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1. RESUMEN 

Los microRNAs son moléculas pequeñas de RNA no codificantes, que tienen la 

capacidad de silenciar genes al inhibir su expresión o degradar el transcrito. 

Los microRNAs se encuentran de manera desregulada en diversas patologías 

entre ellas el cáncer; tal es el caso de miR-21, el cual se encuentra 

sobreexpresado en líneas celulares tumorales. Este microRNA regula 

negativamente algunos genes involucrados en apoptosis, ciclo celular y 

angiogénesis. Se ha reportado al inhibidor de metaloproteasas RECK como 

blanco de miR-21 en cáncer gástrico, osteoclastos y cáncer oral, sin embargo, 

en cáncer cervicouterino (CaCU) se desconoce esta relación. El inhibidor de 

metaloproteasas RECK regula las proteinasas encargadas de la degradación 

de la matriz extracelular, la cual permite la comunicación intercelular, debido a 

que actúa sobre factores de crecimiento, receptores de superficie celular y 

moléculas de adhesión, esta condición promueve un ambiente que favorece a 

la angiogénesis y el desarrollo de cáncer. El objetivo de este trabajo fue 

restablecer la expresión del gen RECK mediante el silenciamiento de miR-21 a 

través de plásmidos de expresión de siRNAs específicos para miR-21, en 

líneas celulares cervicales humanas transformadas con VPH16+. 

METODOLOGÍA. Se transfectaron células SiHa con el plásmido pSilencer 1.0 

U6 y con el plásmido pSiMiR21 que expresa siRNAs. Se extrajo RNA y 

proteínas para observar los cambios en los niveles de expresión de RECK 

mediante qRT-PCR y Western Blot. RESULTADOS. Se identificaron cambios 

en los niveles de expresión del RNAm de RECK posterior al silenciamiento de 

miR-21. La expresión de la proteína de RECK se restableció al silenciar a miR-

21. CONCLUSIONES. El silenciamiento de miR-21 mediante plásmidos que 

expresen siRNAs son eficientes para el restablecimiento de los niveles de 

expresión RECK en células derivadas de CaCU. 

Palabras clave: microRNA, cáncer cervicouterino, RECK, VPH16+. 
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2. INTRODUCCIÓN 

El cáncer cervicouterino (CaCU) es un problema de salud pública global, 

debido a que es responsable de hasta un 20% de las muertes en países de 

ingresos bajos y medios, situación que permanece en los cinco primeros 

lugares de muerte en la comunidad femenina  (1). En México, el CaCU ocupa 

la segunda causa de muerte en mujeres cuya tasa de mortalidad ajustada por 

edad fue de 9.1 por cada 100,000 mujeres (2).  

Estudios epidemiológicos y moleculares han asociado el desarrollo de CaCU 

con una infección persistente del virus de papiloma humano (VPH), el cual se 

transmite mediante la actividad sexual, y se considera como el agente 

etiológico de esta enfermedad. Sin embargo, la infección por VPH no es 

determinante para el desarrollo de CaCU ya que existen otros factores 

asociados (3). Los factores asociados a esta enfermedad, considera aspectos 

genéticos, físicos, químicos y biológicos.  

Los factores biológicos integran al transcriptoma, el cual en patologías como el 

cáncer se caracteriza por la expresión aberrante de proteínas y transcritos no 

codificantes. Una parte significativa de moléculas que conforman el 

transcriptoma no codificante son los microRNAs, los cuales son moléculas 

pequeñas de RNA que se unen complementariamente al extremo 3´UTR del 

RNA mensajero y mediante este mecanismo, se regulan aproximadamente el 

30% de los genes. Existen interacciones entre microRNAs y genes blancos, 

que coordinan una serie de procesos biológicos los cuales se asocian a la 

patogénesis de esta enfermedad (4). 

Una gran diversidad de microRNAs se encuentran desregulados en CaCU. 

Entre ellos, se ha reportado a miR-143, miR-21, Let-7c y miR-196b, que se 

encargan de regular genes involucrados en procesos metastásicos, regulación 

de apoptosis, e inhibición de genes supresores de tumores (5). MiR-21 se 

identificó como un microRNA oncogénico y la sobreexpresión de éste 

microRNA en CaCU, puede explicarse mediante la evidencia experimental la 
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cual apoya que la integración del VPH se localiza en un sitio adyacente al inicio 

de transcripción de miR-21 (6,7). Adicionalmente, miR-21 regula genes 

involucrados en procesos de metástasis, angiogénesis, y en el proceso de 

apoptosis (8).  

Se ha reportado que miR-21 regula al inhibidor de metaloproteasas RECK 

(Reversión- Cysteine- with Kazal Motifs), el cual controla la actividad de las 

metaloproteasas que degradan a las proteínas que conforman la matriz 

extracelular, esta acción facilita la disociación de las células tumorales y 

permite que se presenten las condiciones necesarias para la formación de 

vasos sanguíneos, implicados en el acceso a nutrientes de las células 

tumorales (9).  

Se desconoce la participación de miR-21 en CaCU sobre el inhibidor de 

metaloproteasas RECK, por lo tanto, se ha propuesto como modelo de estudio 

a la línea celular SiHa transformada con VPH-16 derivada de CaCU para 

evaluar el restablecimiento de RECK mediante el silenciamiento de miR-21. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL 
PROBLEMA 

Dada la incidencia de nuevos casos de CaCU y defunciones que se le 

atribuyen, esta neoplasia se considera un problema de salud pública en la 

población femenina en nuestro país. La falta de diagnóstico y tratamiento 

oportuno y adecuado para esta enfermedad se refleja en las altas cifras de 

mortalidad que ésta presenta. 

Actualmente, se busca identificar herramientas potenciales para la disminución 

de estas cifras de mortalidad en la población femenina. Se ha identificado, que 

el mecanismo de RNA interferente presente en células eucariotes, podría jugar 

un papel importante en la regulación postranscripcional de genes. 

Recientemente, se ha considero a este mecanismo como una herramienta con 

un alto potencial terapéutico en procesos neoplásicos. Para ello, es necesario 

conocer el perfil de expresión de microRNAs; tejido y tiempo específicos 

durante el proceso neoplásico, lo que nos permite conocer qué genes blancos 

se ven alterados por la regulación ejercida por los microRNAs expresados en 

ese momento. Conocer la función biológica de los genes que regulan los 

microRNAs, nos permite conocer cómo es que la función del gen se ve 

involucrado en el desarrollo y la malignidad de la neoplasia.    

Se han identificado algunos grupos de microRNAs que se encuentran 

desregulados en CaCU y en líneas celulares derivadas de este carcinoma. Se 

ha reportado que miR-21 se sobre expresa en esta condición. Se ha propuesto 

que el silenciamiento de miR-21 mediante el mecanismo de RNA interferente 

podría favorecer la restauración de la expresión de uno de sus genes blanco; el 

gen que codifica al inhibidor de metaloproteasas RECK. Se ha reportado la 

disminución en la expresión de RECK en líneas celulares derivadas de diversos 

procesos neoplásicos. La importancia biológica de RECK es controlar la 

actividad de las metaloproteasas que degradan proteínas de matriz 

extracelular. La pérdida de esta función, conlleva a la degradación de las 
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proteínas que conforman la matriz extracelular y la formación de un 

microambiente óptimo para desarrollo de CaCU.  

