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Resumen 

En nuestro país el cáncer cérvico-uterino (CCu) es una de las principales 

causas de mortalidad por cáncer en mujeres, representando el 11.9% de muertes por 

cáncer. Lamentablemente la falta de políticas de salud provoca que los estadios 

localmente avanzados prevalezcan en las mujeres mexicanas, por lo que el principal 

tratamiento para esta neoplasia es la quimioterapia basada en cisplatino con 

radioterapia. Sin embargo, entre el 30 y 50% de las pacientes con CCu generan 

radio-resistencia o presentan el fenotipo de resistencia al tratamiento. Diversas 

moléculas se han asociado a la progresión del cáncer y la resistencia a los 

tratamientos, Entre estas se encuentran los microRNAs, los cuales regulan 

negativamente a sus genes blanco, genes que participan en procesos como; la 

reparación del DNA, proliferación y  evasión de la apoptosis. miR-125a y miR-125b 

son microRNAs que pertenecen a la familia miR-125 los cuales se ha reportado que 

actúan como supresores y promotores de una gran variedad de carcinomas. El 

objetivo del trabajo fue evaluar a miR-125a y miR-125b en el proceso de la 

modulación de radio resistencia en un modelo in vitro de cáncer cérvico-uterino. Los 

resultados demuestran que la sub expresión de ambos microRNAs favorece la 

resistencia a la radioterapia en líneas celulares derivadas de CCu (HeLa). 

Interesantemente, p21 es un blanco en común de miR-125a y miR-125b, el cual se 
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encontraba sobre-expresado y se relaciona con la evasión de la apoptosis 

promoviendo la radio-resistencia en CCu.  
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Abstract 

In Mexico, cervical cancer is one of the leading causes of cancer deaths in 

women, it represents around 12% of them. Unfortunately, deficient health policies in 

our country lead to advanced stages prevalence. One of the main treatments for 

these stages is cisplatin-based chemotherapy combined with radiotherapy. However, 

30-50% of cervical cancer patients generate resistance to treatment and several 

modulators such as microRNAs have been associated with this process as well as 

with cancer progression. MicroRNAs as negative regulators of their target genes have 

the capability to regulate processes such as DNA damage repair, proliferation and 

evasion of apoptosis among others. 

miR-125a and miR-125b are members of the miR-125 family. It has been 

reported previously that deregulation of miR125 family is frecuent in several tumors. 

In this work, we evaluated the role of miR-125a and miR-125b in the process of 

radioresistance in an in vitro cervical cancer model. Results demonstrate that 

downregulation of both microRNAs promote resistance to radiation in HeLa cell line. 

In addition, p21 which is one of the targets of miR-125a and miR-125b, was found 

overexpressed, this result suggest its association with radioresistance in CCu 

promote the evasion of apoptosis  
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Introducción 

De los distintos tipos de cáncer que padecen las mujeres en nuestro país, el 

cáncer cérvico-uterino (CCu) es la segunda causa de muerte: sólo en 2012 se 

registraron 13,960 nuevos casos y 4,730 muertes 1. El cáncer cérvico-uterino es una 

neoplasia maligna que se desarrolla en el epitelio del útero. Su principal factor 

etiológico es el virus del papiloma humano (VPH), ya que el 99.7% de los tumores 

tienen ADN de este virus. El VPH es el principal factor para el desarrollo de este tipo 

de cáncer, sin embargo lo es el único, existen algunas moléculas que permiten 

regular diversos procesos celulares los cuales ayudan a promover el desarrollo de la 

carcinogénesis. 

De manera general, el tratamiento para los pacientes con CCu incluye 

esquemas de radioterapia en combinación con quimioterapia basada en cisplatino. 

Lamentablemente, cerca del 50% de los pacientes mueren debido a un fenómeno 

mejor conocido como “resistencia al tratamiento”. Se han asociado diversos procesos 

moleculares con la resistencia al tratamiento en pacientes con CCu, dentro de los 

cuales destacan: la sobre-expresión de proteínas asociadas con el daño al ADN, la 

evasión de la apoptosis y la desregulación de diversos microRNAs. Los microRNAs 

(o miRNAs) son RNAs pequeños, no codificantes, de aproximadamente 21-26 nt, los 
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cuales regulan eventos post-transcripcionales a través de la unión de las bases 2-8 

de la región semilla del miRNA y la 3’UTR de su mRNA blanco 8 16. miR-125a y miR-

125b son miRNAs asociados con la resistencia a la quimioterapia en diferentes tipos 

de tumores por lo que podrían ser intermediarios en modulación de la radio-

resistencia en CCu69. El objetivo principal de este trabajo fue determinar el papel de 

miR-125a y miR-125b en el proceso de radio-resistencia en CCu. Para comprobar 

nuestra hipótesis se evaluó la expresión relativa de ambos miRNAs en un modelo de 

líneas celulares radio-resistentes contra su respectivo control sin radiación (líneas 

celulares parentales). Los resultados demostraron que existen diferencias 

significativas entre en los niveles de expresión de ambos microRNAs. 

Adicionalmente, uno de los blancos de miR-125a y miR-125b es p21 el cual al estar 

subexpresado se asocia con la progresión de la fase G1/S del ciclo celular, sin 

embargo, en nuestro estudio la subexpresión de miR-125a y miR-125b resulta en la 

sobreexpresión de p21 lo cual promueve la inhibición de factores pro-apoptóticos 

como las caspasas, lo que permite evadir la apoptosis en el proceso de radio-

resistencia en CCu.  
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Antecedentes 

Cáncer 

El cáncer es un conjunto de patologías que dan como resultado el crecimiento 

anormal de las células, causado por múltiples factores, que van desde cambios en la 

expresión genética hasta cambios efectuados por elementos exógenos79. Las células 

neoplásicas adquieren una serie de modificaciones que les permiten proliferar y 

adaptarse al medio para su supervivencia, estas pueden ser adquiridas por 

diferentes tipos de tumores y por distintos mecanismos celulares25, se distinguen 

ocho características intrínsecas a la célula tumoral (ver figura 1)26.  

Autonomía en señales de crecimiento; Los factores de crecimiento como EGF 

(epidermal growth factor) e IGF (Insulin-like growth factor) son los actores en este 

fenómeno; participando en el control del ciclo celular, la proliferación, supervivencia y 

el metabolismo; además de ser moléculas clave en la comunicación intercelular,  

iniciando un evento de transformación tumoral a través de la activación de cascadas 

de señalización como PI3K/AKT y RAF/MAPK87.  

Evasión de señales supresoras de crecimiento; Uno de los mecanismos mejor 

conocidos es la inhibición de p53 y Rb; los cuales son reguladores celulares que 

gobiernan las decisiones de proliferación, activan la senescencia y la apoptosis por 

medio de la activación de otras proteínas y factores de transcripción por lo que 
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mutaciones o inactivación de estos, por medio de degradación proteolítica, 

promueven la proliferación celular65. 

Evasión de la muerte celular programada; Bcl2 y Bcl-XL son genes 

antiapoptóticos que encuentran sobreexpresados en las células tumorales, se 

encargan de impedir la liberación del citocromo c en la mitocondria o secuestrando a 

las caspasas, las cuales promueven la apoptosis, permitiéndole a la célula proliferar 

de manera aberrante y sin limitantes. Además, promueven la necrosis de algunas 

células neoplásicas para que el microambiente tumoral contenga factores necesarios 

para el constante crecimiento del tumor21. 

Replicación ilimitada; Los telómeros determinan el número de veces que se 

puede replicar una célula normal, cuando estos se acortan el número de 

replicaciones celulares se limitan; sin embargo la sobreexpresión de la telomerasa, 

enzima que se encarga de extender los telómeros en cada ciclo replicativo del DNA, 

impide que la célula tumoral no se va afectado por esta restricción64.  

Angiogénesis sostenida; La formación de nuevos vasos sanguíneos es una 

consecuencia del crecimiento de la masa tumoral. La difusión del oxígeno en 

nuestros tejidos tiene un límite de aproximadamente 8µm; cuando el tumor ha 

superado este diámetro; es necesaria la formación de nuevos vasos sanguíneos. 

Diferentes citocinas como VEGF (vascular endotelial growth factor) participan en las 
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cascadas de señalización necesarias para la angiogénesis que suministran a las 

células tumorales de los nutrientes necesarios además de ser vías de acceso a 

vasos sanguíneos distantes55. 

Invasión y metástasis; Con el paso del tiempo los recursos de las células 

neoplásicas se pueden ver limitados, pues el microambiente tumoral ya no es apto 

para su proliferación y crecimiento. Algunas células tumorales modifican los niveles 

de expresión de enzimas capaces de degradar la matriz extracelular; tales como las 

metaloproteasas. Inhibiendo la expresión de enzimas de adhesión celular como E-

cadherina. Estos procesos le permiten a la célula tumoral incorporarse al torrente 

sanguíneo y colonizar un tejido distante generando metástasis88. 

Desregulación del metabolismo celular; Las células neoplásicas tienen la 

capacidad de reprogramar o modificar el metabolismo. La sobreexpresión de 

transportadores de glucosa como GLUT1 y enzimas involucradas en las vías 

metabólicas facilitan el flujo y oxidación de la glucosa, promoviendo y optimizando la 

generación de ATP28.  

