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Resumen 

 

La radioresistencia es una propiedad importante de los tumores malignos que da lugar 

a la recurrencia local y contribuye a una enfermedad progresiva en muchos pacientes. 

Es importante evaluar la función de los MicroRNAs (miRNAs) debido a que explican los 

mecanismos moleculares que subyacen a la radioresistencia adquirida en cáncer de 

mama y además permite identificar nuevas moléculas implicadas en este fenotipo. En 

este trabajo reportamos un perfil de miRNAs que se expresan diferencialmente en 

líneas celulares de cáncer de mama con fenotipo radioresistente MCF-7RR y MDA-MB-

231RR. En particular miR-122 aumentó su expresión en ambas líneas celulares de 

manera similar. Los análisis funcionales indicaron que miR-122 puede promover la 

supervivencia en las líneas celulares radioresistentes e inhibirla en las líneas celulares 

parentales tratadas con radioterapia. El panorama transcriptómico obtenido al inducir la 

perdida de función de miR-122 en células de cáncer de mama radioresistentes mostró  

genes enriquecidos en procesos biológicos y vías de señalización como la vía MAPK-

ERK, la vía de TNF, repuesta inflamatoria y regulación transcripcional. De manera 

interesante la modulación de los genes ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, DUSP8, 

y HRAS resultó ser un factor pronóstico en pacientes de cáncer de mama tratados con 

radioterapia, particularmente en pacientes con cáncer de mama de tipo luminal. 

Nuestros datos destacan que la sobreexpresión de miR-122 promueve el aumento de la 

supervivencia celular en células de cáncer de mama con fenotipo de radioresistencia 

adquirida y sugieren que miR-122 controla de manera diferencial la respuesta a la 

radioterapia jugando un doble papel como miRNA supresor tumoral y como oncomiR 

dependiendo del fenotipo. 

 

 

 

 

 

 

 



15 
 

Abstrac 

 

Radioresistance is an important property of malignant tumors that results in local 

recurrence and contributes to progression of the disease in many patients. It is important 

to evaluate the function of the MicroRNAs (miRNAs) in order to explain the molecular 

mechanisms that underlie the acquired radioresistance phenotype in breast cancer, as 

well as to identify new molecules involved in this event. In this work, we report the profile 

of differentially expressed miRNAs in radioresistant breast cancer cell lines MCF-7RR 

and MDA-MB-231RR. In particular miR-122 was overexpressed in both cell lines. 

Functional analyzes indicated that miR-122 can promote survival in radioresistant cell 

lines, however in parental cells treated with radiotherapy, miR-122 blocks survival. The 

transcriptomic landscape obtained by inducing the loss of miR-122 function in 

radioresistant breast cancer cells was evaluated by microarrays assays. Results showed 

a set of genes enriched in biological processes and signaling pathways such as MAPK-

ERK pathway, TNF pathway, RAS pathway, inflammatory response and transcriptional 

regulation. Interestingly, differential expression of ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, 

DUSP8, and HRAS genes represent a potential prognostic factor in breast cancer 

patients treated with radiotherapy, particularly in patients with luminal breast cancer. Our 

data highlighted that miR-122 overexpression promotes cell survival in breast cancer 

cells with acquired radioresistance phenotype and suggests that miR-122 differentially 

controls the response to radiotherapy by playing a double role as a suppressor miRNA 

tumor and as oncomiR depending on the phenotype. 
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Introducción 

 

Cáncer de mama. 

El cáncer de mama es la neoplasia más frecuente y de mayor mortalidad entre las 

mujeres a nivel mundial. En México la mortalidad por cáncer de mama supera a la del 

cáncer cervicouterino colocándose como la principal causa de muerte en mujeres por 

tumores malignos (Bray et al, 2018). Estos datos muestran que el cáncer de mama 

representa un importante problema de salud pública, que amenaza a las mujeres de 

todos los niveles socioeconómicos para el cual las instituciones de salud dedican una 

parte importante de su presupuesto. El 5-10% de los casos de cáncer de mama son 

hereditarios, mientras que del 85-95% restante son esporádicos. Histológicamente el 

80% son carcinomas ductales y el resto lobulillares (Puchmajerová et al, 2018; Brenton 

et al, 2005). En el tratamiento del cáncer de mama se emplean la cirugía, la terapia 

hormonal, la quimioterapia, la terapia biológica y la radioterapia. La elección del tipo de 

tratamiento depende de varios factores relacionados con el estado general de la 

paciente, la histología tumoral, el diagnóstico molecular y el grado tumoral (Ozyigit et al, 

2014). Aproximadamente, entre el 40 y el 60% de las pacientes con cáncer de mama 

reciben radioterapia, sin embargo, la efectividad clínica del tratamiento difiere entre 

tumores individuales, aunque estos sean del mismo origen histológico y etapa clínica. 

Se ha observado que para las pacientes que se encuentran en etapas tempranas de la 

enfermedad, el mejor pronóstico de sobrevivencia se da por la cirugía y la terapia 

adyuvante (quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal o terapia biológica), mientras 

que para etapas más avanzadas de la enfermedad, las características moleculares 

podrían establecer cuáles son los tratamientos más adecuados para cada paciente 

(Tailb and Boyages 2017; Ozyigit et al, 2014).  

 

Radioterapia en cáncer. 

En los pacientes con cáncer, las principales aplicaciones de la radioterapia son para el 

tratamiento del tumor primario, la reducción del tamaño de la masa tumoral antes de la 

cirugía y para evitar la metástasis. La radioterapia se aplica sola o en combinación con 

cirugía o quimioterapia, o una combinación de los tres tratamientos. También se aplica 
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a los pacientes como intento paliativo para aliviar algunos síntomas de la enfermedad. 

La radioterapia se basa en el uso de radiación ionizante (RI) de alta energía para 

eliminar células cancerosas. La radiación puede administrarse de manera externa con 

un acelerador lineal (terapia de haz de radiación externa), o puede administrarse 

material radioactivo sólido que se coloca directo en las células cancerosas o cerca de 

ellas (terapia de radiación interna o braquiterapia) (Willers and Held 2006). 

Aproximadamente la mitad de los pacientes con cáncer reciben algún tipo de terapia de 

RI en algún momento durante el curso de su enfermedad (Lawrence 2006). La RI altera 

la homeostasis celular a través de múltiples mecanismos moleculares incluyendo 

cambios en la expresión de genes (Kaidar-Person et al, 2013). A nivel biológico, la RI 

rompe las dos cadenas del DNA (DSBs, de sus siglas en inglés, DNA double-strand 

breaks), la ruptura masiva y/o el fallo en la reparación del DNA llevan directa o 

indirectamente a la muerte celular (Kaidar-Person et al, 2013; Li et al, 2001; Steel 

1996). La RI además genera iones intermediarios, radicales libres del oxígeno y del 

nitrógeno provocando pérdida de función de proteínas y peroxidación lipídica a nivel de 

las membranas biológicas (Graupner et al, 2017). La radioterapia también puede dañar 

células no tumorales, esto es uno de los efectos secundarios indeseables del 

tratamiento. Se sabe que diferentes tumores y tejidos adyacentes al tumor no son 

igualmente sensibles a la radiación, por lo tanto, un gran reto en el estudio del cáncer 

es identificar factores tumorales específicos que aumenten la radiosensibilidad 

(Metheetrairut et al, 2013). 

 

Radioresistencia en cáncer. 

Un número importante de pacientes desarrollan resistencia clínica a la radiación, por lo 

que la respuesta adaptativa de los tumores continúa siendo un grave problema en la 

terapia contra el cáncer. Existen evidencias que sugieren que la radioterapia induce 

inestabilidad genómica, causa radioresistencia adaptativa y apoptosis (Sisakht et al, 

2020). Después de varios estudios clínicos y experimentales de la resistencia a la 

radiación, el mecanismo preciso de la radioresistencia en células cancerosas 

permanece poco claro (Li et al, 2001; Steel 1996; Huber et al, 2013). Se sabe que las 

alteraciones en la abundancia de algunas proteínas citoplasmáticas y nucleares, así 
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como la modificación de la expresión génica, la reparación del DNA y la disminución de 

muerte celular por apoptosis pueden estar involucrados en los mecanismos de 

protección a la radiación. La radioresistencia de la célula tumoral puede deberse a 

factores intrínsecos, es decir, factores genéticos y moleculares presentes antes del 

tratamiento, o a factores extrínsecos que son adquiridos durante la radioterapia (Li et al, 

2001; Jameel et al, 2004). 

 

Mecanismos moleculares de radioresistencia en cáncer. 

Se ha reportado que cuatro vías clásicas de señales de transducción representadas por 

PI3K/AKT, MAPK/ERK, NF-ҡB y TGF-β, participan en la regulación de la respuesta del 

tumor a la radiación (Kaidar-Person et al, 2013). Estas rutas de señalización pueden ser 

moduladas directamente por la RI mediante el cambio conformacional de receptores de 

tipo tirosina-cinasa (RTK) como el EGFR e IGFR. Además, la RI altera el balance de 

fosforilación de muchas proteínas que participan en transducción de señales (Tang et 

al, 2020). Entre estas cuatro vías, PI3K/AKT, MAPK/ERK y NF-ҡB están estrechamente 

relacionadas con la vía de reparación del DNA por recombinación no homóloga [NHEJ 

(non-homologous end joining)], mientras que la vía de TGF-β es necesaria para la 

activación de la proteína ATM que regula las vías NHEJ y recombinación homologa [HR 

(homologous recombination)] en respuesta al daño al DNA (Kaidar-Person et al, 2013; 

Steel 1996; Jameel et al, 2004). Todas estas rutas de señalización finalmente afectan la 

expresión de genes que participan en la regulación de los procesos de reparación del 

DNA, ciclo celular y la apoptosis, incluyendo ATM, DNA-PK, NBS1, RAD51, BRCA1, 

Chk1, Chk2, CDK2, CDC25, BCL-2, BAD, BIM y MCL1 (Smith et al, 2010).  

Por otra parte, la radioresistencia de las células tumorales también está asociada a 

diversos genes como P53, BCL-2 y survivina, así como a la activación del mecanismo 

de checkpoint en respuesta al daño al DNA y al incremento de la capacidad de 

reparación del DNA (Jameel et al, 2004; Lehnert et al, 2000). Los parámetros 

moleculares que determinan cómo las células llegan a ser más o menos sensibles a la 

radiación no han sido dilucidados, aunque se sugiere que el mecanismo de 

radioresistencia celular se debe a una interacción multigenética compleja. Además de lo 

anterior, la resistencia a la radioterapia está relacionada con la expresión de genes 
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asociados con la diferenciación, la adhesión y la hipoxia celular, así como con la 

invasión y metástasis (Kaidar-Person et al, 2013; Sun et al, 2011) (Figura 1).  

 

Figura 1. Interacción entre la RI y vías de señalización intracelulares relacionadas con la actividad 
de HER2. Ilustración esquemática de vías de transducción de señales resultantes de la activación de 
HER2, PI3K-AKT, MAP-ERK, TGFβ, apoptosis, reparación del DNA e hipoxia-perfusión. Se muestra la 
complejidad del comportamiento biológico tumoral de vías de señalización intracelular relacionadas con la 
respuesta a RI (Kaidar-Person et al, 2013). 
 

La respuesta de las células cancerosas a la RI es un factor determinante que influye en 

la radioresistencia o la radiosensibilidad tumoral, sin embargo, en este fenómeno varios 

factores contribuyen con el desarrollo de un fenotipo resistente o sensible a la RI, entre 

ellos el componente genético, epigenético, el microambiente tumoral y la vascularidad 

pueden modular el comportamiento biológico del tumor alterando su respuesta 

fisiológica al tratamiento con RI (Newton et al, 2019). En este aspecto, diversos genes 

que son componentes de procesos fisiológicos y patológicos relacionados con la 

respuesta a la RI son regulados a nivel postranscripcional por los miRNAs (Van 
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Roosbroeck et al, 2017). La función de los miRNAs es principalmente regular de 

manera negativa la expresión global de genes y que podrían interaccionar con los 

componentes de las vías de señalización celular que controlan la respuesta a la RI y de 

esta forma alterar los procesos biológicos tales como respuesta del daño al DNA, 

puntos de control del ciclo celular, apoptosis y vías de supervivencia. Se ha reportado 

que los miRNAs constituyen moduladores potenciales de la radioresistencia ya que 

pueden participar en la regulación negativa de la expresión de genes de supervivencia 

(Metheetrairut et al, 2013; Zhao et al, 2013, Aréchaga-Ocampo et al, 2017). Sin 

embargo, es importante evaluar los mecanismos moleculares controlados por los 

miRNAs en el contexto de la radioresistencia en cáncer con el objetivo de identificar 

posibles marcadores pronósticos y blancos terapéuticos. 

 

Biogénesis de los miRNAs. 

Los miRNAs son RNAs pequeños no codificantes de 22 nucleótidos de longitud que 

están evolutivamente conservados y tienen una función importante en la regulación 

post-transcripcional de los genes al unirse a la región 3´ no traducida (3´UTR) presente 

en su RNA mensajero (RNAm) blanco (Ambros, 2001). Se estima que más de la mitad 

de todos los transcritos celulares son blanco de los miRNAs y que cada miRNA puede 

potencialmente regular hasta cientos de blancos diferentes (Gurtan and Sharp, 2013). 

Una región 3´UTR específica puede tener diversos sitios de unión para un solo miRNA 

o múltiples sitios para varios miRNAs (Stark et al, 2003). Más de dos tercios de todos 

los miRNAs humanos se encuentran codificados en los intrones de los genes que 

codifican proteínas, así como en regiones intergénicas no codificantes y el resto son 

codificados en exones (Shukla et al, 2011). Los miRNAs tienen una función relevante 

en la regulación de la proliferación, la diferenciación y la apoptosis y se ha observado 

que son críticos durante la etapa de desarrollo ya que su pérdida total resulta letal 

(Gurtan and Sharp, 2013). 

La biogénesis de los miRNAs es un proceso que comienza con la transcripción de los 

genes que los codifican por la RNA polimerasa II (RNA pol II). La holoenzima sintetiza 

inicialmente un miRNA primario (pri-miRNA) de varias kilobases de longitud que posee 

un cap en su extremo 5’ y una cola de poli-A en su extremo 3’. Los pri-miRNAs son 
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procesados por el complejo microprocesador compuesto por la ribonucleasa Drosha y 

la proteína DGCR8 para producir un miRNA precursor (pre-miRNA) de 65 a 80 

nucleótidos de longitud. El pre-miRNA se exporta al citoplasma por la exportina 5 y se 

procesa posteriormente por la enzima Dicer produciendo un miRNA maduro compuesto 

por un dúplex de 19 a 24 nt. Una de las hebras (cadena líder) se incorpora al complejo 

silenciador inducido por RNA (RISC) que contiene a las proteínas Argonauta 2 (Ago2), 

Dicer y TRBP, que dará origen a un miRNA maduro, mientras que la otra hebra (cadena 

pasajera*) podría degradarse o bien tener una función al reconocer a los genes blancos 

correspondientes con su secuencia. Al incorporar un miRNA maduro en el complejo 

RISC, se activa el complejo de efector RISC, de esta forma el miRNA funciona como 

una guía para dirigir el apareamiento de bases entre el RNAm objetivo y la secuencia 

semilla. La secuencia “semilla” del miRNA, que se encuentra entre los nucleótidos 2 y 7, 

se requiere para el reconocimiento del sitio blanco. En las primeras etapas del 

silenciamiento génico guiado por el miRNA, el RNAm blanco todavía es estable, pero su 

traducción está inhibida. En etapas posteriores, los RNAm con colas cortas de poli A se 

degradan. Por lo tanto, el silenciamiento génico guiado por miRNA es de doble filo: 

promueve la inhibición traduccional y la degradación del RNAm. Tras la interacción del 

miRNA con su RNAm blanco, la proteína Ago2 recluta a TNR6A, una proteína que 

contiene múltiples repeticiones de glicina, triptófano (G, W), esta proteína contiene un 

dominio de unión a Ago2 y un dominio de silenciamiento que a su vez también contiene 

residuos de triptófano que son necesarios para la interacción de los complejos de 

desadenilasa ribonucleasa específica de poliA un regulador negativo de la transcripción 

que acorta la cola de poliA del RNAm, lo que conduce a una estimulación de la 

desadenilación y la degradación del RNAm. Por lo tanto, el complejo de enzimas DCP1 

y DCP2, junto con varias proteínas estimuladoras, incluida la proteína DDX6, se 

reclutan en el extremo 5’ del RNAm y elimina el 7-metilguanilato. El extremo 5ʹ sin 

protección se degrada por la exoribonucleasa 5ʹ – 3ʹ (Ambros 2001; Treiber et al, 2019). 

