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Cruz C, Pacheco E. 

RESUMEN 

El desarrollo del cáncer Cérvico Uterino (CaCu) , está estrechamente 
relacionado con las infecciones persistentes que producen algunos tipos de virus 
del papiloma humano (HPV), en particular los tipos 16 y 18, los cuales codifican a 
las oncoproteínas E6 y E?. Esta enfermedad constituye la principal causa de 
mortandad entre las mujeres mexicanas. Sin embargo la mayoría de las lesiones 
que contienen HPV de alto riesgo no progresan a carcinoma in situ o invasor 
debido a que la infección con HPV es necesaria pero no suficiente, lo cual implica 
la participación de cofactores ambientales. o genéticos, por ejemplo el humo de 

·cigarro, la ·predisposición genética y el uso prolongado de anticonceptivos, que en 
su mayoría contienen estrógeno; de tal manera que se ha demostrado, que el uso 
prolongado de anticonceptivos, junto con la infección por HPV incrementan el 
riesgo para desarrollar neoplasias. 

Debido a que el HPV es un problema de salud pública, se han generado 
modelos de investigación para su estudio, los cuales consisten en la creación de 
cepas de ratones transgénicos; los ratones utilizados en este trabajo, (raton 

· K14E7HPV16) expresan el oncogen E? del HPV, el cual está regulado por .el 
promotor de citoqueratina 14 (K14) para dirigir la expresión del oncogen E? en la 
capa basal del epitelio; estos ratones desarrollan. cáncer cervical cuando se les 
administra 1 ?p-estradiol. 

Con base a lo anterior, es de gran interés conocer lo que sucede a nivel 
molecular en estos modelos de. estudio cuando se les administra 1 ?p-estradiol 
para inducir cáncer, y poder conocer los niveles de expresión de. algunos genes 
que participan en apoptosis y proliferación, tales como p21, c-myc, H-ras y bcl-2 
para lo cual se emplearon tecnologías de punta, como son PCR in situ, RT-PCR in 
situ, inmunohistoquímica y TUNEL. Se observó que el encogen E? del HPV causó 
displasia e hiperplasia en el cérvix de los ratones utilizados en este estudio; 
además, el tratamiento con 17P-"estradiol indujo la expresión de p-21, de c-myc y 
de Bcl-2 en el tejido cervical del los ratones Wt+E y E?+E, sin embargo el 17P
estradiol no tuvo efectos sobre la expresión de H-ras.en este modelo de estudio. 
Respecto a la proliferación celular, se observó que ésta se restringe únicamente a 
la capa basal de los ratones Wt-E y Wt+E y que en los ratones E?-E y E?+E se 
incrementa a través de todo el epitelio. En cuanto a los niveles de apoptosis, se 
observó que es mayor en los ratones Wt-E, Wt+E y E7-E. Por lo anterior podemos 
concluir que el estrógeno contribuye a la · persistencia . del Virus del Papiloma 
Humano y a una subsecuente progresión neoplásica, por un incremento en la 
expresión genética viral, de tal manera que se encuentra alterada la expresión de 
genes importantes en proliferación celular y apoptosis. 
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INTRODUCCIÓN 

El Cáncer Cérvico Uterino (CaCu) constituye la principal causa de 
mortalidad entre las mujeres mexicanas. En 1999, en México se diagnosticaron 
más de 11,000 casos nuevos de cáncer cérvico uterino invasor y más de 9,000 
casos de cáncer in situ. Solamente en el Instituto Nacional de Cancerología de la 
Ciudad de México, se presentan cada año más de 850 casos nuevos de los cuales 
la mayoría de los pacientes ingresan con enfermedad avanzada, con un mal 
pronóstico y representan una enorme pérdida de recursos humanos y económicos 
para el país (Mohar et al., 1999). 