Por último, la evasión de la destrucción inmunológica; La respuesta 

inmunológica es el principal mecanismo por el cual un organismo pueden combatir 

infecciones por microorganismos y parásitos. Las células tumorales no son una 

excepción, por ende la secreción de factores inmunosupresores como TGF-β  o el 
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reclutamiento de células inflamatorias como las células T o las células MDSC (por 

sus siglas en inglés, myeloid-derived suppressor cells) pueden suprimir la función 

citotóxica de los linfocitos y así superar la barrera del sistema inmune78.  

 

 

Figura 1. Características las células tumorales que adquieren durante el proceso de 
carcinogénesis 26. 
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Cáncer cérvico-uterino 

El cérvix se encuentra en la parte baja del útero y conecta la vagina con el 

útero. La parte próxima a la vagina se le conoce como exocervix, esta zona está 

recubierta por células escamosas, mientras que la parte cercana al útero se 

encuentra recubierta con células glandulares y se conoce como endocervix27. Entre 

el 80 y 90% de los casos de CCu se dan en la exocervix, mientras que el resto se 

presentan en la endocervix, y se conocen como carcinoma de células escamosas y 

adenocarcinomas, respectivamente66. Este proceso de carcinogénesis no es 

instantáneo. Las células adquieren gradualmente los cambios para transformarse en 

una célula neoplásica, proceso que puede durar décadas (15 a 20 años) 62. Por esta 

razón, se debe de evaluar año con año los cambios morfológicos en las células del 

cuello uterino por medio del Papanicolaou; examen necesario en la prevención del 

cáncer. Por otro lado, los estudios histopatológicos en los que requieren una biopsia, 

ya sea por colposcopia o toma directa, son utilizados en pacientes que ya presentan 

células tumorales75. En este sentido el tratamiento para las pacientes depende del 

estadio en el que se encuentre el tumor.  A este respecto, la estadificación clínica 

actual del CCu está basada en el sistema de la Federación Internacional de 

Ginecología y Obstetricia (FIGO) 83, que se puede observar en la tabla 1. 



8 

 

Tabla 1. Estadificación del cáncer cérvico-uterino de acuerdo a los criterios de FIGO. 
. 

A pesar de los esfuerzos por realizar campañas de detección oportuna; en los 

países con economías emergentes; una gran cantidad de pacientes son 

diagnosticados se diagnostica con CCu localmente avanzado (IIB – IVA)51. 

Existen diversos factores de riesgo para el desarrollo del CCu; el más 

importante es el Virus del Papiloma Humano (VPH), ya que hasta el 99.7% de las 

pacientes con CCu están infectadas con VPH. Hay aproximadamente 130 tipos de 

VPH, de los cuales 13 son considerados de alto riesgo y claramente se han 

asociados al inicio de la carcinogénesis cervical 11. Los tipos de alto riesgo 16 y 18 se 
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encuentran en un 70% de los casos de cáncer cervical; por lo que son un factor 

importante en el desarrollo de esta neoplasia34. Por el hecho de estar presente en el 

99.7 % de los pacientes diagnosticados con CCu; se considera que  el virus es una 

causa necesaria, pero no suficiente, para el desarrollo de la carcinogénesis50. El 

principal factor para que se lleve a cabo la transformación de la célula tumoral es la 

desregulación de las proteínas (por medio de las oncoproteínas del VPH) que se 

encargan de mantener el adecuado crecimiento celular de la célula hospedera, lo 

que a su vez activa o desregula otras moléculas que van a promover la 

tumorigénesis33; 73.  

Morbilidad de cáncer cérvico-uterino 

En las neoplasias que afectan a la mujer, el cáncer cérvico-uterino ha sido y 

sigue siendo una de las neoplasias malignas más comunes. Desde 1975 a 2008 el 

CCu se encontraba en segundo lugar a nivel mundial seguido del cáncer de mama, 

en 2008 se reportaron 529,000 casos y 274,000 muertes. Con el paso del tiempo, y 

gracias a los programas de detección oportuna, los casos descendieron, ocupando el 

quinto lugar contabilizando ambos sexos y el tercer lugar sólo en mujeres, 

disminuyendo un 0.4% en la incidencia y un 3.3% en la mortalidad 4;20. 

Lamentablemente, en los países emergentes como México los estadios localmente 

avanzados son los que prevalecen (ver figura 2).   
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Figura 2. Distribución de casos en mujeres con cáncer en las regiones con mayor 
desarrollo contra las de menor desarrollo 20. 

 

Debido a que el principal factor de riesgo del CCu es el VPH (el cual se 

transmite por relaciones sexuales) muchas mujeres jóvenes llegan a estar infectadas, 

pero dado que el proceso de carcinogénesis es largo no se llega a detectar hasta 

una edad avanzada (35-40 años). La deficiencia de los programas para la prevención 

del CCu en los países con menor desarrollo promueve una mayor tasa de mortalidad 

en comparación a los países desarrollados (ver figura 3)10; 53. 
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Figura 3. Distribución de la mortalidad en relación con la edad en mujeres con 

cáncer cérvico-uterino.  
 

Actualmente,  el CCu es uno de los principales problemas de salud en nuestro 

país. A pesar de contar con los medios para poder prevenir la neoplasia, el CCu 

permanece en segundo lugar de incidencia (14,000 casos) y mortalidad (5,000 

casos) en cáncer en mujeres. Por lo que es de suma importancia implementar 

políticas de salud que ayuden a disminuir la tasa de incidencia en CCu y reducir los 

estadios avanzados en los que pronostican a las pacientes 20. 

Carcinogénesis cervical mediada por el VPH 

Normalmente, el VPH infecta células proliferantes indiferenciadas de la capa 

basal del epitelio estratificado escamoso que pudiera quedar expuesto a través de 
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microheridas 68. El virus interactúa con la célula hospedera por medio de la unión de 

los proteoglicanos heparan sulfato y  la oncoproteína L1 (la cual compone la mayor 

parte de la cápside). Una vez que se da esta interacción el virus entra por endocitosis 

mediada por clatrina o por caveolina y ahí el DNA viral es liberado y transportado al 

núcleo a través del rompimiento de enlaces disulfuro de la cápside30. El genoma del 

VPH tiene un tamaño aproximado de 8 kb y no tiene las enzimas que necesarias 

para la replicación del genoma viral, por lo que utiliza la maquinaria de la célula 

hospedera52. Consecutivamente, el genoma del VPH se mantiene como un elemento 

extracromosómico gracias a la expresion de E1, una DNA helicasa dependiente de 

ATP necesaria para la replicación y la amplificación del episoma viral 9, y E2 que es 

un factor de transcripción que permite la la regulación de los genes E6 y E748. 

Adicionalmente, las proteínas E1 y E2 facilitan la segregación correcta de los 

genomas durante la división celular. 

El episoma viral permanece con un número bajo de copias en el núcleo y sólo 

se expresan las proteínas tempranas (E1, E2, E4, E5, E6 y E7). La integración del 

genoma del VPH es un evento crucial para la progresión del tumor el cual ocurre con 

la escisión de los sitios E1/E2, ocasionando corrimiento del marco abierto de lectura 

y conllevando a la sobre expresión de las oncoproteínas virales E6 y E7. Para que el 

DNA del VPH pueda ser replicado, E6 y E7 alteran el ciclo celular, ocasionando que 

la célula entre en fase S para la síntesis del DNA viral 16; 89. Para ello, E6 se encarga 
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de ubiquitinizar a p53 por medio de la unión con E6AP (por sus siglas en inglés, 

termed E6-associated protein), y así p53 pueda ser degradado en el proteosoma, 

reprimiendo la reparación del DNA de la célula hospedera76. A su vez, E7 se encarga 

de inactivar a la proteína pRb mediante su fosforilación, la hiper-fosforilación de pRb 

permite que se separe de factores de transcripción, como la familia E2F, y así se 

lleve a cabo la expresión de genes que participan en la progresión del ciclo celular60. 

Por su parte, la oncoproteína E5 se asocia con la proliferación celular ya que se 

interactúa con el receptor del factor de crecimiento epidermal (REGF), además 

permite la evasión el sistema inmune inhibiendo la expresión del Complejo Mayor de 

Histocompatibilidad clase I (CMH de clase I)77. 

La siguiente fase se da por la diferenciación de las células epiteliales 

infectadas con VPH, debido a la replicación del DNA viral y también a la activación 

de la fase productiva del ciclo viral. En este punto se expresan los genes tardíos del 

VPH (L1 y L2). Las proteínas tardías L1 y L2 se expresan activamente en las capas 

superiores del epitelio cervical; su función es empaquetar el DNA viral para su 

posterior liberación e infección de otras células epiteliales con la ayuda de la 

oncoproteína E4. La infección por VPH puede estar asociada con cambios en la 

morfología epitelial que provocan verrugas planas benignas hiperproliferativas, 

condilomas o papilomas. El patrón de expresión del gen de VPH de alto riesgo en 

lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado (LSIL) es muy similar al observado 



14 

 

en las verrugas, en donde los genes tardíos presentan una baja expresión y se 

completa el ciclo viral. Por el contrario, en las lesiones escamosas intraepiteliales de 

alto grado (HSIL) y en el cáncer invasivo los genes E6 y E7 se expresan en todas las 

capas epiteliales de la mucosa y el ciclo de vida normal del virus no se puede 

completar por lo que no se producen partículas infecciosa (ver figura 4) 74. 

