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Resumen

En nuestro pais el cancer cérvico-uterino (CCu) es una de las principales
causas de mortalidad por cancer en mujeres, representando el 11.9% de muertes por
cancer. Lamentablemente la falta de politicas 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 progresion del cancer 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
reparacion del DNA, proliferacién y evasion de la apoptosis. miR-125a y miR-125b
son microRNAs que pertenecen a la familia miR-125 los cuales se ha reportado que
actian 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
modulacion de radio resistencia en un modelo in vitro de cancer cérvico-uterino. Los
resultados demuestran que la sub expresiéon de ambos microRNAs favorece la
resistencia a la radioterapia en lineas celulares derivadas de CCu (HelLa).

Interesantemente, p21 es un blanco en comin de miR-125a y miR-125b, el cual se
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encontraba sobre-expresado y se relaciona con la evasion 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 HelLa 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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Introduccion

De los distintos tipos de cancer que padecen las mujeres en nuestro pais, el
cancer cérvico-uterino (CCu) es la segunda causa de muerte: sélo en 2012 se
registraron 13,960 nuevos casos y 4,730 muertes . El cancer cérvico-uterino es una
neoplasia maligna que se desarrolla en el epitelio del Utero. Su principal factor
etiolégico 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 céancer, sin embargo lo es el Unico, existen algunas moléculas que permiten
regular diversos procesos celulares los cuales ayudan a promover el desarrollo de la

carcinogeénesis.

De manera general, el tratamiento para los pacientes con CCu incluye
esquemas de radioterapia en combinacion con quimioterapia basada en cisplatino.
Lamentablemente, cerca del 50% de los pacientes mueren debido a un fenbmeno
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-expresién de proteinas asociadas con el dafio al ADN, la
evasion de la apoptosis y la desregulacién de diversos microRNAs. Los microRNAs

(o miRNASs) son RNAs pequeiios, no codificantes, de aproximadamente 21-26 nt, los
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cuales regulan eventos post-transcripcionales a través de la unién de las bases 2-8
de la regién semilla del miRNA y la 3’'UTR de su mRNA blanco & . miR-125a y miR-
125b son miRNAs asociados con la resistencia a la quimioterapia en diferentes tipos
de tumores por lo que podrian ser intermediarios en modulacion de la radio-
resistencia en CCu®. 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 hipotesis se evalué la expresion relativa de ambos miRNAs en un modelo de
lineas celulares radio-resistentes contra su respectivo control sin radiacion (lineas
celulares parentales). Los resultados demostraron que existen diferencias
significativas entre en los niveles de expresibn de ambos microRNASs.
Adicionalmente, uno de los blancos de miR-125a y miR-125b es p21 el cual al estar
subexpresado se asocia con la progresion de la fase G1/S del ciclo celular, sin
embargo, en nuestro estudio la subexpresion de miR-125a y miR-125b resulta en la
sobreexpresion de p21 lo cual promueve la inhibicion de factores pro-apoptéticos
como las caspasas, lo que permite evadir la apoptosis en el proceso de radio-

resistencia en CCu.



Antecedentes

Cancer

El cancer es un conjunto de patologias que dan como resultado el crecimiento
anormal de las células, causado por multiples factores, que van desde cambios en la
expresion genética hasta cambios efectuados por elementos exégenos’®. Las células
neoplasicas 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 celulares®, se distinguen

ocho caracteristicas intrinsecas a la célula tumoral (ver figura 1)°.

Autonomia en sefales de crecimiento; Los factores de crecimiento como EGF
(epidermal growth factor) e IGF (Insulin-like growth factor) son los actores en este
fendémeno; participando en el control del ciclo celular, la proliferacion, supervivencia y
el metabolismo; ademas de ser moléculas clave en la comunicacion intercelular,
iniciando un evento de transformacion tumoral a través de la activacion de cascadas

de sefializacion como PI3K/AKT y RAF/MAPK®’.

Evasion de sefiales supresoras de crecimiento; Uno de los mecanismos mejor
conocidos es la inhibicion de p53 y Rb; los cuales son reguladores celulares que
gobiernan las decisiones de proliferacion, activan la senescencia y la apoptosis por

medio de la activacion de otras proteinas y factores de transcripcién por lo que
3



mutaciones 0 inactivacion de estos, por medio de degradacion proteolitica,

promueven la proliferacién celular®.

Evasion de la muerte celular programada; Bcl2 y Bcl-XL son genes
antiapoptoticos que encuentran sobreexpresados en las células tumorales, se
encargan de impedir la liberacion 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. Ademas, promueven la necrosis de algunas
células neoplasicas para que el microambiente tumoral contenga factores necesarios

para el constante crecimiento del tumor?:,

Replicacion ilimitada; Los telédmeros determinan el nUmero de veces que se
puede replicar una célula normal, cuando estos se acortan el numero de
replicaciones celulares se limitan; sin embargo la sobreexpresion de la telomerasa,
enzima que se encarga de extender los telomeros en cada ciclo replicativo del DNA,

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

Angiogénesis sostenida; La formacién de nuevos vasos sanguineos es una
consecuencia del crecimiento de la masa tumoral. La difusion del oxigeno en
nuestros tejidos tiene un limite de aproximadamente 8um; cuando el tumor ha
superado este diametro; es necesaria la formacién de nuevos vasos sanguineos.

Diferentes citocinas como VEGF (vascular endotelial growth factor) participan en las



cascadas de sefalizacion necesarias para la angiogénesis que suministran a las
células tumorales de los nutrientes necesarios ademas de ser vias de acceso a

vasos sanguineos distantes®.

Invasion y metéastasis; Con el paso del tiempo los recursos de las células
neoplasicas se pueden ver limitados, pues el microambiente tumoral ya no es apto
para su proliferacion y crecimiento. Algunas células tumorales modifican los niveles
de expresion de enzimas capaces de degradar la matriz extracelular; tales como las
metaloproteasas. Inhibiendo la expresion de enzimas de adhesiéon celular como E-
cadherina. Estos procesos le permiten a la célula tumoral incorporarse al torrente

sanguineo y colonizar un tejido distante generando metastasis®®.

Desregulacion del metabolismo celular; Las células neoplasicas tienen la
capacidad de reprogramar o modificar el metabolismo. La sobreexpresion de
transportadores de glucosa como GLUT1 y enzimas involucradas en las vias
metabolicas facilitan el flujo y oxidacion de la glucosa, promoviendo y optimizando la

generacion de ATP?.

Por ultimo, la evasién de la destruccion inmunolégica; La respuesta
inmunolégica es el principal mecanismo por el cual un organismo pueden combatir
infecciones por microorganismos y pardsitos. Las células tumorales no son una

excepcion, por ende la secrecion de factores inmunosupresores como TGF- o el



reclutamiento de células inflamatorias como las células T o las células MDSC (por
sus siglas en inglés, myeloid-derived suppressor cells) pueden suprimir la funcion

citotéxica de los linfocitos y asi superar la barrera del sistema inmune’®.