El desarrollo de CaCu esta estrechamente relacionado con las infecciones 
que producen algunos tipos de virus del papiloma humano (HPV), conocidos como 
HPV de alto riesgo. A la fecha se han identificado 100 tipos distintos de HPV; 
clasificados hasta ahora como de bajo y alto riesgo; cerca de la tercera parte 
infectan las regiones genitales (Zur Hausen et al., 1996). Los HPV de alto riesgo 
se asocian de manera directa con el desarrollo de neoplasias genitales, en 
particular los tipos 16 y 18·, pues se encuentran en más del 90% de todos los 
tumores cervicales (Berumen et al.,1994;1997; Bosh et al., 1996; Gariglio et al., 
1998) y junto con los tipos 31, 33, 35, 45 y 58 alcanzan más del 95% de ellos. 
Además, existen variantes moleculares de HPV que parecen ser más agresivos y 
tener diferentes comportamientos biológicos (Berumen et al., 1994; Berumen et al., 
2001; Hildesheim et al., 2001 ). Así pues, la historia natural de las infecciones por 
HPV de alto riesgo influye de manera directa en el curso y el pronóstico del CaCu 
y las infecciones por estos se asocian claramente con un mayor riesgo para 
desarrollarlo, aunque no debemos olvidar que existen otros factores de riesgo 
importantes para el desarrollo de esta enfermedad (Walboomers et al., 1999). 

EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO 

Los papilomavirus humanos (HPVs) son pequeños virus de DNA (genomas 
de aproximadamente 8 Kb) . El genoma del HPV está dividido en regiones 
llamadas marcos de lectura abiertos (ORFs) los cuales corresponden a diferentes 
transcritos. Los ORFs relacionados a las proteínas de la cápside que son 
expresados en forma tardía (Late, L) en la infección son llamados L 1 y L2; y los 
ORFs que se expresan tempranamente (Early, E). Por ejemplo, E2 que dirige la 
síntesis de proteínas reguladoras , algunas de las cuales a su vez dirigen la 
expresión de E6 y E7 (Gerard, 2000). Los HPV inducen tumores benignos y 
malignos en humanos y en una amplia variedad de especies animales, algunos 
virus causan verrugas mientras que otros causan carcinomas, infectando 
diferentes tej idos epitel iales, predominando en mucosas las hiperplasias, 
papilomas y condilomas (Arbeit et al.,1994). Los HPVs de tipo 16,18; 31 y 33 
están fuertemente asociados con carcinomas cervicales, de los cuales los tipo 16 
y 18 se encuentran en un 80 y 90% en 'cáncer invasor del cérvix respectivamente 
(Arbeit et al., 1993). Los HPVs de alto riesgo codifican a 2 oncoproteínas, E6 y E7 
(llamados también oncogenes) que inactivan la función de las proteínas 
supresoras de tumor, p53 y retinoblastoma (Rb), respectivamente (Sheffnerd et al., 
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1994; Munger y Howley, 2002; Helt et al., 2002; Camus et al., 2003). E7 
principalmente se asocia con proteínas que regulan el ciclo celular y controlan la 
progresión en condiciones fisiológicas normales como son Rb, p107, p130, p21, 
p27, asociándose directamente con la ciclinas A y E incrementando su expresión 
(Dyson et al., 1989; Jones et al., 1997) y desregulando la transición de G 1 a S. Por 
otro lado, se ha demostrado que E6 tiene la capacidad de inmortalizar células en 
cultivo, ya que principalmente se asocia con proteínas que son importantes con la 
estabilidad del genoma, o proteínas asociadas con las señales de transducción, 
que involucran interacciones célula-célula, además degrada a p53 vía 
ubiquitinación. Sin embargo, en epitelio escamoso cervical humano, la mayoría de 
las lesiones que contienen HPV de alto riesgo, no progresan a carcinoma in situ o 
invasor, debido a que la infección con HPV es necesaria, pero no suficiente ( Lowy 
et al., 1994; Zur Hausen, 1991 ), lo cual implica la participación de cofactores 
ambientales o genéticos, por ejemplo el humo de cigarro y la predispostción 
genética (Apple et al., 1994; Shiffman et al., 1987). Otro cofactor que está asociado 
con el desarrollo de neoplasias que son provocadas por HPV, es la exposición 
prolongada a estrógenos, ya que se ha observado que el estrógeno, tiene la 
capacidad de transactivar el genoma viral en líneas celulares que contienen · HPV 
(Mitrani et al., 1989), además el promotor de 1 kb del HPV 16 y 18 ha mostrado 

