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I. RESUMEN 

 

El cáncer de mama (CM) corresponde a la neoplasia maligna más prevalente en 

mujeres en el mundo. En Chile, el CM es uno de los 5 cánceres más frecuentes, 

con una incidencia de 46,3 por cada 100.000 mujeres y mortalidad de 16,6 por 

cada 100.000 mujeres. Los factores de riesgo asociados al desarrollo del CM 

corresponden a género, edad, factores nutricionales y modo de vida, factores 

reproductivos, factores hormonales y factores genéticos. El factor de riesgo más 

importante es la predisposición o susceptibilidad genética, la cual es responsable 

del 5-15% de todos los casos de CM. En los años 1994 y 1995 se descubrieron 

los genes BRCA1 y BRCA2, los que han sido considerados genes de 

susceptibilidad de alta penetrancia. Las mutaciones en BRCA1 y BRCA2 son 

responsables del 16-20% del riesgo de CM familiar. Se ha propuesto que otros 

genes, denominados de moderada y baja penetrancia podrían ser responsables 

del 80% restante de los casos con CM familiar BRCA1/2-negativos. Las 

mutaciones en el gen BRCA1, son responsables aproximadamente del 54% del 

riesgo de desarrollar CM. Varios estudios han demostrado que la expresión de 

BRCA1 está regulada por miRNAs. Se ha predicho que entre 20-100 miRNAs se 

unen a la región 3’UTR del mRNA de BRCA1. El miRNA-182 es uno los miRNAs 

que tienen como blanco a la región 3'UTR del mRNA del gen BRCA1. La literatura 

ha sugerido que el miRNA-182 es un miRNA oncogénico involucrado en la 

progresión de tumores malignos, promoviendo la proliferación y migración de las 
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células cancerígenas. El grupo de Moskwa (2011) demostró que el miRNA-182 

tiene como blanco a la región 3'UTR del mRNA del gen BRCA1 y que mayores 

niveles del miRNA disminuyen la expresión de BRCA1.  

Los polimorfismos de nucleótido único (SNPs) son el tipo más común de variación 

en el genoma humano. Los SNPs en genes de miRNAs pueden afectar: el 

procesamiento, la maduración del miRNA o la interacción del miRNA con el 

mRNA blanco. Se han realizado estudios de asociación entre polimorfismos de 

miRNAs y riesgo de CM. Estudios recientes identificaron el SNP rs4541843:C>T, 

el cual se encuentra en la región del precursor pri-miRNA-182. Morales et al. 

(2018) establecieron que la variante rs4541843:C>T en el pri-miR-182 se asocia 

con riesgo de CM familiar en población chilena. En base a los antecedentes 

expuestos, en esta tesis, se propuso evaluar el efecto del rs4541843:C>T sobre 

los niveles del miRNA-182 maduro y sobre la unión del miRNA-182 al mRNA de 

BRCA1. Para ello, se evaluó los niveles del miRNA-182 maduro en presencia del 

rs4541843 alelo T y C por medio de RT-qPCR. Para determinar el efecto del SNP 

rs4541843:C>T en la unión del miRNA-182 a la región 3’UTR del mRNA de 

BRCA1, se realizó un ensayo de luciferasa. Los resultados mostraron una mayor 

presencia de la hebra 3p del miRNA-182 maduro en las líneas celulares de CM 

transfectadas con el pri-miRNA-182-C en comparación con aquellas 

transfectadas con el alelo T. Además, estos niveles mayores se detectan en 

presencia del alelo C del rs4541843, lo que indicaría que el alelo C de este SNP 

es el alelo de riesgo. Con respecto al efecto del SNP rs4541843:C>T en la unión 
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a la región 3’UTR del mRNA de BRCA1, los resultados obtenidos indicaron que 

hay un aumento significativo en la unión del miRNA-182 a la región 3’UTR del 

mRNA de BRCA1 cuando las células son transfectadas con el alelo C en 

comparación con aquellas transfectadas con el vector vacío. Lo anterior permite 

concluir que el alelo C del rs4541843:C>T en el pri-miRNA-182, es el alelo de 

riesgo. Estos resultados son importantes para los pacientes BRCA1/2-negativos, 

ya que si son portadores de la variante C en el pri-miRNA-182 podrían tener 

niveles muy bajos de la proteína BRCA1 y ser equivalentes a pacientes con 

mutaciones germinales en BRCA1. Por lo tanto, la variación genética en el pri-

miRNA-182 podría explicar en parte la presencia de CM en pacientes cuya 

etiología genética aún no ha sido establecida. 
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I. ABSTRACT 
 

Effect of the rs4541843:C>T genetic variant on microRNA-182 levels and 

translation inhibition of BRCA1 messenger RNA. 

 

Breast cancer (BC) is the most prevalent malignancy in women worldwide. In 

Chile, BC is one of the five most frequent cancers, with an incidence rate of 46.3 

per 100,000 women and a mortality rate of 16.6 per 100,000 women. The risk 

factors associated with the development of BC are gender, age, nutritional and 

lifestyle factors, as well as reproductive, hormonal, and genetic factors. However, 

the most important risk factor is genetic predisposition or susceptibility, which is 

responsible for 5-15% of all BC cases. In 1994 and 1995, the BRCA1 and BRCA2 

genes were discovered, which have been considered high penetrance 

susceptibility genes. BRCA1 and BRCA2 mutations are responsible for 16-20% 

of the familial risk for BC. It has been proposed that other susceptibility genes of 

moderate and low penetrance might be responsible for the remaining 80% of 

cases with BRCA1/2-negative familial BC. Mutations in the BRCA1 gene are 

responsible for approximately 54% of the risk of developing BC. Several studies 

have shown that BRCA1 expression is regulated by miRNAs. Between 20-100 

miRNAs have been predicted to bind to the 3'UTR of BRCA1 mRNA. One of the 

miRNAs that target the 3'UTR of the BRCA1 mRNA is miRNA-182. The literature 

has suggested that miRNA-182 is an oncogenic miRNA involved in the 
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progression of malignant tumors, promoting the proliferation and migration of 

cancer cells. The group of Moskwa et al. (2011) demonstrated that miRNA-182 

targets the 3'UTR of the BRCA1 mRNA and that high miRNA levels decrease 

BRCA1 expression.  

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) are the most common type of variation 

in the human genome. SNPs in miRNA genes can affect: the processing and 

maturation of the miRNA, or the interaction of the miRNA with the target mRNA. 

Association studies have been carried out between miRNA polymorphisms and 

BC risk. Recent studies identified the SNP rs4541843: C> T, which is located in 

the region of pri-miRNA-182. Morales et al. (2018) established that the variant 

rs4541843: C> T in the pri-miR-182 is associated with the risk of familial BC in the 

Chilean population. In this thesis, we proposed to evaluate the effect of 

rs4541843: C> T on mature miRNA-182 levels and the binding of miRNA-182 to 

BRCA1 mRNA. For this, mature miRNA-182 levels of both rs4541843 T and C 

alleles were evaluated by RT-qPCR. To determine the effect of the SNP 

rs4541843: C> T on the binding of miRNA-182 to the 3'UTR of BRCA1 mRNA, a 

luciferase assay was performed. The results showed that in the BC cell lines 

higher levels of the 3p strand of the mature miRNA-182 transfected with the pri-

miRNA-182-C were observed, compared to those transfected with the T allele. 

Furthermore, this occurs in the presence of the C allele of rs4541843, which 

suggests that the C allele of this SNP is the risk allele. Results also indicated a 

significant increase in the binding of miRNA-182 to the 3'UTR region of the mRNA 
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of BRCA1 when cells are transfected with the C allele of the SNP rs4541843, 

compared to those transfected with the empty vector. This allows us to conclude 

that the C allele of rs4541843: C> T of the pri-miRNA-182 is the risk allele. These 

results are important for BRCA1/2-negative patients, since they might present 

very low levels of BRCA1 protein and be equivalent to patients with germline 

BRCA1 mutations if they are carriers of C variant in pri-miRNA-182. Therefore, 

genetic variations within the pri-miRNA-182 could explain part of the presence of 

BC in patients whose genetic etiology has not yet been established. 
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II. INTRODUCCIÓN  
 

El cáncer es una enfermedad en la que se ven alterados factores genéticos y 

epigenéticos que desencadenan una desregulación de las funciones celulares 

claves, tales como crecimiento y división celular (Ginsburg et al., 2021). 

Actualmente, es un problema de salud pública a nivel mundial, encontrándose 

entre las primeras causas de muerte. En hombres, los cánceres más frecuentes 

corresponden a próstata, pulmón y bronquios, colon, recto y vejiga urinaria. En el 

caso de las mujeres, los cánceres más prevalentes son cáncer de mama, pulmón 

y bronquios, colon y recto, útero y tiroides (Hassanpour & Dehghani, 2017). En 

Chile, el cáncer corresponde a la segunda causa de muerte y se proyecta que 

para el año 2023 se convierta en la primera causa de muerte a nivel nacional, 

afectando principalmente a mujeres (Minsal, 2018). 

 

II.1. CÁNCER DE MAMA 

 
El cáncer de mama (CM) es la neoplasia maligna más frecuente en mujeres, la 

cual ha mostrado un incremento en su incidencia y mortalidad en los últimos 

años. A nivel mundial, aproximadamente 1 de cada 8 mujeres y 1 de cada 1000 

hombres desarrollarán CM a lo largo de su vida (Donepudi et al., 2014). En Chile, 

el CM es el cáncer más prevalente en mujeres con una tasa de incidencia y  
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mortalidad de 46,3 y 16,6 por cada 100.000 mujeres respectivamente (Minsal, 

2018; Sung et al., 2021). 

Corresponde a una enfermedad heterogénea, que consta de diferentes subtipos 

a nivel molecular, histopatológico y clínico. De acuerdo al estatus de los 

receptores de estrógeno (ER), receptores de progesterona (PR) y receptor 2 del 

factor de crecimiento epidérmico humano (HER2), el CM se clasifica en: luminal 

A, luminal B, HER2 positivo y triple negativo. Los subtipos de CM luminal se 

caracterizan por expresar los ER, PR y HER2. El subtipo luminal A es el más 

común y representa entre un 50% a 60% de todos los CM. Los tumores luminales 

B comprenden aproximadamente el 40% de los casos y al comparar con el 

anterior tienen un fenotipo más agresivo y peor pronóstico. Los tumores HER2 

positivo, son negativos para ER y PR, pero positivos para HER2 y corresponden 

al 15-20% de los casos de CM. La positividad de HER2 confiere un 

comportamiento biológico y clínico más agresivo, siendo este tipo de tumores 

altamente proliferativos. El subtipo triple negativo (CMTN) y da cuenta de 

aproximadamente un 10-15% de todos los CM. Se caracteriza por una expresión 

baja o nula de los ER, PR y HER2. De acuerdo con sus características 

moleculares, este subtipo tiene un comportamiento mucho más agresivo con un 

pronóstico desfavorable en comparación con los otros subtipos de cáncer de 

mama (Dai et al., 2017; Liu et al., 2014; Yersal & Barutca, 2014). 
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II.2. FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE CÁNCER DE 

MAMA 

 
Existen diferentes factores de riesgo que se han asociado al desarrollo del CM. 

