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Resumen

El cancer cervicouterino (CaCu) ocupa el segundo lugar en incidencia mundial y constituye una
de las principales causas de mortalidad de la mujer mexicana. La infeccion por el Virus del
Papiloma Humano de alto riesgo (Siglas de su nombre en inglés: high-risk human
papillomaviruses) (HR-HPV) es el factor mas importante en el desarrollo de cancer cervical. Sin
embargo, existen estudios que indican una relacion entre el consumo deficiente de retinoides o
alteraciones en los Receptores para el Acido Retinoico (RARS) y el uso de anticonceptivos
orales como cofactores en el desarrollo de CaCu. Para estudiar estos cofactores y su
participacion en la carcinogénesis usamos un animal modelo: el ratbn CMV-Cre(tg/0)/RARBL2/L2
(transgénicos condicionales, en adelante RARB""") que presenta una delecién en los exones
gue codifican para el dominio de unién a ligando del gen RARP lo que genera un corrimiento en
el marco de lectura y no se genera mRNA ni proteina. Estos ratones los tratamos (de 1 a 4
meses de edad) a dos concentraciones diferentes de 173-Estradiol (E2) por tres meses.

Los resultados indican que los ratones RARB-" (Sin Tratamiento con E2) a la edad de cuatro
meses presentan una disminucion (aproximadamente 50%) en los niveles de expresion de
MRNA y proteina del gen RARB en cérvix. En lo que refiere a la histologia, estos ratones
presentan: metaplasia epidermoide, hiperproliferacion, indiferenciacion de ceélulas cilindricas,
inmaduracion de células escamosas, zonas de atrofia, papilomatosis, ausencia de
queratinizacion y presencia de infiltrado inflamatorio crénico y agudo. Adicionalmente se
analizaron por inmunohistoquimica los niveles en la expresion de PCNA y mediante RTqPCR
los niveles del mMRNA de c-Myc; ambos se observaron aumentados, lo que nos indica un
aumento en la proliferacién esto en comparacion con el raton control C57BL/6J.

En estos mismos ratones, al ser tratados con estréogenos a dosis de 833ng/dia (Dosis Bajas;
DB), se observa que aumenta la expresion de mRNA y proteina del gen RARR; la histologia del
tejido cervical fue normal. También se observd que los niveles de expresion de PCNA se
mantuvieron igual que el control, mientras que c-Myc aumentd; en RARa no se observo ningun
cambio. Lo anterior nos indica que los estrogenos a estas dosis, podrian estar ejerciendo un
papel aparentemente protector que no permite el desarrollo de lesiones precancerosas, las
cuales si se observaron en el ratén RARB"" Sin Tratamiento (ST).

Por otro lado en el grupo RARB""" tratados con dosis de 2500ng/dia de E2 (Dosis Altas; DA), la
expresion de RARP esta disminuida a un nivel similar que el grupo RARB-™ ST. En lo que se
refiere a la histopatologia, este raton desarrolla un aumento en las alteraciones precancerosas
que mostré el ratén RARB-" ST y los niveles de PCNA también incrementaron. En la expresion
de c-Myc se observé una disminuciéon y en RARa no se observo ningun cambio.

En conclusion, la deficiencia de RARB es capaz de generar lesiones precancerosas y aumento
en la proliferacion celular; el uso de cofactores como el 173-estradiol tiene efectos dependientes
de la dosis y probablemente del tiempo de administracion, ya que a DB parece tener un papel
protector y a DA un fenotipo mas acentuado en el desarrollo de lesiones precancerosas.
Proponemos el estudio de estos cofactores durante periodos de tiempo mas largos; ademas del
estudio de la expresion de genes blanco y proteinas asociadas al ciclo celular, para elucidar
mecanismos que permitan generar estrategias en el tratamiento y prevencion del cancer.
6



1. INTRODUCCION
1.1. Antecedentes

En los paises en vias de desarrollo como México se estd observando una transicion
epidemiologica curiosa, aumentan rapidamente las enfermedades frecuentes de los paises
desarrollados entre ellas el cancer, pero no disminuyen con igual rapidez las enfermedades
caracteristicas de los subdesarrollados. El cancer representa una de las mas importantes causas
de mortalidad general con cerca de 12.7 millones de casos de céancer y 7.6 millones de muertes
por cancer en todo el mundo (Jemal A. et al. 2011); ademas de representar un serio problema
socioeconOmico, pues afecta principalmente a personas en edad reproductiva y su tratamiento
tiene un costo elevado.

El cancer cervicouterino es el segundo cancer mas frecuente en las mujeres de todo el mundo
(Parkin D. 2005), cada dos horas muere una mujer mexicana por este tipo de neoplasia
(Globocan 2008); constituyendo una de las principales causas de mortalidad, después del
cancer de mama, en la mujer mexicana con altos niveles de marginacion (Mohar et al. 1999).
Algunos tipos de papilomavirus  humanos (siglas de su nombre en inglés: human
papillomaviruses) (HPV) (por ejemplo los tipos HPV16 y HPV18) son considerados de alto riego
(AR) y constituyen el principal factor de riesgo en el desarrollo de CaCu (Brake T. y Lambert P.
2005), el riesgo a padecer CaCu es de 78 veces mas en mujeres infectadas por HR-HPV (Tirado
L. et al. 2005); afecta principalmente al epitelio cervical escamoso metaplasico ubicado en la
zona de transformacion (ZT) y esta presente en el 90% de los carcinomas escamosos y el 50%
de los adenocarcinomas contienen su DNA (Bosch F. 1995).

Los largos periodos de latencia (varias décadas) entre la infeccion y el desarrollo de un
carcinoma, el bajo porcentaje del total de individuos infectados que desarrolla cancer, asi como
diversos datos experimentales, sugieren que se necesitan otros factores para que se origine un
tumor maligno después de la infeccién viral (Zur H. 2000) (Imagen 1). Muchos estudios han
indicado que existe una relacion entre la alteracion de los receptores para el acido retinoico
(RARs) pertenecientes a la familia de receptores nucleares y el desarrollo de CaCu; las mujeres
gue exhiben disminuida la expresion del gen del receptor B para el acido retinoico (RARP) tienen
3 veces mas probabilidades de desarrollar CaCu (Gariglio P. et al. 2009). El gen RARPB es
considerado como un supresor de tumores, las alteraciones en la expresion génica de RAR
tanto en los niveles de mRNA como en la pérdida de la inducibilidad de su ligando son una
caracteristica importante en mujeres con cancer cervical (Geisen C. et al. 1997). La ZT tiene
altos niveles de expresion de RARPB y se ha demostrado el aumento medio en la expresion de
RARB 1.5 veces mas en muestras benignas y una reduccidén progresiva de su expresion en
canceres de cuello uterino a nivel de tejido (Abu J. et al. 2008) y en todas las neoplasias
cervicales intraepiteliales “NICs” (NIC1, NIC2 y NIC3) en un 33% de los casos; se ha sugerido a
la metilacion de este gen supresor como un evento importante para su disminucion en la
carcinogeénesis cervical temprana. (lvanova T. et al. 2002, Xu X. et al. 1999). Un mecanismo
importante por el cual RARP ejerce la funcion inhibitoria del crecimiento se basa en su capacidad
para reprimir al factor de transcripcion AP-1 (Lin F. et al. 2000), mediante la degradacion
selectiva de c-Jun en células de carcinoma cervical (De-Castro Arce et al. 2004). Estos hallazgos
7
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pueden ser Utiles para hacer mas eficaz el uso de los retinoides como agentes preventivos y
terapéuticos.

Por otro lado, la exposicidn cronica con estrogenos incrementa el riesgo a desarrollar CaCu en
un coeficiente de 2-4 veces para mujeres con uso prolongado de anticonceptivos orales (AO)
(Moodley M. et al. 2003). Los estrégenos sintéticos que se encuentran en las formulas de los AO
incrementan la actividad estrogénica en comparacion con los estrogenos enddgenos en algunos
tejidos estrogeno-dependientes (6rganos diana) que incluyen el Utero, la mucosa vaginal,
glandulas cervicales, ovario y glandulas mamarias (Aten R. y Eisenfeld A. 1982).

Medio Ambiente.

-

Protooncogenes y genes
supresores de tumores.

M
G2 (mitosis) Gl

_ﬂ@

3 abveces mas 4veces mas 3 veces mas

Infecciones virales. Paridad elevada

78 veces mas. 2.6 veces mas.

Imagen 1. Factores de riesgo relacionados al desarrollo de CaCu. Los factores de riesgo
mas importantes para el desarrollo del CaCu son: infeccion por HR-HPV, deficiencias de
vitaminas, en especial de la vitamina A, factores hereditarios, el uso prolongado de
anticonceptivos orales, el tabaco, la exposicibn a cancerigenos y la multiparidad.
(Gariglio P. et al. 2009, Flores Y. et al. 2008, Mufioz N. et al. 2006).
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Imagen 2. Induccién de la transformacion celular por la infeccion persistente de HR-HPV.
La Figura muestra el proceso de transformacion celular desde la infeccién por el HR-HPV
a través de una lesién hasta el desarrollo de carcinoma invasor (Tomado de: Baldwin et
al. 2003).

