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RESUMEN




En este trabajo se estudio la regulacion de la expresion de los genes c-fos, c-
juny p53 en el Utero de ratas ovariectomizadas tratadas con 17f-estradiol y en el Utero
de animales intactos en las diferentes etapas del ciclo estral. Para ello se uso la técnica
de retrotranscripcion acoplada a |a reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR). En
las ratas ovariectomizadas se incremento fa expresion de los genes de c-fos, cun y
p53 una hora después de la administracion del estradiol. Este resultado sugiere que
p53 padria ser incluido en los genes que son activados tempranamente por estrogenos.
Durante el ciclo estral fa maxima expresion del gen de c-fos se encontré en la mafana
tanto del dia del proestro como del estro. La méaxima expresion del gen de p53 se
observd durante el metaestro, mientras que la minima se detectd en los dias del
proestro y estro (cuando c-fos alcanzo su maximo nivel). En contraste con c-fos y p53,
la expresion de c-jun se mantuve practicamente constante durante el ciclo estral. Los
diferentes patrones de expresion observados de los diversos genes estudiados durante
el ciclo estral indican que p53, ¢-fos y c-jun estan bajo regulacién multi-hormonal. Los
resultados indican que c¢-fos, c-jun y p53 son genes inducidos tempranamente por
estrégenos, y que pueden asi participar en la subsecuente activacion o represion de

genes especificos involucrados en la funcion normat del utero.
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Uno de los principales efectos de los estrogenos sobre el utero y las
glandulas mamarias en los mamiferos es la induccion de la replicacion del DNA y la
proliferacion celular. EI mecanismo mediante el cual los estrogenos llevan a cabo esta
funcién es mediante la union de la hormona a su receptor intranuclear. El complejo
hormona-receptor al unirse a secuencias reguladoras o elementos de respuesta
hormonal (HRE) actia como un factor de transcripcion, modulando (activando o
reprimiendo) la expresion de genes que contiene dicho HRE. Dos clases diferentes de
genes son regulados por las hormonas esteroides: los genes tempranos y los genes
tardios. Los genes que responden tempranamente a las hormonas esteroides incluyen
genes reguladores importantes, tales como factores de transcripcion. Las proteinas de
los genes tempranos dotan a la célula con nuevas propiedades e inician una cadena de
sucesos secundarios (la expresion de los genes tardios), los cuales llevan finalmente a
los cambios complejos tipicos de la accion hormonal, como por ejemplo la replicacion

celular.

En el utero de ratas ovariectomizadas se ha observado que algunos de los
genes que son inducidos tempranamente por estradiol pertenecen a la familia de los
proto-oncogenes nucleares, entre los cuales se encuentran c-fos, c-jun, jun-B, jun-D, c-
myc y N-myc. Mas aln, los productos proteicos de estos proto-oncogenes tienen
dominios de union al DNA y de transactivacion, lo cual les permite actuar como factores
de transcripcion. Sin embargo, no se ha estudiado el efecto que tiene el estradiol sobre
otro tipo de genes que estan intimamente relacionados con los proto-oncogenes, los
genes supresores de tumores. Algunos de los genes de esta familia actiuan como
factores de transcripcion y regulan la expresion de proto-oncogenes, como es el caso
de p53 el cual inhibe la expresion de c-fos y c+un en fibroblastos embrionarios de rata.
Asi mismo, no se ha determinado si la expresion de estos genes es regulada en

condiciones fisioldgicas por estrégenos.

Durante el ciclo estral de la rata se presentan variaciones importantes en los

niveles de estradiol y progesterona, lo cual lo hace un modelo adecuado para que en



condiciones fisioldgicas se pueda evaluar el papel de estas hormonas esteroides en la

regulacion de la expresion de diferentes genes.

Tomando en cuenta la importancia de los proto-oncogenes en ia proliferacion
inducida por estrégenos, en este trabajo se propuso determinar el patron de expresion
de los proto-oncogenes c-fos y c-jun y del gen supresor de tumores p53, en el utero de
ratas intactas, durante las diferentes fases del ciclo estral y compararlo con la expresion
de estos genes en el Utero de ratas ovariectomizadas tratadas con dosis
farmacologicas de 17f-estradiol. Para medir la expresién de los genes en estudio se
extrajo el RNA del Utero de ratas, tanto ovariectomizadas tratadas con estradiol como
de ratas en las diferentes fases del ciclo estral, y se amplifico por medio de la técnica
de la Transcriptasa Reversa acoplada a la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RT-

PCR), y posteriormente se cuantificé por medio de Southern Biot.
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3.1 CICLO ESTRAL DE LA RATA,

La rata es un mamifero de ovulacion espontanea, esto es, la owlacion no
depende de una estimulacion externa como en el caso del conejo, en el cual es
necesario la cdpula para que se presente la ovulacion. Asi mismo, las ralas ovulan
durante todo el afio y su ciclo estral estd constituido por cuatro etapas: proestro, estro,
metaestro (también llamado diestro temprano) y diestro. Las ratas presentan ciclos de
cuatro a cinco dias de duracion. En ratas que presentan ciclo de cualio dias de
duracion, los niveles de estradiol en plasma periférico son basales (8 + 2 pg/ml) durante
el estro (Figura 1) (Brown-Grant ef al,, 1970; Butcher et a/., 1974, Freeman, 1988). Los
niveles de estradiol en plasma empiezan a aumentar en la tarde del metaestro y
durante el diestro hasta llegar a su maximo valor (45 + 2 pg/ml) a las 900 am del
proestro (Butcher et al., 1974). Durante la tarde del proestro los niveles de estradiol
caen rapidamente y alcanzan valores basales en las primeras horas de la mafiana del
estro. El estradiol es secretado por los foliculos de De Graaf que se encuentran en
desarrollo. Los tipos celulares responsables de dicha secrecion son las células de la

teca internay las células de la granulosa.

El aumento en la concentracion de estrégenos en la sangre desencadena un
estimulo neural ciclico que activa la liberacion de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) por el hipotdlamo. La GnRH a su vez desencadena la
secrecion de la hormona luteinizante (LH) por la hipdfisis. Los niveles circulantes de LH
empiezan a incrementarse alrededor de las 2 a 3 p.m. del prosstro, y alcanzan su nivel
méaximo (37 + 5 ng/ml) entre las 5y las 7 p.m. esa misma tarde (Figura 1) (Brown-Grant
et al., 1970; Butcher et al., 1974; Freeman, 1988).
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Figura 1. Concentraciones hormonales durante el ciclo estral. Concentracion  de
progesterona, prolactina, estradiol, lH y FSH en plasma periférico obtenido® en
intervalos de 2 horas a través de los 4dias del ciclo estral de larata. Las barras negr-as
representan los inlewalbs de obscuridlad enla colonia y los numeros en la ba se
representan la hora del dia (Freeman, 1988).
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Este rapido incremento de LH induce la rupturafo licular y la ovulacion en las
primeras horasdel estro. El nivel en sangre de LH empiezar adisminuir en la noche del
proestro, alcamnza niveles basales (0.5 + 0.15 ng/ml) em las primeras horas de la
mariana del estroy permanece asi durante el metaestroye | destro (Brown-Grant etal.,
1970; Butcher et al., 1974, Freeman, 1988). El patrondee secrecion de la Hormona
Foliculo Estimulante (FSH) y prolactina durante el ciclo esrxl es similar al de LH.

Durante el ciclo estral se presentan dos incerentos en los niveles de
progesterona secretada en plasma periférico (Figura 1) Dearante la tarde del proestro
se observa un incremento de progesterona, secretada por las c€lulas de la granulosa
del foliculo preovulatorio, la cual aicanza su valor maximoeritrelas 6:00 y 9:00 pm (46 +
7 ng/mi). Este incremento sucede casi simultaneamente al incremento de LH. Los
niveles de progesterona vuelven a niveles basales (2 +1 ngml) para la mafana del
estro (Butcher et al., 1974, Freeman, 1988). Un segundo pico, de origen liteo, se
presenta arededor del mediodia del metaestro (24 + 3 ng“ml), se prolonga hasta las
primeras horas de la mafiana del diestro y desciende ani~veles basales poco tiempo

después del armanecer del diestro.

Pocas horas después del incremento de progesteronz: enla tarde del proestro se
presenta un comportamiento caracteristico de lordosis. Esprobable que el aumento de
los niveles de estrégenos seguido por el aumento de loss niveles de progesterona
facilite la lordosis en el estro, ya que este comportamientorao se presenta en ninguna
otra etapa del ciclo estral.

El cambio en las concentraciones de hormonas duramteel ciclo estral afecta la
actividad del oviducto, (tero, cervix y vagina, asi como tambi€én algunos efectos
fisiologicos generalizados.

La forma més comun como se determina la etapa def* ciclo eslral en el que se

encuentra cada rala, es por medio del esludio de los carabios morfoldgicos en las
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células del epitelio vaginal. En un frotis vaginal pueden presentarse dos o mias tipos
celulares, pero es el tipo celular predominante el que indica la etapa del ciclo estral en
el que se encuentra. Los tres diferentes tipos celulares que se pueden observar en un
frolis vaginal de rata son : a) células epiteliales nucleadas , b) leucocitos
polimorfonucleares y c) células epiteliales cornificadas. La pared vaginal durante el
estro presenta un aspecto seco, blanco y carente de brillo pero cambia durante el
metaestro presentando un aspecto himedo y rosado. Estos cambios estan asociados
con la cornificacion de las capas superiores durante el estro y con la extensa
descamacion al final de esta etapa. A medida que se aproxima el proestro los tipos
celulares presentes en los fluidos vaginales consiste de células epiteliales nucleadas y
leucocitos y ocasionalmente algunas células cornificadas. Durante el proestro, los
leucocitos desaparecen, las células epiteliales nucleadas aumentan en numero y son
gradualmente reemplazadas por células cornificadas sin nucleo. El principio del estro
ocurre cuando el frotis presenta 75% de células nucleadas y 25% de células
cornificadas. Eventualmente, las células cornificadas son las unicas presentes. El
metaestro y el diestro se caracterizan por la aparicion de un gran nimero de leucocitos

y la desaparicion de las células cornificadas (Baker, 1979).

El Utero también presenta cambios ciclicos, dependientes de esteroides, tanto
en su estructura como en su funcion. Durante cada ciclo, el Utero inicialmente se
prepara para recibir y transportar el espermatozoide del cervix al oviducto, vy
subsecuentemente se prepara para recibir los embriones del oviducto. El Utero esta
compuesto por dos capas: miometrio y endometrio. El miometrio es la porcion muscular
de la pared uterina. Consiste de dos capas de musculo liso: una capa gruesa interna
que es circular y una capa mas delgada externa que es longitudinal. Entre ambas
capas se encuentra una capa de tejido conectivo que contiene nervios, vasos linfaticos
y sanguineos. El endometrio consiste de una matriz o estroma, sobre la cual se asienta
un epitelio columnar simple bajo con extensiones glandulares que penetran el estroma
(Hafez, 1970).
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Durante el proestro, el endometrio esta bajo la influencia de los estrogenos
producidos por los foliculos ovaricos (fase folicular), su vascularizacion se incrementa,
el epitelio se convierte en un epitelio columnar bajo y las glandulas presentan cierto
crecimiento. La actividad proliferativa del epitelio da lugar a un gran incremento en el
area superficial; la proliferacion principal es del epitelio luminal. Las células epiteliales
secretan un fluido de constitucion liquida que contiene algunas proteinas,
principalmente enzimas protedliticas. En esta etapa aumenta la contractibilidad y
excitabilidad del endometrio y el tamano del estroma se incrementa ya que presenta
praliferacion celular (lo cual dalugar a la expresion de fase proliferativa del ciclo estral)
(Hafez, 1970).

Durante el estro y el metaestro (fase Iutea) las estructuras del endometrio estan
controladas por la progesterona producida por el cuerpo idteo: el endometrio se
expande, el epitelio luminal se convierte a uno de tipo columnar alto y las glandulas
crecen hasta su maximo tamafo, las glandulas ahora son activamente secretoras;
secretan un fiuido rico en dlicoproteinas, azlcares y aminodacidos. Las células del
estroma se hacen mas largas y mas hinchadas. La progesterona actia sobre el
miometrio causando el crecimiento de las células y, en contraste con los estrogenos,

disminuye la excitabilidad de la musculatura uterina (Hafez, 1970).

Al final de la fase Iltea, durante el diestro, el epitelio secretor se colapsa, el
endometrio se reabsorbe y es reemplazado por una pequefa capa de estroma cubierta

con tejido epitelial lista para entrar a un nuevo ciclo (Hafez, 1970).

La proliferacion de cada uno de estos tejidos durante el ciclo estral ha sido
determinada por medio de la medicién de la actividad mitética uterina. La actividad
mitdtica en el epitelio luminal es maxima durante la noche del diestro y la mafana del
proestro, desciende rapidamente después y presenta una elevacion secundaria durante
el metaestro. El epitelio glandular solamente prolifera durante el metaestro. En el

estroma endomelrial, la mitosis ocurre en la tarde del diestro y la manana del proestroy



en el miometrio, la maxima proliferacion ocurre durante el proestro, pero es menos

intensa que en el epitelio luminal (Tabla 1) (Marcus, 1974, Bertalanffy y Lau, 1963).

TABLA 1. Actividad mitdtica uterina durante el ciclo estral (Marcus, 1974)

Mitosis / Seccion
Epitelio
Tiempo Lumen Glandulas Estroma Miometrio
Proestro am. 404 £ 41 3214 19.0+49 166+3.2
p.m. 15.3+3.0 17105 32109 122+24
Estro am, 32114 04+02 12104 56+£3.2
p.m. 02+£02 02102 08+04 16109
Metaestro am. 180124 156.014.0 08+04 0
p.m. 11.6 12.1 20.2+3.0 18103 0
Diestro am. 8517 1.7+09 22106 0
p.m. 354135 1.6 0.7 356153 10106

Este comportamiento no se obsérva ni en las ratas inmaduras ni en las ratas
adultas ovariectomizadas tratadas con estradiol. En las ratas inmaduras una sola dosis
de estrogenos (50 ng/rata) induce la proliferacion en todos los tejidos uterinos: epitelio,
estroma y miometrio (Quarmby y Korack, 1984; Kirkland et al,, 1979; Kaye et al., 1972).
El indice mitético en el epitelio luminal alcanza su maximo valor 24 horas después del
tratamiento (Kirkland et al, 1979, Kaye et al., 1972). En el estroma y miometrio el
maximo indice mitdtico se observa enlre las 24 horas (Kaye et al.,, 1972) y 36-48 horas
(Kirkland et al., 1979). El Utero de la rata adulta no responde de la misma manera a los
estrogenos, ya que la mitosis en el estroma de ratas ovariectomizadas solamente se
presenta si la rata ha sido pretralada con progesterona (P.). Las ratas adultas
ovariectomizadas que han sido tratadas con 17f-estradiol (0.2 pgfrata) solo presentan
mitosis en los epitelios luminal y giandular, pero no en el estroma. En el epitelio luminal

el indice mitético empieza a aumentar 12 h después del tratamiento con 17p-estradiol
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(E2), alcanza su méximo valor a las 24 h y regresa a niveles basales a las 36 h. En el
epitelio glandular el indice mitdtico empieza a aumentar a las 12 h y presenta el maximo
valor a las 48 h, regresando a los niveles basales 72 h después del tratamiento con E;
(Tachi et al., 1972). El pretratamiento con P, suprime la accion mitogénica del E; tanto
en el epitelio luminal como glandular y causa una respuesta mitética en el estroma en
respuesta al E,. El estroma comienza a proliferar 12 h después del tratamiento con Py
(5 mg diarios por 1 a7 dias) + E; (0.2 pg/rata), se presenta el maximo indice mitotico a
las 24 h y regresa a niveles basales a las 36 h. Las células del estroma que presentan
mitosis se ubican principalmente en la region que se encuentra debajo del epitelio

luminal. La P4 sola no produce mitosis en ninguno de los tejidos (Clark, 1971;Tachi et
al., 1972).

Ya que la proliferacion ocurre en todos los tejidos del Utero durante el ciclo
estral, se debe pensar que la cantidad de P4 producida durante el metaestro-diestro en

la rata tiene un significado fisiologico importante en lo que respecta a la proliferacion
del miometrio y el estroma.

3.2 HORMONAS ESTEROIDES.

3.2.1 Estructura y funcion de los receptores a hormonas esteroides.

Los receptores nucleares regulan la transcripcion de complejas redes de genes
y por lo tanto controlan diversos aspectos del crecimiento, desarrolio y homeostasis. La
superfamilia de receptores nucleares incluye receptores intracelulares para las
hormonas esteroides, hormona tiroideas, acido rednoico, vitamina D, asi como una gran

variedad de proteinas de las cuales se desconoce su ligando, los lamados receptores
huérfanos (Fuller PJ, 1991).