De acuerdo al riesgo relativo (RR), que corresponde a una medida de efecto, que 

cuantifica cuantas veces más tiende a desarrollarse el evento en el grupo de los 

individuos expuesto al factor de riesgo, en relación con el grupo de individuos no 

expuestos, podemos mencionar los siguientes factores de riesgo:  

 

a) Género: En mujeres, el riesgo a desarrollar CM se encuentra incrementado en 

comparación con los hombres, siendo 100 veces mayor la probabilidad de que 

ocurra en mujeres que en hombres (Feng et al., 2018).  

b) Edad: Diversos estudios han demostrado que la incidencia de CM aumenta 

con la edad. De acuerdo a lo anterior, el RR de CM en mujeres mayores de 65 

años es de 5,8 veces respecto a aquellas menores de 65 años (Singletary, 2003). 

c) Factores nutricionales y estilo de vida: Entre estos factores, podemos 

mencionar el sobrepeso y obesidad, el cual toma mayor relevancia en mujeres 

postmenopáusicas, debido a que si bien los ovarios dejan de producir 

estrógenos, el tejido adiposo es una fuente extragonadal de estrógenos. En 

consecuencia, las mujeres con sobrepeso u obesas tienen niveles elevados de 

esta hormona, lo cual aumenta el riesgo de desarrollar CM (Feng et al., 2018; 

Minsal, 2018). Además, diferentes estudios sugieren que la obesidad y la 

inactividad física son determinantes importantes de la hiperinsulinemia y la 
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resistencia a la insulina, lo que conlleva a niveles altos de insulina que pueden 

contribuir 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 metástasis del 

CM (Coughlin, 2019). Otro factor corresponde al consumo de alcohol, donde el 

consumo de dos a tres vasos de alcohol diarios aumentan en un 20% el riesgo 

de CM (Seitz et al., 2012; Feng et al., 2018). 

d) Factores reproductivos: Se relacionan con el número de ciclos menstruales 

ovulatorios que experimenta una mujer a lo largo de su vida (Singletary, 2003). 

El inicio de la menstruación antes de los 12 años, o una menopausia tardía 

después de los 55 años, aumentan el riesgo de CM debido a la exposición 

prolongada a hormonas reproductivas (estrógeno y progesterona), las que se 

relacionan con un aumento de la proliferación celular (Feng et al., 2018;  

Coughlin, 2019). 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 (Stuckey & Rojas, 2016).  

e) Factores hormonales: Como se mencionó anteriormente, las hormonas 

reproductivas influyen en el riesgo de desarrollar CM debido a su efecto sobre la 

proliferación celular. La Terapia de Reemplazo de Hormonas (TRH) es utilizada 

para aliviar los síntomas de la menopausia y prevenir la osteoporosis, sin 

embargo, aumenta el riesgo de desarrollar CM en un 24% (Stuckey & Rojas, 
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2016), el cual se eleva aún más si la TRH combina el uso tanto de estrógeno 

como de progesterona respecto a utilizar solo estrógeno (Coughlin, 2019). 

f) Factores genéticos: La predisposición o susceptibilidad genética corresponde 

a uno de los factores que otorga un mayor RR al desarrollo de CM. Podemos 

evidenciar la susceptibilidad genética en alrededor del 20% de las pacientes con 

CM que poseen antecedentes familiares para este cáncer (Singletary, 2003). 

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 

la paciente al momento del diagnóstico de la enfermedad, llegando a ser dos 

veces mayor respecto de la población general (Singletary, 2003; Coughlin, 2019). 

El factor de riesgo más importante corresponde a la predisposición o 

susceptibilidad genética, la cual se ha estimado que es responsable del 5-15% 

de todos los CM (Feng et al., 2018). 

 

II.3. SUSCEPTIBILIDAD GENÉTICA AL CÁNCER DE MAMA 

 
A través del estudio de genes candidatos, la genotipificación, el mapeo de 

polimorfismos de nucleótido único (SNP) y actualmente los estudios a nivel de 

genoma completo o Genome-Wide Association Studies (GWAS) en grandes 

cohortes, ha sido posible identificar variantes en genes que se han asociado con 

riesgo de desarrollar CM. Estos genes se han clasificado en genes de alta, 

moderada y baja penetrancia (Figura 1).  
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a) Variantes en genes de alta penetrancia: Las variantes en genes de alta 

penetrancia corresponden principalmente a cambios en la secuencia de 

nucleótidos que generan proteínas truncadas. Este tipo de variantes son 

consideradas mutaciones que presentan muy baja frecuencia en la población 

(£0,1%). Sin embargo, otorgan un alto RR de alrededor de 10 a 20 veces (Stratton 

& Rahman, 2008). Las variantes en genes de alta penetrancia, en el grupo de 

pacientes con CM familiar, dan cuenta de aproximadamente 20-25% del riesgo 

de CM (Mavaddat et al., 2010). Dentro de este tipo de variantes destacamos 

mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2, los cuales codifican para proteínas 

esenciales para la reparación del daño al DNA. El solo hecho de presentar 

mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 confiere aproximadamente un 16% 

de riesgo de desarrollar CM en individuos pertenecientes a familias de alto riesgo 

para CM (Zavala et al., 2019). 

b) Variantes en genes de moderada penetrancia: La frecuencia de la población 

portadora de las variantes en genes de moderada penetrancia corresponde a 

≤0,6%, con un RR de 2 a 4 veces. Debido a lo anterior, se estima que las 

variantes en genes de moderada penetrancia representarían cerca del 3% del 

RR de CM familiar (Mavaddat et al., 2010). En su mayoría, las variantes en genes 

de moderada penetrancia resultan también en la generación de proteínas 

truncadas, lo que aumenta el riesgo de desarrollar CM (Stratton & Rahman, 

2008). Dentro de este grupo podemos mencionar variantes genéticas en genes 

como CHEK2, que corresponde a una quinasa que regula la reparación de 
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roturas de doble hebra del DNA mediante la fosforilación de p53 y BRCA1 

(Mavaddat et al., 2010). Mujeres portadoras de variantes en estos genes poseen 

un riesgo de 6-10% de desarrollar CM a los 60 años, en comparación con el 3% 

de riesgo de la población general (Stratton & Rahman, 2008).  

c) Variantes en genes de baja penetrancia: Las variantes genéticas en genes 

de baja penetrancia son las más frecuentes en la población (5% al 50%) (Stratton 

& Rahman, 2008). Pese a lo anterior, este tipo de variantes otorgan un RR bajo, 

entre 1,25-1,65 veces. En este grupo se encuentran los polimorfismos de 

nucleótido único (SNPs), por ejemplo, SNPs en el gen FGFR2 (Receptor 2 del 

factor de crecimiento de fibroblastos) que generan una función alterada del 

producto de este gen, promoviendo la formación de tumores a través de la 

interacción con factores de transcripción oncogénicos (Lei & Deng, 2017). Las 

variantes en genes de baja penetrancia que han sido identificadas explicarían 

aproximadamente el 18% de los casos de CM familiar (Wendt & Margolin, 2019). 

 

La Figura 1 muestra cómo influyen las variantes ya identificadas en el riesgo de 

desarrollar CM. El gráfico indica que las variantes en genes de alta y moderada 

penetrancia otorgan un alto RR al CM en comparación a las variantes en genes 

de baja penetrancia. Sin embargo, la frecuencia de las variantes en genes de 

baja penetrancia es mucho más alta y, por lo tanto, podrían ser responsable de 

un alto porcentaje de los casos de CM familiar. De acuerdo a lo anterior, 



 29 

diferentes estudios se han enfocado en la identificación de nuevas variantes en 

genes de baja penetrancia asociadas a riesgo de desarrollar CM.  

 

 

Figura 1. Gráfico de riesgo relativo versus frecuencia alélica de los genes de 
susceptibilidad al cáncer de mama.  
Se representan los porcentajes de riesgo relativo versus frecuencia para las variantes 
de alta, moderada y baja penetrancia de los genes ya identificados que se asocian con 
riesgo de desarrollar cáncer de mama (Garcia-Closas & Chanock, 2008). 
 

Así, la susceptibilidad genética explicaría entre el 5-15% del total de los casos de 

CM. Las variables genéticas ya identificadas en los genes de alta, moderada y 

baja penetrancia podrían explicar cerca del 40%-50% de los casos de CM 

familiar. Sin embargo, existe entre un 50-60% de casos cuya etiología genética 

aún no ha sido identificada (Figura 2). 
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Figura 2. Porcentaje de riesgo de cáncer de mama familiar explicado por los genes 
de susceptibilidad actualmente identificados.  
El gráfico muestra el porcentaje de riesgo de CM otorgado por las variantes en los genes 
de alta, moderada y baja penetrancia (Wendt & Margolin, 2019).  
 
 

II.4. BRCA1 Y BRCA2 
 

Los genes de susceptibilidad a CM 1 y 2 (BRCA1 y BRCA2) fueron descubiertos 

en los años 1994 y 1995, respectivamente (Narod & Foulkes, 2004). 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 (HR) (Petrovic et al., 2017). Se ha reportado que mutaciones en los 
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genes BRCA1 y BRCA2 pueden desencadenar una pérdida de función y 

aumentar el riesgo de desarrollar cáncer de mama, ovario, próstata y otros 

cánceres (Narod & Foulkes, 2004). 

Una parte significativa del porcentaje de casos de CM familiar se atribuye a 

mutaciones en BRCA1/2 (aproximadamente el 16%) las cuales confieren una alta 

susceptibilidad al CM familiar y/o de ovario (Jara et al., 2006). Sin embargo, hay 

un gran porcentaje de casos de CM familiar cuya etiología genética es 

desconocida.   

El gen BRCA1 es uno de los genes de susceptibilidad de alta penetrancia más 

caracterizados. Las mutaciones en BRCA1 son responsables de un aumento del 

riesgo de desarrollar CM en un 54%, en comparación con el riesgo de la 

población general (Chang & Sharan, 2012). Alternativamente, varios estudios han 

demostrado que la expresión de BRCA1 está regulada por microRNAs (miRNAs) 

(Petrovic et al., 2017). Se ha predicho, a través de herramientas in silico, que a 

la región 3’UTR (región no traducida) del mRNA de BRCA1 humano se unen 

entre 20-100 miRNAs. Hasta la fecha se ha corroborado, por estudios 

funcionales, solo que un grupo de estos miRNAs regulan la expresión de BRCA1. 