1.2 Oncogenes y Genes Supresores de Tumor.

El estilo de vida actual de las personas aumenta el riesgo a de contraer ciertos tipos de
canceres. Los canceres por lo general no son hereditarios y son iniciados por agentes medio
ambientales (compuestos quimicos, radiaciones, virus, etc.), los cuales provocan una mutacion
en algun gen que permite a la célula ciertas ventajas en su crecimiento, en divisiones sucesivas
de las células mutadas se puede introducir una segunda mutacion y posteriormente otras
mutaciones en los mencionados genes favoreciéndose cada vez mas el crecimiento
descontrolado de los nuevos tipos celulares. Después de varios afios de la primera mutacion se
llega a una célula maligna capaz de dividirse rapidamente y ser muy resistente a quimioterapia
o radioterapia (Gariglio P. 2003). El cancer es una enfermedad multifactorial en la cual se ha
identificado que la célula mantiene cambios como: autosuficiencia en sefiales de crecimiento,



evasion de la apoptosis, metastasis e invasion de tejidos, evasion de sefiales antiproliferativas,
angiogénesis sustentada y potencial replicativo ilimitado (Imagen 3) (Douglas et al. 2000).

Autosuficiencia
en sefales de
crecimiento

Insensibilidad a
sefiales
antiproliferativas

Evasion de
apoptosis

Metastasis

Potencial replicativo

Imagen 3. Capacidades funcionales adquiridas durante el desarrollo de cancer a través de
diversas estrategias mecanicistas. (Hanahan D. et al. 2000)

Se ha establecido que en el inicio y en el desarrollo de una neoplasia intervienen basicamente
dos clases de genes: los oncogenes y los genes supresores de tumores (también llamados
antioncogenes). Los oncogenes se caracterizan por que regulan positivamente el crecimiento y
la divisién celular y son el producto alterado de genes denominados protooncogenes. Las
proteinas oncogénicas tienen una actividad aumentada si se compara con las proteinas
protooncogénicas. Por su parte, los genes supresores de tumor tienen como caracteristica
importante la de inhibir el crecimiento y la proliferacion celular.

Debido a su caracter dominante, las mutaciones que dan origen a los oncogenes no se
heredan; sin embargo aquellas que afectan a los genes supresores de tumor pueden en algunos
casos transmitirse a la descendencia (Hanahan D. 2000). Los genes supresores de tumores o
antioncogenes mas estudiados son el gen del retinoblastoma (rb), p16ink4a y el gen p53; pero
en la actualidad se ha observado una gran importancia en otros genes que también funcionan

10



como reguladores negativos del ciclo celular y tienen actividad supresora tumoral como es el gen
RARB (Mangelsdorf, et al. 1995). Los genes supresores de tumores son inactivados por
cambios genéticos, incluidos las mutaciones, eliminaciones y reorganizaciones genoémicas. Sin
embargo, en muchos canceres humanos estos genes son también con frecuencia silenciados
por alteraciones epigenéticas tales como la metilacion del DNA en la region promotora y la
modificacion de las histonas (Feinberg A. 2004).

1.3 RECEPTORES NUCLEARES.

Los receptores nucleares (NRs) son factores de transcripcion regulados por ligando, activados
interactian con elementos de respuesta (RES) en la regiébn promotora de genes blanco y
modulan su transcripcion (Mangelsdorf et al. 1995); desempefian diversos papeles en el
crecimiento celular, diferenciacién, desarrollo, apoptosis y homeostasis de los epitelios
(Chambon 1996). La elucidacion de los mecanismos moleculares referentes a la accion de estos
receptores es central en biomedicina molecular y puede tener implicaciones importantes en la
prevencion y terapia del cancer

La superfamilia de receptores nucleares ha sido dividida en dos subfamilias: la de receptores a
esteroides y la de receptores a retinoides y hormonas tiroideas (no esteroides) (Mangelsdorf et
al, 1995). La familia esteroidea incluye receptores a glucocorticoides (GR), mineralocorticoides,
progestinas (PRs), andrégenos (AR) y estrogenos (ER) (Mangelsdorf et al. 1995). La familia no
esteroidea de NRs incluye receptores para el acido retinoico (RAR), receptores X a retinoides
(RXR), receptores a hormonas tiroideas (TRs), receptores de vitamina D (VDR) y receptores
activados por proliferadores de peroxisomas (PPARS).

Los integrantes de la superfamilia de NRs tienen motivos funcionales y estructurales comunes
aunque los miembros de la familia de receptores no esteroideos pueden unirse al DNA como
monomeros y homodimeros, la forma activa mas importante parece estar representada por
heterodimeros (Mangelsdorf et al. 1995; Chambon 1996).

Los miembros de la familia se caracterizan por presentar dos dominios funcionales
conservados, en la porcién N-terminal de la proteina se encuentra un dominio de union al DNA
(siglas en Inglés: DBD) el cual contiene dos dedos de zinc; en la porcién C-terminal hay un
dominio hidrofébico denominado dominio de unién al ligando (siglas en Inglés: LBD), el cual es
responsable de la interaccion con el ligando, de la dimerizacién de la proteina y activacion
transcripcional (Imagen 4).

Recientemente, se descubrié que ciertos NRs interactian de una forma dependiente de ligando
con coactivadores (Altucci L. et al. 2007). Una vez unidos por el receptor al promotor apropiado
en genes blanco para el acido retinoico, los coactivadores estimulan la transcripcion por su
interaccién con la maquinaria basal de transcripcion y/o por modulacion local de la estructura del
nucleosoma via acetilacion de histonas y de factores de transcripcion (Altucci L. et al. 2007).

Existen también proteinas correpresoras que interactian con los LBDs de los NRs y forman
complejos con histonas deacetilasas impidiendo la transcripcion, lo cual sugiere que la
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remodelacion de la cromatina por desacetilacion puede desempefar un papel importante en la
represion transcripcional mediada por receptores (Altucci L. et al. 2007; Noy N. 2010).

aF-1 AF=2
v—aef[Tcl = [F—-
—————1 i L1 Transactivacion
O 1] Dimerizacion
1 Unidn del ligando
—————=T Unidn al DNA

T Localizacion nuclear

Imagen 4. Estructura modular de los receptores nucleares y localizacién de sus
principales funciones (Source J. 2001).

1.4 Retinoides y Receptores para el Acido Retinoico.

Los retinoides son metabolitos activos de la vitamina A, regulan multiples procesos fisioldgicos
gue van desde la embriogénesis hasta su uso como medicamentos en varias enfermedades
incluyendo el cancer (Chambon P. 1996); la eficacia clinica de los retinoides depende
principalmente en su capacidad para modular el crecimiento celular, la diferenciacién y la
apoptosis de los epitelios en células premalignas y malignas. Los retinoides actualmente se
utilizan como medicamentos preventivos y terapéuticos contra toda una variedad de tumores
malignos humanos tales como mama, pulmén, ovario, higado, leucemia, cancer de prostata, y
cancer cervicouterino (Altucci L. y Gronemeyer H. 2001).

Los RARs incluyen tres diferentes isotipos e isoformas (a, B, y) codificados por genes distintos
(Chambon P. 1996; Altucci L. y Gronemeyer H. 2001) y conservados evolutivamente, exhiben
distintos patrones de expresion espacio-temporales tanto en organismos en desarrollo como en
adultos, lo cual sugiere que cada receptor ejerce alguna funcion fisiol6gica distinta (Kastner et
al., 1995).

Los RARs se unen tanto al all-trans acido retinoico (ATRA) como a su isomero 9-cis-acido
retinoico, mientras que los RXRs solo se unen a este ultimo. En presencia del ligando los RXRs
pueden formar homodimeros o heterodimeros con RARs, que a su vez interactian con
elementos de respuesta al acido retinoico (RAREs) o (RXREs) (Zhang X., et al.1992). La
existencia de distintos RAREs y RXREs dentro de las regiones promotoras, indica que RAR
homodimeros y heterodimeros (RXR-RAR) transitan por distintas vias en adiciébn de acido
retinoico (Roy B. et al.1995). La regulacién de la expresion génica positiva de los RARs requiere
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de su interaccidbn a proteinas con actividad acetiltransferasa (P300 o la proteina CREB
vinculante), proporcionan un enlace funcional directo con el nucleo de la maquinaria de
transcripcion y la modulacion del nucleosoma. Ademas de su funcion reguladora positiva, los
RARs también afectan negativamente la expresion génica. En ausencia de ligando, RAR/RXR
reclutan desacetilasas de histonas dando como resultado el silenciamiento genético mediante la
condensacion de la cromatina (Imagen 5) (Weston A. et al. 2003).