 

Figura 4. Carcinogénesis cervical mediada por el virus del papiloma humano. a) El 
VPH infecta las células columnares, que posteriormente formarán parte de la capa 

basal del epitelio estratificado en la zona de transformación, el virus penetra al 
interior de la célula por endocitosis. b) En las etapas posteriores a la infección se da 
la producción de las proteínas virales E1, E2, E5, E6 y E7, necesarias para la fase 
proliferativa. La etapa final en la infección por VPH es la producción de viriones, lo 

quel ocurre en las capas superiores del epitelio, en el estrato promoviéndose la 
formación de las proteínas E1, E2 E4 y E5, así como la de las constituyentes de la 
cápside, L1 y L2. El VPH no es lítico y se ha sugerido que la proteína E4 contribuye 

al egreso del virus de las capas superiores del epitelio 59. 
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Tratamiento 

Comúnmente se utilizan diferentes tratamientos contra el CCu, como cirugía, 

radioterapia y quimioterapia. Generalmente, la cirugía se utiliza como primera opción 

para las pacientes en estadios tempranos, lamentablemente en México hay 

prevalencia en pacientes que presentan estadios localmente avanzados. En estos 

casos la radioterapia es el principal tratamiento para las pacientes con CCu. En 

ocasiones el cisplatino se utiliza como tratamiento adyuvante de la radioterapia, ya 

que se ha reportado que radio-sensibiliza las células 51; 66.  

Radioterapia 

La radioterapia consiste en usar rayos X, gamma o partículas alfa de alta 

energía que afectan a células neoplásicas en constante división celular; sus 

aplicaciones principales son: 

● Tratamiento del tumor primario. 

● Reducción del tamaño del tumor antes de la cirugía.  

● Eliminación de células cancerosas después de la cirugía y para el 

cáncer metastásico.  

Sin embargo, aproximadamente del 30 al 50% de las pacientes que han sido 

tratadas con terapia convencional (dosis fraccionadas de 2 Gy, sumando 60 Gy)  



16 

 

presentan recurrencia de la enfermedad, debido a que adquieren resistencia a la 

radiación, siendo este el principal obstáculo para los pacientes que reciben 

radioterapia y quimio-radioterapia, ocasionando un pronóstico desfavorable para las 

pacientes39; 61; 82. 

Hasta el momento se conocen algunos de los factores que podrían estar 

asociados con la radio-resistencia, como p53, RAS, RAF-1, BCL-2 y survivina, los 

cuales son clave para la supervivencia y evasión de la apoptosis. Por otra parte, se 

ha visto que la radiación produce efectos letales en células a través de 

modificaciones en la expresión de enzimas antioxidantes y mediante la generación 

de especies reactivas de oxígeno (ROS) que dañan el DNA, RNA y lípidos, 

ocasionando graves efectos citotóxicos. Proteínas como ATM, MRE11, RAD50, 

BRCA, Rad-3 y la proteína cinasa dependiente de ADN, todas involucradas con la 

reparación del ADN durante la radiación, se encuentran asociadas (directa o 

indirectamente) con la resistencia al tratamiento, sin embargo aún falta elucidar la 

forma en la que pudieran estar involucradas 57. 

Aunque se conocen los posibles genes implicados en la resistencia a la 

radiación, aún permanecen inciertos cuáles son los mecanismos moleculares que 

regulan el fenotipo de multirresistencia5; 56 86. Los miRNAs son moléculas que están 

implicados en la regulación negativa de genes involucrados en una gran variedad de 
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procesos oncogénicos 23, por lo que podrían estar implicados en el proceso de radio-

resistencia en tumores de CCu. 

microRNAs 

Los miRNAs son RNAs pequeños de cadena sencilla, que miden entre 20 y 25 

nucleótidos de longitud y están involucrados en la regulación de la expresión génica. 

A nivel genómico, la mayoría se localizan en regiones intergénicas tanto como 

intronicas. Los miRNAs se transcriben en forma de transcritos primarios (pri-miRNA) 

por medio de la RNA polimerasa II. Muchos de estos transcritos son poliadenilados, 

además de ser marcados con la 5’ CAP para evitar su degradación. Posteriormente, 

la enzima RNAsa III (Drosha) y la proteína DGCR8 interactúan con ellos: el papel de 

DGCR8 es reconocer las zonas de corte de los extremos 5’ y 3’ del pri-miRNA para 

que Drosha pueda cortar y así se produzca el pre-miRNA, el pre-miRNA es 

exportado del núcleo hacia el citoplasma por medio de la exportina 5. Una vez en el 

citoplasma la RNAsa tipo III (Dicer), junto con TRBP, corta el loop del pre–miRNA 

para generar una doble cadena de miRNA. A continuación, la proteína argonauta 2 

(Ago2) se encarga de cortar la doble hebra lo que produce un miRNA de una sola 

hebra (a partir de este momento se conoce como ac-pre-miRNA). En este punto, se 

forma el complejo denominado RISC (RNA-induced silencing complex),  formado por  

Dicer, TRBP, Ago2 y la hebra de miRNA. Este complejo permite la hibridación del 

miRNA directamente con la región 3’UTR del mRNA blanco, lo que facilita la 
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posterior inhibición o degradación: si la unión del miRNA se complementa con mRNA 

éste será degradado; por el contrario, sólo si la unión es parcial se inhibirá el mRNA  

(ver figura 5)6; 84.  

 

Figura 5. Procesamiento de miRNA. La RNA polimerasa II transcribe los miRNAs y 
son madurados a transcrito primario por medio de Drosha y DGCR8, el pri-miRNA es 

exportado al citoplasma, una vez ahí el complejo proteico DICER se encarga de 
cortar la estructura de horquilla del miRNA, quedando solamente un dúplex de RNA y 

una de ellas da lugar al miRNA maduro de unos 20-25 nt que se incorpora al 
complejo ribonucleoprotéico conocido como RISC el cual presenta el miRNA a la 

secuencia complementaria del mRNA blanco para su silenciamiento o degradación. 
Recientemente se ha visto que existen unas estructuras llamadas P-bodies, las 

cuales reconocen la interacción miRNA-mRNA, ocasionando que se almacene dentro 
de ellas el mRNA, por lo que no se lleva a cabo la traducción57. 
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miRNAs asociados al proceso de carcinogénesis en CCu 

Estudios recientes han demostrado que en diferentes tipos de cáncer se 

alteran los perfiles de expresión de varios miRNAs, y que estos regulan genes clave 

como oncogenes y genes supresores de tumores. Diferentes trabajos reportan que 

las oncoproteínas de VPH pueden inducir una expresión aberrante en algunos 

miRNAs. Por ejemplo, miR-25, miR-27a, miR-92a y miR-378 tienen la característica 

de suprimir la expresión de supresores de tumores, por lo que se conocen como 

miRNAs oncogénicos u oncomirs. Por el contrario, miR-16, miR-22, miR-29 y miR-

100 actúan como miRNAs supresores de tumores, todos modulados por p53, E2F y 

c-Myc. Estas proteínas, a su vez, son reguladas por las proteínas E6 y E7, 

especialmente en VPH del tipo 16 y 18 23; 81. Se requiere la expresión activa de las 

proteínas E6 y E7 para la proliferación de las células tumorales, puesto que la 

alteración de centros de control del ciclo celular (como p53 y pRb) promovería la 

señalización autoproliferativa, la evasión de la muerte celular programada y la 

inmortalidad replicativa, entre otra57. 

Ejemplos de perfiles alterados durante la progresión del CCu demuestran que 

existe un papel importante entre la expresión de los miRNAs y la metástasis, 

observándose la sobreexpresión de miR-126, miR-96 y miR144 y una baja expresión 

en miR-657, miR-490-5p y miR323-3p. Estos resultados sugieren que los diferentes 

estadios de la patología están regulados por miRNAs específicos 17. 
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En otro trabajo relacionado con CCu, demostró que la sub-expresión de miR-

143 y la sobreexpresión de miR-21 están asociados con la regulación de PTEN. La 

sobreexpresión de miR-21 inhibe a PTEN provocando una mayor señal de 

supervivencia a través de la vía PI3K, la cual activa a AKT y mTOR, lo que conlleva a 

la reducción de la apoptosis y permite la proliferación celular 45. 

Por otro lado, en cáncer de mama se ha observado que la desregulación de 

miR-221 y miR-222 está asociada a la resistencia al tamoxifen, un quimioterapéutico 

utilizado en pacientes con receptor de estrógenos positivo 22. Además, Nataša 

Anastasov y colaboradores 3 propusieron que la sobreexpresión de miR-21 está 

directamente relacionada con la resistencia a la radiación en cáncer de mama, ya 

que  este regula diversos genes que reparan el ADN, como Cdc25A. Otro estudio 

realizado en CCu propone que la sobre-expresión de miR-181a tanto en pacientes 

que no respondieron al tratamiento como en la línea celular SiHa contribuye a la 

radio-resistencia, debido a que inhibe la expresión de PRKCD, un gen pro-apoptotico 

36.  

