample size of the whole group in the present study is sufficient to yield 80%
power; nevertheless, the sample size limits the subgroup analyses. Therefore, these results should be
replicated using subgroups with larger sample sizes.
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Abstract: MicroRNA-423 (miR-423) is highly expressed in breast cancer (BC). Previously, our group
showed that the SNP rs6505162:C>A located in the pre-miR-423 was significantly associated with
increased familial BC risk in patients with a strong family history of BC. Therefore, in this study,
we evaluated the functional role of rs6505162 in mammary tumorigenesis in vitro to corroborate
the association of this SNP with BC risk. We found that rs6505162:C>A upregulated expression
of both mature miR-423 sequences (3p and 5p). Moreover, pre-miR-423-A enhanced proliferation,
and promoted cisplatin resistance in BC cell lines. We also showed that pre-miR-423-A expression
decreased cisplatin-induced apoptosis, and increased BC cell migration and invasion. We propose
that the rs6505162-A allele promotes miR-423 overexpression, and that the rs6505162-A allele induces
BC cell proliferation, viability, chemoresistance, migration, and invasion, and decreases cell apoptosis
as a consequence. We suggest that rs6505162:C>A is a functional SNP site with potential utility as a
marker for early diagnosis, prognosis, and treatment efficacy monitoring in BRCA1/2-negative BC
patients, as well as a possible therapeutic target.

Keywords: breast cancer; microRNA function; microRNA-423; functional study

1. Introduction

Breast cancer (BC) is the most frequent cancer affecting women worldwide. In Chile,
BC has the highest mortality rate among cancers in women (16.6/100,000 women) [1].
Though genetic factors play an important role in etiology, the most well-known susceptibil-
ity genes, BRCA1 and BRCA2, only account for about 16% of familial cases [2]. Currently,
there is consensus that other susceptibility alleles, called moderate- or low-penetrance
genes, could also be responsible for a significant percentage of BC susceptibility [2].

In recent years, evidence has emerged to support a role of microRNAs (miRNAs) in
BC development and progression [3,4]. These molecules can regulate gene expression by
degrading or blocking translation of their specific target mRNAs, mainly by binding to
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their 3′-unstranslated region (UTR) [5,6]. Approximately 30% of all of human genes are
regulated by miRNAs [7,8]. Growing evidence indicates that miRNA variations and muta-
tions are correlated with various human cancers, including BC [9–11]. Single-nucleotide
polymorphisms (SNPs) are the most common variations in the human genome. SNPs in
miRNAs can alter expression, lead to maturation of aberrant miRNA, and affect target bind-
ing affinity and specificity [11,12]. Several studies have shown that miRNA-423 (miR-423)
plays an important role in tumorigenesis [13–15]. In hepatocellular carcinoma, miR-423
promotes cell growth, and regulates G(1)/S transition by targeting p21 Cip1/waf1 [13].
Moreover, in gastric cancers [15–18], glioblastomas [19–22], laryngeal carcinomas [14], lung
cancers [23–25], and endometrial cancers [26,27], miR-423 is implicated in cell proliferation,
migration, and invasion. miR-423 also seems to influence proliferation and apoptosis in
colorectal [28–31] and prostate cancers [32].

Zhao et al. [33] suggested that the SNP rs6505162:C>A in pre-miR-423 affects mature
miRNA expression, and that miR-423 plays a potentially oncogenic role in breast tumori-
genesis. Our group previously evaluated the association between rs6505162:C>A and BC
susceptibility in a Chilean population using a case-control study. We concluded that the
rs6505162-A allele was significantly associated with increased familial BC risk in patients
with a strong family history (OR = 1.7 [95% CI 1.0–2.0] p = 0.05) [34]. Given these promising
findings, the goal of the present study was to perform a functional characterization of the
rs6505162:C>A polymorphism, evaluating its role in several breast tumorigenesis processes
in vitro.