5e han realizado extensos estudios estructurales y funcionales de los receptores
a hormonas esteroides (SRs Steroid Receptors) con el objetivo de entender cdmo
regulan la actividad transcripcional de genes especificos. Todos los miembros de la
familia de receptores a hormonas esteroides comparten caracteristicas estructurales y
funcionales similares en lo que respecta a la regulacion de la transcripcion de
diferentes genes. Todos los receptores en esta familia tienen tres dominios
estructurales altamente conservados (Figura 2). Uno de estos es un dominio altamente
conservado de 66-68 aminoacidos, ellcual esta localizado en la parte central de la
proteina. Funcionalmente esta region contiene el dominio de union al DNA (DBD DNA
Binding Domain). Las otras dos secuencias son de 42 y 34 aminoacidos y estan
localizadas hacia el extremo C-terminal respecto al DBD. Estas dos secuencias estan
mezcladas con secuencias no conservadas, tienen un menor grado de homologia que
el DBD y son ricas en aminoacidos hidrofébicos. Funcionalmente, estas secuencias
contribuyen a la formacion de la bolsa hidrofébica para la hormona, mientras que las
secuencias no conservadas estan involucradas en la union de la hormona especifica.
Adicionalmente, la region C-terminal de la proteina tiene por lo menos ofras tres
funciones: contribuye en la funcion transactivadora del receptor, en la localizacion

nuclear y en la formacion de homodimeros (Fuller PJ, 1991).

Los receptores contienen un dominio variable o A/B, localizado en el extremo N-
terminal de la proteina del receptor. Este dominio varia tanto en tamafo como en
secuencia (Figura 2) y esta involucrado en la regulacion de la transcripcion génica
tejido y promotor-‘especiﬂco (Berry et al, 1990), y en la formacion de homodimeros y

heterodimeros con otros factores de transcripcion (Landers y Spelsberg, 1992).
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Figura 2. Representacion esquematica de un receptor a hormonas esteroides
indicando su organizacion estructural y funcional. La porcion central negra es el
dominio de union al DNA (DBD) de 66-68 aminoacidos que define a esta superfamilia.
Las regiones sombreadas en el extremo carboxi terminal es el dominio de unién a la

hormona (HBD), la cual incluye los dominios conservados 2 y 3 (Fuller, 1991).

E! dominio de unién al DNA (DBD) es la region mas altamente conservada entre
los miembros de la familia de receptores a hormonas esteroides. Este dominio contiene
dos iones de zinc coordinados tetraédricamente con 8 residuos de cisteina. La
coordinacion del zinc es importante para la integridad estructural y la funcion de union
al DNA del DBD. Este dominio tiene dos subdominios (Cl'y Cll} que son codificados por
dos exones separades. Cada uno de ellos esta compuesto del motivo lazo-hélice y
cada uno tiene un ion zinc ligado por dos cisteinas ubicadas en el inicio del lazo y por
dos cisteinas ubicadas en el extremo N-terminal de la u-hélice. Las dos hélices se
encuentran empacadas una contra la otra en un angulo casi recto (Harrison, 1991). Los
residuos de aminoacidos de estos dos subdominios se pliegan para formar un solo
dominio estructural. La estructura de esta region parece ser el motive hélice-vuelta-
hélice, el cual es comun para varias proteinas que unen DNA (incluyendo factores de
transcripcién), y puede unirse al surco mayor del DNA para inducir cambios en la
transcripcion de genes regulados por esteroides. Se cree que los aminoacidos que se

encuentran entre las primeras dos cisteinas del segundo dedo de zinc forman una
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region de dimerizacion (Trus y Beato, 1993). Todo este dominio controla a que
elemento del DNA se va a unir el SRy, por lo tanto, que gen sera regulado por el
receptor. Por lo menos tres aminoacidos del extremo C-terminal del primer dedo de zinc
(entre los dos dedos) son criticos para que el receptor reconozca el elemento de

respuesta apropiado (Mader et al., 1989).

El dominio de unidon al esteroide (HBD Hormone Binding Domain) esté
localizado en el extremo C-terminal de la proteina. Este dominio es importante en la
regulacion de ia actividad transcripcional del receptor. Subregiones especificas del
dominio de unidn al esteroide son responsables de conferir actividad transcripcional o
“funciones activadoras de la transcripcion” (TAF Transcription Activating Factor), las
cuales se han identificado en ciertos receptores y son muy similares a los “"dominios de
activacion acidos” de ciertos factores de transcripcion, no relacionados con los SR. La
actividad de esta region es dependiente de la union de ligandos agonistas (Webster et
al., 1988). La localizacion de la region TAF dentro del receptor no ha sido totaimente
determinada, ya que ha sido localizada en diferentes regiones del receptor. Otra region
de dimerizacion menos definida se traslapa con el HBD y parece ser dependiente de la
union de la hormona (Fawell ef a/, 1990). La formacién de homodimeros es una
caracteristica general de esta familia.

A pesar del conocimiento detallado que se tiene de los diferentes dominios y
subdominios de los SR, existe poco consenso del papel mecanistico que juegan los
esteroides en la funcion del receptor. En cualquier modelo de accidn de hormonas
esteroides se da por un hecho que la union de la hormona al receptor es esencial para
activar al receptor a una forma que es capaz de unirse con alta afinidad al DNA y
regular la transcripcion de genes especificos. Sin embargo, esta simple suposicién ha
sido cuestionada por estudios in vifro usando receptores purificados, los cuales
presentan interacciones receptor/DNA en la ausencia del esteraide. Por ejemplo, se ha
demostrado que el receptor de glucocorticoides (GR) libre de esteroide no solamente

se une selectivamente al elemento de respuesta a esteroide (HRE Hormone Response

21



Element) del virus del tumor mamario de raton (MMTV), sino que ademas se une
ligeramente con mayor afinidad que en la presencia de la hormona (Willmann vy Beato,
1986). Se han alcanzado conclusiones similares con el receptor de estrogenos (ER) y
de progesterona (PR), las cuales indican que la union al DNA de los SRs no parece ser
absolutamente dependiente de la presencia de la hormona (Klein-Hitpass et al., 1989;
Lees et al, 1989; Murdoch et al., 1990; Brown y Sharp, 1990). Sin embargo, se debe de
ser cauteloso en la interpretacion de estos estudios in vitro y su relevancia en los

sUCESOS in vivo.

Una posible explicacion para estas obseivaciones puede ser que, en
preparaciones en crudo, el receptor esté asociado con otros factores que inhiben su
interaccion con secuencias especificas del DNA y que tanto el tratamiento hormonal
como la purificacion inducen la liberacion de los factores inhibidores. Las proteinas de
choque térmico (hsp70 y hsp90) son candidatos ideales para estos factores inhibidores,
los cuales estan asociados con el SR y se liberan cuando se une la hormona. Esta
hipdtesis es apoyada por estudios de transcripcion in vitro, los cuales demuestran que
los receptores purificados unidos a la hormona son capaces de aumentar la
transcripcion de genes que contienen HRE, mientras que los receptores libres de
esteroides provenientes de extractos nucleares crudos fallan en activar la funcién
activadora de la transcripcion (Bagchi ef al., 1990). Una explicacion alternativa ha sido
propuesta por Schauer ef al. quienes estudiaron la cinética de la interaccion entre el
GR y el DNA. Demostraron que los esteroides tienen un efecto importante en la
velocidad a la cual el receptor se asocia o disocia del DNA. La unidn de la hormona
incrementa significativamente la velocidad con la que el receptor se disocia del DNA
(aumenta 30 veces comparado con el receptor sin hormona), mientras que la velocidad
de asociacion es afectada en menor grado (incremento de ~ 5 veces) (Schauer et al,
1989). Beato et al. sugirieron que este efecto puede no ser especifico para GR, sino
que puede ser una propiedad general de los SR ya que se han hecho observaciones
similares con PR (Beato ef al,, 1991). Por lo tanto, el efecto del esteroide puede ser el

alterar la cinética de la interaccion receptor/DNA.
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Originalmente se creia que los SR se localizaban en el citoplasma y que se
translocaban al nucleo cuando se unia la hormona (Jensen ef al., 1968). Estudios méas
recientes han demostrado que, a excepcion del GR, los SR estan asociados al ndicleo
de la célula, adn en ausencia de la hormona, y que la union del ligando solamente
incrementa la unidn del receptor al nucleo (Picard ef al.,, 1990). Todos los SR contienen
una secuencia de aminoacidos basicos (lisinas y argininas) en la vecindad del segundo
dedo de zinc, entre los dominios de union al DNA y el de union al esteroide. Este
dominio es llamado la regién “hinge” (gancho), cuya secuencia no es altamente
conservada. Se ha encontrado que esta region basica es la sefal de localizacion
nuclear para varios SR, incluyendo el receptor de mineralocorticoides (MR),
andrégenos (AR), GR, PRy ER (Picard y Yamamoto, 1987; Arriza ef al.,, 1987; Greeny
Chambon, 1991, Trapman et al., 1988; Guiochon-Mantel ef al.,, 1989). También se han
identificado sefiales de localizacion nuclear en el dominio de unién a la hormona.
Picard y Yamamoto han demostrado que la secuencia de localizacion nuclear ubicada
en el dominio de union a la hormona del GR es dependiente de la hormona y puede
tener un significado en la localizacidn citosdlica de este receptor no unido a
glucocorticoides (Picard y Yamamoto, 1987).

3.2.2 Mecanistmo general de la regulacion de la expresion génica por
hormonas esteroides.

Para entender como las hormonas esteroides son capaces de regular las vias
involucradas en fa proliferacion y diferenciacidn celular, es claro que primero se tiene
que entender los mecanismos moleculares por medio de los cuales los esteroides
realizan sus efectos bioldgicos. Un modelo general para la accion de las homaonas
esteroides se observa en la Figura 3 y es valido para la accién de estrogenos,
progesterona, andrégenos y glucoborticoides.
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Se piensa que el esteroide libre se difunde pasivamente dentro de todas las
células, ya que hasta el momento no se tiene una evidencia solida para un transporte
activo de estas moléculas. Los esteroides son retenidos en las células blanco por
medio de la formacién de un complejo de aita afinidad con el receptor especifico. La
unién del esteroide resulta en la “activacion” de la molécula del receptor. La activacion
involucra cambios conformacionales (estructura terciaria) y postraduccionales en el
receptor, asi como cambios en la asociacion enlre proteinas (estructura cuaternaria) en
el complejo hormona-receptor. Estos cambios en la estructura permiten que el complejo
hormona-receptor se una con alta afinidad a secuencias especificas de DNA, los
llamados HRE. Estos elementos reguladores son secuencias palindrémicas de DNA de
15-20 pares de bases localizadas en el extremo 5' (o incluso dentro del gen) de genes
regulados por hormonas. Se han caracterizado cuatro clases de HRE (Fuller PJ, 1991);
el elemento de respuesta a glucacorticoides (GRE) que tiene una secuencia consenso
GTACANNNTGTTCT. Los receptores para andrdgenos, progesterona vy
mineralocorticoides también actian por medio de este elemento de respuesta. La
secuencia consenso del elemento de respuesta a estrégenos (ERE),
AGGTCANNnTGACCT, es muy parecida al elemento de respuesta a hormonas
tiroideas (THRE), solamente que esta dltima no tiene los nucledtidos separadores
(TCAGGTCA TGACCTGA). Tanto los homodimeros como los heterodimeros del
receptor del acido retinoico (RAR) se unen al THRE. El receptor huérfano COUP se
une a la secuencia GTGTCAA AGGTCA, la cual representa la cuarta clase de

elementos de respuesta.

La unién del dimero del SR al HRE regula la transcripcion de los genes
‘reguladores” minutos después de que el esteroide entra en la célula blanco. En esta
célula puede haber varios de estos "genes reguladores” que responden a un esteroide
en particular. Como se observa en la Figura 3, cada uno de los “genes reguladores”
codifica para una proteina reguladora la cual puede alterar la expresion de una gran

variedad de genes por medio de varias vias posibles.
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Como se observa en la via # 1 de la Figura 3 algunas proteinas reguladoras
podrian tener actividad enzimatica en citoplasma/membrana plasmatica (p.e. quinasas
0 proteasas) las cuales a su vez podrian inducir cambios en el transporte de
membrana, sintesis proteica, procesamiento o secrecion de proteinas. Un ejemplo
posible de esta via ha sido informado por Hagstrom et al. Este grupo encontré que los
androgenos regulan la produccion de la proteina secretora de vesicula seminal, del
cabayo, Unicamente al nivel del procesamiento de la proteina (Hagstrom et al, 1989).
Los androgenos regulan la expresion de una enzima elastasa que funciona en el
procesamiento de la proteina secretora. Este grupo piensa que la induccion répida de
la expresion del gen de la elastasa (gen regulador) causa la rapida sintesis de la
elatasa, la cual modula el procesamiento y secrecion de la proteina secretora de

vesicula seminal.

Alternativamente, como se abserva en la via # 2 de la Figura 3 la proteina
reguladora enzimatica puede madificar faclores nucleares, los cuales asu vez pueden
regular la estructura de la cromatina, la transcripcion génica como factores de
transcripcion, o posiblemente el procesamiento del RNA. Se ha informado a existencia
de proteinas reguladas por esteroides involucradas en la vida media del mRNA
(Forsthoefel y Thompson, 1987; Fink et al,, 1988; Lau et al., 1990). Asi mismo, también
se ha informado la accidon de las hormonas esteroides en la estructura de la cromatina
(Hager y Archer, 1991).

Finalmente, como se observa en la via # 3 de la Figura 3 las proteinas
reguladoras pueden ser factores nucleares que directamente regulan la estructura de la
cromatina o la transcripcion de genes como factores de transcripcién. En la Figura 4 se
observa como el factor de transcripcion se une a un 2° HRE localizado en el extremo &'
o dentro del “gen estructural’ regulado por esteroides (gen tardio). Porlo tanto, el HRE
que reside cerca o dentro del gen tardio funcionaria como un HRE secundario el cual

une factores de transcripcion ademas de (o en lugar de) hormonas esteroides.
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Figura 3. Mecanismo general de accion de las hormonas esteroides. El receptor
activado por la hormona esteroide se une a un elemento de respuesta hormonal
localizado en el extremo &' de un gen regulador (también Hamado gen temprano o
primario). Esta unién regula la transcripcion del gen regulador minutos después de que
la hormona entra a la célula. Dentro de la célula blanco pueden existir varios genes
reguladores que responden a una hormona en particular, y cuya proteina participa en
una multitud de sucesos en varios sitios dentro de la célula.El tiempo indicado
representa el tiempo estimado para que octrra el suceso desplies de la entrada de la
hormona a la célula. PT= proteina transportadora, R= receptor, S= esteroide, S-R=
receptor activado, HRE= elementos de respuesta a hormonas esteroides, HSP90=

proteina de choque térmico (Landers y Spelsberg, 1992).
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de respue=sta hormonal de los genes reguladores resulta en la répida produccion de
una potesina reguladora. Esta proteina reguuladora interactua con un elemento
regulador secundario (de un gen estructural © tardio), el cual puede unir diversos
factores <l ranscripcion ademas del (o en vez del) receptor hormonal. PT= proteina
transport=adora en suero, R= receptor, S= esteroide, S-R= receptor activado, HRE=
elementa-s de respuesta a hormonas esteroides, HSP30= protina de choque térmico

(Landers y Spelsberg, 1992).
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La regulacidn de la transcripcion de los genes estructurales (tardios) ccurriria 2

a 4 horas después de la entrada del esteroide a la célula (Landers y Spelsberg, 1992).

Por medio de estas tres vias, cada “gen regulador’, controlado por hormonas
esteroides, puede regular la expresion de una multitud de genes a nivel tanto

transcripcional como postranscripcional.

3.3 C1O& Y CAJUN.

3.3.1 Generalidades.

Los proto-oncogenes c-fos y c-jun originalmente fueron descritos como los
homélogos celulares de los oncogenes presentes en el retrovirus murino FBJ y en el
virus del sarcoma de aves 17 (ASV17) respectivamente. Los genes de c-fos y c-jun se
expresan en bajos niveles en la mayoria de los diferentes tipos de células. Sin
embargo, su expresion es inducida temporalmente hasta altos niveles por una gran
variedad de estimulos extracelulares.

c-fos y c+jun son miembros de un conjunto de genes conocidos como genes de
expresion temprana. Este conjunto se define por el hecho de que su expresion es
inducida répidamente por una gran variedad de estimulos extracelulares, ain en la
presencia de inhibidores de la sintesis de proteinas. Se ha propuesto que los genes de
expresion temprana llevan a cabo su accion al acoplar el estimulo a corte plazo #
cambios a largo plazo en el fenotipo celular, como pueden ser la proliferacion y la
diferenciacion celular. Esta hipdtesis ha sido reforzada por el descubrimiento de la

funcion de regulacién de la transcipcion por las proteinas de c-fos y c+un.
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5.3.2 Estructura.

