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ABREVIATURAS 
 
 
∆∆Ct: Diferencia entre el ΔCt de la muestra en estudio y el ΔCt de la muestra control. 
 
∆Ct: Diferencia entre el Ct de la amplificación del transcrito del gen en estudio y el Ct 
del transcrito del gen normalizador. 
 
1q32.1: Brazo largo (q) del cromosoma 1, región 3, banda 2, sub-banda 1. 
 
3’ UTR: Región no traducida “Untranslated” ubicada hacia tres prima.  
 
3p: Indica que el miRNA maduro proviene de la hebra del dúplex con sentido 3’. 
 
5p: Indica que el miRNA maduro proviene de la hebra del dúplex con sentido 5’. 
 
DNA: Ácido desoxirribonucleico. 
 
ATCC: Colección Americana de Cultivo Tipo (“American Type Culture Collection)”. 
 
ATP: Adenosin trifosfato. 
 
cDNA: ADN complementario. 
 
Ct: Ciclo umbral (Threshold cycle) 
 
DEPC: Dietil pirocarbonato. 
 
DMEM: Medio Eagle modificado de Dulbecco. 
 
DNA: Ácido desoxiribonucleico. 
 
E3: Enzima ligasa de ubiquitina. 
 
ER-: Negativo para receptor de estrógeno.  
 
GAPDH: Gliceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa. 
 
HER2-: Negativo para el receptor 2 del factor de crecimiento epidermal humano. 
 
IDT: Integrated DNA Technologies, Inc. 
 
Kb: Kilobases. 
 
kDa: Kilodalton.  
 
LB 6édium: Medio de cultivo Luria Bertani. 
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MDM2: Doble minuto murino 2. 
 
MDM4: Doble minuto murino 4. 
 
MDM4-FL: Doble minuto murino 4 longitud completa (“Full Length”). 
  
MDM4-S: Doble minuto murino 4 corta (“short”). 
 
miRNA: Micro ácido ribonucleico. 
 
miRISC: Complejo de silenciamiento inducido por RNA asociado a miRNA. 
 
MRE: Elemento de respuesta a miRNA. 
 
MUT: Mutado. 
 
NC: Control Negativo 
 
nm: Nanómetros.  
 
nM: Nanomolar.  
 
Nt: Nucleótidos.  
 
P1 y P2: Promotor 1 y Promotor 2. 
 
Pb: Pares de Bases. 
 
PCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa. 
 
PR-: Negativo para receptor de progesterona.  
 
qPCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa cuantitativa.  
 
RLU: Unidades de Luminiscencia Relativa 
 
RNA:  Ácido ribonucleico. 
 
RT: Transcripción Reversa. 
 
SBF: Suero Bovino Fetal. 
 
MCS: Sitio de Clonación Múltiple. 
 
TAE: Buffer Tris-Acetato-EDTA 
 
WT: Silvestre (“Wild-type”), no mutada 
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1. RESUMEN 

El cáncer engloba a un conjunto de enfermedades caracterizadas por la proliferación 

descontrolada de células con capacidad de diseminarse a diferentes regiones del 

organismo.  Dentro de los variados procesos moleculares que se ven alterados en estas 

patologías, se encuentra la regulación génica postranscripcional, en donde los 

microRNAs (miRNAs) son los principales exponentes. Estudios recientes han demostrado 

que la desregulación en la actividad funcional de los miRNAs juega un papel clave en la 

progresión del cáncer. Un ejemplo de esto es miR-30c-5p, un miRNA que es descrito en 

la literatura como supresor tumoral, cuyos niveles de expresión se encuentran 

disminuidos en diferentes tipos de tumores. Un análisis in silico logró predecir que miR-

30c-5p posee como posible objetivo el mRNA de la oncoproteína MDM4, la cual juega un 

papel crítico en la degradación de supresores tumorales. Según estos antecedentes el 

objetivo de este estudio fue evaluar el efecto regulador que ejerce miR-30c-5p sobre los 

niveles de expresión de la proteína MDM4 en una línea celular de cáncer de mama. En 

primer instancia, se compararon a través de RT-qPCR los niveles de expresión de RNA 

de los genes MIR-30c-5p y MDM4 en líneas celulares de origen mamario, fenotipo 

cancerígeno y normal, no hallándose diferencias significativas en los niveles de expresión 

de miR-30c-5p, sin embargo se evidenció que la línea celular de cáncer de mama MCF-

7, fue la que presentó un mayor nivel de expresión del gen MDM4. También se logró 

verificar a través de un ensayo dual de luciferasa, la interacción funcional in vitro de 

miR-30c-5p con una región de la 3’UTR del mRNA de MDM4 predicha. Finalmente se 

logró evidenciar a través de un ensayo de Western Blot, que los niveles proteicos de 

MDM4 aumentan en células MCF-7 al disminuir la actividad funcional de miR-30c-5p. Es 

por esto que a través de los resultados obtenidos en este estudio, se puede barajar a 

miR-30c-5p como un regulador de los niveles de MDM4 a nivel celular, abriendo puertas 

a futuras investigaciones que busquen complementar esta vía regulación 

postranscripcional. 

 
 
Palabras claves: Cáncer, miRNAs, miR-30c-5p, MDM4, regulación postrancripcional.  
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2. INTRODUCCIÓN 

2.1 Cáncer  

El término cáncer engloba a un conjunto de enfermedades caracterizadas por la 

proliferación descontrolada de células con capacidad de diseminarse a diferentes 

regiones del organismo, invadiendo y destruyendo estructuras normales, pudiendo ser 

letal en la mayoría de los casos  (1). Es así como el cáncer está considerado como una 

de las principales causas de muerte a nivel mundial, generando alrededor de 10 millones 

de defunciones el año 2020 (2). 

 

La biología molecular del cáncer comprende en primera instancia una acumulación y 

selección sucesiva de alteraciones genéticas y epigenéticas, que permiten a las células 

tumorales sobrevivir y proliferar. Las alteraciones más características involucran 

mutaciones puntuales, anomalías cromosómicas, hipermetilación del DNA, 

modificaciones postraduccionales, entre otras que influyen en el crecimiento celular, la 

apoptosis y la diferenciación, además de promover la angiogénesis e invasión en etapas 

posteriores (3).  

 

Los principales genes que se ven alterados en el cáncer se clasifican como proto-

oncogenes y genes supresores de tumores. Los primeros favorecen el crecimiento celular 

normal, sin embargo, cuando se ven alterados promueven la tumorogénesis y se les 

denomina oncogenes; por el contrario los genes supresores son capaces de inhibir el 

crecimiento celular y favorecer la apoptosis, por tanto cuando existe perdida de sus 

funciones, se favorece el descontrol del crecimiento y la muerte celular. Los 

representantes más ampliamente estudiados de estos genes como TP53, K-RAS, MYC 

codifican para una proteína que ejerce alguna de las funciones antes descritas (4,5). 

Además, con el avance vertiginoso de la ciencia, se ha evidenciado que genes que 

transcriben para RNAs no codificantes (no se traducen a proteínas) juegan un rol 

fundamental en el cáncer (6), siendo los microRNAs (miRNAs) los representantes más 

ampliamente estudiados. 
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2.2 microRNAs. 

Los microRNAs (miRNAs) son RNAs no codificantes de una longitud aproximada 

de 19 a 30 nucleótidos, los cuales actúan uniéndose a una secuencia diana 

complementaria de un RNA mensajero (mRNA), promoviendo así su degradación y/o 

bloqueando su traducción (7). Esta función de reguladores postranscripcionales juega 

un rol esencial en procesos celulares normales como la proliferación, diferenciación, 

movilidad y muerte celular, las cuales al verse alteradas pueden desencadenar en una 

transformación maligna de las células, y por tanto promover el cáncer (8).  

 

La biogénesis canónica de los microRNAs (Figura 1) comienza con la transcripción a nivel 

genómico de regiones intragénicas o intergénicas, a cargo de la enzima RNA polimerasa 

II (9), siendo el resultado de este proceso un miRNA primario (pri-miRNA), el cual es 

procesado a nivel nuclear por un complejo de micro procesamiento dirigido por la 

endoribonucleasa Drosha (10). El procesamiento nuclear origina un pre-miRNA, el cual 

es  exportado al citoplasma a través de exportina 5 (XPO5) (11). Luego en el citoplasma 

una ribonucleasa llamada Dicer escinde parte de su estructura formando un miRNA 

dúplex (11). Este último se asocia a un complejo proteico comandado por proteínas 

argonautas (AGO) llamado RISC (12). En esta etapa ocurre una selección de una de las 

cadenas del dúplex (3p o 5p) para que permanezca en el complejo, mientras la otra 

generalmente queda susceptible a la degradación (13). Finalmente el miRNA maduro 5p 

o 3p asociado a RISC (miRISC) se une al mRNA diana logrando degradarlo o bloqueando 

su traducción (14). 
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Figura 1. Esquema de la biogénesis de los miRNAs.  

 

La unión canónica entre el mRNA y el miRNA (Figura 2) ocurre a través de 

complementariedad de bases, teniendo como requisito mínimo la  unión exacta entre los 

nucleótidos de una región del mRNA denominada “Elemento de Reconocimiento de 

miRNAs” (MRE), la cual está ubicada generalmente en la región 3’ UTR del mRNA,  y una 

región del miRNA denomina región semilla, la cual corresponde a los nucleótidos del 2 

al 8 en sentido 5’ (12). 