Por lo tanto, la pregunta de investigación de este proyecto fue: si el 

silenciamiento de miR-21, ¿permitirá un restablecimiento en la expresión de 

RECK en líneas celulares humanas transformadas con VPH16? 
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4. ANTECEDENTES 

Previamente, el grupo de trabajo cuantificó la expresión de miR-21 en células 

SiHa y fue evaluado mediante por RT-qPCR tiempo real con sondas Taqman 

de Applied Biosystems. Gráfica 1. (Información generada por nuestro grupo de 

trabajo aún no publicada.) 

Para llevar a cabo el silenciamiento de miR-21 mediante el mecanismo de 

interferencia se realizó la construcción del plásmido pSiMiR21 que expresa 

siRNAs. El plásmido consistió en el inserto de los oligos previamente diseñados 

de la secuencia sentido de 19 nucleótidos de miR-21. La secuencias clonadas 

en el vector fueron 5´ 

CACCAGTCGATGGGCTGTCTTCAAGAGAGACAGCCCATCGACTGG-

TGTTTTTT 3´ y 5´ AATTAAAAAACACCAGTCGATGGGCTGTCTCTCTTG-

AAGACAGCCCATCGACTGGTGGGCC 3´. (Figura 1) (73) 

 

Figura 1. Construcción del plásmido de expresión de siRNAs para miR-21. 
Secuenciación capilar de DNA de plásmidos generados (pSiMiR21). 

 



13 
 

Posterior a la purificación del plásmido pSiMiR-21 por el sistema PureYield TM 

Plasmid Midiprep System Kit (Promega, Madisson, EUA), se secuenció el 

inserto para identificar si los plásmidos contienen el templado que genera 

siRNAs y reconocen las secuencias en el precursor de miR-21.  

Se realizó una curva de concentración del plásmido pSiMiR21 para ser 

administrado a las células SiHa mediante transfección. Se consideró que 3 y 5 

g del plásmido es suficiente para evaluar el efecto del silenciamiento de miR-

21.  

Adicionalmente, se evaluó el silenciamiento del microRNA humano miR-21 

mediante el plásmido pSiMiR21. Se midió la expresión del gen PTEN que es 

blanco de miR-21posterior al silenciamiento de miR-21 en células SiHa (73). 

 

 

 

 

Gráfica 1. Análisis de la expresión de miR-21 por el método comparativo 2-Ct en 

células SiHa transfectadas con pSiMiR21. 
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5. MARCO TEÓRICO 

5.1 Epidemiología de cáncer cervicouterino (CaCU)  

El CaCU es la cuarta causa de muerte a nivel mundial en mujeres en edad 

reproductiva (10). Principalmente en los países en vías de desarrollo, cada año, 

500,000 mujeres se diagnostican con la enfermedad y cerca de 275,000 

mueren por esta causa (11). En México, el CaCU causó 3,959 defunciones en 

el año 2010, esto representa la segunda causa de muerte por neoplasias en 

mujeres (2). 

En la actualidad, se ha observado una disminución en la incidencia y 

mortalidad de CaCU en países desarrollados debido a la implementación de 

tecnologías eficaces de tamizaje y detección temprana. Sin embargo, en países 

en vías de desarrollo, no se observa una tendencia similar ya que no cuentan 

con las mismas estrategias (12). 

Desde la década de los 80´s se han descrito diferentes factores de riesgo para 

el desarrollo de CaCU. Se ha identificado al VPH como una causa necesaria 

más no suficiente en el desarrollo de esta enfermedad (13).  

El tipo de VPH y carga viral presentes en la infección son elementos que 

incrementan el riesgo de los eventos iniciadores de la displasia. Estos 

elementos son determinantes e independientes uno del otro para aumentar la 

probabilidad para el desarrollo de CaCU (14).  

Adicionalmente a la infección persistente por VPH, se han considerado como 

factores de riesgo para el desarrollo de CaCU: la edad de inicio de la actividad 

sexual y el número parejas sexuales (15), alta paridad (16), consumo de tabaco 

(17), raza, y el estado socioeconómico entre otras causas (18).  

Walboomers y colaboradores reportaron que el CaCU invasor se asocia con la 

presencia del genoma VPH de alto riesgo en el 99.7% de los casos (19). 
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 5.2 Caracterización del virus de papiloma humano (VPH)  

Se han identificado más de 100 genotipos de VPH que afectan el tracto 

anogenital y han sido asociados a lesiones intraepiteliales o carcinomas 

invasivos. De acuerdo a su capacidad oncogénica, los VPH han sido 

agrupados en VPH de bajo riesgo (VPH-BR), como son el tipo 6, 11, 42, 43 y 

44 debido a su débil asociación con CaCU (20). Las variantes de VPH 16, 18, 

31 y 33 son considerados VPH de alto riesgo (VPH-AR) por encontrarse 

asociadas al CaCU en más del 95% de los casos (21).  

 

  

Figura 2. Esquema sobre la estructura de VPH. 

 

Existe una gran variedad de VPH´s, sin embargo, esta diversidad no altera la 

organización genómica entre ellos (22). Su genoma está constituido por 8000 

pb aproximadamente; lo constituye una región temprana (Early) que consta de 

seis genes de expresión temprana; una región tardía (Late) consta de dos 

genes y una región larga de control (Large Contol Region LCR) no codificante 

(23). 



16 
 

 

Figura 3. Organización genómica del VPH 16. 

 

La región temprana consta de tres oncogenes; E5, E6 y E7, que codifican 

oncoproteínas involucradas en el proceso de transformación celular, dos 

proteínas; E1 y E2, que modulan la transcripción y replicación viral; mientras 

que en la región tardía se codifican dos proteínas estructurales de expresión 

tardía que dan pie a la formación de la cápside viral; L1 y L2. (24-26) (Cuadro 

1.) 

La LCR es un porción del genoma no codificante, en la que presenta la 

actividad de la regulación genética de los VPH. Este fragmento del genoma 

tiene un tamaño aproximado de 800 y 1000 pb, el cual varía dependiendo del 

tipo de VPH, sin embargo, conserva elementos de regulación comunes (27). 
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Cuadro 1. Proteínas virales de VPH involucradas en procesos celulares. 

Proteínas virales de VPH 

Proteína Función 

E1 Replicación viral 

E2 Control de transcripción 

E4 Apoptosis y arresto del ciclo celular 

E5 Transformación 

E6 Transformación 

E7 Transformación 

L1 Cápside mayor 

L2 Cápside menor 

 

5.3 Infección por virus del papiloma humano (VPH)  

Aún no está bien definido cómo es que el VPH ingresa a la célula del 

hospedero, sin embargo, se propone  que radica en la naturaleza específica de 

un receptor, el cual se compone de proteoglicanos de heparán sulfato 

implicados en la unión inicial del VPH a la célula (28). El epitelio cervical basal 

es la zona susceptible a la infección por VPH (29). Este epitelio se organiza de 

manera estratificada, donde las células localizadas en la parte basal mantienen 

su capacidad mitótica, mientras que las superficiales ya se encuentran 

diferenciadas (30).  