Proteinas coactivadoras Complejo de mediadores

I/c y < TRAP
TTIT M) roveins CBP/RI0CT i \ommm:§
roteina - \\.—-_

metlltranferasa

Factor de
acetilacién

REPRESION
)

Receptores Nucleares

mediador [SRB

ACTIVACION

Factor de
desacetilacion

Proteinas correpresoras

Imagen 5. Regulacién transcripcional por receptores nucleares. En ausencia de ligando,
los NRs pueden inhibir la transcripcion de diversos genes. Cuando se activan por
ligando, los NRs pueden inducir la transcripcién por reclutamiento de acetilasas de
histonas (Castro E. 2010)

Uno de los isotipos de RAR, el RARB actua manteniendo la homeostasis de los epitelios, por un
lado se sabe que en el epitelio cervical de ratbn y humano sin alteraciones es altamente
responsivo al estado de vitamina A y expresa altos niveles transcripcionales de RARp. Por otro
lado, los niveles bajos de mRNA vy la pérdida de inducibilidad de la expresion del gen RARB son
caracteristicas notables de los canceres humanos de lineas celulares derivadas de tumores. Los
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tipos de cancer que tienden a anomalias en el gen RAR incluyen al cancer de pulmén (Gebert
J. et al. 1991), cabezay cuello (Xu X. et al. 1994), mama (Swisshelm K. et al. 1994), cavidad oral
(Crowe D. et al. 1991) y carcinoma cervicouterino. (Geisen C. et al. 1997).

En conclusion, los retinoides transducen sefales importantes en cérvix, piel y otros tejidos
epiteliales. En tejido cervical los RAR y en particular RARB, podrian jugar un papel importante en
la regulacién de genes implicados en proliferacion y apoptosis, es decir en el control de procesos
neoplasicos.

1.5 Genes blanco y procesos regulados por RARB

El &cido retinoico regula mas de 532 genes; en algunos casos este control es directo, ejerciendo
Su accion a través de un heterodimero de RARs unidos a RAREsS en genes blanco, en otros
casos es indirecto, lo que refleja las acciones de factores de transcripcion intermediarios (no
clasicos), asociaciones de receptores con otras proteinas, o incluso mecanismos mas distantes.
27 de estos genes son controlados a través de la via clasica del acido retinoico en contextos
celulares. 105 pueden ser modulados a nivel transcripcional, por regulacion directa pero en la
mayoria de los casos, no tienen relacién con RAREs o con la participacion de RAR-RXR. Hay
124 genes que parecen ser regulados de manera indirecta. Los restantes 267 genes, estan
regulados por AR, de alguna manera, pero los datos disponibles en la actualidad no nos
permiten predecir el control directo versus indirecto. La mayoria aun no han sido estudiados,
salvo en contextos de largo plazo o con dosis elevadas, y para muchos, el interés ultimo ha sido
clinico, de desarrollo o de diagnéstico y no mecanicista (James E. et al. 2007).

En el caso del RARP al unirse a su ligando activa la transcripcion por union a RARES localizados
en regiones promotoras de genes blanco. Los RAREs generalmente consisten en dos
repeticiones de la secuencia motivo central AGGTCA separada por dos o cinco pares de bases
(pb) (elementos DR2 y DR5) (Hoffmann B. et al. 1990), los genes blanco codifican una amplia
gama de proteinas que regulan una variedad de procesos biologicos. Se identificaron 27 genes
gue estan regulados directa o indirectamente por RAR en lineas celulares de tumor de pulmén
gue no expresan RAR. Varios de los genes afectados codifican para proteinas cuyas funciones
seria aumentar el proceso de apoptosis y/o la respuesta inmune del huésped. EIl Gltimo grupo
incluye ICAM-1 y MHC de clase | de cadena pesada, cuya proteina desempefia papeles
particularmente importantes en el montaje de una respuesta eficaz anti-tumor (Toulouse A. et al.
1999). Se han identificado genes blanco de RARB como son: RARa, c-Myc, FGF21, AP1, p28,
glutamato deshidrogenasa (GLUD), gen responsivo a la fosfoproteina p96 (Dab2), PDGF-a
receptor y meisla, entre otros. La mayoria de los genes diana se regulan por la unién de
ligando, aunque algunos genes tales como Dab2, Hic5, Fox y p28, también son reguladas por
RARPB en ausencia de acido retinoico afiadido exdgenamente. Algunos genes blanco de RARB
son especificos por lo que cada isotipo RAR tiene funciones distintas. (Kastner P. et al.1990;
Zelent A. et al. 1991; Widschwendter M. et al. 1997).

c-Myc y RARa son genes blanco de RARR, estos participan durante el crecimiento celular y

proliferacion. El proto-oncogen c-Myc, se activa en varios tumores animales (Dang C. et al.

1999), es un factor de transcripcion que regula muchos procesos biolégicos, incluyendo el ciclo

celular y la diferenciacion celular (Eisenman R. 2001). La proteina c-Myc puede regular algunas
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guinasas dependientes de ciclina (CDKSs), y los inhibidores de CDK, que son reguladores del
ciclo celular (Amati B. et al. 1998). La desregulacion de la expresion de c-Myc a menudo resulta
en aumento de la expresion de ciclina E y ciclina A (Barrett J. et al. 1995).

RARa esta implicado de forma redundante en los vertebrados en el control pleiotrépico de
desarrollo embrionario y la organogénes, la proliferacion celular, diferenciacion, apoptosis y
control homeostatico en mdultiples sistemas fisiol6gicos. RARa se expresa en muchos sistemas
fisiologicos principales (sistema nervioso central [SNC], enfermedades enddcrinas, metabdlicas,
gastrointestinales, reproductivas y cardiopulmonares), con niveles particularmente altos en el
ojo, la lengua, el rifidn, el Gtero y los testiculos. Delecidn dirigida (knockout) del gen RARa en
ratones se asocia con defectos en el SNC, la homeostasis y metabolismo (Anxun Wang et al.
2010; Bookout A. et al. 2005).

FGF21 o factor de crecimiento de fibroblastos 21, es una hormona derivada del hepatocito que
restaura la homeostasis de glucosa y lipidos en la obesidad inducida por diabetes. Se ha
identificado a FGF21 como blanco directo de RARB. La transcripcion del gen de FGF21 se
incrementa por la sobreexpresion de RARa y RARP en células HepG2 (linea celular de
hepatocarcinoma). In vivo, la sobreexpresion de RARPB en el higado mejora la produccién y
secrecion de FGF21, que a su vez promueve la oxidacion hepética de &cidos grasos. Ademas,
RARP se une a sitios RARE putativos del promotor de FGF21, lo que contribuye a su induccion
(Li Y. etal 2013).

El factor de transcripcion AP-1 es una proteina heterodimérica compuesta de proteinas
pertenecientes a la familia c-Fos y c-Jun, controla una serie de procesos celulares, incluyendo la
diferenciacion, proliferacion y apoptosis (Glover J., Harrison S. 1995); juega un papel central en
la regulacién de la transcripcion de determinados tipos de HR-HPV tales como HPV 16 y HPV
18, RARP invalida tanto la afinidad de union de AP-1 y su actividad por una degradacion
selectiva de la proteina c-Jun como socio de dimerizacion importante, sin sustituciébn por otros
miembros de la familia Jun (De-Castro Arce J.et al. 2004).

La expresion de Dab2 esta regulada por GATA6 (Sheng Z. et al. 2000). Puesto que GATAG6 es
un blanco especifico de RARB, Dab2 es un blanco indirecto de RARR. La expresién de mRNA de
Dab2 se elimina en 85-95% de los tumores de mama y de ovario, siendo un gen supresor de
tumor (Fazili Z. et al. 1999).La sobreexpresion de Dab2 reduce la tumorigenicidad de las células
de carcinoma (Sheng Z. et al. 2000). La reduccién de los niveles de RARB en tumores humanos
de mama (Widschwendter M. et al. 1997) resulta en la regulacion a la baja de Dab2, que a su
vez puede alterar el control de la proliferacién celular.

Estos datos implican a RARB como un gen supresor de tumores, alteraciones en la estructura y

su expresion son asociados con la carcinogénesis humana, jugando un rol protector contra la
progresion de neoplasias.
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1.6 Receptores para el Acido Retinoico y Cancer Cervical.

En condiciones normales el epitelio cervical tiene dos fenotipos: escamoso estratificado y simple
columnar, los cuales se unen en la zona de transformacion. La condicion de esta zona varia a lo
largo de la vida, dependiendo de la edad, estado hormonal y dieta. El acido retinoico es esencial
para la diferenciacion del epitelio cervical normal y ha sido utilizado como agente preventivo y
terapéutico en displasias y neoplasias cervicales (Dong et al. 1995). Bajos niveles dietéticos de
vitamina A se han correlacionado con el desarrollo de neoplasia intraepitelial (NIC) y de cancer
cervical. De gran importancia fue la observacion de que la mayoria de las lineas celulares
derivadas de carcinomas de células escamosas presentaban una baja expresién de los
receptores para el acido retinoico (Hu et al. 1991).