  

La capacidad intrínseca de los miRNAs de regular negativamente la expresión de genes 

les permite controlar directamente diferentes vías de señalización involucradas en el 

desarrollo del cáncer como la inmortalización celular, proliferación, resistencia a la 
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muerte celular, angiogénesis y migración, por lo que la desregulación de la expresión 

de los miRNAs está involucrada con el desarrollo de la carcinogénesis y la respuesta de 

del tumor a los tratamiento incluyendo la RI (Hanahan and Weinberg, 2000; 

Stankevicius et al, 2017). Recientemente se ha descubierto que la desregulación en la 

expresión de diversos miRNAs está fuertemente asociada al desarrollo de cáncer ya 

que impacta directamente en la expresión de los oncogenes y genes supresores de 

tumor (Svoronos et al, 2016). En consecuencia, los miRNAs tienen un papel 

fundamental en la carcinogénesis como reguladores específicos de la supervivencia, la 

invasión, la metástasis y la angiogénesis de las células tumorales (Krol et al, 2010).  

 

MiRNAs desregulados en cáncer: OncomiRs. 

A los miRNAs que están implicados en el inicio y progresión del cáncer se les denomina 

oncomiRNAs u oncomiRs, debido a que pueden controlar negativamente la abundancia 

de genes fundamentales para el crecimiento, progresión y sobrevivencia tumoral 

(Volinia, et al, 2006; Calin et al, 2004; Calin et al, 2006; Esquela-Kerscher et al, 2006; 

Hernando 2007). La sobreexpresión de miRNAs que tienen como blanco genes 

supresores de tumor puede inhibir la actividad de una ruta anti-oncogénica. En 

contraste, la inhibición de la expresión de un miRNA que reprime la expresión de 

oncogenes puede dar como consecuencia el aumento de la expresión de dichas 

oncoproteínas y una ganancia de la actividad oncogénica (Calin et al, 2004; Karube et 

al, 2005). 

 

MiRNAs asociados a la radioresistencia. 

La habilidad intrínseca de los miRNAs de actuar como reguladores negativos de los 

genes les permite influenciar vías de señalización que pueden alterar múltiples 

procesos, incluyendo la respuesta a la RI. Es así como los miRNAs tienen el potencial 

de ser usados para manipular la respuesta a la radiación en la clínica y aumentar la 

susceptibilidad de las células a la misma. Se ha observado que los niveles de expresión 

de diversos miRNAs cambian significativamente debido a la radiación, estos resultados 

se han reproducido entre varios tipos celulares aun variando la dosis de rayos X y rayos 
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γ (Metheetrairut et al, 2013). Diversas investigaciones han correlacionado al estrés 

oxidativo inducido por radiación con la inhibición de la expresión de miR-155, miR-25, 

miR-20a y miR-15a, generando una respuesta de senescencia celular. Por otro lado, la 

sobreexpresión del miR-7, miR-223, miR-29b y el miR-375 inhiben el crecimiento, la 

proliferación, la migración y la metástasis del tumor. La radioterapia también genera la 

sobreexpresión del miR-21, miR-30e* y el miR-17-5p que estimulan supervivencia y 

proliferación tumoral. En estadios tempranos de carcinoma laríngeo se observó que 

miR-296-5p se asocia con la resistencia a la radioterapia y podría ser un buen marcador 

para recurrencia tumoral (Maia et al, 2015). Por otra parte, el trabajo reportado por Qu 

et al (2015), demostró que la sobreexpresión de miR-23a aumenta la radiosensibilidad 

en carcinoma nasofaríngeo tanto in vitro como in vivo activando la señalización de 

IL8/Stat3. En células de cáncer pulmonar de células no pequeñas (CPCNP) con 

fenotipo radioresistente se identificó un perfil de miRNAs diferencialmente expresados 

donde se observó que miR-29c disminuyó su expresión, esto trajo como consecuencia 

el aumento de la expresión de las proteínas antiapoptóticas BCL2 y MCL1, y la 

inhibición de la apoptosis, de esta forma favoreciendo el fenotipo radioresistente, 

posteriormente su restablecimiento correlacionó con una reversión de la 

radioresistencia y se propone como un posible biomarcador para NSCLC con fenotipo 

radioresistente (Aréchaga-Ocampo et al, 2017). Estos resultados sugieren que la 

expresión y la función de diversos miRNAs se modifican en respuesta a la radioterapia 

en tumores y líneas celulares, apoyando fuertemente la idea de que estas moléculas 

podrían ser una pieza clave en el control de la radioresistencia. A pesar de que se han 

encontrado miRNAs desregulados en respuesta a la radiación, su participación en la 

resistencia adquirida a la radioterapia está en constante avance y aún representa un 

campo poco explorado en la investigación de la función molecular de los miRNAs 

(Metheetrairut et al, 2013; Zhao et al, 2013).  

 

Biogénesis y función del microRNA-122. 

El microRNA-122 (miR-122) fue uno de los primeros ejemplos de miRNAs de tejido 

específico, donde se reportó altamente enriquecido en hígado, con alrededor del 72% 

del contenido de todos los miRNAs, y a su vez ausente o con baja expresión en otros 
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tejidos. Se reporta que hay aproximadamente 66,000 copias por célula en el hígado 

adulto (Lagos-Quintana et al, 2002; Chang et al, 2004). Se ha descrito que la secuencia 

madura de miR-122 se encuentra altamente conservada entre 18 especies de las 

cuales todas son vertebrados y no se han descrito parálogos, esto indica que la 

secuencia de miR-122 es de una función biológica vital (Kozomara and Griffiths-Jones, 

2011). 

 

MiR-122 deriva de un solo locus genómico en el brazo largo del cromosoma 18 en 

humanos, la biogénesis de miR-122 es canónica, por lo cual es transcrito por la RNA 

polimerasa II como transcrito nuclear largo conocido como pri-miRNA de 7,5 Kb, que es 

escindido por Drosha para producir una horquilla de pre-miRNA de 85 nt, y que 

finalmente es exportado a través de exportina 5 y presenta escisión citoplasmática por 

Dicer para generar el miRNA maduro. El locus de miR-122 está en un exón de RNA no 

codificante y no pertenece a ningún grupo o cluster. Se aisló la región promotora de 

miR-122 y mostró actividad específica en funciones hepáticas, su promotor central está 

altamente conservado y posee elementos típicos de un promotor pol II. Contiene un 

sitio blanco conservado para el factor de transcripción hepático 4α (HNF-4α), que 

estimula la expresión de miR-122 (Li et al, 2011). La transcripción de pri-miR-122 está 

regulada de manera circadiana en ratones debido a que muchas funciones hepáticas 

están sujetas a regulación circadiana, y el análisis de la expresión de miRNAs hepáticos 

durante este ciclo demostró un cambio en los niveles de pri y pre-miR-122 (Gatfield et 

al, 2009). Los análisis de secuenciación han revelado que las modificaciones 

postranscripcionales en los miRNAs, generalmente por la adición de uno o dos 

nucleótidos en la región 3’, son eventos frecuentes. Para miR-122 la adenilación del 

extremo 3’ es importante ya que regula la estabilidad del miRNA, de esta forma se han 

logrado identificar diferentes isoformas de miR-122 en hígado de ratón incluida una 

variante con una sola adenosina 3' añadida por la polimerasa GLD-2 (de la vía no 

canónica de la síntesis de poli A en los RNAm) sin embargo, en humano no se han 

reportado hasta el momento variantes o isoformas de miR-122 (Katoh et al, 2009). 
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En tumores malignos la expresión de miR-122 se ha reportado disminuida y 

generalmente se le asocia como un miRNA-supresor tumoral (Wang et al, 2012; Wang 

et al, 2014). En cáncer de hígado miR-122 inhibe la expresión de la proteína MDR1 que 

interacciona con la vía Wnt/β-catenina y de esta manera promueve sensibilidad al 

oxaliplatino (Cao and Yin, 2019). Además, miR-122 influye en la estabilidad de la 

proteína P53 y su restablecimiento desencadena sensibilidad y la apoptosis inducida 

por doxorrubicina en líneas celulares de cáncer de hígado (Fornari et al, 2009). Por otra 

parte, en muestras de glioma obtenidas de pacientes y líneas celulares derivadas de 

glioma, la expresión de miR-122 se encontró disminuida en comparación con tejidos 

cerebrales y líneas celulares de cerebro normales, por lo que expresión in vitro inducida 

de miR-122 en vectores virales, suprimió la proliferación y la clonogenicidad de celulas 

de glioma y se identificó que el mecanismo molecular implicado fue la inactivación de la 

vía Wnt/β-catenina (Wang et al, 2014). En cáncer de mama miR-122 tiene implicaciones 

biológicas determinantes, ya que se ha reportado que se regula negativamente en 

muestras tumorales de pacientes y en líneas celulares provenientes de cáncer de 

mama. Al restaurar la expresión de miR-122 a nivel in vitro la proliferación celular se 

suprimió drásticamente, conjuntamente se redujo la formación de colonias y se indujo 

un arresto del ciclo celular en la fase G1. Notablemente, el mecanismo molecular 

subyacente de estas observaciones es que miR-122 modula de forma directa a su gen 

blanco IGF1R, un receptor de tipo tirosina-cinasa que inicia la señalización intracelular 

mediante la vía de PKB, estimulando el crecimiento y la proliferación celular por 

activación de la vía PI3K-AKT-mTOR y tomando tambien una función como inhibidor 

potente de la apoptosis por la supresión de la proteína apoptótica BAD. La unión del 

ligando con el IGF1R produce una autofosforilación del receptor activándose el dominio 

intracelular de cinasa provocando la fosforilación de residuos de tirosina de múltiples 

sustratos (Wang et al, 2012). No obstante, en el estudio de Ërgun et al en el 2015, se 

demostró que la disminución de miR-122 en cáncer de mama favorece la expresión de 

la metaloproteinasa ADAM10, posteriormente se validó como blanco de miR-122 a 

ADAM10. Biológicamente ADAM10 provoca la escisión del receptor HER2, de esta 

forma el dominio extracelular se libera y permanece un fragmento con actividad 

constitutiva de cinasa, esto provoca señales de supervivencia y crecimiento 
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independientes del ligando al interior de la célula. A nivel clínico este fenómeno se 

correlaciona con la resistencia al trastuzumab ya que este anticuerpo solo reconoce el 

dominio extracelular del receptor HER2, además esta observación se corrobora con 

altos niveles en circulación del dominio extracelular de HER2 en pacientes con cáncer 

de mama, este hallazgo se considera como mal pronóstico (Liu et al, 2006). 
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Antecedentes del trabajo 

 
Con la finalidad de entender el papel funcional de los miRNAs en el mecanismo 

molecular de radioresistencia, en nuestro laboratorio generamos un sistema de 

resistencia a radiación en células de cáncer de mama. Como modelos de estudio se 

utilizaron las líneas celulares MCF-7 la cual proviene de un cáncer de mama tipo 

luminal A que se caracteriza por su sensibilidad al tratamiento hormonal (perfil 

inmunohistoquímico: ER+, PR+/–, HER2–) y MDA-MB-231 proveniente de un cáncer de 

mama triple negativo (TNBC) bajo  en claudina (perfil inmunohistoquímico: ER-, PR-, 

HER2-, Ki67, bajo en: E-cadherina, claudina-3, claudinina-4 y claudinina-7), y se reporta 

una respuesta intermedia a la quimioterapia, es decir que este tipo de células tienen 

una alta tasa de heterogeneidad tumoral, debido a que algunas poblaciones de células 

presentan marcadores de troncalidad (CD44+/CD24-/ESA+) relacionados con la 

resistencia a agentes quimioterapéuticos como el paclitaxel y el 5-fluororacilo. Para la 

generación de líneas celulares radioresistentes, las líneas celulares de cáncer de mama 

MCF-7 y MDA-MB-231, adquiridas del American Type Culture Collection (ATCC) fueron 

cultivadas bajo las condiciones recomendadas por el ATCC. Se sembraron 1x106 

células en botellas de 25 cm2 hasta alcanzar el 80% confluencia y fueron irradiados con 

2 Gy de rayos X (dosis terapéuticas) utilizando un acelerador lineal de alta energía 

(Clinac 600; Varian Inc., Palo Alto, CA, USA) con una dosis de 1.7 Gy por minuto. 

Cuando las células alcanzaron el 90% de confluencia, fueron despegadas y 

subcultivadas. Las células fueron tratadas nuevamente con 2 Gy cuando los subcultivos 

alcanzaron el 60% de confluencia nuevamente. Estos procedimientos se repitieron 15 

veces hasta alcanzar la dosis total de 30 Gy (Figura 2) Este proceso mimetiza un 

esquema clínico de radioterapia en pacientes con cáncer de mama (Pandeli et al, 

2019).  
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Figura 2. Generación del modelo isogénico de células resistentes a radioterapia en células de 

cáncer de mama. Representación esquemática del protocolo de tratamiento fraccionado con RI para el 

establecimiento de células de cáncer de mama radioresistentes, las células fueron sembradas (1x106) y 

cuando alcanzaron el 80% de confluencia fueron irradiadas 2 Gy de RI, inmediatamente después se 

cambió el medio de cultivo por medio fresco y cuando las células alcanzaron el 90% de confluencia 

fueron tripsinizadas y subcultivadas hasta alcanzar el 60% de confluencia. El procedimiento se repitió 15 

veces para obtener una cantidad acumulada de radiación de 30 Gy. 