 

II.5. MICRORNAS 

 
Los miRNAs son RNA endógenos no codificantes de un tamaño aproximado de 

22 nucleótidos (nt) que regulan la expresión génica de aproximadamente el 60% 
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de los genes humanos (Jie et al., 2009; Shu et al., 2017; Xu et al., 2020). Se ha 

demostrado que la regulación de la expresión depende del grado de 

complementariedad entre el miRNA y su RNA mensajero (mRNA) blanco, que 

ocurre a través de dos mecanismos post-transcripcionales, ya sea degradando 

el mRNA blanco o bloqueando la traducción (Kim, 2005).  

Los miRNAs que se unen con una complementariedad perfecta o casi perfecta 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 sitios de unión en la región 3’UTR del mRNA blanco, inhibiendo la expresión 

del gen a nivel traduccional (Esquela-Kerscher & Slack, 2006). Están 

involucrados en la regulación de procesos biológicos y fisiológicos esenciales, 

como la proliferación celular, la diferenciación y la apoptosis. Se ha asociado la 

desregulación positiva en los niveles de los miRNAs con diferentes 

enfermedades, entre ellas el cáncer (Esquela-Kerscher & Slack, 2006; Petrovic 

et al., 2017).  

Los miRNAs se transcriben desde genes individuales o en clúster. 

Aproximadamente el 25% se encuentran organizados en clúster, que 

corresponden a un conjunto de dos o más miRNAs que se transcriben a partir de 

genes ubicados adyacentes entre sí en el cromosoma. Los miRNAs que se 

encuentran en clúster se transcriben juntos como un transcrito policistrónico, el 

cual es procesado, dando como resultado miRNAs maduros individuales 

(Kabekkodu et al., 2018; Treiber et al., 2019).  
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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 los miRNAs (O’Brien et al., 2018). La vía canónica de la biogénesis es un 

proceso que se inicia en el núcleo y finaliza en el citoplasma (Figura 3). Los 

miRNAs, son transcritos por la RNA polimerasa II (Pol II) generándose un 

transcrito primario (pri-miRNA), el cual es procesado en el núcleo por el 

microprocesador 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 5p y 3p del miRNA dúplex se separan, 

y una de estas hebras se asocia a la proteína Argonauta (Ago), formando el 

complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC), el cual va a ejercer la 

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

Diferentes estudios han demostrado que la hebra 5p tiene mayor afinidad con el 

complejo RISC, correspondiendo a la hebra guía, mientras que la hebra 3p 

corresponde a la hebra pasajera la cual es degradada (Lin & Gregory, 2015; Peng 

& Croce, 2016; Treiber et al., 2019). 

La biogénesis de miRNAs no canónica se puede agrupar en vías independientes 

de Drosha/DGCR8 e independientes de Dicer (O’Brien et al., 2018). Un ejemplo 

de miRNAs procesados por la vía independiente de Drosha/DGCR8 corresponde 
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a los mirtrones, los cuales se originan a partir de intrones que, una vez 

empalmados, funcionan como pre-miRNA (Treiber et al., 2019). 

La biogénesis de los miRNAs es un proceso altamente regulado, por lo que 

cualquier alteración en alguna de sus etapas puede afectar los niveles de 

expresión del miRNA maduro. Los SNPs son la forma más común de variación 

presente en el genoma humano, y corresponden al cambio de una base por otra. 

La presencia de SNPs en la secuencia génica de los miRNAs puede afectar la 

transcripción del pri-miRNA, el procesamiento tanto del pri-miRNA como del pre-

miRNA, la maduración del miRNA o unión al mRNA blanco, lo que conduce a 

cambios en la expresión de genes blanco de miRNA. Lo anterior podría contribuir 

a la susceptibilidad de distintas enfermedades, entre ellas el CM (Malhotra et al., 

2019; Morales et al., 2016; Treiber et al., 2019). 
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Figura 3. 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 que los primeros pasos de la vía se 
desarrollan en el núcleo, continuando el procesamiento en el citoplasma. El resultado 
del proceso es un miRNA maduro, el cual va a ejercer su función regulatoria (Esquela-
Kerscher & Slack, 2006). 
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II.5.a. MICRORNAS Y CÁNCER DE MAMA 

 
Diversos estudios han relacionado cambios en los niveles de expresión en los 

miRNAs con la formación, progresión y metástasis del cáncer (Petrovic et al., 

2017). La primera evidencia que relacionó la participación de los miRNAs en la 

etiopatogénesis del cáncer humano proviene de estudios realizados por el grupo 

de Croce et al. (2006). En este estudio descubrieron que los miRNAs miRNA-15a 

y miRNA-16-1 se encuentran en una región frecuentemente delecionada en 

pacientes con Leucemia Linfocítica Crónica (LLC). La deleción de esta región 

resulta en la pérdida o expresión reducida de estos dos miRNAs en 

aproximadamente el 70% de los pacientes con LLC, lo que implica que estos 

miRNAs actúan como supresores de tumores (Calin & Croce, 2006; Mathe et al., 

2015). 

En el caso del CM, los primeros antecedentes que lo relacionan a los miRNAs 

fueron obtenidos por Iorio et al. (2005), quienes evaluaron los perfiles de 

expresión de miRNAs en 10 tejidos mamarios normales y en 76 neoplásicos 

utilizando Northern blot y microarrays. En estos ensayos identificaron 29 miRNAs 

cuya expresión está desregulada significativamente (p<0,05) y 15 miRNAs que 

permitían predecir si la muestra correspondía a tejido mamario normal o tumoral 

con 100% de precisión basado en la expresión diferencial de los miRNAs. Entre 

los miRNAs expresados diferencialmente, los miRNA-10b, miRNA-125b y 

miRNA-145 estaban disminuidos y los miRNA-21 y miRNA-155 se encontraban 

aumentados, lo que sugiere que podrían actuar como genes supresores de 
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tumores o como oncogenes, respectivamente (Iorio et al., 2005). Estos resultados 

plantean que la desregulación positiva de la expresión de los miRNAs estaría 

involucrada en el CM humano. 

De acuerdo con los antecedentes presentados, los genes BRCA1/2 cumplen un 

papel crucial en la supresión de tumores. Los pacientes portadores de 

mutaciones en estos genes se asocian con un mayor riesgo de desarrollar CM 

(Petrovic et al., 2017). Como se mencionó anteriormente, a través de análisis 

bioinformáticos se identificó a miRNAs que se unen a la región 3’UTR del mRNA 

de BRCA1 (Chang & Sharan, 2012). Hasta la fecha, solo de algunos de estos 

miRNAs se ha demostrado, a través de ensayos funcionales, que regulan la 

expresión de BRCA1.  

Entre los miRNAs caracterizados, se encuentran el miRNA-146a y miRNA-146-

5p, los cuales disminuyen la expresión de BRCA1 y así contribuyen al desarrollo 

de CM triple negativo y CM esporádico de tipo basal (Petrovic et al., 2017). Los 

niveles elevados del miRNA-146a maduro se han asociado a la presencia de 

SNPs en la secuencia del pre-miRNA-146a, lo que afecta los niveles de expresión 

de BRCA1. Los resultados de estos estudios indicarían que las variantes 

genéticas en miRNAs podrían influir en la regulación de la expresión de los genes 

BRCA1/2 y cumplir un rol importante en el riesgo de desarrollar CM.  

Dado que los miRNAs actúan ya sea degradando el mRNA blanco o inhibiendo 

su traducción, la presencia y posterior unión de miRNAs al mRNA de BRCA1 

tendría como consecuencia la ausencia o disminución en forma importante de la 
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proteína BRCA1. Este efecto podría ser similar al producido por una mutación 

patogénica en BRCA1 (Chang & Sharan, 2012). 

 

II.5.b. MIRNA-182 Y CÁNCER DE MAMA 

 
El miRNA-182 es uno de los miRNAs identificados que se unen a la región 3’UTR 

del mRNA de BRCA1 (Chang & Sharan, 2012). Este miRNA pertenece al clúster 

miRNA 183/96/182, el cual es un grupo de miRNAs policistrónicos altamente 

conservado. Los miembros de este grupo se encuentran dentro de una región de 

5 kb en el cromosoma humano 7q32.2 (Li et al., 2014; Wei et al., 2015).  

Diferentes estudios han demostrado que el clúster miRNA 183/96/182 se 

encuentra altamente expresado en diversos tipos de cáncer, entre ellos el CM 

(Ma et al., 2016; Song et al., 2016). El estudio de Song et al. (2016) mostró que 

el clúster miRNA 183/96/182 se encuentra altamente expresado en tejidos y 

líneas celulares de CM comparadas con tejidos normales y líneas celulares 

normales de mama (Song et al., 2016). Por otra parte, el grupo de Li et al. (2014) 

reportaron que el clúster miRNA 183/96/182 estaba altamente expresado en 

muestras de CM en comparación con la expresión en tejidos adyacentes 

normales (NAT), cumpliendo una función como miRNA oncogénico, ya que la 

desregulación positiva de la expresión de los genes del clúster aumentó la 

proliferación y promovió la migración celular (Li et al., 2014). 
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En el caso del miRNA-182, varios estudios han mostrado que este miRNA 

participa en el proceso de tumorigénesis. Se ha sugerido que el miRNA-182 es 

un miRNA oncogénico, involucrado en la progresión de tumores malignos y 

promoviendo la proliferación y migración de las células cancerígenas (Moazzeni 

et al., 2017).  

Existen antecedentes que señalan que los niveles de la proteína de BRCA1 

disminuyen en pacientes negativos para mutaciones en este gen (Moskwa et al., 

2011). El estudio realizado por el grupo de Moskwa (2011) identificó miRNAs que 

tuvieran como blanco a BRCA1 u otros genes involucrados en la reparación del 

daño al DNA. De los miRNAs que identificaron, se predijo que el miRNA-182 se 

unía con una complementariedad parcial a la región 3’UTR del mRNA de BRCA1. 

Utilizando un ensayo de luciferasa, los autores demostraron que el miRNA-182 

tiene como blanco a la región 3’UTR del mRNA del gen BRCA1. Por otra parte, 

los autores observaron que los niveles de expresión de BRCA1 se encuentran 

significativamente disminuidos cuando se encuentran niveles muy altos de 

miRNA-182.   