Los retinoides son efectivos suprimiendo el desarrollo de tumores en varios modelos de
carcinogénesis, incluyendo los de piel y cérvix (Moon et al. 1994); tienen un efecto sobre la
supresion del crecimiento de varias lineas celulares tumorales in vitro e in vivo. Su actividad
estd mediada por RAR y RXR (Rogers M. 1997). El hecho de que los RAR y RXR muestran un
patron de expresion diferencial en tejidos embrionarios y adultos indica que tienen funciones
especificas. Los patrones de expresion de los diferentes transcritos de RAR han sido
ampliamente estudiados por Northern blot y por analisis de hibridacion in situ en todas las etapas
de la embriogénesis del raton y en los tejidos adultos (Zelent A. et al. 1991; Kastner P. et
al.1990; Vollberg T. et al. 1992). La concentracion de multiples is6tipos de RAR y RXR varia
entre los diferentes tejidos. El epitelio cilindrico y escamoso cervical de ratdon expresa altos
niveles trascripcionales de RARa, RARRB, y RXR (a y B); el gen RARPB es altamente expresado
en el epitelio simple columnar en condiciones normales y principalmente en las células basales
en los focos de metaplasia de células escamosas pero esta ausente en el epitelio estratificado
(Darwiche et al. 1994).

Todos estos resultados sugieren que el bajo nivel de retinoides o el silenciamiento de RAR en
combinacioén con otros cofactores como podrian ser HR-HPV, estrégenos, edad o multiparidad
influyen en la progresion de las lesiones precancerosas en el cuello uterino.

1.7 Estrégenos y Receptores a Estrégenos

Otro factor involucrado en la carcinogénesis que ha sido identificado, es la accién ejercida por
las hormonas esteroides, principalmente los estrégenos.

Las hormonas esteroideas son derivados del colesterol y por lo tanto formadas por el
ciclopentanoperhidrofenantreno. EIl colesterol proviene de la captacion por el ovario de las
lipoproteinas circulantes ricas en colesterol o bien puede ser sintetizado in situ a partir del
acetato; el AMP ciclico promueve la fosforilacion de una proteina que transporta el colesterol
desde sus depositos intracelulares hacia la mitocondria, donde es convertido en pregnenolona
por la enzima dependiente del citocromo P450 llamada desmolasa o P450scc (Aten R. et al.
1982). La pregnenolona formada en esta via puede convertirse en progesterona, esta no puede
convertirse como tal en andrégenos (los precursores de los estrégenos) sino que también debe
hidroxilarse a 17a- hidroxiprogesterona por la P45017a0H, en forma similar a la pregnenolona.
Asi, a partir de la 17a-hidroxiprogesterona se forma androstenediona, que puede convertirse en
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testosterona y a partir de esta se sintetiza el estradiol. La sintesis de andrégenos en el ovario
ocurre en la teca, siendo la misma estimulada por la LH hipofisaria.

La accion reguladora primaria de los estrégenos esta restringida principalmente a los 6rganos
reproductivos; sin embargo, pueden regular otros procesos en tejidos como hueso, higado,
sistema cardiovascular y cerebro (Katzenellenbogen B. et al. 2000). En el tracto reproductivo
femenino los estrégenos actian manteniendo la diferenciacion del epitelio vaginal y exocervical
(Dallenbach G. 1981); asi como regulando el ciclo menstrual, existiendo un delicado balance en
sus niveles circulantes durante el embarazo, las  fases premenstrual, menstrual y
postmenopausica. Este balance es influenciado de manera importante por la ingesta de
hormonas esteroideas en forma de anticonceptivos orales (AO) con componentes que incluyen
al estradiol, en mujeres jovenes o por terapia hormonal de remplazo en mujeres post-
menopausicas (Richard et al. 2007).

El mecanismo de accion de este esteroide se lleva a cabo a través de los receptores de
estrogeno (REs) activados por estrogenos y por moléculas estructuralmente similares, para
ejercer sus diversos efectos biolégicos. Hay dos isoformas REa y REB; ambas han sido
purificadas y caracterizadas desde diferentes tejidos blanco (Germain P. et al. 2003) y en
diversas especies como rata, ratén, humano, bovino y pollo entre otros (Enmark E. 1999), el REa
esta localizado en el brazo largo del cromosoma 6 en humanos, mientras que el REB esta
ubicado en la banda q22-24 del cromosoma 14 y su expresion varia dependiendo del tipo de
tejido (Enmark E. et al. 1997). El REa y REB varian su expresion durante la proliferacion y
diferenciacion celular, de forma tal que el REa parece ser necesario para el desarrollo basico y
crecimiento de tejidos sensibles a estrégeno y el REB se considera el responsable de la
maduracion funcional y esta involucrado en la inhibicién de la proliferacion celular (Kowalski A.
et al. 2002). De esta manera, los REs ejercen roles determinantes en el mecanismo de accion
de estrégeno.

Actualmente se conoce que la estructura del REa esta formada por 595 amino acidos y tiene tres
dominios, uno amino-terminal regulador, hipervariable, relacionado con la funcion de
transactivacion (Kowalski A. 2001), otro central de unién al DNA (DBD), altamente conservado,
responsable de la dimerizacién, especificidad de unién y localizacion nuclear del receptor, y
uno carboxi-terminal de unién al ligando (LBD). En cambio, RE contiene 530 amino acidos y
es mas corto porque le falta una porcion del dominio carboxi-terminal, que determina la union de
ciertos antiestrogenos.

Tanto el REa como el REB presentan dominios estructurales y funcionales comunes, la mas alta
homologia entre ellos corresponde al DBD (97%), mientras que el LBD presenta una homologia
menor (55%) (Kumar R. y Thompson E. 1999). Ambos receptores se unen al estrégeno y a los
elementos de respuesta a estrégeno (EREs) con alta afinidad (Mas, M. 2007), sin embargo,
algunas diferencias en su estructura y en la distribucion en los tejidos los hacen comportarse en
forma distinta con respecto a la funcion (Kuiper, G. et al. 1997).

El estrégeno y ligandos similares circulan en el plasma sanguineo unidos a proteinas

plasmaticas, éstos se disocian para entrar en la célula donde se unen a sus receptores en el

citoplasma (Bukovsky A. et al. 2003). En ausencia de ligando, los REs estan secuestrados en el
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citosol de las células blanco y son mantenidos en forma inactiva. La unién del RE con
estrogenos o moléculas similares le producen un cambio conformacional que promueve la homo
0 heterodimerizacion del receptor, facilitando su traslado al ntcleo y la uniéon del mismo con alta
afinidad a regiones promotoras ubicadas en el DNA (Kuiper G. et al. 1997).

Es importante recordar que el RE no actia solo en la transcripcion genética, requiere de
proteinas correguladoras que se encuentran en las células y juegan un papel importante como
intermediarios de la sefalizacion activando 6 reprimiendo la expresion de genes (Imagen 6).
Debido a que los REs responden a la hormona con la expresion de genes blanco, los REs son
considerados como factores determinantes en el mecanismo de accion de estrogeno y ejercen
Su accion tanto en la transcripcion como en la traduccion de la sefal (Zivadinovic D. et al. 2005).
Existe un tercer receptor de estrogenos intracelular transmembranal GPR30 (via no canonica),
que actua de manera independiente al REa y al RER.