·tener elementos de respuesta a progesterona y glucocorticoides (Pater et 
al.,1994), de tal manera que se ha demostrado, que el uso prolongado de 
anticonceptivos, de los cuales la mayoría contienen estrógeno, incrementan el 
riesgo para desarrollar neoplasias junto con la infección por HPV (Brisson et 
al., 1994). Incluso el embarazo parece ser un medio permisivo para la persistencia 
de la infección causada por el HPV (Schneider et al., 1987). 

El mecanismo por el cual el estrógeno puede contribuir al desarrollo de una 
neoplasia, que es inducida por el HPV probablemente se debe, a que la infección 
con HPV incrementa la 16a-hidroxilación del estradiol (Auborn et al., 1991 ), 
incrementando de esta manera, la cantidad de 16a-hidroxiestrona, un metabolito 
que es carcinogénico (Yager y Liehr, 1996), provocando el crecimiento de células 
que están inmortalizadas con HPV (Newfiel et al., 1998). Incluso el estrógeno 
incrementa la expresión del HPV en células SiHa y CaSki (Yuan et al., 1999) 
inhibiendo la apoptosis (Spyridopoulos et al., 1997). 

Las actividades oncogénicas de E6 y E7 se han estudiado in vivo a través 
de la generación y caracterización de ratones transgénicos, los cuales son 
expresados en varios tejidos por diferentes promotores transcripcionales de tal 
manera que E6 y E7 juntos, pueden inducir varios tipos de tumores, dependiendo 
del tejido en el que se estén expresando (Arbeit et al., 1994). 

E6 y E7 juegan diferentes papeles en la carcinogénesis, la cual esta 
dividida en tres etapas: Iniciación, promoción y progresión (Boutwell, 1989; 
Drinkwater, 1989); la Iniciación, generalmente es considerada como un cambio 
genético permanente, que es asociado con la activación del oncogene cHa-ras, la 
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promoción es un proceso epigenético reversible , resultando en la expansión clonal 
de células que producen papilomas benignos y la progresión de papilomas a 
carcinoma celular escamoso (SCCs), aparece espontáneamente, en general en un 
intervalo bajo, pero el intervalo a progresión maligna se puede incrementar por la 
exposición a agentes genotóxicos (Arbeit et al., 1993), debido a que E6 y E7 
sinergizan con carcinógenos químicos, causando la formación del tumor, de tal 
manera que en la carcinogenesis E6 actúa débilmente en la etapa de promoción , 
pero fuertemente en la etapa de progresión, lo cual involucra la progresión maligna 
del tumor, a diferencia de E7 que principalmente actúa la etapa de promoción 
(Shiyu et al.,2000). 

Debido a que el. HPV es un problema de salud pública, se han generado 
modelos de investigación para su estudio, que consisten en· la creación de cepas 
de ratones transgenicos como: FVB/N, SENCAR, CD-1, BA1-B/c; de las cuales la 
mas usada es la cepa FVB/N debido a las grandes ventajas que posee como son: 
(i) un gran pronúcleo que facilita la microinyección del DNA, (ii) una gran camada 
comparada con otras variedades y (iii) la caracterización detallada (Hennings et 
al., 1993). La importancia de generar ratones transgénicos, radica en el desarrollo 
de modelos útiles ·para estudiar diversas enfermedades y en este caso en 
particular el cáncer cérvico-uterino. Los ratones utilizados en este trabajo expresan 
el oncogen E7 del HPV, que está regulado por el promotor de citoqueratina 14 
(K14) para dirigir la expresión de los HPVs en la capa basal del epitelio; este 
promotor fue elegido debido a que las células basales expresan específicamente 
K14 (Guo et al., 1993; Hildesheim et al. , 2001 ). Estas células son mitóticamente 
activas y así pueden desarrollar mutaciones en respuesta a estímulos, además la 
expresión de K14 se ha mantenido en carcinomas bien diferenciados (Arbeit et 
al., 1996). Los ratones que expresan los oncogenes E6 y E7 de papilomavirus 
humano tipo 16 bajo el promotor K14 (ratones K14-HPV16), desarrollan cáncer 
cervical cuando se les administra 17p-estradiol únicamente en la vagina y el cérvix 
(Arbeit et al., 1996). Con base a lo anterior, es de gran interés conocer lo que 
sucede a nivel molecular en estos modelos de ratones cuando se les administra 
17p-estradiol para inducir cáncer, y poder conocer los niveles de expresión de 
algunos genes que participan en apoptosis y proliferación, tales como p21, c-myc, 
H-ras, bcl-2, utilizando los niveles constitutivos del gen HPRT como control. 