 

Para obtener la DL50 de RI en células parentales MCF-7 y MDA-MB-231 y 

posteriormente corroborar el fenotipo radioresistente en las células sometidas a dosis 

terapéuticas fraccionadas (2 Gy), 300,000 células fueron sembradas en botellas de 

cultivo de 25 cm2 durante 24 h, posteriormente las células se irradiaron con 2, 4 y 8 Gy 

de RI, y como control se usaron cultivos tratados bajo las mismas condiciones, pero sin 

tratamiento con RI. 24 h posteriores a la radiación, se determinó la viabilidad mediante 

el ensayo de MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]. De 

esta forma se obtuvo que la DL50 de RI para las células parentales MCF-7 y MDA-MB-

231 fue de 4 Gy (Figura 3 A-B). Para determinar la capacidad formadora de colonias de 

las células sometidas a RI se realizaron ensayos clonogénicos de supervivencia 

sembrando 1000 células viables por pozo en cajas de 6 pozos y se aplicaron 4 Gy de RI 

con sus respectivos controles sin tratamiento. Las células sometidas al tratamiento de 

dosis terapéuticas fraccionadas con RI obtuvieron un factor de supervivencia mayor a 
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0.5 lo cual indica que desarrollaron resistencia adquirida a la RI, las células 

radioresistentes generadas fueron denominadas como MCF-7RR (Figura 3 C-D) y 

MDA-MB-231RR (Figura 3 E-F). 

 

Figura 3. Caracterización del modelo de radioresistencia en células de cáncer de mama. La 
viabilidad de células parentales (A) MCF-7 y (B) MDA-MB-231 se evaluó mediante el ensayo MTT 
durante 24, 48 y 72 h después de la irradiación con dosis crecientes (0, 2, 4 y 8 Gy) de RI, para obtener 
la DL50 para posteriormente corroborar el fenotipo radioresistente. Mediante ensayos clonogénicos de 
formación de colonias viables se corroboró la radioresistencia de las líneas celulares generadas 
obteniendo la fracción superviviente de las células irradiadas (RI+) y la imagen representativa de la 
formación de colonias en MCF-7RR (Figura C-D) y MDA-MB-231RR (Figura E-F) posterior a la aplicación 
de 4 Gy de RI (DL50). Los resultados fueron normalizados con la fracción superviviente de las células no 
irradiadas (RI-). Las barras de error indican la desviación estándar de tres experimentos independientes. 
**P <0.001 por prueba de t de Student. 

 

Una vez caracterizado el sistema de radioresistencia celular, se obtuvo el perfil de 

expresión global de 667 miRNAs de la línea MCF-7RR. Los resultados mostraron que 

un grupo de 16 miRNAs (3 reprimidos y 13 sobreexpresados) tienen una expresión 

significativamente diferencial en las células RR (radioresistentes) con respecto a las 

células parentales control. En particular, el miR-122 aumentó su expresión 3.41 veces 

en las células MCF-7RR en comparación con las células MCF-7 (Tabla 1).  
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Tabla 1. MicroRNAs con expresión diferencial en MCF-7RR. 

miRNA Veces de cambio 

(log2) 

R (Valor de P) Cromosoma 

Reprimidos    

hsa-miR-196b -2.43 0.0113 7p15.2 

hsa-miR-146a -2.13 0.05 5q34 

hsa-miR-181a-2* -1.7 0.0091 9q33.3 

Sobreexpresados    

hsa-miR-222 1.53 0.0083 Xp11.3 

hsa-miR-218 1.63 0.0097 4p15.31 

hsa-miR-10a 1.88 0.032 17q21.32 

hsa-miR-424* 1.9 0.0375 Xq26.3 

hsa-miR-449b 2.14 0.017 5q11.2 

hsa-miR-411 2.34 0.0452 14q32.31 

hsa-miR-184 2.64 0.017 15q25.1 

hsa-miR-135b 3.23 0.0068 1q32.1 

hsa-miR-122 3.41 0.0282 18q21.31 

hsa-miR-222* 3.7 0.0169 Xp11.3 

hsa-miR-223* 3.9 0.0014 Xq12 

hsa-miR-934 7 0.0529 Xq26.3 

hsa-miR-135b* 7.9 0.015 1q32.1 

 

Se realizó un análisis bioinformático de los blancos validados y predichos del miR-122 

en la base de datos MiRTarBase usando tres algoritmos (TargetScan, miRDB y 

miRANDA) para identificar los genes regulados por miR-122. Para las rutas biológicas 

en las que participan, se emplearon las plataformas KEGG Pathway, Gene ontology y 

PANTHER Pathway. Se encontraron 45 genes validados mediante ensayos reportero 

de Luciferasa (forma convencional para validar un blanco de un miRNA) y 90 genes 

predichos (Tabla 2).  
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Tabla 2. Genes blanco de miR-122. 

miR-122 

Validados 

CYP7A1, WNT1, IGF1R, SRF, RAC1, RHOA, ANK2, NFATC2IP, 

ENTPD4, ANXA11, ALDOA, RAB6B, RAB11FIP1, FOXP1, MECP2, 

NCAM1, UBAP2, TBX19, AACS, DUSP2, ATP1A2, MAPK11, 

FUNDC2, AKT3, TPD52L2, GALNT10, G6PC3, AP3M2, SLC7A1, 

XPO6, FOXJ3, SLC7A11, TRIB1, EGLN3, NUMBL, ADAM17, DSTYK, 

FAM117B, BCL2L2, PRKAB1, ADAM10, ACVR1C, PTPN1, NT5C3A, 

P4HA1. 

Predichos 

CD96, ATF6, GRHL2, IGFBP5, RABL6, CDA, TRPS1, PPARGC1B, 

SIRPB1, RIMS1, COLEC12, FOXK2, KIAA1244, DSG2, STK24, 

FAM117B, RAB3GAP1, GPD1L, NICN1, KIF5B, PLEKHB1, ERCC1, 

PRKRA, KCTD7, RIMBP2, DSTYK, CCNYL1, LTBP2, SLC52A2, 

KIF11, VNN1, DCLK2, BAI2, ATP6V0A2, CLIC4, SHPRH, P4HA1, 

SHCBP1, MTAP, NPEPPS, RBM43, CCNG1, ADAMDEC1, METTL9, 

PGM2L1, PLXNA2, ZNF614, NOS1, SPOCK2, SAMD5, CD40LG, 

OSTM1, CLIC5, C8orf86, PRLR, CALN1, PAPPA, YKT6, SAMD12, 

DUSP4, COX16, SCN3B, C15orf53, RFXAP, LMNB2, PFKFB2, 

MAP3K2, ZSCAN30, GYPA, ZNF589, PELI1, OCLN, SLC7A1, 

TMEM87B, TNFRSF1B, STMN2, GYS1, TMX3, GATAD2B, ASAH1, 

SLC9A1, LRP11, SV2B, MGAT4A, HNRNPU, AP1AR, CYBRD1, 

BCR, SOX11, C1orf173. 

 

Estos genes participan en procesos biológicos como proliferación, ciclo celular, 

apoptosis, respuesta inflamatoria, diferenciación, morfogénesis y regulación de la 

expresión genética (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Ontología de genes blanco de miR-122. 
 

  GO Proceso Genes Valor de p 

 0007165: Transducción de señales 12 0.0378212 
 0006468: Fosforilación de proteínas 8 0.0154143 
 0007596: Coagulación sanguínea 7 0.0361679 
 0006916: Anti-apoptosis 6 0.0154771 
 0005975: Metabolismo de carbohidratos 6 0.0280331 
 0030336: Regulación negativa de migración celular 5 0.00257405 
 0051090: Regulación de factores de transcripción  4 0.0163381 
 0007166: Receptores de superficie celular en vías de señalización 4 0.0413005 
 0006921: Componentes celulares involucrados en apoptosis 3 0.0275539 
 0007160: Adhesión célula-matriz  3 0.0481954 
 0043568: Vía de factor de crecimiento similar a insulina 2 0.0273773 
 0048870: Motilidad celular 2 0.0283033 
 0007162: Regulación negativa de adhesión celular 2 0.0435724 
 2001111: Regulación positiva de proliferación de células 

epiteliales 
1 0.0400662 

 0072404: Transducción de señales en puntos de control del ciclo 
celular (G1-S) 

1 0.0400662 

 0006990: Regulación positiva de la transcripción del promotor de 
la RNA polimerasa II implicada en la respuesta de la proteína 

1 0.0400662 
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desplegada 
 0051389: Inactivación de la actividad MAPKK 1 0.0400662 
 2000002: Regulación negativa del control de daños en el DNA 1 0.0400662 
 0002839: Regulación positiva de la respuesta inmune a células 

tumorales 
1 0.0400662 

 0032467: Regulación positiva de la citocinesis 1 0.0472631 
 0044336: Wnt receptor de señalización de la vía implicada en la 

regulación negativa de la apoptosis 
1 0.0472631 

 0000720: Reparación del dímero de pirimidina por escisión de 
nucleótidos  

1 0.0472631 

    

KEGG  
Pathway  

  

 04010: MAPK vía de señalización 7 0.00245341 
 05200: Vías en cáncer  7 0.00546484 
 04520: Uniones adherentes 4 0.00449001 
 04910: Vía de señalización de insulina 4 0.0148203 
 04510: Adhesión focal 4 0.031362 
 04920: Vías de señalización de adipocitocinas 3 0.0154379 
 04370: Vía de señalización de VEGF 3 0.0179311 
 04514: Moléculas de adhesión celular (CAMs)  3 0.0466897 
 04530: Uniones estrechas 3 0.0471519 
 04330: Vía de señalización de Notch 2 0.0484229 
    

PANTHER  
Pathway 

   

 P04393: Vía de Ras 5 0.000257893 
 P00006: Vía de señalización de Apoptosis 5 0.00108892 
 P00021: Vía de señalización de FGF 4 0.00787328 
 P00018: Vía de señalización de receptores EGF 4 0.00620598 
 P04398: Vías de retroalimentación 2 de p53 3 0.0100544 
 P00046: Respuesta a estrés oxidativo 3 0.00723262 
 P00059: Vía de p53 3 0.0118255 
 P00005: Angiogénesis 3 0.0454294 
 P00034: Vía de señalización de integrinas 3 0.0460315 
 P04397: Vía de p53 por privación de glucosa 2 0.0103546 
 P00030: Respuesta a hipoxia por activación de HIF 2 0.014545 
 P00020: Vía de señalización de FAS 2 0.0208404 
 P00045: Vía de señalización de Notch 2 0.0206368 

 

Estos antecedentes sugieren fuertemente que el miR-122 puede afectar potencialmente 

la expresión de diversos genes involucrados en las rutas de sobrevivencia celular, 

apoptosis y reparación del DNA las cuales están relacionadas con el control de la 

radioresistencia. Por lo anterior, el miR-122 fue elegido para su análisis funcional que 

incluye la evaluación de su potencial acción sensibilizante a la radioterapia y la 

identificación molecular de sus genes blanco y rutas celulares afectadas. 
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Justificación 

 

Los miRNAs modulan potencialmente la expresión de genes a nivel postranscripcional y 

se ha establecido que su desregulación tiene implicaciones directas e indirectas con el 

desarrollo de la carcinogénesis. Por otra parte, una vasta evidencia de estudios sugiere 

que los cambios en la expresión de miRNAs se correlacionan con procesos biológicos 

de tipo patológicos como el aumento en las vías de supervivencia celular, inhibición de 

la apoptosis, reprogramación transcripcional, reprogramación metabólica, procesos 

inflamatorios, supresión de la respuesta inmune así como otros sellos distintivos del 

cáncer que en conjunto pueden conferir un fenotipo de radioresistencia adquirida a las 

células tumorales. 

Por tal motivo, es necesario establecer la función molecular de los miRNAs en la 

resistencia adquirida a la radioterapia en cáncer de mama. En este sentido, 

proponemos evaluar la función de miR-122 en la resistencia adquirida a la RI en cáncer 

de mama. Existe evidencia de que la función supresora tumoral de miR-122 en cáncer 

de mama es determinante debido a que modula de forma directa blancos moleculares 

como IGF1R y ADAM10 que son críticos en la progresión y desarrollo de esta 

enfermedad, ya que conectan vías de supervivencia y proliferación celular. Además, 

existen trabajos en cáncer de mama y otras neoplasias, que proponen una función 

sensibilizante de miR-122 a agentes quimioterapéuticos, sin embargo, aún hay poca 

información que explique los mecanismos moleculares implicados en el desarrollo de 

radioresistencia adquirida en cáncer de mama. El observar un aumento de la expresión 

de miR-122 en células tumorales de mama con radioresistencia adquirida, abre la 

posibilidad de explorar un mecanismo novedoso de miR-122 con un posible rol en 

desarrollo de radioresistencia adquirida. Los datos que se obtengan nos permitirán 

entender los mecanismos moleculares asociados a la radioresistencia y evaluar la 

posible implicación clínica del miR-122, por lo cual su análisis molecular representa un 

modelo de estudio original y relevante. 
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Pregunta de investigación 

 

¿Cuál es la función de miR-122 en la radioresistencia adquirida del cáncer de mama? 

 

Hipótesis 

 

El miR-122 participa en la radioresistencia de células de cáncer de mama a través de la 

regulación de genes blancos componentes de vías de señalización relacionadas con la 

supervivencia celular. 

 

Objetivos 

 

Objetivo general 

 

Analizar la función del miR-122 en la radioresistencia de las células MCF-7RR y MDA-

MB-231RR de cáncer de mama. 

Objetivos particulares 
 

1. Analizar el efecto de la sobreexpresión e inhibición del miR-122 en las líneas 

celulares de cáncer de mama MCF-7 y MDA-MB-231 parentales y radioresistentes (RR) 

respectivamente, sobre la resistencia a la radioterapia. 

2. Identificar los genes modulados como consecuencia de la inhibición del miR-122 en 

las líneas celulares RR y caracterizar las vías de señalización celular con importancia 

en la radioresistencia. 

3. Validar la modulación de un RNAm blanco del miR-122 en células MCF-7RR.  

4. Determinar la expresión de la proteína codificada por el gen validado en las líneas 

celulares MCF-7 y MDA-MB-231. 
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METODOLOGÍA 

 

Cultivos celulares: Las líneas celulares provenientes de adenocarcinoma mamario 

humano MCF-7 (perfil inmunohistoquímico: ER+, PR+/–, HER2–) y MDA-MB-231 (perfil 

inmunohistoquímico: ER-, PR-, HER2-, Ki67, bajo en: E-cadherina, claudina-3, 

claudinina-4 y claudinina-7) parentales, así como las radioresistentes que fueron 

establecidas como modelo de estudio denominadas como RR, se cultivaron con medio 

Dulbecco´s Modified Eagle (DMEM, Life Technologies) suplementado con 10% de 

suero fetal bovino, 100 UI/mL de penicilina y 100 μg/mL de estreptomicina a 37°C en 

atmósfera de 5% de CO2. Para el mantenimiento de los cultivos se realizaron pases 

cuando la confluencia alcanzó el 80%.  

 

Transfecciones: Las células MCF-7 y MDA-MB-231 se transfectaron con el mimic-miR-

122 (Ambion #4464066) a 10 nM, mientras que las células MCF7-RR y MDA-MB-

231RR se transfectaron con antagomiR-122 (Ambion #4464084) a 30 nM. Se usó una 

secuencia scramble (30 nM) como control del experimento y como agente de 

transfección se usó Lipofectamina® 2000 (Invitrogen #1718582) empleando 1 µL por 

cada mL de volumen final de medio de cultivo. El mimic-miR-122 y el antagomiR-122 se 

diluyeron en Opti-Mem™ de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La eficiencia 

de transfección se verificó mediante RT-qPCR a las 48h posterior a la transfección y 

este mismo tiempo se tomó como referente para los experimentos subsecuentes. 