2. Results
2.1. miR-423 Expression Was Upregulated by Rs6505162:C>A

In a previous article, our findings supported the contention that allele A (the minor
allele, or MA) of rs6505162:C>A in pre-miR-423 increased familial BC risk. Consequently,
we were interested in exploring the effect of pre-miR-423 rs6505162:C>A on mature miR-423
expression. Pre-miR-423 produces two mature sequences: miR-423-3p and miR-423-5p.
We constructed pre-miR-423-C (wild-type) and pre-miR-423-A (MA) expression vectors,
which were transfected into MCF-10A, MCF-7, and MDA-MB-231 cells to produce stable
populations. Expression was evaluated by RT-qPCR. Figure 1A shows that miR-423-3p and
miR-423-5p expression levels were very low, and were similar in MCF-10A cells regardless
of transfection with pre-miR-423-C or pre-miR-423-A. On the other hand, miR-423-3p and
miR-423-5p levels were significantly increased in both MCF-7 and MDA-MB-231 BC cells
transfected with pre-miR-423-A versus pre-miR-423-C (Figure 1B,C). These results suggest
that the expression levels of both mature miR-423 sequences (3p and 5p) are upregulated in
BC cells by the presence of the rs6505162-A allele in pre-miR-423.

2.2. Pre-miR-423-A Enhanced Breast Cancer Cell Proliferation

MCF-7 and MDA-MB-231 transfected with pre-miR-423-A, pre-miR-423-C, or empty
vector were studied to assess the effect of pre-miR-423 rs6505162:C>A. Proliferation was
evaluated in both stable cell lines with CFSE-based proliferation assays at 24 and 48 h.
Figure 2A shows that transfection with pre-miR-423-C had no effect on the proliferation
index in MCF-7 cells compared to transfection with empty vector, after either 24 or 48
h. However, proliferation indices were significantly higher (p < 0.01) in cells transfected
with pre-miR-423-A as compared to pre-miR-423-C or empty vector at both 24 and 48 h
(Figure 2A). Figure 2B shows the results for MDA-MB-231 cells. No significant differences
in the proliferation index were observed among cells transfected with pre-miR-423-A,
pre-miR-423-C, or empty vector at 24 h. However, cells transfected with pre-miR-423-A
had significantly higher proliferation indices than those transfected with pre-miR-423-C or
empty vector at 48 h (p < 0.001) (Figure 2B). Furthermore, we evaluated the proliferation
index in the normal breast cell line MCF-10A, where we observed no significant differences
when cells were transfected with pre-miR-423-C, pre-miR-423-A, or empty vector, at either



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 380 3 of 13

24 or 48 h (Figure 2C). The results obtained indicate that pre-miR-423-A significantly
enhanced proliferation of both luminal A and triple-negative representative BC cells.
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Figure 1. Mature miR-423 expression was differentially regulated by the SNP rs6505162:C>A in
normal and cancerous breast cells. Levels of mature miR-423-3p and miR-423-5p were measured in
stable populations of normal breast MCF-10A (A), MCF-7 (B), and MDA-MB-231 (C) BC cell lines,
which were transfected with expression vectors containing pre-miR-423-A or pre-miR-423-C. Fold
changes were normalized to the empty vector. Data represent means (±SD) of three independent
experiments (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001).
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Figure 2. Cell proliferation was increased by the SNPs rs6505162:C>A in luminal A and triple-negative
BC cells. Proliferation index was measured by CFSE-based flow cytometry in stable populations of
MCF-7 luminal A (A), MDA-MB-231 triple-negative (B), and MCF-10A (C) cells transfected with
expression vectors containing pre-miR-423-A, pre-miR-423-C, or empty vector at 24 and 48 h. Data
represent means (±SD) of three independent experiments (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001).