Insensibilidad
a senales
inhibidoras
de crecimiento

Autonomia
en senales
de crecimiento

Desregulacion
del Evasion de la
metabolismo destruccion
celular

inmunoldgica

Evasion Potencial
de la replicativo
muerte ilimitado
celular
Inflamacion
. continua
Inestapulu_dad promovedora
genomica de tumores

Invasion y

Angiogénesis metistasis

sostenida

Figura 1. Caracteristicas las células tumorales que adquieren durante el proceso de
carcinogénesis .



Cancer cérvico-uterino

El cérvix se encuentra en la parte baja del utero y conecta la vagina con el
Gtero. La parte proxima a la vagina se le conoce como exocervix, esta zona esta
recubierta por células escamosas, mientras que la parte cercana al uUtero se
encuentra recubierta con células glandulares y se conoce como endocervix?’. 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, respectivamente®. Este proceso de carcinogénesis no es
instantaneo. Las células adquieren gradualmente los cambios para transformarse en
una célula neoplasica, proceso que puede durar décadas (15 a 20 afios) °%. Por esta
razon, se debe de evaluar afio con afio los cambios morfoldgicos en las células del
cuello uterino por medio del Papanicolaou; examen necesario en la prevencion del
cancer. Por otro lado, los estudios histopatolégicos en los que requieren una biopsia,
ya sea por colposcopia o toma directa, son utilizados en pacientes que ya presentan
células tumorales’™. En este sentido el tratamiento para las pacientes depende del
estadio en el que se encuentre el tumor. A este respecto, la estadificacion clinica
actual del CCu esta basada en el sistema de la Federacion Internacional de

Ginecologia y Obstetricia (FIGO) #, que se puede observar en la tabla 1.



Estadio Caracteristica
FIGO

|
1A

1A1
1A2

1B1
B2

&1
A2
13
Ul

NIA
1)
IVA

Carcinoma cervical confinado al Gtero (la extension al cusrpono debe ser tenicla an cuenta),

Carchoma invaser diagnosticado sdlo mediante mictoscopia. Inwvasion del estroma con una profundidad maxima de 5 mm y una extension
horzontal< & 7 mm. El compromizo del compartimento vascular, venoso o linfético no afecta la clasificacion

Invasion estromal s 3 mm en profundidad y =7 mm de sxtension horizontal,

Invasion estromal> 3 mmy < 5 mm en profundidad, con una extensionhorizontal= a 7 mm,

Lesion clinicamente visible confinada al cuello uterino o lesidn microscopicamayorque T1allA2

Lesion clinicamente visible = 4 cm en su mayor diametro

Lesion clinicaments visible >4 cm en su mayor diametro

Carcinoma cervical que mvade mas alla del utero, perono compromete la pared pelvica o &l tercio inferior de la vagina.

Tumor sin invasion de parametslos

Lesion clinicamente visible = 4 cm en su mayor diameatro

Lesion clinicaments visible > 4 cm &n su mayor diametro

Tumor con mvasion de parametrios, sin llegar a la pared pelviana

Tumor que se sxtiende a la pared palvica ylo compromete el tercio nferior de ka vagina y/o causa hidronefrosis o akeracion de la funcien
renal,
Eltumor compromete altercio inferior de la vagina, sin extension ala pared paivica

Eltumor se extiende a la pared pélvica yfo hidronefrosis o alteracion de la funcion renal

El tumor invade la mucosa de la vejiga o del recto y/o se extiends mas alla de la pelis (8l edema bulloso no &s suficients para clasificar un
tumor come T4),

Tabla 1. Estadificacion del cancer cérvico-uterino de acuerdo a los criterios de FIGO.

A pesar de los esfuerzos por realizar campafias de deteccion oportuna; en los

paises con economias emergentes; una gran cantidad de pacientes son

diagnosticados se diagnostica con CCu localmente avanzado (1B — IVA)>*,

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

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

pacientes con CCu estan 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 **. Los tipos de alto riesgo 16 y 18 se
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encuentran en un 70% de los casos de cancer cervical;, por lo que son un factor
importante en el desarrollo de esta neoplasia®*. 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 carcinogénesis. El
principal factor para que se lleve a cabo la transformacion de la célula tumoral es la
desregulacion de las proteinas (por medio de las oncoproteinas del VPH) que se
encargan de mantener el adecuado crecimiento celular de la célula hospedera, lo
gque a su vez activa o desregula otras moléculas que van a promover la

tumorigénesis> 3,

Morbilidad de cancer cérvico-uterino

En las neoplasias que afectan a la mujer, el cancer cérvico-uterino ha sido y
sigue siendo una de las neoplasias malignas mas comunes. Desde 1975 a 2008 el
CCu se encontraba en segundo lugar a nivel mundial seguido del cancer de mama,
en 2008 se reportaron 529,000 casos y 274,000 muertes. Con el paso del tiempo, y
gracias a los programas de deteccion oportuna, los casos descendieron, ocupando el
quinto lugar contabilizando ambos sexos y el tercer lugar sélo en mujeres,
disminuyendo un 0.4% en la incidencia y un 3.3% en la mortalidad *%.

Lamentablemente, en los paises emergentes como México los estadios localmente

avanzados son los que prevalecen (ver figura 2).



Estimacion de casos en mujeres con cancer(2012)

Regiones en mayor desarrollo Regiones en menor desarrollo

Mama

Colorectal

Pulmon

Cervico Uterino
Estomago

Utero

Ovario

Tiroides

Higado

Linfomano Hodgkin
Péancreas

Leucemia

Esofago

Rifion

Cerebro, Sistema nervioso

T T T 1 1 T T T T
1000 750 500 250 0 250 500 750 1000

il
{miles) Incidencia
Mortalidad

Figura 2. Distribucion de casos en mujeres con cancer en las regiones con mayor
desarrollo contra las de menor desarrollo %°.

Debido a que el principal factor de riesgo del CCu es el VPH (el cual se
transmite por relaciones sexuales) muchas mujeres jovenes llegan a estar infectadas,
pero dado que el proceso de carcinogénesis es largo no se llega a detectar hasta
una edad avanzada (35-40 afios). La deficiencia de los programas para la prevencion
del CCu en los paises con menor desarrollo promueve una mayor tasa de mortalidad

en comparacion a los paises desarrollados (ver figura 3)*% >3,
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Tasa de mortalidad de cancer cervical en relacion a la edad

o)

=4

—

S @ Paises con menor
§ desarrollo

g BPaises con mayor
o desarrollo

w

45-54 afios  55-64 afios  +65 aflos

Figura 3. Distribucion de la mortalidad en relacion con la edad en mujeres con
cancer cérvico-uterino.

Actualmente, el CCu es uno de los principales problemas de salud en nuestro
pais. 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 cancer en mujeres. Por lo que es de suma importancia implementar
politicas de salud que ayuden a disminuir la tasa de incidencia en CCu y reducir los

estadios avanzados en los que pronostican a las pacientes %°.
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 °®. El virus interactta con la célula hospedera por medio de la unién de
los proteoglicanos heparan sulfato y la oncoproteina L1 (la cual compone la mayor
parte de la capside). Una vez que se da esta interaccion el virus entra por endocitosis
mediada por clatrina o por caveolina y ahi el DNA viral es liberado y transportado al
nucleo a través del rompimiento de enlaces disulfuro de la capside®. El genoma del
VPH tiene un tamafio aproximado de 8 kb y no tiene las enzimas que necesarias
para la replicaciéon del genoma viral, por lo que utiliza la maquinaria de la célula
hospedera®®. Consecutivamente, el genoma del VPH se mantiene como un elemento
extracromosOmico gracias a la expresion de E1, una DNA helicasa dependiente de
ATP necesaria para la replicacion y la amplificacién del episoma viral °, y E2 que es
un factor de transcripcién que permite la la regulaciéon de los genes E6 y E7%.
Adicionalmente, las proteinas E1 y E2 facilitan la segregacion correcta de los

genomas durante la division celular.