Como se planteó anteriormente, los SNPs presentes en genes de miRNAs 

pueden alterar su expresión, llevar a la maduración anormal de los miRNA y 

afectar la afinidad y especificidad de unión a su mRNA blanco. Por lo tanto, estas 

variantes pueden contribuir a algunas formas de cáncer familiar. En estudios del 

laboratorio dirigido por la Dra. Lilian Jara, y como parte de la tesis doctoral del 

alumno Tomas de Mayo, se propuso identificar variantes en miRNAs que tuvieran 



 40 

como blanco a los genes BRCA1 y BRCA2. Entre las variantes identificadas se 

encuentra el SNP rs4541843:C>T, el cual está ubicado en el pri-miRNA, 

específicamente en la posición 138 río abajo de la región 5’ del pre-miRNA-182 

(Figura 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Estructura del clúster miR-183/96/182 y ubicación del SNP rs4541843.  
La estructura del clúster miRNA 183/96/182 se encuentra en el cromosoma 7, en la 
región intergénica entre el gen UB2H y NRF1. En rojo se observa parte de la secuencia 
del pre-miRNA-182 y en verde se indica el inicio del pri-miRNA-182, destacando en 
amarillo el sitio donde se ubica el SNP. La identificación de la variante se realizó por 
secuenciación de Sanger.  
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II.5.c. POLIMORFISMOS DE NUCLEÓTIDO ÚNICO (SNP) EN MIRNA-182 Y 

SUSCEPTIBILIDAD AL CÁNCER DE MAMA.  

 
Diferentes estudios han evaluado la asociación entre SNPs en miRNAs y riesgo 

de desarrollar CM (Chhichholiya et al., 2021). Estudios previos realizados en 

población chilena por el laboratorio de la Dra. Jara, mostraron que el SNP 

rs6505162:C>A ubicado en el pre-miRNA-423 aumenta el riesgo de CM familiar 

en casos con fuerte historia familiar de CM. En la publicación generada, se 

informó que el genotipo C/A del rs2682818:C>A, presente en el pre-miRNA-618, 

aumenta el riesgo de CM en casos de CM de diagnóstico temprano; y que el 

genotipo G/G del rs895819:A>G, el cual se encuentra en el pre-miRNA-27a, 

reduce el riesgo de CM en casos con  moderada historia familiar de CM (Morales 

et al., 2016).  

Con respecto al SNP rs4541843:C>T, ubicado en el pri-miRNA-182, Morales et 

al. (2018) analizaron la asociación entre el rs4541843 y riesgo de CM familiar en 

casos BRCA1/2-negativos, utilizando un diseño caso-control. Los resultados 

mostraron que el alelo T se asocia con aumento del riesgo de CM familiar [OR= 

1.2 [95% CI 1.0–1.5], p=0.01]. Además, los casos con CM familiar BRCA1/2-

negativos portadores del alelo T (C/T + T/T) tuvieron un riesgo significativamente 

mayor [OR=1.3 [95% CI 1.0–1.8], p=0.04].  

Existe gran cantidad de evidencia de que la desregulación positiva del miRNA-

182 participa directamente en el desarrollo de CM. Sin embargo, no se conoce si 

el SNP rs4541843:C>T, presente en el pri-miRNA-182, podría alterar la expresión 
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de este miRNA y en consecuencia generar un efecto BRCA mutado, 

incrementando el riesgo a desarrollar CM.  

  



 43 

III.1. HIPÓTESIS 

La variante genética rs4541843:C>T aumenta los niveles del microRNA-182, 

incrementando la unión del microRNA al RNA mensajero de BRCA1. 

 

III.2. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto de la variante genética rs4541843:C>T sobre los niveles 

del microRNA-182 maduro en líneas celulares de cáncer de mama y su 

efecto sobre la unión al RNA mensajero de BRCA1 en células HeLa. 

 

III.3. OBJETIVO ESPECÍFICOS.   

1) Evaluar in vitro el efecto del rs4541843:C>T sobre los niveles del miRNA-

182 maduro en las líneas celulares de cáncer de mama MCF-7, MDA-MB-231 

y en la línea de epitelio de mama normal MCF-10A.  

 

Se ha sugerido que el miRNA-182 es un miRNA oncogénico involucrado en la 

progresión de tumores malignos, promoviendo la proliferación y migración de las 

células cancerígenas. Se ha demostrado que los niveles de expresión del 

miRNA-182 se encuentran incrementados en tumores mamarios. 

Alternativamente, los SNPs presentes en los miRNAs pueden alterar su 

expresión, llevar a la maduración anormal de los miRNA y afectar la afinidad y 

especificidad de unión a su blanco. Para establecer el efecto del SNP 
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rs4541843:C>T ubicado en la región del pri-miRNA-128 se requiere de estudios 

funcionales que permitan determinar su implicancia en el desarrollo de CM.  

 

2) Evaluar el efecto del rs4541843:C>T sobre la unión del microRNA-182 a 

la región 3’UTR del RNA mensajero de BRCA1. 

Los genes BRCA1 y BRCA2 expresan proteínas que están implicadas en 

procesos celulares fundamentales, tales como la detección de daño genómico y 

su reparación. Diferentes estudios han demostrado que entre el 16-20% de las 

familias con múltiples casos de CM son portadoras de mutaciones en BRCA1 o 

BRCA2. En consecuencia, para aproximadamente un 80% de los pacientes con 

CM familiar su etiología genética es desconocida. Diferentes publicaciones han 

demostrado que el miRNA-182 tiene como blanco al mRNA-BRCA1. 

Alternativamente, no existen estudios que demuestren que el rs4541843:C>T en 

el pri-miRNA-182 podría aumentar la unión de más moléculas de miRNA-182 al 

RNA mensajero de BRCA1. 

  



 45 

IV. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. Estrategia experimental Objetivo específico 1.  
Esquema representativo del diseño experimental de los ensayos realizados para el 
objetivo específico 1. 
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Figura 6. Estrategia experimental Objetivo específico 2.  
La figura representa el esquema del diseño experimental de los estudios realizados para 
el objetivo específico 2.  
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1) Muestras de pacientes con CM  

Las muestras de DNA genómico de pacientes con CM familiar utilizadas en este 

trabajo de tesis fueron recolectadas en el proyecto FONDECYT anterior de la 

Dra. Lilian Jara. El DNA genómico utilizado, se extrajo de una muestra de sangre 

de pacientes con CM y pacientes sanas, posterior aceptación de consentimiento 

informado (Anexo 1). Para realizar dicho estudio se consideraron los siguientes 

criterios de selección:  

a) Casos con CM familiar (n = 500): 1) Al menos dos familiares de primer grado 

con CM y / o cáncer de ovario diagnosticado a cualquier edad; 2) Al menos dos 

familiares de primer o segundo grado con cáncer de mama diagnosticado antes 

de los 50 años; 3) Al menos tres familiares de primer o segundo grado con cáncer 

de mama con al menos uno diagnosticado antes de los 40 años; 4) Al menos un 

familiar con cáncer de ovario diagnosticado antes de los 50 años y al menos un 

familiar con cáncer de ovario diagnosticado a cualquier edad; 5) Al menos un 

familiar varón con cáncer de mama diagnosticado a cualquier edad y al menos 

una mujer familiar diagnosticada de cáncer de mama a cualquier edad; 6) Al 

menos un familiar diagnosticado con CM antes de los 30 años y otro pariente de 

primer o segundo grado diagnosticado con CM a cualquier edad; 7) Al menos un 

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

b) Controles (n = 1000): Individuos sanos sin antecedentes familiares de cáncer 

de mama. 
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c) Mujeres sanas con antecedentes familiares de CM y seguimiento mamográfico 

durante 9 años (n = 350): Este grupo incluye mujeres clínicamente sanas con al 

menos dos familiares cercanos con CM, comprobadas por certificado médico y / 

o de defunción. 

 

2) Líneas Celulares  

MCF-7: Línea celular de cáncer de mama esporádico, de morfología epitelial que 

sobreexpresa los receptores de estrógenos, progesterona y glucocorticoides. 

Esta línea deriva de una paciente con adenocarcinoma. La línea celular fue 

comprada en ATCC código HTB-22™. 

MDA-MB-231: Línea celular de cáncer de mama triple negativo (Receptor de 

estrógeno, progesterona y HER2 negativo). Esta línea fue aislada de una 

paciente con carcinoma ductal invasivo. La línea celular fue comprada en ATCC 

código CRM-HTB-26™. 

HeLa: Las células HeLa derivan de una paciente con carcinoma epitelioide de 

cuello uterino humano. La línea celular fue donada por el Laboratorio de 

Microbiología de la Facultad de Ciencia Químicas y Farmacéuticas de la 

Universidad de Chile. 
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3) Cultivo celular  

Se cultivaron las líneas celulares MCF-7, MDA-MB-231 y HeLa en medio 

Dulbecco’s minimal essential medium (DMEM), suplementado con 10% de suero 

fetal de bovino (FBS) y una solución de una mezcla de antibióticos al 1% 

(Anfotericina B, Penicilina-Estreptomicina). Las células se cultivaron a 37ºC, en 

atmósfera húmeda, a una concentración de 5% de CO₂.  

 

4) Construcción de los plásmidos de expresión del pri-miRNA-182 

Se realizó la construcción de los plásmidos de expresión del pri-miRNA-182-C y 

pri-miRNA-182-T utilizando el plásmido comercial pcDNA3.3 TOPO TA 

(Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, E.E.U.U.). Para ello, se 

extrajo DNA genómico de pacientes con genotipos homocigotos C/C y T/T del 

SNP rs4541843. Se diseñaron partidores (directo: 5’ 

CCTGCAGGAAGGACCTTGT 3’ y reverso 5’ ATGCAGGGAAACACAGAGTG 3’) 

para generar las secuencias pri-miRNA-182-C y pri-miRNA-182-T. Los productos 

de PCR (375 pb) conteniendo parte de la secuencia de los pri-miRNAs se 

purificaron e insertaron en el vector pcDNA3.3 TOPO TA. Los vectores de 

expresión conteniendo los pri-miRNA-182-C y pri-miRNA-182-T se enviaron a 

secuenciar para confirmar su correcta inserción. Posteriormente, se transfectaron 

los vectores en las células MCF-7 y MDA-MB-231 utilizando lipofectamina 2000 

(Invitrogen; ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, E.E.U.U.), junto los reactivos 
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proporcionados por el proveedor, en los siguientes volúmenes para cada línea 

celular: 

47µL Optimen + 3µL Lipofectamina 2000 50µL volumen final 
35µL Optimen + 1,5ng p-pri-miRNA-182-C 50µL volumen final 

 100µL volumen total 
 

 

47µL Optimen + 3µL Lipofectamina 2000 50µL volumen final 
35µL Optimen + 1,5ng pcDNA3.3 vacío 50µL volumen final 

 100µL volumen total 
 

 

5) Detección de los niveles de expresión de los miRNA-182-5p y miRNA-182-

3p utilizando RT-PCR en tiempo real 

A partir de cultivos de las líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-231, se extrajeron 

los RNAs pequeños totales, utilizando el sistema comercial mirVana (Invitrogen; 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.U.U.) de acuerdo a las instrucciones 

del fabricante. Para determinar los niveles de los miRNA-182-5p y miRNA-182-

3p maduros, se realizó un ensayo de RT-PCR en tiempo real. La transcripción 

inversa se realizó utilizando el sistema comercial TaqMan Reverse-Transcription 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.U.U.). Las reacciones se realizaron en 

un termociclador Veriti (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.U.U.), aplicando 

el siguiente protocolo: 30 minutos a 16°C, 30 minutos a 42°C, 5 minutos a 85°C 

y 10 minutos a 4°C. Luego, se determinaron los niveles de los miRNA-182-5p y 

47µL Optimen + 3µL Lipofectamina 2000 50µL volumen final 
35µL Optimen + 1,5ng p-pri-miRNA-182-T 50µL volumen final 

 100µL volumen total 
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miRNA-182-3p utilizando un ensayo TaqMan para microRNA (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, EE.U.U.) en un equipo de PCR en tiempo real 

StepOne Plus (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.U.U.). Todas las 

reacciones se realizaron en triplicado. Las amplificaciones se iniciaron con 10 

minutos de incubación a 95°C, seguido de 40 ciclos a 95°C durante 15 segundos 

y 60°C durante 60 segundos. El RNA pequeño U6 se utilizó como control 

endógeno (gen housekeeping) (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.U.U.). 