2.3. Pre-miR-423-A Expression Promoted Cisplatin Resistance in Breast Cancer Cells

It is very well known that some miRNAs can regulate resistance to antineoplastic
drugs [35]. To study the effects of the SNP rs6505162:C>A on cisplatin sensitivity, stable
MCF-7 and MDA-MB-231 BC cells were cultured with various concentrations of cisplatin
(0, 40, and 80 µM) for 48 h. An MTS assay was used to evaluate cisplatin sensitivity.
Survival in the presence of cisplatin was significantly higher for MCF-7 cells transfected
with pre-miR-423-A than for those transfected with pre-miRNA-423-C or empty vector
(Figure 3A). Similar results were observed for stable MDA-MB-231 cells (Figure 3B). In
the triple-negative BC cell line, a slight, but significant, cisplatin resistance was observed
in cells transfected with pre-miR-423-C versus empty vector. In summary, the results
support the assertion that the SNP rs6505162-A is a risk allele, as the presence of allele A
in pre-miR-423 was associated with a significant elevation in cell survival and cisplatin
resistance as compared to allele C or empty vector for two concentrations of cisplatin.
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Figure 3. Resistance to cisplatin was differentially modulated by the SNP rs6505162:C>A in luminal
A and triple-negative BC cell lines. Resistance to cisplatin was measured by MTS assay in stable
populations of MCF-7 luminal A (A) and MDA-MB-231 triple-negative (B) BC cells transfected with
vectors containing pre-miR-423-A, pre-miR-423-C, or empty vector. Data represent means (± SD) of
three independent experiments (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p< 0.0001).
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2.4. Pre-miR-423-A Expression Decreased Cisplatin-Induced Apoptosis of Breast Cancer Cells

To examine the role of the SNP rs6505162:C>A in cisplatin-induced apoptosis, MCF-7
and MDA-MB-231 cells transfected with pre-miR-423-C, pre-miR-423-A, or empty vec-
tor were treated with 100 µM cisplatin. Apoptosis was estimated by measuring caspase
3/7 activity. Figure 4A,B shows significantly lower levels of cisplatin-induced apoptosis at
48 h in MCF-7 and MDA-MB-231 cells transfected with pre-miR-423-A compared to those
transfected with pre-miR-423-C (p < 0.0001) or empty vector (p < 0.0001). These results
demonstrate that miR-423 upregulation, attributable to the presence of the rs6505162-A al-
lele in pre-miR-423, inhibited cisplatin-induced apoptosis by decreasing caspase 3/7 activity.
The results are consistent with our previously-published findings implicating rs6505162-A
as a risk allele.
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Figure 4. Pre-miR-423-A expression protected against apoptosis in luminal A and triple-negative BC
cell lines. Apoptosis was assessed by measuring caspase 3/7 activity in stable populations of MCF-7
luminal A (A) and MDA-MB-231 triple-negative (B) BC cells transfected with vectors containing
pre-miR-423-A, pre-miR-423-C, or empty vector. Data represent means (±SD) of three independent
experiments (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001).

2.5. Pre-miR-423-A Expression Increased Migration and Invasion in Breast Cancer Cells

To evaluate the effect of rs6505162:C>A on migration and invasion in BC cells, migra-
tion and invasion assays were performed using MCF-7 and MDA-MB-231 cells transfected
with pre-miR-423-C, pre-miR-423-A, or empty vector. The cells were plated in Transwell
chambers with or without Matrigel. Cell migration was significantly greater in MCF-7 cells
transfected with pre-miR-423-A versus pre-miR-423-C (p < 0.01) or empty vector (p < 0.01)
(Figure 5A). Similar results were observed for stable MDA-MB-231 cells (Figure 5B). Our
results also demonstrated increased cell invasion in both MCF-7 (Figure 6A) and MDA-
MB-231 (Figure 6B) cells transfected with pre-miR-423-A. No significant differences in
migration or invasion were observed between MCF-7 and MDA-MB-231 cells transfected
with pre-miR-423-C versus empty vector (Figure 5A,B and Figure 6A,B). Therefore, it was
demonstrated that miR-423 upregulation in the presence of the pre-miR-423 rs6505162-A
allele enhanced migration and invasion of luminal A and triple-negative BC cells.
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Figure 5. SNP rs6505162:C>A expression increased cell migration in luminal A and triple-negative
BC cell lines. Cell migration was measured in stable populations of MCF-7 luminal A (A) and MDA-
MB-231 triple-negative (B) BC cells transfected with expression vectors containing pre-miR-423-A,
pre-miR-423-C, or empty vector. The number of migrated cells was quantified by counting the cells
in the pictures taken. Data represent means (±SD) of three independent experiments (* p < 0.05;
** p < 0.01).
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3. Discussion

It is well established that miRNAs participate in the initial and developmental stages
of numerous types of cancers [36,37]. Notably, miRNAs are frequently located in cancer-
associated genome regions [38], and seem to regulate almost all cancer-associated genes [39].
Mutations or SNPs located in pri- or pre-miRNAs may affect the transcription of miRNA
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primary transcripts, processing of miRNA precursors to mature miRNAs, and miRNA-
mRNA interactions [40].