El episoma viral permanece con un nimero bajo de copias en el nucleo y sélo
se expresan las proteinas tempranas (E1, E2, E4, E5, E6 y E7). La integracién del
genoma del VPH es un evento crucial para la progresion del tumor el cual ocurre con
la escisién de los sitios E1/E2, ocasionando corrimiento del marco abierto de lectura
y conllevando a la sobre expresion de las oncoproteinas 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 sintesis del DNA viral ** . Para ello, E6 se encarga
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de ubiquitinizar a p53 por medio de la unién con E6AP (por sus siglas en inglés,
termed E6-associated protein), y asi p53 pueda ser degradado en el proteosoma,
reprimiendo la reparacién del DNA de la célula hospedera’®. A su vez, E7 se encarga
de inactivar a la proteina pRb mediante su fosforilacion, la hiper-fosforilacion de pRb
permite que se separe de factores de transcripcion, como la familia E2F, y asi se
lleve a cabo la expresion de genes que participan en la progresion del ciclo celular®.
Por su parte, la oncoproteina E5 se asocia con la proliferacion celular ya que se
interactia con el receptor del factor de crecimiento epidermal (REGF), ademas
permite la evasion el sistema inmune inhibiendo la expresion del Complejo Mayor de

Histocompatibilidad clase | (CMH de clase I)"".

La siguiente fase se da por la diferenciacion de las células epiteliales
infectadas con VPH, debido a la replicacién del DNA viral y también a la activacion
de la fase productiva del ciclo viral. En este punto se expresan los genes tardios del
VPH (L1 y L2). Las proteinas tardias L1 y L2 se expresan activamente en las capas
superiores del epitelio cervical; su funcibn es empaquetar el DNA viral para su
posterior liberacion e infecciébn de otras células epiteliales con la ayuda de la
oncoproteina E4. La infeccién por VPH puede estar asociada con cambios en la
morfologia epitelial que provocan verrugas planas benignas hiperproliferativas,
condilomas o papilomas. El patron de expresion del gen de VPH de alto riesgo en

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

13



en las verrugas, en donde los genes tardios presentan una baja expresion y se
completa el ciclo viral. Por el contrario, en las lesiones escamosas intraepiteliales de
alto grado (HSIL) y en el cancer 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 particulas infecciosa (ver figura 4) .
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Figura 4. Carcinogénesis cervical mediada por el virus del papiloma humano. a) El
VPH infecta las células columnares, que posteriormente formaran parte de la capa
basal del epitelio estratificado en la zona de transformacion, el virus penetra al
interior de la célula por endocitosis. b) En las etapas posteriores a la infeccidén se da
la produccion de las proteinas virales E1, E2, E5, E6 y E7, necesarias para la fase
proliferativa. La etapa final en la infeccion por VPH es la produccion de viriones, lo
guel ocurre en las capas superiores del epitelio, en el estrato promoviéndose la
formacion de las proteinas E1, E2 E4 y E5, asi como la de las constituyentes de la
capside, L1y L2. EI VPH no es litico y se ha sugerido que la proteina E4 contribuye
al egreso del virus de las capas superiores del epitelio *°.
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Tratamiento

Comunmente se utilizan diferentes tratamientos contra el CCu, como cirugia,
radioterapia y quimioterapia. Generalmente, la cirugia se utiliza como primera opcion
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 % .

Radioterapia

La radioterapia consiste en usar rayos X, gamma o particulas alfa de alta
energia que afectan a células neoplédsicas en constante division celular; sus

aplicaciones principales son:

e Tratamiento del tumor primario.
e Reduccién del tamafio del tumor antes de la cirugia.
e Eliminacion de células cancerosas después de la cirugia y para el
cancer metastasico.
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)
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presentan recurrencia de la enfermedad, debido a que adquieren resistencia a la
radiacion, siendo este el principal obstaculo para los pacientes que reciben
radioterapia y quimio-radioterapia, ocasionando un pronéstico desfavorable para las

pacientes® 6182,

Hasta el momento se conocen algunos de los factores que podrian estar
asociados con la radio-resistencia, como p53, RAS, RAF-1, BCL-2 y survivina, los
cuales son clave para la supervivencia y evasion de la apoptosis. Por otra parte, se
ha visto que la radiacion produce efectos letales en células a través de
modificaciones en la expresion de enzimas antioxidantes y mediante la generacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) que dafian el DNA, RNA vy lipidos,
ocasionando graves efectos citotoxicos. Proteinas como ATM, MRE11l, RAD50,
BRCA, Rad-3 y la proteina cinasa dependiente de ADN, todas involucradas con la
reparacion del ADN durante la radiacion, se encuentran asociadas (directa o
indirectamente) con la resistencia al tratamiento, sin embargo aun falta elucidar la

forma en la que pudieran estar involucradas °’.

Aunque se conocen los posibles genes implicados en la resistencia a la
radiacion, aun permanecen inciertos cuéles son los mecanismos moleculares que
regulan el fenotipo de multirresistencia® *° . Los miRNAs son moléculas que estan

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

resistencia en tumores de CCu.
microRNAs

Los miRNAs son RNAs pequefios de cadena sencilla, que miden entre 20 y 25
nucleotidos de longitud y estan involucrados en la regulacion de la expresion génica.
A nivel gendmico, la mayoria 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 Il. Muchos de estos transcritos son poliadenilados,
ademas de ser marcados con la 5’ CAP para evitar su degradacion. Posteriormente,
la enzima RNAsa lll (Drosha) y la proteina DGCRS8 interactian con ellos: el papel de
DGCRS es reconocer las zonas de corte de los extremos 5" y 3’ del pri-miRNA para
que Drosha pueda cortar y asi se produzca el pre-miRNA, el pre-miRNA es
exportado del nucleo hacia el citoplasma por medio de la exportina 5. Una vez en el
citoplasma la RNAsa tipo Ill (Dicer), junto con TRBP, corta el loop del pre—miRNA
para generar una doble cadena de miRNA. A continuacion, la proteina 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 hibridacién del

miRNA directamente con la region 3’UTR del mRNA blanco, lo que facilita la
17



posterior inhibicion o degradacion: si la union del miRNA se complementa con mRNA

éste sera degradado; por el contrario, sélo si la union es parcial se inhibira el mMRNA

(ver figura 5)% &,
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Figura 5. Procesamiento de miRNA. La RNA polimerasa Il transcribe los miRNAs y
son madurados a transcrito primario por medio de Drosha y DGCRS, el pri-miRNA es
exportado al citoplasma, una vez ahi el complejo proteico DICER se encarga de
cortar la estructura de horquilla del miRNA, quedando solamente un diplex 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 mMRNA blanco para su silenciamiento o degradacion.
Recientemente se ha visto que existen unas estructuras llamadas P-bodies, las
cuales reconocen la interaccibn miRNA-mRNA, ocasionando que se almacene dentro
de ellas el mRNA, por lo que no se lleva a cabo la traduccién®’
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MiRNAs asociados al proceso de carcinogénesis en CCu

