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RESUMEN 
 

Universidad Aut—noma de Nuevo Le—n 
Facultad de Medicina  
Departamento de Bioqu’mica y Medicina Molecular  
 
Q.C.B. Maribel Montufar Mart’nez  
Candidato al grado de Maestr’a en Ciencias con orientaci—n terminal en Biolog’a 
Molecular e Ingenier’a GenŽtica. 
Nœmero de p‡ginas: 69                          
 
T’tulo del estudio:  
ANçLISIS DE MICRORNA  Y SUS GENES BLANCO EN LêNEAS CELULARES DE 
CçNCER DE CƒRVIX.  
 
El CaCU es el tercer c‡ncer mas diagnosticado y la cuarta causa de muerte a nivel 
mundial. El virus del papiloma humano (VPH) juega un papel importante en su gŽnesis. 
Segœn su potencial oncogŽnico, los VPHs se clasifican como de alto o bajo riesgo. En 
a–os recientes se ha identificado a los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 
59 y 68, principalmente, como de alto riesgo, por encontrarse fuertemente asociados al 
CaCU en m‡s del 95% de los casos.  
Durante el proceso de infecci—n por VPH, la actividad o expresi—n de algunos genes se 
ve alterada, lo que genera que las cŽlulas del epitelio cervical adquieran un fenotipo 
canceroso. Adem‡s de la regulaci—n gŽnica existen otros mecanismos de regulaci—n, 
como lo son las prote’nas reguladoras o los RNA reguladores los cuales tambiŽn 
sufren alteraciones durante este proceso. De manera espec’fica, la expresi—n de los 
microRNAs se ha visto alterada en diversos c‡nceres y actualmente est‡n siendo 
estudiados con la posibilidad de usarse como biomarcadores. Los microRNAs (miRNA) 
son peque–os  fragmentos de RNA no codificante de aproximadamente 19 a 22 
nucle—tidos que regulan la expresi—n gŽnica a nivel del ) del RNA mensajero (RNAm) 
debido a su uni—n con la regi—n 3ÕUTR, resultando una reducida traducci—n de la 
prote’na o la degradaci—n del RNAm. Recientemente se demostr— que la mayor’a de 
los genes humanos se encuentran regulados por miRNAs por lo que se cree que 
juegan un papel importante en la formaci—n y progresi—n del c‡ncer.  
En este trabajo se determinaron miRNAs diferencialmente expresados en cuatro l’neas 
celulares de C‡ncer de CŽrvix  y algunos de los resultados se validaron por qCPR. Se 
realizaron predicciones  in silico para determinar los genes que estos miRNAs se 
encontraban regulando y se determinaron perfiles de expresi—n gŽnica global de las 
mismas l’neas celulares mediante microarreglos. Con todos esta informaci—n se obtuvo 
una lista de 13 miRNAs y sus genes blanco que se encontraron diferencialmente 
expresados en las l’neas celulares. Todos los genes seleccionados participan en 
procesos biol—gicos como apoptosis, proliferaci—n, diferenciaci—n y migraci—n celular lo 
que los hace excelentes candidatos para estar fuertemente involucrados en la 
progresi—n del CaCu.  
 
 
 
 
__________________________ 
   Dra. Roc’o Ortiz L—pez 
                    Asesor
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CAPêTULO I: INTRODUCCIîN  

 

 1.1 Epidemiolog’a del C‡ncer de Cervicouterino (CaCu)  

 El c‡ncer es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial, es 

resultado de la interacci—n de factores genŽticos y externos (f’sicos, qu’micos y 

biol—gicos) que produce la degeneraci—n de las cŽlulas, con lo que se originan 

lesiones precancerosas y finalmente tumores malignos. Dichos tumores suelen 

estar localizados, pero eventualmente pueden diseminarse a otros —rganos 

(met‡stasis). La incidencia del c‡ncer se relaciona directamente con la edad, ya 

que las personas est‡n m‡s tiempo expuestas a factores causales relacionados 

con esta enfermedad.(1) 

La relaci—n causal entre el alto riesgo del Virus del Papiloma Humano (VPH) y 

el C‡ncer Cervicouterino (CaCu) ha sido bien documentado. Sin embargo, la 

infecci—n por VPH sola, es insuficiente para inducir la transformaci—n maligna, y 

otras variaciones genŽticas no identificadas del huŽsped tambiŽn est‡n 

involucradas. La identificaci—n de tales alteraciones genŽticas es de 

considerable importancia porque los genes alterados ser’an dianas candidatos 

para el tamizaje, diagn—stico y tratamiento de c‡ncer cervical. Los tumores 

malignos representan aproximadamente el 13% de las defunciones mundiales, 

7.9 millones de muertes por a–o, de las cuales m‡s del 72% se registran en 

pa’ses de ingresos bajos y medios (2).  

La Organizaci—n Mundial de la Salud (OMS) prevŽ que entre 2007 y 2030, 
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aumentar‡ un 45% la mortalidad por c‡ncer a nivel mundial, pues estima que 

pasar‡ de 7.9 a 11.5 millones de defunciones por a–o, resultado del crecimiento 

demogr‡fico y el envejecimiento de la poblaci—n; adem‡s, se estima que 

durante el mismo periodo, el nœmero de casos nuevos de c‡ncer aumentar‡ de 

11.3 a 15.5 millones (3). 

El CaCu es uno de los principales problemas de salud pœblica en el 

mundo, es el tercer c‡ncer mas diagnosticado y la cuarta causa de muerte en 

mujeres, pues se estima que produce alrededor de 275,100 muertes por a–o. 

La incidencia en el a–o 2000 en el mundo fue de 529,800 casos nuevos con un 

estimado de 370,000 casos en pa’ses en v’as de desarrollo (4,5 ). 

Entre 95 y 99% de estos casos se encuentra asociado con el VPH y se 

han identificado al menos 200 tipos, clasific‡ndose en 16 grupos, de los cuales 

los tipos 16 y 18 son considerados como carcinogŽnicos y el 31 y 33 como 

probablemente carcinogŽnicos. El VPH ha llegado a ser una de las causas m‡s 

comunes de enfermedad transmitida sexualmente en el mundo (6-8). 

Figura 1 . Estimaci—n de casos nuevos y muertes  por c‡ncer a nivel mundial. Fuente: GLOBOCAN 2008. 
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Figura 2.  Incidencia y Mortalidad del c‡ncer Cervicouterino por rango de edades. GLOBOCAN 2008. 

 

 

En algunos pa’ses en desarrollo se tienen datos sobre la incidencia y/o 

mortalidad, los cuales han registrado una tendencia estable o descendente en 

la incidencia de CaCu, m‡s debido a los cambios sociodemogr‡ficos que a los 

esfuerzos de detecci—n temprana o prevenci—n (9). 

 

 1.2  El VPH y su asociaci—n con el CaCu  

 

 El GŽnero Papillomavirus, integrado en la Familia Papillomaviridae, es un 

grupo de virus ampliamente distribuido en la naturaleza e infecta a la mayor’a 

de los mam’feros y aves. Dentro de esta Familia, el VPH presenta una creciente 

importancia en Salud Pœblica, fundamentalmente por su asociaci—n con el 

c‡ncer de cŽrvix (10). 
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El VPH es un virus de ADN circular bicatenario, sus  part’culas virales tienen un 

di‡metro de 52 a 55nm y un coeficiente de sedimentaci—n de 300 S. La c‡pside 

viral es icosaŽdrica y est‡ organizada en 72 caps—meros. Cada uno de estos 

caps—meros est‡ constituido por dos prote’nas estructurales, ambas codificadas 

por el virus, la prote’na mayor L1, que tiene un peso molecular de 55Kd y 

representa el 80% del total de la c‡pside y la prote’na menor L2, que est‡ en 

menor proporci—n que L1 y tiene un peso molecular de aproximadamente de 

75Kd. 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Genoma del VPH. Los genes E ÒearlyÓ est‡n implicados en la replicaci—n viral (E1 y E2), control transcripcional de 

la expresi—n genŽtica (E2), regulaci—n del ciclo celular (E6, E7 y E4) y evasi—n de la respuesta inmune (E5). Los genes L 

ÒlateÓ codifican las prote’nas de la c‡pside viral: L1 es la mayor que se autoensambla configurando pent‡meros, y L2 es la 

menor que se dispone en el centro de dichos pent‡meros. Fuente: Stanley et al. 2004 

 

 

 

Actualmente se conocen m‡s de 200 tipos de VPH, algunos pueden infectar la 

piel como pueden ser manos y pies, otros la mucosa como es el epitelio genital, 

mucosa oral, el tracto respiratorio y la conjuntiva (11).  El VPH ha sido asociado 

a una variedad de condiciones cl’nicas, desde lesiones inocuas hasta c‡ncer 

(Tabla 1) .  
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Tabla 1.  Tipos de VPH y sus manifestaciones cl’nicas 

 

 

El an‡lisis de los genotipos de VPH resulta importante por distintas razones, 

dentro de Žstas se encuentra que los VPH son tejido espec’ficos y en general 

producen diferentes tipos de lesiones. Cerca de 35 tipos de VPH se identifican 

en lesiones benignas y malignas tanto en hombres como en mujeres en la 

regi—n anogenital, vagina, vulva y pene e incluso cavidad bucal, pero con una 

fracci—n atribuible considerablemente menor a la del CaCu (12).   

 

La presencia de VPH tambiŽn se ha correlacionado con otros tumores como el 

carcinoma escamoso de la conjuntiva, vejiga y uretra, pulm—n, retina, mama, 

pr—stata, ovario y endometrio. Sin embargo, el papel del VPH en estos tumores 

es muy controvertido (13). 

Las mujeres sexualmente activas, de cualquier edad, pueden infectarse con 

VPHs oncogŽnicos, Sin embargo, el CaCu invasor en mujeres j—venes 

infectadas con virus oncogŽnicos es raro y la prevalencia de VPH en mujeres 

de 40 a–os o mayores no se correlaciona con la alta tasa de c‡ncer cervical. Es 
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la persistencia de VPHs oncogŽnicos lo que da lugar al desarrollo de lesiones 

precancerosas y potencialmente al c‡ncer invasor, lo que puede llevar varios 

a–os para su desarrollo (14). 

El VPH tipo 16 es el mas prevalente de los VPHs oncogŽnicos, responsable de 

mas de la mitad de los tumores, mientras que el Papilomavirus tipo 18 esta 

involucrado en el 20% de los mismos (15). Son pocos los tipos de VPH que 

contribuyen a las infecciones en el tracto anogenital y que generalmente se 

encuentran tanto en personas asintom‡ticos como en pacientes con c‡ncer. 

Se propone que adem‡s de los tipos 16 y 18, los VPH- 31, 33, 35, 39, 45, 51, 

52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82 deben de ser considerados oncogŽnicos 

(carcinogŽnicos) o tipos de Òalto-riesgoÓ; mientras que los tipos 26, 53 y 56 son 

Òprobablemente de alto-riesgoÓ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.  El ‡rbol familiar del Papilomavirus. Mas de 100 tipos de VPH  han sido descritos, la mayor’a causan lesiones 

benignas como los son las verrugas. Alrededor de las tercera parte de los tipos de VPH infectan el epitelio genital. Los 

VPHs de alto riesgo adem‡s de ser agentes causales del c‡ncer de cŽrvix se ha visto implicado en el desarrollo de 

canceres no genitales ya que se ha encontrado ADN viral en lesiones malignas de piel y orofaringe. N.J. Maitland, 

modified from HPV website (http://hpv-web.lanl.gov) 
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 1.3  Mecanismo de Infecci—n del VPH  

  

 La infecci—n por VPH ocurre a travŽs de micro abrasiones en el epitelio, que 

expone a las cŽlulas de la capa basal a la entrada de las part’culas virales. Una 

vez en el interior, el ciclo del virus est‡ ’ntimamente unido al programa de 

diferenciaci—n de las cŽlulas y aprovechando la maquinaria celular se replica y 

se propaga. Se puede hablar de infecci—n productiva, cuando el virus expresa 

los genes tempranos en las capas basal y parabasal y los genes tard’os en las 

capas suprabasales, de manera paralela a la maduraci—n del epitelio cervical 

dando lugar a la producci—n de part’culas infecciosas; y de infecci—n latente 

(persistente) cuando el virus permanece en el nœcleo de las cŽlulas de la capa 

basal replic‡ndose como un pl‡smido multicopia estable (episoma) pero sin la 

producci—n de virus infeccioso. S—lo bajo la influencia de ciertos factores 

end—genos y ex—genos (inmunodepresi—n local o general) no demasiado 

conocidos todav’a, esta latencia evoluciona a infecci—n productiva (16). 