Las proteinas de c-fos (c-Fos) y de c-jun (c-Jun) son fosfoproteinas nucleares
que estan constituidas por 380 y 334 aminoacidos respectivamente. Ambas proteinas
tienen una vida media corta (20-90 minutos) y contiene un dominio en el que se repiten
periddicamente cada siete aminoacidos un residuo de leucina. A este dominio se le
denomina "zipper" de leucina. Adyacente al "zipper" de leucina se encuentra un
dominio rico en aminoacidos basicos. Cuando la region del "zipper' de leucina es
arreglada en una a-hélice, los residuos de feucina quedan alineados a lo largo de una
cara de la hélice. Los residuos de leucina de una o-hélice interaccionan con los
residuos de leucina presentes en otra a-hélice de una proteina diferente, con io cual se
facilita la dimerizacion a través de interacciones hidrofobicas. Por lo tanto, el dominio de
“zipper" de leucina facilita la formacion de heterodimeros. Esta secuencia esta presente
en diversos factores de transcripcion, tales como las proto-oncoproteinas Fos, Myc y
Jun, los factores de transcripcion de la levadura GCN4 y yAP-1y la proteina que se une
al elemento de respuesta a cAMP (CREB) (Hope y Struhl, 1987; Kouzarides y Ziff,
1988; Dang et al,, 1989; Landschultz et al, 1988, Gonzalez et al., 1989). Esta region
conservada esta compuesta por dos estructuras: una region rica en aminoacidos

basicos (arginina y lisina) y el “zipper" de leucina.

Se ha demostrado (Sassone-Corsi et al,, 1988) que el dominio del "zipper" de
leucina es necesario para que Fos y Jun formen un heterodimero llamado AP-1. Sin
embargo, la presencia de un "zipper' de leucina no es factor suficiente para la
formacion de dimeros. Fos no forma homodimeros y ni Fos ni Jun pueden formar
dimeros con CREB (Dwarki et al, 1990) o GCN4 (O'Shea et al, 1989). Todas las
proteinas de la familia de jun (cJun, JunB y JunD) pueden formar tanto homo como
heterodimeros, mientras que las proteinas de la familia de fos (cFos, Frat y Fra2) no
son capaces de asociarse entre si;, solamente se asocian con las proteinas de la familia

de jun. Todos los diferentes complejos que se forman reciben el nombre de AP-1.

29



Pérdidas en el extremo carboxi o amino terminal, asi como inserciones o
pérdidas en el "zipper" de leucina de Fos y Jun anulan la dimerizacion. Sin embargo, la
mutacién de una sola leucina tanto en Fos como en Jun no afecta la formacion del
heterodimero, como tampoco la mutacion de dos residuos de leucina consecutivos en

Jun, no asi la mutacion de dos residuos consecutivos de leucina en Fos (Ransone y

Verma, 1990).

La region rica en aminoacidos basicos media la unién del dimero a una region
especifica del DNA, ya que inserciones o pérdidas en esta regién disminuyen o anulan
la union al DNA pero no la formacién del dimero. El dimero se une a regiones
promotoras que contienen el elemento de respuesta a TPA (12-o-tetradecanoil- forbol-
13 acetato) llamado TRE (TPA response element) o sitio de union a AP-1. Los
diferentes complejos AP-1 presentan diferentes actividades de union al DNA. Los
heterodimeros Fos.Jun presentan una mayor actividad de union al DNA que los
homodimeros Jun:Jun. Este aumento en la actividad de union al DNA de los
heterodimeros Fos:.Jun es debido a su mayor termoestabilidad que el de los
homodimeros de Jun; los heterodimeros se disocian entre 37° y 42° C mientras que los

homodimeros se disocian entre 25° y 37° C (Angel y Karin, 1991).

A pesar de que el "zipper" de leucina es el dominio de dimerizacion principal y
que la region bésica es el dominio principal de union al DNA, se debe de mantener
presente que la proteina completa interactia y que aminoacidos fuera de estos

dominios también contribuyen a la dimerizacion y union del DNA (Curran et a/., 1990).

Tanto c-Fos como c-Jun contribuyen a la funcién de activacion de la
transcripcion del complejo AP-1. Ambas proteinas contienen mdultiples dominios de
activacion. En el caso de Jun se han localizado 3 regiones cortas en el extremo amino
terminal que son importantes para la activacion de la transcripcion. Estas regiones son
ricas en aminoacidos con carga negativa y son las unicas regiones del extremo amino

terminal que estan altamente conservadas entre las tres proteinas de la familia de jun
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(Angel y Karin, 1991). Ademas existe un dominio de activacion relativamente débil en el
extremo carboxi terminal (Baichwal y Tjian, 1980). En Fos se han localizado en el‘
extremo carboxi terminal, después de la region del “zipper’ de leucina, 3 regiones
involucradas en la transactivacion de la transcripcion. Dos de estas regiones son
homélogas a dos de las regiones de activacidn de Jun ubicadas en el extremo amino
terminal, y reciben el nombre de HOB1 y HOB2 (Homolgy Box 1y 2 ) (Sutherland et a/.,
1992). Asi mismo, se ha determinado que existe otro dominio de transactivacion en Fos

ubicado en el extremo amino terminal (Jooss et al., 1994)

3.3.3 Funcién de AP-1en la proliferacion y diferenciacién celular.

A pesar de que existe una gran cantidad de informacion respecto a la estructura
y regulacion del complejo AP-1, aun no se sabe con certeza el papel que juega en la
proliferacion y la diferenciacion celular. Diversas observaciones sugieren que el
complejo AP-1 puede controlar la expresion de genes involucrados en la proliferacion
celular. Se ha observado que la expresion tanto de c-jun como la de c-fos es
rapidamente inducida en varios tipos celulares en respuesta a mitdgenos como suero,
EGF, TGFa, PDGF, estrogenos y otros (Brenner et al., 1989; Treisman, 1985; Kruijer et
al., 1984; Quantin y Breathnach, 1988, Weisz y Bresciani). Células en crecimiento
logaritmico contienen niveles més altos del MRNA de c-jun que las células privadas de
suero (Angel et al., 1988). La expresion desregulada tanto de c-jun como de ¢-fos lleva
a la transformacion neoplasica de fibroblastos de rata (Schiitte ef al., 1989; Miller et al.,
1984). La microinyeccidn de anticuerpos anti-Fos o la transfeccion del RNA antisentido
de c-fos en fibroblastos en cultivo inhibe la sintesis de DNA y la proliferacion celular
(Riabowol et al., 1988; Holt et al, 1986). Transfecciones transientes de varios
oncogenes transformantes, incluyendo src, H-ras, raf y mos resultan en el incremento
en la actividad de AP-1, medida por |a activacion de genes reporteros dependientes de
AP-1 (Wasylyk et al., 1988, Wasylyk et al, 1989). Mientras que estos experimentos

indican que el complejo AP-1 es un blanco nuclear para las vias de transmicion de



sefales inducidas por mitdgenos o por oncoproteinas, aun faita por identificar los genes
activados por AP-1 cuyos productos participan en la progresion de lafase G1 a S. Los
unicos genes involucrados en el control de crecimiento, que se han detectado, cuya
expresion es regulada por AP-1 son algunos genes cuyos productos son factores de
crecimiento tales como TGFa, TGFp e IL2 (Kim et al, 1990; Muegge et al., 1989). La
induccion de estos genes, a pesar de que afectan la proliferacion celular, no explica
como AP-1 participa en el compromiso para la replicacion del DNA después del

estimulo mitogeénico.

Otras observaciones arrojan algunas dudas sobre el papel exclusivo de AP-1 en
la proliferacion celular. En células PC12, por ejemplo, la expresion de c+un y c-fos no
solamente es inducida por EGF, el cual es un mitdgeno para estas células, sino que
también es inducida por NGF, el cual induce el arresto de la division celular y fa
diferenciacion neuronal (Bertel ef al, 1989). Sin embargo, parte de esta respuesta a
NGF puede ser causada por su efecto inicial de estimulacion del crecimiento (Boonstra
et al, 1983). De la misma manera, la incubacidon de células de leucemias mieloides
U937 con TPA induce su diferenciacion a macréfagos, un proceso que es acompanado
por un gran incremento en la expresion de ¢-fos y ¢+jun. En este caso, la diferenciacion
también esta asociada al cese de la division celular (Williams et al., 1990). Asi mismo,
se ha observado que AP-1 esta involucrada en la induccion de TGFB-1, el cual actia
como un inhibidor del crecimiento en varios tipos celulares (Roberts ef al., 1985). El
promotor de TGFp-1 contiene dos TRE los cuales son requeridos para la induccion de
TGFp-1 por TPA, TGFf-1 y la transactivacion por cJun (Kim et al., 1990). Asi mismo, la
aplicacion de TGFp-1 a varios cultivos celulares induce la expresion de c-jun y c-fos,
mientras que la expresion de RNAs antisentido de jun o fos bloquea la activacion del
promotor de TGFB-1 (Kim et al, 1990; Pertovaara et al, 1989). Estos resultados
plantean un problema respecto al papel de AP-1 en la proliferacion celular, ya que la
induccion de c-fos y c-jun por TGFB-1 se ha observado en una gran variedad de lineas

celulares sin importar que su crecimiento sea estimulado o inhibido por este agente.
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Estas observaciones, aparentemente contradictorias, pueden ser explicadas si
se supone que la funcidn del complejo AP-1 es la de activar la transcripcion de una
variedad de genes en respuesta a la estimulacion de receptores presentes en la
membrana celular que estén involucrados en varias vias de transduccion de senales,
incluyendo la via de la protein cinasa C (PKC). Los genes activados por AP-1 median la
respuesta a hormonas polipeptidicas y factores de crecimiento, las cuales incluyen la
proliferacién y la diferenciacién celular. Por lo tanto, mas que ser un ejecutor
especializado de una Unica respuesta a estimulos extracelulares, el complejo AP-1
juega un papel general en la transduccion de senales de la membrana al nucleo celular.
Puede ser que la respuesta que presente la célula al ser inducida la expresion de c-fos
y c4un y la actividad de AP-1 dependa de otros eventos que aun estan por ser
identificados. Por ejemplo, la induccidn de c-fos y c-jun junto con un gen que codifica
para un factor de transcripcion X pueda desencadenar una respuesta proliferativa,
mientras que la induccién de c-fos y cjun junto con el factor de transcripcion Y
conduzca a la diferenciacion celular (Angel y Karin, 1991). Los factores Xy Y pueden
ser tanto modificadores de la actividad de AP-1 o actuar independientemente de AP-1

para activar la expresion de genes especificos de proliferacion o diferenciacion.

3.2.4 Regulacion de |a expresion de c-fos y c-jun.

La expresion de los proto-oncogenes fos y jun es inducida por una gran variedad
de agentes, tales como mitdgenos, factores de diferenciacion y de crecimiento, agentes
farmacoldgicos especificos (como ésteres de forbal, nicotina, bario y acido fosfatidico),
estrés y choque calorico. La induccidn es rapida y pasajera y ocurre al nivel de la
transcripcion. La expresion del gen de c-fos aparece pocos minutos después de
adicionar el inductor, alcanza su nivel maximo entre 30-120 minutos y es esencialmente
indetectable después de 3-8 horas dependiendo del tipo de célula que sea tratada y del
estimulo. La induccidn de la expresion de c-fos se lleva a cabo aun en la presencia de

inhibidores de la sintesis de proteinas; de hecho, el tratamiento con inhibidores de la
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sintesis de proteinas resulta en la superinduccion de c-fos debido a la estabilizacion del
mRNA y la eliminacién de la autorepresion de la transcripcicn por Fos (Angel y Karin,
1991). Lo anterior sugiere que la activacion de la transcripcion de c-fos después del
tratamiento mitogénico se lleva a cabo por factores pre-existentes (Ransome y Verma,
1990).

Se sabe que algunos de los agentes que inducen la expresion de fos activan las
vias de transduccion de sefales que involucran tanto a la proteina cinasa C como a la
proteina cinasa A dependiente de cAMP. La inspeccion de |a region promotora del gen
de c-fos humano (Figura 5) revela la presencia, entre la posicion -1060 a -1300, de un
elemento de respuesta a estrégenos (ERE) (Weisz y Rosales, 1990). En el caso del
proto-oncogen c¢-fos murino se han identificado ERE tanto en el extremo 5’ como en el
3 (Hyder et al, 1991a; Hyder et al, 1991b). Asi mismo, se han localizado dos
elementos de respuesta dependientes de cAMP (CREs) en las posiciones -60 y -350
(respecto al sitio de inicio de la transcripcion) los cuales son requeridas para la
induccion por agonistas de la via del adenilato ciclasa. Localizado entre las posiciones
299 y -320 esta el elemento de doble simetria (DSE), llamado también elemento de
respuesta a suero (SRE). Esta region es esencial para la induccion por suero, asi como
por dive‘rsos factores de crecimiento: epidérmico (EGF), de fibroblastos (FGF), derivado
de plaquetas (PDGF) y nervioso (NGF), por ésteres de forbol, por luz ultravioleta y por
los oncogenes src y ras (Ransome y Verma, 1990). La proteina de 67 KDa que se une
a DSE es llamada factor de respuesta al suero (SRF). Esta proteina actia como dimerc
y requiere de fosforilaciones para la activacién transcripcional de genes que contienen
en su region promotora DSE. Otra proteina de 62 KDa también ha sido implicada en la
unién a DSE ya que forma un complejo terciario con SRF. Inmediatamente hacia el
" extremo 3' de DSE hay un elemento de respuesta a TPA (TRE) capaz de unir los
complejos Fos/Jun.
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Figura 5. Estructura del gen c-fos (raton) (Ransone y Verma, 1990).

En contraste con la extensiva ubicacion de elementos reguladores en el
promotor de c-fos, se sabe relativamente poco de los mecanismos de induccion del
proto-oncogen c+un. Parece ser que los agentes que usualmente inducen c-fos
también inducen la transcripcion del gen de c-jun. Se ha identificado un ERE dentro de
la secuencia codante del gen de c-jun (Hyder et al, 1995), sin embargo no se ha
encontrado ningun elemento de respuesta a suero en la region que contiene 300 pares
de bases hacia el extremo 5' del sitio de inicio de la transcripcion. En esta region
tampoco se ha encontrado un CRE, sin embargo, se ha detectado un sitio de unién
para AP-1 (TGACATAC) en la posicidon -70 respecto al inicio de la transcripcion que es
reconocido por el complejo Fos-Jun (Ransone y Verma, 1990). Hacia el extremo &' de
este TRE se encuentra una caja CAAT y una caja GC. Experimentos de union al DNA
sugieren que estas secuencias son reconocidas por los factores de transcripcion CTF y
SP1 respectivamente (Angel y Karin, 1991).

335 Regulacion de la expresion de proto-ohcogenes por hormonas
esteroides.

Uno de los principales efectos de los estrogenos sobre el Utero y las glandulas
mamarias en los mamiferos es la replicacion y proliferacion celular. Hasta el momento
no se sabe con exactitud el mecanismo especifico por medio del cual los estrogenos
controlan la proliferacion celular. La hipotesis que prevalecia hasta hace algunos afios
era que los estrdgenos actuaban como un mitégeno indirecto, por ejemplo, podrian
actuar via la secrecion, inducida por estrégenocs, de factores de crecimiento

polipeptidicos, los cuales actuaban sobre sus receptores ubicados en la membrana
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celular (Davidson y Lippman, 1989). Sin embargo, recientemente se ha demostrado que
los estrogenos inducen la expresion de genes que son inducidos por agentes
mitogénicos los cuales han sido relacionados con proliferacion, como son los proto-

oncogenes.