Estudios recientes han demostrado que en diferentes tipos de cancer se
alteran los perfiles de expresion de varios miRNAS, y que estos regulan genes clave
como oncogenes y genes supresores de tumores. Diferentes trabajos reportan que
las oncoproteinas de VPH pueden inducir una expresion aberrante en algunos
mMiRNAs. Por ejemplo, miR-25, miR-27a, miR-92a y miR-378 tienen la caracteristica
de suprimir la expresién 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 actuan como miRNAs supresores de tumores, todos modulados por p53, E2F y
c-Myc. Estas proteinas, a su vez, son reguladas por las proteinas E6 y E7,
especialmente en VPH del tipo 16 y 18 % 8!, Se requiere la expresion activa de las
proteinas E6 y E7 para la proliferaciéon de las células tumorales, puesto que la
alteracion de centros de control del ciclo celular (como p53 y pRb) promoveria la
sefalizacion autoproliferativa, la evasion de la muerte celular programada y la

inmortalidad replicativa, entre otra®’.

Ejemplos de perfiles alterados durante la progresion del CCu demuestran que
existe un papel importante entre la expresion de los miRNAs y la metastasis,
observandose la sobreexpresion de miR-126, miR-96 y miR144 y una baja expresion
en miR-657, miR-490-5p y miR323-3p. Estos resultados sugieren que los diferentes

estadios de la patologia estan regulados por miRNAs especificos *'.
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En otro trabajo relacionado con CCu, demostré que la sub-expresion de miR-
143 y la sobreexpresion de miR-21 estan asociados con la regulacion de PTEN. La
sobreexpresion de miR-21 inhibe a PTEN provocando una mayor sefal de
supervivencia a través de la via PI3K, la cual activa a AKT y mTOR, lo que conlleva a

la reduccion de la apoptosis y permite la proliferacion celular *°.

Por otro lado, en cancer de mama se ha observado que la desregulacion de
miR-221 y miR-222 est4 asociada a la resistencia al tamoxifen, un quimioterapéutico
utilizado en pacientes con receptor de estrogenos positivo ?*. Ademas, Natasa

Anastasov y colaboradores °

propusieron que la sobreexpresion de miR-21 esta
directamente relacionada con la resistencia a la radiacion en cancer de mama, ya
gue este regula diversos genes que reparan el ADN, como Cdc25A. Otro estudio
realizado en CCu propone que la sobre-expresion de miR-181a tanto en pacientes

gue no respondieron al tratamiento como en la linea celular SiHa contribuye a la

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

36

. Estudios de la interaccion microRNAs-mRNA en cancer de mama han
demostrado que los miRNAs regulan diversos genes, como p53, JUN, Myc, BRCAL,
PTEN, entre otros, los cuales a su vez regulan a otras proteinas o genes que le

confieren a la célula la caracteristica de proliferar, reparar el dafio en el ADN y la
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evasion de la apoptosis*’. Estos anélisis sugieren la participacién de diferentes

mMiRNAs involucrados en los mecanismos de la reparacion del dafio al DNA.

miR-125a y miR125b

En un trabajo previo, en nuestro grupo de investigacion se observd que la
expresion de miR-125a y miR-125b se inhibe significativamente en tumores de CCu,
y que estos microRNAs podrian participar en la regulacién de genes involucrados
con la resistencia a la radiacion. 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 podrian regular genes que promueven
la supervivencia y la reparacion del ADN ya que también se han visto involucrado en
la resistencia a drogas*® ®*. Hasta ahora se sabe que p53 esta implicado en la
resistencia de algunos quimioterapéuticos y la radiacion ionizante, ademas, este gen
podria ser regulado por miR-125a y miR-125b%% %% 43, por ello, el presente estudio
permitira conocer si miR-125a y miR-125b juegan realmente un papel en la radio-
resistencia de CCu y, de ser asi, eventualmente podria servir para definir nuevas
estrategias para el tratamiento de radioterapia. Por otra parte, podria permitir elucidar
la posible interaccion de los miRNAs con genes gue se asocian al proceso de radio-

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

El cancer es un problema de salud a nivel mundial: sélo 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 cancer. Dentro de los distintos tipos de cancer, el
cervical es la segunda causa de muerte de mujeres mexicanas, esto se debe a que
prevalecen las etapas localmente avanzadas (IIB-1Va), reflejando que el programa de
deteccidbn oportuna con citologia cervi-covaginal no es lo suficientemente
adecuado®; para estas pacientes la tasa de supervivencia a cinco afios es
aproximadamente del 50% *2. La falla en el tratamiento convencional puede ser
explicada por factores genéticos y epigenéticos, entre ellos los miRNAs. Los miRNAs
intervienen en la regulacion de genes implicados en el desarrollo y mantenimiento de
diversos tipos de cancer, incluyendo CCu, y mas recientemente se han implicado en
el proceso de radio-resistencia. Un andlisis previo de nuestro grupo de trabajo
encontré6 que miR-125a y miR-125b estan subexpresados significativamente en
muestras de tumores radio-resistentes de CCu, por lo que podria sugerirse que miR-
125a y miR-125b estan asociados a la radio-resistencia. Ademas, trabajos recientes
sugieren que miR-125a y miR-125b regulan una gran variedad de genes

involucrados con la proliferacién celular, reparacién de ADN y evasion de apoptosis,
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entre otros **. El objetivo del presente trabajo es determinar cual es el papel de miR-

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

Pregunta de investigacion

¢Podrian miR-125a y miR-125b estar involucrados en la regulacion del
proceso de radio-resistencia en cancer cervical? Y ¢Qué genes y mecanismos son

regulados por estos miRNAs?

Hipotesis

Debido a que miR-125a y miR-125b se han visto involucrados en la regulacion
de diversos procesos moleculares que llevan a la resistencia a diferentes farmacos,
estos miRNAs podrian participar en la modulacion de la radio-resistencia del cancer

cervical.

Objetivos

Objetivo general

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

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

e Identificar los niveles de expresion de miR-125a y miR-125b en un
modelo de linea celular radio-resistente.
e Identificar los posibles blancos moleculares de miR-125a y miR-125b

gue posiblemente intervengan en el proceso de radio-resistencia.

Material y métodos

Cultivo celular

Se utilizaron las lineas celulares HelLa, 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 atmoésfera de 5% de CO,. Para generar las lineas tumorales
radio-resistentes, se expusieron a dosis de radiacion ionizante de 50-60 Gy, en dosis
fraccionadas de 2 Gy, seleccionando aquellas células resistentes a la radiacion. A las
lineas tumorales radio-resistentes se abreviaron como HeLa RR, CasKi RR y SiHa
RR mientras que las radio-sensibles, que no recibieron ninguna dosis de radiacion,

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

Para la realizacion 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 radiacion. 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 mas de 50 células, se fijaron las células con 1:7 acido acético/metanol y
se tifieron con cristal violeta al 1%. Finalmente se cuantificaron las colonias que

estaban formadas por mas de 50 células.

Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se llevé a cabo con el reactivo TRIzol Reagent para
cada una de las lineas celulares (HeLa RS y HeLa RR, CasKi RS y CasKi RR, SiHa
RS y CasKi RR). Rapidamente, se agregaron 500 puL 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 pL de cloroformo y se incubo durante 3 min en
hielo. Posteriormente, se centrifugd a 13,000 rpm durante 15 min, a 4°C. Se recupero
la fraccidén acuosa y se adicionaron 500 pL de isopropanol, dejdndose durante 30 min

a -20°C. Posteriormente, se centrifugé a 12,000 rpm durante 25 min a 4°C. Una vez
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centrifugado, se descartd el sobrenadante y se recupero el precipitado de RNA. Se
hicieron lavados con 1 mL de etanol al 75% y se centrifug6é a 7,500 rpm durante 5
min a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y se repitieron los lavados dos veces mas.
Una vez sin el precipitado se adicionaron 30 puL de agua inyectable. Finalmente, el
RNA fue cuantificado mediante un espectrofotbmetro de la marca EPOCH. Se
verifico la integridad del RNA por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% tefido
con bromuro de etidio. A continuacién, las muestras con el buffer de carga se
depositaron en los pozos en un gel de agarosa con bromuro de etidio y se dejé

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

Determinacion de los niveles de expresion de miRNAs

mediante sondas TagMan

Se cuantificd la expresion de miR-125a y miR-125b en las lineas celulares
radio-resistentes (RR) y radio-sensibles (RS), para lo cual se utilizaron los ensayos

TagqMan MicroRNA assays de Applied Biosystems.
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RT-qPCR

Sintesis de cDNA. Se utiliz6 el kit TagMan MicroRNA Reverse Transcription, el
cual permite sintetizar el cDNA especifico para miR-125a y miR-125b en las

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

0.15 pL

1pL
1.50 pL
0.19 pL
4.16 pL

7 UL

Tabla 2. Componentes del RT (reverse transcription)

Una vez preparado la mezcla de reaccion para cada una de las muestras RR y
RS se agregaron 100 ng RNA en un volumen de 5 uL y 3 pL del oligonucleétido
correspondiente a miR-125a, miR-125b y U6. Las condiciones para la amplificacion

de las reacciones se enlistan en la tabla 3.
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Tabla 3. Condiciones del RT

Una vez obtenido el cDNA de ambos microRNAs (miR-125a, miR-125b) y el
control U6 en cada condicién (RR y RS) se procedi6 a la qPCR para medir el nivel de
expresion. Para la mezcla de reaccion se utilizaron los siguientes componentes que

se encuentran en la tabla 4.

Tabla 4. Componente del gPCR
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Posteriormente, se tom6 1.6 pL del producto de RT de la muestra y se
agregaron 22.4 uL de la mezcla de reaccion. A continuacion, se colocaron 10 pL de
la reaccion final (por duplicado) en una placa de 96 pozos para su amplificacion en el

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

Paso Activacion PCR
de la enzima
Hold Ciclo (40 ciclos)
Desnaturalizacié | Alineamiento
n / extension
Temperatura 95°C 95°C 60°C
Tiempo 10 min 15 seg 60 seg

Tabla 5. Parametros del gPCR

Los Ct de la amplificacion se obtuvieron mediante el software LightCycler 480
software release 1.5.0 SP4. Para calcular la cuantificacion relativa se utilizo el
método de Livak (AACt). El método de Livak mejor o método del delta-delta Ct o 2~
DPCT 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 normalizacion de los

datos de expresion, miR).
Con base a estos conceptos se realizaron los siguientes célculos
DCt(MP) = Ct(miP, MP) — CT(miR, MP)

DCt(MC) = CT(miP, MC) — CT(miR, MC)
El calculo de DDCt se realiz6 de la siguiente manera
DDCt = DCT(MP) — DCT(MC)

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

formula;

-DDCt y ,
2 = tasa de expresion normalizada.

Seleccion de probables blancos y cuantificacion del nivel de

expresion en lineas radio-sensibles y radio-resistentes.
Seleccion de blancos

Los genes blanco de interaccion 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 (prediccion bioinformética). Con esta informacion

elegimos seis blancos en base a su funcidn y posible participacion en el proceso de

radio-resistencia (ver tabla 13).

Disefio de oligonucleotidos para amplificacion por RT-gPCR de los

blancos moleculares

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

en Genome Browser in silico PCR *'; que nos permite observar la regién flanqueada

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

la tabla 6.

Nombre Num. de bases \ Secuencia m
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. Caracteristicas de los oligos
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Transcripcion reversa

Para la sintesis de cDNA se emplearon 500 ng de RNA en un volumen de 10
uL de cada una de las muestras RR y RS, la mezcla de reaccion se preparé con

base a la tabla 7.

2 uL

0.8 pL
2 uL
1L
1L
3.2 L
10 pL
20 pL

Tabla 7. Componentes de la reaccion de transcripcion reversa

Las condiciones de amplificacién se describen en la tabla 8.

Tabla 8. Parametros del RT
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Estandarizacion de las condiciones de amplificacion (PCR de punto final)

Antes de poder realizar la qRT-PCR para medir el nivel de expresion de los
blancos, es necesario determinar las condiciones que favorezcan la amplificacion de
la region flanqueada por medio de PCR punto final. Para ello, se modificaron las
condiciones de amplificacion y las concentraciones de cada uno de los componentes
de la PCR. Las condiciones de amplificacion que fueron utilizadas para cada par de

oligonucledtidos se enlistan en la tabla 9.

1X

1.2 pL 2.5 mM
0.5 uL 0.2 mM
0.2 uL 0.5mM
0.2 uL 0.5mM
1puL 50 ng

0.1 pL 1-2.5 unidades por reaccion

Tabla 9. Componentes del PCR

Se utilizaron las condiciones de amplificacion recomendadas por el protocolo

Tag 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 oligonucledtidos.

Paso Temperatura °C | Duracion Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 2 min 1
Desnaturalizaciéon 95 10s 35
Alineamiento 61 30s
Elongacion 72 30s
Elongacién final 72 10 min 1
Enfriamiento 4 o0 1

Tabla 10. Condiciones de amplificacion.

El producto de PCR punto final se visualiz6 por electroforesis en un gel de
agarosa al 2%, teflido con bromuro de etidio, el cual migré a 90 V durante 50 min. El

resultado fue visualizado con luz ultravioleta.

RT-qPCR

Una vez estandarizadas las condiciones de amplificacion para los
oligonucleotidos se prosiguié con la qRT-PCR. Para ello, se prepard la mezcla de

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

muestran los componentes.

1L

8.2 uL

Tabla 11. Componentes del gRT-PCR

En una placa de 96 pozos se colocé la mezcla de reaccion 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

Activacion UDG 50°C 2 min 1
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Activacion UP  AmpliTag® 95°c 2 min 1

Fast DNA Polymerase

Desnaturalizacion 95°C 15 sec 40

Alineacion/extension 60°C 1 min

Tabla 12. Condiciones de amplificacion de la gRT-PCR.