 

DespuŽs de la infecci—n, los genes tempranos del VPH son expresados a la par 

de que las cŽlulas se diferencian. A partir de un promotor temprano (PE) se 

generan las prote’nas virales tempranas: E1, E2, E4, E5, E6 y E7 que son 

prote’nas no estructurales, relacionadas con el control de la replicaci—n, la 

transcripci—n y la expresi—n genŽtica del virus. Su expresi—n est‡ estrechamente 

regulada tanto por factores celulares espec’ficos de tejido, como por las propias 

prote’nas virales. Mientras tanto, en las capas superiores del epitelio los genes 

tard’os se expresan en las cŽlulas diferenciadas, a partir de un promotor tard’o 
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(PL) para sintetizar las prote’nas estructurales de la c‡pside viral. L1 y L2 

encapsidan los genomas virales para formar viriones los cuales se liberan de la 

cŽlula, de esta manera el virus puede iniciar una nueva infecci—n (17). Los 

Papilomavirus son muy espec’ficos de las especies que infectan y tienen un 

tropismo muy definido por las cŽlulas del tejido epitelial estratificado 

queratinizado. Dependiendo del tipo de VPH que infecte el epitelio, se pueden 

producir lesiones de bajo grado o alto grado. Las lesiones sin tratar progresan a 

c‡ncer invasivo o microinvasivo y est‡ asociado con la integraci—n del genoma 

del VPH en los cromosomas del huŽsped, con la pŽrdida asociada o la 

interrupci—n de E2 y la sobre expresi—n de los oncogenes virales  E6 y E7 (19). 

 

 

 
Figura 5 . Mecanismo de infecci—n del Virus del Papiloma Humano (VPH) 
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Figura 6. Desarrollo del c‡ncer 
Cervicouterino. 
Las infecciones del epitelio genital con un 
virus de bajo riesgo resulta a corto plazo 
una infecci—n limitada con lesiones 
benignas que eventualmente desaparecen. 
Las infecciones con VPH de alto riesgo 
pueden desarrollas lesiones precancerosas 
CIN1 y CIN2. La integraci—n del genoma 
viral y la consecuente desregulaci—n de la 
expresi—n de los oncogenes E6 y E7 
acompa–ados de  la acumulaci—n de da–o 
genŽtico permite la progresi—n de las 
lesiones malignas en un periodo de a–os.  
N.J. Maitland 
 
 
 
 
 
 
 

Durante el proceso de infecci—n por VPH, la actividad o expresi—n de algunos 

genes se ve alterada, lo que genera que las cŽlulas del epitelio cervical 

adquieran un fenotipo canceroso. En la transici—n hacia el estadio CIN1, se 

altera la expresi—n de los genes de proliferaci—n celular y supresi—n que adem‡s 

generan una respuesta inmunol—gica que detectable. M‡s tarde, cuando las 

cŽlulas del epitelio cervical pasan al estadio CIN2, se altera la expresi—n de los 

genes encargados de desencadenar la angiogŽnesis modificando tambiŽn las 

caracter’sticas normales del epitelio. Finalmente, es evidente como la actividad 

de los genes involucrados en invasi—n se alteran en el estadio CIN3 (18).  

 

Adem‡s de la regulaci—n gŽnica existen otros mecanismos de regulaci—n, como 

lo son las prote’nas reguladoras o los RNA reguladores los cuales tambiŽn 

sufren alteraciones durante este proceso. De manera espec’fica, la expresi—n 

de los microRNAs se ha visto alterada en diversos c‡nceres y actualmente 

est‡n siendo estudiados con la posibilidad de usarse como biomarcadores. (19). 
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Figura 7.  Mecanismo de regulaci—n celular en CaCu 

 

 

 

 1.4 Diagn—stico 

 

 La prueba citol—gica de Papanicolaou sigue dando la pauta para el 

diagn—stico de lesiones cervicales precancerosas y/o la detecci—n del carcinoma 

invasor, al igual que tŽcnicas complementarias como colposcop’a, biopsia, 

tipificaci—n viral e inmunohistoqu’mica (20). 

 

La mayor parte de los mŽtodos de identificaci—n directa de infecci—n por VPH 

est‡n basados en la detecci—n del genoma del virus. De manera ideal, un mŽtodo 

para la detecci—n del ADN de VPH debe ser capaz de detectar, identificar y 

cuantificar la presencia de mœltiples tipos de VPH. Debe adem‡s ser un mŽtodo 
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que pueda realizarse con facilidad, alta reproducibilidad y elevada especificidad y 

sensibilidad. Actualmente, la tecnolog’a disponible para la detecci—n molecular del 

ADN viral, consiste en sistemas de hibridaci—n directa en soporte s—lido 

(hibridaci—n in situ, Southern blotting), hibridaci—n en soporte l’quido (captura de 

h’bridos) y los mŽtodos basados en la reacci—n en cadena de la polimerasa (PCR), 

utilizando oligonucle—tidos sintŽticos espec’ficos y/o consenso para su aplicaci—n 

en mŽtodos caseros y comerciales (21). 

 

El mŽtodo de captura de h’bridos, comercializado por la empresa Digene 

Corporation, utiliza la metodolog’a Hybrid Capture¨ que est‡ disponible en dos 

formatos. El formato hc2 HPV DNA Test incluye dos mezclas de sondas, una para 

la detecci—n de 13 tipos de VPH de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 

56, 58, 59, 68) y otra para la detecci—n de 5 tipos de bajo riesgo (6,11, 42, 43, 44). 

El ensayo puede realizarse con la sonda de bajo riesgo y/o de alto riesgo. Por otro 

lado, el formato hc2 High Risk DNA Test incluye s—lo la mezcla de sondas para la 

detecci—n de los 13 tipos de VPH de alto riesgo. Este mŽtodo ha sido aprobado 

por la FDA en el 2003. La sensibilidad de la tŽcnica es de 1pg de ADN de VPH-16 

clonado por ml de muestra, lo que equivale a 100.000 copias por ml de muestra — 

5.000 copias por ensayo. El l’mite de detecci—n para los dieciocho tipos de VPH 

incluidos en las sondas de alto y bajo riesgo, segœn las instrucciones del 

fabricante, var’a entre 0,62-1,39pg por ml de muestra, con un valor promedio de 

1,09 equivalente a 109.000 copias (22).  

Los sistemas de PCR se diferencian segœn el dise–o del sistema de amplificaci—n, 

en funci—n de que detecten tipos espec’ficos, o bien aquellos capaces de 
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identificar un amplio nœmero de tipos, denominados de amplio espectro. Las PCR 

espec’ficas de tipo, utilizan cebadores que han sido dise–ados para detectar un 

tipo determinado de VPH, por consiguiente, la detecci—n de diferentes tipos implica 

la realizaci—n de mœltiples reacciones de PCR. Los dise–os de PCR mœltiple 

(mœltiples cebadores espec’ficos de tipo en una œnica reacci—n) simplifican la 

realizaci—n de la tŽcnica, pero la estandarizaci—n del mŽtodo suele ser complejo. 

Los sistemas de PCR de amplio espectro, son los m‡s utilizados en la detecci—n 

de VPH y la mayor’a est‡n dise–ados en la regi—n L1, dado que es una de las 

regiones m‡s conservadas dentro del genoma de los VPHs. La determinaci—n de 

la carga viral se ha convertido en una necesidad debido a que los diferentes 

estudios realizados indican que un alto nœmero de copias de ADN viral, o al menos 

de VPH del tipo 16, est‡ relacionado con el incremento en el riesgo del desarrollo 

de una lesi—n cervical asociada a VPH. Actualmente, no existe un consenso sobre 

cu‡l de los mŽtodos disponibles es el m‡s exacto para la cuantificaci—n de ADN 

viral en una muestra, pero la metodolog’a que se desarrolla con mayor rapidez y 

tiene importantes ventajas frente al resto es el mŽtodo de PCR en tiempo real.(19) 

 

Detecci—n de anticuerpos 

Los mŽtodos serol—gicos de VPH no se utilizan en el diagn—stico habitual. Hasta el 

momento no hay ningœn mŽtodo comercial validado. Las limitaciones de los 

mŽtodos serol—gicos en el estudio de la infecci—n por VPH, desde el punto de vista 

cl’nico, est‡n asociadas con la gran variedad de tipos, con las reacciones 

cruzadas que existen entre diversos tipos y la respuesta inmunol—gica variable (la 

ausencia de anticuerpos no implica, como en otras infecciones v’ricas, la ausencia 
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de infecci—n). 

Hasta el momento, todos los mŽtodos serol—gicos descritos son de dise–o casero 

y se realizan en un nœmero limitado de laboratorios. Algunos de estos ensayos se 

basan en la utilizaci—n de Òvirus-like particlesÓ (VLPs), part’culas originadas por el 

autoensamblaje de la prote’na L1 — L1/L2, que sirven como ant’geno unido a 

soportes s—lidos para detectar los anticuerpos presentes en el suero frente a las 

prote’nas estructurales. Otra estrategia establece el uso de prote’nas 

recombinantes y pŽptidos sintŽticos de VPH, como ant’genos. La tŽcnica ELISA 

con ant’genos VLP es espec’fica de tipo y la m‡s frecuentemente utilizada. Sin 

embargo, la sensibilidad de la tŽcnica var’a en funci—n del ant’geno y el protocolo 

utilizado (23).  

 

El desarrollo de nuevos mŽtodos en formato mœltiple (Luminex), es una tecnolog’a 

que permitir‡ la detecci—n de anticuerpos frente a diferentes tipos de VPH 

simult‡neamente. Asimismo, se han desarrollado sistemas de detecci—n de 

anticuerpos neutralizantes, basados en tŽcnicas de cultivos celulares y biolog’a 

molecular (24). 
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 1.5 El papel de los microRNAs en la regulaci—n celular  

 

 1.5.1 ÀQuŽ son los microRNAs?  

 

 El Proyecto del Genoma Humano revel— aproximadamente 25.000 genes 

que codifican prote’nas en el a–o 2004. Mientras que las funciones biol—gicas son 

mediadas principalmente por estas prote’nas, la activaci—n de mecanismos a 

menudo se requieren para la funci—n celular adecuada, sin embargo hay varios 

obst‡culos normativos a la transcripci—n de genes y la traducci—n. Es bien 

establecido que hay factores de transcripci—n que juega un papel importante en la 

activaci—n de genes mediante la interacci—n con la regi—n 5' no traducida (5'UTR) 

del ARN mensajero (ARNm). Curiosamente y, m‡s recientemente, la regi—n 3' no 

traducida (3'UTR) del mRNA tambiŽn se ha encontrado que es importante en el 

control traduccional. Las secuencias conocidas como microRNAs (miRNAs) han 

sido descubiertas como reguladores de la eficacia de la traducci—n. (27) 

 

Los microRNAs (miRNA) son peque–os  fragmentos de RNA no codificante de 

aproximadamente 19 a 22 nucle—tidos que regulan la expresi—n gŽnica 

principalmente por la orientaci—n de la regi—n 3Õ no traducida (3ÕUTR) del RNA 

mensajero (RNAm), resultando una reducida traducci—n de la prote’na o la 

degradaci—n del RNAm. Los miRNAs son muy importantes en la formaci—n y 

progresi—n del c‡ncer. Recientemente se demostr— que la mayor’a de todos los 

genes humanos est‡n bajo el control de miRNAs. Los miRNAs contienen un tramo 

corto de 6-8 nucle—tidos en su extremo 5Õ, complementarios al RNAm diana. La 
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complementariedad entre un miRNA y su secuencia diana es accesible al an‡lisis 

computacional, y mœltiples algoritmos se han desarrollado para predecir los genes 

miRNA diana (26). 