. Estudios de la interacción microRNAs-mRNA en cáncer de mama han 

demostrado que los miRNAs regulan diversos genes, como p53, JUN, Myc, BRCA1, 

PTEN, entre otros, los cuales a su vez regulan a otras proteínas o genes que le 

confieren a la célula la característica de proliferar, reparar el daño en el ADN y la 
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evasión de la apoptosis41. Estos análisis sugieren la participación de diferentes 

miRNAs involucrados en los mecanismos de la reparación del daño al DNA.  

miR-125a y miR125b 

En un trabajo previo, en nuestro grupo de investigación se observó que la 

expresión de miR-125a y miR-125b se inhibe significativamente en tumores de CCu, 

y que estos microRNAs podrían participar en la regulación de genes involucrados 

con la resistencia a la radiación. Hasta el momento no se ha establecido el papel que 

juegan miR-125a y miR-125b en el desarrollo de resistencia a la radioterapia en CCu, 

sin embargo se prevé que estos dos miRNAs podrían regular genes que promueven 

la supervivencia y la reparación del ADN ya que también se han visto involucrado en 

la resistencia a drogas41; 91. Hasta ahora se sabe que p53 está implicado en la 

resistencia de algunos quimioterapéuticos y la radiación ionizante, además, este gen 

podría ser regulado por miR-125a y miR-125b32; 42; 43. Por ello, el presente estudio 

permitirá conocer si miR-125a y miR-125b juegan realmente un papel en la radio-

resistencia de CCu y, de ser así, eventualmente podría servir para definir nuevas 

estrategias para el tratamiento de radioterapia. Por otra parte, podría permitir elucidar 

la posible interacción de los miRNAs con genes que se asocian al proceso de radio-

resistencia en CCu y los mecanismos por el cual la célula evade el tratamiento.  
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Justificación 

El cáncer es un problema de salud a nivel mundial: sólo en 2012 hubo 8.2 

millones de muertes por esta enfermedad. Hasta el momento, se han hecho grandes 

esfuerzos para poder determinar los factores involucrados en la resistencia a los 

tratamientos convencionales en cáncer. Dentro de los distintos tipos de cáncer, el 

cervical es la segunda causa de muerte de mujeres mexicanas, esto se debe a que 

prevalecen las etapas localmente avanzadas (IIB-IVa), reflejando que el programa de 

detección oportuna con citología cervi-covaginal no es lo suficientemente 

adecuado51; para estas pacientes la tasa de supervivencia a cinco años es 

aproximadamente del 50% 12. La falla en el tratamiento convencional puede ser 

explicada por factores genéticos y epigenéticos, entre ellos los miRNAs. Los miRNAs 

intervienen en la regulación de genes implicados en el desarrollo y mantenimiento de 

diversos tipos de cáncer, incluyendo CCu, y más recientemente se han implicado en 

el proceso de radio-resistencia. Un análisis previo de nuestro grupo de trabajo 

encontró que miR-125a y miR-125b están subexpresados significativamente en 

muestras de tumores radio-resistentes de CCu, por lo que podría sugerirse que miR-

125a y miR-125b están asociados a la radio-resistencia. Además, trabajos recientes 

sugieren que miR-125a y miR-125b regulan una gran variedad de genes 

involucrados con la proliferación celular, reparación de ADN y evasión de apoptosis, 
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entre otros 43. El objetivo del presente trabajo es determinar cuál es el papel de miR-

125a y miR-125b en el proceso de radioresistencia.  

Pregunta de investigación 

¿Podrían miR-125a y miR-125b estar involucrados en la regulación del 

proceso de radio-resistencia en cáncer cervical? Y ¿Qué genes y mecanismos son 

regulados por estos miRNAs?  

Hipótesis 

Debido a que miR-125a y miR-125b se han visto involucrados en la regulación 

de diversos procesos moleculares que llevan a la resistencia a diferentes fármacos, 

estos miRNAs podrían participar en la modulación de la radio-resistencia del cáncer 

cervical. 

Objetivos 

Objetivo general 

Evaluar a miR-125a y miR-125b en el proceso de la modulación de radio 

resistencia en un modelo in vitro de cáncer cérvico-uterino. 
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Objetivos particulares 

● Identificar los niveles de expresión de miR-125a y miR-125b en un 

modelo de línea celular radio-resistente. 

● Identificar los posibles blancos moleculares de miR-125a y miR-125b 

que posiblemente intervengan en el proceso de radio-resistencia. 

 

Material y métodos 

Cultivo celular 

Se utilizaron las líneas celulares HeLa, CasKi y SiHa, las cuales fueron 

cultivadas en medio DMEM F12 con 2.5 mM de L-glutamina y 5% de suero fetal 

bovino a 37°C en una atmósfera de 5% de CO2. Para generar las líneas tumorales 

radio-resistentes, se expusieron a dosis de radiación ionizante de 50-60 Gy, en dosis 

fraccionadas de 2 Gy, seleccionando aquellas células resistentes a la radiación. A las 

líneas tumorales radio-resistentes se abreviaron como HeLa RR, CasKi RR y SiHa 

RR mientras que las radio-sensibles, que no recibieron ninguna dosis de radiación, 

como HeLa RS, CasKi RS y SiHa RS.  
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Ensayo clonogénico  

Para la realización del ensayo clonogénico, se sembraron 500 células en cada 

pozo de una placa de seis pozos: los primeros tres pozos corresponden al control en 

donde las células no fueron expuestas a radiación. Seguido de esto, se sembraron 

las células que previamente fueron sometidas a una dosis fraccionada de 2 Gy. Las 

células se resuspendieron en medio DMEM con 5% de suero fetal bovino y 1% de 

ampicilina y se dejaron incubar de 1 a 2 semanas. Una vez que se formaron las 

colonias de más de 50 células, se fijaron las células con 1:7 ácido acético/metanol y 

se tiñeron con cristal violeta al 1%. Finalmente se cuantificaron las colonias que 

estaban formadas por más de 50 células. 

Extracción de RNA 

La extracción de RNA se llevó a cabo con el reactivo TRIzol Reagent para 

cada una de las líneas celulares (HeLa RS y HeLa RR, CasKi RS y CasKi RR, SiHa 

RS y CasKi RR). Rapidamente, se agregaron 500 µL de TRIzol en cajas de 25 mL 

despegando la monocapa celular. El extracto se traspaso a un tubo de 1.5 mL y 

posteriormente se le agregaron 200 µL de cloroformo y se incubo durante 3 min en 

hielo. Posteriormente, se centrifugó a 13,000 rpm durante 15 min, a 4°C. Se recuperó 

la fracción acuosa y se adicionaron 500 µL de isopropanol, dejándose durante 30 min 

a -20°C. Posteriormente, se centrifugó a 12,000 rpm durante 25 min a 4°C. Una vez 
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centrifugado, se descartó el sobrenadante y se recuperó el precipitado de RNA. Se 

hicieron lavados con 1 mL de etanol al 75% y se centrifugó a 7,500 rpm durante 5 

min a 4°C. Se descartó el sobrenadante y se repitieron los lavados dos veces más. 

Una vez sin el precipitado se adicionaron 30 µL de agua inyectable. Finalmente, el 

RNA fue cuantificado mediante un espectrofotómetro de la marca EPOCH. Se 

verificó la integridad del RNA por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% teñido 

con bromuro de etidio. A continuación, las muestras con el buffer de carga se 

depositaron en los pozos en un gel de agarosa con bromuro de etidio y se dejó 

migrar a 90 V durante 50 min, visualizándose con luz ultravioleta. 

 

Determinación de los niveles de expresión de miRNAs 

mediante sondas TaqMan 

Se cuantificó la expresión de miR-125a y miR-125b en las líneas celulares 

radio-resistentes (RR) y radio-sensibles (RS), para lo cual se utilizaron los ensayos 

TaqMan MicroRNA assays de Applied Biosystems.  
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RT-qPCR 

Síntesis de cDNA. Se utilizó el kit TaqMan MicroRNA Reverse Transcription, el 

cual permite sintetizar el cDNA específico para miR-125a y miR-125b en las 

muestras RR y RS, el procedimiento se realizó con base a la tabla 2:   

 

Componentes Volumen de Master mix 
por reacción (15 µL) 

100 nM dNTPs 0.15 µL 

Transcriptasa reversa 50 U/µL 1 µL 

Buffer de transcriptasa reversa 1.50 µL 

Inhibidor de la transcriptasa 0.19 µL 

Agua libre de nucleasas 4.16 µL 

Volumen total 7 µL 

Tabla 2. Componentes del RT (reverse transcription) 

 

Una vez preparado la mezcla de reacción para cada una de las muestras RR y 

RS se agregaron 100 ng RNA en un volumen de 5 µL y 3 µL del oligonucleótido 

correspondiente a miR-125a, miR-125b y U6. Las condiciones para la amplificación 

de las reacciones se enlistan en la tabla 3.  
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Tiempo Temperatura 

30 min 16°C 
30 min 42°C 
5 min 85°C 
∞ 4°C 

Tabla 3. Condiciones del RT 

 

Una vez obtenido el cDNA de ambos microRNAs (miR-125a, miR-125b) y el 

control U6 en cada condición (RR y RS) se procedió a la qPCR para medir el nivel de 

expresión. Para la mezcla de reacción se utilizaron los siguientes componentes que 

se encuentran en la tabla 4. 