 

Figura 2. Representación de la unión canónica entre un miRNA y un mRNA. En rosado 

se esquematiza el miRNA y en celeste el mRNA diana. 
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La función silenciadora de los miRNAs trae como consecuencia que puedan actuar como 

oncogenes o supresores de tumores bajo ciertas circunstancias, dirigiéndose a mRNAs 

de proteínas involucradas en el mantenimiento de la homeostasis y ciclo celular. Es por 

esto que actualmente son un objetivo de estudio relevante para ser utilizados como 

biomarcadores en el diagnóstico de cáncer (13), o como factores pronósticos e incluso 

blancos terapéuticos (14). La expresión alterada de los miRNAs puede deberse a diversos 

motivos; uno de ellos son las alteraciones genómicas como por ejemplo: deleciones, 

amplificaciones, mutaciones puntuales o la metilación aberrante de los genes que los 

producen; por otra parte la inestabilidad de sus factores de transcripción influyen en su 

expresión, o incluso el incorrecto funcionamiento  de la maquinaria necesaria para su 

procesamiento, como por ejemplo, Drosha y DICER, los cuales al verse afectadas 

promueven la carcinogénesis (15,16). 

 

2.3 Rol de miR-30c-5p en el cáncer. 

La familia de microRNAs-30 es un grupo de miRNAs involucrados en un gran 

número de procesos tumorales (17). Está conformada por lo miembros: miR-30a, miR-

30b, miR-30c, miR-30d y miR-30e, cuyos representantes 5p a pesar de poseer regiones 

semilla idénticas, difieren en sus secuencias compensatorias hacia el extremo 3' (Figura 

3); debido a que esta última característica juega un rol esencial en la estabilidad de la 

unión del miRNA con el mRNA (18), es que los miembros de la familia pueden compartir 

o diferir en sus dianas biológicas. Además los genes que transcriben para este grupo de 

miRNAs se encuentran localizados en diferentes regiones del genoma, permitiéndoles 

una expresión diferencial en diferentes tejidos y procesos biológicos (19). El único 

miembro de la familia que posee 2 copias en el genoma es miR-30c, cuyos genes se 

encuentran ubicados en regiones intrónicas del cromosoma 1 y el 6 (MIR-30c 1 y 2 

respectivamente). La transcripción de estos genes da como resultado la expresión de 2 

variantes 3p diferentes: miR-30c-1-3p y miR-30c-2-3p, mientras que la hebra 5p es 

idéntica para ambos genes (17). 
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Figura 3. Secuencias de nucleótidos de los miembros de la familia miR-30. Se destaca 

en amarillo cada una de las regiones semilla. En verde se destaca miR-30c-5p. 

 

La literatura científica describe a miR-30c-5p como una molécula involucrada en 

diferentes procesos biológicos, como por ejemplo adipogénesis (20), remodelación 

cardiaca (21), respuesta inflamatoria (22), diferenciación celular (23), respuesta 

antioxidante, (24), entre otros, siendo los procesos tumorales los más descritos y 

estudiados (25). De forma específica se menciona a miR-30c-5p como un supresor 

tumoral que se encuentra disminuido en un gran número de cánceres como el de riñón 

(26), próstata (27,28), ovario (29), cavidad oral (30), vejiga (31), mieloma múltiple 

(32), meduloblastoma (33), glioma (34), osteosarcoma (35), entre otros.  

 

En el cáncer de pulmón por ejemplo, Xia y Zhong et al. evidenciaron que miR-30c-5p 

presenta niveles de expresión disminuidos en muestras humanas de tumores malignos 

de células no pequeñas, en comparación con el tejido normal adyacente (36). Además 

evidenciaron que la sobreexpresión de este miRNA disminuye la capacidad de invasión 

de la línea celular tumoral A549 al tener como objetivo el mRNA de MTA1 (37). También 

J. McCann et al. describió que la disminución miR-30c-5p en células endoteliales favorece 

la angiogénesis en tumores pulmonares de ratones in vivo (38). Por su parte Yu-Shui 

Ma et al. demostró que el mRNA del oncogén TM4SF1 es una diana directa de miR-30c-

5p, y por tanto su disminución promueve la proliferación de células tumorales tanto in 

vitro como in vivo (39).  
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En el cáncer hepático S. Hu et al. demostró que este miRNA se encontraba disminuido 

en 4 líneas celulares tumorales en comparación de una línea no tumoral, además que 

aumentar los niveles de miR-30c-5p inhibe la proliferación y la invasión in vitro de células 

SNU449 de carcinoma hepatocelular (40). También Z. He et al. mostró resultados 

similares tanto en modelos in vitro como in vivo, además de plantear como vía el efecto 

silenciador que posee miR-30c-5p sobre el gen RAB32 (41).  

 

En el caso de los cánceres gastrointestinales, miR-30c-5p se ha mostrado disminuido en 

tumores sólidos humanos en comparación del tejido adyacente normal, tanto en cáncer 

de estómago como colorrectal, vinculando su efecto antitumoral al silenciamiento de 

dianas como BCL9 y ADAM19 (42–44). Es interesante comentar que también se han 

reportado polimorfismos en el pre-miRNA-30c, los cuales están asociados a una mayor 

predisposición para padecer cáncer gástrico (45). 

 

La evidencia científica actual sobre el rol de miR-30c-5p en cáncer de mama es 

abundante, pero muestra algunas contradicciones; por ejemplo diversos autores han 

mostrado que este miRNA está disminuido en tumores mamarios humanos, y que 

estimular su sobreexpresión inhibe la proliferación e invasión de las células malignas 

(46–49), además de mejorar la susceptibilidad a la quimioterapia (50–53), apuntando 

como sus principales dianas a los mRNA de los genes KRAS, TWF1, CTHRC1 y YWHAZ 

(25). Sin embargo J. Dobson et al., plantea a miR-30c-5p como un miRNA que promueve 

el fenotipo invasivo de las células de cáncer de mama metastásico cuando sus niveles 

están elevados, indicando a NOV como una de sus posibles dianas (54).  

 

En su generalidad los artículos describen a miR-30c-5p como un supresor tumoral, no 

obstante, aún existe un gran vacío respecto a las vías de señalización en las que se ve 

involucrado y las dianas a las que se dirige, especialmente porque los miRNAs pueden 

regular múltiples vías y su expresión está sujeta a diferentes factores de transcripción. 

Es por esta razón que se hace indispensable investigar otras posibles rutas en donde 

miR-30c-5p se ve involucrado, y así evaluar de forma crítica los posibles beneficios de 

intervenir una vía de señalización particular con fines terapéuticos.  Es por esto que se 

realizó un análisis in silico en 2 herramientas online de predicción de dianas para 
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microRNAs, como lo son miRBD (55) y TargetScan Human (56), en donde se logró 

observar que miR-30c-5p poseía una coincidencia del 100% en su región semilla con 

una secuencia MRE ubicada en la región 3’UTR del mRNA de MDM4 (figura 4), un proteína 

que ha sido ampliamente relacionada con procesos cancerígenos. 

 

 

Figura 4. Esquema que muestra los resultados predichos del análisis in sillico entre la 

unión de miR-30c-5p y el mRNA de MDM4. La hebra superior corresponde a la secuencia 

de miR-30c-5p. 

2.4 Rol de MDM4 en el cáncer 

La proteína “Mouse Double Minute 4” o MDM4 (anteriormente conocida como 

MDMX) es un regulador negativo de importantes supresores tumorales como por ejemplo 

P53, P21, P27 y P67 (57–60). Su ortólogo en humanos se denomina “Human Double 

Minute 4” (HDM4), sin embargo, por convención los artículos científicos siguen utilizando 

el genérico “MDM4” sin distinción de la especie con la finalidad de evitar confusiones 

(61,62). Se ha reportado que MDM4 se encuentra sobreexpresada en diferentes tipos de 

cánceres humanos (63), incluyendo mama (64–67), estómago (68), colorrectal (69), 

hepático (70), entre muchos otros. 

 

El gen que codifica para esta proteína se encuentra ubicado en el cromosoma 1q32.1 y 

consta de 11 exones (61). Transcripcionalmente puede dar origen a 7 variantes de 

transcritos (71); dos de ellos contemplan la transcripción de todos sus exones, pero son 

originados desde regiones promotoras diferentes (P1 y P2) (72). El producto de la 

traducción de estos transcritos son las isoformas “Full Length” (FL) de 75 kDa y 76 kDa 
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respectivamente. Ambas poseen un efecto regulador de P53, debido a que presentan en 

su estructura un dominio de tipo RING finger capaz de impedir la degradación de la 

proteína MDM2 y promover así su actividad E3 ligasa contra la proteína P53, fomentando 

su degradación vía proteosoma (61) (Figura 5A). Sin embargo, la isoforma MDM4-FL de 

75 kDa se considera como la forma que posee expresión constitutiva en diferentes tipos 

de cánceres, que a diferencia de la isoforma de 76 kDa posee activo un dominio 

estructural capaz de unirse directamente a P53, inhibiendo su actividad como factor de 

transcripción (Figura 5B); Los otros 5 transcritos son generados por procesos de 

empalme alternativo, y se evidencia su presencia en diferentes tipos de tejidos y líneas 

celulares, siendo la isoforma “Short” (S) la más estudiada. La isoforma MDM4-S surge 

por la omisión del exón 6 y posee un peso molecular aproximado de 27 kDa (73). Esta 

sigue conservando el dominio de unión a p53 y posee un mayor potencial para inhibir la 

capacidad transcripcional de éste (74), sin embargo los estudios recientes han revelado 

que es más susceptible a la degradación que la forma FL (75), por tanto su 

sobreexpresión no sugiere directamente un mayor riesgo cáncer (76,77), aunque se 

requiere de más estudios para revelar su verdadero potencial oncogénico. Es importante 

mencionar que todos los transcritos de MDM4 descritos hasta la fecha conservan su 

3’UTR, y por tanto la MRE predicha para miR-30c-5p (Figura 4).  