 

De acuerdo al tamizaje gen—mico de m‡s de 200 miRNAs, m‡s de la mitad 

estaban relacionados en la transcripci—n de prote’nas o ARN no codificantes 

(ncRNA) (27). M‡s concretamente, el 40% de los miRNAs analizados se 

encuentran en los intrones transcritos de RNA que codifican a prote’nas, mientras 

que el 10% de se encontr— en intrones de transcritos de ncRNA. Adem‡s, el 10% 

de los genes miRNA se solapan con los exones de ncRNA, lo que sugiere una 

mayor complejidad en la maduraci—n de miRNAs.(28) 

 

Adem‡s de miRNA intr—nicos y ex—nicos, algunos miRNAs se encontraron tambiŽn 

entre los genes. Muchos de estos miRNAs intergŽnicos son agrupados en el 

genoma. Mœltiples miRNAs separados por un m‡ximo de 10kb se transcriben 

juntos en una transcripci—n (29). Para los miRNAs intergŽnicos, ha habido 

informes de motivos de uni—n a caja TATA rio arriba de los genes miRNA (30). 

Tener sus propios elementos de transcripci—n sugiere que los miRNAs pueden ser 

transcritos independientemente, lo que requiere el reclutamiento de factores de 

transcripci—n. Estudios recientes han descrito la implicaci—n de varios factores de 

transcripci—n, tales como myc y p53, en la regulaci—n de la expresi—n de miRNAs 

(31). 
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  1.5.2 BiogŽnesis de los microRNAs  

 

 La ARN polimerasa II es la primera enzima que se cree que es responsable 

en la transcripci—n de los genes primarios de miRNA (pri-miRNA) (33). Algunos 

miRNAs humanos, que est‡n rodeadas por repeticiones Alu, los cuales se han 

encontrado que son transcritos por la ARN transcriptasa III en lugar de la II (34). 

Estos transcritos que contienen pri-miRNA puede ser  de varias kilobases de largo, 

y tambiŽn tienen una brecha 5' 7-metilguanosina y una cola 3' poliadenilada  

similar al convencional RNA mensajero (RNAm). (34) 

Los transcritos de pri-miRNA deben ser escindidos y empalmados durante la 

maduraci—n de los miRNAs para formar miRNAs maduros. Los pri-miRNAs se 

transforma primero en un miRNA precursor de unos 70 nucle—tidos de largo.  

En el interior del nœcleo, los pri-miRNA son escindidos por un microprocesador 

miRNA compuesto de Drosha y DGCR8 (Pasha). Drosha es una endonucleasa 

RNasa III que realiza la escisi—n a travŽs de su dominio de la RNasa III (35). Para 

que el microprocesador reconozca el pri-miRNA, la conservaci—n de la estructura 

del tallo de la horquilla pri-miRNA es esencial. Se ha reportado que Polimorfismos 

de un solo nucle—tido (SNP) en el tallo bloquean el proceso adecuado de Drosha 

(36). DGCR8 funciona como una regla molecular que permite a Drosha cortar en 

una posici—n precisa para formar el miRNA precursor (pre-miRNA).  

DespuŽs del procesamiento nuclear, el miRNA precursor se transporta  hacia el 

citoplasma  a travŽs de la Exportina-5 [38]. La Exportina-5 reconoce miRNA 

precursor no por su secuencia, si no por su tallo y horquilla caracter’stica saliente 

3' (38). Estos requerimientos de reconocimiento permiten el transporte de miRNAs 
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precursores correctamente procesados solamente. Con la uni—n de alta afinidad 

de la Exportina-5 al precursor miRNA se protege tan pronto como se procesa por 

Drosha (39). 

Una vez dentro del citoplasma, el pre-miRNA se procesa adicionalmente 

generando miRNA de doble cadena, la composici—n de una hebra maduro y una 

cadena complementaria. Este procesamiento es llevado a cabo por otra 

endonucleasa RNasa III, Dicer (40). Dicer tiene una PAZ (Piwi-Argonaute-Zwille) 

de dominio, que se une preferentemente a la saliente 3' de RNA monocatenario 

(41). La distancia entre su dominio PAZ y dos dominios RNasa III es 65 

angstroms, que es aproximadamente 25 nucle—tidos de longitud de acuerdo con el 

an‡lisis de la estructura cristalina. Por lo tanto, despuŽs de excisi—n de bucle 

terminal el pre-miRNA, de doble hebra es de aproximadamente 22-25 nucle—tidos 

de longitud con 2 nucle—tidos salientes en cada lado 3' (41,42).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 . BiogŽnesis de los microRNAs 
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La subexpresi—n de Dicer reduce en gran medida la maduraci—n de los miRNAs 

(43). La deleci—n de Dicer en ratones  es letal en el desarrollo temprano (44).  

Este resultado demuestra la importancia de miRNAs en mantener la poblaci—n de 

cŽlulas madre embrionarias, y ha dado lugar a otros estudios sobre la funci—n de 

los genes miRNA en cŽlulas embrionarias (45). 

 

A ra’z de la escisi—n por Dicer, un dœplex miRNA peque–o se forma. Dicer y sus 

prote’nas asociadas TRBP o PACT disocian el dœplex miRNA. Sin embargo, s—lo 

una hebra del dœplex miRNA actuar‡ como la hebra gu’a, la otra hebra del dœplex 

se refiere como la cadena complementaria y se degrada posteriormente. El 

mecanismo de esta asimetr’a en hebra selecci—n sigue siendo poco clara (46), 

pero se sospecha que la selecci—n hebra est‡ determinada por un complejo de 

ribonucleoprote’na llamada complejo de silenciamiento de RNA inducido (RISC).  

RISC es compuesto de Dicer, TRBP para RNA vinculante, y Argonauta2 (Ago2) 

para la actividad catal’tica (47). Ago2 parece pertenecer la capacidad de eliminar 

por cadenas complementarias para hacer un corte en la hebra endonucleol’tica 

pasajera (48). La degradaci—n de la hebra de pasajera facilita la carga de la hebra 

gu’a y la activaci—n de RISC. En experimentos de reconstituci—n in vitro han 

demostrado que no hay chaperones o cofactores distintos de los mecanismos 

b‡sicos son necesarios para la formaci—n de RISC (49). Dicer, TRBP y Ago2 son 

los componentes b‡sicos necesarios para el procesamiento de miRNA y su 

funcionamiento. Sin embargo, helicasas particulares pueden estar implicados en la 

facilitaci—n de desenrollado de miRNAs espec’ficos.  
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  1.5.3 Funci—n de los microRNAs  

 

 Los miRNAs son actualmente bien reconocidos por su importante rol en 

muchos procesos biol—gicos (50).  Han cobrado gran importancia como 

reguladores clave de la expresi—n gŽnica, jugando un papel critico en procesos 

como angiogŽnesis, enfermedades vasculares y tumorogŽnesis. Sin embargo, la 

funci—n de la mayor’a de los miRNAs aœn se desconoce. 

 

La degradaci—n del mRNA puede ser iniciada por desadenilaci—n (51), adem‡s del 

corte de secuencias especificas por ribonucleasas 1 (PMR-1) que tambiŽn puede 

ocurrir (52).  

En general, la degradaci—n del mRNA usualmente comienza con la desadenilaci—n 

del extremo 3Õ siguiendo con la degradaci—n de el extremo polieadenilado dejando 

expuesto el extremo 5Õ para degradaci—n exonucleotica. Alternativamente los 

mRNA desadenilados pueden ser degradados de 3Õ a 5Õ mediante exonucleasas 

citoplasm‡ticas. Los miRNAs maduros eventualmente son trasnferidos a la 

Argonauta 2 y guiados hacia la actividad de RISC, donde para regular la 

traducci—n los miRNAs se unen con sus sitios diana en la regi—n 3Õ UTR del mRNA 

(53). Se ha reportado que la represi—n transaccional tambiŽn  puede ocurrir aun y 

cuando el sitio diana se encuentre en la regi—n 5ÕUTR del mRNA (54). 

Sin embargo, el mecanismo detallado de c—mo los miRNAs reprimen la traducci—n 

del mRNA aun no se conoce con claridad. Los resultados de diferentes estudios a 

veces son contradictorios debido a que su conducta es diferente dependiendo de  

la especie. 
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 1.6 Antecedentes  part iculares . 

 

  1.6.1 Los microRNAs como biomarcadores de c‡ncer . 

 

 En enero de 2010, 721 miRNAs humanos hab’an sido identificados. A pesar 

del nœmero relativamente peque–o de miRNAs, estudios experimentales y 

computacionales, han demostrado que muchos genes humanos est‡n regulados 

por miRNAs de manera colectiva. Los miRNAs son considerados por ser 

reguladores maestros de muchos procesos biol—gicos importantes, tales como el 

crecimiento celular, la apoptosis, la infecci—n viral y el desarrollo del c‡ncer. 

Estudios amplios del genoma (GWAS) indican que aproximadamente la mitad de 

los genes miRNA se encuentran en sitios fr‡giles y regiones gen—micas con 

expresi—n frecuentemente desregulado en el c‡ncer (55) 

Firmas de expresi—n de miRNA han demostrado ser prometedores biomarcadores 

para la clasificaci—n o predicci—n de los resultados de una amplia gama de 

c‡nceres humanos. Sin embargo, hasta la fecha, el valor pron—stico de miRNAs 

en el CaCu no se ha investigado. Estudios recientes indican que la expresi—n de 

algunos miRNAs se ha alterado en cŽlulas de c‡ncer cervical VPH+ y VPH- en 

comparaci—n con las cŽlulas de epitelio cervical normales (56). 

En los œltimos a–os, las diferencias en el miRNome (definido como el 

complemento completo de microARN en un genoma) se han detectado en los 

tejidos cervicales normales contra tejidos cervicales patol—gicos o en los mismos 

tejidos en diferentes fases de diferenciaci—n.  

Estas diferencias se producen con frecuencia en firmas de microRNA tumor-
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espec’fico, los cuales, son muy œtiles para diagnosticar el origen de la neoplasia y, 

a veces, tambiŽn subtipos de tumores espec’ficos. (57) 

Esos microRNAs espec’ficos se encuentran con frecuencia en regiones gen—micas 

relacionadas con el c‡ncer, que incluyen sitios fr‡giles en o cerca de sitios de 

integraci—n de VPH as’ como las regiones comunes de punto de interrupci—n en o 

cerca de oncogenes o genes supresores de tumores. Todos los hallazgos indican 

que los microRNAs desempe–an un papel importante en la carcinogŽnesis 

cervical, que van desde la infecci—n por VPH hasta c‡ncer.  

Una mejor comprensi—n de los diversos microRNA tumor espec’fico en el CaCu no 

s—lo puede revelar el mecanismo novel patogŽnico de VPH, sino tambiŽn 

identificar blancos potenciales tanto para la detecci—n del CaCu, el diagn—stico y la 

terapia.(58) 

 

Para utilizar los microRNAs como un biomarcador en la cl’nica, lo cual es cr’tico 

para normalizar las pruebas microRNA y hacerlo reproducible en cualquier 

laboratorio de diagn—stico. En los œltimos a–os, una serie de enfoques de alto 

rendimiento se han utilizado para la cuantificaci—n de microRNAs en muestras 

cl’nicas, como el Northern-blotting, microarreglos, un ensayo invasor modificado, 

un ensayo basado en perlas de citometr’a de flujo y PCR en tiempo real 

cuantitativa (RT-qPCR).  

En tŽrminos de precisi—n y especificidad, la RT-qPCR se ha convertido en una 

herramienta cada vez m‡s popular en la detecci—n de la expresi—n de microRNA, 

ya que puede detectar un bajo nœmero de copias del precursor y del microRNA 

maduro con una alta sensibilidad y especificidad. Sin embargo, la exactitud del 
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an‡lisis de expresi—n de cualquier gen mediante RT-qPCR depende en gran 

medida de una normalizaci—n apropiada. El prop—sito de la normalizaci—n es 

reducir la variaci—n tŽcnica dentro de un conjunto de datos, lo que permite una 

mejor apreciaci—n de la variaci—n biol—gica y la mejora de la reproducibilidad entre 

los diferentes laboratorios. La selecci—n de microRNA —ptimos para la 

normalizaci—n adecuada es cr’tica en el an‡lisis de datos mediante RT-qPCR.  

Los microRNAs representan tal vez s—lo el 0,01% de la cantidad masiva del ARN 

total en una muestra, y esta fracci—n puede variar significativamente entre 

diferentes muestras. Adem‡s, la eficacia de la extracci—n de microRNAs de 

muestras es muy diferente de los ARN m‡s largos. (59) 

 

Adem‡s, la expresi—n de microRNAs es mayor en tejido espec’fico. Por lo tanto, 

los microRNAs representan un desaf’o significativo para la normalizaci—n, ya que 

el normalizador(es) no s—lo debe reflejar cualquier cambio mayor en la poblaci—n 

global de los microRNA, sino tambiŽn tener propiedades similares de purificaci—n 

como microRNAs.  