Posterior a la infección por VPH, el genoma del virus se replica en las células 

basales y se mantiene de forma episomal (31). La progenie de estas células 

perpetuará la infección por VPH y los genes tardíos se expresan lo que permite 

que se lleve a cabo la fase de maduración del ciclo viral (32). El DNA viral se 

empaqueta en la cápside y se liberan los viriones que continúan con el ciclo 

viral en células nuevas (33). Figura 4. 
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Figura 4. Progresión a CaCU por infección de VPH. 

 

La integración del genoma viral al de la célula huésped, se debe a la ruptura en 

el marco de lectura del gen que codifica para la proteína de expresión 

temprana E2, la cual regula la expresión de las oncoproteínas E6 y E7. Estas 

oncoproteínas han sido ampliamente estudiadas en VPH-AR debido a que 

favorecen la degradación de las proteínas p53 y pRb, respectivamente. La 

interacción de estas proteínas virales con múltiples factores celulares, inhiben 

la regulación normal del ciclo celular y los mecanismos de muerte celular 

(34,35). Las proteínas virales E6 y E7 son necesarias para que se lleve a cabo 

la progresión de lesiones intraepiteliales al desarrollo de CaCU (36,37).  

Adicionalmente, el efecto de las oncoproteínas E6 y E7 de VPH16, han sido 

evaluadas en un grupo de metaloproteasas (MMP-2, MMP-9 y MT1-MMP), las 
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cuales se han visto sobreexpresadas en CaCU. Las metaloproteasas tienen la 

capacidad de remodelar la célula mediante la degradación de proteínas de 

matriz extracelular (38). Particularmente, la expresión de E7 ha sido asociada 

con el incremento de la MMP-9, sin embargo, la co-expresión de E6 y E7 

regulan negativamente la expresión de los inhibidores de estas 

metaloproteasas (RECK y TIMP-2). Por lo tanto, la infección de VPH promueve 

un proceso neoplásico, debido a que desencadena un desequilibrio entre las 

metaloproteasas y sus inhibidores, lo que favorece la progresión de tumores 

sólidos (39).  

En carcinomas cervicales derivados de una infección persistente por VPH-AR, 

el genoma viral se integra en sitios específicos del genoma de la célula 

hospedera (40). Estos sitios del genoma han sido denominados sitios frágiles 

comunes, los cuales se caracterizan por una alta inestabilidad en el material 

genómico y porque en estos sitios se facilitan procesos como traslocaciones, 

deleciones y amplificación génica. Se ha descrito a FRA17B como un sitio de 

integración de VPH16 localizado en el cromosoma 17 q23 (6). 

Adicionalmente a las metaloproteasas que se expresan anormalmente en 

CaCU, la expresión descontrolada de los microRNAs también conlleva la 

expresión de proteínas que favorecen el desarrollo de CaCU.  
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5.4 Biogénesis de microRNAs  

Los microRNAs son un grupo de RNA´s pequeños que desempeñan una 

función regulatoria de genes involucrados en vías de señalización, proliferación 

celular y metabolismo (41), muerte celular (42), hematopoyesis (43), desarrollo 

neuronal (44), y tumorogénesis (45).   

Un gran número de organismos eucariotes tienen genes que se transcriben en 

forma de RNA pequeños conocidos como microRNAs, y fungen como 

moléculas efectoras del mecanismo de RNAi (RNA interferente) (46), cuya 

función es el silenciamiento de genes dependiente de la complementariedad de 

bases con los transcritos del RNAm (47). Una cuarta parte de los RNAs 

pequeños descritos se localizan en intrones y son transcritos por la RNA 

polimerasa II (48) y el resto son transcritos por la RNA polimerasa III (49). 

El proceso de generación de los microRNAs maduros comienza en el núcleo, 

en donde los transcritos primarios de microRNAs (pri-microRNA), se procesan 

y dan origen a un microRNA precursor (pre-microRNA). Estos últimos están 

conformados por aproximadamente 60 a 110 nucleótidos y la estructura 

secundaria que forman es del tipo tallo-asa (50). 

La transición de los pre-microRNAs a partir de los pri-microRNAs se lleva a 

cabo por actividad de la endonucleasa RNasa tipo III (Drosha), y su función es 

hidrolizar las cadenas de RNA en sitios aledaños a la estructura tallo-asa (51). 

A su vez, Drosha forma parte de un complejo mayor con proteínas asociadas al 

RNA, dentro de las cuales está una helicasa, proteínas de unión al dúplex de 

RNA, ribonucleoproteínas heterogéneas nucleares, entre otras. Y el complejo 

menor denominado microprocesador, se compone propiamente por la 

endonucleasa Drosha, necesaria para mediar la generación de los microRNAs 

a partir de los pre-microRNAs (52).  

Los pre-microRNAs se exportan del núcleo al citoplasma por medio de la 

exportina-5 (53), donde serán procesados por Dicer, una RNasa tipo III 

citoplasmática y darán origen a los microRNAs maduros de doble cadena con 

un tamaño de 21 a 25 nucleótidos. Los siRNA (RNA interferentes pequeños)  
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son el resultado de la separación de la doble cadena de los microRNAs 

maduros, y estos, son procesados por RISC (complejo ribonucleoproteico de 

silenciamiento inducido por RNAi) y regulan negativamente la expresión de 

genes blancos a nivel postrascripcional mediante la degradación del RNAm 

(46). La complementariedad de las bases entre el microRNA y el RNAm 

permite la degradación de los transcritos, de manera que las bases apareadas 

participan en el arresto de la traducción (54). Debido a ello, se han analizado 

los perfiles de expresión de miRNA´s en diferentes patologías humanas se ha 

visto una desregulación en los niveles de expresión de microRNAs como miR-

21 (55). 

 

Figura 5. Esquema de la biogénesis de microRNAs. Modificado de Ouellet. (76) 
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5.5 MicroRNA-21 (miR-21) 

En Homo sapiens, miR-21 se localiza en el cromosoma 17q23.2 (NR_02493.1), 

dentro del intrón 10 del gen TMEM49 (56). Se ha reportado que miR-21 y 

TMEM49 se encuentran regulados de manera independiente, lo que sugiere 

que miR-21 tiene su propia unidad transcripcional, es decir, la expresión de 

miR-21 es independiente a la del gen al que se encuentra superpuesto (57). 

Adicionalmente, miR-21 se transcribe por acción de la RNA polimerasa II y 

produce pri-miR-21 (microRNA-21 primario), con varias kilobases de longitud 

(58). MiR-21 deriva de un precursor primario (pre-miR-21) poliadenilado de un 

tamaño aproximado de 3433 nucleótidos. Este pre-miR-21 contiene una señal 

consenso de poliadenilación (AAUAAA) entre los nucleótidos +3394 y +3399. El 

transcrito es procesado por la enzima RNAsa III, Drosha y DGCR8 (síndrome 

de DiGeorge gen crítico de la región 8) en el núcleo, el cual forma una 

estructura tallo asa que da origen al pre-miR-21 con un tamaño aproximado de 

72 nucleótidos que reside entre los nucleótidos +2445 y +2516. Este pre-miR-

21 se trasloca del núcleo a citoplasma mediante la actividad de la exportina 5. 