Componentes Volumen de mezcla por 
duplicado de la reacción 
(10 µL) 

Sonda TaqMan pequeños 
RNAs 

1.2 µL 

Mezcla Taqman 12 µL 

Agua libre de nucleasas 9.2 µL 

Volumen total 22.4 µL 

Tabla 4. Componente del qPCR 
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Posteriormente, se tomó 1.6 µL del producto de RT de la muestra y se 

agregaron 22.4 µL de la mezcla de reacción. A continuación, se colocaron 10 µL de 

la reacción final (por duplicado) en una placa de 96 pozos para su amplificación en el 

equipo LightCycler 480 de Roche, utilizando los parámetros de la tabla 5. 

Paso Activación 
de la enzima 

PCR 

Hold Ciclo (40 ciclos) 

Desnaturalizació
n 

Alineamiento
/ extensión 

Temperatura 95°C 95°C 60°C 

Tiempo 10 min 15 seg 60 seg 

Tabla 5. Parámetros del qPCR 

 

Los CT de la amplificación se obtuvieron mediante el software LightCycler 480 

software release 1.5.0 SP4. Para calcular la cuantificación relativa se utilizó el 

método de Livak (ΔΔCt). El método de Livak mejor o método del delta-delta Ct  o 2–

DDCT considera dos tipos de muestra, las muestras que se denominan muestras 

control (en nuestro caso las muestras consideradas muestras radio-sensibles, MC) y 

las muestras denominadas muestras problema (muestras radio-resistentes, MP). 

A su vez, este método considera dos tipos de miRNAs los denominados 

miRNAs problema (cada unos de los miRNAs candidatos a marcadores moleculares, 
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miP) y los miRNAs de referencia (miRNAs empleados para la normalización de los 

datos de expresión, miR). 

Con base a estos conceptos se realizaron los siguientes cálculos 

DCt(MP) = Ct(miP, MP) – CT(miR, MP) 

DCt(MC) = CT(miP, MC) – CT(miR, MC) 

 El cálculo de DDCt se realizó de la siguiente manera 

DDCt = DCT(MP) – DCT(MC) 

Finalmente, la tasa de expresión de cada miRNA fue evaluada con la siguiente 

fórmula; 

2
-DDCt

 = tasa de expresión normalizada. 

 

Selección de probables blancos y cuantificación del nivel de 

expresión en líneas radio-sensibles y radio-resistentes. 

Selección de blancos 

Los genes blanco de interacción de miR-125a y miR-125b fueron 

seleccionados por medio de la plataforma miRTarBase, la cual contiene una base de 

datos que nos permite obtener blancos validados (por diferentes técnicas 
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moleculares) y no validados (predicción bioinformática). Con esta información 

elegimos seis blancos en base a su función y posible participación en el proceso de 

radio-resistencia (ver tabla 13). 

Diseño de oligonucleotidos para amplificación por RT-qPCR de los 

blancos moleculares 

Los oligos se diseñaron por medio del algoritmo primer-BLAST y se analizaron 

en Genome Browser in silico PCR 37; que nos permite observar la región flanqueada 

por los oligonucleótidos. Las propiedades de los oligos se encuentran enlistadas en 

la tabla 6.   

Nombre Num. de bases Secuencia Tm 
CDKN1A-Fw 20 CGAAGTCAG TTCCTTGTGGA  58.4°C 
CDKN1A-Rv 19 CATTAGCGCATCACAGTCG  57.5°C 

SP1 -Fw 20 GGGAAACGCTTCACACGTTC  60.5°C 
SP1-Rv 20 ACCTGGGCCTCCCTTCTTAT  60.5°C 

E2F7-Fw 19 TTGTTGACAGACAGCAAGC  55°C 
E2F7-Rv 20 CTGTTTTCTGCTTGGCCTTT  56.4°C 
AKT1-Fw 20 TCTTTGCCGGTATCGTGTGG  60.5°C 
AKT1-Rv 20 GTGATCATCTGGGCCGTGAA  60.5°C 
RAF1-Fw 16 GGCCTGGCTCCCTCAG 58.4°C 
RAF1-Rv 19 CGGCGCTGATAGCCAAACT 59.5°C 

Tabla 6. Características de los oligos 
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Transcripción reversa 

Para la síntesis de cDNA se emplearon 500 ng de RNA en un volumen de 10 

µL de cada una de las muestras RR y RS, la mezcla de reacción se preparó con 

base a la tabla 7.  

Componentes Volumen por 
reacción 

10X RT Buffer 2 µL 

25X dNTP Mix (100 mM) 0.8 µL 

10X Random Primers 2 µL 

Transcriptasa Reversa 1 µL 

Inhibidor de RNAsa 1 µL 

Agua libre de nucleasas 3.2 µL 

RNA 500 ng 10 µL 

Total 20 µL 

Tabla 7. Componentes de la reaccion de transcripcion reversa  

 

Las condiciones de amplificación se describen en la tabla 8. 

Tiempo Temperatura 

10 min 25°C 
120 min 37°C 
5 min 85°C 
∞ 4°C 

Tabla 8. Parámetros del RT 
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Estandarización de las condiciones de amplificación (PCR de punto final) 

Antes de poder realizar la qRT-PCR para medir el nivel de expresión de los 

blancos, es necesario determinar las condiciones que favorezcan la amplificación de 

la región flanqueada por medio de PCR punto final. Para ello, se modificaron las 

condiciones de amplificación y las concentraciones de cada uno de los componentes 

de la PCR. Las condiciones de amplificación que fueron utilizadas para cada par de 

oligonucleótidos se enlistan en la tabla 9. 

Componentes 20 µL Concentración final 

10X Buffer -Mg 2 µL 1X 

25 mM MgCl2 1.2 µL 2.5 mM  

10 mM dNTPs Mix 0.5 µL 0.2 mM 

10 mM Forward Primer 0.2 µL 0.5 mM 

10 mM Reverse Primer 0.2 µL 0.5 mM 

Molde de DNA 1 µL 50 ng 

Taq DNA Polimerasa  0.1 µL 1-2.5 unidades por reacción 

H2O 14.4  

Tabla 9. Componentes del PCR 

Se utilizaron las condiciones de amplificación recomendadas por el protocolo 

Taq DNA polimerase recombinant de la marca thermo fisher scientific, las cuales se 
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muestran en la tabla 10. La temperatura de alineamiento fue de 61°C para cada par 

de oligonucleótidos. 

Paso Temperatura °C Duración Ciclos 

Desnaturalización inicial 95 2 min 1 

Desnaturalización 95 10 s 35 

Alineamiento 61 30 s 

Elongación 72 30 s 

Elongación final 72 10 min 1 

Enfriamiento 4 ∞ 1 

Tabla 10. Condiciones de amplificación. 

 

El producto de PCR punto final se visualizó por electroforesis en un gel de 

agarosa al 2%, teñido con bromuro de etidio, el cual migró a 90 V durante 50 min. El 

resultado fue visualizado con luz ultravioleta. 

 RT-qPCR 

Una vez estandarizadas las condiciones de amplificación para los 

oligonucleótidos se prosiguió con la qRT-PCR. Para ello, se preparó la mezcla de 

reacción para cada una de las muestras RR y RS a partir del cDNA previamente 
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sintetizado.. Se utilizó el kit SYBR Select Master Mix for CFX, en la tabla 11 se 

muestran los componentes.  

Componentes 20 µL por 
pozo 

SYBR Select Master Mix for CFX 10 µL 

Forward Primers 0.4 µL 

Reverse Primers 0.4 µL 

cDNA 1 µL 

H2O libre de nucleasa 8.2 µL 

Tabla 11. Componentes del qRT-PCR 

 

En una placa de 96 pozos se colocó la mezcla de reacción de cada muestra 

(por duplicado). Se utilizaron las condiciones recomendadas en el protocolo SYBR 

Select Master Mix for CFX como se enlistan en la tabla 12. 

Paso Temperatura Tiempo Ciclos 

Activación UDG 50°C 2 min 1 



36 

 

Activación UP AmpliTaq® 

Fast DNA Polymerase 

95°c 2 min 1 

Desnaturalización 95°C 15 sec 40 

Alineación/extensión 60°C 1 min 

Tabla 12. Condiciones de amplificación de la qRT-PCR. 

 

Los CT de la amplificación se obtuvieron mediante el software Bio-Rad CFX 

Manager. Para normalizar la expresión de los mensajeros se cuantificó el mRNA de 

GAPDH. Se calculó el valor relativo de expresión de los genes bajo los diferentes 

condiciones utilizando el método de Livak (ΔΔCt). 

Análisis estadístico 

Se analizaron las diferencias en los niveles de expresión de miR-125a, miR-

125b y los blancos moleculares en las células resistentes y sensibles a radiación 

ionizante mediante una prueba de t-student, con el objeto de ver si los niveles de 

expresión eran significativamente diferentes en las condiciones comparadas. 
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Detección del nivel de proteína de los blancos moleculares 

Los datos obtenidos en la RT-qPCR de los blancos fueron correlacionados con 

el nivel de proteína, para lo que se utilizó la técnica de Western Blot. 