Los datos obtenidos en el análisis por PCR en tiempo real fueron analizados 

utilizando la fórmula 2-(ΔΔCt) (método de Ct comparativo) para cada muestra 

experimental. 

 

6) Diseño de los vectores de expresión recombinantes para la región 3’UTR 

del gen BRCA1 

Para la construcción del vector de expresión recombinante, se requirió de la 

inserción de la región 3’UTR de BRCA1 normal y mutada en el vector comercial 

pMirTarget (OriGene Technologies, Inc., Rockville, MD). El diseño de la región a 

insertar en el vector se realizó en el laboratorio. Este diseño se envió a la empresa 

OriGene y se les solicitó la construcción de un vector que contuviera la región 

3’UTR-BRCA1 con la secuencia normal (WT) para el sitio de reconocimiento del 

miRNA-182 y un segundo vector con la región 3’UTR-BRCA1 mutada (M).  

Los plásmidos de expresión recombinantes se diseñaron con las siguientes 

características: a) que contuviera el gen de resistencia a kanamicina; b) que 
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contuviera el gen de luciferasa de luciérnaga (Photinus pyralis); y c) adyacente al 

gen de la luciferasa, la región 3’UTR del gen BRCA1 WT o M, como se observa 

en la Figura 7. 

 

 

 
Figura 7. Esquema del vector de expresión recombinante de luciferasa.  
La figura representa la estructura del vector recombinante para la región 3’UTR del gen 
BRCA1. Se identifican el gen de resistencia a kanamicina, a continuación, el gen de 
luciferasa de luciérnaga y adyacente a este, el sitio polylinker donde se insertó la región 
3’UTR del gen BRCA1 WT o M (PMirTarget 3’-UTR Assay Vector – PS100062 | OriGene, 
n.d.) 
 

Las secuencias para la región 3’UTR-BRCA1 WT y M se obtuvieron de la 

publicación de Moskwa et al. (2011), y corresponden a: 

WT:5’CTAGTAGAAGAGATTTCTAAAAGTCTGAGATATATTTGCTAGATTTCTA

AAGAATGTGTTCTAAAACAGCAGAAGATTTTCAAGAACCGGTTTCCAAAGAC

AG-3’  
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M:5’CTAGAAGAGACGATACCCGTCTGAGATATATTTGCTAGGCGATACCCG

GGTGTGTTCTAAAGCAGAAGCCGATACCCGGCCGGCGATACCCGACAG-3’ 

En negrillas se encuentran destacadas las regiones mutadas, correspondientes 

a los sitios de unión del miRNA-182 a la región 3’UTR-mRNA-BRCA1. Estos 

plásmidos se denominaron plásmidos p-3’UTR-BRCA1-WT y p-3’UTR-BRCA1-

M. 

 

7) Clonación de los plásmidos p-3’UTR-BRCA1-WT y p-3’UTR-BRCA1-M 

Los plásmidos p-3’UTR-BRCA1-WT y p-3’UTR-BRCA1-M se clonaron en 

bacterias E. coli DH5a competentes utilizando un protocolo de electroporación. 

Brevemente, se mezcló 95µL de bacterias E. coli DH5a competentes con 5µL de 

los plásmidos previamente dializados. Los 100µL de reacción se agregaron a una 

cubeta de electroporación y se electroporaron a 2,2mV. Luego, se agregó 1mL 

de medio LB para recuperar las bacterias, incubando a 37°C durante 1 hora en 

snapcap. Después de 1 hora, las bacterias electroporadas con los plásmidos p-

3’UTR-BRCA1-WT y p-3’UTR-BRCA1-M se traspasaron a tubos eppendorf y se 

centrifugaron a 13.000 rpm en una microcentrifuga durante 1 minuto a 

temperatura ambiente. Se eliminaron 900µL del sobrenadante y con los 100uL 

restantes se resuspendió el sedimento, el cual fue sembrado en placas LB 

tratadas con kanamicina (concentración 75µg/ml). Se incubaron las placas a 

37°C durante toda la noche. Posteriormente, se seleccionaron las colonias de 

bacterias resistentes al antibiótico y se realizó la extracción plasmidial utilizando 
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el sistema comercial NucleoBond® Xtra Midi (Macherey-Nagel GmbH, Düren, 

Alemania) siguiendo las indicaciones del fabricante. 

 

8) Co-transfección en células HeLa 

Para obtener el porcentaje de actividad de luciferasa, se co-transfectaron las 

células HeLa con los siguientes plásmidos: vectores de expresión recombinantes 

p-3’UTR-BRCA1-WT y p-3’UTR-BRCA1-M; vectores de expresión pri-miRNA-

182-C, pri-miRNA-182-T, vector vacío y el vector pRL-TK (Luciferasa de Renilla 

(Renilla reniformis)). Para la co-transfección, se sembraron 1x106 células HeLa 

en placas de 96 pocillos. Las células se incubaron durante toda una noche a 37°C 

y 5% de CO2. Al término de la incubación se realizó la co-transfección en las 

siguientes condiciones:  

 

a) 3’UTR-BRCA1-WT + p-pri-miRNA-182-C + pRL-TK 

b) 3’UTR-BRCA1-WT + p-pri-miRNA-182-T + pRL-TK 

c) 3’UTR-BRCA1-WT + pcDNA3.3 vacío + pRL-TK 

d) 3’UTR-BRCA1-MUT + p-pri-miRNA-182-C + pRL-TK 

e) 3’UTR-BRCA1-MUT + p-pri-miRNA-182-T + pRL-TK 

f) 3’UTR-BRCA1-MUT + pcDNA3.3 vacío + pRL-TK 

 

Cada transfección se preparó en tubos diferentes con las siguientes 

combinaciones: Optimen, Lipofectamina 2000 y 0,25ng 3’UTR-BRCA1-WT o 
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3’UTR-BRCA1-MUT; Optimen, Lipofectamina 2000 y 0,25ng p-pri-miRNA-182-C, 

p-pri-miRNA-182-T o pcDNA3.3 vacío; Optimen, Lipofectamina 2000 y 1µg pRL-

TK. Luego, se incubaron las combinaciones de plásmidos con las células HeLa 

durante 6 horas en medio DMEM sin FBS. Posterior al tiempo de incubación, se 

cambió el medio de cultivo por DMEM con FBS y se incubaron las células durante 

48 horas a 37°C y 5% de CO2. 

 

9) Ensayo de Luciferasa 

Pasadas las 48 horas post-transfección de la línea celular HeLa, se descartó el 

medio de cultivo y las células se lavaron 2 veces con PBS 1X. Luego, a cada uno 

de los pocillos con las células transfectadas se agregó 20µL de passive lysis 

buffer 1X (PLB 1X) y se dejó incubando la placa en agitación a temperatura 

ambiente durante 15 minutos. Para medir la luminiscencia se agregó a cada 

pocillo 100µL LARII (sustrato de luciferasa de luciérnaga) y se midió la actividad 

de luciferasa. Posteriormente se agregó 100μL del tampón (o amortiguador) Stop 

& Glo (inhibidor de luciferasa de luciérnaga y sustrato de luciferasa de Renilla) y 

se midió la actividad de luciferasa de Renilla. Se realizaron 4 ensayos 

independientes. Se definió como el 100% de la actividad al valor obtenido para 

el vector vacío. Para normalizar el valor de actividad de luciferasa se calculó la 

proporción de actividad de luciferasa de luciérnaga/ actividad de luciferasa de 

Renilla. 
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10) Análisis estadístico  

La cuantificación de la expresión del miRNA-182 por RT-qPCR se realizó 

utilizando el método 2-ΔΔCt. Los análisis estadísticos para medir los niveles de 

expresión del miRNA-182 se realizaron con test ANOVA de dos colas y para los 

análisis de múltiple comparación se utilizó el test de Sidak, ambos con una 

significancia de p<0,05 y un intervalo de confianza de 95%. Para el ensayo de 

luciferasa se utilizó test ANOVA de una cola y para los análisis de comparación 

múltiple se utilizó el test de Tukey. Estos análisis se realizaron con el programa 

GraphPad Prism® version 8.3.1. 
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V. RESULTADOS 

Objetivo 1: Evaluar in vitro el efecto del rs4541843: C>T sobre los niveles 

del miRNA-182 maduro en las líneas celulares de cáncer de mama MCF-7, 

MDA-MB-231 y en la línea de epitelio de mama normal MCF-10A. 

  

a) Amplificación por PCR de los pri-miRNA-182-C y pri-miRNA-182-T a partir de 

pacientes homocigotos C/C y T/T. 

Para determinar el efecto del rs4541843: C>T sobre la expresión del miRNA-182 

maduro, se procedió a la construcción de los vectores de expresión 

recombinantes portadores de las secuencias de los pri-miRNA-182-C y pri-

miRNA-182-T. La Figura 8 muestra los fragmentos amplificados por PCR de los 

pri-miRNA-182-C y pri-miRNA-182-T, a partir de DNA genómico de pacientes con 

genotipo homocigoto (C/C y/o T/T) para el rs4541843:C>T.  

Se obtuvieron bandas únicas con un tamaño de aproximadamente 375 pb, lo que 

se corresponde con el tamaño esperado. Las bandas de los carriles 2, 3 y 4 

corresponden a bandas de amplificación del pri-miRNA-182 obtenidas a partir de 

DNA genómico de pacientes con genotipo C/C. Las bandas de los carriles 5, 6 y 

7 corresponden a bandas de amplificación del pri-miRNA-182 obtenidas a partir 

de DNA genómico de pacientes con genotipo T/T. Para la clonación se utilizaron 

las bandas de mayor intensidad, correspondientes a la banda del carril 2 

(paciente F307P1) para el genotipo C/C y la banda del carril 5 (paciente F315P1) 
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para el genotipo T/T (Figura 8). Se obtuvo como resultado dos muestras con los 

fragmentos correspondientes al pri-miRNA-182 alelo C y T.  