 

Actualmente, existen muy pocos microRNAs de referencia (let-7a, miR-103, miR-

16, miR-191, miR-26a, miR23a, snRNA U6, y rRNA 5S), de los cuales solo uno 

resulto efectivo para  el estudio de miRNAs en c‡ncer de cŽrvix. Es importante 

resaltar que la selecci—n adecuada de miRNAs de referencia es un paso crucial en 

este tipo de estudios,  aunque hasta la fecha este tema todav’a no se conoce a 

profundidad (59). 
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Tabla 2 . MicroRNAs que podr’an regular genes relacionados con c‡ncer. Human Molecular Genetics, 2007. Vol. 16, Review 

issue 1 

 

Hoy en d’a, los miRNAs est‡n ganando cada vez m‡s importancia como 

reguladores de la expresi—n gŽnica. Su capacidad de afectar a las actividades 

celulares mediante la regulaci—n de la expresi—n gŽnica hace que sea 

potencialmente poderoso en la regulaci—n de transformaciones malignas. Un 

an‡lisis de una serie de tejidos humanos y l’neas celulares muestra que el 

procesamiento pre-miRNAs se reduce en las l’neas celulares de c‡ncer (60). 

Muchos de estos miRNAs precursores son retenidos en el nœcleo, y por lo tanto no 

se procesan en miRNAs maduros. Este resultado es consistente con la 

observaci—n de la reducci—n global de la expresi—n de miRNAs maduro en los 

tejidos cancerosos en comparaci—n con su expresi—n en tejidos normales (61). La 

baja de expresi—n Dicer tambiŽn se ha observado que se producen en algunos 

tumores (62).  
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La expresi—n de miRNAs es diferente en los tumores en comparaci—n con su 

expresi—n en tejidos normales. Por ejemplo, la expresi—n de miR-21, miR-125b, 

miR-145, miR-155 est‡n claramente desregulados en c‡ncer de mama confirmado 

por microarreglos y el Northenblot (65). La desregulaci—n de la expresi—n de los 

miRNAs puede ser el resultado de la alteraci—n genŽtica. Se encontr— que 53% de 

los miRNAs se localizan en sitios fr‡giles, donde son mucho m‡s probable que sea 

susceptible a la amplificaci—n, deleci—n o punto de interrupci—n (65).  

 

  1.6.2 Mecanismo de acci—n de los miRNA s frente al CaCu. 

 

 La transformaci—n de la cŽlulas malignas es un procesos de mœltiples pasos 

donde  las cŽlulas normales adquieren alteraciones genŽticas y epigenŽticas que 

contribuyen al crecimiento y sobrevivencia celular (54). Como resultado de estos 

procesos de transformaci—n las cŽlulas adquieren crecimiento independiente, as’ 

como resistencia a apoptosis. 

 

Estudios recientes han indicado que la expresi—n de algunos miRNAs est‡ 

estrechamente relacionada con el desarrollo de c‡ncer y algunos miRNAs pueden 

funcionar como oncogenes o supresores tumorales.  

Las cŽlulas cancerosas desarrollan diferentes firmas de expresi—n de miRNAs que 

las distinguen de las cŽlulas normales. Por ejemplo, una disminuci—n general de la 

expresi—n de los genes miRNA se inform— en los c‡nceres probablemente debido 

a la implicaci—n de algunos de ellos en la modulaci—n de la diferenciaci—n celular. 

La disminuci—n de la expresi—n de los genes miRNA puede contribuir a la 
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generaci—n y mantenimiento de las cŽlulas cancerosas y las cŽlulas madre 

tumorales (64). Adem‡s, algunos de estos miRNAs puede funcionar como 

supresores de tumores. Los ejemplos m‡s bien caracterizados son miR-15a y 

miR-16, que son las reguladas en el 68% de la leucemia linfoc’tica cr—nica (65). 

Sus actividades supresoras son regular negativamente la expresi—n del factor 

antiapopt—tico BCL2, la subexpresi—n de miR-15a y la expresi—n de miR-16 puede 

aumentar los niveles de BCL2 contribuyendo al aumento de su actividad 

antiapopt—tica (66). Otro supresor tumoral conocido es el let-7 de la familia, su 

expresi—n se ha encontrado menor en el tejido pulmonar tumoral que en el tejido 

pulmonar normal. Let-7 contiene ocho miembros; el an‡lisis computacional sugiere 

que la mayor’a de sus miembros dirigen la subexpresi—n del proto-oncogen 

RAS(67). 

 

La angiogŽnesis es el surgimiento de nuevos vasos sangu’neos a partir de otros 

preexistentes. Es un fen—meno asociado con varias patolog’as humanas, 

incluyendo diversos trastornos oculares que potencialmente causan ceguera, 

artritis reumatoide y c‡ncer. La regulaci—n de la angiogŽnesis por miRNAs no es 

un hallazgo nuevo, pues se sabe que miR-221 y miR-222 modulan las 

propiedades angiogŽnicas de vena umbilical humana cŽlulas endoteliales (70), de 

hecho un nœmero de miRNAs se ha encontrado que se expresa abundantemente 

en la angiogŽnesis asociada a las cŽlulas endoteliales. Un ejemplo es la 

orientaci—n de c-kit, un receptor tirosina quinasa que se une al factor de cŽlulas 

madre y media la expresi—n de VEGF, por MIR-221 y miR-222 (71). La 

transfecci—n de miR-221/222 reprime la expresi—n de c-kit sin cambiar el nivel de 
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ARNm. TambiŽn la inhibici—n celular endotelial facilit— la formaci—n del tubo. 

CŽlulas endoteliales expresan receptores de VEGF y, por lo tanto, los  miRNAs 

podr’an modular la angiogŽnesis mediante la regulaci—n de la actividad del 

receptor de VEGF, lo que afecta la migraci—n de cŽlulas endoteliales y la invasi—n 

(70). Adem‡s se ha demostrado que Dicer y Drosha, dos enzimas que controlan el 

proceso de miRNAs, tambiŽn son importantes en la angiogŽnesis (71). 

 

Mediante la identificaci—n firmas de miRNAs en la angiogŽnesis, se podr’an 

identificar nuevos blancos dentro de una v’a — identificar sitios de uni—n 

espec’ficos de miRNAs el tratamiento de diversas enfermedades. Este enfoque 

podr’a conducir a la identificaci—n de nuevas e innovadoras! dianas terapŽuticas 

enfocadas a enfermedades relacionadas con la angiogŽnesis  (72, 73). 

 

Se sugiere que miRNAs puede tener un papel crucial en el desarrollo del c‡ncer. 

El exceso de expresi—n de miRNAs oncogŽnicos pueden dar lugar a baja 

regulaci—n de genes supresores de tumores, mientras que en la expresi—n de 

miRNAs supresores de tumores puede conducir a la sobre-regulaci—n de 

oncogenes.  

Por lo tanto, estudiar en c‡ncer Cervicouterino los niveles de expresi—n de 

miRNAs  y sus genes diana as’ como sus funciones podr’a dar a conocer el pape l 

fundamental de los miRNAs en el desarrollo de esta enfermedad. 
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CAPêTULO II: JUSTIFICACIîN  

 

 Es claro que los microRNAs juegan un papel importante en infecciones 

virales y tumorogŽnesis; sin embargo, para el VPH y el C‡ncer de Cervicouterino 

(CaCu) aœn no hay datos concluyentes. 

 

Los estudios reportados presentan variabilidad en: tipos de muestras, metodolog’a 

y miRNAs end—genos que impiden llegar a un consenso en los resultados. 

 

La evaluaci—n de las expresi—n de miRNAs en diferentes l’neas celulares permitir’a 

proponer un modelo de estudio e identificar genes y microRNAs involucrados en 

este padecimiento. 
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CAPêTULO III: OBJETIVOS 

 

 

 3.1 Objetivo general  

 

Identificar microRNAs diferencialmente expresados en l’neas celulares de 

c‡ncer de cŽrvix y determinar sus genes blanco. 

 

 3.2 Objetivos espec’ficos  

 

1. Determinar mediante microarreglos, los perfiles de expresi—n de microRNAs y 

seleccionar un microRNA end—geno para el estudio. 

2. A partir de los perfiles de expresi—n de microRNAs, seleccionar los que se 

encuentren diferencialmente expresados. 

3. Validar mediante qPCR  la expresi—n de los microRNAs previamente 

seleccionados. 

4. Identificar mediante microarreglos, los perfiles de expresi—n gŽnica global y 

determinar la expresi—n de los genes blanco predichos. 
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CAPêTULO IV: ESTRATEGIA GENERAL  

 

 

Figura 9. Estrategia general. En esta figura se esquematiza la estrategia que se sigui— para llevar a cabo este estudio la 
cual consta de cuatro partes. Las primera consisti— en el cultivo, preparaci—n y extracci—n de RNA de las muestras. La 

segunda fue determinar los perfiles de expresi—n de microRNAs mediante microarreglos. La tercera fue validar los 
resultados por qPCR. La cuarta fue determinar los perfiles de expresi—n gŽnica global y compararla con los perfiles de 

microRNAs para determinar los genes diana. 
 

 

En este estudio se realiz— un an‡lisis de microarreglos para determinar la 

expresi—n de microRNAs de todas las muestras mencionadas. A partir de los 

perfiles de expresi—n obtenidos se determinaron los microRNAs end—genos y los 

diferencialmente expresados, dichos resultados se validaron mediante PCR en 

tiempo real.  

Posteriormente se realiz— un an‡lisis de microarreglos de  para determinar lso 

perfiles de expresi—n gŽnica global de las mismas l’neas celulares. Estos 

resultados se compararon con los perfiles de expresi—n de microRNAs para poder 

determinar sus genes Diana.  
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CAPêTULO V: MATERIAL Y METODOS  

 

 5.1 MATERIALES  

  5.1.1 Reactivos y Consumibles  

 

 Para el cultivo celular se utilizaron los medios de cultivo Advanced 

DubeccoÕs Modified Eagle (Invitrogen. Carlsbad, CA), Roswell Park Memorial 

Institute (Invitrogen. Carlsbad, CA), Dermal Cell Basal (ATCC Manassas, VA), 

Trypsin Neutralizing Solution (ATCC Manassas, VA), Trypsin-EDTA for Primary 

Cells (ATCC Manassas, VA), Suero Fetal Bovino (Invitrogen), Tripsina 0.25% 

(Invitrogen), Antibi—tico-antimic—tico 100X (GIBCO-BRL. Grand Island, NY), L-

glutamina 200mM 100X (GIBCO-BRL. Grand Island, NY). Entre los materiales 

utilizados para cultivo celular se encuentran jeringas de 10 mL estŽriles 

desechables, tubos de 15 mL y 50 mL (Corning. Costar City, NY), pipetas 

serol—gicas desechables de 5 mL, 10 mL y 50 mL (Corning. Costar City, NY), 

botellas de cultivo celular de 25 cm2, 75 cm2 (Corning. Costar City, NY), SDS 

(Sigma, St. Louis, MO), DMSO (Sigma, St. Louis, MO). 

Para el resto de los procedimientos como PCR, extracci—n de RNA y Microarreglos 

se utiliz— Etanol Absoluto (Merck), Agarosa (BioRad, Hercules, CA), Buffer TBE 

10X (BioRad, Hercules, CA), Agua Libre de Nucleasas (Promega, Madison, WI) 

Puntas para pipeta 0.5-10! l, 2-20! l, 20-200! l, 100-1000! l (Eppendorf, Hamburg, 

DE), Placas 96 (BioRad, Hercules, CA), Films calidad —ptica (BioRad, Hercules, 

CA), Bromuro de etidio (BioRad, Hercules, CA). 
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  5.1.2 Estuches  comerciales  

 

 MirVana Isolation Kit (Ambion, Austin, TX), Universal Mycoplasma Detection 

Kit (ATCC, Manassas, VA), GeneChip miRNA 2.0 Array, GeneChip U133 2.0 

Array, FlashTag Biotin HSR RNA Labeling Kit, 3' IVT Express Kit, GeneChip 

Eukaryotic Hybridization Control Kit, GeneChip Hybridization, Wash and Stain Kit 

(Affymetrix, Santa Clara, CA); TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit 

(Applied Biosystems, Foster City, CA), PCR TaqMan MicroRNA Assays (Applied 

Biosystems, Foster City, CA), Experion RNA Chips (BioRad, Hercules, CA), 

TaqMan 2!  Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA). 