Extracción de proteína 

La extracción de proteína de las células RR y RS se realizó con el reactivo 

RIPA, al cual se le adiciono un cóctel de inhibidores de proteasas (Complete 

ROCHE), siguiendo las instrucciones del fabricante (Santa Cruz Biotechnology). La 

cuantificación de las proteínas se llevó a cabo con el reactivo de Bradford (Sigma-

Aldrich) en un espectrofotómetro de microplacas a una longitud de onda de 595 nm 

(Biotek). 

 

Western Blot 

 Se separaron 50 µg de proteínas en cada pozo de electroforesis SDS-PAGE 

(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrilamide Gel Electrophoresis) en geles de 

poliacrilamida al 12% y al 18%,  utilizando un equipo Mini-PROTEAN Tetra System 

(BioRad) a 80 volts durante 2 horas. Posteriormente, las proteínas fueron 

transferidas a una membrana de PVDF (povinil difluoropropilideno) con un poro de 

0.45 µm, mediante transferencia semi-seca en el equipo Trans-blot turbo (Bio-Rad) a 
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20 volts durante 30 min. Al terminar la transferencia, la membrana de PVDF se 

bloqueó con una solución de leche libre de grasa al 5% en TBS-Tween 0.1% durante 

2 horas. Posteriormente se hicieron tres lavados de la membrana con TBS-Tween 

0.1% y se incubó de 14 a 16 h a 4°C con el anticuerpo primario. Los anticuerpos 

primarios utilizados en el estudio fueron: Anti-p21 (SC-817, Santa Cruz 

Biotechnology), Akt1/2/3 (SC-8312), Sp1 (SC-420), E2f-7 (SC-66870) y β-actina (SC-

47778) como control de carga. 

Una vez transcurrido el tiempo de incubación del anticuerpo primario se 

hicieron dos lavados de 5 min con TBS-Tween 0.1%, posteriormente dos de 10 min y 

por último un lavado con TBS durante 10 min. Se prosiguió con la incubación del 

anticuerpo secundario correspondiente, acoplado a peroxidasa de rabano 

(Horseradish peroxidase, HRP 34095 Santa Cruz Biotechnology) durante 2 horas a 

4°C. Finalmente, se hicieron tres lavados de 10 min con TBS-Tween 0.1% y por 

último un lavado con TBS durante 10 min. Se cubrió la membrana con el sustrato de 

quimioluminiscencia SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate 

(#34095, Thermo Scientific). La detección de los las proteínas se realizó a través del 

digitalizador C-Digit Blot Scanner (Li-COR), empleando el software ImageStudio. 
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Resultados 

Viabilidad de las líneas radio-resistentes. 

Para corroborar que las células radio-resistentes tenían una Dosis Letal 50 

(dosis en la cual el 50% de las células tiene la capacidad de formar colonias) mayor 

que las líneas radio-sensibles se realizaron ensayos clonogénicos. Estos ensayos 

nos permitieron validar que las células radio-resistentes mantuvieron diferencias 

respecto de su contraparte radio-sensible. En la figura 6 puede observarse que más 

del 50% de las células HeLa radio-resistentes son capaces de generar colonias bajo 

una dosis de 3.3 Gy, mientras que sus parentales resisten menos bajo estas dosis 

(en este caso, sólo el 30% de ellas puede generar colonias). En el caso SiHa (ver 

figura 7) el 50% de las células radio-resistentes generan colonias en una dosis de 2 

Gy. Mientras que CasKi radio-resistente tiene una DL50 bajo 3 Gy (ver figura 8).  

Esto indica que las líneas celulares radio-resistentes tienen la capacidad de 

sobrevivir  a dosis mayores que sus respectivas parentales.  
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Figura 6. Ensayo clonogénico de HeLa, Imagen de las colonias formadas (A), DL50 
de las líneas RR contra su parental (B). 

 

 

 

Figura 7. Ensayo clonogénico de SiHa, Imagen de las colonias formadas (A), DL50 
de las líneas RR contra su parental (B). 
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Figura 8. Ensayo clonogénico de CasKi, Imagen de las colonias formadas (A), DL50 
de las líneas RR contra su parental (B). 

 

 

Purificación de RNA 

Para llevar a cabo la síntesis de cDNA se analizó la integridad del RNA obtenido de 

las líneas celulares RR y RS, se colocaron 500 ng de cada muestra en los pozos de 

un gel de agarosa al 1.5%, teñido con bromuro de etidio, el cual migró a 60V durante 

40 min. En la figura 9 se pueden apreciar las bandas que corresponden al RNA 28s y 

el RNA 18s y lo cual nos indica que nuestro RNA se encuentra íntegro por lo que se 

procedió a realizar la reacción de RT-qPCR. 
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Figura 9. Gel de integridad del RNA. En la banda superior se observa el RNA 
28S seguido del RNA 18S. 

 

Valoración de los microRNAs control para el modelo de radio-

resistencia y radio-sensibilidad.  

 
Para poder normalizar nuestros datos se evaluaron dos microRNAs 

endógenos, RNU44 y U6 (referencia), en las líneas celulares radio-resistentes y 

radio-sensibles, seleccionando el que tuviera una expresión homogénea entre todas 

las líneas celulares de estudio. En la figura 10A y 10B se observa que U6 tiene un 

comportamiento homogéneo en todas las líneas celulares radio-resistentes y radio-

sensibles en comparación con RNU44, por esta razón se decidió utilizar a U6 como 

control.  



43 

 

 

 

Figura 10. Señal detectable de fluorescencia de  U6 y RNU 44 en las diferentes 
líneas celulares Radio-sensible (RS) y Radio-resistente (RR). 
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Obtención de la expresión relativa de los microRNAs a partir 

de las líneas celulares. 

Una vez que valoramos cual sería el mejor control endógeno para nuestro trabajo se 

procedió a medir los niveles de expresión de miR-125a y miR-125b en las líneas 

celulares RR con dosis de 2 Gy contra sus parental, y los resultados revelan que la 

expresión de miR-125a es 0.85 veces menor en HeLa RR con respecto a HeLa RS. 

De igual forma, miR-125b se encontró 0.61 veces menos expresado en HeLa RR 

comparada con su respectivo control sin radiación (ver Figura 11). Por el contrario, la 

expresión de miR-125a se encontró 2.14 veces más elevada en SiHa RR contra su 

control radio-sensible, mientras que la de miR-125b es 3.36 veces más elevada en 

células SiHa RR con respecto a su parental (ver Figura 12). Además, ambas líneas 

celulares muestran diferencias significativas entre los niveles de expresión de miR-

125a y miR-125b (ver figuras 11 y 12). En el caso de CasKi (ver figura 13) no hubo 

diferencias significativas entre los miRNAs de estudio bajo las diferentes condiciones. 

Con estos resultados se podría pensar que la expresión de miR-125a y miR-125b se 

asocia con el fenómeno de radio-resistencia en las líneas celulares HeLa y SiHa, sin 

embargo, en CasKi no muestra la misma desregulación de estos microRNAs. 

Posiblemente se deba a su origen tisular. Debido a que HeLa presentó el mismo 
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comportamiento que los tumores de CCu que no respondieron al tratamiento, se 

utilizó este tipo celular como modelo de radio-resistencia. 

Figura 11. Perfiles de expresión de los miRNAs. (A) Expresión relativa de miR-125a 
en la línea celular HeLa RR sometidas a 2 Gy contra su parental. (B) Expresión de 

miR-125b HeLa RR con 2 Gy contra su control. 
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Figura 12. Perfiles de expresión de miR-125b y miR-125b (A) Expresión relativa de 

miR-125a en la línea celular SiHa RR sometidas a 2 Gy contra su parental. (B) 
Expresión de miR-125b SiHa RR con 2G y contra su control. 

 
 
 
 
 

 
Figura 13. Perfiles de expresión de los miRNAs. (A) Expresión relativa de miR-125a 
en la línea celular CasKi RR sometidas a 2 Gy contra su parental. (B) Expresión de 

miR-125b CasKi RR con 2 Gy contra su control. 
 
 

 

La expresión de miR-125a y miR-125b es dependiente de la 

radiación ionizante 

 

Para evaluar si miR-125a y miR-125b eran dependientes del estímulo (dosis 

fraccionada de 2 Gy), se midieron los niveles de expresión en las líneas HeLa RS, 



47 

 

HeLa RS con 2Gy, HeLa RR y HeLa RR con 2Gy. En la figura 14 se observan los 

niveles de expresión de ambos microRNAs en las cuatro condiciones, la expresión 

de miR-125a y miR-125b disminuye bajo una dosis subletal (2Gy) en células 

sensibles, indicando que ambos miRNAs dependen del estímulo de radiación en 

células que no habían sido expuestas a radiación ionizante. Notablemente, HeLa RR 

(con y sin 2 Gy) mantiene el mismo nivel de expresión a pesar del estímulo. Lo cual 

nos lleva a especular que el fenotipo en las líneas radio-resistente es diferente al de 

las radio-sensibles.  