Para llevar a cabo la degradación de una de las cadenas del miRNA maduro, 

éste debe ser procesado por la actividad de RISC (52, 53). MiR-21 fue uno de 

los primeros microRNAs detectados en el genoma humano, que se encuentran 

sobre regulados en cáncer (59,60). Se ha reportado en diversos estudios que 

miR-21 determina funciones fisiológicas durante el desarrollo embrionario, 

proliferación, diferenciación y muerte celular (61), debido a la amplia gama de 

genes blancos celulares sobre los que actúa como se muestra en la figura 6. 
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Figura 6. Genes blanco regulados por miR-21 de manera directa o indirecta. MiR-21 
regula blancos involucrados en procesos de apoptosis, y regula genes supresores de 
tumores, vías de señalización, factores de transcripción y genes relacionados con ciclo 
celular (Modificado de Zhang et al. 2009). 

 

En diversos tipos de canceres, se han descrito que los genes blancos que 

regula miR-21 tienen múltiples funciones. Este regula genes con actividades de 

quimiotaxis, proliferación, genes supresores de tumores y genes involucrados 

en procesos de metástasis y angiogénesis, como es el caso del inhibidor de 

metaloproteasas RECK (62,63).  
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5.6 Función biológica de RECK   

El inhibidor de metaloproteasas (MMP) RECK (Reversion- Cysteine- with Kazal 

Motifs), se reportó inicialmente como un gen localizado en la región p13-p12 

del cromosoma 9 (NM_021111.2) (64). Este gen codifica para una proteína de 

unión a la membrana, la cual consta de una región hidrófobica en cada 

extremo, cinco repeticiones de cisteína en el extremo amino, que tienen una 

importancia funcional particular debido a los numerosos sitios de glicolsilación 

de residuos de asparagina, necesarios para interactuar con las MMP-9 y MMP-

2. También contiene dos regiones de unión del factor de crecimiento epidermal 

(EGF), en la parte media de la proteína las cuales influyen en el desarrollo 

celular, adhesión e interacción con proteínas (65) y tres regiones con actividad 

inhibidora de serina-proteasa (SPIs), similares al motivo Kazal. Este motivo 

pertenece a una familia de inhibidores de peptidasa que contiene proteínas 

ricas en disulfuro, mientras que las otras dos SPI´s inhiben a las MMP´s (66).  

En el extremo carboxilo presenta un sitio de anclaje a membrana celular, 

glicosilfosfatidilinositol (GPI) (67) (Figura 7). 

 

Figura 7. Esquema de la estructura de la proteína RECK. Consta de dos regiones 
hidrófobas, cinco repeticiones de cisteína, dos dominios de EGF y tres dominios 
serpins (Kazal).  
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Las MMP´s son una familia de aproximadamente 23 enzimas dependientes de 

zinc, que degradan la matriz extracelular (colágeno, elastina y gelatinasa) en 

estados fisiológicos y patológicos entre ellos las neoplasias. Se ha reportado 

que la MMP-2 y MMP-9 están asociadas estrechamente con la invasión y 

metástasis, estas son reguladas negativamente por el inhibidor de MMP´s 

RECK (68).  

En la región 3´UTR del RNAm de RECK,  existe un elemento de respuesta a 

miR-21. Esta condición permite elucidar que RECK es blanco directo de miR-21 

por el acoplamiento de sus bases al RNAm de RECK (69). (Figura 8) Se ha 

detectado la secuencia semilla de RECK para miR-21 en cáncer gástrico.  

 

Figura 8. Región 3´UTR del RNAm de RECK que se acopla a  miR-21. 

Adicionalmente, se ha reportado que los niveles de RECK se encuentran 

disminuidos en tumores malignos a diferencia de los tejidos normales 

circundantes (70).  

RECK es un gen regulado negativamente por miR-21, lo que conlleva a la 

pérdida de la función en el remodelamiento de la matriz extracelular, esta 

condición promueve la formación de un microambiente para la disociación de 

células tumorales del tumor primario, aumentando la malignidad de la 

enfermedad al producir procesos metastásicos y de angiogénesis (71).  
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6. JUSTIFICACIÓN 

En México, el CaCU representa la segunda causa de muerte en mujeres en 

edad reproductiva, esta condición imposibilita a las mujeres y los años de vida 

perdidos por esta enfermedad incrementan. Desafortunadamente, en países en 

vías de desarrollo la falta de asistencia médica y de información en la población 

denotan  estas cifras, a pesar de que esta enfermedad es prevenible.  

El CaCU, es un cáncer que presenta la capacidad de invasión de células 

tumorales a tejidos u órganos diferentes a donde inicio el desarrollo de cáncer, 

sin embargo, se desconoce los eventos de metástasis y angiogénesis en el 

ámbito molecular, es decir, se desconoce la función de genes que codifican 

proteínas involucradas en la homeostasis, así como los microRNA´s que 

regulan a estos genes. MiR-21 ha sido considerado un oncogen que inhibe la 

expresión de proteínas necesarias para el abatimiento del proceso tumoral. 

En procesos neoplásicos la angiogénesis es esencial para el crecimiento 

tumoral. La formación de vasos sanguíneos que conlleva este proceso, es el 

resultado de alteraciones en la matriz extracelular causados por las 

metaloproteasas que se encargan de degradar las  proteínas que la conforman.   

Se ha demostrado que en diversas líneas celulares derivadas de cáncer, la 

expresión de RECK está disminuida debido a que es regulada negativa ejercida 

por miR-21. Sin embargo, se desconoce la expresión de RECK en líneas 

derivadas de CaCU. Por lo tanto, promover el restablecimiento de RECK 

mediante el silenciamiento de miR-21 en líneas celulares SiHa VPH16+  podría 

proponerse como una herramienta que actúe en contra del proceso de 

remodelación de la matriz extracelular que llevan a cabo las MMP´s en 

procesos neoplásicos in vivo. 
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7. HIPÓTESIS 

 

El silenciamiento de miR-21 favorecerá el restablecimiento de los niveles de 

expresión de RECK en células SiHa VPH16+.  

 

 

8. OBJETIVO GENERAL 

 

 Analizar el restablecimiento de la expresión de RECK mediante el 

silenciamiento de miR-21 en células SiHa VPH16+. 

 

8.1 Objetivos particulares  

 

 Determinar la expresión del gen RECK en células SiHa VPH 16+, 

posterior al silenciamiento de miR-21. 

 

 Determinar la expresión de la proteína RECK en células SiHa VPH 16+, 

posterior al silenciamiento de miR-21. 
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9. MATERIAL Y METODOS 

9.1 Plásmidos de expresión de siRNAs para miR-21 

Previamente el grupo de trabajo generó una construcción de plásmidos 

(pSiMiR21) que expresan siRNAs que silencian la expresión de miR-21 (72). 