 

 
 

Figura 5. Representación esquemática de las funciones realizadas por la proteína MDM4. 

(A) Unión de MDM4 a la E3 ligasa MDM2 promueve la degradación de p53 vía proteosoma 

y (B) unión de MDM4 directamente a P53 inactivaa su actividad transcripcional. Imagen 

modificada de S. Haupt et al., 2019 (61). 
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La función que posee MDM4 como oncogén es de gran interés clínico, debido a que se 

ha encontrado un aumento del número de copias a nivel genómico en diferentes estudios 

realizados en tumores sólidos humanos (78,79). También se ha evidenciado que en 

presencia de un daño en el ADN, los niveles de MDM4 se reducen rápidamente en la 

célula a través de la vía ubiquitina-proteosoma, sin embargo, cuando se inhibe el 

proteosoma, los niveles de MDM4 aun así disminuyen (80). Esto sugiere que existe otra 

vía celular que permite reducir los niveles de la proteína de MDM4, siendo la regulación 

postranscripcional mediada por miRNAs una excelente candidata. 

2.5 Regulación de MDM4 a través de miRNAs 

Actualmente existe evidencia de que ciertos miRNAs tienen como diana directa el 

mRNA de MDM4 en diferentes procesos celulares (81,82), disminuyendo así los niveles 

de  esta proteína cuando es requerido. Un ejemplo es miR-23b, que su sobreexpresión 

favorece la proliferación de condrocitos articulares después lesiones isquémicas vía 

MDM4-p53 (83). Sin embargo, es en el área de las patologías oncológicas donde la 

regulación postranscripcional de MDM4 ha mostrado mayor interés, principalmente 

porque la capacidad que tienen estas moléculas de RNA de regular negativamente a 

MDM4 les permite ser potenciales dianas terapéuticas. Algunos ejemplos son miR-34a 

en una gran gama de células tumorales in vitro (84) y células de pacientes con leucemia 

linfocítica crónica (85), miR-661, miR-766-3p y miR-1307-3p en cáncer de mama (86–

88), miR-885-3p en células de carcinoma escamoso (89), miR-126 y miR-150-5p en 

células de cáncer cervicouterino (90,91), miR-370 en cáncer de colon (92), miR-33a en 

cáncer renal (93), let-7 en gliomas, miR-1205 en cáncer de pulmón de células no 

pequeñas (94) y tanto miR-191-5p como miR-887-3p en la variante de células pequeñas 

(95) o también miR-10a en leucemia mieloide aguda (96). 

Es relevante mencionar que gran parte de los miRNAs mencionados han sido reportados 

en la literatura en los últimos 5 años, lo que demuestra un gran interés de la comunidad 

científica en la regulación postranscripcional de MDM4 como una posible terapia en 

diferentes tipos de cáncer. No obstante en cáncer de mama los miRNAs reportados que 

regulan a MDM4 han mostrado resultados contradictorios, por ejemplo; la 

sobreexpresión de miR-661 a pesar de inhibir el crecimiento celular, favorece los 

procesos de invasión (86); miR-766-3p también ha mostrado favorecer la resistencia a 
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la quimioterapia (97,98) y los altos niveles de miR-1307-3p están relacionados con una 

tasa de supervivencia más baja en usuarios con cáncer de mama (99). Es por esto, que 

en la búsqueda de nuevos miRNAs que poseen a MDM4 como diana y basándose en el 

análisis in silico mostrado en este estudio (Figura 4), hace que miR-30c-5p sea un 

candidato prometedor; sin embargo, hasta la fecha no se han publicado estudios que 

validen la interacción in vitro de miR-30c-5p y el mRNA de MDM4, ni como este podría 

interferir en sus niveles proteicos en células de cáncer de mama. 

Basándose en el nuevo campo investigativo plasmado en los antecedentes, nació la 

siguiente pregunta ¿Qué efecto regulador ejerce miR-30c-5p sobre los niveles de la 

proteína MDM4 en líneas celulares de cáncer de mama ? Esto con el fin de aportar 

información respecto a la actividad supresora de tumores de miR-30c-5p, evaluando 

como posible diana a MDM4.  
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3. HIPÓTESIS 

Según los antecedentes aportados, se plantea la siguiente hipótesis como respuesta a 

la pregunta de investigación: miR30c-5p interactúa funcionalmente con el mRNA de 

MDM4 y disminuye sus niveles en líneas celulares de cáncer de mama. 

 

4. OBJETIVO GENERAL 

 
Evaluar el efecto regulador que ejerce miR-30c-5p sobre los niveles de la proteína MDM4 

en líneas celulares de cáncer de mama. 

 

5. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
1- Comparar los niveles de expresión de RNA de los genes MIR-30c-5p y MDM4 en líneas 

celulares de origen mamario con fenotipo normal y tumoral.  

 

2- Comprobar in vitro la interacción funcional entre miR-30c-5p y el mRNA de MDM4.  

 

3- Describir el efecto que genera el aumento o disminución de la actividad funcional de 

miR-30c-5p en los niveles de la proteína MDM4 en una línea celular de origen mamario 

con fenotipo tumoral. 
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6. METODOLOGÍA 

6.1 Diseño experimental 

Esta investigación posee un enfoque cuantitativo, de tipo descriptivo y 

experimental. Los ensayos fueron realizados en un modelo in vitro, utilizando células 

adherentes establecidas en cultivo celular, adquiridas desde American Type Culture 

Collection (ATCC) (100). La selección del tipo de línea celular fue por conveniencia (no 

probabilística). Los ensayos realizados en cada objetivo específico consideraron un 

mínimo en 3 réplicas biológicas para cada determinación, utilizando además 3 

repeticiones técnicas para cada una de ellas.  

6.2 Cultivo Celular 

Todas las células utilizadas en el estudio fueron manejadas bajo condiciones de 

esterilidad en una sala de cultivo equipada con una campana de flujo laminar (Haier 

Biomedical, China), una incubadora de gases (Memmert GmbH, Alemania) y un 

microscopio invertido de campo claro (Carl Zeiss, China). El medio de cultivo para la 

mantención de las células fue Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) alto en glucosa 

suplementado con 10% de suero bovino fetal descomplementado (SBF) (Sigma, 

Alemania) y 1% Penicilina Estreptomicina 100x (Corning, Estados Unidos). Las 

condiciones de incubación fueron a 37°C en una atmósfera húmeda con 5% de CO!.  

6.2.1 Cultivo Celular para el Objetivo Específico 1.  

Se cultivaron las siguientes líneas de origen mamario en placas de 100 mm: 

 

• MCF-10A (Código ATCC: CRL-10317) (101): Línea celular epitelial no 

cancerígena, aislada de una usuaria con enfermedad fibroquística.  

 

• MCF-7 (Código ATCC: HTB-22) (102): Línea celular derivada de una metástasis 

pleural de un adenocarcinoma de mama subtipo luminal, p53 WT, con patrón 

inmunohistoquímico HER2+, ER+, PR+. 

• MDA-MB-231 (Código ATCC: HTB-26) (103): Línea celular derivada de una 

metástasis pleural de un adenocarcinoma de mama subtipo basal, p53 mutado, 
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patrón inmunohistoquímico triple negativo (HER2-, ER-, PR-) (37).  

6.2.2 Cultivo Celular para el Objetivo Específico 2.  

Se cultivó la siguiente línea celular en placas de 96 pocillos: 

 

• HEK-293 (Código ATCC: CRL-1573) (104): Línea celular epitelial aislada de un 

riñón de embrión humano. La elección de esta línea celular fue debido a que es 

recomendada para ensayos de luciferasa, por su alta eficiencia de transfección y 

la capacidad de traducir fielmente proteínas recombinantes (105,106). 

6.2.3 Cultivo Celular para el Objetivo Específico 3.  

Se cultivaron líneas celulares MCF-7 (Código ATCC: HTB-22) en placas de 6 pocillos. La 

elección de esta línea celular fue debido a que ha reportado una amplificación del gen 

MDM4 a nivel genómico (107), lo cual también se ve reflejado en un aumento de los sus 

niveles de expresión. Además esta línea celular es mencionada como control positivo 

para el anticuerpo dirigido a MDM4 usado en este estudio. 

6.3 Metodología para la comparación de los niveles de expresión de RNA de los 

genes MIR-30c-5p y MDM4 a través de RT-qPCR en líneas celulares de origen 

mamario de fenotipo normal y tumoral (objetivo específico 1). 

6.3.1 Extracción de RNA.  

Se extrajo el RNA total de las células mencionadas en el apartado 6.2.1, cuando 

estas llegaban al 80% de confluencia. Para esto se utilizó un método de extracción 

orgánico, basado en el compuesto químico TRIzol® (Invitrogen, Estados Unidos), según 

el protocolo especificado por el fabricante. El método se resume en una lisis celular con 

una solución fenólica de tiocianato de guanidinio y una serie de centrifugaciones a baja 

temperatura (4°C) con solventes orgánicos, que logran un sedimento relativamente puro 

de RNA, el cual es resuspendido finalmente en agua tratada con el inhibidor de RNasas 

DEPC.  