 

Extracción de RNA por el método del trizol: Las células control y transfectadas se 

lavaron 2 veces con PBS 1X, se adicionó 1 mL de trizol (Gibco) y se homogenizó la 

suspensión durante 2 min hasta lisar las células. La suspensión celular obtenida de los 

cultivos se colocó en microtubos de 1.5 mL y se incubó por 5 min a temperatura 

ambiente, posteriormente se agregaron 200 µL de cloroformo, se mezcló con vórtex por 

30 segundos, se incubó 2 min y se centrifugó a 12,000 rpm a 4°C por 17 min. La fase 

acuosa se transfirió a un nuevo microtubo de 1.5 mL. Para precipitar el RNA de la fase 

acuosa se agregaron 500 µL de isopropanol y se incubó durante 15 min. Después de la 

incubación se centrifugaron las muestras a 12,000 rpm por 15 min a 4°C y se eliminó el 
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isopropanol, el botón formado se lavó con 1 mL de etanol al 75%. Posteriormente se 

mezcló en un vórtex y se centrifugó nuevamente a 12,000 rpm por 10 min a 4°C, se 

retiró el etanol y se dejó secar la pastilla de RNA a temperatura ambiente por 30 min. 

Finalmente, el botón se resuspendió en agua libre de RNAsas. La concentración de 

RNA se determinó por espectrofotometría (A260nm/A280nm) (NanoDrop 2000 UV-Vis 

Spectrophotometer Thermo Scientific®) y se verificó su integridad por electroforesis en 

un gel de agarosa al 0.8%. 

 

RT-PCR en tiempo real: La expresión relativa del miR-122 se evaluó en condiciones 

basales o a las 48 h posterior a la transfección, mediante RT-PCR en tiempo real 

utilizando el Stem-loop RT MicroRNA assay para el miR-122 (Cat. #4427975, Life 

Technologies) y como normalizador el sn/snoRNA RNU44. Se utilizaron 100 ng de RNA 

total para las reacciones de transcripción reversa, que se llevó a cabo en un 

termociclador 2720 Thermal Cycler de Applied Biosystems de la siguiente manera: 4°C 

por 5 min, 16°C por 30 min, 42°C por 30 min y 85°C por 5 min. El cDNA se utilizó para 

PCR en tiempo real empleando sondas TaqMan para miR-122 y RNU44, brevemente, 2 

µL de cDNA, 1 µL de sonda TaqMan, 7 µL de H2O libre de nucleasa y 10 µL de master 

mix se mezclaron para obtener un volumen final de 20 µL. La reacción se llevó a cabo 

en el equipo 7500 Real-Time PCR System de Applied Biosystems, bajo las siguientes 

condiciones: desnaturalización inicial a 95° C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos a 95° 

C por 15 segundos y una extensión de 60° C por 60 segundos. Se obtuvo el ΔΔCt 

comparativo al obtener la diferencia entre los Ct del control endógeno RNU44 con los 

de miR-122, para determinar los niveles de miR-122 el resultado del ΔΔCt se convirtió 

al Logaritmo -2. Este procedimiento se realizó en los ensayos de transfección del mimic 

miR-122 en las líneas celulares parentales y del antagomiR-122 en las líneas RR. 

 

Ensayo clonogénico (Análisis de radioresistencia): El ensayo consiste en la 

capacidad de una célula para producir una colonia de 50 o más células después de la 

radiación. Se sembraron 1000 células en placas de 6 pozos y después de las 24 h 

fueron transfectadas como se mencionó anteriormente, 48 h posterior a la transfección 

fueron radiadas con un acelerador lineal (Varían 600C) con 4 Gy de RI y se incubaron 
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por 10-12 días en condiciones basales de cultivo, el cambio de medio se realizó cada 

48 h. Posteriormente, las colonias se fijaron con metanol/ácido acético 7:1 y se tiñeron 

con cristal violeta al 1%. Se contaron las colonias con 50 o más células, las cuales se 

consideraron como sobrevivientes clonogénicos y se determinó la fracción superviviente 

que permite cuantificar la tasa de supervivencia celular tras la aplicación de RI de 

acuerdo con Karube, et al 2005. 

 

Western blot: Las células MCF-7RR y MDA-MB-231RR con una confluencia del 70-

80% en cajas p60, fueron despegadas mediante un raspado con gendarme y lisadas en 

buffer de lisis que contenía Tris pH 7.5 [25 mM], NaCl [150 mM], Tritón 0.5%, EDTA 

1mM e inhibidor de proteasas y fosfatasas (Roche®). Las proteínas fueron separadas en 

un gel de poliacrilamida SDS/PAGE al 10% mediante electroforesis (80 V) empleando 

un buffer de corrida pH 8.3 (Tris [250 mM]; Glicina [1.92 M]; SDS 1%). La transferencia 

se realizó en membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad 0.45 µm) durante 1.5 h empleando 

un buffer de transferencia pH 8.3 (Tris [0.25 M]; Glicina [1.92 M]; Metanol 20%). 

Después de la transferencia, las membranas se bloquearon con leche descremada al 

5% en buffer TBS (Tris [20 mM]; NaCl [150 mM]) con 0.1% Tween 20 (TBS-T) durante 1 

h. posteriormente las membranas fueron lavadas tres veces en buffer salino de Tris con 

Twin 20 (0.1%) durante 5 min y se incubaron con anticuerpos primarios específicos 

[ZNF611 (1:250 Abcam®); ZNF304 (1:1,000 Abcam®); RIPK1 (1:2,000 BD Transduction 

LaboratoriesTM); TNFRSF21 (1:250 Santa Cruz Biotechnology); DUSP8 (1:250 Santa 

Cruz Biotechnology); HRAS (1:250 Abcam®); Actina (1:5,000 Cell Signaling)] durante 

toda la noche a 4ºC. Posterior a la incubación con los anticuerpos primarios, se 

realizaron 3 lavados con TBST durante 5 min y las membranas se incubaron con 

anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rábano (HRP) [ZNF611, 

ZNF304, HRAS (1:5,000 anti-conejo Santa Cruz Biotechnology); RIPK1, TNFRSF21, 

DUSP8 (1:5,000 anti-ratón Santa Cruz Biotechnology); Actina (anti-cabra 1:5,000 Santa 

Cruz Biotechnology). Posteriormente, las membranas fueron lavadas tres veces durante 

5 min y reveladas por quimioluminiscencia utilizando el kit SuperSignal® West Femto. 
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Análisis de microarreglos: Se obtuvo RNA total de células MCF-7RR y MCF-7RR 

transfectadas con antagomiR-122 en concentraciones equimolares (150 ng/µL) de 3 

experimentos independientes y se hibridó un arreglo Affymetrix st1© para el análisis de 

29,834 genes, cada hibridación se realizó por duplicado. La intensidad de fluorescencia 

del arreglo fue analizada por Expression Console para la normalización y la expresión 

diferencial de genes fue obtenida de acuerdo con la significancia estadística por el 

programa Transcriptome Analysis Console (TAC) mediante la prueba ANOVA (p<0.05). 

Los genes diferencialmente expresados (sobreexpresados y suprimidos) se 

consideraron a partir de >1.3 y <1.3 veces de cambio. 

 

Validación de genes blanco de miR-122. Se diseñaron oligos específicos para 

amplificar las regiones 3’UTR de los genes ZNF611 y ZNF304 por PCR, que fueron 

seleccionados como posibles blancos de miR-122, para posteriormente ser clonados en 

el plásmido pMIR-REPORTTM Systems (AM5795), el cual es un plásmido específico 

para validar blancos directos de miRNAs que se basa en la actividad del gen reportero 

de luciferasa de luciérnaga. Este plásmido contiene un sitio polylinker de clonación 

múltiple para diferentes enzimas de restricción que permitirán insertar la secuencia 

blanco de interés y poder evaluar cuantitativamente la función de miR-122 sobre los 

genes ZNF611 y ZNF304. Para este trabajo se usarán las enzimas SpeI y HindIII, 

debido a que en el plásmido son las enzimas que van en el sentido de la transcripción, 

situándose al inicio y al final del sitio de clonación múltiple. De esta forma el inserto a 

clonar al ser amplificado, llevará en el oligo sentido un sitio de corte para SpeI y en el 

oligo antisentido un sitio de corte para HindIII. Se cultivaron las bacterias recombinantes 

en medio Lysogeny Broth (LB) adicionado con ampicilina como antibiótico de selección 

a una concentración de 100 µM, posteriormente el plásmido fue purificado mediante el 

sistema HiSpeed® Plasmid Midi Kit (12643). Como controles negativos (CN) de 

clonación se emplearon los mismos oligos diseñados para amplificar el inserto de 

interés pero ahora el oligo sentido llevará un sitio de corte para HindIII y el oligo 

antisentido tendrá la secuencia de corte para SpeI, de tal forma que se obtendra el 

mismo inserto pero quedará clonado en sentido invertido a la transcripción y de esta 

forma el CN ya no estaría bajo la actividad reguladora negativa de miR-122.  
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Se muestran los oligos correspondientes con los sitios para SpeI en negritas y para 

HindIII en gris: 

ZNF611 Sentido: GTACTAGTATGGTCATCGGTGAACTCATACTG 
ZNF611 Antisentido: CGAAGCTTATTCCTGACCTCAAGTGACCTAT 
ZNF611 CN Sentido: CGAAGCTTATGGTCATCGGTGAACTCATACTG 
ZNF611 CN Antisentido: GTACTAGTATTCCTGACCTCAAGTGACCTAT 
 
ZNF304 Sentido: GTACTAGTATCATGAGGTGTGTTGCACTTTG 
ZNF304 Antisentido: CGAAGCTTATCTCAGAACCTAATCATGAGGGAAA 
ZNF304 CN Sentido: CGAAGCTTATCATGAGGTGTGTTGCACTTTG 
ZNF304 CN Antisentido: GTACTAGTATCTCAGAACCTAATCATGAGGGAAA 
 
 
 

La región 3’UTR de ZNF611 (489 pb) la cual contiene un sitio de unión canónico a miR-

122 (CACTCCA) se amplificó por RT-PCR. Se utilizaron 100ng de RNA total, 1µL de 

oligo dT (0.5 μg/μL), 1µL de dNTP’s (10mM) y H2O libre de nucleasas (aforada a 20µL), 

para la primera reacción de RT PCR: Fase de pre-amplificación: 1 ciclo a 70°C por 10 

min y 1 ciclo a 4°C de 2-4 min. Para la segunda fase de la RT-PCR se adicionaron: 4µL 

de MgCl2 (25mM), 2µL de solución amortiguadora RT 10X (1X) y 1µL de transcriptasa 

inversa (15 U/µL), bajo las siguientes condiciones: Amplificación: 1 ciclo de 42°C por 60 

min y 1 ciclo de 4°C por ~. El cDNA obtenido se utilizó para PCR de punto final para 

amplificar la región 3’UTR de ZNF611 y el control negativo. Para la PCR se adicionaron 

2µL de solución amortiguadora 10X (1X), 0.6µL de MgCl2 (25mM), 1µL de dNTP’s 

(1.5mM), 0.3µL de oligos sentido y antisentido para la región 3’UTR de ZNF611 (10µM), 

12.3µL de agua libre de nucleasas y 0.5µL de Taq-Polimerasa recombinante (5 U/µL). 

La reacción se llevó a cabo en el equipo 2720 Thermal Cycler de Applied Biosystems 

bajo las siguientes condiciones: desnaturalización inicial a 95° C por 10 min/ 40 ciclos 

de: 95° C por 15 seg/ alineamiento a 65° C por 60 seg/ extensión de 72°C por 50 seg. 

El amplicón se observó mediante un gel de agarosa al 2% GelRed® (Biotium). 

 

Análisis in silico para determinar los elementos de respuesta en el DNA a 

proteínas de dedos de zinc (ZNFs). Utilizamos la herramienta de reconocimiento en 

línea para los elementos de respuesta de las proteínas con dedos de zinc Cys2Hys2 

(http://compbio.cs.princeton.edu/zf/), para identificar en las regiones promotoras de 

RIPK1 y DUSP8, los elementos de respuesta a ZNF611 y ZNF304. 
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El análisis de datos del Atlas del genoma del cáncer (TCGA). A partir de la base de 

datos del The Cancer Genome Atlas (TCGA) se obtuvieron los datos clínicos y 

moleculares de pacientes con cáncer de mama, se seleccionó a un grupo de pacientes 

que de acuerdo con su historial clínico recibieron radioterapia durante su tratamiento. 

Se tomaron en cuenta los regímenes de radioterapia adyuvante, paliativa y recurrencia. 

En cuanto a los estados patológicos de los tumores en la población de estudio, 

abarcaron del estadio I al estadio IV. La clasificación molecular de los tumores en las 

pacientes correspondió a Luminal A, Luminal B, TNBC (Triple negativo) y HER2+. De 

acuerdo con los datos de expresión a nivel de RNAm analizados por la técnica de 

RNAseq y reportados en Reads per million (RPM), se obtuvieron los datos de expresión 

de miR-122, ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS. De acuerdo con la 

mediana de expresión en RPM se categorizó a la población en dos grupos que 

expresaron alto y bajo nivel de cada molécula. El periodo de tiempo durante y después 

del tratamiento de radioterapia fue establecido en meses, en donde se evaluó la 

supervivencia libre de recaída (SLR) en función de la expresión de los genes de interés. 

Se tomó como día 1, el día de diagnóstico de cáncer de mama y como día final el día 

de recaída en el caso de las pacientes que recayeron, o día del término del seguimiento 

en el caso de las pacientes que no presentaron recaída de la enfermedad. Se 

implementó la prueba de Log Rank para determinar la significancia estadística de los 

resultados obtenidos tomando como valor significativo P = <0.05. 

 

Análisis estadístico: Todos los resultados son derivados de tres experimentos 

independientes que se representaron como media ± desviación estándar (DE). La 

comparación entre los grupos se realizó mediante la prueba t de Student y ANOVA. 

Para todos los análisis, valores de p ≤ 0.05 fueron considerados estadísticamente 

significativos. Todos los análisis estadísticos se realizaron utilizando el paquete de 

software estadístico SPSS 17.0 
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Resultados 

 

Validación de la expresión diferencial de miRNAs en células MCF-7RR y MDA-MB-

231RR. 

Para validar los datos obtenidos en el análisis global de miRNAs, se analizó la 

expresión de miR-122, miR-10a, miR-222, miR-222*, miR135b, miR-135b*, miR-196b y 

miR-934 por RT-qPCR (Figura 4A). Los resultados confirman los niveles de expresión 

de los miRNAs previamente observados en el análisis global. Además, se validó la 

expresión del miR-122 utilizando un RNA obtenido de una clona de células MCF-7RR 

distinta a las utilizadas en los análisis previos. Se observó que las células MCF-7RR 

sobreexpresan el miR-122 (Veces de cambio = 3.2 +/- 0.5) en comparación con la línea 

parental MCF-7 (Figura 4B). De esta forma se corroboró lo observado previamente en 

los antecedentes y se validó que el modelo biológico es reproducible. Para validar si los 

miRNAs identificados en MCF-7RR también se modulan en otra línea celular de cáncer 

de mama con radioresistencia, se evaluó la expresión de estos 8 miRNAs en las células 

MDA-MB-231RR por RT-qPCR y se comparó con la línea celular MCF-7RR (Figura 4C). 