1.8 Estrégenos y Cancer Cervical.

El cuello uterino es una parte del tracto reproductivo femenino que es muy sensible a
estrogenos. Los estroégenos incrementan la tasa de células en fase S en mujeres con cancer
cervical (Bhattacharya D. et al. 1997); varios estudios han demostrado un vinculo entre la
exposicion hormonal y el riesgo de cancer cervical. Un importante estudio (Brisson J. et al. 1994)
indicé que las mujeres que consumen AO que contienen estrégeno durante 6 afios 0 mas tenian
un mayor riesgo de desarrollar adenocarcinomas y carcinoma de células escamosas. Los niveles
séricos de 17B-estradiol son significativamente mayores en mujeres que utilizan AO con un
mayor riesgo de neoplasia cervical (Salazar E. et al. 2001), por lo que se ha sugerido que el uso
de los AO durante varios afios puede incrementar el riesgo de neoplasia cervical, por dafio al
DNA inducido por metabolitos de estrogenos (Lacey, et al. 2000) (Bhattacharya 1997). En el
epitelio escamoso del cuello uterino, se ha demostrado que contiene el REa que responde a la
administracion crénica de estrégenos con proliferacion persistente, resultando una hiperplasia
benigna, ademas se observé un incremento del REa y REB en tumores en comparacion con el
cuello uterino normal (Nair H. et al. 2005). Los estudios epidemiolégicos han implicado la
exposicion de los estrogenos en pacientes positivas al HR-HPV (tipo 16 y 18) como un factor de
riesgo de cancer cervical (Nair H. et al. 2005). La evidencia directa de la participacion del HPV
en el entorno hormonal se ha obtenido gracias a modelos murinos, los cuales poseen los
transgenes que codifican para las oncoproteinas E6 y E7 del HPV 16 que inactivan a p53 y pRb
respectivamente. La expresion continua de E6 y E7 puede conducir a una desregulacion del
crecimiento celular persistente facilitando la inestabilidad gendmica (Galloway et al. 1994). Estos
ratones desarrollan cancer cervical cuando son tratados crénicamente con 17B-estradiol (Elson
D. et al. 2000); la infeccibn con el HR-HPV incrementa la 16B-hidroxilacion del estradiol,
aumentando los niveles de 16B-hidroxiestrona, un metabolito carcinogénico (Birkhauser, 1994),
la cual aumenta el crecimiento independiente y la pérdida del anclaje de células epiteliales
inmortalizadas con HR-HPV (Newfield, et al. 1998); posteriormente, el grupo de Riley y Cols.
(2003), logran disertar la actividad que ejercen los oncogenes E6 y E7, estos investigadores
encuentran una potente actividad carcinogénica de E7 en presencia de estrégenos
administrados en forma cronica; la proteina oncogénica E6 actu6 como modulador de la
carcinogeénesis cervical mediada por E7 en presencia de 17B-estradiol (Riley et al. 2003).
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En conclusion, la disminucién en la expresién del gen supresor de tumores RARB y la
administracion de 17B-estradiol en conjunto podrian tener un importante papel en el desarrollo
de CacCu.

1.9 Modelos murinos condicionales para el Receptor B para el Acido Retinoico en el
estudio de cancer cervical.

Todos los resultados citados anteriormente sugieren que los receptores a retinoides estan
asociados a transformacion celular y a la formacion de tumores, es importante estudiar el efecto
fenotipico causado por la inactivacion especifica de los receptores a retinoides en especial del
gen supresor de tumores RAR[ en tejido cervical aunado a otro cofactor como el E,.

El grupo del Dr. Pierre Chambon (IGBMC, Estrasburgo, Francia), ha generado un ratén
mutante condicional RARB""". Este ratén posee un fondo genético resultado de la cruza entre
ratones 129/Sv y C57BL/6J. La mutagénesis condicional se basa en el uso de la enzima Cre
recombinasa que puede permitir la inactivacién del gen RARB (ubicado en el cromosoma 14).
(Metzger y Chambon 2001).

Esta linea de raton tiene un alelo condicional para el locus de RAR. El vector de orientacién
incluye los exones 8-11 (E8-E11, 204-448 residuos de aminoéacidos) (Zelent et al. 1989) y
contiene un gen selector de neomicina loxP-flanqueando rio arriba del exén 8, asi como un loxP-
flanqueando rio abajo. Después de la recombinacion en células madre embrionarias, clones
positivos contienen un alelo RARB loxP-flanqueado (NE75), después de la electroporacién con
un plasmido que codifica pSG5Cre, el casete de neomicina fue eliminado en células madre de
ratones NE75.4, transmitiendo el alelo RAR a través de su linea germinal, al ser cruzados con
ratones transgénicos CMV-Cre'¥°, expresan a Cre recombinasa en células germinales
generando la linea de ratén RARB""" (Dupe” et al., 1997).

El analisis por PCR del DNA revela la presencia de CRE recombinasa que elimina el alelo
RARBL-, conseguiendo animales heterocigotos RARB"". El alelo L- eliminado, suprime los
exones 9 y 10 que codifican para los dominios de unién a ligando, y causa mutacion con
desplazamientos en el marco de lectura. Para comprobar que un alelo nulo es generado se
cruzan los ratones para producir RARBL-/L- homocigotos cuyo genoma no expresa la proteina
RARB (Imagen 6 C). Generando asi una linea de raton con un alelo condicional
“floxed” RARP.
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Imagen 6. Construccion del ratén RARB-""". A) Gen silvestre de RARB con sitios Lox P
flanqueados. B) Ratones NE75 transmitieron el alelo RARB L- a través de su linea
germinal. C) ratones NE75 homocigotos con alelo nulo de RARB (ratones RARB-™).

Estos ratones presentan un desarrollo y longevidad casi normal, son fértiles y homocigéticos
para la mutacién condicional, por lo que las cruzas posteriores no generan ratones
heterocigotos o silvestres. Se ha reportado que estos ratones presentan ligeras alteraciones a
nivel de desarrollo pulmonar asi como malformaciones vertebrales leves y alteraciones en la
membrana retrolenticular (Chapellier B. et al. 2002). En vaso se ha observado defectos en la
organizacioén celular y la estructura del tejido (Serafin-Higuera N. et al. 2012).

2. JUSTIFICACION

Existe un porcentaje elevado de muertes en la poblacion de mujeres mexicanas a causa del
cancer cervical, esto representa un problema grave de salud y un serio problema
socioeconémico pues afecta principalmente a personas en edad productiva y su tratamiento
tiene un costo elevado; dado que el desarrollo del cancer no se determina por un solo factor, es
importante identificar aquellos factores que cooperan con el HR-HPV para causar CaCu.

Entre los cofactores mas importantes para el desarrollo de una neoplasia cervical, sugeridos por
diversos estudios epidemiologicos y experimentales, encontramos a los estrogenos y a los
retinoides; por lo anterior, se considera crucial determinar el posible efecto cooperador entre
alteraciones de los receptores para el Acido Retinoico (en particular RARB) y el entorno
hormonal en el desarrollo temprano de lesiones cervicales.
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3. HIPOTESIS.

La disminucion en la expresion de RARB y la administracion de estrogeno (173-estradiol) de
forma cronica, generara lesiones cervicales premalignas en muestras cervicales de ratones
RARB-" condicionales.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General:

e Determinar los cambios en la expresion de RARB y su relacion con la generacion de
lesiones premalignas cervicales en el modelo murino RARB-"" condicional tratado a dosis
bajas 833ng/dia y a dosis altas 2500ng/dia con 17B-estradiol durante tres meses.

4.2 Objetivos Particulares:

e Genotipificar a ratones silvestres y condicionales.

e Tratar a los ratones con 17B-estradiol a dos dosis (8300ng/dia y 2500ng/dia) por tres
meses.

e Seguimiento del ciclo estral.

e Realizar el andlisis histopatologico del tejido cervical de los ratones para determinar si
existen grados de lesiones malignas o premalignas.

e Determinar el efecto del tratamiento hormonal y la disminuciéon de RARP en la expresion
de este gen supresor de tumores y de la proteina nuclear de proliferacion celular (PCNA),
en cérvix de ratones silvestres y condicionales, tratados y sin tratar.

e Determinar los niveles de expresion (MRNA) de RARPB en cérvix de ratones silvestres y
condicionales con y sin tratamiento.

e Determinar el efecto del tratamiento hormonal y la disminuciéon de RARB en la expresion
del gen blanco de E, (c-Myc) y el gen blanco de RARB (RARa) en cérvix de ratones.

5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
5.1 Genotipificacion.

Todos los ratones fueron genotipificados por PCR punto final. La muestra para la extraccion de
DNA se obtuvo a partir de la porcion terminal de la oreja de los ratones hembras, el tejido fue
cortado y posteriormente incubado con buffer de lisis (H,O, NaCl 4M, Tris 1M, SDS 10%) y 2ul
de proteinasa K (PK). Después se procedié a la extraccion y purificacion del DNA utilizando el
reactivo DNazol y cloroformo para separar la fase organica de la fase acuosa, se precipito el
DNA con EtOH absoluto, luego se lavo con una mezcla de EtOH y DNAzol, posteriormente se
hizo un segundo lavado con EtOH 80%, se dejo secar la pastilla, ya seca fue suspendida en
H,O (Invitrogene, EUA) y almacenada a -20°C.
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Con la finalidad de determinar su integridad y concentracion, cada muestra de DNA se analiz6
en geles de agarosa al 1% en solucién amortiguadora TAE y se cuantific por espectrofotometria
a 260 nm. A partir de los DNAs que no presentaron degradacion en los geles de agarosa, se
realizaron los experimentos para la amplificaciéon del gen RARB y para Cre recombinasa
(ratones condicionales). Estos ratones son propagados y genotipificados de acuerdo a lo
descrito en la literatura (Ghyselinck, et al. 1997; Massaro, et al. 2000 y Lohnes, et al. 1994).

5.2 Tratamiento hormonal.

Se formaron seis grupos de tres ratones hembra virgenes de un mes de edad cada uno, un
grupo de ratones C57BL/6J y un grupo de ratones RARBY"™ fueron tratados con vehiculo (100
ul de aceite de ajonjoli 3 veces por semana); un grupo de C57BL/6J y un grupo de RARB-"" se
trataron con 17B-estradiol a dosis bajas (DB) de 833ng/dia; un grupo de C57BL/6J y un grupo de

RARB-"" se trataron a dosis altas (DA) de 2500ng/dia, todos mediante inyeccién intraperitoneal

(ip).