Numerous studies have indicated that miR-423 shows distinct expression patterns
and functions in cellular processes, such as cell proliferation, apoptosis, tumor metas-
tasis, and chemoresistance [41]. miR-423 is highly expressed in multiple cancer types,
including hepatocellular carcinomas, head and neck cancers, gastric cancers, colorectal
cancers, glioblastomas, lung cancers, ovarian cancers, laryngeal carcinomas, endometrial
cancers, prostate carcinomas, and breast cancers [15,41–45]. A pre-miRNA usually pro-
duces two mature sequences: miRNA-5p and miRNA-3p. It is thought that one pre-miRNA
is typically processed into one mature miRNA, which incorporates into the RISC complex,
whereas the other arm of the pre-miRNA degrades rapidly. However, pre-miR-423 can
simultaneously produce two mature sequences, possibly as a consequence of structural
characteristics that allow both strands to join the RISC complex [13]. It has been reported
that both of the mature miR-423 sequences, miR-423-3p and miR-423-5p, are involved
in tumorigenesis [33]. In laryngeal carcinoma, miR-423-3p increases cell proliferation,
invasion, and migration via modulation of AdipoR2 [14]. In gastric cancer cells, miR-
423-5p regulates cell proliferation and invasion by targeting trefoil factor 1 [15], and in
hepatocellular carcinoma, miR-423-3p overexpression promotes cell growth and regulates
G1/S transition by targeting p21Cip/WaF1, a tumor suppressor gene [13]. Overexpression
of miR-423-5p induces upregulation of p-ERK1/2 and p-AKT, and enhances glioma cell
proliferation, as well as angiogenesis and metastasis, by targeting inhibitor of growth 4
(ING-4) [19]. miR-423-3p acts as an oncogene, and promotes cell proliferation, migration,
and invasion in lung cancer [24], and in endometrial cancer, miR-423 promotes prolif-
eration, migration, invasion, and chemoresistance [26]. In prostate cancer, miR-423-5p
enhances proliferation and decreases apoptosis [32,41]. miR-423-5p has a protective effect
in colorectal cancer, downregulating cell proliferation, and upregulating apoptosis [28,41],
and in ovarian cancer, miR-423-5p decreases cell proliferation and invasion [41,46]. In
breast cancer, Zhao et al. [33] showed that both forms of mature miR-423 were expressed
in nine breast cancer cell lines. In addition, Xia et al. [47] reported that miR-423 acts as an
oncogene to promote tumor cell proliferation and migration, inhibiting ZFP36 expression
via the Wnt/β-catenin signaling pathway of BC cells. Furthermore, Dai et al. (2020) [48]
demonstrated that miR-423 upregulation enhances BC cell invasion through the NF-κβ
signaling pathway.

It has been established that SNPs play a crucial role in the development of human
tumors [49,50]. A meta-analysis of miR-423 polymorphisms and cancer prognoses sug-
gests that rs6505162 is a prognostic marker in all common human cancers [41]. SNP
rs6505162:C>A, mapping to chromosome 17 at 17q11.2, is located in the pre-miRNA region
of miR-423, 12bp from the 3′ end of mature miR-423 [33]. In a previous study, our group
showed that the rs6505162 allele A (rs6505162-A) is significantly associated with familial
BC risk in patients with a strong family history [34]. Therefore, in this study, we performed
an in vitro evaluation of the role of the SNP rs6505162:C>A in several breast tumorigenesis
processes. Our results showed expression of both miR-423-3p and miR-423-5p in the MCF-7
and MDA-MB-231 BC cell lines, consistent with results from Zhao et al. [33]. We also
observed expression of both mature miRNAs (5p and 3p) in the normal breast cell line, but
at very low levels. Moreover, we found significantly increased levels of mature miR-423-3p
and miR-423-5p in cancer cell lines transfected with pre-miR-423-A as compared to those
transfected with pre-miR-423-C (the wild-type allele) in both MCF-7 and triple-negative
BC cell lines, but not in the normal epithelial breast cancer line. Our results indicate that
the rs6505162-A allele affects expression of both mature sequences, miR-423-3p and -5p,
in cancer cell lines. Our findings are consistent with those of Zhao et al. [33]. We also
evaluated the effect of rs6505162:C>A on cell proliferation using flow cytometry, as this
technique is the most sensitive method available for assessing the proliferation index. Our
results showed that the presence of rs6505162-A increased the proliferation rate of the BC
cell line MCF7 and triple-negative BC cell line MDA-MB-231. It is likely that upregulation
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of miR-423 expression levels as a consequence of the presence of the rs6505162-A allele en-
hances BC cell proliferation. Our results are the first to report a functional characterization
of rs6505162:C>A.