Se observó que el miR-122 mantiene elevada su expresión tanto en MCF-7RR como en 

MDA-MB-231 RR [2.5 +/- 0.5 veces de cambio (Log2)]. 
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Figura 4. Expresión diferencial de miRNAs en células radioresistentes. La expresión de miR-10a, 
miR-122, miR-222, miR-222*, miR-135b, miR-135b*, miR-934 y miR-196b fue analizado por RT-qPCR 
(A). Se muestra la expresión diferencial de miR-122 entre células MCF-7 y MCF-7RR mediante RT-qPCR 
usando el RNA obtenido de una clona MCF-7RR distinta a la utilizada para el análisis global (B). 
Comparación de los miRNAs validados en MCF-7RR con la línea celular MDA-MB-231RR (C). Todos los 
experimentos de RT-qPCR se realizaron por triplicado en cada experimento y de manera independiente. 
Se muestra la desviación estándar y la significancia estadística obtenida con ANOVA *P <0.05. 

 
 

Efecto de la sobreexpresión del miR-122 en células MCF-7 y MDA-MB-231 tratadas 

con RI. Para determinar si la sobreexpresión del miR-122 induce radioresistencia en las 

células parentales, las células MCF-7 y MDA-MB-231 parentales se transfectaron con 

10 nM del mimic-miR-122. La sobreexpresión de miR-122 tuvo 4.5 veces de cambio en 

MCF-7 (Figura 5A) y de 12.1 en MDA-MB-231 (Figura 5B) respecto al control no 

transfectado. Las células transfectadas se irradiaron con una dosis de 4 Gy (DL50) de 
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RI y la supervivencia se analizó mediante ensayos clonogénicos. Los resultados 

mostraron una disminución en la fracción superviviente en las células transfectadas con 

miR-122 (MCF-7 FS = 0.12 (Figura 5C y D); MDA-MB-231 FS = 0.0734 (Figura 5E y F)) 

tanto en las células transfectadas con tratamiento de RI como el control sin tratamiento 

radioterapéutico. Para corroborar a nivel clínico la función supresora tumoral de miR-

122, realizamos una curva de Kaplan-Meier, analizando la base de datos del TCGA de 

pacientes con cáncer de mama que recibieron tratamiento con RI. Se seleccionó a un 

grupo de pacientes (n= 102) que expresaron a miR-122 y de acuerdo con la mediana de 

expresión (Rpm= 0.299159) se categorizaron en alta y baja expresión. El tiempo del 

seguimiento se tomó en meses y se analizó la SLR relacionada con la respuesta al 

tratamiento de RI. Nuestro hallazgo reveló que la alta expresión de miR-122 en 

pacientes con cáncer de mama que recibieron radioterapia correlacionó con una mejor 

SLR (Log Rank *P= 0.014) de hasta 120 meses (Figura 5G). Estos datos demuestran 

que miR-122 tiene un papel como miRNA supresor tumoral en células MCF-7 y MDA-

MB-231 como previamente se reportó por Wang et al, en el 2012. 

 

Figura 5. Efecto del aumento de miR-122 en células parentales de cáncer de mama. Expresión de 
miR-122 en células (A) MCF-7 y (B) MDA-MB-231 transfectadas con mimic-miR-122 a una concentración 
de 10 nM. Como controles se emplearon las células sin transfectar. Fracción superviviente e imagen 
típica de formación de colonias: células MCF-7 (C, D) y MDA-MB-231 (E, F) transfectadas previo (-RI) y 
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posterior (+RI) al tratamiento con 4 Gy de RI. Curva de Kaplan-Meier de SLR usando la base de datos del 
TCGA en pacientes con cáncer de mama (G), la línea naranja representa a las pacientes con alta 
expresión de miR-122 y la azul representa a las pacientes con baja expresión de miR-122, se empleó la 
prueba de Log Rank (*P= <0.05) para obtener la significancia estadística. Todos los experimentos se 
realizaron por triplicado. Se muestra la desviación estándar y la significancia estadística obtenida con 
ANOVA *P <0.05. 

 

Modulación de la radioresistencia en células MCF-7RR y MDA-MB-231RR 

mediante la transfección del antagomiR-122.  

Con la finalidad de conocer la función de miR-122 en la radioresistencia adquirida en 

células de cáncer de mama, se inhibió la expresión de miR-122 por medio de un 

antagomiR (inhibidor) en MCF-7RR (Figura 6A) y MDA-MB-231RR (Figura 6B). Un 

antagomiR es un oligonucleótido de RNA pequeño sintético y químicamente modificado 

que es complementario a una secuencia de miRNA endógeno y se usa para su 

silenciamiento (Krützfeldt et al, 2005). Para evaluar la supervivencia de las células 

radioresistentes se hicieron ensayos clonogénicos y se observó que las células 

transfectadas con el antagomiR-122 tuvieron una menor supervivencia [(Fracción 

superviviente en MCF-7RR= 0.87 (Figura 6C y D); MDA-MB-231RR= 0.7 (Figura 6E y 

F)]. Cuando se aplicó RI se observó que la fracción superviviente disminuyó en ambas 

líneas celulares [(MCF-7RR= 0.43 (Figura 6C), MDA-MB-231RR= 0.266 (Figura 6D)]. 

Posteriormente evaluamos la expresión de IGF1R en células MCF-7RR al inhibir a miR-

122. IGF1R es un blanco de miR-122 en células de cáncer de mama y su disminución 

ejercida por miR-122 inhibe la supervivencia celular. Nosotros mostramos que la 

expresión de IGF1R disminuye en células MCF-7 al inducir el aumento de miR-122 

como se reporta en la literatura (Wang et al, 2012), mientras que en células MCF-7RR, 

la cual presenta un aumento de miR-122, la expresión de IGF1R está suprimida, pero al 

inhibir a miR-122 en MCF-7RR el nivel de expresión de IGF1R aumenta de manera 

significativa (Figura 6G). Estos resultados indican que miR-122 promueve el 

mantenimiento de la radioresistencia adquirida en células de cáncer de mama 

independientemente de la función de IGF1R y las vías de supervivencia en las que 

participa, de tal forma que miR-122 podría ejercer una reprogramación transcripcional 

en las células de cáncer de mama con radioresistencia adquirida modulando a otros 

genes blanco aun no reportados. 
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Figura 6. La inhibición del miR-122 revierte la radioresistencia en células de cáncer de mama. 
Expresión de miR-122 en células MCF-7RR (A) y MDA-MB-231RR (B) transfectadas con antagomiR-122, 
a una concentración de 10, 20 y 30 nM. Como controles se emplearon las células sin transfectar. 
Fracción superviviente e imagen típica de formación de colonias: células MCF-7RR (C, D) y MDA-MB-
231RR (E, F) transfectadas previo (-RI) y posterior (+RI) al tratamiento con 4 Gy de RI. Expresión de 
IGF1R en células MCF-7 y MCF-7RR transfectadas con mimic y antagomiR-122 (G) respectivamente, la 
expresión de IGF1R fue evaluada por RT-qPCR.Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Se 
muestra la desviación estándar y la significancia estadística obtenida con ANOVA *P <0.05. 

 

Transcriptoma de células MCF-7RR transfectadas con antagomiR-122.  

Con el fin de identificar posibles nuevos blancos de miR-122 en una célula de cáncer de 

mama resistente a radioterapia, se analizó el transcriptoma de las células MCF-7RR 

transfectadas con el antagomiR-122 y se identificó un grupo de 158 genes modulados, 

de los cuales 27 estuvieron sobreexpresados y 131 suprimidos (Figura 7A-B; Tabla 4 

sección de apéndice). Mediante el uso de herramientas bioinformáticas de ontología de 

genes, se lograron identificaron a genes modulados por miR-122 en células MCF-7RR 

que son componentes de vías de señalización y procesos biológicos con importancia en 

cáncer y con posible participación en radioresistencia, de los cuales destacan 

regulación transcripcional, vía de las MAPK, respuesta a TNF e interacción de 

receptores de citocinas (Figura 7C). De la totalidad del transcriptoma modulado en 

células MCF-7RR al inhibir a miR-122, 39 genes presentaron sitios de unión a miR-122, 



46 
 

de los cuales 9 se sobreexpresaron y 30 se suprimieron (Figura 7B). Para poder 

identificar blancos directos de miR-122 con una regulación de tipo canónica en la línea 

celular MCF-7RR, nos interesó analizar a los genes que aumentaron su expresión al 

inhibir a miR-122 (MCF-7+ antagomiR-122). Al realizar un análisis bioinformático de 

complementariedad de la región semilla de miR-122, sobre los genes que aumentaron 

su expresión al inhibir a miR-122 y que adicionalmente presentaron sitios de unión, 

identificamos que ZNF611 y ZNF304 tienen una complementariedad de 7 pares de 

base en la región 3’UTR de ambos genes (Figura 7D). 
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Figura 7. Transcriptoma de las células MCF-7RR transfectadas con antagomiR-122. Mapa de calor 
del transcriptoma de MCF-7RR transfectadas con antagomiR-122. El análisis se realizó por duplicado 
para obtener un valor Z, el cual indica un valor de confiabilidad de los resultados obtenidos. El 
dendograma de la parte superior de las columnas del mapa de calor muestra que el análisis se ejecutó de 
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manera no supervisada, esto indica que el analista no modificó o alteró los resultados obtenidos. El 
dendograma de la parte del costado izquierdo indica el agrupamiento jerárquico de los genes de acuerdo 
con la homología y funcionalidad. Se tomó como un cambio en la expresión cuando los genes mostraron 
+/- 1.3 veces de cambio y que tuvieran un valor de ANOVA con significancia estadística (P <0.05) (A); 
Diagrama de Venn de genes modulados y con sitio de unión a miR-122 de células MCF-7RR 
transfectadas con antagomiR-122 (B); en verde se muestran los genes suprimidos y en rojo los genes 
sobreexpresados. Tabla de procesos biológicos y enriquecimiento de vías de genes modulados en MCF-
7RR transfectadas con antagomiR-122 (C); en color rojo se muestran los genes sobreexpresados en el 
transcriptoma, en color verde se muestran los genes reprimidos, los genes con sitios de unión a miR-122 
en su región 3’UTR se muestran subrayados. Sitios de unión canónicos en la región 3’UTR de ZNF611 y 
ZNF304 con la región semilla de miR-122, se muestra en color azul las bases complementarias entre 
miR-122 y la región 3’UTR de los genes (D). GO: Gene ontology (Ontología de genes). 

 
 
Regulación transcripcional y de vías de supervivencia ejercida por miR-122 en 

células MCF-7RR.  

Los resultados del análisis del transcriptoma mostraron la sobreexpresión de los 

represores transcripcionales ZNF304 y ZNF611, las cuales son proteínas asociadas con 

el silenciamiento transcripcional y que poseen sitios de unión en su región 3’UTR para 

miR-122 (Figura 8A). Estos factores de transcripción son potenciales blancos de miR-

122 al estar aumentado su nivel de expresión cuando se inhibe a miR-122. Por otro 

lado, genes como MAP4K1, DUSP8 (componentes de la vía de las MAPK; HRAS de la 

vía de Ras); y TNFRS21 y RIPK1 (vía de TNF) disminuyeron su expresión. De acuerdo 

con análisis bioinformáticos de identificación de unión de proteínas de dedos de zinc 

(C2H2), se analizó la región promotora -2000 pb al inicio de la transcripción, dichos 

genes poseen elementos de respuesta a ZNF304 y ZNF611 en sus regiones 

promotoras (Figura 8B). En el caso de MAP4K1 se determinaron siete sitios de unión 

para ZNF304 y tres para ZNF611; RIPK1 posee cinco sitios de unión para ZNF304 y 

siete para ZNF611; TNFRS21 (DR6) tiene tres sitios para ZNF304 y tres para ZNF611; 

DUSP8 presentó cuatro sitios para ZNF304 y cinco para ZNF611; mientras que HRAS 

mostró cinco sitios para ZNF304 y cinco para ZNF611 (Figura 8C). 
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Figura 8. Representación esquemática que muestra la posible función del miR-122 en la 
regulación indirecta de la transcripción de genes componentes de vías de supervivencia celular. 
Aumento de la expresión de ZNF304 y ZNF611 en el transcriptoma de MCF7RR al inhibir a miR-122 y 
sitios de unión en la región 3’UTR de ZNF304 y ZNF611 (A). Elementos de respuesta a ZNF304 y 
ZNF611 en regiones promotoras a 2,000 pb río arriba del sitio de inicio de la transcripción en los genes 
MAP4K1, RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS que se mostraron suprimidos en MFC-7RR al inhibir a 
miR-122 (B) Distribución en regiones promotoras de los genes MAP4K1, RIPK1, TNFSRF21 (DR6), 
DUSP8 y HRAS a una longitud de -2000pb (C). La representación esquemática está basada en análisis 
in silico. 

 

Este hallazgo sugiere que al haber un aumento de la expresión de miR-122 los factores 

de transcripción ZNF611 y ZNF304 son regulados negativamente debido a que poseen 

sitios de unión canónicos en sus regiones 3’UTR, por lo tanto la actividad de represión 

de la transcripción ejercida por ZNF611 y ZNF304 se encontraría disminuida y esto 

provocaría el aumento de la expresión de MAP4K1, RIPK1, TNFRSF21 y HRAS los 

cuales presentan varios sitios de unión de estos factores de transcripción en sus 

regiones promotoras (-2000pb). Este proceso alteraría las vías de supervivencia celular 

relacionadas con dichos genes. 

 

Validación a nivel de proteína de genes modulados por miR-122 en células MCF-

7RR. Debido a que ZNF611 y ZNF304 son posibles blancos de miR-122, se validó la 

abundancia de sus proteínas por Western blot en células MCF-7RR.  Así mismo, se 

evaluó el nivel de las proteínas RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS, de las cuales, sus 

genes presentan elementos de respuesta a ZNF304 y ZNF611 en sus regiones 

promotoras a 2,000 pb río arriba del inicio de la transcripción. En las células MCF-7RR, 

aumentaron las proteínas, ZNF304 y ZNF611 mientras que RIPK1 y DUSP8 

disminuyeron (Figura 9A), estos datos concuerdan con lo observado en el análisis de 

microarreglo en células MCF-7RR al inhibir a miR-122. Las gráficas representativas de 

los análisis densitométricos mostraron que las diferencias fueron estadísticamente 

significativas (p<0.05) (Figura 9B). Adicionalmente, evaluamos el nivel de expresión de 

proteína de ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS en la línea celular 

MDA-MB-231RR para identificar si estos mismos genes son regulados por miR-122 en 

esta línea celular radioresistente. Los resultados obtenidos muestran que la expresión 

de ZNF611, DUSP8 y HRAS se modularon por incremento en MDA-MB-231RR al inhibir 

a miR-122, mientras que ZNF304, RIPK1 y TNFRSF21 mostraron una disminución de la 
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proteína (Figura 9C-D). Estos resultados muestran que solo ZNF611 tuvo una mantuvo 

aumentada su expresión a nivel de proteína en las células MDA-MB-231RR. Las 

gráficas representativas de los análisis densitométricos mostraron que solamente hubo 

diferencias significativas en el aumento de la proteína DUSP8 (p<0.05) (Figura 9D). 