Este tratamiento se continué hasta completar 3 meses; después de este tiempo los ratones
hembras fueron sacrificados a los 4 meses de edad (Elson et al. 2000).

5.3 Seguimiento del ciclo estral.

Se determinaron las fluctuaciones del ciclo estral de cada ratbn hembra mediante la toma de
muestras obtenidas a través de lavados vaginales, realizados con PBS (Buffer Salino de
Fosfatos) al 1%, fijandose en portaobjetos y posteriormente tefiidos con Hematoxilina-Eosina.
Se observo al microscopio Optico y se registré la fase del ciclo estral en el que se encontré a
cada raton.

5.4. Diseccién de tejido cervical y vaginal.

La obtencion de la muestra de cada raton fue llevada a cabo bajo condiciones estériles.

Muerto el raton fue expuesto para extraer Utero y vagina. El tejido obtenido por este
procedimiento fue seleccionado para extraccién de RNA total y se colocé en tubos con 3 ml de
‘RNA Later” y congelados para después ser procesados para la valoracion de la expresion de
los genes de interés.

Para el andlisis histopatolégico los érganos fueron colocados en alcohol absoluto 100%

(fijacion) durante una semana, posteriormente a esto el tejido fue deshidratado con alcohol
100%, alcohol-xilol 50:50, xilol 100%, para después ser incluido en parafinas 1, 2, y 3.
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5.5 Andlisis Histopatoldgico de Tejidos.

Después de que se incluyeron en bloques de parafina, se realizaron cortes de 5um fijandolos en
laminillas convencionales, se les realiz6 un proceso de desparafinacion (xilol-alcohol) y tincién
hematoxilina-eosina (lvanova, et al. 2007 y Volgareva, et al. 2004). Posteriormente fueron
cuidadosamente estudiados por un patélogo experto en el area (Dr. Rogelio Hernandez Pando;
Dept. de patologia, INCMNSZ, México, D.F) y se determind si existen evidencias morfologicas
de displasias (grados) y/o condiciones preneoplasicas.

5.6 Analisis Inmunohistoquimico de Tejidos.

Los cortes se desparafinaron a 65 °C por 15 minutos colocandolos consecutivamente en Xilol 1 y
Xilol 2 por 15 minutos cada uno, etanol 1 y 2 por 5 minutos respectivamente y se rehidraté con
PBS 1X. Para el ensayo de Inmunohistoquimica se utilizé el kit Bio SB (U.S.A).

Para la recuperacion de antigeno los cortes se colocaron en buffer de citratos y se mantuvieron
a ebullicion durante 6 minutos en una olla de presiéon Mantrra (USA). Se bloqued la peroxidasa
enddgena con peroxidasa (Bio SB, U.S.A) por 40 minutos en una camara humeda y se lavo con
PBS 1X.

Para bloquear se utiliz6 una solucion de Albumina Sérica Bovina (BSA) durante 45 minutos en
camara humeda.

Para determinar la expresion de RARP se utilizd el anticuerpo primario anti-RARB y como
marcador de proliferacion celular se utilizé el anticuerpo anti-PCNA. Estos anticuerpos se
dejaron incubando toda la noche en camara himeda. Se lavé con PBS 1X y posteriormente a
esto se incub6 con un anticuerpo secundario por 30 minutos. Para determinar la presencia de
sefial se utilizé el substrato cromdgeno Diaminobenzidina (DAB) Kit Bio SB (USA) con una
dilucién 1:100.

Los tejidos fueron contratefiidos con hematoxilina, se agregd una solucion de premontaje y
posteriormente se montaron con resina cubriendo con cubreobjetos y se dejaron secar.

5.7 Anticuerpos

Para las inmunohistoquimicas se utilizé el anticuerpo policlonal IgG anti-RARB (C-19, Santa Cruz
Biotechnology). Este anticuerpo se une a los aminoacidos 430 — 447 de la proteina RARB de
origen humano localizados en la region carboxilo-terminal y puede ser usado en muestras de
ratén, rata, humano y otras especies.

También se utilizé el anticuerpo monoclonal 1gG,, anti-PCNA, este anticuerpo puede ser
utilizado para la deteccion de la proteina PCNA proteina expresada a alto nivel en las células
gue proliferan, y puede ser usado en tejidos provenientes de raton, rata, humano, entre otros, es
un marcador de las células en las fases tempranas G1 y S del ciclo celular.
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5.8 Captura de imagenes

Las imégenes se obtuvieron utilizando una camara digital DFC 290 HD Leica Microsystems,
(USA) a una resolucién 10 Xy 67 X.

5.9 Extraccion de RNA Total

La extraccion de RNA total se llevd a cabo mediante el método de “TRIZOL® Reagent”
(Invitrogen, USA).

Los tejidos cervicales congelados se trituraron con Nitrogeno liquido y se adicioné 1 ml de
“TRIZOL® Reagent” incubando a 4 ° C. Posteriormente se afiadieron 0.2 ml de cloroformo por
cada ml de “TRIZOL® Reagent”, se agitd hasta obtener una mezcla homogénea seguido de una
centrifugacion a 10,000 rpm. La fase acuosa se paso6 a un tubo estéril, afiadiendo isopropanol
mezclando por inversion suave, y se dejo incubar a -20°C seguido de una centrifugacion a
12,000 rpm. Se elimino el sobrenadante y se lavé con ETOH al 80 % utilizando 1 ml de agua
tratada con DEPC, se centrifugd a 9000 rpm durante y se desechd el sobrenadante. La pastilla
se dejo secar y se suspendié con agua tratada con DEPC (30 pl) y se colocé en hielo
inmediatamente.

La calidad del RNA se determiné mediante electroforesis en geles de agarosa tefiidos con
bromuro de etidio. Las bandas del mMRNA 5S, 18S y 28S se observaron bajo luz ultravioleta y la
cuantificacion se realizé por espectrofotometria a 260 nm.

5.10 Sintesis de DNA complementario (cDNA)

La sintesis de cDNA, se realizd6 conforme al protocolo “First Strand cDNA Synthesis” (Fermentas
USA) de la siguiente manera: Se agregaron los reactivos en un tubo estéril, libre de nucleasas,
todo a 4°C. Se incubaron 5 ul de las muestras de RNA en presencia de 1 pl “random primers”
(Oligo dT) con 5 ul de H,O DEPC durante 10 min a una temperatura de 65-70°C para separar las
cadenas.

La reaccion de retrotranscripcion se realiz6 a 37°C durante 2 horas en presencia de 4 pl buffer
de reaccién 5X (Tris-HCI pH 8.3 50mM; KCI 75mM; MgCl, 3mM), 1 ul DNTP, 1 ul de inhibidor de
ribonucleasas, 2 pl Transcriptasa reversa SuperScript RT. Esta reaccion se detuvo incubando
las muestras a 70°C durante 15 minutos. EI cDNA se conservo a -20 °C.

Con la finalidad de verificar la integridad de los productos de cDNA obtenidos se llevo a cabo
una reaccion de PCR punto final y se determiné presencia del gen HPRT en cada una de las
muestras.

Primers HPRT utilizados:

Fw: 5 GTAATGATCAGTCAACGGGGGACYT
Rev: 5 CCAGCAAGCTTGCAACCTTAACCAZ
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El amplificado del gen se visualiz6 en un gel de agarosa al 2 %, con TAE 1X durante 40 minutos.
5.15 Niveles de expresion del mensajero RARB, c-Myc y RARa

Para medir la expresion del mensajero de RARp se llevd a cabo una RT-gPCR siglas de su
nombre en inglés: Reverse transcription quantitative polymerase chain reaction real time,
utilizando “SYBR Green” como agente intercalante y se realizd una comparacion del cDNA de
ratones hembra C57BL/6J como control con ratones RARB"" tratados y sin tratar.

Secuencia de bases de los primers utilizados parala PCR en tiempo real.

PRIMER | SECUENCIA DE BASES 5---3°

Forward: GTAATGATCAGTCAACGGGGGAC
Reverse: CCAGCAAGCTTGCAACCTTAACCA

1 ABH74: CAACCCAGTCCAGCACCAG
RARB 2 ABH75: TGTACCCAGAGTCAAGAAA
3 ABH76: GGCCATCAGAGAAAGTCAT

Forward: CGCCTGTGAGGGCTGTAAG
Reverse: GGTCACCTTGTTGATGATGCA

HPRT

RARa

Forward: AAAACGACAAGAGGCGGACAC

c-Mye Reverse: GCTTGTGCTCGTCTGCTTGAA

La RT-gPCR se realiz6 utilizando el equipo 7300 Ampplied Biosystem (USA). Una vez finalizado
el programa se extrajeron los datos a excel y se realizé el célculo de acuerdo al método de 244¢T
(Livak y Schmittgen, 2002).
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RESULTADOS

o Genotipificacion de ratones silvestres C57BL/6J y ratones Condicionales RARB-™

mediante la técnica de PCR punto final.