Una vez obtenido el RNA se cuantificó a través de fluorimetría, utilizando el kit 

QuantiFluor RNA System™ (Promega, Estados Unidos) según el protocolo del fabricante, 
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y se verificó su integridad a través de una electroforesis en gel de agarosa 1% 

desnaturalizante (hipoclorito de sodio 1%) en buffer TAE 0,5X con bromuro de etidio; 

con la intensión de corroborar que su calidad fuera la óptima para los estudios 

posteriores.  

 

6.3.2 Retrotranscripción de RNA. 

 

La retrotranscripción (RT) es una técnica utilizada para crear DNA 

complementario (cDNA) a partir de moléculas de RNA, utilizando la actividad enzimática 

de una transcriptasa reversa (108). Debido a las diferentes características de los RNAs 

generados por los genes en estudio: mRNA para MDM4 y miRNA para MIR-30c-5p, es 

que se utilizaron dos tecnologías diferentes para generar el cDNA.  

6.3.2.1 Retrotranscripción convencional para mRNA de MDM4. 

Debido a que los cebadores generados para detectar el mRNA de MDM4 flanquean zonas 

comunes con el DNA genómico, se procedió en primera instancia a eliminar las trazas 

de DNA presente en el RNA total extraído con un tratamiento de DNAsa, utilizando el kit 

RQ1 RNase-Free Dnase (Promega, Estados Unidos), según el protocolo del fabricante.  

Posteriormente se purificó el RNA tratado con el kit E.Z.N.A.® Total RNA Kit I (Omega 

Bio-tek, Estados Unidos) con la intención de eliminar las trazas de sales. Finalmente se 

sintetizó el cDNA utilizando 1 µg del RNA total purificado y el kit iScript™ Reverse 

Transcription Supermix (Bio-rad, Estados Unidos) según el protocolo del fabricante. La 

reacción se llevó a cabo en un termociclador convencional modelo T100 de la misma 

marca.  

6.3.2.2 Retrotranscripción “Stem Loop” para miR-30c-5p. 

Los métodos de RT-qPCR convencionales utilizan cebadores de aproximadamente 20 

nucleótidos (nt), por lo tanto, requieren una plantilla que tenga al menos dos veces la 

longitud de sus cebadores (~40 nt). Es por esta razón que miR-30c-5p al tener solo 22 

nucleótidos es muy pequeño y requiere utilizar el método de “Stem Loop” (109).  
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El método “Stem Loop” consiste en la utilización de cebadores que poseen dos regiones: 

una específica que se une de forma complementaria a los 6 últimos nucleótidos del 

miRNA y una región constante en forma de horquilla que ayuda a extender su longitud. 

El resultado de la RT es un cDNA de aproximadamente 60 nucleótidos que permite ser 

amplificado posteriormente por qPCR convencional.   

En este estudio se utilizó el kit MultiScribe™ (Applied Biosystem, Estados Unidos) según 

el protocolo del fabricante, utilizando cebadores “Stem Loop” específicos para la 

retrotranscripción de miR-30c-5p del kit TaqMan™ Advanced miRNA Assay de la misma 

marca. La RT se llevó a cabo en un termociclador convencional modelo T100 (Bio-rad, 

Estados Unidos), utilizando 20 ng de RNA como plantilla. 

6.3.3 qPCR  

 

La reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR) es una técnica enzimática 

que permite amplificar segmentos de DNA y detectarlos en cada ciclo de la reacción a 

través de la emisión de fluorescencia. En este estudio se utilizaron 2 diferentes 

tecnologías para detectar y amplificar los cDNA obtenidos del paso de retrotranscripción 

anterior. 

6.3.3.1 qPCR MDM4 usando SYBR Green. 

Syber Green es un fluorocromo que se intercala selectivamente en el DNA de doble 

hebra, por tanto entre más DNA se amplifique mayor será la fluorescencia emitida en 

cada ciclo de reacción. En este estudio se utilizó el kit SsoAdvanced Universal SYBR 

Green Supermix (Bio-rad, Estados Unidos) según el protocolo del fabricante. El equipo 

utilizado para realizar la técnica fue el termociclador CFX96 Touch Real-Time PCR 

Detection System de la misma marca. Los cebadores utilizados para MDM4 y los genes 

normalizadores se detallan en la tabla 1 y fueron sintetizados por la corporación 

“Integrated DNA Technologies” (IDT) (Estados Unidos).  
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Nombre del cebador Secuencia 5’ à 3’ 

MDM4-F TGGAAGGACGGGCCATCT 

MDM4-R TGCTATAAAAACCTTAATAACCAGCTGAA 

GAPDH-F GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 

GAPDH-R GAAGATGGTGATGGGATTTC 

RPS13-F CCCAGTCGGCTTTACCCTATC 

RPS13-R TCTGACGACGTGAAGGAGCA 

 

Tabla 1. Secuencia de cebadores utilizados para determinar los niveles de expresión de 

RNA del gen MDM4. En amarillo se destacan los cebadores para amplificar el cDNA del 

gen en estudio y en celeste los cebadores para los genes normalizadores. 

 

6.3.3.2 qPCR miR-30c-5p usando sondas TaqMan. 

Debido a que la secuencia de miR-30c-5p presenta similitud con varios otros miRNAs, 

por ejemplo los miembros de su misma familia (Figura 3), es que se decidió utilizar la 

tecnología Taqman gracias a su mayor especificidad. Esta consiste en el uso de una 

secuencia de ADN asociada a un reportero, denominada sonda, que es específica para 

el cDNA obtenido del proceso de RT. La sonda está asociada, en este caso, a un fluoróforo 

emisor en su extremo 5’ y un quencher en su extremo 3’. Cuando la sonda está intacta, 

el emisor y quencher están tan próximos que este último absorbe la fluorescencia del 

fluoróforo; sin embargo durante la PCR, la polimerasa hidroliza la sonda, separando el 

emisor y al quencher, permitiendo así la señal fluorescente (110). En este estudio se 

utilizó el kit de qPCR SsoAdvanced Universal Probes Supermix (Bio-rad, Estados Unidos) 

según el protocolo del fabricante. El equipo utilizado para realizar la técnica fue el 

termociclador CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System de la misma marca. Las 

sondas utilizadas fueron las del kit TaqMan™ Advanced miRNA Assay (Applied 

Biosystem, Estados Unidos), tanto para  miR-30c-5p y su normalizador (U6).  
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6.3.3.3 Cálculo de la expresión relativa de miR-30c-5p y MDM4. 

 
Con el fin de poder determinar los niveles de expresión de los genes MIR-30c-5p y MDM4, 

se procedió́ a realizar una cuantificación relativa de ellos. Esta consiste en normalizar la 

expresión del gen en estudio con la expresión de un gen control (normalizador).  Un gen 

normalizador es un gen que presenta expresión constitutiva en las células y presenta 

variaciones mínimas entre las líneas celulares utilizadas. Los genes normalizadores 

utilizados en este estudio fueron: U6 para la expresión de miR-30c-5p y GAPDH junto a 

RPS13 para la expresión de MDM4.  

El cálculo de la expresión relativa se realizó a través del método “ΔΔCt” descrito por 

Livak & Schmittgen (111), el cual consiste en la siguiente fórmula: 

R= 2-∆∆Ct 

Donde:  

• R= Expresión relativa 

• ΔCt= Diferencia (resta) entre el Ct de la amplificación del transcrito del gen en 

estudio - Ct de la amplificación del transcrito del gen o de los genes 

normalizadores. 

• ΔΔCt= Diferencia (resta) entre el ΔCt de la muestra en estudio (una de las 2 líneas 

celulares de cáncer de mama) y el ΔCt de la muestra control (línea celular no 

cancerígena).  

Una vez obtenidos los datos de R para cada línea celular, se procedió́ a realizar el 

análisis estadístico detallado en el apartado 6.5 de la metodología. 
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6.4 Metodología para la comprobación in vitro de la interacción funcional entre 

miR-30c-5p y el mRNA de MDM4, a través de un ensayo dual de luciferasa 

(objetivo específico 2).  

Un ensayo dual de luciferasa para miRNAs es una prueba que permite determinar la 

factibilidad in vitro de la unión entre un miRNA y una región del mRNA de un gen en 

estudio. Para esto se utiliza un plásmido que posee 2 genes que codifican para proteínas 

luciferasas. El primero es el gen de luciferasa de luciérnaga, al cual se le inserta al final 

de su región 3’, una secuencia predicha como objetivo del miRNA en estudio. Por tanto, 

si la unión in vitro es verídica, esta proteína verá sus niveles disminuidos en presencia 

del miRNA; el segundo gen codifica para una luciferasa de renilla, cuya expresión no 

está condicionada, y por tanto sirve como control de normalización. Los cambios en los 

niveles de proteína luciferasa se evidencian a través de una reacción enzimática cuyo 

subproducto es una señal luminiscente que puede ser medida por un equipo llamado 

luminómetro. 
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En este estudio se utilizó el plásmido pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target Expression 

(Promega, Estados Unidos) como vector reportero (imagen 6); el cual se clonó, purificó, 

y finalmente transfectó en células HEK-293. 

 

 
 

Figura 6. Representación esquemática del vector pmirGLO Dual-Luciferase. La flecha 

roja indica el gen que codifica para luciferasa de Luciérnaga. La flecha Verde indica el 

gen que codifica para luciferasa de Renilla. La flecha azul indica un gen de resistencia a 

la ampicilina. El cuadrado rojo indica el sitio de clonación múltiple (MCS) en donde se 

insertaron los oligonucleótidos diseñados (imagen 7). Imagen obtenida desde la página 

web de Promega Corporation (112). 