 
Figura 9. Evaluación del efecto de la inhibición de la expresión del miR-122 sobre el nivel de 
expresión de las proteínas ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS en células 
radioresistentes. Análisis de Western blot de las proteínas ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, 
DUSP8 y HRAS en células MCF-7RR (A-B) y MDA-MB-231RR (C-D) transfectadas con antagomiR-122. 
Se usó actina como control de carga. Las imágenes son representativas de tres experimentos 
independientes. Análisis densitométrico de las bandas obtenidas en el Western blot (B, D). Todos los 
experimentos fueron realizador por triplicado, los datos fueron normalizados usando la expresión de la 
actina. T de Student * P <0.05 
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Para conocer si miR-122 regula de manera directa la expresión de los genes ZNF611 y 

ZNF304 y si esta regulación afecta la expresión de RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS 

analizamos el nivel de expresión de proteína en las líneas celulares parentales MCF-7 y 

MDA-MB-231 al aumentar la expresión de miR-122 usando mimicmiR-122. En la línea 

celular MCF-7 los resultados mostraron que el nivel de proteína de ZNF611 disminuyó 

al aumentar la expresión de miR-122, pero ZNF304, RIPK1 y DUSP8 mantuvieron su 

expresión estable sin ningún cambio, mientras que la expresión de la proteína HRAS 

mostró un aumento no significativo (Figura 10A). Los análisis densitométricos 

evidenciaron que solo la disminución de ZNF611 en las células MCF-7 al aumentar a 

miR-122 tuvo diferencias significativas (p<0.05) (Figura 10B). En la línea celular MDA-

MB-231 la abundancia de proteínas de ZNF611, ZNF304, DUSP8 y HRAS mostró una 

disminución, mientras que para RIPK1, TNFRSF21 no se observó un cambio evidente 

en la expresión a nivel de proteína (Figura 10B). Las gráficas correspondientes a los 

análisis de densitometría indicaron que solo la inhibición de la proteína DUSP8 mostros 

cambios significativos (Figura 10C), sin embargo, ZNF611 mostró una tendencia que 

inversamente proporcional a la expresión de miR-122. Estos resultados en conjunto 

indican que ZNF611 podría ser un potencial blanco de regulación directa de miR-122. 

Además, mostramos que entre las líneas celulares radioresistentes y las líneas 

celulares parentales se presenta una diferencia en la regulación a nivel de proteína de 

ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS, cada uno de estos genes 

pertenece a una vía de señalización que está relacionada con la supervivencia celular, 

por lo que esta diferencia podría deberse a cambios en la maquinaria transcripcional de 

las células radioresistentes debido a proceso adaptativo a la RI, esto podría alterar vías 

de supervivencia celular, apoptosis, regulación transcripcional e inflamación y de esta 

forma contribuir al mantenimiento de un fenotipo de resistencia a la radiación en cáncer 

de mama. 
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Figura 10. Evaluación del efecto de la expresión del miR-122 sobre la abundancia de las proteínas 
ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS en células parentales de cáncer de mama. 
Expresión de ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 Y HRAS en células MCF-7 (A-B) y MDA-MB-
231 (C-D) transfectadas con mimicmiR-122. Se usó actina como control de carga. Las imágenes son 
representativas de tres experimentos independientes. Análisis densitométrico de las bandas obtenidas en 
el Western blot (B, D). Todos los experimentos fueron realizador por triplicado, los datos fueron 
normalizados usando la expresión de la actina. T de Student * P <0.05 

 

Este resultado indica que ZNF611 podría ser un potencial blanco de regulación directa 

de miR-122. Además, mostramos que entre las líneas celulares radioresistentes y las 

líneas celulares parentales se presenta una diferencia en la regulación a nivel de 

proteína de ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS, cada uno de estos 

genes pertenece a una vía de señalización que está relacionada con la supervivencia 
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celular, por lo que esta diferencia podría deberse a una reprogramación transcripcional 

correspondiente al fenotipo de radioresistencia adquirida de las células de cáncer de 

mama. 

 

Estandarización de la PCR para la amplificación de la región 3’ UTR de ZNF611. 

Se purificó el plásmido pMIR-REPORTTM que tiene una longitud de 6470 pb. Los sitios 

de restricción seleccionados para clonar el inserto correspondiente al fragmento de la 

región 3’UTR de ZNF611 y ZNF304 fueron SpeI y HindIII los cuales están localizados 

en la región de clonación múltiple (Figura 11A). Se amplificó un fragmento de 489 pb 

por RT-PCR correspondiente a la región 3’UTR de ZNF611 que contiene un sitio 

canónico putativo de unión a miR-122 (Figura 11B-C). Una vez obtenido el amplicón de 

la región 3’UTR de ZNF611 y su control negativo se clonaron en el plásmido pMIR-

REPORTTM empleando las enzimas de restricción SpeI y HindIII para que el inserto 

quedara rio abajo del gen de la luciferasa y posteriormente cuantificar la actividad de 

esta proteína reportera bajo la regulación de miR-122 (Figura 11D). 
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5’-gtactagtatGGTCATCGGTGAACTCATACTG-3’

5’-cgaacgttatTCCTGACCTCAAGTGACCTAT-3’

Forward 

Reverse 

SpeI

HindIII

Primers to ZNF611 3’UTR 

GGTCATCGGTGAACTCATACTGGAGAGAAACCTTACAAATGTCATGACTGTGCCAAGGTCTTCAGTCAAGC

TTCATCCTATGCAAAACATAGGAGAATTTATACAGGAGAGAAACCTCACAAGTGTGATGATTGTGGCAAAG

CCTTTGCTTCACGTTCACACGTCATTAGACATCAGAGAATCTATACTGGACAGAAATCTTACAAATGTCAT

CAGTGTGGCAAGGTCTTCAGTCCAAGATCACTCCATGCAGAACATCAGAAAATTCATTTTTGAGATAACCG

TTCCCAATGAAATGAGTATAGCAAACCATCAAGCATTAATTGACATTGGAGTCAATTCAGCATTGACTTGA

GTTTGTGTTGACTTAACATTGAGTTCAAGCCTTTATTGACATTCAAGTGTTTATGTTAAGAGGATGGGGCC

AGGTGTGGTGGCTCCGACCTGTAATCCCAGCACGTCGGGAGGCCAAGGCACATAGGTCACTTGAGGTCAGG

A

489pb 

5’-gtactagtatCATGAGGTGTGTTGCACTTTG-3’

5’-cgaacgttatCTCAGAACCTAATCATGAGGGAAA-3’

Forward 

Reverse 

SpeI

HindIII

Primers to ZNF304 3’UTR 

CATGAGGTGTGTTGCACTTTGTAACTGTCTAGAGCTCTTGATGGAATTATA

TCACTGCCAGTGCCTGTGGCGGAAGCCATCTTATTGCTACCAGCTGTGTGT

GTCAATCACTCCATTTTGCTCAGGGAAGGCAGACTTCTGTGCTTTCTTTCC

TGTTCCCTACAGGTAATCATGAATATTTTCAAGGACTTCCCCCCCCCCCCA

CTTCACCCCCTACCATTGAGGGTCCTCATCTTTTCCCTCATGATTAGGTTC

TGAG 

259pb

489 pb

1000 pb

800 pb

600 pb

Fragmento generado 
por la digestión 

6470pb

138pb

Banda esperada

6470pb

Plásmido circular

Plásmido con doble 
digestión SpeI y HindIII

Fragmento 

esperado con 

el plásmido con 
el inserto

6959pb

A)

B)

C) D)
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Figura 11. Estandarización de la PCR de la región 3’UTR de ZNF611. El plásmido pMIR-REPORTTM 

contiene a la luciferasa de luciérnaga como gen reportero (A). Se seleccionaron a los sitios de corte de 
las enzimas SpeI y HindIII (color rojo) para el diseño de los oligos utilizados para la amplificación de un 
fragmento de 489 pb correspondiente a la región 3’UTR de ZNF611 y de 259 pb para el fragmento de la 
región 3’ UTR de ZNF304 respectivamente (en azúl se muestra el sitio de unión canónico para miR-122) 
(B). Amplificación de la región 3’UTR de ZNF611 por PCR (C). En el carril 1 se observa el marcador de 
tamaño molecular de 1Kb, en el carril 2 la amplificación de la región 3’UTR de ZNF611 y en el carril 3 la 
amplificación del control negativo con los sitios de restricción invertidos, pero con el mismo tamaño de 
inserto. Ligación de los insertos ZNF611 y ZNF611 CN (D). En el carril 1 se observa el marcador de 
tamaño molecular de 1Kb, los carriles 2 y 3 corresponden a la doble digestión con las enzimas de 
restricción Spe1 y HindIII del plásmido pMIR-REPORT con el inserto de 489 pb correspondiente a 
ZNF611 y ZNF611 CN respectivamente. El carril 4 corresponde a la doble digestión con las enzimas de 
restricción Spe1 y HindIII del plásmido p-MIR-REPORT sin insertos, pero con la reacción de ligación. En 
el carril 5 se observa al plásmido purificado p-MIR-REPORT en su forma circular. En el carril 6 se 
muestra al plásmido p-MIR-REPORT sometido solo a la doble digestión con las enzimas Spe1 y HindIII. 

 

Relevancia clínica de genes modulados por miR-122 en MCF-7RR.  

Con la finalidad de explorar a nivel clínico la importancia de los genes relacionados con 

la función del miR-122 y la radioresistencia en células de cáncer de mama, realizamos 

análisis de SLR empleando la base de datos del TCGA de pacientes con cáncer de 

mama. Los análisis de Kaplan-Meier mostraron que una mayor SLR se asoció 

significativamente con la alta expresión de ZNF611 (Log Rank P = ≤0.05) y ZNF304 

(Log Rank P = ≤0.05) (Figura 12 A y B). En cuanto a RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y 

HRAS los resultados mostraron que existe una correlación entre la disminución en la 

expresión de RIPK1 (Log Rank P = ≤0.05), TNFRSF21 (Log Rank P = ≤0.01), DUSP8 

(Log Rank P = ≤0.05) y HRAS (Log Rank P = ≤0.05) con una SLR más alta en 

pacientes con cáncer de mama sometidas a tratamiento con RI (Figura 12C-F). Este 

hallazgo clínico respalda lo que se ha observado en nuestras evidencias 

experimentales, cuando se induce la pérdida de función de miR-122 en células de 

cáncer de mama radioresistentes y como consecuencia la supervivencia celular es 

menor. Además, esto destaca la importancia de que RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y 

HRAS podrían tener como componentes en las vías de señalización necesarias para la 

supervivencia posterior a la radioterapia en el cáncer de mama.  
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Figura 12. Análisis de SLR en pacientes con cáncer de mama.. Utiilizando los datos clínicos y 
transcriptómicos de la base de datos del TCGA se realizó un análisis de Kaplan-Meier para analizar la 
SLR de las pacientes con tumores de mama que recibieron radioterapia de acuerdo a la expresión de 
ZNF611 (A), ZNF304 (B) RIPK1 (C), TNFRSF21 (D), DUSP8 (E) y HRAS (F). (Log Rank P = ≤0.05); 
[Breast Invasive Carcinoma (BRCA)]. 

 

Para conocer cuál es la importancia en cuanto a los tipos tumorales de cáncer de mama 

de los genes relacionados con la función de miR-122 en pacientes que recibieron 

radioterapia, se realizó el análisis de SLR empleando la de datos del TCGA, pero ahora 

agrupando a las pacientes con tumores de tipo luminal y TNBC. Las curvas de Kaplan-

Meier revelaron que, en las pacientes con cáncer de mama de tipo luminal, una mayor 

SLR se asoció de manera significativa con la alta expresión de ZNF611 (Log Rank P = 
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≤0.05) (Figura 13A). Para los genes RIPK1 y DUSP8 (Figura 13C, F) se determinó que 

una menor expresión de estos genes se relaciona con una SLR más favorable [RIPK1 

(Log Rank P = ≤0.05); DUSP8 (Log Rank P = ≤0.01)]. 

 

Figura 13. Análisis de SLR en pacientes con cáncer de mama de tipo liminal. Utiilizando los datos 
clínicos y transcriptómicos de la base de datos del TCGA se realizó un análisis de Kaplan-Meier para 
analizar la SLR de las pacientes con tumores de mama de tipo luminal que recibieron radioterapia de 
acuerdo a la expresión de ZNF611 (A), ZNF304 (B), RIPK1 (C), TNFRSF21 (D), DUSP8 (E) y HRAS (F). 
(Log Rank P = ≤0.05); [Breast Invasive Carcinoma (BRCA)]. 

 

Con el objetivo de comprender el posible impacto clínico de los genes relacionados con 

la función de miR-122 en células radioresistentes de cáncer de mama, se realizaron 

curvas de Kaplan-Meier con los datos de TCGA de cáncer de mama que recibieron 

radioterapia tomando solo a las pacientes con tumores de tipo TNBC. Los análisis de 

Kaplan-Meier revelaron una tendencia en cuanto a la alta expresión de ZNF611 (Log 

Rank P = 0.1987) (Figura 14A) y ZNF304 (Log Rank P = 0.2117) (Figura 14B) con una 
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mejor SLR en pacientes con cáncer de mama de tipo TNBC con tratamiento de 

radioterapia, sin embargo, el resultado no tuvo significancia estadística. En el caso de 

los genes RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS, solo en HRAS (Figura 14F) se mostró 

una tendencia muy cercana a la significancia (Log Rank P = 0.059) estadística en 

cuanto a la baja expresión de este gen con una mejor SLP. 

 

 

Figura 14. Análisis de SLR en pacientes con cáncer de mama de tipo TNBC. Utiilizando los datos 
clínicos y transcriptómicos de la base de datos del TCGA se realizó un análisis de Kaplan-Meier para 
obtener la SLR de las pacientes con tumores de mama de tipo TNBC que recibieron radioterapia de 
acuerdo a la expresión de ZNF611(A), ZNF304 (B), RIPK1 (C), TNFRSF21 (D), DUSP8 (E) y HRAS (F). 
(Log Rank P = ≤0.05); [Triple Negative Breast Cancer (TNBC)]; [Breast Invasive Carcinoma (BRCA)]. 

 

Tomando en cuenta la evidencia experimental sobre el efecto de la inhibición de miR-

122 en líneas celulares radioresistentes de cáncer de mama se sugiere que miR-122 

podría regular negativamente la expresión de genes como ZNF304 y ZN611, los cuales 
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están involucrados con la regulación de la transcripción de genes. De esta forma en 

células radioresistentes de tipo luminal, cuando se inhibe la expresión del miR-122, 

ZNF304 y ZNF611 aumentan su expresión y podrían inducir el silenciamiento 

transcripcional de genes componentes de vías de señalización importantes para la 

supervivencia celular como las vías de señalización de las MAPK-Ras, TGF- y TNF, 

mientras que en células de cáncer de mama de tipo TNBC la regulación transcripcional 

ejercida por miR-122 de manera directa solo modularía de forma postranscripcional la 

expresión de ZNF611 activando una posible función de regulación transcripcional que 

favorecería el mantenimiento de la radioresistencia. 
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Discusión 

 

La radioterapia es una de las primeras opciones de tratamiento en cáncer de mama, 

entre el 40 al 60% de las pacientes con esta enfermedad reciben RI, pero la respuesta 

del paciente dependerá de la sensibilidad que el tumor presente a este tratamiento. 