Esta construcción fue validada y se realizó una curva para determinar la 

concentración de plásmido necesaria para que se lleve a cabo el silenciamiento 

de miR-21 como se muestra en la Grafica 1. 

Las concentraciones de plásmidos que se utilizaron fueron de 0g, 3g y 5g 

previamente estandarizadas por el grupo de trabajo, el control que se usó, 

fueron células sin tratamiento (Cuadro 2).  

 

Cuadro 2. Condiciones experimentales de transfección para las células SiHa. 

Condiciones 

de 

transfección 

Sin 

Tratamiento 
[0 g] [3g] [5g] 

pSilencer 

1.0 U6  

Lipofectamina 
Lipofectamina 

+ pSilencer 

Lipofectamina 

+ pSilencer 

pSiMiR21 

 

Lipofectamina 
Lipofectamina+ 

pSiMiR21 

Lipofectamina+ 

pSiMiR21 
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9.2 Cultivo celular y transfecciones  

Se realizaron ensayos in vitro con la línea celular SiHa transformada con 

VPH16 obtenidas del ATCC (American Type Culture Cell) derivada de células 

cervicales tumorales humanas, las cuales sobre expresan al microRNA 

humano miR-21 (73). Las células SiHa se cultivaron en cajas de seis pozos con 

2 ml de medio DMEM (Invitrogen, Carlsbad, CA) suplementado con 10% de 

suero fetal (SFB) y penicilina 100 U/ml más estreptomicina 100 μg/ml (Gibco) 

en una atmósfera húmeda con CO2 al 5% a una temperatura constante de 37 

°C.  

Se realizó una curva de transfección de 24 horas para identificar el efecto del 

plásmido pSiMiR21 sobre el silenciamiento de miR-21 en células SiHa. Las 

células se transfectaron con los plásmidos: pSiMiR21 (plásmido de expresión 

de siRNA para miR-21), pSilencer 1.0-U6 (plásmido vacío). La transfección se 

realizó en caja de seis pozos con un 80% de confluencia de las células SiHa 

crecidas en medio DMEM suplementado al 10% a temperatura constante de 

37°C en una atmósfera húmeda con CO2 5%.  Una vez alcanzada la 

confluencia requerida, se retiró el medio y las células se lavaron con 1ml de 

PBS 1X. Se agregaron 2 ml de medio sin suplementar a cada pozo. Se incubó 

en tubo eppendorf 10l de lipofectamina y 250 l de medio DMEM sin 

suplementar por 5 minutos. Posterior a la incubación de medio sin suplementar 

y la lipofectamina se colocan 3 y 5 g del plásmido pSiMiR21 en cada 

condición experimental y se mezcló con los 2ml de medio DMEM sin 

suplementar. Las células se incubaron por 6 horas a 37°C en una atmósfera de 

CO2. Posterior a la incubación las células se lavaron con 1 ml de PBS 1X. 

Transcurridas las 6 horas se le adicionó medio DMEM suplementado y se 

dejaron incubar por 24 horas.   
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9.3 Extracción de RNA con Trizol  

Se cosecharon las células SiHa a las 24 horas de transfección con el plásmido 

pSiMiR21. Las células se lavaron con 1ml de PBS (1X) y se les agregaron 

500l del reactivo de Trizol (Invitrogen Carlsbad, CA) de acuerdo con las 

especificaciones del protocolo (Trizol® Reagent), posteriormente se agregaron 

200l de cloroformo, se centrifugó a 10 000 rpm por 15 min a 4°C. Se recuperó 

la fase acuosa incolora (RNA) y se precipitó con 500l de isoporopanol. El RNA 

se incubó a -20°C por una hora, posteriormente se centrifugó y se retiro el 

sobrenadante. El RNA se resuspendió en 25 l de agua libre de RNAsa y 

DNAsa, se cuantificó y se almacenó a -70°C. Se comprobó la integridad del 

RNA mediante un gel de agarosa al 1.0%. 

 

9.4  Síntesis de cDNA  

A partir del RNA extraído de las células SiHa con los diferentes tratamientos 

experimentales, se sintetizó cDNA por medio del kit SUPERSCRIPT. Se realizó 

un coctel de reacción que contiene: una concentración de 2.5 g de RNA total, 

1l de Oligo dT [500ug/ml], 1l dNTPs [10mM], 2 l DTT [0.1M], 1l del 

inhibidor de RNAsas 40U, 4 l First Strand Buffer (5X), hasta 12 l de 

H2O/DEPC y 1 l [200U] de la transcriptasa reversa SuperScript II (Invitrogen, 

Carlsbad, CA), esta mezcla de reacción se incubó una hora a 37°C y finalmente 

se incubó 15 minutos a 70°C. La reacción se preparó para un volumen final de 

25l. Transcurrido el tiempo de incubación, el cDNA se almacenó a -20° C 

hasta su uso.  

 

9.5 Diseño de oligonucleótidos para detectar RECK y GAPDH por 

RT-PCR  

El diseño de oligonucleótidos para el gen constitutivo GAPDH y RECK se llevó 

a cabo mediante el programa CLC Workbench. El producto de amplificación de 

GAPDH fue de 85 pb y el producto de RECK fue de 198 pb. El criterio para 
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seleccionar los oligonucleótidos consistió en que tuvieran un tamaño 

aproximado de entre 18 y 25 nucleótidos de longitud, un porcentaje de GC del 

40-60%, su temperatura de alineamiento fue de entre 50 y 65°C y que no 

formaran estructuras secundarias o dímeros. Se realizaron análisis por BLAST 

para identificar secuencias homologas y discriminar productos de amplificación 

inespecíficos al gen de interés.  

Para la amplificación del gen GAPDH se usaron los oligonucleótidos GAPDH 

sentido 5´-AACAGCGACACCCACTCCTC y GAPDH antisentido 3´-

AACAGTTCGAGTAAAGGACCATAC; el producto de amplificación esperado 

fue de 85 pb. Los oligonucleótidos usados para amplificar RECK fueron los 

siguientes: sentido 5´- TACACCCTCCTCCCTCTAC y RECK antisentido 3´-

GGACAAATCGCCTACAGG; los cuales amplifican un producto de 198 pb. 

 

9.6  Ensayos de RT-PCR punto final para detección de RECK y 

GAPDH 

Se realizó un gradiente de temperatura para determinar la temperatura de 

alineamiento, observar la funcionalidad y especificidad de los oligonucleótidos 

para la detección del gen RECK y GAPDH para PCR. Mediante la expresión 

del gen constitutivo GAPDH y para el gen de interés RECK, donde se utilizó el 

cDNA sintetizado a partir de células SiHa.  

Las reacciones de PCR para cada gen  de interés se realizaron, usando los 

reactivos KAPA2G (KAPABIOSYSTEMS), la mezcla de reacción consistió en: 

[100ng] cDNA, 12.5 l de 1X del reactivo  2X KAPA2G Robust HotStart 

ReadyMix y 1.25l de DMSO al 5% para un volumen final de 25 l. La 

concentración de oligonucleótidos por reacción fue de 20pmol/l. 