6.4.1 Diseño y síntesis de un fragmento de la 3’ UTR del mRNA de MDM4. 

Debido al gran tamaño que posee la 3’ UTR del mRNA de MDM4 (aproximadamente 9 

kb), es que existen limitaciones técnicas para su síntesis por PCR convencional y 

posterior clonación en un vector reportero de luciferasa. Por esta razón se decidió diseñar 

un oligonucleótido bicatenario que contenía solo 26 pares de bases idénticas a la región 

de la 3’ UTR del mRNA de MDM4 wild-type (WT) predicha para la unión de miR-30c-5p 
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(Figura 7A). Cabe destacar que este oligonucleótido WT, no posee complementariedad 

con ninguna región semilla de algún otro miRNA descrito y además es común para todas 

las variantes de transcritos del gen MDM4.  

 

Como control de especificidad se diseñó adicionalmente un oligonucleótido cuya región 

MRE se encontraba mutada (MUT) (Figura 7B), por tanto dicha secuencia no debería 

afectar en la expresión de la luciferasa de luciérnaga. Los oligonucleótidos fueron 

sintetizados por la corporación “Integrated DNA Technologies” (IDT) (Estados Unidos). 

 

Los oligonucleótidos diseñados contaban también en sus extremos con algunos 

nucleótidos complementarios a los extremos cohesivos del vector pmirGLO linearizado 

por las enzimas de restricción Sac1 y Sal1.  

 

 
 

Figura 7. Esquema de los oligonucleótidos diseñados para la evaluación in vitro de la 

unión de miR-30c-5p sobre la 3’ UTR del mRNA de MDM4. Los nucleótidos negros 

corresponden a una región idéntica de la 3’ UTR del mRNA de MDM4. Los nucleótidos 

verdes corresponden a una región complementaria a los extremos cohesivos formados 

por Sac1 en el plásmido pmirGLO, mientras que los azules corresponden a una región 

complementaria a los extremos cohesivos formados por Sal1. (A) En amarillo se destaca 

la MRE WT y en rosa la MRE Mutada (MUT). 
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6.4.2 Ligación.  

Esta técnica permite unir 2 secuencias de DNA a través de la acción de una enzima 

ligasa, la cual cataliza la formación de enlaces fosfodiéster entre grupos fosfatos 

ubicados en los extremos 5’ y grupos hidroxilos de los extremos 3’ en presencia de ATP 

(113).  

En este estudio para ligar los oligonucleótidos diseñados al vector reportero, se utilizó la 

enzima T4 ligasa (New England Biolabs, Reino Unido) según las indicaciones del 

fabricante. Los plásmidos recombinantes generados WT y MUT, se esquematizan en la 

figura 8A y 8B respectivamente.  

 

Figura 8. Representación esquemática de los plásmidos recombinantes elaborados. La 

flecha roja indica el gen que codifica para luciferasa de Luciérnaga. La flecha verde indica 

el gen que codifica para luciferasa de Renilla. La flecha azul indica un gen de resistencia 

a la ampicilina. La región morada corresponde a los oligonucleótidos diseñados (Figura 

7). (A) Se representa en amarillo la región MRE “wild type” de MDM4 predicha para miR-

30c-5p. (B) Se representa en rosado región MRE mutada.  
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6.4.3 Transformación de bacterias competentes.  

Con la finalidad de clonar los plásmidos recombinantes creados en el paso anterior, es 

que se utilizaron bacterias competentes Escherichia coli XL1-Blue. Estas fueron 

transformadas a través de un método químico basado en CaCl! y choque térmico; lo que 

permite incrementar la permeabilidad de la membrana celular de las bacterias para 

incorporar así el plásmido. Posteriormente las bacterias sometidas al proceso de 

transformación se hicieron crecer en placas petri de 100 mm con medio Luria-Bertani 

(LB) solido a 37°C durante toda la noche. Debido a que el plásmido pmirGLO posee en 

su secuencia un gen que confiere resistencia a la ampicilina, es que el medio de cultivo 

solido fue previamente suplementado con 50 𝜇g/mL de ampicilina, con la intención de 

favorecer solo el crecimiento de las bacterias que si incorporaron los vectores. 

Al presenciar colonias de bacterias, se procedió a tomar un inóculo individual de ocho 

colonias transformadas con el vector MDM4-WT y 8 colonias transformadas con el vector 

MDM4-MUT. Los inóculos fueron depositados por separado en tubos de crecimiento 

bacteriano de 5 mL, que contenían medio líquido LB con ampicilina, y se dejaron 

creciendo toda la noche en agitación a 37°C.  

Tras el crecimiento en medio líquido se comprobó la incorporación de los vectores a 

través de PCR convencional, utilizando el kit asociado a la enzima GoTaq® Flexi DNA 

Polymerase (Promega, Estados Unidos), según las indicaciones del fabricante. Los 

cebadores utilizados se detallan en la tabla 2 y dan como resultado un producto de 

amplificación de aproximadamente 200 pb. El resultado de la PCR se analizó en un gel 

de agarosa al 2% en buffer TAE 0,5X teñido con bromuro de etidio; se obtuvieron más 

de 5 colonias correctamente transformadas por cada uno de los plásmidos 

recombinantes utilizados (anexo 1).  

Finalmente se seleccionó un crecimiento líquido de una colonia exitosamente 

transformada para cada uno de los vectores utilizados y se maximizó su crecimiento en 

15 mL de medio LB en matraces el Erlenmeyer, durante toda la noche a 37°C en 

agitación.  
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Nombre del cebador Secuencia 5’ à 3’ 

PCR_pmirGLO.Luc2 - F TTACAACCGCCAAGAAG 

Bottom 3’ UTR MDM4 MRE WT- R TCGACATTTGTAAACACTGTAAATTTCACGTGAGCT 

Bottom 3’ UTR MDM4 MRE MUT- R TCGACATTTTCGTGACCTGTAAATTTCACGTGAGCT 

Tabla 2. Secuencia de cebadores utilizados para comprobar por PCR la incorporación de 

los vectores recombinantes (imagen 8) a las bacterias competentes. (F) Forward. (R) 

Reverse. 

6.4.4 Extracción DNA plasmídico y Secuenciación.  

Con la intención de extraer los vectores clonados de las bacterias competentes crecidas 

en medio líquido, se utilizó el kit PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega, Estados 

Unidos). Este kit cuenta con la capacidad adicional de eliminar las endotoxinas 

producidas por las bacterias, otorgando un DNA plasmídico apropiado para la 

transfección de células eucariontes.  

 

Una vez obtenido el DNA plasmídico purificado se cuantificó a través de fluorimetría, 

utilizando el kit QuantiFluor® dsDNA System (Promega, Estados Unidos) según el 

protocolo del fabricante. Finalmente las construcciones realizadas se analizaron por 

secuenciación  (NGS), logrando corroborar su correcta clonación.   

6.4.5 Transfección de células HEK-293 

La transfección es una técnica de laboratorio que permite la introducción de ácidos 

nucleicos exógenos a células de cultivo celular. El kit utilizado en este estudio 

corresponde a FuGENE® HD Transfection Reagent (Promega, Estados Unidos) según las 

indicaciones del fabricante. Este kit se basa en la utilización de lípidos cargados 

positivamente, los cuales forman complejos con ácidos nucleicos (cargados 

negativamente) para facilitar su entrada a la célula.  
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Las células HEK-293 fueron transfectadas con los tratamientos detallados en la tabla 3, 

cuando estas alcanzaban el 70% de confluencia. La cantidad de vector utilizada para 

cada uno de los tratamientos fue de 100 ng por pocillo. Los tratamientos 2, 4 y 6 se co-

transfectaron además con una molécula que imita la función de miR-30c-5p llamada 

miR-30c-5p mímico, la cual corresponde a un RNA de doble hebra que simula un miRNA 

dúplex endógeno, pero que además está modificado químicamente para favorecer en 

este caso solo la formación del complejo miRISC con la hebra 5p. La molécula mímico 

utilizada en este estudio fue de la línea mirVana™ (Invitrogen, Estados Unidos), la cual 

fue transfectada a una concentración de 2 nM por pocillo.  

Tratamiento Moléculas  Transfectadas 

1  Vector pmirGLO sin 3’ UTR de MDM4 insertada 

2 Vector pmirGLO sin 3’ UTR de MDM4 insertada + miR-30c-5p mímico 

3 Vector pmirGLO-3’ UTR MDM4 MRE WT 

4 Vector pmirGLO-3’ UTR MDM4 MRE WT + miR-30c-5p mímico 

5 Vector pmirGLO-3’ UTR MDM4 MRE MUT 

6 Vector pmirGLO-3’ UTR MDM4 MRE MUT + miR-30c-5p mímico 

 Tabla 3. Tratamientos de transfección utilizados para la realización del ensayo dual de 

luciferasa.  

6.4.6 Ensayo dual de luciferasa y cálculo de la Intensidad de Luminiscencia 

Relativa. 