Con base en estas observaciones varios autores han buscado este efecto
modulador de los estrogenos sobre proto-oncogenes. En el utero de ratas
ovariectomizadas se ha demostrado que la administracion del 17p-estradiol incrementa
la expresion de los proto-oncogenes nucleares c-myc, n-myc (Murphy et al, 1987) c-
fos, c-jun, jun-By jun-D (Weisz y Bresciani, 1988, Weisz et al, 1990; Cicatiello et al,,
1992). Més aun, estos estudios han demostrado que estos proto-oncogenes son
inducidos muy poco tiempo después de la administracion de estradiol, por lo cual son
considerados genes tempranos. En el caso de N-myc, cjun, c-fos y jun-D la
concentracion de mRNA de estos genes empieza a incrementarse, en el Utero de la
rata, 15 a 30 minutos después de la administracion del E,, y en el caso de ¢c-mycy jun-
B empieza a aumentar 60 a 90 minutos después de la administracién de la hormona.
Tanto en el caso de ¢-myc como en el caso de c-fos se presentan dos picos de maxima
expresion. El primer pico de méaxima expresion de c-myc (5 a 9-veces respecto a las
ratas tratadas con vehiculo) se observa 3-4 horas después del tratamiento con E; v el
segundo pico (5-veces) se observa a las 28-45 h después del tratamiento (Travers y
Knowlers, 1987; Murphy et al., 1987; Weisz y Bresciani, 1988). c-fos presenta el primer
pico de maxima expresion (10 a 40-veces) 30 a 180 minutos después del tratamiento
con E,, baja a niveles basales alas 18h y el segundo pico (5 a B-veces) se presenta 24
a 33 horas después de la administracion (Weisz y Bresciani, 1988; Loose-Mitchell et al.,
1988; Cattaneo y Maggi, 1990). En cambio, N-myc, c-jun, jun-B y jun-D solamente
presentan un solo pico de méxima expresion. N-myc presenta la maxima expresion (10-
veces) 30 minutos después de la administracion de la hormona, c+un lo presenta 1-3
horas (4 a 7-veces), jun-B lo presenta 2-3 horas (5 a 12-veces) y jun-D 90 a 180
minutos (2 a 5-veces) después de la administracion del E; (Murphy et al., 1987; Weisz
etal.,, 1990; Cicatiello et al, 1992, Nephew et al., 1993; Webb et al., 1993).
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Por medio de estudios de hibridacion in situ se ha podido detectar en que tipo
celular del utero se presenta este aumento en la expresion de los diferentes proto-
oncogenes. En el Utero de ratas ovariectomizadas tratadas con vehiculo se observan
muy bajos niveles de expresion de c-fos, jun-B y jun-D y no se encuentran localizados
en ningun tipo celular especifico. Al tratar las ratas con E, se presenta un incremento
notorio en e MRNA de c-fos, jun-B y jun-D en las células del epitelio luminal y
glandular. En el caso de jun-D también se observa un ligero incremento en la expresion
de este gen en el miometrio (Nephew et al, 1994: Nephew et al., 1995). Estos
incremento son aun notorios 12 horas después de la administracion de la hormona y
regresan a niveles basales a las 24 horas. Estas observaciones indican que el
incremento en los niveles de mMRNA de estos genes detectados por Northern Blot o por
ensayos de “nuclear run-on transcription” pueden ser principalmente atribuidos al
aumento de la expresion de estos genes en el epitelio luminal y glandular del
endometrio uterino. En cambio, c-jun presenta un patron totalmente diferente. En las
ratas tratadas con vehiculo el transcrito de c-jun se detecta en las células del epitelio
luminal y debilmente en el miometrio. Después de 3 horas de tratamiento con estradiol
el mRNA de c+un practicamente desaparece del epitelio luminal y presenta un
incremento importante en miometrio (Nephew et al., 1994). Lo anterior indica que el
incremento en los niveles de mMRNA detectado por Northern Blot y por ensayos de
‘nuclear run-on transcription” se deben principaimente a la expresion de c-jun en el

miometrio.

Este incremento en los niveles del mRNA de los proto-oncogenes c¢-fos, c-jun,
Jun-B'y jun-D por E, es blogqueado por actinomocina D (inhibidor de la transcripcion),
pero no por puromicina o cicloheximida (inhibidores de la sintesis de proteina) (Loose-
Mitchell et al., 1988; Weisz et al., 1990). Esto, junto con los ensayos de “nuclear run-on
transcription” (Weisz y Bresciani, -1988; Cicatiello et al, 1992) indican que los efectos

del E, sobre la expresion de estos proto-oncogenes ocurren a nivel transcripcional.
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El incremento en los niveles del MRNA de los proto-oncogenes se traduce en un
incremento en la proteina de estos; se ha observado que la proteina de c-fos y jun-B se
incrementa 2-3 horas después de la administracion de estrogenos en las células del

epitelio luminal y glandular (Papa et al., 1991, Webb et al., 1993).

Los efectos de los estrogenos sobre la regulacion de la expresion de proto-
oncogenes nucleares son tejido-especifico; se ha determinado que la expresion de
estos proto-oncagenes no es inducida por E; en pumdn, rifion, higado, musculo, bazo,
corazon e intestino grueso (Murphy et al., 1987, Weisz y Bresciani, 1988, Weisz et al.,
1990). Estas diferencias entre los diversos tejidos puede ser debido a los
requerimientos de factores de transcripcion tejido-especificos importantes para la
regulacion (Schuchard et al,, 1993). Asi mismo, se ha observado que estos efectos
también son hormona especificos, ya que no se ha logrado inducir la expresion de
estos proto-oncogenes, en utero de ratas ovariectomizadas, al administrarles
glucocorticoides, androgenos o progesterona (Loose-Mitchell ef al, 1988; Webb et al.,
1993; Nephew et al., 1993; Nephew et al,, 1995). También se ha observado que no
todos los proto-oncogenes responden a estrogenos; la expresion de los proto-
oncogenes abl, bas, erb-A, ets, fms, fpsffes, mos, myb, raf, Ki-ras, N-ras, rel, sis, src 'y
B-lym no es inducida por estrogenos en utero de ratas ovariectomizadas (Weisz y
Bresciani, 1988).

Con respecto a p53, no existen referencias en la literatura donde se informe si
las hormonas esteroides juegan algun papel en la regulacion de la expresion de esle

gen supresor de tumores en el Utero de la rata.

La progesterona (P4) inhibe la proliferacion celular inducida por estragenos y
causa la diferenciacién de| endometrio a uno de tipo secretor. Con base en estas
observaciones algunos autores han buscado el mecanismo molecular por medio del
cual se lleva a cabo esta funcion. Se ha observado que la F,4 reduce considerablemente

los niveles del mMRNA de c¢-fos inducido por E, y bloquea el efecto represivo del E;
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sobre la expresion de cyyun en eltejido epitelial (Kirkland etal, 1992; Bigsbyy Li, 1994).
En cuanto a jun-B, el tratamienlo con E; + P4 no altera la respuesta ni del Utero
completo ni del epitelio hacia el E;, eslo es, la respuesta fue la misma que en las ratas
tratadas solamente con estradiol. Esto plantea la posiblidad de que la accion
antagonista de la progesterona en el crecimiento uterino eslrogeno-inducida sea
mediado, en parte, por la supresion de la transcripcion de c-fos y la induccion de la

expresion de c-jun en el epitelio uterino (Kirkland et al, 1992, Bigsby y Li, 1994).

3.4 D5

5.4.1 Estructura primaria de p5?).

La proteinade p53 (P53) esta compuesta por 393 aminoécidos y en condiciones
normales se encuentra localizada en el nucleo. El exremo amino terminal es muy acido
con una carga neta que es similar a la que presentan los transactivadores de la
transcripcion, tales como la proteina Gal-4. El extremo carboxi terminal es rico en
aminoacidos basicos similar a aquellos dominios que se unen al DNA y tiene tres
sefales de localizacion nuclear (NLS). Hay cinco regiones en la secuencia primaria de
P53 que son altamente conservadas a lo largo de la evolucion. Se cree que estas
regiones sirven para retener una estructura ylo funcidn necesaria. Esta proteina tiene
una vida media cota (usualmente menos de 30 minutos), inhibe el crecimiento de
células tumorales en cullivo e inhibe la transformacion de fibroblastos por oncogenes
cooperativos. Asi mismo, presenta actividad de union al DNA, la cual es requerida para
su funcién de transactivador de la transcripcion. P53 forma complejos con varias
proteinas oncogénicas provenientes de virus, Por ejemplo, se unen con el antigeno
largo T de SV40, con E6 de HPV (papillomavirus hurnano) y con la proteina E1B de
adenovirus (Ludlow, 1993; Vousden, 1993; Moran, 1993).
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3.4.2 Funcidénmoiecular de p53.

La secuencia primaria de p53 predicee i papel para la proteina p53 de
transactivador de L a transcripcion. Los primera s estudios de la posible funcion de p53
como regulador de la transcripcion se llevaroen acabo al fusionar p53 al dominio de
Gal4 que se une af DNA. La cotransfeccidndes culas de levadura o de mamifero con
un gen reportero que responde a Gal4 y alger fuionado pb3/Gal4 dio lugar a una gran
induccidon de la actividad del gen repalerco wmparada con la actividad inducida
unicamente por Gald (Unger et al, 190), la region de pb3 involucrada en la
transactivaciin exsta localizada en el donii<o &ddo del extremo amino terminal y esta
ubicado en los primeros 42 amionodcides. E=sles resultados indicaron que pS3 pueds
funcionar como {ransactivador de la transcr -ipcitn cuando es fusionado a un dominio
que se une &l DNA. Recientemente se desleminé un silio consenso donde se une
especificamerite p53. Este consiste en doss copias de un elemento de diez pares de

bases que liene la siguiente secuencia;
5-PuPuPu CNT 1 (TA) GPy PyPy -3

El espzcio entre los monomerosess enfre cero y lrece pares de bases. Estudios
in vitro demossiraron que pS3 se une a @=sla secuencia, pero no asi p5S3 lipo mulades

como 143A. £ 75H y 248W.

Basddose en la naturalea  paindrémica del DNA al cual se unes
especificarmente p53 se ha especiaddo que éste se une al DNA ya sea conmso
homodimero, homotetramero o posiblem«ents conio heterodimero formando un comple-jo

con otrapreieina nuclear.

la iclentificacion de elemenls cueresponden a p53 refuerzan 1a idea de czue
esta sectie-ncia es un sitio de uniéneseclico para ps3. Las secuencias de DNAa las
cuales s® une p53 han sido funcinaalmente identificadas al aislar y caracterizar  los
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elementos de respuesta a p53 en genes que son regulados por p53, como es el caso
del promotor de la creatinina fosfoquinasa especifica de musculo murino (MCK). En
este promotor hay tres copias imperfectas del sitio consenso donde se une el
mondmero de p53 al DNA. El gen de MCK es un marcador de diferenciacion especifico
de muasculo. El elemento de respuesta a p53 esta localizado entre -2800 y -3300 pare:s
de bases hacia el extremo &' del sitio de inicio de la transcripcion. A esta region
solamente se une p53 pero no la tipo mutado. La localizacién del sitio de unién de p53
en el promotor de MCK sugiere que p53 puede funcionar como un transactivador de la

transcripcion sin necesidad de Gal4.

Se ha identificado otro elemento de respuesta a p53 en el tercer exén de
GADD45, el cual es inducido después de que las células que expresan p53 son
expuestas a radiaciones gama. En células que tienen p53 tipo mutado o que carecen
de la proteina p53 al someterlas a radiaciones gama se induce muy pobremente la
expresion de este gen o no se induce en lo absoluto. El elemento de respuesta en
GADD45 coincide en diecinueve de las veinte bases que conforman la secuencia
consenso.

En estudios de transfeccién temporal se observé la existencia de algunos genes,
como c-fos y c-jun, cuya expresion es regulada por p53 aun cuando dentro de su region
promotora no existe un sitio de unién para esta proteina (Ginsberg et al., 1991). La
expresion de estos genes es suprimida por p53. En la Tabla 2 se mencionan algunos

de los promotores que son regulados por p53.

La gran diversidad de promotores que son inhibidos por p53 sugiere que esta
proteina opera por un mecanismo general en la regulacion de la transcripcion de estos
genes. De acuerdo con lo anterior, se ha demostrado que (Seto ef al,, 1992) p53 puede
suprimir la expresion de genes: por medio de la inhibicion de la transcripcion al
interactuar con la proteina que se une a la caja TATA (TBP). En un ensayo de

transcripcion in vitro se uso la proteina purificada de p53, extractos nucleares y un gen
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quimérico compuesto por el promotor minimo y el gen reportero CAT. La adicién de
p53, pero no la de p53m, al ensayo de transcripcion did lugar a la disminucion de la
transcripcion de la quimera. La caracterizacion bioquimica de este efecto demostré una

interaccion entre la proteina p53 y TBP. La proteina p53m no se unié a TBP.

Tabla 2. Efecto de p53 en la actividad de promotores en estudios de transfeccion

temporal (Zambetti y Levine, 1993).

Promotores que son suprimidos por p53:
c-Fos de humano

c-Jun de humano

IL-6 de humano

B-Actina de humano

MDR-1 de humano

Promotores que no son suprimidos por p53:
EGF de humano

Ha-Ras de humano

f-Actina de poallo

B-Actina de rata

hsc 70 de rata

p53 de rata

Con base en lo anterior, se concluye que p53 puede influenciar la expresion
génica por medio de la transactivacion positiva de genes que contienen en su DNA un
elemento de unién a p53 y en una manera negativa por medio de la supresion de la
transcripcion de algunos genes que no contienen dicho sitio de respuesta a p53. Estas

observaciones predicen un modelo para la funcion de p53 en la supresion de tumores
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que incluye la inhibicion de la transcripcion de genes que promueven el crecimiento,
tales como c-fos y c-jun, y la induccion de genes que estan involucrados en el control

negativo del crecimiento y de la diferenciacion

3.4.% Regulacién de la funcion de p52.

Existen multinles mecanismos para la regulacion de la funcidn de p53, entre los

cuales se encuentran:

1.- La expresion de p53 es inducida por 17-estradiol en lineas celulares de cancer de

mama humano (Thompson et al., 1990; Hurd et al., 1995).

2.- La funcion de p53 es inactivada al sufrir una mutacion. Este tipo de inactivacion es
frecuentemente observada en varios tipos de carcinomas. Asi mismo, p53 mutado
puede actuar como oncogen ya que se une a p53 tipo silvestre formando oligomeros,

los cuales no presentan la funcion normal de p53.

3.- La inactivacion de la funcion de p53 también puede ocurrir a través de la formacion
de complejos con productos de oncogenes virales tales como el antigeno T largo de
SV40, la proteina E1B de adenovirus tipo 5 y el producto del gen E6 de papilomavirus
humano tipo 16 y 18 (Ludlow, 1993, Moran, 1993; Vousden, 1993). Al unirse estas
proteinas virales a p53 impiden que este lleve a cabo su funcion tanto de activador de
la transcripcion como de inhibidor de la misma. En este aspecto, estas proteinas virales

presentan similitudes a ciertas proteinas mutadas de p53.

4.- La funcion de p53 puede ser regulada negativamente por el producto del gen MDM-
2. El producto del gen MDM-2 interactia con la proteina de p53. Basado en estas
observaciones se ha postulado que MDM-2 puede ser un oncogen ya que inhibe la

funcion de p53. La proteina de MDM-2 contiene una serial de localizacion nuclear, un
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dominio de aminoacidos acidos y dos dedos de zinc, lo cual sugiere que MDM-2 puede
funcionar como activador de la transcripcion. Se ha especulado que MDM-2 puede
regular la expresion de genes que promueven el crecimiento y que p53 puede inhibir la
expresion de estos genes blogueando Ia actividad de union al DNA de MDM-2 u otra
funcién transactivadora de MDM-2. Recientemente se descubrié que p53 también
puede inducir la expresion del gen de MDM-2. Basados en estos resultados se ha
propuesto un modelo de autorregulacion para la expresion de p53 (Zambetti y Levine,
1993). En células normales puede existir un balance muy fino entre bajos niveles de
p53y la proteina de MDM-2. Un cambio en este balance a un exceso de la proteina de
MDM-2 puede promover el crecimiento celular mientras que un exceso de la proteina
de p53 puede inhibir la proliferacion celular. Un incremento en los niveles de la proteina
de p53 resulta en el incremento de la expresion de los genes que responden a p53,
incluyendo el gen de MDM-2. La elevacion de los niveles de MDM-2 podria, a su vez,
inhibir la transactivacion por p53. Este circulo podria mantener el equilibrio entre la

proteina supresora de tumores p53y el producto proto-oncogénico de MDM-2.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA




Se ha propuesto que uno de los primeros pasos mediante el cual los
estrégenos inducen la replicacion del DNA y la proliferacion celular en el Gtero de las
ratas ovariectomizadas es mediante la induccion de la expresién de factores de
transcripcion, entre los cuales se encuentran los proto-oncogenes y los genes
supresores de tumores. Se ha demostrado que la expresion de los proto-oncogenes c-
fos y c-jun es inducida en el Utero de las ratas ovariectomizadas poco tiempo después
de la administracion de 17p-estradiol. Sin embargo, no se ha estudiado si la expresién
de estos genes es regulada por E; en condiciones fisioldgicas, como en el ciclo estral.
Asi mismo, tampoco se ha estudiado el efecto que tiene el E;, sobre los genes
supresores de tumores, como p53, los cuales estan intimamente relacionados con los
proto-oncogenes. Por ello, en este trabajo se propuso determinar el patrdn de expresion
de los proto-oncogenes c-fos y c-jun y del gen supresor de tumores p53 en el utero de
ratas intactas durante las diferentes fases del ciclo estral y compararlo con la expresion
de estos genes en el utero de ratas ovariectomizadas tratadas con dosis

farmacologicas de E,.
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OBJETIVOS
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5.1 OBJETIVOS CENERALLS.