Hasta la fecha aún se sigue investigando el mecanismo molecular por el cual las células 

tumorales presentan distintos comportamientos biológicos hacia el tratamiento con 

radiación. Los microRNAs son moléculas pequeñas que regulan la expresión de genes 

a nivel post-transcripcional y que tienen importancia en procesos biológicos tales como 

inhibición de la apoptosis, aumento de vías de supervivencia celular, crecimiento y 

proliferación celular, inhibición de la respuesta inmune, procesos inflamatorios, 

reprogramación metabólica y regulación transcripcional que están relacionados a la 

carcinogénesis y la radioresistencia (Yan et al, 2018; Requenez-Contreras et al, 2017; 

Fong et al, 2015). Existen reportes que evidencian cambios significativos en la 

expresión de miRNAs posterior al tratamiento con RI o que relacionan cambios en la 

expresión de miRNAs con la radioresistencia en diferentes tipos de tumores, entre ellos 

laríngeo (Maia D, et al 2015), próstata (Liao H, et al 2015), nasofaríngeo (Qu JQ, et al 

2015) y pulmón (Aréchaga-Ocampo et al 2017). 

 

En nuestro estudio generamos un modelo de radioresistencia (RR) en células de cáncer 

de mama MCF-7 y MDA-MB-231 (Figura 2). La expresión de un grupo de miRNAs 

establece una firma molecular útil (Wang et al, 2014) para diferenciar los tumores con 

fenotipo radioresistente de los que no lo son, a pesar de que provengan del mismo tipo 

histológico. En este sentido, analizamos el miRNoma de la línea celular MCF-7RR para 

una mejor comprensión del mecanismo por el cual los miRNAs modulan la 

radioresistencia en el cáncer de mama. Encontramos que 16 miRNAs se expresan 

diferencialmente en MCF-7RR en comparación con su control parental, de los cuales 13 

miRNAs son sobreexpresados y 3 inhibidos (Tabla 1). Entre los miRNAs 

sobreexpresados, identificamos a 5 de ellos reportados en la resistencia a 

medicamentos oncológicos en varios tipos de tumores. Se observó que miR-184 (Fang 

et al, 2017) y miR-424* (Zhang et al, 2017) están asociados con la resistencia al 
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cisplatino en el carcinoma oral de células escamosas y el cáncer de pulmón de células 

no pequeñas, respectivamente. Por otro lado, miR-218 promueve la sensibilidad a la 

gemcitabina en el cáncer de vejiga (Wang et al, 2017), mientras que miR-222 induce 

resistencia a este fármaco en el cáncer de pulmón (Wei et al, 2017) y miR-10a está 

relacionado con la resistencia a la doxorrubicina en cáncer de mama (Rong et al, 2016). 

Además, identificamos un grupo de miRNAs que actúan como oncomiRs en diferentes 

neoplasias, estos son: miR-135b* en cáncer de ovario (Wang et al, 2014); miR-934 en 

adenocarcinoma de pulmón (Ju et al, 2017); miR-223* en carcinoma vulvar (de Melo et 

al, 2016); miR-222* en cáncer de mama (Camps et al, 2014); y miR-135b en cáncer de 

páncreas (Han et al, 2017). Acerca de los miRNAs que fueron regulados 

negativamente, miR-146a se dirige a la expresión de ATG12 y promueve la sensibilidad 

al cisplatino en el cáncer de pulmón (Yuwen et al, 2017), pero en el cáncer de mama se 

descubrió que este miRNA aumenta en los tumores HER2+ y del tipo TNBC en 

comparación con los luminales (Tashkandi et al, 2015), esto sugiere que miR-146a 

podría tener genes blanco que promuevan los fenotipos HER2 + y el tipo TNBC, sin 

embargo, se necesita más evidencia para probar esta hipótesis. Del mismo modo, la 

sobreexpresión de miR-181a-2* está relacionada con un buen pronóstico en el 

carcinoma papilar tiroideo de variante folicular (Dettmer et al, 2013). Además, miR-196b 

actúa como un oncomiR que contribuye a la quimioresistencia en las células de cáncer 

colorrectal al activar la vía de señalización STAT3 (Ren et al, 2017). De esta manera, 

reportamos un miRNoma obtenido de las células MCF-7RR, este hallazgo resalta la 

importancia de los miRNAs en el proceso de radioresistencia adquirida, ya que las vías 

de señalización involucradas resistencia a RI pueden ser dirigidas por la acción de 

estas moléculas. Es importante destacar que estos procesos también se han descrito 

en la radioresistencia de varios tipos de neoplasias, incluido el cáncer de mama. Para 

explorar si la desregulación de los miRNAs observados en MCF-7RR se comparte con 

otra línea celular RR con diferente tipo histológico, seleccionamos un grupo de miRNAs 

con genes blancos y enriquecidos en procesos biológicos con importancia en cáncer de 

mama y luego medimos su expresión en la línea MDA-MB-231RR. Nuestro resultado 

reveló que miR-196b, miR-222 y miR-122 tienen una expresión similar en ambas líneas 

celulares RR (Figura 4A-B). Con respecto a miR-122, identificamos un aumento 
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significativo similar en su nivel de expresión en ambas líneas celulares radioresistentes 

(Figura 4C). Curiosamente, se sabe que miR-122 regula a IGF1R (Wang et al, 2012) y 

ADAM10 (Ergün et al, 2015). Actuando como un miRNA supresor tumoral en cáncer de 

mama, además de tener este mismo papel en los tumores de hígado y glioma donde 

suprime mecanismos que promueven la progresión y la supervivencia (Hsu et al, 2012; 

Wang et al, 2014).  

 

Con base en estos antecedentes y nuestra evidencia experimental sobre miR-122, 

utilizamos herramientas bioinformáticas para conocer los blancos moleculares de miR-

122 y, a través de ontología de genes, planteamos la hipótesis de que miR-122 podría 

potencialmente regular la radioresistencia en el cáncer de mama. En consecuencia, 

seleccionamos a miR-122 para su análisis funcional en la radioresistencia adquirida del 

cáncer de mama. Observamos la actividad supresora tumoral de miR-122 al inducir su 

expresión en las líneas celulares parentales (MCF-7 y MDA-MB-231) reduciendo 

significativamente la supervivencia al aplicar RI (Figura 5A-F). Este resultado es 

coherente con lo que se mencionó anteriormente sobre la función supresora de tumores 

de miR-122 en las células de cáncer de mama, y también muestra un potencial para la 

sensibilización a la RI. Para evaluar la importancia clínica de miR-122 en pacientes con 

cáncer de mama, analizamos los datos obtenidos de la expresión (RNA-seq) de miR-

122, considerados a aquellos que recibieron tratamiento de radioterapia durante el 

seguimiento, aquí mostramos que la expresión de miR-122 se asoció significativamente 

con una SLR favorable al tratamiento de RI en comparación con aquellos que no 

expresaron miR-122 (Figura 5G). A nivel clínico, esto representa el papel supresor 

tumoral de miR-122 en un contexto fisiológico donde la resistencia a la RI aún no se ha 

desarrollado. Estudios anteriores han informado sobre el papel supresor tumoral de los 

miRNAs en diferentes tumores malignos, por ejemplo miR-29c en cáncer de pulmón 

(Aréchaga-Ocampo et al, 2017), miR-539 en cáncer de mama (Guo et al, 2018), miR-

144 en cáncer cervical (Tao et al, 2017), miR-33a en cáncer de próstata (Karatas et al, 

2107) y miR-4779 en cáncer de colon (Koo et al, 2018), en algunos casos, 

estableciéndolos como biomarcadores. Ahora, para dilucidar el papel de miR-122 en la 

radioresistencia, se hicieron ensayos de pérdida de función del miR-122 en ambas 
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líneas celulares radioresistentes (MCF-7RR y MDA-MB-231RR). Los ensayos 

clonogénicos de supervivencia mostraron una reducción significativa de la fracción 

superviviente, confirmando que la función de miR-122 es mantener RR en las células 

de cáncer de mama (Figura 6A-F). Sin embargo, la función de miR-122 no solo se ha 

reportado como supresora tumoral en cáncer de mama. Fong et al (2015), determinaron 

que miR-122 se secreta en vesículas hacia el torrente sanguíneo, y de esta manera 

prepara nichos pre-metastásicos a través de una reprogramación del metabolismo de 

glucosa en nichos de tejido pulmonar y cerebral. Aunque el mecanismo exacto no se ha 

elucidado, esto se podría relacionar con nuestro modelo de células radioresistente, ya 

que tanto MCF-7RR y MDA-MB-231RR mostraron un aumento en la expresión de miR-

122. Esto implica que en la radioresistencia podría existir una reprogramación 

metabólica correlacionada con un estado avanzado del cáncer de mama, ya que en los 

hallazgos in vitro, la expresión de miR-122 aumenta al final del tratamiento fraccionado 

con RI y a su vez, podría estar secretándose en micro vesículas y permanecer en el 

sobrenadante de los cultivos celulares para re-introducirse a las células para 

incrementar su disponibilidad, sin embargo, nos falta corroborar esta hipótesis. Para 

conocer si el mantenimiento de la radioresistencia en el modelo isogénico de cáncer de 

mama se debía a un mecanismo molecular reportado previamente, evaluamos la 

expresión del gen IGF1R [(blanco validado de miR-122 (Wang et al, 2012)] en la línea 

celular MCF-7RR. Los resultados mostraron que la expresión de IGF1R está regulada 

negativamente por el miR-122 en células MCF-7RR (Figura 6G). Esta observación 

sugiere que el mantenimiento del fenotipo de radioresistencia adquirida a RI en las 

células de cáncer de mama es independiente de la función de gen IGF1R y la vía de 

señalización celular de la cual es componente. No obstante, nuestras evidencias 

indican que miR-122 es determinante en la radioresistencia mediante un mecanismo 

compartido entre un fenotipo luminal (MCF-7) y uno triple negativo (MDA-MB-231).  

Para conocer el mecanismo molecular por el cual miR-122 mantiene la radioresistencia 

de las células de cáncer de mama, analizamos el transcriptoma de la línea celular MCF-

7RR al inducir la pérdida de función de miR-122. Nuestros datos derivados de un 

análisis supervisado mostraron que 158 genes estaban modulados diferencialmente, de 

los cuales 27 aumentaron y 131 disminuyeron (Figura 7A-B; Tabla 4). Mediante el 
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análisis GO y el enriquecimiento de la ruta, determinamos que miR-122 modula los 

procesos informados en RR como regulación transcripcional, señalización por 

receptores acoplados a proteínas G, ruta MAPK y respuesta al TNF (Figura 7C) (Kaidar-

Person et al, 2013). Esto nos proporciona un enfoque genómico de miR-122 y su 

importancia en el desarrollo de resistencia adquirida a RI, además se propone que las 

vías de señalización reportadas en este trabajo deberían analizarse detalladamente en 

el futuro para explicar el mecanismo molecular implicado. De los genes 

sobreexpresados se identificaron a los factores de transcripción ZNF304 y ZNF611. 

ZNF304 se reporta como un factor de transcripción que promueve el silenciamiento 

transcripcional de genes a través de hiper-metilación en islas CpG de regiones 

promotoras de genes supresores de tumor en cáncer colorrectal (Serra et al, 2014), 

también participa como un oncogen en cáncer de ovario regulando a integrina-β1 y 

llevando a la inhibición de muerte celular por anoikis y promoviendo migración, invasión 

y proliferación (Aslan et al, 2015). En cuanto a ZNF611 no existen reportes que 

indiquen su participación en la carcinogénesis, sin embargo, al igual que ZNF304, 

presenta dominio asociado de Krüppel (KRAB) que se relacionan con el silenciamiento 

transcripcional. Además, tanto ZNF304 como ZNF611 presentan sitios de unión 

canónicos para miR-122 en su región 3’UTR, por lo que podrían ser blancos directos de 

miR-122 (Figura 7D). En el caso de los genes que estuvieron suprimidos se 

identificaron a genes componentes de vías de supervivencia, por ejemplo, MAP4K1 de 

la vía de las MAPK que es un gen marcador de progresión en cáncer de vejiga (Van der 

Heijden et al, 2016), RIPK1 un receptor de serina-treonina quinasa implicado en la 

transducción de señales inflamatorias y de muerte celular (necroptosis), esta proteína 

es un componente de la vía de TNF (Varfolomeev and Vucic 2016) y en cáncer de 

mama se reporta que tiene un papel dual, ya que dependiendo del contexto molecular y 

su estado de ubiquitinación puede favorecer la supervivencia o la muerte celular 

mediante la reprogramación metabólica (Shahsavari et al, 2016). Lo anterior sugiere 

que miR-122 regula la radioresistencia mediante la inhibición de ZNF304 y ZNF611 que 

son posibles blancos directos de miR-122, provocando la sobreexpresión de genes 

componentes de vías de supervivencia tales como RIPK1, MAP4K1, HRAS, TNFRS21 
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y DUSP8, los cuales presentan elementos de respuesta en sus regiones promotoras 

para ZNF304 y ZNF611 (Figura 8A-C). 

 

Se realizaron ensayos de Western blot para medir la abundancia de proteínas de los 

genes ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS y de esta forma 

corroborar lo obtenido en el transcriptoma de MCF-7RR al inhibir la expresión de miR-

122. Nuestros hallazgos determinaron que ZNF611, ZNF304, RIPK1 y DUSP8 

mostraron un nivel de expresión acorde con lo visto en el análisis del transcriptoma de 

MCF-7RR al inhibir a miR-122 (Figura 9A-B). Sin embargo, al realizar el mismo análisis, 

pero en la línea celular MDA-MB-231RR, solo ZNF611 y DUSP8 mostraron un 

aumentado al inhibir a miR-122 (Figura 9C-D). Para conocer si la modulación de 

ZNF611 se debía a una regulación directa de miR-122, realizamos los análisis de 

Western blot, en las líneas parentales MCF-7 y MDA-MB-231, tanto en su estado basal 

como por la expresión inducida de miR-122. Los resultados mostraron que miR-122 

provoca la disminución de la expresión de ZNF611 en las líneas celulares parentales 

MCF-7 y MDA-MB-231 y, por lo tanto, ZNF611 podría ser un potencial blanco molecular 

directo de miR-122 (Figura 10A-D).  