6.4.6.1 Ensayo dual de luciferasa 

Una vez transcurridas 48 horas postransfección, se midió la actividad enzimática de 

luciérnaga a través del kit Dual-GLO® Luciferase Assay System (Promega, Estados 

Unidos) según las indicaciones del fabricante. El kit consiste en primer lugar en una lisis 

celular, acompañada de la exposición de la luciferasa de luciérnaga a su sustrato. Luego 

de 10 minutos se procede a medir la luminiscencia. Posteriormente se añade un reactivo 

que detiene la actividad enzimática de la luciferasa de luciérnaga y además sirve como 

sustrato para la luciferasa de renilla. Se incuba 10 minutos y luego se mide la 

luminiscencia de esta última. 
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Las mediciones se realizaron en una placa blanca de 96 pocillos, con la intención de 

minimizar el escape de luz, en la función luminómetro del lector de placas Synergy HT 

(Biotek, Estados Unidos). Se utilizaron los filtros de emisión 535-590 nm para la 

adquisición de la luminiscencia de luciferasa de luciérnaga y 520-528 nm para la 

luminiscencia de luciferasa de renilla. 

6.4.6.2 Cálculo de la intensidad de luminiscencia relativa (RLI). 

Para calcular la RLI de cada tratamiento se realizó en primera instancia una sustracción 

de la luminiscencia de fondo, la cual correspondía a la luminiscencia obtenida de células 

sin tratar expuestas a las mismas condiciones del kit Dual-GLO® Luciferase Assay 

System. Posteriormente se calculó la razón de luminiscencia entre luciérnaga y renilla,  

dividiendo los valores de luminiscencia obtenido de la reacción enzimática de la luciferasa 

de luciérnaga con los valores de luminiscencia obtenidos de la reacción de luciferasa de 

renilla. Finalmente, la razón luciérnaga/renilla calculada para cada tratamiento se dividió 

por la razón luciérnaga/renilla del tratamiento control (Vector pmiRGLO sin inserto). 

6.5 Metodología para determinar el efecto que genera el aumento o disminución 

de la actividad funcional de miR-30c-5p en los niveles de expresión de la 

proteína MDM4 en una línea celular de origen mamario con fenotipo tumoral, a 

través de Western Blot. (objetivo específico 3).  

6.5.1 Transfección células MCF-7. 

Las células MCF-7 fueron transfectadas cuando el cultivo llegó al 70% de confluencia, 

utilizando los tratamientos descritos en la tabla 4, a través del kit FuGENE® HD 

Transfection Reagent (Promega, Estados Unidos) según las indicaciones del fabricante. 

La concentración de transfección para las moléculas mímico fue de 50 nM por pocillo, 

mientras que para las moléculas inhibidoras y el control negativo (NC) fue de 75 nM por 

pocillo. Las moléculas inhibidoras utilizadas en los tratamientos 4 y 5, también son 

llamadas antagomiR y corresponden a RNA monocatenario que presentan una secuencia 

complementaria al miRNA que se quiere inhibir, por lo cual una vez al interior de la célula 

compite con las dianas endógenas de miR-30c-5p uniéndose a este último por 

complementariedad de bases, logrando así una regulación negativa del miRNA en 
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estudio. Los inhibidores utilizados en este estudio fueron de la línea mirVana™ 

(Invitrogen, Estados Unidos) y son específicos para miR-30c-5p. También se incorporó 

un control negativo de tratamiento, para lo cual se usó un mímico que no posee target 

descrito en células humanas. 

Tratamiento Moléculas  Transfectadas 

1 Sin transfección (WT) 

2 miR-30c-5p mímico (M) 

3 miR-30c-5p inhibidor (I) 

4 miR-30c-5p mímico + miR-30c-5p inhibidor (M+I) 

5 miR-7116-5p Mus musculus mímico (NC) 

Tabla 4. Tratamientos de transfección utilizados para la realización del ensayo dual de 

luciferasa. (WT) Wild-Type. (NC) Control Negativo. 

6.5.2 Extracción y cuantificación de proteínas. 

La extracción de proteínas se realizó 24 horas postransfección. Para esto las células MCF-

7 fueron lavadas con PBS 1X y posteriormente desprendidas de la placa con tripsina 1X. 

El contenido de cada pocillo fue transferido a tubos de microcentrífuga de 1,5 mL  el cual 

contenía medio de cultivo con SBF para detener la actividad de la tripsina. Los tubos 

fueron centrifugados a 1500 rpm para sedimentar las células y posteriormente eliminar 

el sobrenadante. Finalmente se lisaron las células sedimentadas con buffer RIPA (“Radio-

Immunoprecipitation Assay Buffer”), el cual dentro de sus componentes contiene 

contiene 1% de triton X-100 como detergente y 0,1% de SDS como agente 

desnaturalizante de proteínas. El buffer RIPA también fue complementado con un 

inhibidor de proteasas. El proceso de lisis fue facilitado por la sonicación de las muestras. 

La cuantificación de proteínas se realizó con el kit colorimétrico BCA protein Assay Kit 

(Thermo Scientific™, Estados Unidos) según las indicaciones del fabricante. La 

cuantificación se realizó en un lector de placa tipo ELISA modelo EL808 (Biotek, Estados 

Unidos), a una longitud de onda de 595 nm.  
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6.5.3 Western Blot 

La técnica de Western Blot (WB), es un inmunoensayo que permite la detección y 

cuantificación de proteínas de forma sensible y específica. Esta técnica consiste en 

primera instancia en separar un concentrado de proteínas totales a través de una 

electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida. Posteriormente se transfieren 

las proteínas del gel a una membrana de nitrocelulosa. Una vez que las proteínas se 

encuentran en la membrana se bloquea con un concentrado de proteínas para luego 

incubarlas con un anticuerpo primario específico para la proteína de interés. Terminada 

la incubación, la membrana se lava y se incuba con un anticuerpo secundario específico 

para la especie en el que fue producido el anticuerpo primario; el anticuerpo secundario 

está conjugado con una enzima Peroxidasa de Rábano Picante (HRP) la cual en presencia 

de su sustrato (peróxido de hidrógeno) provoca una reacción capaz de oxidar a una 

molécula quimioluminiscente llamada luminol. La luz emitida en la reacción puede ser 

fotografiada y posteriormente cuantificada.  

La electroforesis del Western Blot consideró 75 µg de proteínas en un gel de 

poliacrilamida al 8%. El gel de alineación y separador se polimerizaron utilizando 0,1% 

de TEMED y 1% de persulfato de amonio (PSA). El buffer de corrida electroforética 

contenía 192 mM de Glicina, 25 mM de Tris y 0.1% de SDS. Las proteínas se cargaron 

en el gel previamente mezcladas con buffer de carga 5X que contenía beta-

mercaptoetanol y desnaturalizadas por choque térmico 5 minutos a 95°C. Como 

marcador de peso molecular se utilizó el blue prestained protein (New England Biolabs, 

Reino Unido) cuyo rango de peso molecular oscila entre 11 y 250 kDa. Una vez las 

proteínas fueron separadas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa que poseían 

un tamaño de poro de 0.45 µm. El buffer de transferencia utilizado contenía 1,92 M de 

Glicina y 0,25 M de Tris. 

La transferencia se corroboró con tinción de rojo ponceau en las membranas, las cuales 

luego fueron lavadas en PBS 1X con tween 20 al 0,5%. Una vez que el colorante fue 

eliminado completamente se procedió a bloquear las membranas con leche descremada 

5% marca Svelty, diluida en buffer PBS 1X con tween 20. Las membranas bloqueadas 

fueron incubadas con anticuerpos para la proteína MDM4 humana utilizando el 
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anticuerpo primario MDMX (D-4): sc-74468  (Santa Cruz, Estados Unidos), a una 

concentración 1:50. Este anticuerpo posee una marcación aproximada de 80 kDa según 

fabricante. Como proteína normalizadora se utilizó la Actina, la cual se detectó utilizando 

el anticuerpo primario MA1-744 (mAbGEa) (Thermo Scientific™, Estados Unidos) a una 

concentración de 1:8000. Este anticuerpo posee una marcación aproximada de 40 kDa 

según fabricante. Las incubaciones con anticuerpo primario se realizaron por una hora a 

37°C en agitación (60 RPM). Como anticuerpo secundario se utilizó un anti-ratón 

generado en cabra conjugado con HRP (Thermo Fisher, Estados Unidos), en 

concentraciones 1:5000 para MDM4 y 1:15.000 para la Actina. La incubación fue por 

una hora a temperatura ambiente en agitación.  

Todos los anticuerpos utilizados se encontraban diluidos en leche descremada 5% marca 

Svelty, diluida en buffer PBS 1X con tweed 20 (0,5%). Finalizadas las incubaciones con 

el anticuerpo secundario, la membrana se lavó y posteriormente se incubó en una 

solución de revelado (peróxido de hidrogeno y luminol) del kit Clarity Max™ Western 

ECL Substrate (Bio-rad, Estados Unidos).  

La adquisición de las imágenes se realizó en un sistema de LI-COR Biosciences (Estados 

Unidos), que contempla un escáner de luminiscencia C-digit asociado al software Image 

Studio™. 

6.5.3.1 Análisis densitométrico del Western Blot 

La densitometría se basa en la medición de la densidad de pixeles presentes en las 

bandas obtenidas de la adquisición de imágenes del Western Blot. Se acepta que la 

cantidad de pixeles es proporcional a la cantidad de luz emitida y recibida por el sistema, 

por tanto, es reflejo de la cantidad de una cierta proteína en la membrana. Es por esta 

razón que para comparar la densidad de pixeles de un tratamiento respecto a otro, es 

necesario tener un normalizador que ayude a discernir que el cambio de densidad no es 

debido a una diferencia en la cantidad de proteína cargada en el carril, sino más bien 

debido al tratamiento. Los normalizadores utilizados deben presentar una expresión 

constitutiva en todas las líneas celulares estudiadas y no deben variar debido los 

tratamiento ejecutados en ellas. En este estudio se utilizó la expresión de la proteína 

Actina como normalizador.  
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El análisis densitométrico se realizó en el programa Image Studio™ de LI-COR 

Biosciences. En primer lugar se calibró el contraste de forma manual en la imagen 

completa obtenida del escáner para mejorar la interpretación visual. Luego se utilizaron 

rectángulos de medición densimétricos que poseían la misma área para cada 

tratamiento. El software calculó la densidad de pixeles para cada tratamiento y proteína 

en estudio, además de sustraer automáticamente el fondo inespecífico asociado a cada 

inmunomarcación. Finalmente los datos de densidad se tabularon en el programa 

Microsoft Excel, en donde se calculó la expresión relativa de la proteína MDM4 en cada 

tratamiento, dividiendo la densidad obtenida de esta proteína por la densidad obtenida 

en la Actina.  