Las condiciones de amplificación para los genes de RECK y GAPDH fueron de 

desnaturalización 95°C por 1min, 35 ciclos de 95°C por 10s, la fase 

alineamiento 60 °C por 10s, 72°C por 10s y una fase de elongación de 4°C por 

10 min. 
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Los productos de PCR para el gen constitutivo GAPDH y RECK se corrieron en 

geles de agarosa al 1%. Las condiciones de electroforesis fueron de 100 volts 

por 45min. El gen se tiñó con bromuro de etidio. Se observaron los productos 

amplificados en el fotodocumentador mediante UV. 

 

9.7 Ensayos de qRT-PCR  

Se realizó una curva de concentración de cDNA o rango dinámico para 

determinar la concentración de cDNA necesarias para medir la expresión del 

gen GAPDH y RECK. Las concentraciones de trabajo para cDNA fueron de 

100ng/l, 10ng/l, 1ng/l, 0.1ng/l y 0.01ng/l. La mezcla de reacción consistió 

en 5l de SYB-Green (Clontech), 0.2l de ROX (Clontech), oligonucleótidos 

[2pmol] y 2.5 μl de agua por cada reacción. De esta mezcla se colocan 7.5 μl y 

2.5 l [10ng] de cDNA por cada reacción. Las muestras se corrieron por 

duplicado, en una placa de 96 pozos (Applied Biosystems, 2001). El programa 

de amplificación para este gen GAPDH fue 95°C por 20s, 95°C por 3s, 60°C 

por 30s, 72°C por 30s, y para el gen de RECK fue 95°C por 20s, 95°C por 3s, 

57°C por 30s, 72°C por 30s. Finalmente se agregó un paso para que se lleve a 

cabo la curva de disociación para evidenciar un solo producto de amplificación 

de un tamaño aproximado de 100pb. Los ensayos de qPCR (el equipo utilizado 

fue ABI PRISMR 7500 HT Sequence Detection System Applied biosystems).  

 

9.8 Extracción de proteínas   

Al transcurrir las 24 horas de transfección con el plásmido pSiMiR21 en las 

células SiHa, se retiró el medio y las células fueron lavadas con PBS 1X y 

despegadas con gendarme de la caja de 6 pozos. Posteriormente, las células 

con PBS se recuperaron en un tubo eppendorf y se centrifugaron a 2000 rpm 

durante 15 min a 4°C. Se retiró el sobrenadante y se adicionó 150l de buffer 

RIPA (Tris HCL pH7.5 50mM,  NaCl 150 mM, EDTA pH 8.0 1mM, PMSF 1mM, 

NP40 1%, SDS 0.1%; inhibidores de proteasas (IP) e Inhibidores de Fosfatasas 

(IF). Se centrifugó por 30 min a 14 000 rpm a 4°C.  Se determinó la 



33 
 

concentración de proteínas totales mediante una curva comparativa con 

respecto a una concentración determinada de BSA (albumina de suero bovino). 

Se cuantificó la concentración de proteínas a una longitud de onda de 540nm y 

se determinó la concentración requerida para los ensayos de Western Blot.  

 

9.9 Western Blot para la detección de RECK y -actina en células SiHa  

Los ensayos de Western Blot se realizaron con las proteínas extraídas de la 

línea celular SiHa. Se preparó una muestra de proteínas a la cual se le adicionó 

un volumen 1:1 de buffer desnaturalizador (SDS 1%, -mercaptoetanol, glicerol 

y azul de bromofenol). Las proteínas se desnaturalizaron a una temperatura de 

entre 95-100°C por 5 minutos. Las proteínas se corrieron en un gel resolutivo 

de poliacrilamida [7.5%]  para obtener la separación de las proteínas y se 

realizó una electroforesis por 2 horas a 120 volts. Posteriormente, el gel se 

transfirió a una membrana de polivinilo (PVDF) humectada con 20 ml del buffer 

de transferencia (Tris 25mM, glicina 192mM,  SDS 0.1% y metanol 20%), este 

proceso se llevó a cabo en una cámara semi-húmeda (Biorad 170-3940), las 

condiciones de transferencia fueron por 1 hora a 200 mA. Al finalizar la 

transferencia se desechó el gel de poliacrilamida y la membrana se activó con 

metanol al 2% por 30 segundos. Para identificar las proteínas RECK y -actina 

de las células SiHa transfectadas con pSiMiR21, se utilizó el equipo de 

detección de proteína SNAP Id (Merck Millipore) el cual mediante vacío se lleva 

a cabo la unión antígeno-anticuerpo, lo que permite que la unión sea más 

estrecha.  

La membrana que contiene las proteínas totales extraídas de las células SiHa, 

se colocó en un cassete de 7.9 X8.8 cm. La membrana se bloqueo con 30ml de 

la solución bloqueadora Blok-CH Buffer (Merck Millipore) por un minuto. 

Finalizado el tiempo de bloqueo se realizó vacío para eliminar la solución 

bloqueadora. Se agregaron 3 ml de blok-CH buffer y una dilución 1:333 del 

anticuerpo policlonal de cabra conjugado con HRP y se dejó incubar por 10 

min. Se lavó la membrana tres veces con 10ml de PBS-T 0.5%. Se eliminó el 

PBS-T por vacío.  
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Para llevar a cabo la detección de la proteína de -actina por radiografía, se 

retiró del cassete la membrana y se le agregó 500 l de la solución 

quimioluminicente, y se incubó por un minuto. Se retiró el exceso de reactivo y 

se expuso la membrana a la placa radiográfica por 3 min. La placa se incubó 

por 2 min en solución reveladora, posteriormente se enjuagó con agua y 

finalmente se incubó en la solución fijadora por 2 min.  

La misma membrana se lavó con PBS-T 0.5% para eliminar el exceso de 

anticuerpo y se utilizó para realizar el ensayo de detección de la proteína de 

RECK. La membrana se colocó en el cassete y se bloqueó por 1 min con 30 ml 

de la solución Blok-CH Buffer (Merck Millipore), posteriormente se eliminó por 

vació y la membrana se incubó 10 min con el anticuerpo monoclonal RECK 

(Santa Cruz biotechnology, sc- 373929), a una dilución 1:333, transcurrido el 

tiempo se recupero el anticuerpo mediante vacío. Se lavó la membrana 3 veces 

con PBS-T 0.5% y se retiró el exceso mediante vacío. La membrana se incubó 

por 10 minutos con una dilución 1:3333 del anticuerpo secundario de cabra 

anti-ratón en 3ml de solución blok- CH buffer, se lavó con PBS-T 0.5%. Se 

reveló con placa radiográfica para observar la expresión de la proteína RECK 

con un tamaño esperado de 110KDa. 
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10. RESULTADOS 

10.1 Silenciamiento de miR-21 con el plásmido pSiMiR21   

Se ha reportado que miR-21 se encuentra sobre expresado en diversos tipos 

de patologías, entre ellas cáncer. Se sabe que en líneas celulares derivadas de 

cáncer cervicouterino, también existe una sobreexpresión de este microRNA 

(5).  