Como fase inicial del proyecto se identificd el gen silvestre de RARB (618pb) en ratones
silvestres C57BL/6J, mientras que en los ratones Condicionales RARB""" se observa el gen de
RARPB recombinado (383pb) y el gen silvestre (618pb) (Figura la).También se observo en los
ratones RARB""™ la presencia del gen para la enzima Cre recombinasa, que se encuentra
ausente en los ratones silvestres C57BL/6J (Figura 1b).

K \§°
A

300pb

b)

Figura 1. Genotipificacion de ratones por PCR punto final. a) Los ratones C57BL/6J
contienen la forma silvestre de RARB (618 pb), mientras que los ratones transgénicos
Condicionales RARB""" tienen las formas silvestre y recombinante (383 pb) del gen RARB.
b) presencia del gen para la enzima Cre recombinasa en ratones RARB"""". Neg: negativo
(mix para PCR sin DNA), M: marcador.

. Tratamiento con 173 estradiol.
Para determinar la eficiencia del tratamiento con 17( estradiol, se realiz6 el seguimiento del ciclo

estral a ratones hembras que comenzaron el tratamiento al 1 mes de edad con DB de 833ng/dia
y DA de 2500ng/dia de E, por tres meses. (Figura 2).
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Figura 2. Fluctuaciones del ciclo estral en ratones silvestres C57BL/6J y ratones

condicionales RAR[.’.L ) tratados y sin tratar (eje X); fases del ciclo estral (eje Y); 1:
Diestro, 2: Metaestro, 3: Proestro, 4: Estro.

o ANALISIS HISTOLOGICO.

Los hallazgos en la histopatologia de ratones C57BL/6J y RARB"" tratados vy sin tratar con 17p-
estradiol (Figura 3):

C57BL/6J ST:

A) Zona de transformaciéon: normal con epitelio bien diferenciado entre epitelio escamoso
estratificado y epitelio columnar del canal endocervical.

B) Endocérvix: estrato Unico de células cilindricas.
C) Exoceérvix: epitelio escamoso estratificado, diferenciado, maduro y sin alteraciones.

D) Vagina: epitelio escamoso estratificado, queratinizacién normal y sin alteraciones.
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C57BL/6J DB (833ng/dia):

(E, F, G, H) No hubo cambios histologicos en comparacion con los C56BL/6J sin tratamiento.
Solo un incremento no significativo en la actividad proliferativa del exocérvix.

C57BL/6J DA (2500ng/dia):

I) Zona de transiformacion: sin alteraciones.

) Endocérvix: con focos de metaplasia.

k) Exocérvix: normal.

L) Vagina: disminucion en la queratinizacion.

RARB""™ ST:

M) Zona de transformacion: metaplasia epidermoide e hiperproliferacion.

N) Endocérvix: hiperproliferacion, indiferenciacion de células cilindricas y metaplasia
epidermoide.

N) Exocérvix: hiperproliferacion, indiferenciacion, inmaduracion de células escamosas y zonas
de atrofia.

0O) Vagina: hiperproliferacién, papilomatosis, ausencia de queratinizacién e inmaduracion.

Presencia de infiltrado inflamatorio agudo y cronico abundante en exocérvix, endocérvix y
vagina.

RARB-"" DB (833ng/dia):

(P, Q, R, S) No hubo cambios histopatolégicos en comparacién con los C57BL/6J ST, no hay
alteraciones patoldgicas en comparacion con los RARB-"™ ST.

RARB-"" DA (2500ng/dia):

(T, U, V, W) Presentan las mismas alteraciones histologicas que los ratones RARB-"“ ST:
metaplasia epidermoide, inmaduracién de células escamosas, zonas de atrofia, disminucion y
desprendimiento de queratina, infiltrado agudo y cronico.
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Figura 3. Efecto del 178 Estradiol y la deficiencia de RARB sobre la histopatologia cervical
de ratones C57BL/6J (A-L) y RARB"™™ (M-W) de 4 meses de edad. Sin tratamiento (ST),
Dosis bajas (DB), dosis altas (DA). Zonas que se muestran: zona de transformacion,
endocérvix, exocérvix y vagina. Tincién Hematoxilina y Eosina (H&E), aumento 40x. Las
flechas sefialan la zonas de interés y/o los cambios histoldgicos.
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Andlisis inmunohistoquimico

Anélisis por inmunohistoquimica de la proteina RARB en ratones C57BL/6J y RARB""" tratados y
sin tratar con 173-estradiol (Figura 4).

C57BL/6J ST:

(A, B y C) Endoceérvix, exocérvix y vagina exhiben la expresién normal de la proteina RARB
perinuclear en todo los estratos de los epitelios.

Ratones C57BL/6J DB:

(D, E y F), La expresion perinuclear de la proteina RARB en todas las zonas se muestra con
mayor inmunotincién.

Ratones C57BL/6J DA:

(G, H y I), Sefal perinuclear de la proteina RARB disminuida en epitelio endocervical,
exocervical y vagina. Limitada a la zona basal del epitelio.

Ratones RARB-"- ST:

(J, Ky L) Sefnal perinuclear de la proteina RARB disminuida en focos del endocérvix, exocérvix y
vagina, limitandose a la zona basal.

Ratones RARB-" DB:

(M, N y N) Expresién normal de la proteina RARB en comparacion con los C57BL/6J ST y
aumentada en comparacion con los RARB-" ST en todas las zonas.

Ratones RARB-" DA:

(O, P, Q) Presenta inmunotincion disminuida en todos los estratos epiteliales y en exocérvix se
limita a la parte superior del epitelio escamoso.

30



RARPB RARB
Endocérvix Exoceérvix
': ,"-_._. _'

LS0UMd  LS-0uvd  YaroMELe) 9ar9n8LeY LSrMELs)

LS80y

Figura 4. Inmunohistoquimica anti-RARB. Efecto del 17B- Estradiol sobre la expresion de
la proteina RARB por inmonohistoquimica; en endocérvix, exoceérvix y vagina de ratones
C57BL/6J y RARB """, Sin tratamiento (ST), Dosis bajas (DB), dosis altas (DA).Las flechas
indican la zona de Inmunotincion.
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Andlisis inmunohistoquimico para la proteina PCNA en ratones C57BL/6J y RARB""" tratados y
sin tratar con 17 estradiol muestran Imagen 5:

C57BL/6J ST, C57BL/6J DB y RARB-" DB: (A, B) (C, D) Exocérvix y vagina exhiben la
expresion normal de la proteina PCNA. Limitada al estrato basal del epitelio escamoso.

C57BL/6J DA: (E, F) La expresion de la proteina PCNA en exocérvix y vagina muestra un
aumento no significativo en los nucleos de las células basales.

RARB""" ST y RARB"™ DA: (K, L) La expresion de la proteina PCNA en exocérvix y vagina esta
aumentada en los nucleos de las células basales e intermedias y asi también en el epitelio
vaginal en comparacion con los C57BL/6J.
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Figura 5. Inmunohistoquimica anti-PCNA. Efecto del 178- Estradiol y la deficiencia
de RAR B sobre los niveles de proliferacion en exocérvix y vagina de ratones
C57BL/6J y RARB""" sin tratamiento (ST), dosis bajas (DB), dosis altas (DA).
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Mediante la técnica de RT-qPCR en tiempo real, detectamos la expresion normal del gen RARB
en ratones C57BL/6J ST. La expresion de RARPB fue aumentada al ser tratados a DB vy
disminuida al ser tratados a DA.

En los ratones RARB"™ no hay diferencias en la expresion de RARP tratados a DB y la
expresion de RARB a DA en comparaciéon con el control C57BL/6J.

Niveles relativos de expresion de RARB

| .
0

C57BL/8JST C57BL/6J DB C57BL/6JDA RARPL-/L-5T RARBL-/L- DB RARBL-/L- DA

Figura 6. Expresion de RARB en ratones C57BL/6J y ratones RARB-"" ST, tratados con DB
y DA de 178 estradiol.

Expresion por RT-gPCR del gen c-Myc en los ratones control C57BL/6J ST; estos mismos
ratones al ser tratados con 17p estradiol a DB la expresiébn aumenta y a DA la expresion
aumenta aun mas. Los ratones RARB""" ST y con DB sobreexpresan c-Myc, por el contrario a
DA c-Myc disminuye
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. Expresion de c-Myc
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Niveles relativos de expresion de c-Myc

Figura 7. Expresién de c-Myc por RT-PCR tiempo real, en los ratones C57BL/6J y en los
ratones RARB""" tratados a DA y DB de 17 estradiol.