Determinar el efecto que tiene el estradiol sobre la regulacion de la expresion
de los proto-oncogenes c-fos y c-jun y el gen supresor de tumores p53, en el Utero de

rata, tanto en condiciones farmacoldgicas como fisioldgicas.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Determinar la regulacion de |a expresion de los proto-oncogenes c-fos y c-jun y del
gen supresor de tumores p53 en el Utero de ratas ovariectomizadas tratadas con 173~
estradiol (Modelo Farmacoldgico).

2. Conocer el patrdn de expresion de c-fos, c4uny p53 en el Utero de la rata durante las
diferentes fases del ciclo estral (Modelo Fisiologico).

3. Establecer a través del ciclo estral una correlacion entre la expresion de c-fos y c+fun
con la expresion de p53 en el Utero de la rata.

4. Comparar la regulacion de la expresion de c-fos, c-jun y pS3 por estradiol entre
condiciones farmacoldgicas y fisiologicas.
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HIPOTESIS DE TRABRJIO
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Ya que los estrégenos inducen la proliferacion del epitelio uterino en las ratas
ovariectomizadas, se espera que la expresion de los proto-oncogenes c-fos y c-jun sea
inducida mientras que la de p53 sea inhibida por E,. Este mismo comportamiento se
espera observar en la fase del proestro del ciclo estral, ya que en esta etapa se
observa la maxima proliferacion del epitelio luminal, estroma y miometrio y los niveles
de estrégenos alcanzan su maximo valor. En las fases restantes del ciclo estral se
espera tener una correlacion inversa entre los niveles de c-fos y c-jun con respecto a
p53.



MATERIALES ¥ METODOS
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71 SOLWCIONES

1.-Medio de cultivo liquido LB.
10 g NaCl.
59 extracto de levadura.
10 g peptona.
Agua c.b.p. 1000 ml.

Se ajustd el pH a 7.5 y se esterilizd por autoclave.

2.-Medio de cultivo en placa LB.
10 g NaCl.
5 g extracto de levadura.
10 g peptona.
59 agar.
Agua c.b.p. 1000 ml

Se ajusté el pH a 7.5 y se esterilizé por autoclave.

3.-Solucién de ampicilina 12.5 mg/ml.
12.5 mg/mi ampicilina.
Amortiguador de fosfatos 0.6 M pH=6.4.
Se esterilizo por filtracién en Millipore 0.45 mm. Se usd a una concentracion de
35-50 mg/ml.

4.-Solucion STE (pH 8).
0.1 M NaCl.
10 mM Tris-HCI (pH = 8).
1 mM EDTA (pH = 8).

Se esterilizé por autoclave.

52



5.-Solucion 1.
50 mM glucosa.
25 mM Tris-HCI (pH 8).
10 mM EDTA (pH 8)

Se esterilizé por autodavey se guardd a 4°C.

6.-Solucion de lisozima.
10 mg/ml lisozima.
10 mM Tris-HCI (pH = 8).

Se prepard justo antes de usarse.

7 .-Solucion if.
0.2 N NaOH (recién dituido de una solucidn10 N de NlaOH).
1% SDS.

8.-Solucion 1.
60 mi acetato de polasiobM.
11.5 ml &cido acético glacial.
285 ml agua.
La solucion resultante es 3 M con respetlo  alpotasio y 5M con respecto al

acetato.
9.-Solucitén TE (pH 8.0).

10 MM Tris-HCI (pH 8)
1mM EDTA (pH 8)
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10.-RNAsa pancreética.
10 mg/ml RNAsa pancredtica libre de DNAsa.
10 mM Tris-HCl (pH = 7.5).
15 mM NaCl.

La solucion se calentd 15 minutos a 100° C. Se permitié que se enfriara a

temperatura ambiente y se guardé en alicuotas a -20° C.

11.-Fenol saturado pH > 7.8

Se licud el fenol a 68° C y se adiciond 8-hidroxiquinoleina a una concentracion
final de 0.1%. Se adiciond un volumen igual de Tris-HCI 0.5 M (pH 8) y se agitd durante
10 minutos, después de los cuales se descarto la fase acuosa (superior). Se repitio la
operacion dos veces mas y se adiciond un volumen igual de Tris-HC! 0.1 M (pH 8). Se
agitd durante 15 minutos y se descartd la fase acuosa. Se repitio la misma operacion
hasta que el pH del fenol fue superior a 7.8. El fenol se almaceno con 0.1 volumenes de

Tris-HC! 0.1 M (pH 8) conteniendo 0.2% de B-mercaptoetanol.Se almacend en un

frasco obscuro a 4° C.

12.-Solucién fenol-cloroformo.
1 volumen de fenol saturado pH > 7.8.
1 volumen de cloroformo.

Se preparo justo antes de usarse.

13.-Acetato de sodio 3 M (pH 5.2).
3 M acetato de sodio.
Se ajustd el pH con acido acético glacial y se esterilizd por autoclave.



14.-TBE 10 X (25 mM).
54 g Trizma base.
27.5 g &cido barico.
20 ml EDTA 0.5 M (pH 8).
Agua cbp 500 ml.

Se esteriliz6 por autoclave.

15.-Gel de agarosa 1% en TBE.
1.2 g agarosa.
120 ml TBE 0.5X.
0.5 pg/mi bromuro de etidio.

16.-Amortiguador de carga para DNA 6X (Loading Buffer).
0.25 % azul de bromofenol.
0.25 % xilencianol.
30.0 % glicerol.

Se preparo en condiciones estériles y se guardé a 4° C.

17.-Amortiguador de carga para RNA 6X (Loading Buffer).
50 % glicerol.
1 mMEDTA (pH 8.0).
0.25 % azul de bromofenal.
0.25 % xilencianol.

18.-TRIzol Reactivo para la extraccidn de RNA (Gibco BRL).
Tiocianato de guanidina
Fenol

f-mercaptoetanol



19.-H,0-DEPC.
Se mezcld 1 ml de dietilpirocarbonato (DEPC) con 9 ml de alcohol etilico

absoluto y se aforé a 1000 mi con H,0 destilada. Se colocd en bario de temperalura a

37° C por dos horas y se esterilizé por autoclave.

20.-MOPS 12X.
0.1 M MOPS (acido 3-[N-morfolino] propanesulfonico).
40 mM acetato de sodio.

5 mMEDTA
Se prepard con H,0 + DEPC y se esterilizo por filtracion.

21.-NaOH 0.5 N + NaCl 1.5 M.
20 g NaOH.
87.66 g NaCl.
Agua cbp 1000 ml. Se esterilizd 'por autoclave.

22 -Tris-HCI 1 M (pH 7.4) + NaCl 1.5 M.
157.64 g Tris-HCI.
87.66 g NaCl.

Agua 800 mi.
Se ajusté el pH a 7.4, se afor a 1000 ml y se esterilizo por autoclave.

23.-8SC 20X
175.3 g NaCl.
88.2 g citrato de sodio.

800 ml agua.
Se agjusto el pH a 7.0, se aforo a 1000 ml y se esterilizd por autoclave.
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24.-SDS (Dodecil sulfato de sodio) 10 %.
10g SDS.
90 ml agua.
Se calentd a 68° C hasta que se disolvié completamente. Se ajustd el pHa 7.0,

se aforo a 100 ml y se esteriliz6 por autoclave.

25-EDTA0.5M (pH 8)
186.1 g de Na,EDTA * 2 H,O (Etilendiaminotetraacetato de sodio).
800 ml de H,0.

Se ajusté el pH a 8.0, se aford a 1000 ml y se esterilizd por autoclave.

26.-Reactivo de Denhardt 100X.
10 g Ficoll tipo 400.
10 g polivinilpirrolidina.
10 g Albumina sérica bovina (ASB).
Agua cbp 500 ml.

Se esterilizo por filtracion y se guardo a - 20° C.

27.-PB 0.6 M pH 6.5 (Amortiguador de fosfatos)
Se disolvieron 21.3 g de Na,HPO, en 250 ml de agua. En otros 250 ml de agua
se disolvieron 20.7 g de NaH,PO,. A la solucién de fosfato dibasico se adiciond poco a

poco la solucion de fosfato monobasico hasta que se alcanzo el pH deseado.

28 .-Sephadex G-50.
10 g de sephadex G-50 se lavaron varias veces con 160 ml de agua desionizada
para eliminar el dextran soluble. Se equilibro la resina con TE (pH 8) y se esterilizo por

autoclave.
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29.- 173-estradiol (0.067 mg/ml).
10.2 mg de 17p-estradiol se disolvieron en 10 mi de etanol absoluto. Se tomaron
147.06 pl de esta solucion y se disolvieron en 77.94 pl de etanol absoluto +2.025 ml de

solucion isotdnica salina.

70 METODOS

7.2.1 Transformacion de bacterias competentes.

1. Se utilizaron bacterias E. coli DH5¢. competentes (Gibco BRL). Se descongeld un
tubo con las bacterias competentes en la paima de la mano, después de lo cual se

colocaron en un baro de hielo por 10 minutos.

2. Se tomaron 150 pl de bacterias y se colocaron en un tubo eppendorf estéril frio. Se le
agregd 10 ng del plasmido con el cual se transfectaron y se dejo en el hielo por 30
minutos. Los plasmidos que fueron transfectados son: pGEM-1 el cual tenia integrado
el cDNA de p53 de ratdn, pSP65 el cual tenia integrado el cDNA de c¢-fos de humano y
pUC18 el cual tenia integrado el cDNA de c-jun de humano.

3. Se colocd el tubo en un bafo de agua a 42° C por 90 segundos y después se
transfirid a un hario de hielo por 2 minutos. Se agregd 800 pl de medio de cultivo LB al

tubo y se colocd en un horno a 37° C por 45 minutos.

4. Se tomaron 100 ul y se colocaron en cajas petri que contenian medio de cultivo LB
solido + 20 ug/ml de ampicilina. Las bacterias se extendieron en la placa con un rodillo

de vidrio y se dejaronincubando a 37° C por 12-16 horas.



7.2.2 /\mplificacién de los pléemidos.

1. Se tomo una colonia de la placa y se sembro en 500 mi de medio liquido LB que
contiene de 35 a 50 pg/ml de ampicilina. Se incubo a 37° C con agitacion por 12-16

horas.

2. Se transfirié la solucion a dos tubos Beckman de 400 mi y se colocd en hielo 10
minutos después de los cuales se centrifugd a 4,000 rpm por 15 minutos a 4° C. Se
decanté el sobrenadante, se resuspendio la pastilla en 100 mi de solucion STE friay se

volvié a centrifugar en las mismas condiciones,

3. Se decanto el sobrenadante, se resuspendio la pastilla en 18 mi de Solucion | y se
incubé 10 minutos a temperatura ambiente. Se adicion6 2 ml de lisosima (10 mg/mi)
recién preparada y 40 ml de Solucidon Il recién preparada. Se mezcld invirtiendo
gentilmente los tubos y se incub6 a temperatura ambiente por 5-10 minutos. Se agrego

20 ml de Solucidn lll fria, se mezcld y se colocd en hielo por 10 minutos.

4. Se centrifugo el lisado bacteriano a 4,000 rpm por 15 minutos a 4° C. Se filtro el
sobrenadante por 4 capas de gasa estéril y se coloco en un tubo de centrifuga. Se le
adicion6 0.6 volumenes de isopropanol, se mezclé bien y se incubé a temperatura

ambiente por 10 minutos.

5. Se centrifugd a 5,000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente. Se decanté el
sobrenadante y la pastilla se lavé con etanol al 70% a temperatura ambiente. Se

decanto el etanol y se disolvi6 la pastilla en 3 ml de TE (pH 8).

6.Se adiciond RNAsa pancreatica libre de DNAsa a una concentracion final de 10 pg/mi

y se incubd la mezcla por 1 hora a temperatura ambiente.



7. Se extrajo el DNA con un volumen igual de fenal-cloroformo y se centrifugé a 12,000
rpm por 10 minutos. Se tomo la fase acuosa y se precipitd con 2.5 volimenes de etanol

absoluto frio por 12 horas a -20° C.

8. Se centrifugo a 14, 000 rpm por 20 minutos a 4° C y se desecho el sobrenadante. La
pastilla se disolvio en TE (pH 8). Se hicieron diluciones 1:100 y se leyd la absorbancia
de estas muestras a las siguientes longitudes de onda : 260, 280 y 310 nm. Se
determind fa concentracion de DNA mediante la siguiente formula: 1 unidad de
Absorbancia a 260 nm = 50 ug de DNA /ml. También se determind la pureza del DNA
por medio de la refacion de absorbancias obtenida a 260 y 280 nm (260/280 nm).

9. Para determinar la integridad de los plasmidos obtenidos estos se observaron en un

gel de agarosa al 1%, el cual se corrid en TBE 0.5X a 80 V por una hora.

7.2.3 Digestion enzimatica de los plasmidos.

Plasmido con p53 integrado.

El cDNA de p53 de raton estaba inserto en el plasmido pGEM-1
1. Se colocd enun tubo eppendorf.
40 pg de plasmido purificado pGEM-1 con p53 integrado.
5 1l de amortiguador 10X para BamH |.
5 pul de BamH (60 unidades).
Agua esteril cbp 50 pl.

2. Se mezclo perfectamente bien y se incubd a 37° C durante 12 horas.
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Plasmido con ¢-fos integrado.

El cDNA de c-fos de humano estaba inserto en el plasmido pSP65.
1. Se colocd en un tubo eppendorf:

60 g de plasmido purificado pSP65 con ¢-fos integrado.

5 ! de amortiguador 10X para Eco R 1.

4 ul de Eco R | (80 unidades).

Agua estéril cbp 50 pl.

2. Se mezcl6 perfectamente bien y se incubdé a 37° C durante 12 horas.

3. Se extrajo la muestra con un volumen igual de fenol-cloroformo y se centrifugd a
12,000 rpm por 10 minutos a 4° C. Se tomd la fase acuosa y se precipitd con 2.5
volumenes de etanol absoluto + 0.1 volimenes de acetato de sodio 3M a -20° C por 12

horas.

4. Se centrifugd la muestra a 12,000 rpm por 20 minutos. Se desechd el sobrenadante y
la pastilla se resuspendié en 20 ul de agua estéril y se le agregd:

5 wl amortiguador 10X para Pst .

4.5 ul de Pst | (30 unidades)

Agua estéril cbp 50 pl.

5. Se mezclé perfectamente bien y se incubé a 37° C durante 12 horas.

Plasmido con ¢-jun integrado.

El cDNA de c-jun de humano estaba inserto en el plasmido pUC18.
1. Se colocd en un tubo eppendorf:
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50 g de plasmido purificado pUC18 con ¢-jun integrado.
5 ul de amortiguador 10X para Hind |l

3.5 il de Hind 1ii (70 unidades).

Agua estéril cbp 50 pl.

2. Se mezclé perfectamente bien y se incubd a 37° C durante 12 horas.

3. Se extrajo la muestra con un volumen igual de fenol-cloroformo y se centrifugd a
12,000 rpm por 10 minutos a 4° C. Se tomo la fase acuosa y se precipité con 2.5
volumenes de etanol absoluto + 0.1 volimenes de acetato de sodio 3 M a -20° C por 12

horas.

4. Se centrifugd la muestra a 12,000 rpm por 20 minutos. Se desecho el sobrenadante y
la pastilla se resuspendio en 20 i de agua estéril y se le agrego:

5 ni amortiguador 10X para Pst 1.

6 pi de Pst | (60 unidades)

Agua esteéril cbp 50 pl.

5, Se mezclo perfectamente bien y se incubd a 37° C durante 12 horas.

7.2.4 Purificacion del cDNA.

Una vez que se cortaron los plasmidos con las enzimas de restriccion se

purificaron los cDNAs por medio de electroelucion.

1. Los plasmidos digeridos se corrieron en un gel de agarosa al 1% en TBE 0.5X a80 V
por 2 horas.
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2. Con un bisturi se corto el segmento del gel que contenia el cDNA, se colocé dentro
de una bolsa de dialisis y se le agregd 300 ul de TE (pH 8). Se colocd la bolsa de
dialisis dentro de una camara de electroforesis y se migré la banda a 80 V en TBE 0.5X

por 1 hora. Se invirtio el sentido de la corriente y se migré a 80 V por 45 segundos.

3. Se tomd la solucién de TE que se encontraba dentro de la bolsa de dialisis y se
colacé dentro de un tubo eppendorf. La bolsa de diélisis se enjuagé con 100 il de TE y

estos se colocaron en el tubo eppendorf.