Anteriormente, el grupo de trabajo midió la expresión del RNAm de miR-21 por 

RTq-PCR en células SiHa y estos ensayos previos, sirvieron como control para 

la expresión de miR-21. Se observó una disminución en la expresión de miR-21 

de aproximadamente un 70% y 80% con la concentración de 3 y 5 g del 

plásmido pSiMiR21 respectivamente como se muestra en la gráfica 1.  

 

Gráfica 1. Análisis de la expresión de miR-21 por el método comparativo 2-Ct en 

células SiHa transfectadas con pSiMiR21. 
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10.2 Efecto del plásmido pSiMiR21 en células SiHa   

Para determinar el efecto del plásmido del silenciamiento de miR-21 sobre las  

células SiHa, se consideró como tiempo óptimo de transfección 24 horas, en el 

cual se observan cambios generados por el silenciamiento de miR-21 en las 

células SiHa. En la figura 9 se observó que a las 24 horas existe una 

disminución en la viabilidad celular.  

Figura 9. Efecto del silenciamiento de miR-21 en células SiHa. 

Se ha reportado que la técnica de transfección de plásmidos que expresen 

siRNAs exógenos, pierden las características morfológicas clásicas. Por lo 

tanto, las células SiHa transfectadas con pSilencer 1.0 U6 y con pSiMiR21 se 

visualizaron por microscopia de contraste de fase con la finalidad de analizar 

los cambios morfológicos durante el evento de transfección. Se identificaron 

cambios en la morfología celular en los cultivos transfectados con el plásmido 

pSilencer 1.0 U6 (Figura 10A) y con el plásmido que contiene el inserto que 

silencia la expresión de miR-21 (Figura 10B), así también se observó la muerte 
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celular al cabo de las 24 horas. Como control de transfección se utilizó 

lipofectamina para determinar el efecto biológico de este reactivo sobre la 

muerte celular y fue determinado como control de transfección (0g).  

 

Figura 10. Microscopia óptica de células SiHa transfectadas con pSilencer 1.0 U6 y 

con pSiMiR21. A. Células SiHa sin tratamiento (S/T), Control de transfección (0g), 

pSilencer 1.0 U6 (3g) y pSilencer 1.0 U6 (5g). B. Células SiHa sin tratamiento (S/T), 

Control de transfección (0g), pSiMiR21 (3g) y pSiMiR21 (5g).  
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10.3 Detección del gen RECK en células SiHa posterior al 

silenciamiento de miR-21  

Para identificar la expresión de RECK posterior al silenciamiento de miR-21, se 

validaron los oligonucleótidos diseñados previamente mediante RT-PCR punto 

final para ser usados en PCR tiempo real. La temperatura teórica para el uso 

de estos oligonucleótidos fue de 60°C. En la Figura 11, se muestra la calidad 

de cDNA sintetizado y los amplificados para el gen GAPDH con un tamaño 

aproximado de 85 pb, para cada una de las condiciones experimentales.  

 

Figura 11. Productos de amplificación del gen GAPDH. 1. MPM (100pb), 2. Células 

SiHa sin tratamiento (S/T), 3. Control de transfección (0g), 4. pSilencer 1.0 U6 (3g), 

5. pSilencer 1.0 U6 (5g), 6. Control de transfección (0g), 7. pSiMiR21 (3g), 8. 

pSiMiR21 (5g), 9. Línea celular HEK, 10. Control negativo (S/DNA). 

 

Por otro lado, para determinar la expresión cuantitativa de los genes RECK y 

GAPDH se realizó un RT-PCR en tiempo real. Se realizó una curva de 

disociación para discriminar amplificaciones no específicas como se muestra 

en la figura 12A, en la que se observa la amplificación de un solo producto, 

comprobando así la especificidad para el gen GAPDH (Figura 12A).   

Adicionalmente, se realizó una curva de rango dinámico, en donde se 

consideraron diferentes concentraciones de cDNA para comparar la expresión 

entre el gen endógeno y el gen de interés. En la figura 12B se observa la curva 

de rango dinámico visualizado con una regresión y una R2= 0.99, lo que indica 

que a mayor concentración de cDNA mayor amplificación y la concentración de 
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10ng de cDNA fue suficiente para poder observar las diferencias en la 

expresión del gen al silenciar a miR-21.  

 

 

 

Figura 12. Validación de oligonucleótidos diseñados para GAPDH. A. Curva de 
disociación. B. Rango dinámico para el gen GAPDH. 

Se determinaron los niveles de expresión del gen RECK posterior al 

silenciamiento de miR-21 mediante qPCR. En la figura 13 se observa una curva 

de disociación de oligonucleótidos para validar la especificidad de amplificación 

y = -3.2011x + 25.779 
R² = 0.9992 
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para RECK y disminuir el error de una amplificación inespecífica. Por 

cuestiones logísticas, no se determinó rango dinámico para este gen, sin 

embargo, se consideró la concentración de 10ng de cDNA para realizar la 

cuantificación del RNAm de RECK. 

 

Figura 13.  Curva de disociación para el gen RECK. 

 

La determinación de los cambios en la expresión del RNAm de RECK mediante 

RT-PCR cuantitativo se realizó por el método Ct comparativo (2- ΔΔCt), este 

método permite medir las diferencias de expresión del gen RECK en 

comparación con la expresión del gen endógeno GAPDH. Los resultados se 

graficaron como unidades  relativas de expresión donde se puede observar que 

los niveles de expresión del RNAm de RECK. Se observó un cambio en el 

restablecimiento de la expresión del RNAm de RECK posterior al 

silenciamiento de miR-21. (Grafica 2). 
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Gráfica 2.  Expresión del RNAm de RECK en células SiHa tratadas con el plásmido de 
silenciamiento pSiMiR-21.  

 

10.4 Expresión de la proteína de RECK  posterior al 

silenciamiento de miR-21. 

Se realizaron ensayos de Western Blot para analizar las diferencias en la 

expresión de la proteína de RECK con los tratamientos de transfección. (Figura 

14 A). 

Mediante densitometría se compararon los niveles de expresión de la proteína 

de RECK en células SiHa posterior al silenciamiento de miR-21 (Figura 14B). 

En este análisis se muestra los niveles de expresión relativa de la proteína de 

RECK, en donde se comparan los diferentes tratamientos administrados a las 

células con el gen constitutivo -actina. Se observa un aumento en la expresión 

de RECK en la condición máxima de silenciamiento que se estableció en este 

ensayo, el cual fue de 5g. 
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Figura 14. Análisis de la expresión de la proteína RECK en células SiHa en 
células SiHa transfectadas con los plásmidos pSilencer 1.0 U6 y pSiMiR21 A. 
Expresión de la proteína de RECK. 1. Células SiHa sin tratamiento (S/T), 2. 

Control de transfección (0g), 3. pSilencer 1.0 U6 (3g), 4. pSilencer 1.0 U6 

(5g), 5. pSiMiR21 (0g), 6. pSiMiR21 (3g), 7. pSiMiR21 (5g), B. Análisis de 
la expresión de la proteína de RECK por densitómetria en células SiHa 
transfectadas con los plásmidos pSilencer 1.0 U6 y pSiMiR21. 1. Células SiHa 

sin tratamiento (S/T), 2. Control de transfección (0g), 3. pSilencer 1.0 U6 

(3g), 4. pSilencer 1.0 U6 (5g), 5. Control de transfección (0g), 6. pSiMiR21 

(3g), 7. pSiMiR21 (5g). 