La expresion por RT-gPCR del gen RARa no es concluyente, dado que la desviacion estandar
es muy grande entre los grupos. Pero podriamos decir que no hubo cambios.
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Niveles relativos de expresion de RARa

Figura 8. Expresion de RARa en los ratones silvestres C57BL/6J y en los ratones
condicionales RARB""" tratados a DB y DA de 17 estradiol.

DISCUSION

La genotipificacién por PCR en punto final de los ratones condicionales RARB""" nos mostré que
efectivamente contienen esta identidad al observar una banda de 383pb que nos indica que la
recombinacién se esta efectuando; también hay una pequefia proporcion del gen silvestre al
observar una banda de 618pb (Imagen 1), ya que la construccion del ratdbn permite tener una
pequefia proporcion del gen completo dado que los ratones no pueden sobrevivir con la
expresion nula de los receptores nucleares para el acido retinoico (Chapellier, et al. 2002). Al
analizar los niveles de expresion de mRNA (RT-gPCR) y proteina (inmunohistoquimica) en
estos ratones se observo que esta disminuida aproximadamente en un 50% en comparacion con
el raton C57BL/6J (Figuras 4y 6).

Se ha observado que la deficiencia de retinoides altera la diferenciacion epitelial, el crecimiento
celular y la apoptosis de las células malignas (Hernandez E. et al. 2005; Zamora J. et al. 2005),
también esta deficiencia origina metaplasia escamosa pulmonar, metaplasia intestinal de la
mucosa gastrica, metaplasia escamosa en el epitelio respiratorio, metaplasia pavimentosa del
cuello uterino entre otras alteraciones (Goswami U. 2005; Velmurugan B. et al. 2002). Se ha
reportado que ratones condicionales para el receptor X para el acido retinoico alfa (RXRa)
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muestran la presencia de metaplasia epidermoide cervical, indiferenciacién celular, atrofia en el
60% de los casos y frecuentes mitosis (Océadiz D. et al. 2008). También se ha observado en el
modelo RARB"™ en bazo que hay una disminucién de células dendriticas y celulas MHC II,
habiendo también defectos en la organizacion celular y la estructura del tejido. Estos resultados
sugieren que RARP esta implicado en la organizacion de células del bazo (Serafin-Higuera N. et
al. 2012).

Estas observaciones ayudan a confirmar lo encontrado en el cérvix de los ratones RARB"""" ya
que esta delecion causo displasias moderadas en cérvix, que son consideradas preneoplasicas;
tales alteraciones son: metaplasia epidermoide, hiperproliferacién, indiferenciacion,
inmaduracion de células escamosas y zonas de atrofia. Mientras que en el epitelio vaginal se
observd papilomatosis, hiperproliferacion, inmaduracién y baja queratinizacion. Ademas de
manera general en todo el cérvix y vagina un abundante infiltrado inflamatorio crénico y agudo
(Figura 3); esto sugiere que la deficiencia RARB promueve la formaciéon de estas lesiones
consideradas preneoplasicas y reafirma su papel de supresor tumoral.

Aunque RARS juega un papel de gran importancia en el desarrollo de lesiones premalignas no
desarrolla cancer como tal, por lo cual fue necesario analizar otro factor de riesgo de gran
importancia como lo son los estrégenos dado que estos son un regulador principal de la
fisiologia vaginal y cervical, el E, al ser administrado artificialmente, aumenta los niveles de
estrégeno, manteniendo a ratones en la fase del ciclo estral conocida como estro (Lai M. et al.
2002). Las evidencias indican que la division celular estimulada por estradiol esta asociada con
la induccion de una variedad de factores de crecimiento, E;, a dosis bajas bajas de 1 mg por dia
se utiliza como terapia hormonal en mujeres con problemas de deprivacibn hormonal ovarica:
sindrome climatérico y atrofia vaginal (Peeyananjarassi K, Barber R. 2005). En este trabajo los
ratones condicionales RARB-"" fueron tratados durante tres mes con E, a dosis bajas de
833ng/dia y dosis altas 2500ng/dia, siendo sincronizados en las fases del ciclo estral: estro y
proestro (Figura 2); esto para conocer el efecto de los estrogenos en el tracto reproductor
femenino y su asociaciéon con la deficiencia de RARR.

Se sabe que en ratones transgénicos K14 HPV 16 que expresan los oncogenes virales en las
células epiteliales escamosas basales, el tratamiento crénico con 173-estradiol (0.1 mg/kg de
peso) favorece la aparicidon de cancer escamoso, principalmente en la vagina y el ectocérvix. El
efecto depende de la dosis de hormona administrada; las dosis menores (0.05 mg por kg)
favorecen la aparicion de células neoplasicas en el sitio, que se restringe a la “zona de
transformacioén” cervical (Arbeit J. et al. 1996; Riley R. et al. 2003; Brake T. y Lambert P. 2005).
En nuestro trabajo el epitelio cervical y vaginal de los ratones RARB-" tratados con DB de E,, se
observo sin alteraciones y sin cambios histolégicos en comparacion con los ratones C57BL/6J y
RARB-" ST. En cambio, al ser tratados con DA las alteraciones histolégicas de los RARB-"" ST
se mantienen (Figura 3 T-W). Esto podria sugerir el efecto protector a dosis bajas de E, y el
efecto como cofactor en el desarrollo de lesiones premalignas a dosis altas. Se corroboro que
los cambios en el fenotipo histolégico de estos ratones fueran relacionados con el cambio de
expresion de la proteina RARPB por inmunohistoquimica y mRNA por RT-gPCR.
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Para analizar mas a detalle el fenotipo premaligno se utiliz6 a PCNA como un marcador
molecular de proliferacion, encontrandose una sefial aumentada y en estratos suprabasales del
ectocervix de los ratones RARB"" ST y tratados con DA, tratados con DB la sefial se muestra
normal, esto quiere decir en el estrato basal (Figura 5 G-L). Lo que nos indica una vez mas la
hiperproliferacion celular y la desdiferenciacion por la falta del receptor para acido retinoico By la
administracion de E; a DA. Mientras que a DB parece ser que el efecto es contrario.

Ademas, realizamos un analisis para genes blanco de RARB y E2: RARa y c-Myc (Brychtova S.
et al. 2004). La expresion de RARa no fue concluyente dado que la desviacidon estandar es muy
grande }/ no hubo diferencias entre los grupos. Al analizar el mMRNA de c-Myc en los ratones
RARP “" tratados con E, se encontré6 aumentada en ratones control tratados con estradiol y en
ratones RARB""" ST y tratados a DB; en estos ratones tratados a DA la expresion de c-Myc
disminuyd. c-Myc participa de manera importante en procesos relacionados con apoptosis y
proliferacion, la sobreexpresion de c-Myc- induce la apoptosis extensa que es independiente de
p53 (Shim H. et al. 1998). Por lo que nosotros sugerimos que a DB esta actuando como
marcador de proliferacion y a DA c-Myc pueda estar induciendo apoptosis.

Hay muchos factores adicionales a la presencia de HR-HPV que cooperan con este virus en el
desarrollo de CaCu. La exposicion crénica a estrogeno es un factor clave en el desarrollo de
esta enfermedad; mientras que la deficiencia de retinoides implica una baja expresion del gen
supresor de tumores RARP generando lesiones consideradas como premaliganas en el cérvix de
ratones RARB'". La actividad sinérgica de los estrégenos y la inhibicién en la expresién de
RARB (o el bajo consumo de retinoides) podria ser dosis-tiempo dependiente, ya que el efecto
de los estrogenos a DB es diferente que a DA, presentandose mayores cambios malignos en los
ratones tratados a DA, revirtiéndose este efecto a DB pero manteniendo incrementada la
expresion de c-Myc.

CONCLUSION

El modelo de ratén RARB™ y la administracion de 17B-estradiol, permite conocer la accién que
ejercen estos cofactores en el desarrollo de CaCu. La expresion del gen supresor de tumores
RARB disminuyé en un 50% en ratones RARB""" de cuatro meses de edad y generd lesiones
cervicales consideradas como premalignas: hiperproliferacion, indiferenciacion, inmaduracion,
metaplasia epidermoide, zonas de atrofia, papilomatosis, ausencia de queratinizacion vy
presencia de infiltrado inflamatorio agudo y crénico; estas lesiones podrian regresionar, persistir
0 progresar y convertirse en malignas, siendo importante el estudio en tiempos de vida mas
largos. La deteccion de lesiones premalignas cervicales en mujeres, juega un papel fundamental
en la prevencion de cancer invasivo y la aplicacion de un tratamiento especifico. Las alteraciones
observadas durante la histopatologia fueron confirmadas con el aumento en la expresiéon de la
proteina de proliferacion celular PCNA (inmunohistoquimica) y del mRNA del protooncogen c-
Myc (RTgPCR). Esto indica que RARB es un posible blanco terapéutico, al proteger el epitelio
cervical y vaginal de estas alteraciones, teniendo una importante participacion durante el ciclo
celular, como un mecanismo que retardaria la evolucion de las células normales a células
premalignas.
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