 

  5.1.3 Material Biol—gico 

 

 Se utilizaron dos muestras de Muestras de cepillado cervical VPH+ y VPH- 

de pacientes sin c‡ncer y las l’neas celulares C33a (HTB-31/ATCC. Manassas, 

VA), SiHa (HTB-35/ATCC. Manassas, VA), Caski (CRL-1550/ATCC. Manassas, 

VA), HeLa (CCL-2/ATCC. Manassas, VA) y Queratinocitos Normales (PCS-200-

011/ATCC. Manassas, VA). 

 

  5.1.4 Equipo  

 Horno de Hibridaci—n, Esc‡ner y GeneChip Fluidics Station 450 (Affymetrix, 

Santa Clara, CA), Real Time PCR Detection System CFX96 (BioRad, Hercules, 

CA), Campana de flujo Laminar Clase II tipo A2 (Labconco, Kansas City, MO), 

Incubadora de CO2 Series 8000 WJ (Thermo Scientific, Waltham, MA), 
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Microscopio Primo Star (Carl Zeiss, Jena, DE), Placa de calentamiento con 

agitaci—n (Cimarec), Micro centrifuga 5417R (Eppendorf, Hamburg, DE), 

Termociclador Mastercycler epGradient (Eppendorf, Hamburg, DE), Experion 

(BioRad, Hercules, CA), Nano Drop 8000 (Thermo Scientific, Waltham, MA), Juego 

de pipetas Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, DE), GelDoc RX (BioRad, 

Hercules, CA), Termomixer (Eppendorf, Hamburg, DE), C‡mara de electroforesis 

Sub cell GT y Fuente poder Basic Power Supply (BioRad, Hercules, CA). 

 

  5.1.5 Programas computacionales  

 

 Affymetrix GeneChip Command Console Software (AGCC), Affymetrix 

Expression Console Software (Affymetrix, Santa Clara, CA);  Microsoft Excel 2011 

for Mac, Mendeley Desktop versi—n 1.5.2, Mirbase (http://www.mirbase.org), 

TargenScan (http://www.targetscan.org), GeneCards (http://www.genecards.org). 

 
 
 
 

 5.2 MƒTODOS 
 
 
  5.2.1 Lugar  donde se realiz— el estudio 

 

 Este estudio se realiz— en la unidad de Biolog’a Molecular, Gen—mica y 

Secuenciaci—n del Centro de Investigaci—n y Desarrollo en Ciencias de la Salud 

(CIDICS-UANL). 
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  5.2.2 Grupos de estudio  

 

 Se estudiaron dos grupos, el primero conformado por  dos muestras de 

cepillado cervical de pacientes recientemente diagnosticadas negativas para 

CaCu; una de las muestras VPH- y la otra VPH+18. El segundo grupo esta 

conformado por 5 l’neas celulares:  Queratinocitos Normales : Cultivo primario 

de Queratinocitos de Epidermis de Adultos. CŽlulas epiteliales normales VPH 

negativo. Caski : CŽlulas epiteliales Cauc‡sicas de carcinoma de cŽrvix con 

met‡stasis a intestino. Genoma integrado VPH+16, 400-600 copias por cŽlula. 

SiHa: CŽlulas epiteliales Africanas de carcinoma escamoso de cŽrvix grado II. 

Genoma integrado HPV+16 de 1-2 copias por cŽlula. HeLa: Afroamericano, 

epitelial. Adenocarcinoma de cŽrvix VPH+18 con 10-50 copias por cŽlula. C-

33A: Cauc‡sica, epitelial, carcinoma de cŽrvix VPH negativo. 

 

  5.2.3 Cultivo de cŽlulas SiHa, HeLa y C33a  

 

 Se descongel—, de manera individual, un vial con cŽlulas  SiHa, HeLa — 

C33a almacenadas a -80 ¼C. Se adicion— todo el contenido del vial (1 mL) de 

cŽlulas SiHa, HeLa — C33a a una botella de 25 cm2 con 4 mL de medio DMEM 

advanced suplementado con 10% SBF y antibi—tico 1X; se incub— a 37 ¼C y 5% 

CO2 por 24hrs. Se retir— el medio y se adicionaron 4 mL de medio DMEM 

advanced suplementado con 2% SBF y antibi—tico 1X; se incub— a 37 ¼C y 5% 

CO2. Cuando el cultivo celular alcanz— un 90% de confluencia, se hizo un 

subcultivo a una botella de 75 cm2 y al alcanzar un 90% de confluencia se 
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recuperaron las cŽlulas utilizando 2ml tripsina/EDTA 1x. Finalmente se realiz— el 

conteo de cŽlulas con  azul tripano en c‡mara de Neubauer. 

 

  5.2.4 Cultivo de cŽlulas Caski  

 

 Se descongel— un vial con cŽlulas  Caski almacenadas a -80 ¼C. Se 

adicion— todo el contenido del vial (1 mL) a una botella de 25 cm2 con 4 mL de 

medio RPMI suplementado con 10% SBF y antibi—tico 1X; se incub— a 37 ¼C y 

5% CO2 por 24hrs. Se retir— el medio y se adicionaron 4 mL de medio RPMI 

suplementado con 2% SBF y antibi—tico 1X; se incub— a 37 ¼C y 5% CO2. 

Cuando el cultivo celular alcanz— un 90% de confluencia, se hizo un subcultivo 

a una botella de 75 cm2 y al alcanzar un 90% de confluencia se recuperaron las 

celulas utilizando 2ml tripsina/EDTA 1x. Finalmente se realiz— el conteo de 

cŽlulas con  azul tripano en c‡mara de Neubauer. 

 

  5.2.5 Cultivo Primario de Queratinocitos  

 

 Se descongel— un vial con Queratinocitos almacenados en nitr—geno 

liquido. Se adicion— todo el contenido del vial (1 mL) a una botella de 25 cm2 

con 4 mL de Dermal Cell Basal Medium suplementado el Keratinocyte Growth 

Kit; se incub— a 37 ¼C y 5% CO2 por 48hrs. Se retir— el medio y se adicionaron 4 

mL de Dermal Cell Basal Medium ,suplementado con el Keratinocyte Growth 

Kit; se incub— a 37 ¼C y 5% CO2. Cuando el cultivo celular alcanz— un 90% de 
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confluencia, se hizo un subcultivo a una botella de 75 cm2 y al alcanzar un 90% 

de confluencia se recuperaron las cŽlulas utilizando 2ml Trypsin-EDTA for 

Primary Cells y Trypsin Neutralizing Solution. Finalmente se realiz— el conteo de 

cŽlulas con  azul tripano en c‡mara de Neubauer. 

 

  5.2.6 Prueba de detecci—n de My coplasma  

 

 Para esta prueba se utiliz— el Universal Mycoplasma Detection Kit y fue 

realizada en cada una de las l’neas celulares con las que se trabaj— en este 

estudio. 

Preparaci—n de la muestra: Se utilizaron de 105 Ð 106  cŽlulas derivadas de 

cultivos celulares con 50%-70% de confluencia.  

Preparaci—n de PCR: 

1. Preparaci—n de Master Mix 

COMPONENTE Volumen/ Reacci—n 

Universal PCR Mix 20! l 

Universal Primers 2.5! l 

Volumen total 22.5! l 

Tabla 3 . Preparaci—n de Master Mix 

2.        Preparaci—n de Reacci—n de PCR 

COMPONENTE Muestras  Control Positivo  Control Negativo  
Master Mix 22.5! l 22.5! l 22.5! l 
Muestra 2.5! l -- -- 
Control Positivo -- 2.5! l -- 
H2O — TE -- -- 2.5! l 
Volumen TOTAL  25! l 25! l 25! l 

Tabla 4.  Preparaci—n de reacci—n de PCR 
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Procedimiento de Amplificaci—n: 

Paso1 Desnaturalizaci—n  94¡C / 1.5min  

Paso 2  Temperatura  Tiempo (seg.)  Ciclos  

Desnaturalizaci—n 94 30  

Alineaci—n 70-60.5* 30 20 

Elongaci—n 72 45  

 Decremento 0.5¡C/ciclo  

Paso 3  Temperatura  Tiempo (seg.)  Ciclos  

Desnaturalizaci—n 94 30  

Alineaci—n 60 30 12 

Elongaci—n 72 45  

Paso 4  72¡C/4min Hold 4¡C  

Tabla 5 . Procedimiento de Amplificaci—n de qPCR 

Procedimiento Gel de Electroforesis: 

Se prepar— un gel de agarosa al 3%. Se mezcl— 10µl de producto de PCR mas 

1.5µL de Buffer de carga. Se cargaron muestras y marcador de peso molecular 

en el gel de agarosa. Se correr el gel hasta que el colorante migr— un 70%. Se 

ti–— el gel con un bromuro de etidio y se observ— con luz UV. 

 

  5.2.7 Extracci—n de RNA total. 

 

 A partir de un cultivo celular,  se recolectaron de 105 a 106 cŽlulas de 

cada l’nea celular en un microtubo de 2ml, se centrifugaron a 13000 rpm 

durante 10min hasta formar un pellet. Se agregaron 600! l de buffer de lisis, se 

mezcl— en vortex y se coloc— en hielo por 10min. Parar realizar la extracci—n 
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org‡nica se agregaron 60! l de Aditivo y se mezcl— en vortex. Se agregaron 

600! l de Fenol-Cloroformo y se mezcl— en vortex por 1min. Se centrifug— a 

10000g por 5min y al finalizar se transfiri— la fase acuosa a otro microtubo de 

2ml. Se agregaron 700! l de etanol al 100% y se transfirieron a un tubo 

recolector con cartucho de purificaci—n, centrifug— a 10000g por 15seg y se 

descarto el eluido. Se agregaron 700! l de la soluci—n de lavado 1 a la columna, 

se centrifug— a 10000g por 15seg y descartar el eluido. Se agregaron 500! l de 

la soluci—n de lavado 2/3, se centrifugo a 10000g por 5min y se descart— el 

eluido. Se coloc— un tubo nuevo de recolecci—n y se agreg— a la columna 100! l 

de soluci—n de eluci—n precalentada a 90¡C, se centrifug— a 10000g por 1min y 

se descart— la columna. 

Inmediatamente se cuantific— el RNA obtenido utilizando el equipo NanoDrop 

8000 y se verific— su calidad e integridad mediante electroforesis capilar 

utilizando el equipo Experion de BioRad. 

 

  5.2.8 Microarreglos  de expresi—n de miRNAs  

 

 Para llevar a cabo este an‡lisis se requirieron concentraciones de RNA 

de 500 a 1000ng totales para cada l’nea celular. 

Cola de Poli A 

Se ajust— el volumen a 8ul de RNA con agua libre de nucleasas y se coloc— en 

hielo. Se agregaron 2! l de RNA Spike Control Oligos y coloc— hielo. Se diluy— el 

mix de ATP en Tris 1mM (diluyendo el mix de ATP 1:500). Se agregaron las 

siguientes soluciones a los 10! l de RNA/Spike Control Oligos que se ten’an 
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previamente, para tener un volumen final de 15! l: 1.5! l del Buffer de Reacci—n 

10X, 1.5! l de MnCl2 25mM, 1.0! l de Mix de ATP diluido, 1.0! l de Enzima PAP, se 

mezcl— gentilmente. Se incub— a 37¼C en un bloque caliente por 15min. Se 

descart— la diluci—n sobrante del paso 2. 