Los CT de la amplificacion se obtuvieron mediante el software Bio-Rad CFX
Manager. Para normalizar la expresion de los mensajeros se cuantific6 el mMRNA de
GAPDH. Se calcul6 el valor relativo de expresion de los genes bajo los diferentes

condiciones utilizando el método de Livak (AACt).

Analisis estadistico

Se analizaron las diferencias en los niveles de expresion de miR-125a, miR-
125b y los blancos moleculares en las células resistentes y sensibles a radiacion
ionizante mediante una prueba de t-student, con el objeto de ver si los niveles de

expresion eran significativamente diferentes en las condiciones comparadas.
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Deteccidn del nivel de proteina de los blancos moleculares

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

el nivel de proteina, para lo que se utilizo la técnica de Western Blot.
Extraccion de proteina

La extraccion de proteina de las células RR y RS se realizé con el reactivo
RIPA, al cual se le adiciono un coctel de inhibidores de proteasas (Complete
ROCHE), siguiendo las instrucciones del fabricante (Santa Cruz Biotechnology). La
cuantificacion de las proteinas se llevé a cabo con el reactivo de Bradford (Sigma-
Aldrich) en un espectrofotometro de microplacas a una longitud de onda de 595 nm

(Biotek).

Western Blot

Se separaron 50 pg de proteinas 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 proteinas fueron
transferidas a una membrana de PVDF (povinil difluoropropilideno) con un poro de
0.45 um, 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
bloqued con una solucion 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 incubd 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 [-actina (SC-

47778) como control de carga.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion del anticuerpo primario se
hicieron dos lavados de 5 min con TBS-Tween 0.1%, posteriormente dos de 10 min y
por ultimo un lavado con TBS durante 10 min. Se prosiguié con la incubacién 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
altimo un lavado con TBS durante 10 min. Se cubri6é la membrana con el sustrato de
guimioluminiscencia SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate
(#34095, Thermo Scientific). La deteccion de los las proteinas se realizé a través del

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

Viabilidad de las lineas radio-resistentes.

Para corroborar que las células radio-resistentes tenian una Dosis Letal 50
(dosis en la cual el 50% de las células tiene la capacidad de formar colonias) mayor
que las lineas 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 mas
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, so6lo 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 lineas celulares radio-resistentes tienen la capacidad de

sobrevivir a dosis mayores que sus respectivas parentales.

39



A Control Control B
Radio-resistente Radic-sensible

Fraccién de supervivencia (%)

RR + DLy, Dosis RS + DLy, Dosis

Figura 6. Ensayo clonogénico de HelLa, Imagen de las colonias formadas (A), DL50
de las lineas RR contra su parental (B).
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Figura 7. Ensayo clonogénico de SiHa, Imagen de las colonias formadas (A), DL50
de las lineas RR contra su parental (B).
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A Control Control B
Radio-rasistente Radio-sensible CasKi
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Figura 8. Ensayo clonogénico de CasKi, Imagen de las colonias formadas (A), DL50
de las lineas RR contra su parental (B).

Purificacion de RNA

Para llevar a cabo la sintesis de cDNA se analizé la integridad del RNA obtenido de
las lineas celulares RR y RS, se colocaron 500 ng de cada muestra en los pozos de
un gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio, el cual migré 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 integro por lo que se

procedio a realizar la reaccion 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.

Valoraciéon de los microRNAs control para el modelo de radio-

resistenciay radio-sensibilidad.

Para poder normalizar nuestros datos se evaluaron dos microRNAs
endodgenos, RNU44 y U6 (referencia), en las lineas celulares radio-resistentes y
radio-sensibles, seleccionando el que tuviera una expresion homogénea entre todas
las lineas celulares de estudio. En la figura 10A y 10B se observa que U6 tiene un
comportamiento homogéneo en todas las lineas celulares radio-resistentes y radio-

sensibles en comparacion con RNU44, por esta razon se decidio utilizar a U6 como

control.
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Figura 10. Sefial detectable de fluorescencia de U6y RNU 44 en las diferentes
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lineas celulares Radio-sensible (RS) y Radio-resistente (RR).
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Obtencién de la expresion relativa de los microRNAs a partir

de las lineas celulares.

Una vez que valoramos cual seria el mejor control enddgeno para nuestro trabajo se
procedié a medir los niveles de expresion de miR-125a y miR-125b en las lineas
celulares RR con dosis de 2 Gy contra sus parental, y los resultados revelan que la
expresion de miR-125a es 0.85 veces menor en HeLa RR con respecto a HeLa RS.
De igual forma, miR-125b se encontré 0.61 veces menos expresado en HelLa RR
comparada con su respectivo control sin radiacion (ver Figura 11). Por el contrario, la
expresion de miR-125a se encontré 2.14 veces mas elevada en SiHa RR contra su
control radio-sensible, mientras que la de miR-125b es 3.36 veces mas elevada en
células SiHa RR con respecto a su parental (ver Figura 12). Ademas, ambas lineas
celulares muestran diferencias significativas entre los niveles de expresién 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 podria pensar que la expresion de miR-125a y miR-125b se
asocia con el fendmeno de radio-resistencia en las lineas celulares HeLa y SiHa, sin
embargo, en CasKi no muestra la misma desregulacion de estos microRNAs.

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

utilizé este tipo celular como modelo de radio-resistencia.
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Figura 11. Perfiles de expresion de los miRNAs. (A) Expresion relativa de miR-125a
en la linea celular HeLa RR sometidas a 2 Gy contra su parental. (B) Expresion de
miR-125b HelLa RR con 2 Gy contra su control.
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Figura 12. Perfiles de expresion de miR-125b y miR-125b (A) Expresion relativa de
miR-125a en la linea celular SiHa RR sometidas a 2 Gy contra su parental. (B)
Expresion de miR-125b SiHa RR con 2G y contra su control.
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Figura 13. Perfiles de expresion de los miRNAs. (A) Expresion relativa de miR-125a
en la linea celular CasKi RR sometidas a 2 Gy contra su parental. (B) Expresion de
miR-125b CasKi RR con 2 Gy contra su control.

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

radiacion ionizante

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

fraccionada de 2 Gy), se midieron los niveles de expresion en las lineas HeLa RS,
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HelLa RS con 2Gy, HeLa RR y HeLa RR con 2Gy. En la figura 14 se observan los
niveles de expresion de ambos microRNAs en las cuatro condiciones, la expresion
de miR-125a y miR-125b disminuye bajo una dosis subletal (2Gy) en células
sensibles, indicando que ambos miRNAs dependen del estimulo de radiacion en
células que no habian sido expuestas a radiacion ionizante. Notablemente, HeLa RR
(con y sin 2 Gy) mantiene el mismo nivel de expresion a pesar del estimulo. Lo cual
nos lleva a especular que el fenotipo en las lineas radio-resistente es diferente al de

las radio-sensibles.
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Figura 14. Perfiles de expresion de los miRNAs. (A) Expresion de miR-125a en HelLa
bajo dosis de radiacion (2 Gy). (B) Expresiéon de miR-125b en HelLa bajo dosis de
radiacion (2 Gy).
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Determinacion de posibles blancos de union de miR125a y

miR-125b

Mediante un analisis bioinforméatico 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 radiaciéon, moléculas en principio
implicadas en procesos de reparacion del ADN, proliferacion y supervivencia. A su
vez se tomaron en cuenta cuales ya han sido validados por medio de técnicas de
biologia molecular, y los que han sido pronosticados por andlisis bioinformaticos (ver

tabla 13).