 

 

Figura 8. Amplificación de los fragmentos para el pri-miRNA-182-C y pri-miRNA-
182-T.  
El carril 1 muestra el estándar de peso molecular (ladder) 100 pb; los carriles 2, 3 y 4 
muestran bandas de amplificación del pri-miRNA-182-C; los carriles 5, 6 y 7 muestran 
bandas de amplificación del pri-miRNA-182-T. 
 

 

b) Secuenciación por Sanger de los vectores de expresión pcDNA3.3 TOPO TA 

conteniendo los pri-miRNA-182-C y pri-miRNA-182-T. 

La siguiente etapa consistió en corroborar la correcta inserción de los fragmentos 

en el vector. Para ello se insertaron los productos de PCR correspondientes a los 

pri-miRNA-C y pri-miRNA-T en el vector pcDNA3.3 TOPO TA, obteniéndose dos 
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vectores de expresión recombinantes: p-pri-miRNA-182-C y p-pri-miRNA-182-T. 

Las bacterias E. coli competentes proporcionadas en el sistema comercial de 

clonación pcDNA3.3 TOPO TA se transformaron con los vectores recombinantes 

construidos.  

Para verificar la correcta inserción de los pri-miRNAs en el vector pcDNA3.3 

TOPO TA, los vectores de expresión recombinantes fueron enviados para su 

secuenciación a la empresa Macrogen (Korea). Para ello se realizó la extracción 

de plasmidios a partir de las E. coli transformadas de cada una de las muestras.  

La Figura 9 muestra los cromatogramas de la secuenciación de SANGER, los 

que corresponden a un segmento de la secuencia del pri-miRNA-182 rs4541843: 

C>T. La Figura 9A muestra un segmento que contiene la variante C del SNP y la 

Figura 9B, muestra un segmento de la secuencia del pri-miRNA-182 rs4541843: 

C>T, conteniendo la variante T del SNP. La secuenciación comprobó que los 

insertos del pri-miRNA-182 se ubicaron adyacentes al promotor del vector de 

expresión y en dirección 5’P - 3’OH. 
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Figura 9. Cromatograma de los vectores de expresión recombinantes pri-miR-182-
C y pri-miR-182-T. 
Se observa la correcta inserción de los fragmentos correspondientes al pri-miRNA-182-
C (A) y pri-miRNA-182-T (B) en el vector pcDNA3.3 TOPO TA.  
 

 

c) Efecto del SNP rs4541843:C>T sobre los niveles de expresión de miRNA-182 

maduro. 

El pre-miRNA-182 puede producir dos secuencias maduras: miRNA-182-3p y 

miRNA-182-5p. En condiciones normales en las células, la secuencia 3p se 
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degrada siendo la secuencia 5p la funcional. Sin embargo, existen antecedentes 

de que en algunos tipos de cáncer tanto la hebra 3p como la 5p se encuentran 

en niveles más altos que en células normales. En consecuencia, se decidió medir 

los niveles de las hebras 3p y 5p del miRNA-182.  

Para evaluar el efecto del SNP rs4541843:C>T sobre los niveles de las hebras 

3p y 5p del miRNA-182 maduro se utilizaron dos líneas celulares. La línea celular 

MCF-7 corresponde al subtipo de CM luminal A, que representa 

aproximadamente al 40% de todos los CM, siendo el subtipo de mejor pronóstico. 

Las células MDA-MB-231 corresponden a una línea celular de CM triple negativo 

que representa aproximadamente el 20% de todos los CM y generalmente se 

comporta de manera más agresiva y de peor pronóstico que otros tipos de CM.  

Los vectores de expresión recombinante pri-miRNA-182-C, pri-miRNA-182-T y el 

vector vacío se transfectaron en las líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-231. 

Utilizando el sistema comercial MirVana se extrajo el total de RNAs pequeños, a 

partir de estos se realizó transcripción reversa obteniéndose los cDNAs. 

Finalmente, mediante RT-qPCR se evaluaron los niveles de expresión del 

miRNA-182 maduro en las líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-231.  

La Figura 10A muestra que en la línea celular MCF-7 hay expresión tanto de la 

hebra 3p como de la hebra 5p. Sin embargo, la cantidad de la hebra 3p es 

significativamente mayor respecto de los niveles de la hebra 5p, tanto en las 

células transfectadas con el pri-miRNA-182-C como en las transfectadas con el 

pri-miRNA-182-T, siendo las diferencias estadísticamente significativas (p<0.01, 
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p<0,01 respectivamente). Además, hay una mayor cantidad del miRNA-182-3p 

en las células transfectadas con el pri-miRNA-182-C con respecto de las células 

transfectadas con el pri-miRNA-182-T, siendo la diferencia estadísticamente 

significativa (p<0,01). 

En la línea celular triple-negativa nuevamente se observó una expresión de 

ambos miRNA-182-3p y 5p, siendo significativamente mayor la expresión del 

miRNA-182-3p respecto del miRNA-182-5p (p<0,01). Los niveles de expresión 

del miRNA-182-5p fueron muy bajos (Figura 10B). En esta línea celular, 

nuevamente los resultados mostraron una sobreexpresión del miRNA-182-3p en 

las células transfectadas con el pri-miRNA-182-C con respecto de las células 

transfectadas con el pri-miRNA-182-T, siendo la diferencia estadísticamente 

significativa (p<0,01). 

Los resultados sugieren que hay altos niveles del miRNA-182-3p a consecuencia 

de la presencia del alelo C del SNP rs4541843:C>T en las líneas celulares de 

CM luminal A y triple negativo. No se observó efecto del alelo T del 

rs4541843:C>T en los niveles del miRNA-182 maduro. Estos resultados 

muestran que la hebra 3p del miRNA-182 se encuentra en mayor cantidad en 

relación  a la hebra 5p en ambas líneas celulares de CM, lo que indicaría que es 

la hebra 3p la responsable del rol oncogénico de este miRNA. Además, niveles 

mayores ocurren en presencia del alelo C del rs4541843:C>T. 

 

 



 63 

 

 
 
Figura 10. Niveles del miRNA-182 maduro en las líneas celulares (A) MCF-7 y (B) 
MDA-MB-231.   
Se midieron los niveles del miRNA-182 maduro por RT-qPCR en las líneas celulares 
transfectadas con los vectores de expresión pri-miRNA-182-T y pri-miRNA-182-C. Las 
veces de cambio se normalizaron con respecto al vector vacío. Los datos corresponden 
al promedio de 3 experimentos independientes (**p<0,01).  
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Objetivo 2: Evaluar el efecto del alelo rs4541843: C>T sobre la unión del 

microRNA-182 a la región 3’UTR del RNA mensajero de BRCA1. 

 

Los genes BRCA1 y BRCA2 expresan proteínas que están implicadas en 

procesos celulares fundamentales, entre estos, la detección del daño genómico 

y su reparación. Diferentes publicaciones han demostrado que el miRNA-182 

tiene como blanco al mRNA-BRCA1. Si bien se conoce que el miRNA-182 se une 

a la región 3’UTR del RNA mensajero de BRCA1, no existen estudios que 

demuestren que la variante miRNA-182 rs4541843: C>T aumenta el riesgo a 

consecuencia de que podría aumentar la unión del miRNA-182 al RNA mensajero 

de BRCA1.  

Con el fin de evaluar el efecto de la variante rs4541843:C>T sobre la unión del 

miRNA-182 a la región 3’UTR del mRNA-BRCA1, se realizó un ensayo de 

expresión con luciferasa. Para ello se diseñaron y enviaron a construir vectores 

de expresión recombinantes que contuvieran: a) un gen de resistencia a 

kanamicina; b) el gen de luciferasa; y c) adyacente al gen de la luciferasa, la 

región 3’UTR del gen BRCA1 normal (WT) para el sitio de reconocimiento del 

miRNA-182 y un segundo vector con la región mutada (M) para el sitio de 

reconocimiento del miRNA-182. Los vectores de expresión recombinantes, 

denominados vectores p-3’UTR-BRCA1-WT y p-3’UTR-BRCA1-M, fueron 

clonados en bacterias E. coli DH5a. Posteriormente se realizó la extracción 

plasmidial utilizando el sistema comercial NucleoBond® Xtra Midi.  
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Se co-transfectaron los vectores de expresión recombinantes p-3’UTR-BRCA1-

WT y p-3’UTR-BRCA1-M, junto con los vectores de expresión pri-miRNA-182-C, 

pri-miRNA-182-T, vector vacío y el vector pRL-TK (Renilla) en la línea celular 

HeLa. Se midió la luminiscencia de luciferasa de luciérnaga y de luciferasa de 

Renilla para cada una de las condiciones. La actividad de luciferasa normalizada 

correspondió a la luminiscencia de luciferasa de luciérnaga dividida la 

luminiscencia de Renilla. La actividad de luciferasa normalizada obtenida para el 

vector vacío se consideró como 100%.    

La Figura 11A muestra que hay un aumento significativo de la unión del miRNA-

182 maduro a la región 3’UTR del mRNA de BRCA1 WT en las células 

transfectadas con el pri-miRNA-182-C con respecto a las células transfectadas 

con el vector vacío, siendo la diferencia estadísticamente significativa (p= 0,01). 

No se observaron diferencias significativas en la unión del miRNA-182 maduro a 

la región 3’UTR del mRNA de BRCA1 WT en las células transfectadas con el pri-

miRNA-182-T respecto de aquellas transfectadas con el vector vacío (Figura 

11A). En consecuencia, estos resultados indican que el alelo C del 

rs4541843:C>T es el alelo de riesgo, considerando que existe mayor unión del 

miRNA-182 maduro a la región 3’UTR del mRNA de BRCA1 como consecuencia 

de la presencia del SNP rs4541843-C en el pri-miRNA-182.  

Para corroborar la especificidad de la unión entre el miRNA-182 y la región 

3’UTR-BRCA1 en presencia del rs4541843:C>T, se midió el porcentaje de 

actividad de luciferasa cuando la región 3’UTR-mRNA-BRCA1 se encuentra 
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mutada en los sitios de reconocimiento del miRNA-182. Los resultados indican 

que no hay una disminución significativa en el porcentaje de actividad de 

luciferasa, en las dos condiciones estudiadas (alelo T y alelo C) (Figura 11B). 