 

Ligaci—n y Marcaje con Biotina 

Se le dio un spin a los 15! l resultantes del paso 6 y se colocaron en hielo. Se 

agregaron 4! l del FlashTag Biotin HSR Ligation Mix. Se agregaron 2! l de Ligasa 

T4 DNA. Se mezcl— gentilmente y se dio un spin, se incub— a 25¼C por 30min, se 

detuvo la reacci—n agregando 2.5! l de HSR Stop Solution. Se mezcl— y se dio un 

spin a los 23.5! l de la muestra ligada y se almacen— a -20¼C.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  10. Ligaci—n y marcaje con biotina 
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Hibridaci—n 

Se llevaron a temperatura ambiente los reactivos a utilizar, una vez 

descongelados, se calent— el Eukaryotic Hibridization Control 20X por 5min a 

65¼C. Se agregaron las siguientes soluciones a la muestra del paso 7 realizado 

anteriormente, para preparar el coctel de hibridaci—n: 50! l del Mix de Hibridaci—n 

2X, 15! l de Formamida 27.5%, 10! l de DMSO, 5! l de Eukaryotic Hibridization 

Controls 20X, 1.7! l de Control Oligonucleotide B2, 3nM. El volumen total se incub— 

por 5min a 99¼C y despuŽs a 45¼C por 5min. Se aspiraron 100! l y se inyectaron al 

microarreglo. Se removi— la puntilla de la septa superior derecha del chip. Se 

cubrieron las 2 septas con papel adherente para minimizar la evaporaci—n. Se 

incubaron a 48¼C y  60rpm por 16 horas en el horno de hibridaci—n.! 

 

Lavado y te–ido 

DespuŽs de las 16 horas de hibridaci—n, se removi— el microarreglo del horno. Se 

removi— el papel adherente del microarreglo. Se extrajo el coctel de hibridaci—n del 

microarreglo y se transfiri— a un tubo nuevo para guardarlo. Se almacen— en hielo 

durante todo el procedimiento o a -80¼C a largo plazo. Se llen— cada microarreglo 

completamente con el Array Holding Buffer. Se dej— que el microarreglo alcanzara 

la temperatura ambiente antes de lavarlo y te–irlo. Se colocaron los viales en la 

estaci—n de fluidos de la siguiente manera: 

Un vial (‡mbar) con 600ul de Stain Cocktail 1 en el porta muestras 1. Un vial 

(transparente) con 600ul de Stain Cocktail 2 en el porta muestras 2. Un vial 

(transparente) con 800ul de Array Holding Buffer en el porta muestras 3. Se lav— y 

ti–— el microarreglo en la estaci—n de fluidos utilizando el programa FS450_0003. 
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Se revis— si hab’a burbujas, en caso de burbujas, se llen— manualmente el 

microarreglo con el Array Holding Buffer. Si no hab’a burbujas, se cubrieron las 2 

septas con el papel adherente, se limpi— la superficie de vidrio con un papel libre 

de polvo (marca Kimwipes) antes de colocarla en el scanner. 

 

  5.2.9  An‡lisis  de expresi—n de miRNAs mediante qPCR  

  

 Para este an‡lisis se utilizaron los Taqman MicroRNA Assays (Applied 

Biosystems, Foster City, CA). 

 

Preparaci—n de RT-PCR  especifica para miRNAs 

Para cada reacci—n se agregaron 0.15! l de 100mM dNTPs (with dTTP), 1! l de 

MultiScribeTM Reverse Transcriptase, 50 U/µL, 1.5! l de 10!  Reverse 

Transcription Buffer, 0.19! l de RNase Inhibitor, 20 U/µL, 4.16! l de Agua libre de 

nucleasas, 3! l de RT Primers y 5! l de RNA total. Se mezcl— gentilmente, se 

centrifugo y se incub— en el termociclador bajo el siguiente programa: 

 

Tiempo  Temperatura  

30 min. 16¡C 

30 min. 42¡C 

5 min. 85¡C 

"  4¡C 

Tabla 6. Programa de termociclado RT-PCR 
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Preparaci—n de PCR especifica para miRNAs 

Para cada reacci—n se agreg— 1! l de TaqMan¨ Small RNA Assay (20 ! ), 1.33! l 

de Producto de RT, 10! l de TaqMan¨ Universal PCR Master Mix II (2 ! ) y 

7.67! l de Agua libre de nucleasas. Se mezclo gentilmente y se proces— en un 

termocicador de tiempo real. Cada ensayo se realizo por triplicado bajo las 

siguientes condiciones: 

 

PASOS Activaci—n Enzim‡tica  PCR 40 CICLOS 

TEMPERATURA 50¡C 95¡C 95¡C 60¡C 

TIEMPO 2 min. 10 min. 15 min. 60 seg. 

Tabla 7. Programa de termociclado de PCR en tiempo Real 

 

Una vez terminada la reacci—n, se analizaron los resultados de expresi—n de 

miRNAs mediante la tŽcnica de 2 -##CT  para obtener valores de cuantificaci—n 

relativa. 

 

  5.2.10  Predicci—n in s’lico  de Genes diana  

 

 Para llevar a cabo la predicci—n in silico de los genes diana se requiri— 

utilizar bases de datos como miRbase — Targen Scan, las cuales mediante 

diversos algoritmos nos dan a conocer los genes que son regulados por 

determinados microRNAs o viceversa. Espec’ficamente se buscaron genes 
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diana para los miRNAs que resultaron diferencialmente expresados en el 

an‡lisis de microarreglos. 

 

  5.2.11 Microarreglos  de expresi—n gŽnica global  

 

 Este an‡lisis se llevo a cabo utilizando los microarreglos de Affymetrix, 

espec’ficamente el GeneChip 3Õ IVT Express Kit, para cada microarreglo se 

llev— a cabo el siguiente procedimiento: 

 

Figura 11. Procedimiento de preparaci—n de microarreglos de expresi—n global. 
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Transcripci—n reversa para S’ntesis de Primera cadena de cDNA 

Se prepararon las diluciones del Poly-A RNA Control Stock. Se mezclaron 3ul 

de muestra (RNA 50-500ng) con 2ul de la diluci—n seleccionada del Poly-A RNA 

Control. Se mezclaron en vortex los 5ul del paso anterior con 4ul de First-Strand 

Buffer Mix y 1ul de First-Strand Enzyme Mix. Se incubaron por 2 hours a 42 ¡C 

en un termociclador utilizando el programa ÒFirst-Strand cDNA SynthesisÓ. 

DespuŽs de la incubaci—n se centrifug— brevemente y se coloc— en hielo. 

 

S’ntesis de segunda cadena de cDNA 

Se prepar— el Second-Strand Master Mix agregando: 13ul de agua libre de 

nucleasas, 5ul de Second-Strand Buffer Mix y 2ul de Second-Strand Enzyme 

Mix, se mezclaron en vortex, se les dio un spin y se colocaron el hielo. Estos 

20ul se mezclaron con los 10ul obtenidos de las s’ntesis de la primera cadena y 

se incubaron 1 hora a 60¡C seguidos de 10min a 65¡C utili zando el programa 

ÒSecond-Strand cDNA SynthesisÓ 

 

Transcripci—n in vitro para s’ntesis de aRNA marcado 

Se prepar— el  IVT Master Mix con los siguientes componentes: 4ul de IVT 

Biotin Label, 20ul de IVT Labeling Buffer y 6ul de IVT Enzyme Mix, se 

mezclaron en vortex y se les dio un spin. Se transfiri— el IVT Master Mix al tubo 

que contiene los 30ul de Second-Strand cDNA, se mezclaron en vortex y se 

centrifugaron por 5 segundos. Se incubo la reacci—n de IVT A 40¡C por 16 

horas en un termociclador. Al tŽrmino de la incubaci—n se almacen— a -20¡C. 
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Purificaci—n de aRNA 

DespuŽs de la s’ntesis, el RNA se purific— para remover enzimas, sales y 

nucle—tidos que no fueron incorporados mediante el siguiente procedimiento: 

Se prepar— el aRNA Binding Mix a–adiendo, 10ul de RNA Binding Beads y 50ml 

de aRNA Binding Buffer Concentrate, se mezclo en vortex y se a–adieron los 

60ul de aRNA Binding Mix a la muestra de aRNA del paso anterior. Se trasfiri— 

toda la mezcla a una placa de 96 pozos y se a–adieron 120ul de etanol al 

100%, se mezclo por pipeteo. Para llevar a cabo el RNA Binding Beads capture 

se coloc— la placa en una  soporte magnŽtico, se cuidadosamente el 

sobrenadante. Se retiro la placa del soporte magnŽtico y se agregaron 100ul 

aRNA Wash Solution, se mezclo por pipeteo, se volvi— a colocar la placa sobre 

el soporte magnŽtico y se descarto cuidadosamente el sobrenandante. Para 

eleuir el aRNA purificado de las perlas, se retiro la placa del soporte magnŽtico, 

se agregaron 50ul de  aRNA Elution Solution precalentado a 60¡C, se 

mezclaron vigorosamente y se volvi— a colocar la placa en el soporte 

magnŽtico. Finalmente se transfiri— el aRNA purificado (sobrenadante) a un 

tubo libre de nucleasas. Se cuantifico la muestra mediante espectroscopia UV-

Vis utilizando el equipo NanoDrop8000 y se verifico su calidad  mediante 

electroforesis capilar utilizando el equipo Experion. 

 

Fragmentaci—n de aRNA marcado 

Se prepar— el mix de fragmentaci—n aRNA agregando: 15ug de aRNA (1-32ul),  

8ul de 5x Array Fragmentation Buffer y Agua libre de nucleasas para completar 

un volumen total 40ul. Se llevo a cabo la reacci—n de fragmentaci—n incubando 
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a 94¡C por 35 minutos. Se evalu— la integridad del aRNA por electroforesis 

capilar para asegurarnos que se llevo a cabo la fragmentaci—n y se almaceno a 

-20¡C. 

 

Hibridaci—n de microarreglos 

Se prepar— el mix de Hibridaci—n agregando 12.5µg (33.3µL)  de aRNA 

Fragmentado, 4.2 µL de Control Oligonucleotide B2 (3nM), 12.5ul de 20X 

Hybridization Controls, 125µL de 2X Hybridization Mix, 25µL de  DMSO, 50µL 

de agua libre de nucleasas y se calent— a 99¡C  por 5 minutos en un 

termociclador. Se lleno un chip (microarreglo) con 200ul de Pre-Hybridization 

Mix  y se incub— a 45 ¡C por 10 minutos en el horno de hibridaci—n. Se 

removieron del chip los 200ul del Pre-Hybridization Mix y se relleno con 250ul 

de mix de Hibridaci—n precalentado, incub— a 45¡C por 16 horas en el horno de 

hibridaci—n. 

 

Lavado y te–ido de microarreglos 

DespuŽs de las 16 horas de hibridaci—n, se removi— el microarreglo del horno. Se 

removi— el papel adherente del microarreglo. Se extrajo el coctel de hibridaci—n del 

microarreglo y se transfiri— a un tubo nuevo para guardarlo. Se almacen— en hielo 

durante todo el procedimiento o a -80¼C a largo plazo. Se llen— cada microarreglo 

completamente con el Array Holding Buffer, se dej— que el microarreglo alcanzara 

la temperatura ambiente antes de lavarlo y te–irlo. Se colocaron los viales en la 

estaci—n de fluidos de la siguiente manera: Un vial (‡mbar) con 600ul de Stain 

Cocktail 1 en el porta muestras 1. Un vial (transparente) con 600ul de Stain 
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Cocktail 2 en el porta muestras 2. Un vial (transparente) con 800ul de Array 

Holding Buffer en el porta muestras 3. 

Se lav— y ti–— el microarreglo en la estaci—n de fluidos utilizando el programa 

FS450_0001. Se revis— si hab’a burbujas, en caso de burbujas, se llen— 

manualmente el microarreglo con el Array Holding Buffer. Si no hab’a burbujas, se 

cubrieron las 2 septas con el papel adherente. Se limpi— la superficie de vidrio con 

un papel libre de polvo (marca Kimwipes) antes de colocarla en el scanner. 

 

  5.2.12  Verificaci—n de la  expresi—n de G enes diana   

  predichos . 

 Se analiz— la expresi—n de los genes predichos utilizando los resultados 

del an‡lisis de Expresi—n GŽnica Global que se llevo a cabo mediante 

microarreglos. Se utilizaron los valores de Fold Change arrojados para cada 

gen en cada una de las l’neas celulares HeLa, SiHa, Caski y C33a y se 

compararon con los obtenidos de la l’nea celular de Queratinocitos, la cual se 

utilizo como calibrador en este estudio. Finalmente se seleccionaron solo 

aquellos genes que presentaran una diferencia de Fold Change mayor a 1.5 en 

comparaci—n con la l’nea celular calibradora. 