4. Se extrajo el cDNA con un volumen de fenol-cloroformo, se centrifugé a 12,000 rpm
por 10 minutos y se tomo la fase acuosa. Se precipité el cDNA con 2.5 volimenes de

etanol + 0.1 volimenes de acetato de sodio 3M a -20° C por 12 horas.

5. Se centrifugd a 12,000 rpm a 4° C por 30 minutos, se desechd el sobrenadante y se
lavé la pastilla con etanol al 80 %. Se centrifugé a 12,000 rpm a 4° C por 10 minutos y

se desechd el sobrenadante.

6. Seredisolvid la pastilla en 20 pl de TE.

7.2.5 Obtencidn de las sondas.

Se llevaron a cabo los métodos descritos anteriormente con el objetivo de
obtener los fragmentos de los genes c-fos, c-jun y p53 los cuales se usaron como
sondas en las hibridaciones Southern blot. Se llevo a cabo la transformacion de
bacterias competentes E. coli DH 5o con los plasmidos que contenian el DNA
complementario (cDNA) de c-fos, c-jun y p53. El cDNA de c-fos de humano estaba
inserto en el plasmido pSP65 (Van Straaten et al.,, 1983), el cDNA de c-jun humano
en el plasmido pUC18 y el cDNA de p53 de raton en el plasmido pGEM-1 (Schmieg



y Simmons, 1988). Posteriormente se llevd a cabo la amplificacion, digestién

enzimatica y purificacion de fos cDNAs,

La Figura 6 muestra el fragmento de p53 que se usd como sonda. El primer
carril corresponde al DNA del fago A digerido con Hind Ill, el cual se usa como
marcador de peso molecular. En el segundo carril se observa el DNA del plasmido,
sin digerir, de pGEM-1 el cual tiene inserto el cDNA de p53 (pGEM-1/p53). Eltercer
carril corresponde al fragmento de p53 purificado y el cuarto carril al DNA del
plasmido pGEM-1 purificado. El quinto carril corresponde al pldsmido pGEM-1/p53
digerido con Bam H |. El fragmento de 2.1 kb corresponde al cDNA de p53 y el
fragmento de 2.9 kb al DNA de pGEM-1.

La Figura 7 muestra el fragmento de c-fos usado como sonda. En el primer
carril se abserva el DNA del fago A digerido con Hind Ill. En el segundo carril se
presenta el DNA del plasmido, sin digerir, de pSP65 el cual contiene inserto el
cDNA de c-fos (pSP65/c-fos). En los carriles 3 al 10 se observa el DNA del
plésmido pSP65/c-fos digerido con Eco R | + Pst |. El fragmento de 615 pb se
purificd por electroelucién y es el que se utilizd como sonda. En el carril 11 se
observa una escalera de DNA de 100 pb, la cual sirve como marcador de peso
molecular.

En la Figura 8 se muestra el muestra el fragmento de c-jun usado como
sonda. £l DNA del fago A digerido con Hind lil se usd como marcador de peso
molecular (carril 1). En el carril 2 se observa el DNA de pUC18/c-jun digeridoe con
Hind Wi + Pst |. El fragmento de 900 pb corresponde al fragmento de ¢-jun utilizado
como sonda y el fragmento de 4.4 kb al DNA de pUC18. En el tercer caril se
observa el DNA de pUC18/c-jun sin digerir. El fragmento de c-jun se purifico por
electroelucion para usarlo como sonda.
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1% en la cual se muestra la
obtencidn del fragmento de p53 de 2.1 kb, el cual fue usado como sonda en

las hibridaciones Southern blot.

pSP65/c-fos
(Eco RI + Pst 1)

Escalera 100 pb

d >\ (Hind I1I)
| pSP65/c-fos

615 pb

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1% en la cual se muestra la
obtencion del fragmento de c-fos de 615 pb, el cual fue usado como sonda en

las hibridaciones Southern blot,
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarossa al 1% en la cual se muestra la

obtencion del fragmento de c-jun de 900 plo, d cual fue usado como sonda en
las hibridaciones Southern blot.
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Figura 9. Electroforesls en gel de agarnsaz al 1% en la cual se muestra la

obtencidn del fragmento de ciclofilina de §6S# ph, el cual fue usado como sonda
en las hibridaciones Southem blot.
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La sonda d'e ciclofilina que se utilizé en las hibridaciones “"Southern blot" fue
preparada por medio de RT-PCR, a partir de RNA total de Utero y pancreas de rata,
usando los oligos que se describen posteriormente (Sintesis de oligonucleotidos).
El producto obtenido se corrid en un gel de agarosa (Figura 9). En el primer carril
se observa una escalera de DNA de 100 pb y en los carriles 2 y 3 el producto del
RT-PCR. El fragmento de 569 pb se purificd por electroelucion para usarlo como

sonda.

7.2.6 Animales de experimentacion.

A lo largo de este estudio se utilizaron ratas adultas de la cepa Long-Evans de
200-250 g, que fueron mantenidas en un ciclo luz:oscuridad 14:10, con agua y comida
ad libitum.

Para el modelo farmacoldgico se ovariectomizaron ratas bajo anestesia total con
ketamina. Diez dias después de la cirugia las ratas fueron tratadas, por via
intraperitoneal, con vehiculo (90 % solucion salina, 10 % etanol) 6 con 17p-estradiol (5
119/100 g de peso corporal) disuelto en 0.15 ml de vehiculo. Las ratas se mataron por
decapitacion a diferentes tiempos después de la administracion de estradiol (1, 2, 3y 6

h), se disectt el Utero y se procesé inmediatamente para extraer el RNA total.

Para el modelo fisiologico, se utilizaron ratas que presentaron por lo menos 4
ciclos estrales regulares de 4 dias de duracion, los cuales fueron determinados por
medio del analisis microscopio de frotis vaginales diarios. Se mataron ratas a las 11:00
h del proestro, estro, metaestro y diestro y a las 9:00, 11:00, 13:00, 15:00, 17:00y 19:00
h del proestro. Inmediatamente después de matar al animal se disecto el Utero y se
procesd para extraer el RNA total.

67



7.2.7 Extraccion de RNA total.

El RNA total se extrajo de los uteros provenientes de los diferentes grupos de

ratas en estudio, de la siguiente manera:

1. En tubos nuevos y estériles se homogenizaron, con un politrén, 100 mg de tejido con
1 mlde TRIzola 4° C.

2. Se transfirieron las muestras homogenadas a tubos eppendorf de 1.5 ml y se
agregaron 200 pi de cloroformo por 1 ml de homogenado. Se taparon los tubos y se

agitaron con vortex por 30 seg.

3. Los tubos se mantuvieron en hielo por 5 minutos y se centrifugaron a 12,000 rpm a
4° C por 15 minutos. Al final se obtuvieron dos fases: la inferior de color rojo compuesta
por fenal.cloroformo y la porcion superior acuosa incolora. El RNA quedé en esta Ultima
fase, mientras que el DNA y las proteinas se mantienen en la interfase y en la fase
organica.

4. Se transfirio la fase acuosa a otro tubo eppendorf y se agregé un volumen igual de

isopropanal. La muestra se mantuvo a 4° C durante toda la noche.

5. Se centrifugaron las muestras por 15 minutos a 12,000 rpm a 4° C. El RNA se

precipito formando una pastilla blanca amarillenta.

6. Se removio el sobrenadante y se lavé la pastilla con etanol al 80%. Se centrifugé a
7,500 rpm durante 8 minutos a 4° C.

7. Se removio el sobrenadante y se colocaron los tubos en sentido inverso sobre una

gasa estéril y se secd la pastilla en un horno con vacio a temperatura ambiente sin que

se secara por completo la pastilla para evitar la insolubilidad de la misma.
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8. Se disolvio la pastilla de RNA en 50 pl de H,0-DEPC. Se hicieron diluciones 1:100 y
se leyd la absorbancia de estas muestras a las siguientes longitudes de onda : 260, 280
y 310 nm. Se determind la concentracion de RNA mediante la siguiente férmula: 1
unidad de Absorbancia a 260 nm = 40 ug de RNA /ml. También se determind la pureza
del RNA por medio de la relacion de absorbancias obtenida a 260 y 280 nm (260/280

nm).

7.2.8 Electroforesis del RNA.

1. Se prepard un gel desnaturalizante de agarosa al 1% de la siguiente manera;
Concentracién final Cantidad necesaria para

preparar 120 ml de gel

Agarosa 1% 129
Formaldehido 37% 6 % 19 ml
MOPS 12X 1X 10 ml
Agua estéril/DEPC - 91 mi

La agarosa se disolvi6 en el agua tratada con DEPC. Posteriormente se
agregaron el formaldehido y el MOPS, se mezcld la solucion y se virtio en el molde de .
la cdmara de electroforésis.

2. Para el corrimiento electroforético se prepararon las muestras de la siguiente

manera:
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Concentracion final,

RNA 3 Mg
Formamida 50 %
Formaldehido 6.5 %
MOPS 1X
Amortiguador Loading para RNA 1X
Bromuro de Etidio 2.5ug

El RNA se mezcl6 con la formamida, el formaldehido y el MOPS y se calento a
75° C por 5 minutos, se coloco inmediatamente en hielo por 5 minutos. Se le agrego el

amortiguador Loading y el bromuro de etidio.

3. Se cargaron las muestras en el gel y se corrieron a 90 volts por 120 minutos. Se

observaron las muestras en un transiluminador de luz ultravioleta.

7.2.9 Sintesis de oligonucledtidos.

Los oligonucledtidos utilizados para detectar la expresion de los genes c-fos, c-
jun, p53y ciclofilina fueron sintetizados y purificados en el Laboratorio de Hormonas y
Reproduccion del Hospital de Bicétre, Francia. La secuencia de éstos se presenta en la
tabla 3.

Los oligonucledtidos delimitan un fragmento de 247 pb del cDNA de c-fos de rata que
abarca de +258 a +505 (Curran et al., 1987), un fragmento de 389 pb del cDNA de p53
de rata que abarca de +718 a +1107 (Soussi et al., 1988), un fragmento de 571 pb del
cDNA de ciclofilina de humano que abarca de +51 a +622 (Haendler et al,, 1987), todos
relativos al sitio de inicio de la traquccién, y un fragmento de 325 pb del cDNA de c-jun
de rata que abarca de +1565 a +1890 con respecto al sitio de inicio de la transcripcion
(Kitabayashi et al., 1990).
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TABLA 3. Sequencia de los oligonucleotidos usados para el PCR.

Oligo sentido Oligo antisentido
cfos §-CCCCTGTCAACACACAGGAC-3 §-CCGATGCTCTGCGCTCTGC 3
cun 5-CAGATCCCGGTGCAGCACCCG- 5-GTTGGCACCCACTGTTAACGTGG-3'
p53 5-GCATGGGGGGCAT GAACCGCCG-3 5-GGTCTTCGGGTAGCTGGAGTGAGC-3
ciclofiina | 5-CCGCGTCTCCTTIGAGCTGTTT-3 5-ACCCAAAGGGAACTGCAGCGAGAG-3

7.2.10 Retrotranscripcion del RNA (RT)

Se realizd la retrotranscripcion del RNA total para obtener el DNA

complementario (cDNA). Para esto se prepard la siguiente mezcla para una reaccion:

RNA total
Buffer RT

DTT
dNTPs

RTM-MLV
Oligo (dT)124s primers

H;0

Concentracion final

2 1g
1X: 50 mM Tris-HCI (pH 8.3)
75 mM KClI

3 mM MgCl,

10 mM

0.5 mM de cada dNTP

400 unidades

0.05 ug

cbp 10 pl

Se mezclaron todos los reactivos en un tubo eppendorf y se incubo a 37° C por

una hora. El control negativo consistio de una muestra de agua en sustitucion del RNA.

7.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Se amplificaron por medio de la técnica de PCR un fragmento de los genes de c-

fos, c-jun, pb3y ciclofilina. Para esto se preparo la siguiente mezcla para una reaccion:
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Concentracion final

Buffer PCR X 20 mM Tris-HCI (pH 8.4)
50 mM KClI

MgCl, 1mM

dNTPs 0.2 mM de cada dNTP

Oligo Sentido 0.5uM

Oligo Antisentido 0.5uM

TAQ DNA polimerasa 2.5 unidades

H,0 cbp 40 yl

A 10 pl de reaccion de RT se le agrego los 40 pl de la mezcla de PCR. La
reaccion se llevo a cabo en un termociclador Perkin Elmer Cetus Modelo 9600. Se
realizd un ciclo inicial de desnaturalizacion a 95° C por 5 minutos, seguido por 25 ciclos
de reaccion con el siguiente perfil: 1 minuto de desnaturalizacién a 95° C, 1 minuto de
hibridacion de los oligos iniciadores a 50° C y 1 minuto de extension a 72° C. Al finalizar
los 25 ciclos se realizd un ciclo de extension a 72° C por 5 minutos. Se realizaron 25

ciclos para asegurarnos de estar en la fase exponencial de la amplificacion.

7.2.12 Electroforesis de los productos de RT-FCR
Una vez que se realiz6 el RT-PCR, se corri¢ una electroforesis de los productos

obtenidos. Para ello se preparé un gel de agarosa al 1% y se corrieron 10 yl de
producto de RT-PCR.

1. Se prepararon 120 ml de gel, se pes6 1.2 g de agarosa y se le agregd 120 ml de TBE
0.5 X'y 6 pl de bromuro de etidio (.10 mg/mi ) ( 0.5 pg/ml concentracion final).
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2. A 10 ! de producto del RT-PCR se le agregd 2 pl de Amortiguador Loading para
DNA 6X y la mezcla se cargo en el gel. El gel se corrié a 90 volts por 1 hora y media en
amortiguador TBE0.5X .

3. Se desnaturalizo el gel en una solucion 0.5 N de NaOH + 1.5 M de NaCl por 45
minutos en movimiento constante. Después se enjuago el gel con agua estéril por un
par de minutos y se neutralizd con una solucion Tris-HCI 1 M (pH 7.4) + 1.5 M de NaCl

por 45 minutos con movimiento constante.

7.2.13 Transferencia a filtros de nylon.

1. Se enjuago el gel con agua estéril varias veces. Se cortd un pedazo de membrana de
Nylon (Gene Screen) y dos de papel Whatman 3 MM del mismo tamafio que el gel. Se

colocaron 1 minuto en agua estéril y 10 minutos en SSC 10 X .

2. Se colocd un pedazo de papel Whatman 3 MM sobre un soporte mas ancho y largo
que el gel, se colocd dentro de un recipiente y se llend este Ultimo con SSC 10 X.
Cuando el papel Whatman que se encontraba sobre el soporte se mojo completamente,

se eliminaron las burbujas de aire con una varilla de vidrio.

3. Se coloco el gel sobre el soporte en posicion invertida y se eliminaron las burbujas
entre el gel y el papel Whatman con una varilla de vidrio. Se cortd la esquina superior

izquierda del gel para sefialar el primer carril.

4. Se colocd la membrana de Nylon sobre el gel y se le corté la misma esquina que al
gel. Se eliminaron las burbujas de aire entre la membranay el gel y se colocaron, sobre
la membrana, dos pedazos de pqpel Whatman y se eliminé el aire con una varilla de
vidrio.
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5. Se cortaron toallas de papel del mismo tamario que el gel y se colocaron encima del
pape! Whatman hasta alcanzar una altura de 8 a 10 centimetros. Se colocd un soporte

de vidrio encima de las toallas de papel y encima del vidrio una pesa de 500 g.

6. Se transfirieron por capilaridad los productos de RT-PCR durante 18 horas. Al pasar
este tiempo se quitaron las toallas y el papel Whatman. Se marcaron los pozos del gel

en la membrana con un lapiz .

7. La membrana se retird del gel y se elimind el exceso de sales sumergiéndola en SSC
6 X a temperatura ambiente durante unos segundos. Se colocé la membrana sobre

papel Whatman y se dejo secar a temperatura ambiente durante 30 minutos.
8. Se colocd la membrana entre dos pedazos de papel Whatman y se calentd durante 2

horas a 80° C en un horno con vacio para fijar los productos de RT-PCR a la

membrana.

7.2 14 Hibridacidén Southern Blot

1. Se prepar6 la solucién de prehibridacion el mismo dia que se llevd a cabo la

prehibridacion. Esta solucion esta constituida por:

Concentracion final
Formamida 40%
SDS 0.2%
EDTA (pH 8) 10 mM
Reactivo Denhardt 4X
PB (pH 6.5) 120 mM
DNA esperma de salmén 100 pg/ml
SSC 2X
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Se prepararon 0.2 ml por cada cm’ de membrana que se hibridé.
EI DNA de esperma de salmon se disolvio en 1 mi de agua estéril tratada con DEPC y
se calentd a 100° C por 5 minutos. En seguida se coloco en hielo por 5 minutos y

posteriormente se le agrego ala mezcla.