Cisplatin is a well-known and effective anticancer drug that has been used to treat
numerous types of malignant tumors [51]. However, many tumor cells show intrinsic or
acquired resistance to chemotherapeutic drugs [52,53]. miRNAs have been demonstrated to
serve essential roles in chemotherapy sensitivity [54]. Yang et al. [55] reported that miR-214
promotes cell survival, and induces cisplatin resistance by targeting PTEN in ovarian cancer.
Kong et al. [56] demonstrated that miR-155 overexpression promotes BT-474 breast cells
resistant to paclitaxel, VP16, and doxorubicin, whereas miR-155 downregulation sensitizes
HS578T cells to these drugs. Yu et al. [57] reported that miR-17/20 overexpression increases
doxorubicin-induced apoptosis in MCF-7 breast cancer cells by targeting AKT1. The
present study demonstrated that miR-423 overexpression as a consequence of the presence
of the rs6505162-A allele in pre-miR-423 increased survival of BC cells following cisplatin
treatment. These results suggest that miR-423 induces drug resistance in BC cells, consistent
with the report from Xia et al. [47].

Inhibition of apoptosis can promote tumor progression, whereas induction of apoptosis
can inhibit tumor progression [58]. Li et al. [26] showed that miR-423 inhibits cisplatin-
induced apoptosis by modulating caspase 3/7 and Bcl-2 expression levels in endometrial
cancer cells. In glioma cells, miR-423-3p inhibition leads to an induction of apoptosis [20].
Our study results demonstrated that in BC cells, miR-423 upregulation as a consequence
of the rs6505162-A allele inhibited cisplatin-induced apoptosis by decreasing caspase
3/7 activity, as has been observed in other cancers.

Metastasis is the leading cause of cancer mortality. Cell invasion and migration rep-
resent the initial steps of metastasis [59]. miR-423 is a common marker of cross-cancer
metastasis in metastatic samples [41]. miR-423 overexpression in endometrial cancer pro-
motes metastasis of cancer cells [26,27]. miR-423-5p participates in gastric cancer cell inva-
sion [17]. miR-423-3p affects tumor cell metastasis in laryngeal and lung cancers [14,24,25].
In addition, miR-423-5p promotes glioma cell invasion [19]. Thus, the literature suggests
that abnormal expression of miR-423 can influence cancer cell metastasis in human tu-
mors. On the other hand, only Mir et al. [60] have evaluated the correlation between
the SNP rs6505162:C>A and the metastatic process in BC patients. The authors showed
that rs6505162 allele A had a strong and significant association (p < 0.009) with metas-
tasis in Saudi Arabian BC patients, indicating that this allele is associated with disease
progression and distant metastasis status. Our results show that the rs6505162 A al-
lele in pre-miR-423 increased migration and invasion in BC cells as a consequence of
miR-423 overexpression. Moreover, we carried out an in-silico analysis using the miR-
Walk database (http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/ (accessed on 20 December 2021)),
finding that TNIP2 is a possible target of miR-423. Huber et al. [61] showed that the
IKK-2/IkappaBalpha/NF-kappaB pathway is required for induction and maintenance
of epithelial–mesenchymal transition (EMT), which is a crucial step in the initiation of
metastatic process. The authors found that inhibiting NF-kappaB signaling prevented
EMT in Ras-transformed epithelial cells, whereas activation of this pathway promoted the
transition to a mesenchymal phenotype. Furthermore, inhibition of NF-kappaB activity
in mesenchymal cells caused a reversal of EMT, suggesting that NF-kappaB is essential
for both the induction and maintenance of EMT. In accordance with this previous report,
Dai et al. [48] observed that upregulation of miR-423 led to activation of the NF-kappaB
signaling pathway by repressing TNIP2 expression, suggesting that miR-423 is a crucial
factor that enhances breast cancer cell invasion. Therefore, miR-423 overexpression as a
consequence of the presence of the rs6505162 allele A could trigger an initiation of the
metastatic process by activating the NF-kappaB signaling pathway. This finding highlights
this miRNA as a promising prognostic and therapeutic marker for metastatic BC.