 

  5.2.13  An‡lisis estad’stico  

 

 Para el an‡lisis estad’stico de los microarreglos de Expresi—n de miRNAs y 

de Expresi—n GŽnica Global se realiz— la prueba Media Robusta de Multiarreglos 

(RMA) con la cual se normalizaron los datos, se agruparon en familias, se 



!

!
!

'* !

determinaron los miRNAs  de expresi—n constante as’ como los miRNAs y Genes 

diferencialmente expresados. 

Para la validaci—n de la expresi—n de miRNAs por qPCR se llev— a cabo el an‡lisis 

de 2-##Ct  con el que se determino la expresi—n relativa de los mismos y finalmente 

la prueba T para verificar  que la expresi—n de los miRNAs seleccionados fuera 

diferente en la l’neas HeLa, SiHa Caski y C33a comparadas con los Queratinocitos 

Normales (calibrador). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



!

!
!

'+ !

CAPêTULO VI: RESULTADOS  

 
 6.1 An‡lisis de la calidad del  RNA total  

 

 La extracci—n y purificaci—n de RNA total se realiz— utilizando el MirVana 

Isolation Kit, a continuaci—n se muestran los resultados de cuantificaci—n y 

calidad de las muestras. 

 
RNA ng/ ! l 

Queratinocitos 187.8 

C33A 179.6 

HeLa 210.4 

SiHa 162.7 

Caski 190.6 

Cervix HPV- 86.5 

Cervix HPV+ 90.2 
Tabla X. RNA obtenido de las l’neas celulares y muestras, cuantificadas por UV-Vis (NanoDrop) 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 12. Calidad de RNA. A) Gel virtual de la electroforesis capilar donde se muestra la integridad del RNA B) 

Electroferograma donde se pueden apreciar 2 picos que corresponden al RNA 18s y 28s. C) Reporte final emitido por el 
software donde se muestran datos del Electroferograma y el valor RQI.. 
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 6.2 Prueba de Mycoplasma  

 

 A continuaci—n se muestra un gel de agarosa con los resultados de la 

prueba de Mycoplasma, el cual fue realizado para todas las L’neas celulares 

utilizadas y donde se observa claramente que todas las l’neas resultaron 

negativas. 

 
!
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 

 Figura 13 . Gel de agarosa al 3% donde se observan los resultados de la prueba de Mycoplasma. En el primer carril se 
observa el marcador de peso molecular (100 pb), en el segundo el control positivo donde se observa una banda de 464 

pb y el resto de los carriles muestra los resultados de las l’neas celulares y el control negativo. 
 

 
 
 

6.3 Descripci—n general de la expresi—n de miRNAs en los 

 grupos  de estudio . 

 

 Utilizando la prueba estad’stica de RMA para el an‡lisis de 

microarreglos, se analiz— la expresi—n de los miRNAs en los grupos de estudio y 

con base en los resultados fue posible agruparlos en familias. 
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Se genero primeramente un mapa de calor con los resultados de expresi—n de 

miRNAs de las l’neas celulares Queratinocitos Normales, C33a, HeLa, SiHa, 

Caski y las muestras de pacientes VPH- y VPH+.  

En segunda instancia se genero una gr‡fica de puntos tambiŽn generada con 

los valores de expresi—n de cada uno de los miRNAs analizados en el 

microarreglo y claramente se pueden observar en las dos graficas dos familias, 

una perteneciente a las l’neas celulares y la otra a las muestras de pacientes. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 14 . Expresi—n de miRNAs en los grupos de estudio. Se observa mapa de Calor y Gr‡fica de puntos 
donde en base a la expresi—n de miRNAs se observan dos familias, una  conformada por todas las l’neas 

celulares y otra conformada por las dos muestras de raspado cervical de pacientes. 
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6.4 Selecci—n de miRNAs end—genos . 

 Para obtener los miRNAs de expresi—n constante en todas las muestras 

utilizadas con la finalidad de que funcionaran como miRNAs end—genos en este 

estudio, se seleccionaron aquellos que presentaran alta expresi—n en todas las 

muestras, es decir, que tuvieran una intensidad promedio mayor a 10 y un bajo 

coeficiente de variaci—n entre ellas, es decir, un coeficiente de variaci—n menor 

a 0.25. Bajo estos par‡metros de selecci—n se obtuvo un mapa de calor donde 

se puede apreciar claramente la regi—n donde se encuentran los miRNAs de 

expresi—n constante y una grafica de puntos donde se se–alan estos miRNAs 

de interŽs. Con estos datos se seleccionaron los miRNAs miR-23a y miR-320c. 

 

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

Figura 15 . Selecci—n de miRNAs end—genos. A) Mapa de calor donde se muestra la regi—n de los miRNAs de 
expresi—n constante en todas las muestras. B) Gr‡fica de puntos donde se se–alan los miRNAs con intensidad 
promedio >10 y Coeficiente de Variaci—n < 0.25 C) Mapa de Calor donde se observan los miRNAs candidatos  para 
utilizarse como end—genos. 
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6.5. Validaci—n de la expresi—n de miRNAs end—genos por   

 qPCR 

 
Con base en los miRNAs seleccionados en el apartado 6.4, se valido la 

expresi—n del miR-23a y miR-320c mediante ensayos de PCR en tiempo real 

que se realizaron tres veces por triplicado de los cuales se obtuvieron los 

siguientes resultados. 

 

 
 

Figura  16. Gr‡fica con valores de Ct. En esta grafica se observan los valores de Ct obtenidos de la amplificaci—n de 
cada miRNA en cada una de las l’neas celulares analizadas. 

 
 

 
Figura 17 . Gr‡fica con valores de Desv. Std. En esta grafica se muestran los valores de Desviaci—n Est‡ndar 

calculados para la expresi—n de cada miRNA en cada l’nea celular de acuerdo a sus valores de Ct obtenidos en los 
ensayos por triplicado. 
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6.6 Selecci—n de miRNAs diferencialmente expresados.  
 

 Con base en los resultados obtenidos mediante el an‡lisis de 

microarreglos se seleccionaron 19 miRNAs diferencialmente expresados al 

compararlos con la expresi—n observada en los Queratinocitos.  

En este punto del estudio se decidi— descartar las muestras de pacientes ya 

que como se observo en el apartado 6.3, se agruparon en familias diferentes 

por lo cual sus resultados no pueden ser comparables con los de las l’neas 

celulares. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 9 . miRNAs diferencialmente expresados. En esta tabla se en encuentran los miRNAs que resultaron 
diferencialmente expresados en todas la l’neas celulares al compararlos con su expresi—n en los Queratinocitos. En 

color rojo se observan los sobre expresados y en azul los sub expresados. 
 
 

!"#$%&' ())*'+,-./0' .12*'+,-.'340' &".*'+,-.'350' (*67"'+,-.'350' 891:*;<=>"?=6'

!"#$%&'$()#*"+, !  !  !  !  ,,

!"#$%&'$(-.*"+, !  !  !  !  

!"#$%&'$/(*"+, !  !  !  !  ,,

!"#$%&'$/-*"+, !  !  !  !  ,,

!"#$%&'$(/-#$01*"+, !  !  !  !  ,,

!"#$%&'$20*"+, !  !  !  !  ,,

!"#$%&'$(34#*"+, "  "  !  !  ,,

!"#$%&'$(0).*"+, !  !  !  !  ,,

!"#$%&'$()5.*"+, !  !  !  !  ,,

!"#$%&'$(4(6*"+, !  !  !  !  ,,

!"#$%&'$/(4*"+, !  "  "  "  ,,

!"#$%&'$504*"+, "  "  "  "  ,,

!"#$%&'$75/*"+, "  "  "  "  ,,

!"#$%&'$(352*"+, "  "  "  "  ,,

!"#$%&'$(2(-*"+, "  "  "  "  ,,

!"#$%&'$/45(*"+, "  "  "  "  ,,

!"#$%&'$0(74*"+, "  "  "  "  ,,

!"#$%&'$0(25*"+, "  "  "  "  ,,

!"#$%&'$3/4(*"+, "  "  "  "  ,,



!

!
!

(' !

6.7 Validaci—n de la expresi—n de miRNAs diferenci almente 
expresados  por qPCR. 

 
 

 Se valid— la expresi—n de cinco miRNAs seleccionados como 

diferencialmente expresados (apartado 6.5). Todos los ensayos se realizaron 

tres veces por triplicado y los valores de expresi—n relativa se utiliz— el mŽtodo 

de 2-##Ct  del cual posteriormente se obtuvo el valor de Fold Change para poder 

graficar la expresi—n en valores de Log base 2. 

Se puede observar que los patrones de expresi—n son similares a los obtenidos 

por microarreglos, lo que sugiere que los resultados de microarreglos son 

bastante precisos. 

 

 
Figura 18 . Expresi—n relativa de miRNAs por qPCR. En esta grafica se observan los resultados del an‡lisis en tiempo 

real para la determinaci—n de la expresi—n Relativa de miRNAs para cada una de las l’neas celulares. Los niveles de 
expresi—n se graficaron en valores de Fold Change (Log2). 
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6.8 Predicci—n de genes diana  de los miRNAs diferencialmente 
expresados  

 
 Una vez seleccionados los miRNAs diferencialmente expresados, se 

utilizaron las bases de datos Target Scan y miRbase para predecir Genes que 

estos miRNAs se encontraran regulando. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Tabla 10. Predicci—n de genes blanco. En esta tabla se en encuentra la lista de genes predichos como blancos de los 
miRNAs diferencialmente expresados (los miRNAs resaltados en negritas ya han sido reportados en la literatura). Se 

seleccionaron solo genes que estuvieran involucrados en algœn proceso como Crecimiento, diferenciaci—n, proliferaci—n, 
apoptosis, angiogŽnesis, adhesi—n — migraci—n celular.  

 
 
 
6.9 Selecci—n de Genes diferencialmente expresados  
 
 

 La selecci—n de estos genes se realiz— con base en los resultados 

obtenidos de los microarreglos de Expresi—n GŽnica Global. Solo se 

seleccionaron aquellos genes que presentaran una diferencia de Fold change  > 

±1.5 en comparaci—n con su expresi—n en la l’nea celular calibradora 

(Queratinocitos Normales).   

miRNAs Genes blanco 

!"#$%&'$()*+,"-.
!"#$%&'$*/0,"-.
!"#$%&'$)01#$(2,"-.
!"#$%&'$01,"-.
!"#$%&'$)(34,"-.
!"#$%&'$/(+,"-.
!"#$%&'$)5)1,"-.
!"#$%&'$5(,"-.
!"#$%&'$)3/4,"-.
!"#$%&'$()5/,"-.
!"#$%&'$0+/),"-.
!"#$%&'$60+),"-.
!"#$%&'$)14,"-.
!"#$%&'$()#*"+,
!"#$%&'$(-.#*"+,
!"#$%&'$/(*"+,
!"#$%&'$(.(0*"+,
!"#$%&'$/(.*"+,
.

EGR3, KLLN 
RAB35, RAB5A, BCAM, BCL2L13 
BOK BCL2, PTK6, BRCA1, MYCL1 
RAB23, BCL2L11, CDCA7L, RAP1B, SMAD7, GDF11, KSR2 
RAB5A, ESR1, RRAGD, ST18, RASA1, RAP2C, TP53INP1, ARHGAP24, BCL2L11 
PAK2 p21, BRCA1 
DAPK2, RAB1B, RAB3A, HYOU1, RAB5B, KSR2, SMAD3, BCAM 
RAB22A, MMP3 
TNFRSF21, BRMS1L, RBL1, MKNK2, TP73, MMP3 
BBC3, KLLN 
RAB15, BOK BCL2 
BCL2L2, FGF1, CDC42, RBBP4, BCL2L1, DDX3X  
MMP3,  
MAPRE1, RAP2A, RASL10B, BCL2L2, MTSS1L 
BCL2L11, ERRFI1, GADD45A, CDC14A, TGIF2, ST18, MRAS, RASSF8, RASAL1  
FGF18, FRS2 
KRAS, RAP1B, TGFBRAP1, PDCD6IP, RBBP7, BAG4, RASSF1 
BRCA1, PXN, RAP1GAP , UBE3A, 
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Figura  19.  Mapa de calor de genes diferencialmente expresados. En este mapa se aprecian los genes 

diferencialmente expresados en las l’neas celulares C33a, Caski, HeLa y SiHa comparados con la expresi—n en los 
Queratinocitos normales. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figura 20. Gr‡fica de expresi—n gŽnica . En esta gr‡fica se aprecian los valores de expresi—n de algunos genes  
predichos en las l’neas celulares C33a, Caski, HeLa y SiHa comparados con su expresi—n en los Queratinocitos 

normales. De esta forma se seleccionaron aquellos genes que tuvieran una diferencia de Fold Change >±1.5. 
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 6.10 Selecci—n de pares miRNAs - Genes diferencialmente   
  expresados  

 
 

 DespuŽs de la selecci—n de los miRNAs y genes diferencialmente 

expresados, se relacionaron de tal manera que tuviŽramos el par gen-miRNA 

regulador, esperado tambiŽn encontrar una relaci—n en su expresi—n es decir, si 

el miRNA se encontraba sobre expresado que su gen diana se encontrara  sub 

expresado y viceversa. 