6.6 Análisis Estadístico. 

El análisis estadístico y la creación de los gráficos se realizó en el software GraphPad 

Prism (Dotmatics , Reino Unido). Tanto para la comparación de las expresiones relativas 

de los genes en estudio (objetivo específico 1), como para la comparación de la 

intensidad relativa de luminiscencia (objetivo 2), se realizó un test no paramétrico de 

Kruskal-Wallis con multicomparación de Dunn’s. El contraste de hipótesis de los análisis 

consideró un nivel de significancia de 0,05 (𝛼), por lo tanto, las diferencias se 

interpretaron estadísticamente significativas con valores de p<0,05. En el caso de la 

comparación de los niveles de proteínas relativos (objetivo específico 3), no se pudo 

realizar un test de hipótesis estadístico debido a que el tamaño de la muestra era muy 

pequeño (n:2). A pesar de lo mencionado, se explicita que existió una tendencia y 

concordancia entre los resultados obtenidos en las dos repeticiones del experimento.  
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7. RESULTADOS  

7.1 Comparación de los niveles de expresión de RNA de los genes MIR-30c-5p 

y MDM4 en líneas celulares de origen mamario de fenotipo normal y tumoral 

(objetivo específico 1). 

7.1.1 Expresión relativa de miR-30c-5p en líneas celulares de origen mamario.  

La determinación de la expresión relativa a través de RT-qPCR no evidenció una 

diferencia significativa para los niveles de miR-30c-5p entre las tres líneas celulares de 

mama (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Niveles de expresión del gen MIR-30c-5p en tres líneas celulares de mama. 

Las barras de colores corresponden al promedio de la expresión relativa (n=4), además 

se grafica sobre ellas la barra de desviación estándar. La prueba estadística no arrojó 

una diferencia significativa (p>0,05). 
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7.1.2 Expresión relativa del mRNA de MDM4 en líneas celulares de origen 

mamario. 

La determinación de la expresión relativa de mRNA del gen MDM4 a través de RT-qPCR 

demostró un aumento significativo en la línea celular MCF-7 (p<0,05) en comparación a 

los niveles mostrados por la línea de fenotipo normal MCF-10 y la tumoral MDA. Por otra 

parte, no hay diferencia en la expresión de MDM4 en estas dos últimas (p>0,05). 

 

Figura 10. Niveles de expresión del gen MDM4 en tres líneas celulares de mama. Las 

barras de colores corresponden al promedio de la expresión relativa (n=4), además se 

grafica sobre ellas la barra de desviación estándar. (*) diferencia significativa (p<0,05), 

(ns) diferencia no significativa. 
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7.2 Comprobación in vitro de la interacción funcional entre miR-30c-5p sobre 

la 3’ UTR del mRNA de MDM4. 

La interacción funcional entre miR-30c-5p y el mRNA de MDM4 se comprobó a través de 

un ensayo dual de luciferasa utilizando las líneas celulares HEK-293. Estas fueron 

transfectadas con los tratamientos detallados en la tabla 3. Los resultados se detallan 

en la figura 11, en donde se pudo evidenciar que la incorporación de las secuencias tanto 

WT como MUT en el vector pmirGLO no interfieren en su actividad luciferasa, debido a 

que no presentan diferencias significativas con el vector sin estos insertos. También se 

observa que el aumento de la actividad funcional de miR-30c-5p a través de la 

transfección de moléculas mímicas,  no afectan la actividad luciferasa del vector pmirGLO 

sin inserto o con la MRE mutada, ya que no presentan diferencias significativas con el 

tratamiento sin el mímico; sin embargo, es posible evidenciar una disminución 

significativa cuando el vector pmirGLO lleva inserto el segmento de la  3’ UTR de MDM4 

con la MRE WT predicha de manera in silico para miR-30c-5p. Además la especificidad 

del efecto se corrobora debido a que la disminución significativa evidenciada con la 

secuencia WT no ocurre cuando la secuencia se encuentra mutada. 
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Figura 11. Actividad Relativa de Luciferasa para cada uno de los tratamientos de 

transfección en células HEK-293, 48 horas postransfección. Cada barra representa un 

promedio de RLI (n=5). Las barras negras representan el vector pmirGLO sin inserto, 

las barras azules al vector pmirGLO con inserto MRE WT y las rojas al vector pmirGLO 

con MRE mutada. Además se grafica sobre cada barra de desviación estándar y se 

representan las diferencias significativas (p<0,05) con un asterisco.  

7.3 Efecto que genera el aumento o disminución de la actividad funcional de 

miR-30c-5p en los niveles de la proteína MDM4 en una línea celular de origen 

mamario con fenotipo tumoral. 

El efecto regulador de miR-30c-5p sobre los niveles de la proteína MDM4 se estudió en 

la línea celular MCF-7, como representante in vitro de cáncer de mama. Para esto se 

transfectaron con los tratamientos detallados en la tabla 4, para luego determinar los 
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niveles de la proteína a través de la técnica de Western Blot. Como se puede apreciar 

en la figura 12,  existe una tendencia en el aumento de los niveles relativos de la proteína 

MDM4 en células MCF-7, 24 horas después de ser transfectadas con un inhibidor de miR-

30c-5p, en comparación con las células MCF-7 sin tratamientos (WT) y tratadas con un 

control negativo (NC). También se ve un aumento aparente en el tratamiento que 

combina el uso del mímico e inhibidor de miR-30c-5p. Cabe resaltar que las diferencias 

mencionadas se basan en la tendencia de los resultados de 2 réplicas biológicas (en 

ambos experimentos se presentó un aumento de MDM4), sin embargo, la ejecución de 

solo 2 repeticiones del experimento imposibilita el uso de un test de hipótesis estadística 

para evaluar diferencias significativas, por la baja representatividad del tamaño 

muestral.  
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Figura 12. Niveles proteicos de MDM4 en células MCF-7, 24 horas postransfección, al 

utilizar los tratamientos descritos en la tabla 3. NC (control negativo), M+I (mímico miR-

30c-5p + inhibidor miR-30c-5p), I (inhibidor miR-30c-5p), M (mímico miR-30c-5p) y WT 

(células no tratadas). (A) Western Blot de lisados proteicos, donde el panel superior 

muestra la expresión de la proteína MDM4, mientras que el panel inferior muestra la 

expresión de la proteína normalizadora Actina. (B) Análisis densitométrico de las 

imágenes obtenidas de la técnica de Western Blot, donde cada barra representa los 

niveles relativos de la proteína MDM4 (n=2). Se grafica sobre cada barra la desviación 

estándar. 
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8. DISCUSIÓN. 

La evidencia publicada sobre la regulación postranscripcional de genes oncogénicos a 

través de miRNAs cada vez es más abundante, y comienza a tomar gran importancia 

para barajar nuevos enfoques terapéuticos contra el cáncer (114,115). Como primer 

acercamiento a las intervenciones clínicas, los ensayos in vitro aportan evidencias que 

permiten su posterior uso en modelos animales, resguardando así los estándares 

bioéticos. En el caso de los estudios que involucran procesos neoplásicos en cáncer de 

mama, el uso de las líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 como representantes de 

diferentes fenotipos tumorales malignos, es de gran ayuda para poder revelar nuevas 

vías de señalización candidatas a ser intervenidas.  

La presente investigación evidencia que las líneas celulares de cáncer de mama no 

presentaron diferencias significativas en los niveles de expresión de miR-30c-5p con 

respecto a la línea no cancerígena MCF-10A (Figura 9). Este resultado es contradictorio 

a lo publicado por el grupo de Yuan-hui Lai et al. el año 2017, el cual describe que los 

niveles de miR-30c-5p se encuentran disminuidos en las líneas celulares cancerígenas 

MCF-7 y MDA-MB-231 en comparación de MCF-10A (46). Considerando que miR-30c-5p 

es un miRNA cuyos niveles se ha relacionado directamente con funciones anti-

proliferativas (25), es contradictorio pensar que la línea celular MCF-10A, cuya tasa de 

crecimiento en cultivo celular es mayor que el de sus contrapartes cancerígenas 

(116,117), presentase una mayor expresión de este miRNA. Además, la línea MCF-10A 

a pesar de ser utilizada como modelo in vitro no cancerígeno, sigue teniendo 

características tumorales, debido a que proviene de un fibroadenoma con deleciones en 

genes supresores de tumores como por ejemplo p16 y p14ARF (118), provocando así la 

sobreexpresión de oncogenes como c-MYC (119), lo que favorece la inmortalización y el 

aumento de la proliferación. Por tanto, es comprensible evidenciar que los niveles de 

miR-30c-5p se encuentren en niveles similares en las líneas evaluadas, debido a que la 

características de malignidad están asociados a la capacidad invasiva de las células, y 

no necesariamente a las proliferativas.  