Estos resultados indican que el miRNA-182 maduro se une específicamente a la 

región 3’UTR del mRNA BRCA1. 
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Figura 11. Efecto del rs4541843:C>T en la unión a la región 3’UTR-mRNA-BRCA1.  
Se calculó el porcentaje de actividad de luciferasa normalizada en presencia del pri-
miRNA-182 rs4541843-T y pri-miRNA-182 rs4541843-C para la región 3’UTR-mRNA-
BRCA1 WT y M. Los datos corresponden al porcentaje de actividad de luciferasa 
normalizada obtenida de 4 ensayos independientes (*p<0,05).   
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VI. DISCUSIÓN  

 
VI.1. Expresión del miRNA-182 maduro 

En la actualidad encontramos un gran número de estudios que relacionan la 

desregulación positiva de los niveles de los miRNAs con el desarrollo de cáncer, 

siendo una de las causas de la desregulación la presencia de variación genética 

en la secuencia de los miRNAs o en sus regiones precursoras. En el presente 

trabajo de tesis se estudió el efecto de la variante genética rs4541843:C>T sobre 

la expresión del miRNA-182 maduro y su efecto sobre la unión al mRNA de 

BRCA1.  

Si se analiza la frecuencia alélica del SNP rs4541843:C>T en la población a nivel 

mundial, esta nos señala que el alelo de mayor frecuencia correspondería al alelo 

C (Figura 12). Sin embargo, hasta el momento existen muy pocas publicaciones 

en que se asocie la frecuencia alélica del SNP rs4541843:C>T con la 

predisposición a desarrollar alguna enfermedad. Los resultados del estudio de 

asociación del SNP rs4541843:C>T, realizado por Morales et al. (2018) en 

población chilena de mujeres con CM familiar indican que, el alelo que se 

encuentra en mayor frecuencia, en el grupo de familias con dos o más casos de 

CM u ovario, corresponde al alelo T en comparación con los controles. Estos 

resultados sugieren que dicho alelo se asocia con el desarrollo del CM. Por lo 

anterior, para validar los resultados de los estudios de asociación con el 

desarrollo de una enfermedad se hacen necesarios estudios funcionales.  
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Figura 12. Frecuencias alélicas del SNP rs4541843:C>T en diferentes poblaciones.  
Gráficos de las frecuencias alélicas en distintas poblaciones: AFR = Población africana; 
AMR = Población americana; EAS= Población del este de Asia ; EUR = Población 
europea; SAS: Población del sur de Asia (Rs4541843 (SNP) – Population Genetics – 
Homo_sapiens – Ensembl Genome Browser 104, n.d.).  
  

 

VI.1.a. Líneas celulares utilizadas en el estudio de expresión del miRNA-182 

en presencia del SNP rs4541843:C>T 

Entre las líneas celulares ampliamente utilizadas en estudios de CM se 

encuentras las células MCF-7, T47D y MDA-MB-231(Dai et al., 2017). En este 

trabajo de tesis se utilizaron las células MCF-7 y MDA-MB-231, que representan 

a dos subtipos de CM. Las MCF-7 corresponden al subtipo luminal A, mientras 

que las MDA-MB-231 al subtipo CMTN, siendo la primera el subtipo de CM más 

frecuente en mujeres. En cambio, la línea celular CMTN representa a un tipo 

celular tumoral más agresivo y para el cual no existen blancos terapéuticos para 

su tratamiento. Debido a lo anterior, al utilizar estas dos líneas celulares de CM 

se puede estudiar el comportamiento del miRNA-182 en dos subtipos diferentes 

de CM.  

En esta tesis se evaluó el efecto del SNP sobre la expresión tanto de la hebra 5p 

(hebra guía) como de la hebra 3p (hebra pasajera) del miRNA-182 maduro. Si 
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bien la biogénesis de los miRNAs nos indica que la hebra guía ejerce la función 

regulatoria, mientras que la hebra pasajera es degradada, se decidió evaluar 

ambas hebras del miRNA debido a que estudios recientes señalan que la hebra 

3p también podría estar involucrada en la patogénesis del cáncer (Sugawara et 

al., 2018; Mitra et al., 2020).  

VI.1.b. Aumento de miRNA-182-3p en presencia del SNP rs4541843:C>T 

Los resultados obtenidos en los ensayos de expresión del miRNA-182 maduro 

señalan que en las líneas celulares de CM estudiadas (MCF-7 y MDA-MB-231), 

se observa la presencia de ambas hebras 5p y 3p en presencia del pri-miRNA-

182-T y de la variante pri-miRNA-182-C (Figura 10). Al analizar los niveles en 

presencia del SNP rs4541843:C>T, los resultados indican que hay un aumento, 

tanto de la hebra 3p como 5p, en presencia de la variante pri-miRNA-182-C en 

ambas líneas celulares, por lo que estos resultados sugerirían que la presencia 

del SNP rs4541843:C>T favorece una mayor expresión o menor degradación del 

miRNA-182 maduro. Sin embargo, con la metodología utilizada, no es posible 

discriminar entre estas posibilidades, por lo que se propone realizar un ensayo 

de co-inmunoprecipitación utilizando las proteínas Ago con la finalidad de 

observar por medio de Northen blot los niveles de la hebra 3p y 5p en presencia 

del SNP rs4541843:C>T. Relacionando los niveles del miRNA maduro, con una 

mayor afinidad a las proteínas Ago y por tanto al ser más afín al complejo se 

podría asociar de manera indirecta con la degradación de la otra hebra.  
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En las células MCF-7 los resultados mostraron bajos niveles de la hebra 5p en 

ambas variantes (células transfectadas con el pri-miRNA-182-C y células 

transfectadas con el pri-miRNA-182-T). En cambio, se observa una mayor 

cantidad estadísticamente significativa de la hebra 3p al transfectar la línea 

celular con el pri-miRNA-182-C. El mismo resultado se observa al analizar la línea 

celular MDA-MB-231, donde se obtuvo un evidente aumento de los niveles, tanto 

de la hebra 3p como 5p, al transfectar con el pri-miRNA-182-C, siendo la mayor 

cantidad de la hebra pasajera estadísticamente significativa en comparación con 

las células transfectadas con el pri-miRNA-182 portador del alelo T. Estos 

resultados nos permitirían plantear que la hebra 3p (hebra pasajera) tendría una 

importancia funcional en el desarrollo del CM. 

La hebra pasajera se ha estudiado en otros tipos de cáncer. Un ejemplo es el 

estudio en la progresión de cáncer colorrectal (CCR) realizado por Hou et al. 

(2018) quienes investigaron el rol del miRNA-21-3p. El grupo de Hou y cols, 

observaron niveles elevados del miRNA-21-3p en la línea celular de CCR 

humana HCT116 en comparación con otras líneas celulares de CCR. Los mismos 

autores determinaron que el miRNA-21-3p cumple un rol importante en la 

proliferación, apoptosis e invasión de las células del CCR, dado que al utilizar 

inhibidores de miRNA-21-3p (anti-miR-21-3p) disminuyó la proliferación e 

invasión, mientras que la apoptosis aumentó notablemente (Hou et al., 2018). 

En este mismo contexto, el grupo de Guan demostró que el miRNA-423-3p 

desempeña un rol oncogénico en el cáncer de laringe. Los autores mostraron que 
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los niveles de este miRNA se encuentran aumentados en la línea celular humana 

de carcinoma de laringe Hep-2 comparado con células hipofaríngeas humanas 

normales (NHP), y que el miRNA-423-3p tiene como blanco a AdipoR2, el 

receptor de adiponectina cuya función es inhibir la proliferación y la angiogénesis. 

Estos resultados indicarían que el miRNA-423-3p cumple un rol oncogénico al 

inhibir la expresión de AdipoR2, promoviendo la proliferación, invasión y 

migración de células en el cáncer de laringe (Guan et al., 2014). 

Considerando los resultados obtenidos en los ensayos de expresión, junto con 

los antecedentes presentados anteriormente, se podría sugerir que, en células 

de CM, la mayor abundancia del miRNA-182 maduro sería consecuencia de la 

presencia del SNP rs4541843:C>T. Este SNP se ubica en el pri-miRNA, por lo 

que la presencia del alelo C podría favorecer el procesamiento y de esta forma 

desencadenar en un aumento del miRNA-182 maduro.  

Por otra parte, los resultados indican que la hebra 3p del miRNA-182 está 

presente en mayor abundancia en comparación a la hebra 5p en ambas líneas 

celulares de CM. Esto sugiere que la estructura del miRNA-182-3p podría ser 

más estable debido a algún cambio en la estructura por la presencia del SNP, lo 

que podría alterar tanto el procesamiento del pri-miRNA como del pre-miRNA y 

posteriormente del miRNA maduro que desencadenaría que la hebra 3p sea más 

estable que la hebra 5p. Otra alternativa que se podría plantear es, que la 

modificación de su estructura podría ser causa de una mayor afinidad de la hebra 

3p con las proteínas argonautas, quedando de esta forma la hebra 5p expuesta 
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a la acción de las RNasas, sugiriendo que la hebra 5p del miRNA-182 se estaría 

degradando en mayor grado. De acuerdo a lo anterior, se podría plantear que la 

hebra 3p sería la responsable del rol oncogénico de este miRNA, cumpliendo un 

papel importante en la regulación de BRCA1. El miRNA-182-3p aumenta en 

presencia del polimorfismo rs4541843-C, en ambas líneas celulares de CM 

estudiadas. Esta mayor abundancia en presencia del alelo C del rs4541843:C>T, 

sugeriría que el alelo C correspondería al alelo de riesgo para CM.  

De acuerdo a lo anterior, los resultados del ensayo de expresión en presencia del 

rs4541843:C>T nos permitirían plantear que tanto en el subtipo luminal A como 

en las células CMTN, la presencia de la variante va a desencadenar en un 

aumento del miRNA-182 maduro, específicamente de la hebra 3p, sugiriendo de 

esta forma la importancia funcional de esta hebra pasajera en el desarrollo del 

CM y proponiendo al alelo C como el alelo de riesgo para el desarrollo de CM.  

 

VI. 2. Incremento en la unión del miRNA-182 a la región 3’UTR de BRCA1 

Para evaluar el efecto del SNP rs4541843:C>T en la unión a la región 3’UTR de 

BRCA1, se trabajó con la línea celular HeLa por su alta eficiencia de transfección 

debido a que el modelo experimental contempló la transfección de 3 vectores.  

Del análisis del ensayo para la condición con la región 3’UTR de BRCA1 WT, se 

obtuvo una disminución estadísticamente significativa, de aproximadamente un 

60%, en el porcentaje de la actividad de luciferasa cuando las células fueron 

transfectadas con el pri-miRNA-182-C en comparación con el vector vacío. En 
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cambio, en presencia del alelo T, no se observaron diferencias significativas en 

el porcentaje de actividad de luciferasa al comparar con el vector vacío. Para 

corroborar la especificidad de unión entre el miRNA-182 SNP rs4541843:C>T a 

la región 3’UTR de BRCA1, las células HeLa se transfectaron con la región 3’UTR 

del mRNA de BRCA1 mutada para los sitios de unión del miRNA-182. Los 

resultados evidencian que no hay cambios significativos en la actividad de 

luciferasa en ambas variantes (pri-miRNA-182-C y pri-miRNA-182-T).  