http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/
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4. Materials and Methods
4.1. Cell Lines

Normal human breast epithelial cell lines (MCF-10A) and BC cell lines (MCF-7 and
MDA-MB-231) were purchased from American Type Culture Collection (Manassas, VA,
USA). The BC cell lines were selected because of their low miR423-5p and miR423-3p
expression levels [33,62]. MCF-10A is a not tumorigenic cell line, is ER (−), and is the most
commonly-used normal breast cell model. MCF-7 is ER (+), PR (+), and HER2 (−), and,
therefore, can be classified as luminal A. MDA-MB-231 is a triple-negative cell line. Both
BC cell lines are negative for BRCA1 and BRCA2 mutations. MCF-10A cells were grown
in Dulbecco’s Modified Eagle Medium F-12 (DMEM/F-12) supplemented with 5% horse
serum (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). MCF-7 and MDA-MB-231
were seeded in high-glucose DMEM containing 10% fetal bovine serum (FBS Gibco; Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The cells were cultured at 37◦C in a humidified
atmosphere containing 5% CO2. After reaching 70–80% confluence, cells were harvested
for use in further experiments.

4.2. miR-423 Expression Vector Construction and Cell Transfection

We designed one pair of primers (forward: 5′-CCGAAGTTTGAGGGAGAAACT-3′

and reverse: 5′-TTCCTGGCTTCCTTAGAGGG-3′) to amplify pre-miR-423 rs6505162-C
and pre-miR-423 rs6505162-A sequences from genomic DNA extracted from CC and AA
homozygous patients for rs6505162. PCR products were cut from agarose gel, purified, and
inserted into pcDNA3.3 TOPO-TA (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Correct insertion of pre-miR-423-A and pre-miR-423-C into the expression vector
was further confirmed by SANGER sequencing. Lipofectamine 2000 (Invitrogen; Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) was used to transfect the recombinant vectors into
MCF-10A, MCF-7, and MDA-MB-231 cells. After selection using G418 (800 ug/mL) (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA), three groups of stable cell populations transfected with
pre-miR-423-A, pre-miR-423-C, or empty vector were obtained. miR-423 expression was
detected via reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR).

4.3. Analysis of miR-423-5p and miR-423-3p Expression by RT-qPCR

Total small RNA was extracted from the transfected BC cells using the mirVana kit
(Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) according to manufacturer
protocol. RNA concentration was determined using the NanoDrop system. Small RNA
was reverse transcribed to complementary DNA (cDNA) using the TaqMan microRNA
Reverse-Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). miR-423-5p and
miR-423-3p expression levels were determined using specific TaqMan microRNA assays
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) in a StepOne Plus real-time PCR system
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). qPCR was performed as follows: 95 ◦C for
10 min, followed by 40 cycles of 95 ◦C for 15 s, and 60 ◦C for 60 s. All reactions were
performed in triplicate. U6 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) was used as an
endogenous control to calculate miR-423 expression in BC cells. miRNA expression levels
were measured based on threshold cycle (Ct), and relative expression levels were calculated
using the 2−∆∆Ct method [63].

4.4. Cell Proliferation Assay

To assess the effect of pre-miR-423 rs6505162:C>A on BC cell proliferation, CFSE assay
(BioLegend Way, San Diego, CA, USA) was performed according to manufacturer protocol.
The MCF-7 and MDA-MB-231 transfected cells were resuspended and collected at a density
of 1 × 106 cells/well. Cells were then labelled with 5 µM CFSE dye (CFSE Cell Division
Tracker Kit) for 30 min. Staining was halted by adding 5 volumes of ice-cold culture media.
BC cells were subsequently cultured at 37 ◦C in a humidified atmosphere with 5% CO2
for 24 and 48 h. Fluorescence was measured in a BD FACSVerseTM flow cytometer (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA). The proliferation index, analyzed using FlowJo V.10.1
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software (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), was calculated based on the sum of cells in
all generations divided by the calculated number of original parent cells. All experiments
were performed in triplicate.