Existen alrededor de 100 protooncogenes y sería difícil mencionar las 
características de cada uno de ellos. Sin embargo, por su importancia en 
apoptosis y proliferación, se mencionarán algunas propiedades de los genes que 
se analizaron en este trabajo como son: p21, c-myc, H-ras y bcl-2. 

p21 

La progresión del ciclo celular está regulado por las ciclinas y las cinasas 
dependientes de ciclinas (cdks) (Pronk y Bos, 1992). Diferentes complejos de 
ciclinas-cdks son activados en etapas específicas del ciclo celular. Las actividades 
de estos complejos son regulados por sus inhibidores, los cuales incluyen a las 
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familias INK4 y Cip1/Kip (Pesttell et al., 1999). p21Waf1/Cip1 el primer inhibidor 
identificado, pertenece a la familia Cip1/kip formada por p21 Cip1, p27Kip1 y 
p57kip2 (Sherr and Roberts, 1995). 

El gen p21 es regulado por diferentes mecanismos, por ejemplo cuando se 
induce daño al DNA, la proteína p53 se estabiliza e induce la activación 
transcripcional y expresión de p21 para detener el ciclo celular, para que el daño 
se repare, de lo contrario se induce apoptosis (Lai et al., 2002; El-Deiry et 
al. , 1993). 

La capacidad de las oncoproteínas virales para inducir a la célula a 
traspasar los puntos importantes del ciclo celular, constituyen un mecanismo que 
provoca inestabilidad genómica, afectando a los inhibidores de las ciclinas en las 
fases de G1 y G2, en cada caso por mecanismos diferentes. E7 se une 
directamente a p21, y libera a PCNA y a otros genes que promueven la fase de 
síntesis (Cho et al., 2002). 

C-MYC 

La expresión del gen c-myc depende de factores de crecimiento y aumenta 
con la entrada de las células al ciclo celular, sugiriendo que la expresión de este 
gen puede ser un componente de la proliferación celular normal. La proteína c
myc interacciona con varias proteínas tales como Max para controlar la 
transcripción de algunos genes. Se ha determinado que una sobre-expresión de c
myc lleva al cambio de los homodímeros Max-Max a heterodímeros Myc-Max, 
cambiando una represión génica en una activación (Lee et al., 1995). La proteína 
c-myc puede también inhibir la expresión de varios genes y se ha sugerido que 
esta actividad es importante para su función (Prendergast, 1999; Claassent y 
Hann, 1999); además de participar en la transcripción de genes controla el 
crecimiento celular. Recientemente se ha determinado que c-myc induce 
apoptosis en fibroblastos cuando se les retira el suero, también en células que 
permanecen bloqueadas por agentes químicos o por citocinas antiproliferativas. 
Para que c-myc induzca apoptosis requiere de la interacción con Max. Es posible 
que c-myc tenga efectos proapoptóticos directos, independientes de su función 
como factor transcripcional. Un estudio reciente demostró que c-myc favorece la 
disociación del citocromo C de la mitocondria (Juin et al., 1999). C-myc es un 
potente inductor de proliferación celular y apoptosis in vivo, la expresión 
desregulada de c-myc, inhibe la diferenciación y el arresto del crecimiento de 
algunos tipos celulares. El producto del gen supresor de tumor p19ARF es 
inducido en células que sobre expresan c-myc, sugiriendo que p53 puede mediar 
la liberación del citocromo C inducida por c-myc (Amati y Land ., 1994). Además c
myc está involucrado en el desarrollo de tumores en cérvix, interactuando con el 
HPV-16 (Ocádiz et al., 1987;1989). 
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H-Ras 