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
s6lo se han determinado por analisis bioinformatico.
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Determinacion de los blancos por medio de RT-qPCR

Para determinar si habia correlacion entre los niveles de expresién de los
microRNAs y los niveles de expresion de posibles blancos moleculares, se valor6 su
expresion por medio de gRT-PCR. Para ello, en primer lugar se estandarizaron las
condiciones de amplificacion por medio de PCR punto final (ver figura 15).
Posteriormente se realizd una gRT-PCR. En la figura 16 se muestran las graficas de
los niveles de expresion relativa de cada blanco. Los resultados no fueron los
esperados pues no se encontré correlacion del nivel de expresiéon de miR-125a y
miR-125b con los mensajeros de SP1, E2F7, AKT1 Y RAF1; sin embargo, se
observdé que CDKN1A si tiene correlacion con la expresion de los microRNAs (ver
figura 16A). La expresion de CDKN1A en las células HelLa radio-sensibles se
encuentra disminuida, mientras que en las Hela radio-resistentes aumenta
significativamente. Interesantemente aumenté la expresion en HeLa RS con 2Gy
contra Hela RS, lo cual nos estaria indicando que la expresion de CDKN1A es
dependiente del estimulo de radiacion (2Gy) como sucede con ambos miRNAs. Una
vez que se determin6 que CDKN1A podria ser un posible blanco de miR-125a y/o

miR-125b se prosiguio con el andlisis del nivel de proteina de este gen.
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Figura 15. Deteccién de la amplificacion 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 expresion de los posibles blancos. (A) Expresion de CDKN1A
en Hela bajo diferentes condiciones (B) Expresion de SP1. (C) Expresion de E2F7.
(D) Expresion de AKT1. (E) Expresion de RAFL1.
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Expresion de p21 blanco de miR-125a

De acuerdo al resultado anterior se analizo el nivel de proteina de CDKN1A
(p21) por medio de Western Blot, ademas se realizo la densitometria. En la Figura 17
puede observarse la deteccién de p21. Notablemente existe un patron similar entre
MRNA (ver figura 16A) y la proteina, lo cual nos indica que miR-125a y miR-125b

tiene un efecto sobre p21 a nivel de mMRNA como a nivel de proteina.
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Figura 17. Expresion relativa de p21. (A) Western Blot de p21 con las diferentes
condiciones. (B) Densitometria de p21 bajo los distintos tratamientos.
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En conclusién, existe una correlacion entre el nivel de expresion de CDKN1A 'y
miR-125a y miR-125b, por lo que podria ser un blanco potencial. Que ademas podria
estar involucrada en la radio-resistencia en cancer cervical. Por otra parte, los
blancos validados como AKT1 y RAF-1 no se ven afectados por la expresion de

ambos microRNAs.
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Discusioén

De acuerdo a los resultados obtenidos la sobreexpresion de miR-125a y miR-
125b se asocia con el proceso de radio-resistencia adquirida en CCu. Mediante el
analisis bioinformatico descubrimos que algunos de sus blancos como p53, algunos
miembros de E2F, AKT1, RAF-1, lin-28a, SP1, CDKNI1A, entre otros, estan
involucrados en procesos biolégicos como la reparacion del DNA, crecimiento celular
y evasion de la apoptosis. Nuestro estudio demuestra que miR-125a y miR-125b
actia como supresor de tumores por medio de la regulacion 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; cancer de mama, hepatocarcinoma, melanoma, cancer de
vejiga, osteosarcoma, carcinoma celular cutaneo escamoso entre otros, sin embargo
aun no se ha descrito la relacion 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 cancer .

Scott y colaboradores determinaron que miR-125a y miR-125b actian como
supresores de tumores por medio de la regulacion de ERBB2 y ERBB3 en cancer de
mama. Al estar subexpresado ambos microRNAs, ERBB2/3 se sobre expresa

aumentando la resistencia a los farmacos en las lineas celulares®. De igual forma,
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Hofmann y colaboradores hallaron correlacion entre los niveles de expresion de miR-
125b y c-Raf-1 en cancer de mama, La presencia de miR-125b tiene como resultado
la disminucion de los niveles de proteina enddgena de c-Raf-1, ocasionando una
disminucién la proliferacién celular y aumento en la apoptosis®®. Estos trabajos
demostraron su funcion como supresor de tumores sin embargo, miR-125b también
puede actuar como onco-miR induciendo metastasis por medio de STARD13 en
cancer de mama’™. En otro estudio se confirmé la participacion 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 evasibn de la apoptosis y la proliferacién celular en Glioblastoma®.
Sorprendentemente, un estudio en cancer de ovario demostré6 que miR-125b se
encontraba subexpresado en una linea celular de ovario resistente a paclitaxel, sin
embargo en la misma linea celular de ovario, resistente a cisplatino, miR-125b se
sobreexpresaba, lo cual sugiri6 que miR-125b puede tener un rol opuesto en
diferentes lineas celulares resistentes a los farmacos®’. Esto nos indica que la
regulacion de miR-125b puede ser farmaco especifico. Tomando en cuenta lo
anterior podemos ver que la familia de miR-125 est4 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 tumores®®
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 reparacion del
DNA, evasion de apoptosis y proliferacion, ademas de estar relacionados con la
resistencia al tratamiento en distintos tipos de cancer. Uno de ellos es el factor de
transcripcion Spl que regula la expresion de diversos genes involucrados en
proliferacion, apoptosis y reparacion de DNA. Sus modificaciones post-traduccionales
pueden ser fosforilaciones, acetilaciones, glucosilacion y sumoilacion, modulando asi
su interaccion con los factores de remodelacién de cromatina, el DNA, la maquinaria
de transcripcion asi como otros factores de transcripcion que incrementen o inhiban
la expresion de genes’. Principalmente se le asocia con la respuesta a la radiacion
ionizante y H202 ya que ATM se encarga de fosforilarlo para que facilite la
reparacion del rompimiento de doble cadena, por medio del reclutamiento de
proteinas que se unen al promotor impidiendo su expresién de los genes’.
Interesantemente se ha reportado en numerosos estudios que Spl se encuentra
sobre expresado en diversos tipos de tumores incluso en CCu y que esto promueve
la carcinogénesis'® *> “°. Un estudio reporto que Spl se encuentra sobre expresado
en cancer nasofaringeo y que se correlaciona con tumores en estadios avanzados y
metéstasis, ademas que los pacientes con una alta expresion de Spl tienen menos
respuesta a la radioterapia contra los que presentan una baja expresion®. De
acuerdo a los datos obtenidos en nuestro estudio SP1 (ver figura 16B) cuando HelLa