En este trabajo, tampoco se encontró una diferencia significativa en los niveles de 

expresión de las células MCF-7 respecto a MDA-MB-231 (Figura 9), a diferencia de lo 
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publicado en el 2014 por J. Dobson et al. o Y. Fang et al. los cuales sí encontraron 

diferencias, pero con resultados opuestos, el primero describe una mayor expresión de 

miR-30c-5p en MDA (54), mientras que Fang describe a MCF-7 como la línea que lo 

sobreexpresa (53), por tanto este es otro campo de investigación que se debe esclarecer. 

Lo que sí se puede decir con claridad es que ambas líneas celulares presentan un 

cariotipo similar, evidenciándose trisomías del cromosoma 1 y tetrasomías del 

cromosoma 6 (120–122), cromosomas en donde se encuentra los loci de los genes que 

codifican para miR-30c-5p (17), y por tanto la diferencia de expresión evidenciada por 

los autores mencionados, solo podría ser explicada por mecanismos moleculares y no 

citogenéticos. 

En esta investigación se reporta por primera vez que el mRNA de MDM4 es más 

abundante en la línea tumoral subtipo luminal MCF-7, en comparación de MDA-MB-231 

de tipo basal y la no tumorogénica MCF-10A (Figura 10). Estos resultados pueden ser 

explicados en parte por la presencia de 5 copias del gen MDM4 en el genoma de las 

células MCF-7 (107), sin embargo no se encontraron estudios que describan estas 

amplificaciones en líneas MCF-10A y MDA-MB-231. De forma concordante D. Gilkes et 

al. describe a MCF-7 como una línea que sobreexpresa MDM4 tanto a nivel de mRNA y 

proteína en comparación de otras líneas celulares tumorales como H1299 de carcinoma 

de pulmón, U2OS y SJSA de osteosarcoma o las no tumorogénicas A549 de epitelio 

alveolar normal (123). También es importante mencionar que la línea MCF-7 presenta 

el gen P53 WT a diferencia de la línea celular MDA-MB-231(124), por tanto es válido el 

uso de esta línea celular de tipo luminal como un buen modelo para poder estudiar más 

en profundidad la vía de señalización p53-MDM4 en los procesos neoplásicos de cáncer 

de mama, considerando además que, ya se ha reportado en la literatura que el 

silenciamiento del gen MDM4 en células MCF-7 provoca la disminución de su capacidad 

replicativa, vía P53 (107). Por otro lado las células no cancerígenas MCF-10A que 

también poseen p53 de tipo WT, presentan niveles menores de esta proteína en 

comparación de la línea MCF-7 (124), lo que es contradictorio a lo esperado, debido a 

que el aumento de la expresión del gen MDM4 reportado en esta investigación por parte 

de las células MCF-7, según las vías actualmente descritas, debería reflejarse en la 

regulación negativa del supresor tumoral; aunque una explicación podría ser que la 
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isoforma de MDM4 aumentada en MCF-7 podría ser una que favorezca la inactivación de 

p53 como factor de transcripción y no necesariamente una isoforma que facilite su 

degradación vía MDM2 (61). 

Es relevante mencionar que los cebadores usados en este estudio para la detección del 

mRNA de MDM4, apuntan a todas las variantes de los transcritos del gen, por tanto, una 

proyección adecuada sería poder diferenciar este aumento del mRNA en células MCF-7 

a través de RT-qPCR multiple, logrando determinar la variante del transcrito más 

abundante, lo que sería de gran interés debido a sus diferentes funciones sobre 

supresores tumorales como p53, p16 o p21.  

Los resultados obtenidos de los niveles de expresión de los genes en estudio en las líneas 

celulares estudiadas, no permiten suponer que existe una regulación de MDM4 por parte 

de miR-30c-5p a través de la degradación de mRNA, puesto que, a pesar de que este 

miRNA se encuentra sin diferencias aparentes en todas las líneas de origen mamario 

estudiadas, sí se observa diferencia en los niveles del mRNA de MDM4, siendo mayores 

en MCF-7 (Figura 10). Por esta razón fue primordial la verificación in vitro de la 

interacción funcional entre estos dos RNAs.  

Los resultados del ensayo dual de luciferasa presentados en esta investigación (Figura 

11), permiten que este estudio sea pionero en reportar la interacción funcional in vitro 

de miR-30c-5p con una porción de la 3’ UTR del mRNA de MDM4; teniendo como 

evidencia principal, la disminución de casi un 50% de la intensidad de luminiscencia 

relativa del plásmido pmirGLO que contenía dicha secuencia, una vez que se aumentara 

la actividad funcional de miR-30c-5p a través de moléculas mímicas. A pesar de los 

resultados positivos para verificar la interacción in vitro entre el mRNA de MDM4 y miR-

30c-5p, se requirió de ensayos de western blot para revelar si dicha interacción afectaba 

a los niveles proteicos. Dichos estudios se realizaron en la línea celular MCF-7, debido a 

que sus niveles de expresión del gen MDM4 son superiores en comparación de la línea 

MDA-MB-231 (figura 10). Cabe mencionar que los resultados del ensayo dual de 

luciferasa debe ser complementado en un futuro con técnicas más sofisticadas, como 

por ejemplo, la inmunoprecipitación de RNA (RIP) de proteínas AGO2 (128), la cual 

permite comprobar directamente la unión miRNA-mRNA en las líneas tumorales en 



	

 50	

estudio, además considerando la 3’ UTR completa en estado WT del mRNA de MDM4 

endógeno. 

El presente estudio presenta evidencias que sugieren que al disminuir la actividad 

funcional de miR-30c-5p utilizando una molécula antagomiR en células MCF-7, los 

niveles proteicos de MDM4 tienden a aumentar en comparación a las líneas no tratadas 

o tratadas con un control negativo (figura 12). Este hallazgo sugiere que la actividad 

funcional de miR-30c-5p endógeno en células MCF-7 juega un papel clave en la 

regulación postranscripcional de MDM4. Sin embargo, esta regulación pareciera ser 

compleja, debido que no se logró evidenciar una disminución de la proteína cuando se 

aumentó la actividad del miR-30c-5p a través de la transfección de su mímico (figura 

12). Esto podría explicarse debido a que algunos mRNA para poder ser silenciados de 

forma efectiva requieren de más de un miRNA uniéndose a su estructura (125,126); es 

por esta razón que se propone que la actividad funcional de miR-30c-5p endógeno es 

clave para mantener estabilizados los niveles de la proteína MDM4, no obstante, el 

aumento de la actividad funcional de este miRNA no es suficiente por sí solo para 

disminuir los niveles de la proteína, quizás porque requiere de otros miRNAs para hacer 

un silenciamiento efectivo, como por ejemplo los descritos por Dehua Yu et al. (127).  

Una proyección apropiada sería realizar pruebas para comprobar la eficiencia de 

transfección de las moléculas mímicas de miR-30c-5p en líneas celulares MCF-7, porque 

podría existir la posibilidad de que el efecto no observado en la disminución de la proteína 

MDM4 al aumentar la actividad funcional del miRNA, fuese producto de una baja 

eficiencia de transfección de estas moléculas de RNA pequeñas de doble hebra. Además 

se considera fundamental lograr aumentar el tamaño muestral en los ensayos de 

Western Blot, debido a que esta investigación solo considero un n:2, imposibilitando un 

correcto análisis estadístico que confirme que la tendencia observada sea realmente 

significativa. La falta de repeticiones experimentales en ese ensayo se debió 

principalmente a la inconsistencia en los lotes de anticuerpo MDMX (D-4): sc-74468  de 

Santa Cruz, los que provocaron varias veces ausencia de marcación en todos los 

tratamientos y controles.  
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Finalmente es importante mencionar que a través de los resultados obtenidos en este 

estudio, se puede barajar a miR-30c-5p como un regulador de los niveles de MDM4 a 

nivel celular, abriendo puertas a futuras investigaciones que busquen complementar la 

ruta de señalización apuntando por ejemplo a p53. Además sería interesante seguir 

indagando en la regulación postranscripcional de MDM4 por parte de miR-30c-5p en 

otras líneas celulares o un modelo animal.  

9. CONCLUSIONES 

1- No se evidencian diferencias significativas en los niveles de expresión del gen MIR-

30c-5p en las líneas celulares MCF10A, MCF-7, y MDA-MB-231. 

2- La línea celular de origen mamario con fenotipo tumoral: MCF-7, presenta un mayor 

nivel de expresión del gen MDM4 en comparación con la línea celular MDA-MB-231. 

3- miR-30c-5p interacciona funcionalmente in vitro con la región de la 3’UTR de MDM4 

predicha en los análisis in silico. 

4- Se sugiere que los niveles proteicos de MDM4 aumentan en células MCF-7 al disminuir 

la actividad funcional de miR-30c-5p.  
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11. ANEXOS 

Anexo 1: Comprobación de la clonación por PCR. 

 

 

Anexo 1. Gel de electroforesis teñido con bromuro de etidio (agarosa 2%). Los carriles 

del 1 al 8 corresponden los resultados de la reacción de PCR para comprobar la clonación 

adecuada de del plásmido. Se utilizó como molde el DNA plasmídico obtenido de las 

extracciones realizadas a las colonias bacterianas transformadas. Los cebadores 

utilizados apuntaban al oligonucleótido clonado (MUT o WT) y una región específica del 

plásmdo pmiRGlo. (MUT) colonias mutadadas. (WT) “Wild-type”, colonias no mutadas. 

NTC (control sin templado).  

 

 