La activación de las proteínas Ras es un componente crucial en la 
transducción de señales extracelulares que estimulan proliferación y diferenciación 
(Pronk y Bos, 1994). Ras silvestre es activado por el cambio de GOP a GTP, 
proceso catalizado por el factor de intercambio de nucleótidos de guanina (GEFs), 
además la proteína Ras oncogénica permanece en su forma activa unida a GTP 
(Bos, 1989). Ras activo se asocia con efectores tales como la proteína cinasa de 
la familia Raf, la subunidad catalítica de un fosfatidilinocitol-3 (Pl3K) y el factor de 
intercambio de nucleótidos de guanina Ral (RalGEFs) para ejercer sus efectos 
biológicos (Marshall , 1996; Bos, 1997). Las cinasas Raf controlan la activación de 
las cinasas MAP, Erk1 y Erk2 las cuales están involucradas en la fosforilación de 
la proteína en mitogénesis y diferenciación (Marais y Marshall, 1996). Pl3K . 
protege a las células transformadas por Ras de la fase de inicio de la apoptosis 
(Rob et al., 1999). 

Además las oncoproteínas E6 y E7 cooperan con el oncogén Ras para 
transformar células epiteliales, también se propone que H-ras regula la expresión 
·de las oncoproteínas del HPV a través de la actividad de AP-1 (Medina-Martinez et 
al., 1997). Por otro lado se han descrito mutaciones puntuales en los codones 12 y 

· 61 de H-ras las cuales han sido relacionadas con el desarrollo de cáncer cervical 
(Van et al., 1993). 

Bcl-2 

La proteína anti-apoptótica Bcl-2 se localiza en la parte exterior de la 
membrana nuclear y en la parte exterior de la membrana de la mitocondria 
además del retículo endoplásmico (El-Oeyri et al., 1994). Existe evidencia de que 
la mitocondria juega un papel muy importante en la muerte celular programada; 
esta evidencia incluye el descubrimiento de que el citocromo C es liberado de la 
mitocondria en células que están en apoptosis. Además del citocromo C, la 
activación de la caspasa-3 requiere un factor citosólico designado como el factor 
de activación de la proteasa apoptótica (Apaf-1) (Liu et al., 1996). En células de 
mamíferos la caspasa-3 normalmente existe como precursor inactivo de 32 Kd, y 
es convertida proteolíticamente a un . heterodímero activo de 20 y 1 O Kd cuando las 
células entran en apoptosis (Nicholson et al., 1995; Chinnaiyan et al., 1996). La 
caspasa-3 es autocatalítica, además de romper y activar otras caspasas para una 
rápida e irreversible apoptosis (Wang et al., 1996). Entre los sustratos de la 
caspasa-3 podemos mencionar a la subunidad del factor de fragmentación . de 
ONA (OFF) y la serina-treonina cinasa PAK2. OFF dispara la fragmentación del 
ONA activando una endonucleasa (Liu et al., 1997), mientras que PAK2 se 
requiere para el rompimiento de la membrana y la formación de cuerpos 
apoptóticos (Rudel et al 1997). Bcl-2 inhibe la activación de la caspasa-3 en 
respuesta a señales apoptóticas (Boulakia et al., 1996); un posible mecanismo por 
el cual Bcl-2 detiene la activación de la caspasa-3 es bloqueando la liberación del 
citocromo C de la mitocondria debido a una sobre-expresión (Kluck et al., 1997). La 
expresión de Bcl-2 especialmente en lesiones pre-invasoras,. puede jugar un 
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papel muy importante en la apoptosis, además de ser considerado como un 
marcador de progresión de la enfermedad (Ozalp et al., 2002). Además se ha 
observado en las displasias en etapas avanzadas y en carcinomas la expresión 
de Bcl-2, encontrando una fuerte asociación entre la presencia de Bcl-2 en epitelio 
con el grado de displasia y también con la actividad proliferativa (Brychtova et al., 
2000). 