2. Se coloco la membrana de nylon dentro de una bolsa de hibridacién. Se afiadio la
solucion de prehibridacion dentro de la bolsa y se eliminé todo el aire. Se selld la bolsa
y se colocd en un bafo de agua con agitacion a 42° C y se dejé prehibridando 18
horas. 5

3. Se marcaron los cDNA de c-fos, c4jun y p53 y el producto de PCR del gen de
ciclofilina con [o-2P] dCTP por medio del método de “Iniciadores Aleatarios” (Sambrook

et al., 1989). Para ello se prepar6 |a siguiente mezcla:

cDNA 100 ng
Buffer de iniciadores aleatorios 15l
dATP 2ul
dGTP 2ul
dTTpP 24

[a- P} dCTP Sl
Fragmento Klenow de la DNA polimerasa 1l

H,0 cbp 50 ul

4. Se mezclo el cDNA con el agua y se desnaturalizd a 100° C por 5 minutos. Se sacé e
inmediatamente se colocd en hielo otros 5 minutos. Se le agregé el buffer de
iniciadores aleatorios, el dATP, dGTP y el dTTP.

5. En la campana y detras de una pantalla de acrilico se le agregé el [a-*P] dCTP y se
mezcld con la punta de la pipeta. Se agregé el fragmento Klenow de la DNA polimerasa

y se mezclo con la punta de la pipeta. Se dejé incubar la mezcla 2 horas a temperatura



ambiente dentro de un blindaje de plomo en la campana detras de la pantalla de

acrilico.

6. Media hora antes de que terminara la incubacion se prepararon unas columnas de
Sephadex G-50 para separar el [a- 3QF‘] dCTP na incorporado. Para esto se colocd en
el fondo de una jeringa de insulina un poco de fibra de vidrio estéril y después se llend
la jeringa con el Sephadex usando una pipeta Pasteur estéril. Se centrifugaron las

columnas a 1,500 rpm por 3 minutos a 4° C.

7. Dentro de un tubo de centrifuga se coloco un tubo eppendorf sin tapa y rotulado.

Dentro de este mismo tubo se colocé la columna de Sephadex.

8. Transcurridas 2 horas, se agregaron a la mezcla, en la campana y detrds de la
pantalla de acrilico, 5 pl de amortiguador de inactivacion del fragmento Klenow
(Na,EDTA 0.2 MpH 7.5) y 100 pl de TE (pH 8) y se mezclé.

9. Se colocaron los 155 pl de mezcla dentro de la columna de Sephadex y se
centrifugaron a 1,500 rpm por 3 minutos a 4° C. Se comprobé con el contador Geiger,
detras de la pantalla de acrilico, la cantidad de radioactividad que se quedd en la
columna y la que se incorporé a las sondas. El porcentaje de incorporacion en todos los

casos fué por lo menos del 50%.

10. Con unas pinzas se sacd el tubo eppendorf del tubo de centrifuga y se tapo. Se

hirvié 1a sonda por 5 minutos, despues de los cuales se enfrié en hielo 5 minutos.
11. Se sac6 la membrana de nylon del bafio de agua y se le hizo un pequefio corte a la

bolsz por el cual se sacd la mitad del amortiguador de hibridacion. Se saco el aire que

se pudo haber formado dentro de la bolsa,
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12. Con una pipeta Gilson se metidé dentro de fa bolsa la sonda marcada. Se selio la
bolsa y se colocd dentro de una caja de acrilico con tapa. Se metio la caja de acrilico en

un bario de agua y se dejo hibridando a 40° C por 24 horas.

13. Transcurrido el tiempo, Ia hibridacion se saco del bafio de agua. En la campanay
detrés de la pantalla de acrilico se abrid la bolsa por una esquina. Se vacio el
amortiguador de prehibridacion con la sonda dentro de un tubo Falcon. Ef tubo se
colocd en un biindaje de plomo y se guardd en el congelador ya que puede ser

reutilizada en otra hibridacion.

14. Se coloca dentro de la bolsa 10mi de salucidn SSC 2X y se lavé la membrana. Se
desechd esta solucion en el bote para desechos radioactivos. Se abrid la boisa y se
colocd la membrana en un recipiente con SSC 2X. Se agité durante media hora a
temperatura ambiente. Se cambid fa solucion por una nueva de SSC 2X y se dejo

agitando 30 minutos como en el paso anterior.

15. Se cambid la solucion por otra de SSC 0.1X + SDS 0.1%. Se colocd el recipiente en
un bano de agua a 50° C y se lavé por media hora. Se sacé la membrana y se verificd

con el contador Geiger la radiactividad.

16. Se colocd fa membrana deniro de una bolsa de plastico y se selld la bolsa. Se
expusieron las membranas a una pelicula X-OMAT (Kodak) por diferentes tiempos y se

revelaron.

7.2.15 Andlisis densitométrico.

Las autoradiografias que se obfuvieron se cuantificaron por densitometria en un
espectrofotometro DU 600 de Beckman, se usaron las autoradiografias que tenian el

menor tiempo de exposicion. Las autoradiografias se colocaron en el adaptador para
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geles y peliculas y este se coloco dentro del espectrofotdmetro. Se calibré a cero con
una parte de la misma placa que no estaba expuesta a radiacion. l_as muestras se

leyeron a 420 nmy se obtuvieron las lecturas de absorbancia de cada muestra.

7.2.16 Analisis estadistico.

Todos los experimentos se realizaron por duplicado y los datos fueron
analizados mediante un andlisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguida por la
prueba T de Student de diferencias individuales entre medias. El programa estadistico
EPISTAT fue usado para calcular los valores de probabilidad.
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81 INDUCCION DE LA EXPRESION DE s, cjim ¥ p35 POR 17p-
ESTRADIOL EN El, UTERO DE RATAS OVARIECTOMIZADAS,

Con el objetivo de determinar el efecto que tiene el estradiol sobre la
regulacion de la expresion de pS3, c-fos y c-jun se ovariectomizaron ratas adultas
de la cepa Long-Evans bajo anestesia total con ketamina diez dias antes de ser
tratadas con 17p-estradiol (5 ng/100 g de peso corporal) o con vehiculo (90 %
solucién salina, 10 % etanol). Las ratas se mataron a diferentes tiempos después
del tratamiento (1, 2, 3 y 6 horas) e inmediatamente después se disectd el utero.
Este fue procesado por medio de la técnica del isotiocianato de guanidina/ fenol/
cloroformo para obtener el RNA total. Se determiné la concentracion y la pureza de
los RNAs obtenidos por medio de la lectura de la absorbancia a 260 y 280 nm de
diluciones 1:100. En todos las muestras la relacion 260/280 fue mayor a 1.8, lo cual
indica que los RNAs obtenidos se encuentran puros. Posteriormente se realizé una
electroforesis en un gel desnaturalizante de agarosa para observar la integridad de
los RNAs.

La Figura 10 muestra la electroforesis de los RNAs obtenidos del Utero de
ratas tratadas con vehiculo (V) o con 17p-estradiol por 1, 2, 3 y 6 horas. En ella se
observa los RNAs ribosomales 28s y 18s (los cuales estan presentes en
aproximadamente la misma proporcion) y no se observa material degradado, todo lo

cual nos indica que el RNA obtenido se encuentra integro.

A partir de los RNAs obtenidos se realiz6 el RT-PCR para amplificar la sefal
del RNA mensajero (mRNA) de c-fos, c-jun, p53 y ciclofilina (la cual fue usada como
gen de expresion constitutiva). En un gel de agarosa al 1% se corrieron 10 pl del
producto del RT-PCR y se observaron en un transiluminador (Figuras 11 y 12). En

la Figura 11 se observa el producto del RT-PCR de c-fos (228 pb) y el de c-jun
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(324 pb) y en la Figura 12 se observa el producto del RT-PCR de p53 (389 pb) y el
de ciclofilina (569 pb) de las muestras de utero de ratas tratadas con vehiculo (V) o
con 17p-estradiol por 1, 2, 3y 6 horas. Los fragmentos que se obtuvieron fueron del

tamano que se esperaban.

28s =
18s =

Figura 10. Electroforesis en gel desnaturalizante de agarosa en el cual se
muestran los RNAs de atero de ratas ovariectomizadas tratadas con vehiculo

(V) o con 17f3-estradiol por 1, 2, 3 0 6 horas. 28s y 18s = RNAs ribosomales.

Los geles se desnaturalizaron, se neutralizaron y se transfirieron a una
membrana de nylon, en la cual se fijaron por medio de calor. Las membranas se
prehibridaron y posteriormente se hibridaron con las sondas de c-fos, c-jun, p53 y
ciclofilina, las cuales se habian marcado con P por el método de “iniciadores
aleatorios”. Los resultados de las hibridaciones se obtuvieron por medio de
autoradiografias (Figura 13) y se cuantificaron por medio de densitometria (Figura
14A). La expresion relativa se obtuvo al corregir la expresion de los genes
estudiados con la de ciclofilina. El estradiol indujo la expresion de los tres genes
estudiados comparado respecto al vehiculo (Figura 13 y 14A). La maxima induccion

de c-fos y c-jun (5.7-veces respecto al vehiculo) se observd 1 hora después del
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tratamiento con estradiol. En las siguientes horas se observo un decremento en los
niveles del mRNA de estos genes, y regreso a niveles basales 6 horas después del
tratamiento (Figura 14A). El gen supresor de tumores p53 presentd un patrén de
expresion muy similar al de c-fos y c-jun después de administrar estradiol a las
ratas, sin embargo, la maxima induccién de su expresion fue menor (2.3-veces

respecto al vehiculo) que la de c-fos y c-jun (Figura 14A).
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Figura 11. Electroforesis de los productos de RT-PCR de c-fos y c-jun. E| RT-
PCR fue realizado a partir de RNA total de utero de ratas ovariectomizadas tratadas
con vehiculo o con 17p-estradiol por 1, 2, 3 y 6 horas. Se usé una escalera de DNA

de 100 pb como marcador de peso molecular (Esc. 100 pb).

Esc. 100 pb

1h
2h
3h
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6h
Vehiculo

=
s =
Z 2
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S o
g
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p53 => 569 pb

389 pb

Figura 12. Electroforesis de los productos de RT-PCR de p53 y ciclofilina (Cp).
El RT-PCR fue realizado a partir de RNA total de ttero de ratas ovariectomizadas

tratadas con vehiculo o con 17p-estradiol como se describe en la figura 11.
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Figura 13. Induccidn de la expresion de p53, c-fos y c-jun por E,. Southern Blot
de los productos de RT-PCR preparados a partir de RNA total de utero de ratas
ovariectomizadas tratadas con vehiculo (90% solucién salina, 10% etanol) (V) o
17B-estradiol por 1, 2, 3y 6 horas. El gen de la ciclofilina (Cp) se usd coma un gen

de expresion constitutiva.
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HORAS DESPUES DEL TRATAMIENTO CON ESTRADIOL

Figura 14A. Regulacion de la expresion de los genes p53, c-fos y c-jun por
17p-estradiol. Los resultados se presentan como los datos densitométricos de las
autoradiografias. La expresion relativa se obtuvo al corregir la expresion de los
genes estudiados con la de ciclofilina (Cp), el cual es usado como un gen de
expresion constitutiva. Los valores representan la media £ E.S.M. x P<0.01 vs V, 2,
3y6, «xP<0.05vsV, 2 3y6.
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En la grafica 14B se presenta la expresion de cada gen estudiado corregida
con el valor promedio de ciclofilina. Se observa, al igual que en la gréfica 14A, que
la expresion de los tres genes estudiados es inducida por el estradiol 1 hora

después de su administracion y esta disminuye en las siguientes horas.

EXPRESION RELATIVA

HORAS DESPUES DEL TRATAMIENTO CON ESTRADIOL

Figura 14B. Regulacion de la expresion de los genes p53, c-fos y c-jun por
17p-estradiol. Los resultados se presentan como los datos densitométricos de las
autoradiografias. La expresion relativa se obtuvo al corregir la expresion de los
genes estudiados con la del promedio de ciclofilina, el cual es usado como un gen

de expresiodn constitutiva.
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82 VARIACIONES EN LA EXDRESION DE ofos, cjun Y po3 EN EL MERO
DE LA RATA DURANTE EL CICLO ESTRAL.

Para el modelo fisiolégico se utilizaron ratas que presentaron por |o menos 4
ciclos estrales regulares de 4 dias de duracion, los cuales fueron determinados por
medio del andlisis microscopico de frotis vaginales diarios. Se sacrificaron los
animales a las 11:00 h. del proestro, estro, metaestro y diestro y a las 09:00, 11.00,
13:00, 15:00, 17:00 y 19:00 h. del proestro. Inmediatamente después de matar al
animal se disecto el Utero y se extrajo el RNA total como se describié anteriormente.
Se llevaron a cabo las reacciones de RT-PCR a partir del RNA total, se separaron
en un gel de agarosa, se desnaturalizo y neutralizo el gel y los productos del RT-
PCR se transfirieron a una membrana de nylon. Las membranas se hibridaron con
las sondas, marcadas con P, de c-fos, c-jun, p53 y ciclofilina. Los resultados de la
hibridacion se obtuvieron por medio de autoradiografias (Figura 15) y se

cuantificaron por medio de densitometria (Figuras 16A 'y 17).

La expresion de c-fos fue muy similar a las 11:00 h del metaestro (7.35
veces), diestro (5.92 veces) y proestro (6.2 veces), mientras que a las 11:00 h del
estro se observé un marcado incremento (12.5 veces) (Figura 16A). La expresion
de p53 presentd un comportamiento similar al de c-fos a las 11:00 h del dia del
metaestro (7.29 veces) y diestro (5.8 veces), sin embargo, se detectd una
disminucién importante a las 11:00 h del dia del proestro (2.42 veces) y el estro
(3.44 veces), cuando c-fos alcanzé su méaximo valor (Figura 16A). A diferencia de
los cambios observados tanto en c-fos como en p53, la expresion de c-jun fue
menor y se mantuvo practicamente constante (1.4 a 2.39 veces) durante el ciclo
estral (Figura 16A).

Por medio de estudios Northern blot se observé este mismo patron de

expresion de los tres genes estudiados durante el ciclo estral (datos no mostrados).
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Para correlacionar de una manera mas precisa los cambios en la
concentracion sérica de estradiol con la expresion de los genes estudiados se
determinaron los niveles de mRNA de c¢-fos, ¢c-jun y p53 durante el dia del proestro,
cada dos horas, desde las 09:00 h hasta las 19:00 h. Todos los genes estudiados
presentaron su maxima expresion a las 09:00 h (c-fos 13.97 veces, p53 3.74 veces
y c-jun 2.3 veces) (Figura 17). Es importante notar que el gen de c-fos presentd |a
mas alta expresion de los genes estudiados, y esta es mayor que la que presento a
las 11:00 h del estro (12.5 veces). Este incremento en los niveles del mRNA de los
genes estudiados es seguido por una importante disminucién en las siguientes
cuatro horas (c-fos 2.97 veces, p53 1.33 veces y c-jun 0.45 veces). Sin embargo, a
las 15:00 h se observé, en todos los genes estudiados, un pequefio incremento (c-
fos 6.2 veces, p53 2.13 veces y c-jun 0.94 veces), seguido otra vez por una
disminucion en las siguientes cuatro horas (¢-fos 3.06 veces, p53 0.91 veces y ¢c-jun
0.71 veces) (Figura 17).
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Figura 15. Expresion de los genes p53, c-fos y c-jun durante el ciclo estral.
Southern Blot de los productos de RT-PCR preparados a partir de RNA total de
Utero de ratas durante los diferentes dias del ciclo estral. Las ratas fueron
sacrificadas a las 9:00, 11:00, 13:00, 15:00, 17:00y 19:00 horas del proestro (P) y a
las 11:00 horas de los dias del estro (E), metaestro (M) y diestro (D). El gen de la
ciclofilina (Cp) se usé como un gen de expresion constitutiva,
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Figura 16A. Expresion de los genes p53, c-fos y c<jun durante el ciclo estral.
Se preparé RNA total de animales sacrificados a las 11:00 horas del dia del
metaestro (M), diestro (D), proestro (P)y estro (E). Los resultados se presentan
como los datos densitométricos de las autoradiografias. La expresion relativa se
obtuvo al corregir la expresion de los genes estudiados con la de ciclofilina como se
describi previamente. Los valores representan la media + E.S.M. * P<0.01 vs M, D
yP; *+P<005vsMyD.
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En la grafica 16B se presenta la expresion de cada gen estudiado corregida
con el valor promedio de ciclofilina. Asi mismo, el valor de expresion relativa de
cada gen obtenido en el metaestro se le asignd el valor de 1 y el valor de los
siguientes dias se expreso respecto a este valor. Se observo, al igual que enla
gréfica 16A, que la expresion de c-fos se mantiene practicamente constante durante
el metaestro y diestro y es inducida durante el proestro y estro. p53 presenta su
méaxima expresion durante el metaestro y disminuye en los otros dias del ciclo. La

expresion de c-jun se mantiene practicamente constante durante los cuatro dias del

ciclo.
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Figura 16B. Expresion de los genes p53, c-fos y c-jun durante el ciclo estral.
Se prepard RNA total de animales sacrificados a las 11:00 horas del dia del
metaestro (M), diestro (D), proestro (P) y estro (E). Los resuitados se presentan
como los datos densitométricos. de las autoradiografias. La expresion relativa se

obtuvo al corregir la expresion de los genes estudiados con la del promedio de
ciclofilina.
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Figura17 . Expresion de los genes p53, c-fos y cJur dirante el proestro. Se
prepard RMNAtotal de animales sacrificados a las 9:00,171:00, 13:00, 156.00, 17:00y
19:00 hor as del dia del proestro. Los resultados se f>resentan como los datos
densitométricos de las autoradiografias. La expresion reg alia se obtuvo al corregir
la expres ion de los genes estudiados con la de cct ofina como se describio
previamerte. Los valores representan la media + ES.8M.+ P<0.01 vs las otras

horasdel proestro; +x P< 0.06 vs 13:00.
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En esta tesis se demostré que el 17f-estradiol induce un incremento en la
expresion de p53, c-fos y ¢un en el utero de las ratas ovariectomizadas y que la
expresion de p53 y c-fos varia en este tejido durante el ciclo estral.