  

A 

B 
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11. DISCUSIÓN 

Actualmente se ha asociado que los perfiles de expresión de microRNAs se 

encuentran desregulados en diversas enfermedades humanas entre ellas el 

cáncer. Por la función que algunos microRNAs presentan en cáncer se han 

denominado oncomirs. Dentro de los oncomirs descritos primeramente en 

cáncer fue miR-21 (74), el cual inhibe la traducción de genes involucrados en 

apoptosis (bcl2), vías de señalización (STAT3), caspasas y genes involucrados 

en la integridad de la homeostasis de matriz extracelular como RECK lo que 

promueve la gravedad de la neoplasia (75). 

Se ha identificado la desregulación de miR-21 en cáncer cervicouterino y en un 

estudio realizado por Deftereos y colaboradores en el 2011, identifican los 

niveles de expresión de miR-21 por RT-PCR tiempo real de líneas celulares 

derivadas de cáncer cervicouterino, se incluyeron las líneas celulares HeLa y 

SiHa y se compararon con muestras de tejido normal de cérvix. Se concluyó 

que miR-21 esta sobreexpresado en estas condiciones (73).  

En los ensayos de transfección se observó la muerte celular en cultivos 

transfectados con el plásmido pSilencer 1.0 U6 y con el plásmido pSiMiR21. 

Este efecto podría explicar que el silenciamiento de miR-21 se lleva a cabo, por 

el mecanismo de RNA interferente que no permite a la secuencia madura de 

miR-21 la unión con la región 3´UTR de los RNAs mensajeros de STAT3, Bcl2, 

TGF-RII, entre otros, lo cual demuestra de manera indirecta el 

restablecimiento de genes blancos de miR-21 involucrados en procesos 

celulares de apoptosis (75). Por otro lado, este mismo evento podría deberse al 

efecto biológico de la transfección de exo-microRNAs, los cuales compiten por 

la maquinaria de RISC la cual es necesaria para procesar los microRNAs 

endógenos, que también están involucrados con la regulación 

postranscripcional de sus genes blancos e incluso de otros microRNAs que 

regulan de manera indirecta genes importantes para mantener funcionalidad 

celular (77). Adicionalmente, Zhao y colaboradores en el 2013, realizaron un 

estudio de inhibición de c-Myc en células HepG2 derivadas de 
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hepatocarcinoma humano mediante el uso del vector de expresión de siRNAs 

pSilencer 1.0 U6, que a diferencia de nuestro trabajo, ellos evidencian que el 

vector no altera la expresión del gen c-Myc al transfectar las células con el 

plásmido sin la secuencia que expresa la inhibición de c-Myc (78).  

En este trabajo se demostró que existe un restablecimiento en el transcrito de 

RECK al silenciar a miR-21, estos resultados son congruentes con los 

reportados por Gabrielly y colaboradores en el 2008,  en donde observaron el 

restablecimiento de los niveles de expresión del RNAm y de la proteína de 

RECK y TIMP3 en glioblastoma, posterior a la inhibición específica de miR-21 

mediante oligonucleótidos antisentido (61). Adicionalmente, a la similitud de los 

resultados de ambos trabajos, podría haber una diferencia en la expresión 

debido al método de inhibición empleado, a la naturaleza y vida media del 

RNAm así como al modelo de estudio usado. (61).  

Por otro lado, se observó el restablecimiento de la expresión de proteína 

mediante plásmidos que silencian la expresión de miR-21, estos resultados 

concuerdan con los presentados por Gabriely en el 2008, en donde validan la 

expresión de la proteína de RECK en líneas A172 y LN229 derivadas de 

glioblastoma al silenciar a miR-21 con plásmidos antisentido.  

En este estudio se muestra la modulación de la expresión de la proteína de 

RECK en células SiHa sin tratamiento y células SiHa tratadas con el plásmido 

de silenciamiento (pSiMiR21), en las cuales se observó una diferencia en la 

expresión de la proteína. Por otro lado, se detectó un producto de 55kDa menor 

al peso de 110 kDa reportados por otros autores, esto puede explicarse por la 

variedad de las líneas celulares usadas para los ensayos. Adicionalmente, 

Nagata y colaboradores en el 2013, reportan la detección de la proteína de 

RECK en un tamaño menor al incubar las muestras con las metaloproteasas 

que son reguladas por este, en este caso la detección de la proteína de 55KDa 

corresponde a la unión de una parte fraccionada de la proteína de RECK con la 

metaloproteasa 7 (MMP-7) (77), esta evidencia propone la proteólisis a la cual 

se somete esta proteína y muestra una forma soluble (79).  
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La regulación de la expresión génica en procesos neoplásicos se desconoce 

parcialmente, ya que se ha descrito el proceso de RNAi que regula la expresión 

de RNAm que codifican para proteínas necesarias en el mantenimiento de la 

homeostasis celular. Por otro lado, el silenciamiento de genes de microRNAs 

como es el caso de miR-21 podría disminuir la expresión alterna de sus genes 

blancos  que participan en apoptosis, ciclo celular e inhibidores de matriz 

extracelular está fuertemente regulan. 

El CaCU, es de las neoplasias que son prevenibles con una detección oportuna 

de la infección persistente del VPH. Sin embargo, la falta de información en 

cuestiones de enfermedades de transmisión sexual y la falta de acceso a los 

servicios de salud cobra la vida de mujeres en edad reproductiva, afectando 

principalmente a las mujeres pertenecientes a las regiones marginadas de todo 

el país.  

Se han propuesto como alternativas tentativas al tratamiento durante el 

proceso de CaCU el silenciamiento de genes por el mecanismo de RNAi. El 

campo  
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12. CONCLUSIONES 

 

 

 Se restableció la expresión del RNAm de RECK por el silenciamiento de 

miR-21 en células SiHa transfectadas con el plásmido pSiMiR21. 

 

 La proteína de RECK se restableció al silenciar a miR-21 en células 

SiHa transfectadas con el plásmido pSiMiR21.  

 

 Estos resultados sugieren que la inhibición de miR-21, podría favorecer 

al restablecimiento del RNAm y proteína de RECK, en líneas celulares 

SiHa.   
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13. PERSPECTIVAS 

 

 Silenciar a miR-21 mediante un anti-miR21 sintético, para disminuir el 

procesamiento por la maquinaria celular de microRNAs.  

 

 Determinar la expresión diferencial de microRNAs en las etapas que 

predisponen la neoplasia y cuantificar la expresión de los genes que son 

regulados por estos microRNAs. 

 

 Identificar en la región 3´UTR del RNAm en el que se une la secuencia 

de miR-21. 

 

 Secuenciar la proteína de RECK de 55 KDa identificada con un peso 

menor al esperado mediante inmunoprecipitación. 
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14. ANEXOS  

14.1 Comité de ética en investigación  
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14.2 Comisión de bioseguridad  
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14.3 Comité de investigación 
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