 

!"#"$% &'(#)*%

!"#$%%%%%%%! % &'()*+")$,%%%%%%%%" %

-./$/$%%%! % &'()*+"),0(%%%%%%" %

-".1,%%%%" % &'()*+")234%%%%%%! %

567$%%%%%! % &'()*+"),028%%%%" %

9:.:2;9 ! % &'()*+"),4,<%%%%" %

9=72%%%%%%%! % &'()*+"),$>(%%%%" %

9?6%%%%%%%%! % &'()*+")$,4%%%%%%" %

"1-,>%%%%" % &'()*+")$42,%%%%! %

"1#1,%%%%! % &'()*+"),308%%%%" %

5593%%%%!  
%

&'()*+"),>8%%%%%%" %%
&'()*+")@3%%%%%%%%"  
&'()*+"),028%%%%" %%

"--9A%%%%" % &'()*+")A$4,%%%%! %  
 

Tabla 11. Tabla de pares Genes -miRNAs reguladores. En esta tabla se en encuentra la lista de los pares Gen-
miRNA que se encontraron diferencialmente expresados en las l’neas celulares. 
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 6.11 El papel de los genes seleccionados en la regulaci—n    
  celular  

 
 Para profundizar un poco a cerca de la importancia de los miRNAs y sus 

genes blanco seleccionados, se agreg— una tabla con la funci—n de cada uno de 

los genes. 

GEN Procesos Biol—gicos  
FRS2 Activaci—n de MAPK, Participa en la v’a de se–alizaci—n del FGFR, 

Participa en la regulaci—n de la proliferaci—n de cŽlulas epiteliales  

BCL2L2 Este gen codifica para un miembro de la familia de prote’nas Bcl-2. Las 

prote’nas de esta forma de familia hetero u homod’meros y actœan como 

reguladores anti-y pro-apopt—ticos. 

BRCA1 Es un gen supresor de tumores, que regulan el ciclo celular y evitan la 

proliferaci—n descontrolada. 

MNK2 Este gen codifica para una prote’na que fosforila el factor de iniciaci—n 

eucariota 4E (eIF4E), jugando as’ un papel importante en la iniciaci—n de 

la traducci—n del RNAm, la transformaci—n oncogŽnica y la proliferaci—n 

de cŽlulas malignas. 

PDCD6IP Este gen codifica una prote’na que participan en la muerte celular 

programada. 

PTK6 Codifica a una prote’na No receptora de tirosina-quinasa  implicada en la 

regulaci—n de una variedad de v’as de se–alizaci—n que controlan la 

diferenciaci—n y el mantenimiento de epitelio normal, as’ como el 

crecimiento del tumor. 

PXN Este gen codifica una prote’na del citoesqueleto, est‡ implicado en la 

adhesi—n celular. Existen diferentes isoformas, cada tienen diferentes 

funciones bioqu’micas. 

RAB15 Miembro de la familia de oncogenes RAS 

RASA1 activador de prote’nas RAS p21 (prote’na activadora de GTPasa). 

Involucrada en el control de diferenciaci—n y proliferaci—n celular 

MMP3 Este gen codifica a la Estromelisina-1 tambiŽn conocida como la 

metaloproteinasa de matriz-3, es una enzima que degrada la laminina,  

fibronectina, col‡genos III, IV, IX, y X, y proteoglicanos del cart’lago. Se 

cree que est‡ implicada en la reparaci—n de heridas, la progresi—n de la 

aterosclerosis y la iniciaci—n del tumor. 

Tabla 12. Genes y Funci—n biol—gica. En esta tabla se en encuentra la lista de genes seleccionados y el papel que 
juegan en la regulaci—n celular. 
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CAPêTULO VII: DISCUSIîN  
 
 

7.1 Modelo de estudio  
 
 

 Debido a que hasta el momento no existe un modelo de estudio ideal 

para entender el papel de los miRNAs en la evoluci—n del C‡ncer 

Cervicouterino se decidi—  trabajar en primera instancia con l’neas celulares,  ya 

que con esto se reducir’an significativamente las variables que se pudieran 

tener, ya que al trabajar con modelos in vitro se tiene un sistema controlado a 

diferencia de cuando se realizan estudios retrospectivos por ejemplo,  con 

muestras de pacientes, en donde existen muchos factores ambientales que 

pudieran influir o alterar los resultados. 

La finalidad de este estudio en general, fue obtener datos de miRNAs y Genes 

que de alguna manera pudieran estar involucrados en la progresi—n del C‡ncer 

Cervicouterino, para posteriormente poder trabajar sobre esos datos en 

particular, pero ahora con muestras de pacientes solamente. 

 
 
7.2  micr oRNAs end—genos 

 

 Actualmente los estudios para identificar perfiles de expresi—n de 

miRNAs han cobrado gran interŽs en los investigadores, sobre todo para  

estudios de c‡ncer. La metodolog’a de primera elecci—n para la validaci—n de 

estos ensayos es la PCR en tiempo real para la cual es importante tener un 

buen normalizador o end—geno para que los resultados sean confiables. 

Durante la elaboraci—n de este trabajo, se realiz— una exhaustiva revisi—n 
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bibliogr‡fica para encontrar el mejor miRNA end—geno, sin embargo 

encontramos que a diferencia de los estudios de expresi—n gŽnica, donde ya se 

conocen diversos genes normalizadores, para el estudio de miRNAs la 

selecci—n del miRNA end—geno depender‡ del estudio que se este realizando. 

Existen diversos trabajos de investigaci—n donde se pretende identificar perfiles 

de expresi—n de miRNAs en c‡ncer de Cervix, sin embargo cada uno utiliza 

diferentes miRNAs, RNAs peque–os e incluso algunos utilizan mRNA como 

end—genos lo que genera discrepancia de los resultados entre autores. Algunos 

ejemplos end—genos utilizados son el let-7a (Lee et al, 2011), snRNAU6 

(Pereira et al. 2010,  Wang et al. 2009), RNU4 (Mart’nez et al. 2010), GAPDH y 

B-ACT (Xiaoxia Hu et al, 2010) miR-191 y miR-23a (Shen Y. et al 2011).  

Estos œltimos son los œnicos miRNAs que ha sido validados como end—genos 

en estudios de c‡ncer de cŽrvix por Shen Y. et al 2011. Sin embargo, para este 

estudio en particular se decidi— identificar y validar los propios miRNAs 

end—genos. Como se puede apreciar en los apartados 6.4 y 6.5, nuestros 

end—genos seleccionados fueron el miR-23a y miR-320c, los cuales resultaron 

ser los de mayor expresi—n con menor coeficiente de variaci—n entre todas las 

l’neas celulares analizadas. 

 
 
7.3 microRNAs d iferencialmente expresados  
 
 

 Con base en el apartado 6.5 podemos observar que se seleccionaron 19 

miRNAs diferencialmente expresados, de los cuales el miR-10a, miR-15b, miR-
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93, miR-148a, miR-21, miR-181d y miR-218 ya hab’an sido reportados por otros 

autores, el resto son nuevos hallazgos. 

De la lista total de miRNAs seleccionados solo se valid— por qPCR la expresi—n 

de los miR-25a, miR-130b y miR-148a. Adem‡s se valido la expresi—n de miR-

143 y miR-145 que a pesar de que en nuestro estudio no resultaron 

seleccionados, se decidi— validarlos ya que hab’an sido reportados por varios 

autores en diversas ocasiones. Al obtener los resultados de la validaci—n se 

observ— que los resultados obtenidos del an‡lisis de microarreglos eran muy 

similares a los obtenidos por qPCR. 

Para el resto de los miRNAs seleccionados, solo se tomaron en cuenta los 

valores de expresi—n obtenidos por el an‡lisis de microarreglos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 13. Comparaci—n de resultados con otros autores. En esta tabla se muestra la lista de miRNAs seleccionados 
y sus niveles de expresi—n. Se muestran tambiŽn los hallazgos de otros autores. 

microRNA 
Lui et al., 
2007 

Mart’nez et al., 
2008 

Avissar  et al 
2010 

Wang et al., 
2009 

Montufar  
2012 

  L’neas celulares   ! 

miR-25a ! !   up 

miR-130b     up ! up 

miR-143 down down ! up 

miR-145 !   down up 

miR-148a   down up up/down 

mir-21 up   up up up 

miR-10a       up 

miR-638     ! down 

miR-106b     ! up 

miR-181d     up ! up 

miR-125a     ! up 

miR-218   down   down up 

miR-2861     ! down 

miR-4281       down 
miR-15b up up 
miR-93 up up 
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7.4 microRNAs y genes diferencialmente expresados  
 
 

 Mediante predicci—n in silico se encontr— que los miR-15b, miR-93, miR-

106b regulan al gen MMP3, el cual se observ— sub expresado en todas la l’neas 

celulares a diferencia de los miRNAs que se encuentran sobre expresados. 

Este gen ya  fue reportado diferencialmente expresado en un estudio donde se 

trabaj— con muestras de c‡ncer de cŽrvix (Rajkumar et al, 2011). Los miR-93 y 

miR-130b fueron reportados diferencialmente expresados y como posibles 

biomarcadores de Leucemia de  cŽlulas  T (Yeung et al., 2008). Por otra parte 

los miR-93 y miR-15b se encontraron diferencialmente expresados en muestras 

de C‡ncer cervical (Wang et al., 2008 y Myklebust et al., 2011).  

Un estudio in silico (Gu et al., 2011) revel— que los miR-466, miR-467, miR-669, 

miR-297 estaban relacionados con CaCx y VHP ya que se encontr— que 

algunos de sus genes blanco son genes de VPH, sin embargo, en nuestro 

trabajo, la expresi—n de estos miRNAs no mostr— diferencias al  compararse 

entre las l’neas celulares.  

Deftereos et al., 2011 reporto en un estudio con l’neas celulares de c‡ncer de 

cŽrvix, el miR-21 sobre expresado al igual que en nuestro trabajo y miR-143 sub 

expresado, que difiere de nuestros resultado.  

Las discrepancias de resultados entre autores, puede deberse en gran parte al 

modelo de estudio, pero principalmente a una incorrecta selecci—n del miRNA 

end—geno. 
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CAPêTULO VIII: CONCLUSIONES 
 
 
Las muestras de cŽrvix analizadas mostraron patrones de expresi—n similares 

entre ellas pero totalmente diferentes a los de las l’neas celulares, por lo que los 

resultados de ambos no pueden ser comparables. 

 

Con base en los resultados de microarreglos, seleccionamos un nuevo 

end—geno, el mir-320c (que no ha sido reportado por otros autores), debido a 

que mostr— estabilidad en l’neas celulares y muestras de cŽrvix. 

 

Se determinaron los perfiles de expresi—n gŽnica global y de miRNAs de las 5 

l’neas celulares utilizadas. 

Se seleccionaron 13 pares miRNA-Ges diferencialmente expresados, de los  

cuales todos los genes est‡n involucrados en procesos biol—gicos como 

diferenciaci—n, proliferaci—n, migraci—n, crecimiento, apoptosis y adhesi—n 

celular. 

 

Con los resultados obtenidos en este estudio, se observ— que la expresi—n 

diferencial de los miRNAs est‡ en su mayor’a dada por el establecimiento de 

c‡ncer, m‡s que por la presencia del VPH. 

Los miR-25a, miR-638, miR-106b, miR-125a, miR-2861 y miR-4281 que se 

encontraron diferencialmente expresados en este estudio, no han sido 

reportados hasta el momento. 
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