De esta forma, los resultados obtenidos por el ensayo de luciferasa permitirían 

proponer que el miRNA-182 variante rs4541843: C>T se uniría específicamente 

a la región 3’UTR-BRCA1. Estos resultados se relacionan con los obtenidos por 

el grupo de Moskwa, quienes verificaron que el miRNA-182 tiene como blanco al 

mRNA del gen BRCA1 (Moskwa et al., 2011). Los autores demostraron una 

reducción en el porcentaje de actividad de luciferasa en las células transfectadas 

con el vector reportero para BRCA1 WT, indicando que el miRNA-182 se une a 

la región 3’UTR del mRNA de BRCA1 WT.  

Alternativamente, el estudio realizado en relación a la regulación de miRNAs 

sobre BRCA1 por el grupo de Garcia, mostró la participación directa del miRNA-

146a y miRNA-146b-5p en la tumorigénesis del CM (Garcia et al., 2011). El grupo 

de investigación determinó que los miRNA-146a y miRNA-146b-5p se encuentran 

en mayor cantidad en algunas líneas celulares de CM de tipo basal y en tumores 

mamarios triples negativos. Por otra parte, evidenciaron que ambos miRNAs 

tienen como blanco a la región 3’UTR de BRCA1, regulando negativamente la 
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expresión de BRCA1, llevando a una disminución de la recombinación homóloga 

y un aumento de la proliferación.  

En consecuencia, los resultados obtenidos por este ensayo, en conjunto con los 

antecedentes planteados, permitirían sugerir que el miRNA-182 variante 

rs4541843: C>T se une específicamente a la región 3’UTR-BRCA1, siendo 

significativamente mayor la unión del miRNA-182 maduro en presencia del alelo 

C. Esto nos permitiría plantear que la presencia del alelo C del rs4541843 

aumentaría la unión del miRNA a su gen blanco y por tanto resultaría en una 

mayor regulación de la expresión de BRCA1.  

 

Tal como se mencionó anteriormente, aproximadamente el 16% de los casos de 

CM familiar se atribuyen a mutaciones en BRCA1/2. Sin embargo, en el 80% de 

los casos de CM BRCA1/2-negativo se desconoce la etiología molecular. Por lo 

tanto, el conjunto de los resultados obtenidos en esta tesis nos permite sugerir 

que el SNP rs4541843:C>T aumentaría los niveles del miRNA-182 maduro, 

específicamente de la hebra 3p, favoreciendo de este modo la unión a la región 

3’UTR-mRNA-BRCA1. Este aumento en la unión del miRNA-182-3p a la región 

3’UTR-mRNA-BRCA1 podría tener como consecuencia la degradación del 

mRNA de BRCA1 o la abolición de la traducción del mRNA de BRCA1. Esto es 

especialmente importante en pacientes BRCA1/2-negativos, ya que aquellos 

pacientes portadores de la variante C en el pri-miRNA-182 podrían tener muy 

bajos niveles de proteína BRCA1 y ser, en consecuencia, equivalentes a 
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pacientes con mutaciones germinales en BRCA1. Por lo tanto, la variación 

genética en el pri-miRNA-182 podría explicar parte del porcentaje de pacientes 

cuya etiología genética aún no ha sido identificada.  

 

Limitaciones 

Se presentaron varias limitantes en el desarrollo de este trabajo de tesis. Una de 

ellas fue no poder realizar los ensayos en la línea de epitelio de mama normal 

MFC-10A, debido a problemas técnicos en el manejo de la línea celular, lo que 

impidió contar con una suficiente cantidad de células para realizar los ensayos.  

Otra de las limitantes, fue la estrategia experimental planteada para los ensayos 

de luciferasa. Este ensayo contempló la transfección de tres plasmidios (vectores 

de expresión recombinantes p-3’UTR-BRCA1 (WT o M), vectores de expresión 

(pri-miRNA-182-C, pri-miRNA-182-T o vector vacío) y el vector pRL-TK (Renilla). 

La transfección de las células con 3 plasmidios podría provocar estrés por 

toxicidad de plasmidios, lo que podría afectar los resultados obtenidos. Por este 

motivo, para futuros ensayos se propone la utilización de un vector que contenga 

tanto el pri-miRNA (C o T) junto con el vector pRL-TK (Renilla) o en su defecto el 

vector vacío junto con el vector pRL-TK (Renilla), con el fin de evitar la muerte 

celular por toxicidad producto de transfección de 3 plasmidios en forma 

simultánea.  

En relación a la limitación anterior, el vector de expresión pcDNA3.3 TOPO TA 

no cuenta con un gen reportero para facilitar la evaluación de la eficiencia de 
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transfección. Por lo tanto, utilizar un vector con un gen reportero permitiera 

evaluar de manera más directa la eficiencia en la transfección.  
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VII. CONCLUSIONES 

 

Considerando los antecedentes presentados, los resultados obtenidos en este 

trabajo de tesis nos permiten concluir que: 

 

a) En las líneas celulares de CM luminal A (MCF-7) y triple negativo (MDA-

MB-231) se evidencia mayores niveles de la hebra 3p del miRNA-182 

maduro debido a la presencia del alelo C del rs4541843 en el pri-miRNA-

182. 

b) Existe mayor unión del miRNA-182 maduro a la región 3’UTR del mRNA 

de BRCA1, sugiriendo que este aumento en la unión se debe a la 

presencia del alelo C del rs4541843, incrementando de esta forma la 

regulación sobre la expresión de BRCA1.  

 

De acuerdo a las conclusiones presentadas, la presencia del SNP 

rs4541843:C>T promovería una mayor abundancia del miRNA-182-3p maduro, 

sugiriendo que el alelo C podría cumplir un rol funcional importante en la 

tumorogénesis mamaria.  

 

 

 



 79 

A partir de los resultados se propone el siguiente modelo: pacientes con genotipo 

C/C tendrían una mayor cantidad del miRNA-182 maduro, producto de la 

presencia del SNP rs4541843: C>T, incrementando la hebra 3p. Esto resultaría 

en una mayor disponibilidad del miRNA-182 maduro, aumentando la unión a la 

región 3’UTR del mRNA de BRCA1. Esto redunda en una disminución de los 

niveles de la proteína BRCA1, favoreciendo de este modo el desarrollo del CM. 

Lo anterior es de gran relevancia para pacientes BRCA1/2-negativos, ya que se 

propone que la variación genética en el pri-miRNA-182 podría explicar parte del 

porcentaje de pacientes cuya etiología genética aún no ha sido identificada.  

 

 

Figura 13. Modelo de la regulación de la expresión de BRCA1 
Esquema del modelo propuesto a partir de los resultados obtenidos en este trabajo de 
tesis. Se observa que en presencia del rs4541843: C>T aumentan los niveles del miRNA-
182 maduro, regulando en mayor medida la expresión de BRCA1  

Pacientes 
rs4541843:C>T

miRNA-182-3p 3’UTR-BRCA1

BRCA1

3’UTR-BRCA1

3’UTR-BRCA1

3’UTR-BRCA1

3’UTR-BRCA1

3’UTR-BRCA1
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VIII. PROYECCIONES  

 
A modo de proyección del presente trabajo, se propone evaluar la expresión del 

miRNA-182 maduro en la línea de epitelio de mama normal MCF-10A. 

Adicionalmente, para comprobar el rol regulatorio del miRNA-182 sobre la 

expresión de BRCA1, se propone medir los niveles del mRNA de BRCA1 por 

qPCR y los niveles proteicos de BRCA1 por Western blot en presencia del SNP 

rs4541843: C>T en la línea celular de mama normal y en las distintas líneas de 

cáncer de mama. 

Para complementar los resultados, y con el objetivo de establecer la importancia 

del SNP rs4541843:C>T en la biogénesis del miRNA-182, resultaría interesante 

evaluar cómo la presencia del SNP rs4541843:C>T afecta la maduración del 

miRNA-182. Es de particular interés evaluar las etapas del procesamiento en que 

participan Drosha y DGCR8, debido a que el procesamiento de pri-miRNA 

corresponde al paso inicial y crítico de la biogénesis de los miRNA.  

Finalmente, considerando el rol oncogénico del miRNA-182, resultará interesante 

evaluar al miRNA-182-3p como posible diana terapéutica. Para ello se propone 

la utilización de inhibidores de miRNA-182-3p con la finalidad de evaluar el efecto 

de la inhibición del miRNA-182-3p en la progresión del CM. Complementario a lo 

anterior, se propone estudiar a la variante rs4541843:C>T como posible 

biomarcador para el diagnóstico temprano de pacientes con CM.  
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ANEXO 1 
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ANEXO 2 
 

A continuación, se presenta un ejemplo de cómo se realizaron los cálculos de las 

veces de cambio para los ensayos de expresión del miRNA-182. Los valores de 

Ct que se presentan en la Tabla 1 no corresponden a los obtenidos en los 

ensayos realizados en esta tesis. 

 

Tabla 1. Valores de Ct para ejemplo de cálculo de las veces de cambio.  
 

 Gen Housekeeping 
(U6) 

Gen de interés 1 Gen de interés 2 

 Ct 1 Ct 2 Ct 3 Ct 1 Ct 2 Ct 3 Ct 1 Ct 2 Ct 3 

Control 17,19 17,16 17,18 30,57 30,55 30,49 34,77 34,35 33,69 

Muestra 1 16,96 16,95 16,93 26,11 25,54 25,83 25,11 23,54 23,83 

Muestra 2 18,05 17,95 18,00 23,64 23,74 24,1 21,64 20,74 20,9 

 

En primer lugar, se calculó el promedio de los valores de Cts para las réplicas de 

cada una de las condiciones. A partir de ese resultado se procedió a la 

determinación del ∆C, de acuerdo a la siguiente fórmula:  

∆Ct = Ct (gen de interés) - Ct (gen Housekeeping) 

 

Por ejemplo, para el control del gen de interés 1 el valor del ∆Ct correspondería 

a: 

∆Ct control = 30,54 – 17,18 

∆Ct control = 13,36 
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A continuación, se selecciona la muestra de referencia y a partir de los valores 

de ∆Ct obtenidos anteriormente se calcula el ∆∆Ct de acuerdo a la siguiente 

formula: 

∆∆Ct = ∆Ct (muestra) - ∆Ct (muestra de referencia) 

 

Ejemplo para la muestra 1 del gen de interés 1, el valor de ∆∆Ct correspondería: 

∆∆Ct muestra 1= 8,88 - 13,36 

∆∆Ct = -4,48 

 

Finalmente, para el cálculo de las veces de cambio se utiliza la fórmula: 

2 - (∆∆Ct) 

 

Ejemplo para la muestra 1 del gen de interés 1, el valor de las veces de cambio 

correspondería a:  

Veces de cambio = 2 - (-4,48) 

Veces de cambio = 22,32 
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