 

Figura 14. Perfiles de expresión de los miRNAs. (A) Expresión de miR-125a en HeLa 
bajo dosis de radiación (2 Gy). (B) Expresión de miR-125b en HeLa bajo dosis de 

radiación (2 Gy). 
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Determinación de posibles blancos de unión de miR125a y 

miR-125b  

Mediante un análisis bioinformático en la plataforma miRTarBase se 

determinaron los posibles blancos de miR-125a y miR-125b que pudieran estar 

involucrados en el proceso de resistencia a la radiación, moléculas en principio 

implicadas en procesos de reparación del ADN, proliferación y supervivencia. A su 

vez se tomaron en cuenta cuales ya han sido validados por medio de técnicas de 

biología molecular, y los que han sido pronosticados por análisis bioinformáticos (ver 

tabla 13). 

 

miR-125a miR-125b 

Validados No validado Validados No validado 

CDKN1A SPI AKT1 E2F7 

 E2F7 RAF1  

 
Tabla 13. Posibles blancos de miR-125a y miR-125b involucrados con la radio-
resistencia utilizando los algoritmos de miRTarBase, los genes validados ya se 

encuentran reportados con blancos de estos miRNAs mientras que los no validados 
sólo se han determinado por análisis bioinformático. 
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Determinación de los blancos por medio de RT-qPCR 

 

Para determinar si había correlación entre los niveles de expresión de los 

microRNAs y los niveles de expresión de posibles blancos moleculares, se valoró su 

expresión por medio de qRT-PCR. Para ello, en primer lugar se estandarizaron las 

condiciones de amplificación por medio de PCR punto final (ver figura 15). 

Posteriormente se realizó una qRT-PCR. En la figura 16 se muestran las gráficas de 

los niveles de expresión relativa de cada blanco. Los resultados no fueron los 

esperados pues no se encontró correlación del nivel de expresión de miR-125a y 

miR-125b con los mensajeros de SP1, E2F7, AKT1 Y RAF1; sin embargo, se 

observó que CDKN1A sí tiene correlación con la expresión de los microRNAs (ver 

figura 16A). La expresión de CDKN1A en las células HeLa radio-sensibles se 

encuentra disminuida, mientras que en las HeLa radio-resistentes aumenta 

significativamente. Interesantemente aumentó la expresión en HeLa RS con 2Gy 

contra Hela RS, lo cual nos estaría indicando que la expresión de CDKN1A es 

dependiente del estímulo de radiación (2Gy) como sucede con ambos miRNAs. Una 

vez que se determinó que CDKN1A podría ser un posible blanco de miR-125a y/o 

miR-125b se prosiguió con el análisis del nivel de proteína de este gen.  
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Figura 15. Detección de la amplificación de los blancos por PCR de punto final por 
medio de electroforesis con HeLa RS contra HeLa RR. (A)CDKN1A, (B)SP1, 

(C)E2F7, (D)AKT1 y (E)RAF1. 
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Figura 16. Perfiles de expresión de los posibles blancos. (A) Expresión de CDKN1A 
en HeLa bajo diferentes condiciones (B) Expresión de SP1. (C) Expresión de E2F7. 

(D) Expresión de AKT1. (E) Expresión de RAF1. 
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Expresión de p21 blanco de miR-125a 

De acuerdo al resultado anterior se analizó el nivel de proteína de CDKN1A 

(p21) por medio de Western Blot, además se realizo la densitometría. En la Figura 17 

puede observarse la detección de p21. Notablemente existe un patrón similar entre 

mRNA (ver figura 16A) y la proteína, lo cual nos indica que miR-125a y miR-125b 

tiene un efecto sobre p21 a nivel de mRNA como a nivel de proteína.  

 

 

Figura 17. Expresión relativa de p21. (A) Western Blot de p21 con las diferentes 
condiciones. (B) Densitometría de p21 bajo los distintos tratamientos. 
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En conclusión, existe una correlación entre el nivel de expresión de CDKN1A y 

miR-125a y miR-125b, por lo que podría ser un blanco potencial. Que además podría 

estar involucrada en la radio-resistencia en cáncer cervical. Por otra parte, los 

blancos validados como AKT1 y RAF-1 no se ven afectados por la expresión de 

ambos microRNAs.  
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Discusión  

De acuerdo a los resultados obtenidos la sobreexpresión de miR-125a y miR-

125b se asocia con el proceso de radio-resistencia adquirida en CCu. Mediante el 

análisis bioinformático descubrimos que algunos de sus blancos como p53, algunos 

miembros de E2F, AKT1, RAF-1, lin-28a, SP1, CDKN1A, entre otros, están 

involucrados en procesos biológicos como la reparación del DNA, crecimiento celular 

y evasión de la apoptosis. Nuestro estudio demuestra que miR-125a y miR-125b 

actúa como supresor de tumores por medio de la regulación de p21 el cual fue el 

principal blanco asociado al proceso de radio-resistencia en CCu. En este sentido es 

importante recalcar que los miembros de la familia miR-125 son microRNAs que 

puede promover el desarrollo del fenotipo tumoral o inhibirlo en diferentes tipos de 

tumores, por ejemplo; cáncer de mama, hepatocarcinoma, melanoma, cáncer de 

vejiga, osteosarcoma, carcinoma celular cutáneo escamoso entre otros, sin embargo 

aún no se ha descrito la relación entre la familia de miR-125 con CCu. Distintos 

estudios han demostrado que estos miRNAs tienen una gran cantidad de blancos 

que le permiten regular diversos procesos que promueven el desarrollo del cáncer 69.  

Scott y colaboradores determinaron que miR-125a y miR-125b actúan como 

supresores de tumores por medio de la regulación de ERBB2 y ERBB3 en cáncer de 

mama. Al estar subexpresado ambos microRNAs, ERBB2/3 se sobre expresa 

 aumentando la resistencia a los fármacos en las líneas celulares63. De igual forma, 
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Hofmann y colaboradores hallaron correlación entre los niveles de expresión de miR-

125b y c-Raf-1 en cáncer de mama, La presencia de miR-125b tiene como resultado 

la disminución de los niveles de proteína endógena de c-Raf-1, ocasionando una 

disminución la proliferación celular y aumento en la apoptosis29. Estos trabajos 

demostraron su función como supresor de tumores sin embargo, miR-125b también 

puede actuar como onco-miR induciendo metástasis por medio de STARD13 en 

cáncer de mama71. En otro estudio se confirmó la participación de miR-125b en el 

proceso de resistencia a la Temozolomida, indicando que  miR-125b es un regulador 

indirecto de la actividad de NF-kB por medio de TNFAIP3 Y NKIRAS2, ocasionando 

la evasión de la apoptosis y la proliferación celular en Glioblastoma24. 

Sorprendentemente, un estudio en cáncer de ovario demostró que miR-125b se 

encontraba subexpresado en una línea celular de ovario resistente a paclitaxel, sin 

embargo en la misma línea celular de ovario, resistente a cisplatino, miR-125b se 

sobreexpresaba, lo cual sugirió que miR-125b puede tener un rol opuesto en 

diferentes líneas celulares resistentes a los fármacos67. Esto nos indica que la 

regulación de miR-125b puede ser fármaco específico. Tomando en cuenta lo 

anterior podemos ver que la familia de miR-125 está involucrada en el proceso de 

carcinogénesis actuando como supresor de tumores u onco-miR. Sin embargo, 

debido a la gran cantidad de blancos que presentan esta familia de miRNAs el 

proceso de carcinogénesis puede no ser similar en los diferentes tipos de tumores58; 

69.  
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En este estudio buscamos y evaluamos los blancos candidatos de miR-125a y 

miR-125b (ver tabla 13), los cuales tienen funciones asociadas a la reparación del 

DNA, evasión de apoptosis y proliferación, además de estar relacionados con la 

resistencia al tratamiento en distintos tipos de cáncer. Uno de ellos es el factor de 

transcripción Sp1 que regula la expresión de diversos genes involucrados en 

proliferación, apoptosis y reparación de DNA. Sus modificaciones post-traduccionales 

pueden ser fosforilaciones, acetilaciones, glucosilación y sumoilación, modulando así 

su interacción con los factores de remodelación de cromatina, el DNA, la maquinaria 

de transcripción así como otros factores de transcripción que incrementen o inhiban 

la expresión de genes7. Principalmente se le asocia con la respuesta a la radiación 

ionizante y H2O2 ya que ATM se encarga de fosforilarlo para que facilite la 

reparación del rompimiento de doble cadena, por medio del reclutamiento de 

proteínas que se unen al promotor impidiendo su expresión de los genes70. 

Interesantemente se ha reportado en numerosos estudios que Sp1 se encuentra 

sobre expresado en diversos tipos de tumores incluso en CCu y que esto promueve 

la carcinogénesis13; 15; 49. Un estudio reporto que Sp1 se encuentra sobre expresado 

en cáncer nasofaríngeo y que se correlaciona con tumores en estadios avanzados y 

metástasis, además que los pacientes con una alta expresión de Sp1 tienen menos 

respuesta a la radioterapia contra los que presentan una baja expresión80. De 

acuerdo a los datos obtenidos en nuestro estudio SP1 (ver figura 16B) cuando HeLa 

radio-resistente es expuesta a una dosis de radiación de 2Gy SP1 se sobre-expresa, 
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lo cual podría suponer que se están llevando a cabo mecanismos de reparación del 

DNA y la supervivencia de las células. Por otra parte, cuando expusimos a las 

células radio-sensibles a la dosis de 2Gy SP1 se sub expresó. Aunque este resultado 

no concuerda con los antecedentes reportados; Jian-Ying Chuang y colaboradores 

sugirieron que SP1 tiene un papel dual, y que la sobre expresión de Sp1 promueve la 

apoptosis por medio de p53. Como es conocido HeLa se encuentra infectada por el 

virus VPH, lo que conlleva a una deficiencia de p53. Pero ellos sugieren que HeLa a 

pesar de estar infectada puede contener una cantidad suficiente de p53 que 

promueve la apoptosis a través de SP1, por lo que al sobre expresar a Sp1 las 

células inhiben su crecimiento y promueven la apoptosis15, partiendo de este 

razonamiento podríamos suponer que HeLa RS a 2Gy disminuyó la expresión de 

Sp1 para evadir la apoptosis y así seguir proliferando sin importar el daño al DNA. 