 

Con respecto al impacto clínico de los genes ZNF611, ZNF304, RIPK1, TNFRSF21, 

DUSP8 y HRAS, al obtener los datos del TCGA de pacientes con cáncer de mama que 

recibieron radioterapia, es notable que el aumento en la expresión de ZNF611 y 

ZNF304 correlacionara con una mejor SLR (Figura 12A-B), la función molecular de 

ZNF611 y ZNF304 es la represión transcripcional, esto de acuerdo con los análisis de 

ontología de genes, los dominios presentes en estas proteínas y los reportes de la 

actividad reguladora de la expresión de genes de ZNF304 a través de la hipermetilación 

del DNA (Serra et al, 2014). En un contexto fisiológico y molecular de células tumorales 

de mama que han tenido que adaptarse a un daño constante de RI, tanto a nivel in vitro 

como en pacientes, es probable se susciten cambios en la estructura y topología del 

genoma de estas células, algunos de estos cambios estarán relacionados con marcas 

bioquímicas de silenciamiento epigenético. De esta forma miR-122 al mantenerse 



67 
 

incrementado en las células radioresistentes tiene la capacidad de modular a una gran 

cantidad de genes que le confieran a la célula radioresistente mayor capacidad de 

adaptación a su microambiente, en este trabajo proponemos que ZNF611 y ZNF304 

tienen una función vital en la viabilidad del fenotipo radioresistente, debido a que su 

inhibición ejercida por miR-122 tanto a nivel de RNAm y de proteína, contribuye con la 

supervivencia de células tumorales radioresistentes y simultáneamente en pacientes la 

disminución de estos genes repercute con una enfermedad progresiva en las pacientes 

con cáncer de mama. Es relevante que los genes RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y HRAS 

presente varios elementos de respuesta en sus regiones promotoras (-2000pb del inicio 

de la transcripción) y que a nivel de RNAm se observe una relación inversa entre el 

aumento de ZNF611 y ZNF304 con la disminución de RIPK1, TNFRSF21, DUSP8 y 

HRAS (Figura 12C-F). Cabe señalar que estos genes son componentes de vías de 

señalización involucradas con el desarrollo y mantenimiento de la carcinogénesis; 

RIPK1 de la vía NFκB, TNFRSF21 de la vía de TNF, DUSP8 de la vía de MAPK y 

HRAS de la vía de RAS (Anderton et al, 2018; Yang et al, 2016). A nivel clínico, los 

análisis de Kaplan-Meier de pacientes con cáncer de mama que recibieron radioterapia, 

relacionados con este grupo de genes corroboran las evidencias in vitro mostradas en 

este trabajo, por lo que la modulación de los genes ZNF611, ZNF304, RIPK1, 

TNFRSF21, DUSP8 y HRAS podría ser un evento crucial en el mantenimiento de la 

radioresistencia de células de cáncer de mama (Figura 15). 
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Figura 15. Modelo de la función del miR-122 en células de cáncer de mama con fenotipo 
radioresistente. En células de cáncer de mama de tipo luminal miR-122 se sobreexpresa e inhibe la 
expresión de los factores de transcripción ZNF304 y ZNF611 que inducen el silenciamiento 
transcripcional de genes componentes de vías de supervivencia celular (MAPK, Ras y TNF) esenciales 
para la radioresistencia. Mientras que en células de cáncer de mama radioresistentes de tipo TNBC miR-
122 solo regularía de forma directa la expresión de ZNF611. De esta forma, en cáncer de mama, miR-
122 podría promover la supervivencia de las células resistentes a RI al controlar una red de regulación 
transcripcional que permite mantener la radioresistencia. 

 

Sin embargo, el mecanismo detallado por el cual miR-122 promueve radioresistencia en 

el cáncer de mama debe ser explorado, con base en las vías de señalización y sus 

genes componentes aquí reportados.  

En este trabajo aportamos evidencia que describe parte del comportamiento biológico 

de la resistencia adquirida a la radiación en el cáncer de mama, ya que describimos la 

expresión aberrante de varios miRNAs con un impacto en la progresión y el tratamiento 

del cáncer.  
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Conclusión 

En este trabajo se demostró que miR-122 presenta una función dual, debido a que en 

células MCF-7 y MDA-MB-231 promueve la sensibilidad a la radioterapia, mientras que 

en células radioresistentes MCF-7RR y MDA-MB-231RR miR-122 se comporta como un 

oncomiRNA, al modular genes involucrado en represión transcripcional, y vías de 

supervivencia celular como MAPK-RAS, respuesta a TNF y respuesta inflamatoria. 

Particularmente, ZNF611 podría ser un potencial blanco de regulación 

postranscripcional por miR-122 e indirectamente modular a productos de genes 

componentes de vías de supervivencia celular como RIPK1, TNFSRF21, DUSP8 y 

HRAS, los cuales podrían ser marcadores pronósticos de respuesta a la radioterapia. 

 

Conclusiones particulares 

 

 En este trabajo mostramos que miR-122 actúa como un miRNA supresor tumoral 

en células de cáncer de mama MCF-7 y MDA-MB-231 en respuesta a 

radioterapia, pero se comporta como un oncomiRNA en células MCF-7RR y 

MDA-MB-231RR con fenotipo de radioresistencia adquirida. 

 Identificamos un transcriptoma relacionado con la modulación de miR-122 en la 

radioresistencia en la línea celular MCF-7RR y determinamos que las vías de 

señalización implicadas en este fenómeno fueron MAPK-RAS, respuesta a TNF, 

respuesta inflamatoria y regulación transcripcional. 

 Se estableció la estandarización de amplificación para ZNF611 para la validación 

mediante un gen reportero.  

 Se determinó la abundancia de proteínas de los genes blancos putativos ZNF611 

y ZNF304 de miR-122 que correspondió con los resultados obtenidos en el 

transcriptoma de MCF-7RR modulado por miR-122.  

 



70 
 

Perspectivas 

 

 Analizar un panel de moléculas descritas en este trabajo en circulación de 

pacientes con cáncer de mama que hayan recibido radioterapia para identificar 

posibles marcadores de radioresitencia. 

 Identificar los transcriptomas de las líneas celulares radioresistentes de cáncer 

de mama MCF-7RR y MDA-MB-231RR, para profundizar en el mecanismo 

molecular subyacente a la radioresistencia adquirida. 

 Analizar los mecanismos de regulación transcripcional implicados en la 

radioresistencia de células de cáncer de mama que miR-122 ejerce por la 

modulación de ZNF611 y ZNF304. 

 Obtener el transcriptoma de MDA-MB-231RR regulado por miR-122 e identificar 

nuevos genes blanco y rutas celulares relacionadas con la supervivencia y 

radioresistencia en un modelo TNBC. 

 Evaluar y caracterizar la función de los miRNAs del perfil global y su impacto en 

la radioresistencia de cáncer de mama. 
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Apéndice 

 
Se muestra la lista completa de los genes identificados en los análisis de microarreglos, 

correspondientes a MCF-7RR al inhibir la expresión de miR-122. 

 
Tabla 4. Genes sobreexpresados y suprimidos en MCF-7RR con miR-122 inhibido por 

antagomiR-122. 

Número Genes sobreexpresados (Símbolo) Veces de cambio Valor de P (ANOVA) 

1 ADCY10P1 2.69 0.049564 

2 SNORA62 2.44 0.014568 

3 IGLON5 1.9 0.01885 

4 FAM60A 1.87 0.004694 

5 NUP62CL 1.64 0.045428 

6 RNU6-345P 1.63 0.048881 

7 ZNF684 1.53 0.009666 

8 RNA5SP331 1.49 0.003956 

9 ACAA1 1.48 0.002431 

10 KLHL5 1.46 0.012182 

11 RNU2-59P 1.43 0.023233 

12 C20orf203 1.43 0.028087 

13 FBXO48 1.39 0.03828 

14 ZNF304 1.37 0.009024 

15 RNU6-1143P 1.37 0.033611 

16 SPATA41 1.36 0.038323 

17 DOCK11 1.35 0.004651 

18 VIPR2 1.35 0.027337 

19 CATSPER2 1.35 0.049917 

20 SSX8 1.34 0.000942 

21 RBP7 1.34 0.015545 

22 MORC4 1.33 0.002719 

23 CCDC127 1.33 0.008499 

24 KCND3 1.33 0.026191 

25 MIR15A 1.33 0.041146 

26 C21orf128 1.32 0.043775 

27 ZNF611 1.31 0.037283 
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Número Genes suprimidos (Símbolo) Veces de cambio Valor de P (ANOVA) 

1 RNA5SP22 -2.57 0.030472 

2 TERF1P2 -1.72 0.037845 

3 FLJ45832 -1.63 0.04764 

4 SPRR2D -1.61 0.035229 

5 TMEM229A -1.59 0.015536 

6 KLHDC10 -1.58 0.039493 

7 MMP26 -1.57 0.028751 

8 AKR7L -1.56 0.033014 

9 RNU2-11P -1.56 0.048154 

10 OR7E105P -1.55 0.01292 

11 LCE2C -1.55 0.01932 

12 SNORD116-14 -1.53 0.01283 

13 PRH2 -1.52 0.005957 

14 FAM207A -1.52 0.033463 

15 LOC613206 -1.52 0.039117 

16 RAB40AL -1.5 0.020366 

17 RN7SL799P -1.49 0.008577 

18 SEMA5A -1.49 0.029573 

19 MICAL2 -1.49 0.049496 

20 SLC25A18 -1.47 0.001157 

21 WFDC13 -1.47 0.003924 

22 LOC280665 -1.47 0.008293 

23 PODNL1 -1.46 0.027996 

24 BHLHA9 -1.46 0.033995 

25 RN7SL845P -1.45 0.008744 

26 RNA5SP260 -1.45 0.010754 

27 LOC100288160 -1.44 0.000338 

28 CXorf65 -1.44 0.025288 

29 EMG1 -1.44 0.030918 

30 SERP2 -1.44 0.03894 

31 IGKV6-21 -1.44 0.048681 

32 RNA5SP490 -1.43 0.009165 

33 MXRA5P1 -1.43 0.016998 

34 DUSP8 -1.43 0.023616 
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35 OR10U1P -1.43 0.02384 

36 RNU6-1244P -1.43 0.024489 

37 RNU6-759P -1.42 0.001643 

38 OR4D10 -1.42 0.002016 

39 RN7SL404P -1.42 0.021392 

40 LOC100128035 -1.42 0.025242 

41 HTR1E -1.42 0.026313 

42 RNU6-531P -1.42 0.046175 

43 ZNF616 -1.41 0.006054 

44 DDR2 -1.4 0.00064 

45 IFNL2 -1.4 0.008158 

46 RNA5SP43 -1.4 0.008372 

47 ACSBG1 -1.4 0.0115 

48 OR8B4 -1.4 0.021526 

49 LOC100131496 -1.4 0.022992 

50 LOC400661 -1.4 0.025557 

51 RN7SL708P -1.4 0.037978 

52 TOMM20L -1.39 0.013789 

53 C2CD4A -1.39 0.027881 

54 OR10T1P -1.39 0.03235 

55 KIAA0825 -1.38 0.016549 

56 FAM90A27P -1.38 0.025368 

57 C6orf163 -1.38 0.041046 

58 ZNF793 -1.38 0.047813 

59 MAGEB6P1 -1.38 0.047823 

60 DLX4 -1.37 0.001749 

61 CD1E -1.37 0.008049 

62 C21orf88 -1.37 0.012189 

63 RPL41 -1.37 0.015128 

64 FOXD4L6 -1.37 0.015801 

65 SNAI1P1 -1.36 0.002469 

66 OR2I1P -1.36 0.004014 

67 TFCP2L1 -1.36 0.004789 

68 OR1L8 -1.36 0.007069 

69 SP7 -1.36 0.009316 

70 LIN28A -1.36 0.047703 
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71 RNA5SP185 -1.36 0.049989 

72 RBPJL -1.35 0.009438 

73 CIDECP -1.35 0.00976 

74 CITED4 -1.35 0.017309 

75 LTF -1.35 0.021755 

76 RSPO3 -1.35 0.022451 

77 MAP4K1 -1.35 0.023296 

78 HRAS -1.35 0.040605 

79 RN7SL307P -1.34 0.001091 

80 TRPM1 -1.34 0.01183 

81 IL13 -1.34 0.013097 

82 FOXD4L6 -1.34 0.026787 

83 FOXD4L6 -1.34 0.026787 

84 TNFRSF21 -1.34 0.027477 

85 LOC440896 -1.34 0.031084 

86 RNU1-94P -1.34 0.033078 

87 KRTAP17-1 -1.34 0.033586 

88 SNORD50B -1.34 0.045892 

89 PLA2G10 -1.34 0.047254 

90 TTLL13 -1.33 0.00097 

91 TMEM194B -1.33 0.001236 

92 PPAPDC3 -1.33 0.012636 

93 ZNF18 -1.33 0.016243 

94 C17orf47 -1.33 0.02108 

95 CAPNS2 -1.33 0.027407 

96 PTGDS -1.33 0.027725 

97 IL1R2 -1.33 0.038964 

98 RNU6-302P -1.33 0.040819 

99 OR5AP2 -1.32 0.000289 

100 VEPH1 -1.32 0.001466 

101 DKFZp779M0652 -1.32 0.010157 

102 LOC439951 -1.32 0.011456 

103 CCL25 -1.32 0.016893 

104 SNORD102 -1.32 0.01967 

105 SLC10A4 -1.32 0.020593 

106 USP20 -1.32 0.0222 
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107 OR4A13P -1.32 0.022998 

108 TMEM176A -1.32 0.024448 

109 RNU6-561P -1.32 0.024723 

110 ENO3 -1.31 0.002357 

111 MB -1.31 0.002957 

112 SLC45A1 -1.31 0.002967 

113 RN7SL378P -1.31 0.005099 

114 RIPK1 -1.31 0.005897 

115 CNIH3 -1.31 0.006585 

116 HEATR3 -1.31 0.008933 

117 DTX2 -1.31 0.011503 

118 SENP8 -1.31 0.013735 

119 ACTA2-AS1 -1.31 0.01574 

120 KRT77 -1.31 0.01621 

121 C20orf181 -1.31 0.01732 

122 EGR4 -1.31 0.018921 

123 AREG -1.31 0.023358 

124 ARHGAP23 -1.31 0.024504 

125 RN7SL518P -1.31 0.025984 

126 HSPBP1 -1.31 0.030718 

127 EPPIN -1.31 0.032784 

128 NUB1 -1.31 0.03411 

129 LOC54944 -1.31 0.037601 

130 DEAF1 -1.31 0.038737 

131 C4B -1.31 0.03882 
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Durante el desarrollo de este trabajo de investigación se obtuvieron datos adicionales 

correspondientes a la interacción de los genes que se modulan al inhibir a miR-122 en 

MCF-7RR. En este trabajo reportamos un transcriptoma de la línea celular MCF-7RR al 

inhibir a miR-122 con el objetivo de identificar posibles genes blanco que permiten el 

mantenimiento de la radioresistencia en cáncer de mama. No obstante, el transcriptoma 

que se modula por la función de miR-122 también interacciona con otros genes que 

pueden o no estar influenciados por miR-122, y que podrían formar parte de una red de 

regulación genética, epigenética o molecular que también contribuye a la 

radioresistencia en cáncer de mama. En ese sentido, realizamos análisis 

bioinformáticos enfocados a estudiar las interacciones moleculares presentes en el 

transcriptoma de MCF-7RR con miR-122 inhibido con otros genes a nivel de proteína. 

Esto nos brinda un panorama adicional sobre la función de miR-122 en el contexto 

fisiológico y molecular de MCF-7RR. Se analizaron las interacciones a nivel de proteína 

de dichos genes mediante Key Pathway Miner. Esta herramienta permite incorporar a 

genes que no se mostraron desregulados en el transcriptoma (outliers), pero que 

podrían jugar un papel en la resistencia a la RI en células de cáncer de mama y de esta 

forma podrían contribuir a mantener en fenotipo de resistencia a la RI (Figura 16). 
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Figura 16. Interacción de los genes modulados en MCF-7RR a nivel de proteína. En la figura se 
muestran en color verde los genes que se modularon en el transcriptoma de MCF-7RR al inhibir a miR-
122, en rojo se muestran los genes que el programa adiciona en función de los reportes que existen 
sobre interacción a nivel de proteína basándose en BrioGRID Data Base.  

 

Se identificaron a los genes; EGFR ya reportado en respuesta a la radiación (Lee et al, 

2011); MOV10 relacionado con el silenciamiento epigenético de genes supresores de 

tumores (El Messaoudi-Aubert et al, 2010); ELAVL1 reportado en la radioresistencia del 

cáncer de mama (Mehta et al, 2016); SIRT7 que contribuye con la resistencia a 

fármacos (Chen et al, 2017) y a la radioterapia (Tang et al, 2017) de diferentes tumores; 

APP que participa en la proliferación del cáncer de mama (Lim et al, 2014) y EWSR1 

con actividad represora transcripcional relacionada a la carcinogénesis de varios 

tumores malignos (Susuki et al, 2012). 
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