radio-resistente es expuesta a una dosis de radiacion de 2Gy SP1 se sobre-expresa,
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lo cual podria suponer que se estan llevando a cabo mecanismos de reparacion del
DNA vy la supervivencia de las células. Por otra parte, cuando expusimos a las
células radio-sensibles a la dosis de 2Gy SP1 se sub expresd. 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 expresion de Spl promueve la
apoptosis por medio de p53. Como es conocido HelLa se encuentra infectada por el
virus VPH, lo que conlleva a una deficiencia de p53. Pero ellos sugieren que HelLa 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 Spl las
células inhiben su crecimiento y promueven la apoptosis’®, partiendo de este
razonamiento podriamos suponer que HeLa RS a 2Gy disminuyo la expresion de
Spl para evadir la apoptosis y asi seguir proliferando sin importar el dafio al DNA.
Nuestros resultados referentes a la regulacion de SP1 por medio de miR-125a no
son contundentes, ya que no hay correlaciébn entre los niveles de expresion,
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 transcripcién dentro de la familia
E2F, que actia como un inhibidor de la progresién del ciclo celular cuando hay dafio
al DNA pero también tiene una influencia en el proceso de reparacién del mismo %,

ademas un estudio en cancer de mama sugiere que la sobreexpresion de E2F7
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reprime la expresion de miR-15a/16 lo cual incrementa la sobreexpresion de Ciclina
E1l y Bcl-2 ocasionando la resistencia al tamoxifen'®, con base a lo anterior se
propuso que existe una relacion entre E2F7 y el cancer, sin embargo en nuestro
modelo no encontramos asociacion entre miR125a y/o miR125b con E2F7, y a su

vez no existié asociacion con la radioresistencia en este modelo(ver figura 16C).

Al contrario de los blancos antes mencionados AKTL1 si se ha descrito que es
regulado por miR-125a-3p y miR-125b incluso se ha involucrado en la radio-
resistencia. La activacion aberrante de Akt prevalece en las células tumorales, por lo
gue se encuentra sobre expresada, y estd involucrada con la proliferacion, la
supervivencia, el crecimiento celular, el metabolismo de la glucosa, la motilidad y la
angiogénesis’?. Lihi Ninio-Many y colaboradores demostraron que miR-125a-3p se
encuentra regulando a Akt de manera indirecta teniendo un impacto en la
proliferacién y la migracién en células de cancer de préstata®. Por otra parte
estudios han sugerido que miR-125b regula la via de sefalizacién PI3K/Akt/mTOR ya
que al restaurar la expresion de miR-125b en la linea celular A673 se observo
inhibicion de la proliferacion celular, migracion e invasion asi como el arresto del ciclo
celular y la induccién de la apoptosis **. Ademas se ha reportado en diferentes lineas
celulares la influencia de PI3K/Akt con la respuesta a la radiacién ionizante,
especificamente se ha demostrado que la fosforilacion de Aktl en S473 esta

asociada con la respuesta a la radioterapia en pacientes con CCu en estadios
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localmente avanzados, aun 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 proteinas pro-
apoptoticas como BAD, BAX y caspasa 9*°. Sin embargo, en nuestro trabajo no
encontramos diferencias entre el nivel de expresion de AKT y miR-125b (ver figura
16D), tal vez esto se deba a que generalmente AKT se encuentra sobreexpresado en
HelLa RS y aunque lo expongamos a la radiacion ionizante no genera cambios en su
expresion. Por otra parte se desconoce la razén por la cual AKT se sub-exprese en

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

Raf-1, también conocido como c-Raf, es un intermediario de la via de
sefalizacion Ras-Raf-MEK-ERK que se encarga de regular la proliferacion celular.
Por lo que la activacidbn excesiva de esta via estda asociada al desarrollo de la

carcinogénesis diversos tumores® 4’

. Se ha reportado que miR-125b se une
complementariamente a la 3'UTR de Raf-1, reduciendo el nivel de proteina endégeno
provocando que se inhiba la proliferacién y la supervivencia en cancer de mama®.
Adicional a esta informacion la sobreexpresion de Raf-1 se ha visto involucrado en la
resistencia a la radioterapia en cancer de préstata®. Lo cual concuerda con datos del
estudio donde HeLa RR 2Gy se sobre-expresa (ver figura 16E), sin embargo no hay

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

podria suponer que existe otro mecanismo regulador de Raf-1 bajo esas condiciones.

59



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 funcion regulando la progresion 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 dafio en el DNA es
necesario detener el ciclo celular para su posterior reparacion, en caso de que la
restauracion sea inadecuada p53 promueve la apoptosis’®. p21 es bien conocido
como un supresor de tumores debido a su funcidén, 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 luciferasa®. Adicionalmente p21 se ha asociado con la
resistencia a la radioterapia. En el 2001 se propuso que la sobreexpresién de p21
estaba relacionada con la resistencia a los rayos gamma en gliomas, ya que
aumentaba la supervivencia y suprimia la apoptosis con o sin la presencia de p53*.
Stephen G. Maher y colaboradores sugirieron que el arresto celular y la acumulacion
de los mecanismos de p21 contribuyen a la radio-resistencia en adenocarcinoma de
es6fago®. Nuestros resultados son muy parecidos a lo reportado ya que al estar
reprimida la expresion 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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proteina (ver figura 17). Aun se desconoce el mecanismo por el cual p21 puede
mediar la radio-resistencia pero lo que podria estar pasando en nuestro modelo se
asocia al papel anti-apoptético de p21, ya que cuando p21 es fosforilado se acumula
en el citoplasma, ocasionando la represion de factores pro-apoptoticos (ver figura
18). p21 también puede regular indirectamente la transcripcion de diversos genes.
Otro papel importante es el de la regulacion de la sintesis y reparacion del DNA, ya
gue se une a PCNA (un complemento de la DNA polimerasa), por lo que cuando p21
es fosforilado en Thrss se inhibe la interaccidn con PCNA, ocasionando la reparacion
y sintesis del DNAZ?. Otro mecanismo de reparacién que se propone es el de PARP-1
ya que p21 estimula la union de PARP-1 con los intermediarios de la reparacion del

rompimiento del DNA de una sola cadena como la de doble cadena®®.
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Figura 18. Funcién molecular de p21 involucradas con cancer. (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
reparacion del DNA. (c) La expresion de genes regulados por E2F1, STAT3y MYC
también es regulada por p21. (d) Como oncoproteina p21 regula la evasién de la
apoptosis.

En conclusion nuestro trabajo demuestra que p2l1 es blanco de miR-125a y
miR-125b que promueve la radio-resistencia en CCu. La disminucién de miR-125a y

miR-125b permite que el transcrito de CDKN1A sea traducido ocasionando la
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acumulacion de p21 en el citoplasma e inhibiendo a factores pro-apoptoéticos como
caspasa 8 y 10, SAPK, ASK1 y la pro-caspasa 3 (ver figura 19). En la mayoria de los
trabajos se reporta a p21 sub expresada en lineas 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.

Radiacionionizante

lmiR-lZSa
miR-125b
5’ , 3
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Figura 19. Mecanismo de radio-resistencia propuesto en nuestro modelo.
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Conclusion

Se logré determinar los niveles de expresion de miR-125a y miR-125b en un
modelo in vitro de CCu radio-resistente.

Se evaluaron cinco posibles blancos de unién con miR-125a y miR-125b de
los cuales p21 fue el Unico en estar asociado con el nivel de expresion de
ambos microRNAs.

miR-125a y miR-125b puede estar participando en la radio-resistencia en CCu
mediante la regulacién negativa de p2lpor el proceso de evasion de la

apoptosis.
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