Nuestros resultados referentes a la regulación de SP1 por medio de miR-125a no 

son contundentes, ya que no hay correlación entre los niveles de expresión, 

posiblemente SP1 esté regulado por otros factores como los descritos e impiden ser 

regulados por miR-125a. 

En el caso de E2F7, el cual es un factor de transcripción dentro de la familia 

E2F, que actúa como un inhibidor de la progresión del ciclo celular cuando hay daño 

al DNA pero también tiene una influencia en el proceso de reparación del mismo 90, 

además un estudio en cáncer de mama sugiere que la sobreexpresión de E2F7 
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reprime la expresión de miR-15a/16 lo cual incrementa la sobreexpresión de Ciclina 

E1 y Bcl-2 ocasionando la resistencia al tamoxifen14, con base a lo anterior se 

propuso que existe una relación entre E2F7 y el cáncer, sin embargo en nuestro 

modelo no encontramos asociación entre miR125a y/o miR125b con E2F7, y a su 

vez no existió asociación con la radioresistencia en este modelo(ver figura 16C). 

Al contrario de los blancos antes mencionados AKT1 si se ha descrito que es 

regulado por miR-125a-3p y miR-125b incluso se ha involucrado en la radio-

resistencia. La activación aberrante de Akt prevalece en las células tumorales, por lo 

que se encuentra sobre expresada, y está involucrada con la proliferación, la 

supervivencia, el crecimiento celular, el metabolismo de la glucosa, la motilidad y la 

angiogénesis72. Lihi Ninio-Many y colaboradores demostraron que miR-125a-3p se 

encuentra regulando a Akt de manera indirecta teniendo un impacto en la 

proliferación y la migración en células de cáncer de próstata54. Por otra parte 

estudios han sugerido que miR-125b regula la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR ya 

que al restaurar la expresión de miR-125b en la línea celular A673 se observó 

inhibición de la proliferación celular, migración e invasión así como el arresto del ciclo 

celular y la inducción de la apoptosis 44. Además se ha reportado en diferentes líneas 

celulares la influencia de PI3K/Akt con la respuesta a la radiación ionizante, 

específicamente se ha demostrado que la fosforilación de Akt1 en S473 está 

asociada con la respuesta a la radioterapia en pacientes con CCu en estadios 



59 

 

localmente avanzados, aún se desconoce el mecanismo por el cual Akt regula la 

supervivencia celular sin embargo unos de los principales mecanismos seria su 

actividad anti-apoptotica, ya que Akt fosforilado puede desactivar proteínas pro-

apoptoticas como BAD, BAX y caspasa 946. Sin embargo, en nuestro trabajo no 

encontramos diferencias entre el nivel de expresión de AKT y miR-125b (ver figura 

16D), tal vez esto se deba a que generalmente AKT se encuentra sobreexpresado en 

HeLa RS y aunque lo expongamos a la radiación ionizante no genera cambios en su 

expresión. Por otra parte se desconoce la razón por la cual AKT se sub-exprese en 

HeLa RS a 2Gy ya que AKT claramente es un proto-oncogen.  

Raf-1, también conocido como c-Raf, es un intermediario de la vía de 

señalización Ras-Raf-MEK-ERK que se encarga de regular la proliferación celular. 

Por lo que la activación excesiva de esta vía está asociada al desarrollo de la 

carcinogénesis diversos tumores38; 47. Se ha reportado que miR-125b se une 

complementariamente a la 3’UTR de Raf-1, reduciendo el nivel de proteína endógeno 

provocando que se inhiba la proliferación y la supervivencia en cáncer de mama29. 

Adicional a esta información la sobreexpresión de Raf-1 se ha visto involucrado en la 

resistencia a la radioterapia en cáncer de próstata35. Lo cual concuerda con datos del 

estudio donde HeLa RR 2Gy se sobre-expresa (ver figura 16E), sin embargo no hay 

correlación entre el nivel de miR-125b con HeLa RR ni HeLa RS 2Gy, por lo que se 

podría suponer que existe otro mecanismo regulador de Raf-1 bajo esas condiciones. 
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De acuerdo a la literatura CDKN1A, que codifica para p21, es un inhibidor de 

las cinasa dependientes de ciclina, la cual al unirse con la cilina-CDK2, CDK1 y 

CDK4/6 inhibe su función regulando la progresión del ciclo celular en la fase G1-S 

(ver figura 18), por lo cual también puede ocasionar senescencia. Uno de los 

principales factores que activan a p21 es p53 ya que al existir un daño en el DNA es 

necesario detener el ciclo celular para su posterior reparación, en caso de que la 

restauración sea inadecuada p53 promueve la apoptosis19. p21 es bien conocido 

como un supresor de tumores debido a su función, pero recientes estudios han 

demostrado que dependiendo del contexto celular y las circunstancias puede actuar 

como pro-oncogen o supresor de tumores independientemente de p532. 

Un estudio en el 2010 determino que CDKN1A es blanco directo de miR-125a 

por medio de ensayos de luciferasa85. Adicionalmente p21 se ha asociado con la 

resistencia a la radioterapia. En el 2001 se propuso que la sobreexpresión de p21 

estaba relacionada con la resistencia a los rayos gamma en gliomas, ya que 

aumentaba la supervivencia y suprimía la apoptosis con o sin la presencia de p5340. 

Stephen G. Maher y colaboradores sugirieron que el arresto celular y la acumulación 

de los mecanismos de p21 contribuyen a la radio-resistencia en adenocarcinoma de 

esófago31. Nuestros resultados son muy parecidos a lo reportado ya que al estar 

reprimida la expresión de miR-125a y miR-125b en HeLa RR (ver figura 13) los 

niveles de CDKN1A aumentan tanto a nivel de mRNA (ver figura 16A), como de 
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proteína (ver figura 17). Aún se desconoce el mecanismo por el cual p21 puede 

mediar la radio-resistencia pero lo que podría estar pasando en nuestro modelo se 

asocia al papel anti-apoptótico de p21, ya que cuando p21 es fosforilado se acumula 

en el citoplasma, ocasionando la represión de factores pro-apoptóticos (ver figura 

18). p21 también puede regular indirectamente la transcripción de diversos genes. 

Otro papel importante es el de la regulación de la síntesis y reparación del DNA, ya 

que se une a PCNA (un complemento de la DNA polimerasa), por lo que cuando p21 

es fosforilado en Thr45 se inhibe la interacción con PCNA, ocasionando la reparación 

y síntesis del DNA2. Otro mecanismo de reparación que se propone es el de PARP-1 

ya que p21 estimula la unión de PARP-1 con los intermediarios de la reparación del 

rompimiento del DNA de una sola cadena como la de doble cadena18. 
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Figura 18. Función molecular de p21 involucradas con cáncer. (a) Bajo ciertas 
condiciones p21 regula la actividad de las algunas ciclinas dependientes de cinasa. 

(b) p21 regula a PCNA de manera negativa por lo que regula indirectamente la 
reparación del DNA. (c) La expresión de genes regulados por E2F1, STAT3 y MYC 
también es regulada por p21. (d) Como oncoproteína p21 regula la evasión de la 

apoptosis. 

 

En conclusión nuestro trabajo demuestra que p21 es blanco de miR-125a y 

miR-125b que promueve la radio-resistencia en CCu. La disminución de miR-125a y 

miR-125b permite que el transcrito de CDKN1A sea traducido ocasionando la 
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acumulación de p21 en el citoplasma e inhibiendo a factores pro-apoptóticos como 

caspasa 8 y 10, SAPK, ASK1 y la pro-caspasa 3 (ver figura 19). En la mayoría de los 

trabajos se reporta a p21 sub expresada en líneas celulares radio-resistentes, por lo 

cual es de interés el comportamiento que tiene en nuestro modelo. No obstante falta 

elucidar cual es el mecanismo por el cual la célula tumoral de CCu no responde al 

tratamiento cuando hay un aumento de p21. 

 

Figura 19. Mecanismo de radio-resistencia propuesto en nuestro modelo. 
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Conclusión 

 Se logró determinar los niveles de expresión de miR-125a y miR-125b en un 

modelo in vitro de CCu radio-resistente. 

 Se evaluaron cinco posibles blancos de unión con miR-125a y miR-125b de 

los cuales p21 fue el único en estar asociado con el nivel de expresión de 

ambos microRNAs. 

 miR-125a y miR-125b puede estar participando en la radio-resistencia en CCu 

mediante la regulación negativa de p21por el proceso de evasión de la 

apoptosis. 
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