4.5. Cell Viability Assay

To determine the effects of pre-miR-423-C and pre-miR-423-A on BC cell viability,
an MTS® assay (Promega Corporation, Madison, WI, USA) was performed according to
manufacturer protocol. Stable BC clones of MCF-7 and MDA-MB-231 cells transfected
with pre-miR-423-A, pre-miR-423-C, or empty vector were seeded in 96-well plates at a
density of 5 × 104 cells. After 24 h incubation, various concentrations of cisplatin (0, 40,
and 80 µM) were added. BC cells were subsequently cultured at 37 ◦C in a humidified
atmosphere containing 5% CO2 for 48 h. MTS was added to each well, and incubated for
4 h. Absorbance was measured at 490 nm on a multiplate reader (BioTek Instrument, Inc.,
Winooski, VT, USA). All experiments were performed three times in triplicate.

4.6. Apoptosis Analysis

To examine the effects of pre-miR-423-A and pre-miR-423-C on cisplatin-induced
apoptosis of BC cells, caspase 3/7 activity was assessed according to manufacturer protocol
(Caspase-Glo 3/7 assay systems; Promega Corporation, Madison, WI, USA). Stable BC
clones of MCF-7 and MDA-MB-231 cells transfected with pre-miR-423-A, pre-miR-423-C,
or empty vector were seeded in 96-well plates at a density of 1 × 104 cells. The cells were
cultured in DMEM overnight at 37 ◦C in a humidified incubator. Subsequently, the culture
medium was replaced with a medium containing 0 or 100 µg/mL cisplatin. Cells were
cultured for a further 48 h. Caspase-Glo reagent (Promega Corporation) was added to each
well, and incubated for 3 h at room temperature with gentle agitation. Caspase 3/7 activity
was measured on a BioTek Synergy HTX Multi-Mode reader (BioTek Instrument, Inc.,
Winooski, VT, USA). All experiments were performed three times in triplicate.

4.7. Migration and Invasion Assay

Transwell migration and invasion assays were performed to determine the impact of
pre-miR-423 rs6505162:C>A on cell migration and invasion in BC cells. For the invasion
assay, the upper chambers of Transwell plates were coated with 100 µL Matrigel (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). MCF-7 and MDA-MB-231 cells transfected with pre-miR-
423-C and pre-miR-423-A were suspended in culture medium without FBS, and plated in
the upper chamber at a density of 1 × 105/mL. Culture medium containing 10% FBS was
added to the lower chamber. The cells were incubated for 12 to 16 h at 37 ◦C in a humidified
atmosphere containing 5% CO2. Remaining cells in the upper chamber were removed with
a cotton swab, and cells in the lower chamber were stained at room temperature for 60 min
with 0.1% crystal violet plus 2% methanol. The invaded cells were counted under light
microscopy in ten randomly-selected fields (magnification, ×40). BC cells transfected with
empty vector were used as controls. All experiments were performed in triplicate.

4.8. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software (GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA). Data are presented as mean ± SD, and represented graphically with box
plots. One- or two-way ANOVA was used to analyze for significant differences among groups.
p-values < 0.05 were considered to indicate a statistically significant difference.

5. Conclusions

We carried out the first functional characterization of the rs6505162 polymorphism.
We propose that the rs6505162-A allele promotes miR-423 overexpression. Moreover, the
rs6505162-A allele induces BC cell proliferation, viability, chemoresistance, migration, and
invasion, as well as decreasing cell apoptosis, as a consequence of this miR-423 overexpres-
sion. The current results confirm our previous findings indicating that the rs6505162-A
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allele is a risk allele for BC. Taken together, the present results indicate that the rs6505162-A
allele upregulates miR-423, and, consequently, plays an oncogenic role in BC tumorigenesis
and likely other cancers. This SNP is a potential marker in BRCA1/2-negative BC. The
variant may also a useful biomarker for early diagnosis, prognosis, and treatment efficacy
monitoring, as well as a possible therapeutic target.
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