Estudios previos han demostrado, usando las técnicas de Northern Blot (Loose-
Mitchell et al., 1988, Cattaneo y Maggi, 1990; Bigsby y Li, 1984; Weisz et al., 1990),
nuclear run-on transcription (Weisz y Bresciani, 1988, Cicatiello et al., 1992)
inmunchistoquimica (Papa et al., 1991, Webb et al., 1993) e hibridacion in situ (Nephew
et al, 1994; Nephew et al., 1935), que el 17B-estradiol activa la transcripcion de los
genes c-fos y c4un en el utero de ratas ovariectomizadas. En este trabajo se ampliaron
estos estudios. Usando la técnica de Transcriptasa Reversa acoplada a la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa se determind la concentracién de mRNA de c-fos, c-juny p53
en el (tero de la rata tanto en condiciones farmacoldgicas como fisiologicas. Como
modelo farmacoldgico se usé el Utero de ratas ovariectomizadas tratadas con estradiol
y como madelo fisioldgico el Utera de ratas intactas durante el ciclo estral.

Se utilizd la técnica de RT-PCR ya que esta es una técnica muy sensible que
permite detectar pequenos cambios en la concentracidn de mRNA de cualquier gen. El
PCR se llevd a cabo por 25 ciclos, lo cual asegura estar en la fase exponencial de la
amplificacion de todos los genes estudiados. Asi mismo se uso6 un control de expresion
constitutiva para poder corregir la cantidad de RNA usado en cada amplificacién. En
este caso se uso el gen de ciclofilina ya que su expresidn no se ve alterada por
hormonas esteroides (Haendler et al., 1987). Las condiciones en que se realiz6 el RT-
PCR fueron las indicadas ya que los fragmentas obtenidos fueron del tamano que se
esperaban, solamente se observd una banda por cada gen amplificado, y en los
contrales negativos {muestra sin RNA o sin cDNA) no se observo banda alguna, lo cual
nos indica que no tenemoas problemas de contaminacion.
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La maxima concentracion de mRNA de c¢-fos y c-jun en el Utero de ratas
ovariectomizadas se observo una hora después de 'a administracion del estradiol.
Nuestros resultados concuerdan con estudios previos en los cuales se determin6, por
diferentes técnicas a las usadas en esta tesis, que la maxima induccion de la expresion
de los genes de c-fos y c-jun se observa entre 30 minutos a 3 horas después de la
administracion de estradiol (Loose-Mitchell et al., 1988, Cattaneo y Maggi, 1990; Weisz
et al, 1990; Cicatiello et al., 1992; Nephew et al., 1994). La induccion de la
transcripcion de estos genes puede estar mediado por el ERE presente en los genes de
c-fosy c-jun (Hyder et al., 1991a; Hyder et al,, 1991b; Hyder et al.,, 1995)

Se ha demostrado que en el Utero de ratas adultas ovariectomizadas el 17f-
estradiol induce la proliferacion del epitelio luminal y glandular por medio de la
induccién de factores de transcripcion, incluyendo varios proto-oncogenes (Weisz et al.,
1990; Cicatiello et al., 1992, Bigsby y Li 1994). Esta tesis confirma que los proto-
oncogenes c-fos y c-jun pueden estar directamente involucrados en la respuesta
proliferativa del Utero hacia el estradiol, ya que se demostré que la expresion de estos
genes es inducida tempranamente y de manera notoria (incremento de 5.7 veces

respecto al control) por esta hormona.

Se determind que la expresion de p53 también es inducida tempranamente por
el estradiol y la maxima expresion de este gen se observé 1 hora después del
tratamiento con la hormona, de manera similar a c-fos y c-jun. Sin embargo, la
induccion de la expresion del gen de p53 fue menor que la de estos dos proto-
oncogenes. Estos son los primeros datos que indican que p53 es inducido por estradiol
en el Utero de rata. Estudios previos han demostrado que la expresion de p53 es
inducida por estrégenos en cultivos celulares provenientes de tejidos tumorales de
mama (Thompson et al. 1990, Hurd et al. 1995). Este descubrimiento sugiere que el
gen de p53 debe de ser incluido-en el grupo de genes temprarnamente-activados por
estrdgenos y que podria participar en la subsequente activacion o represion de genes

secundarios en el modelo en cascada de induccién de genes por estrégenos (Figuras 4
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y 5) inicialmente propuesta por Spelsberg (Schuchard et al. 1993). Estos resultados no
concuerdan con la hipotesis que plantemos, ya que esperabamos que p53 fuera
inhibido por E,. Esto nos indica que la expresion de pb3 es inducida por E, es estas
condiciones experimentales. Sin embargo, nuestra hipotesis planteada fue corroborada

durante el ciclo estral como se discutird mas adelante.

Posteriormente se evalué la expresion de los genes p53, c-fos y c-jun en el Utero
de rata en condiciones fisiologicas, tales como el ciclo estral, en el que se presentan
cambios ciclicos importantes en el perfil celular y hormonal (Marcus 1974, Freeman
1988). Como se observa en las Figuras 16A y 17 la concentracion de mRNA de c-fos
presentd su minimo valor en los dias del metaestro y diestro, mientras que en proestro
y estro aumento alcanzando su valor maximo a las 9:00 h del dia del proestro y a las
11:00 h del dia del estro. La elevada expresion del gen de c-fos a las 9:00 h del dia del
proestro se podria deber al incremento en la concentracion de estradiol observada en
las primeras horas de este dia (Freeman 1988). Como se observa en Ia Figura 1 la
concentracion de estradiol no permanece constante en el dia del proestro, presenta
aumentos y disminuciones lo cual podria explicar las variaciones observadas en el nivel
de expresion de c-fos durante este dia. A pesar de que las maximas concentraciones
de estradiol se presentan desde la mafana hasta el mediodia del dia del proestro, el
otro incremento importante en la expresion del gen de c-fos se observo a las 11:00 h
del dia del estro, cuando la concentracion de estradiol ha regresado a niveles basales.
Estos resultados sugieren que en el Utero de ratas intactas el estradiol también podria
inducir la expresion del gen de c-fos en periodos largos de tiempo, como se ha
observado en el Utero de ratas ovariectomizadas, en las cuales se presenta una
segunda induccion de la expresion del gen de c-fos por estradiol 24 h después de su
administracion (Cattaneo y Maggi 1990). La reduccion de la concentracion del mRNA
de c-fos durante el metaestro y el diestro se podria deber al incremento en la
concentracion de progesterona, ya que se ha informado que esta hormona inhibe el
efecto que tienen los estrégenos sobre 1a induccion de |a expresion del gen de c-fos en

el utero de ratas ovariectomizadas (Kirkland et al. 1992, Bigsby y Li 1994). La maxima
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expresion del gen de c¢-fos detectada a las 9:00 h del proestro (Figura 17) coincide con
el maximo indice mitético reportado para el epitelio luminal uterino, el estroma y el
miometrio (Tabla 1) (Clark 1971, Marcus 1974). Sin embargo no existe una correlacion
clara entre la disminucién del indice mitético en la manana del estro y el incremento de
la expresion del gen de c-fos abservado en este dia. Es necesaria una futura
investigacion para saber si este incremento es debido a la induccién tardia de ¢-fos por
estrogenos descrito anteriormente o a la regulacion de la expresion de este gen por
otros factores de transcripcion involucrados en otras funciones uterinas, ademas de la

de proliferacion.

En contraste con c-fos, la expresion del gen de c+un se mantuvo practicamente
constante durante el ciclo estral, a pesar de que en el Utero de ratas ovariectomizadas
fue inducido de una manera muy importante por el 17B-estradiol (Figuras 14A, 16A y
17). Estos resultados concuerdan con los datos de Fujimoto et al. (1994), quienes
encontraron que la expresion del gen de c-jun fue inducido por estradiol en el miometrio
y endometrio del utero humano, pero su expresion no varié durante el ciclo menstrual.
Otros estudios han mostrado que otros proto-oncogenes, como c-myc y N-myc,
presentan este mismo patron de comportamiento, ya que su expresion es inducida por
estradiol en el utero de ratas ovariectomizadas pero no cambia durante el ciclo estral
(Murphy et al., 1987). En ese estudio la expresion de los genes c-myc y N-myc
solamente fue determinada en dos dias del ciclo estral (diestro y proestro-estro).
Estudios previos han demostrado que en ratas ovariectomizadas sin tratamiento con
estradiol el gen de c-jun es expresado tanto en las células del epitelio comio en las del
miometrio. Sin embargo, cuando las ratas son tratadas con 17p-estradiol la expresion
de c-jun disminuye de manera notoria en las células del epitelio luminal, pero se eleva
significativamente en las células del miometrio (Bigsby y Li, 1994; Nephew et al., 1994).
Asi mismo, se ha determinado que la progesterona bloquea el efecto represivo del
estradiol sobre la expresion de c-jun en el tejido epitelial (Bigsby y Li 1994). En este
estudio se determind la expresion de c-jun en el ttero completo de la rata, por lo cual

no se sabe cual es la contribucion del miometrio y la del endometrio a la concentracion
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total de mRNA de c+un determinada y si la falta de variaciones observadas durante el
ciclo estral mas bien se deba a que en algunas etapas se expresa en un tipo celular y
en otras etapas en otro tipo celular. Debido a esto, es necesaria una futura
investigacion, por ejemplo estudios de hibridacion in situ, para poder determinar si c-jun
esta involucrado en el control del crecimiento de los diferentes tipos celulares del Gtero
durante el ciclo estral.

Los proto-oncogenes c-fos y c-jun estan involucrados en el control de la
proliferacion y diferenciacion celular, lo cual ocurre en el Gtero de manera periddica
durante el ciclo estral. La funcidn de estos proto-oncogenes es mediada por la
formacidn de complejos proteicos AP-1, los cuales estan constituidos por heterodimeros
de c-Fos y c-Jun, homodimeros de ¢-Jun o por diferentes homo y heterodimeros de
proteinas de la familias fos y jun. El hecho de que el contenido de mRNA de c-jun no
varie durante el ciclo estral sugiere que c-Fos puede interactuar con otros miembros de
la familia de fos y jun para formar el complejo AP-1 0 que los niveles de expresion bajos

de c-jun son suficientres para producir complejos AP-1 (Nephew et al. 1994).

A pesar de que se observo que la expresion del gen de p53 es inducida por
estradiol en el Utero de las ratas ovariectomizadas (Figura 14A), se determind que
durante el ciclo estral la maxima expresion de p53 ocurrio durante la manana del
metaestro y diestro, cuando las concentraciones séricas de estradiol presentan su
minimo valor. A pesar de las diferencias en el nivel de estradiol, el patrén de
proliferacion celular es muy similar en las ratas ovariectomizadas tratadas con estradiol
y en los animales intactos durante la mafana del metaestro y el diestro. En ambos
casos €l epitelio luminal y glandular proliferan, pero no el estroma ni el miometrio (Clark
1971, Marcus 1974). Se necesita una futura investigacion, por ejemplo hibridacion in
situ, para saber si P53 esta involucrada en la inhibicion de la proliferacion del estroma y
del miometrio en ambos modelos animales.
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El maximo nivel de expresion del gen de p53 se abservé durante los dias del
metaestro y el diestro, cuando la expresion de c-fos alcanzd su minimo valor. En
estudios in vitro en fibroblastos embrionarios de rata transfectados con p53 y con genes
reporteros que contienen una serie de promotores de genes inducidos por suero
(incluyendo el promotor de c-fos) la expresion de genes que son requeridos para |a
proliferacién celular, tales como c-fos, son inhibidos transcripcionalmente por p53
(Ginsberg et al. 1991). Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que esta
regulacién también podria ocurrir in vivo, como se observa en la Figura 16A, ya que se
determind que durante el ciclo estral cuando se presentan los mayores niveles de
expresion de p53 se presentan los menores de c-fos. Lo anterior podria indicar que la

expresion de c-fos es regulada por p53.

Como se puede observar de los resultados, solamente c-fos presenta un patron
de expresion similar en el modelo farmacoldgico como en el fisiologico. Lo anterior nos
indica que en los animales intactos existen ofras hormonas (por ejemplo, progesterona)
y factores de transcripcion, ademés del estradiol, que no estan presentes en el Utero de
las ratas ovariectomizadas, los cuales estan involucrados en la regulacion de la

transcripcion de c-juny p53.

A pesar de que este estudio presenta la caracterizacion mas completa hasta
este momento de los niveles de MRNA de p53, c-fos y c-jun en el Uteo de rata durante
el ciclo estral todavia quedan muchas preguntas sin resolver: en qué células del (tero
se presenta el aumento en la expresion de estos genes?, ¢ este aumento en los niveles
de mRNA se traduce en un aumento en los niveles de la proteina de p53, c-fos y c-jun?,
el aumento de la expresion de estos genes se puede correlacionar con el patrén de

proliferacion observada en los diferentes tipos celulares durante el ciclo estral?, ;qué
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genes secundarios son regulados por p53, ¢-fos y c-jun y que papel juegan en la
proliferacion del (tero?, etc... Son necesarios mas estudios para poder entender la
compleja maquinaria que activa la proliferacion y diferenciacion del Utero de la rata
durante el ciclo estral, la cual sigue siendo un enigma en el conocimiento de la

reproduccion.
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CONCLUSIONES
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En este trabajo se estudid la regulacion de la expresiéon de los proto-
oncogenes c-fos, c-jun y del gen supresor de tumores pd3 en el utero de ratas
ovariectomizadas tratadas con 17p-estradiol y en el Utero de animales intactos en las

diferentes etapas del ciclo estral.

Se observé que la expresion de los tres genes estudiados es inducida por 17-
estradiol en el Utero de las ratas ovariectomizadas. Lo anterior sugiere que p53 debe de

ser incluido en los genes que son tempranamente-activados por estrogenos.

Asi mismo, se determiné que en el utero de la rata durante el ciclo estral la
maxima expresion del gen de c-fos ocurre en la mafiana tanto del dia del proestro como
del estro. La maxima expresion del gen de p53 se observd durante el metaestro,
mientras que la minima se detecté en los dias del proestro y estro. En contraste con c-
fos y p53, la expresion de c-jun se mantuvo practicamente constante durante el ciclo
estral. Los diferentes patrones de expresion cbservados de los diversos genes
estudiados durante el ciclo estral indican que p53, c-fos y c-jun estan bajo regulacion

multi-hormonal.

El control global del crecimiento y funcidn uterina es regulada por ta accién de
los esteroides sexuales, principalmente los estrégenos y la progesterona. Los
estrdgenos estimulan una serie de sucesos metabdlicos y tienen un papel importante
en la regulacion de la proliferacion del Gtero. La progesterona inhibe la proliferacion
inducida por estradiol y causa la diferenciacion del endometrio a uno de tipo secretor.
En este trabajo se demostrd que algunos de los genes que son regulados por
estrogenos y que varian su expresion durante el ciclo estral son p53 y c-fos. Ya que los
productos proteicos de estos genes son factores de transcripcion estos deben de estar
involucrados en la regulacion de la expresion de genes de respuesta tardia, los cuales
finalmente participan en los cambios complejos tipicos de ta acciéon hormonal en el

Utero.
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