PCNA (Antígeno Nuclear de Proliferación Celular) 

Recientemente, el antígeno de proliferación celular nuclear (PCNA) ha sido 
usado para identificar células en replicación. El PCNA actúa como un factor de la 
polimerasa 8 y E, es esencial para la replicación del DNA (Kelman et al., 1997; 
Tsurimoto, 1998). La detección de PCNA en estudios de animales ha 
proporcionado resultados que son comparables con los del uso de timidina tritiada 
(Eldridge et al., 1993; Folley et al:, 1993; Li., 1994). Estos resultados sugieren que 
el PCNA, puede servir como un marcador endógeno de proliferación celular. 
Además de este papel en la replicación del DNA, el PCNA está también 
involucrado en la reparación .del DNA. La sobre expresión de PCNA sin tener 
proliferación celular se observó en células después de inducir daño al DNA con 
irradiación de UV (Celis y Madsen, 1986; Toschi y Bravo, 1998; Nichols y Sanear, 
1992). Estudios recientes, sugieren que PCNA puede actuar como un sitio de 
acoplamiento, interactuando con numerosas proteínas, que están involucradas en 
la regulación del ciclo celular y reparación del DNA (Kelman, 1997; 1988 ). 

Se ha demostrado, que la expresión de PCNA, es intensa en carcinomas 
orales que contienen el virus del papiloma humano tipo 16 y 18 (Soares et al., 
2003). Además, la inducción de PCNA esta asociada con la presencia del HPV, 
sugiriéndose que el HPV, puede reactivar a PCNA; de esta manera interfiere con 
la maquinaria de replicación de la célula del hospedero (Lu et al., 1996). 

Uno de los mecanismos para que una célula prolifere descontroladamente y 
pueda dar origen a un cáncer, es la evasión de la apoptosis además de otros. 

APOPTOSIS 

Apoptosis es la muerte celular programada genéticamente, la cual juega un 
papel muy importante durante el desarrollo embrionario, homeostasis y en la 
defensa de los organ ismos multicelulares (Kerr et al., 1972). Las características 
morfológicas y bioquímicas de las células que están en apoptosis, incluyen la 
condensación de la cromatina, el rompimiento de la membrana plasmática la cual 
involucra el cambio de lugar de fosfatidilserina de la membrana plasmática interna, 
hacia el exterior y la fragmentación del DNA internucleosomal. La estricta 
regulación de la muerte celular programada, es escencial para la prevención de 
enfermedades. En los humanos, diversas enfermedades están asociadas con las 
deficiencias en los mecanismos de apoptosis, entre las que se encuentran algunos 
desordenes neurodegenerativos, el SIDA y cáncer (Barr yTomei .,1994). La célula 
cancerosa tiene seis capacidades : (1) autosuficiencia en la producción de sus 
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propias señales de crecimiento, (2) se convierten insensibles a señales que son 
inhibitorias, (3) se dirigen hacia una angiogénesis, (4) tienen un potencial 
replicativo ilimitado, (5) provocan la metástasis, y (6) evaden la apoptosis 
(Hanahan y Weinberg, 2000). La apoptosis, es iniciada por mecanismos, que 
regulan el crecimiento y diferenciación celular, así como la expíesión de 
protooncogenes (genes normales) y oncogenes (versiones alteradas) (Raff, 1992), 
entre los cuales está pRB, el cual controla la proliferación y la apoptosis a través 
de la represión activa de los promotores dependientes de E2F. La apoptosis es 
regulada por un mecanismo, a través de la liberación y regulación del citocromo C, 
mediado por p53 y/o p73, a través de la regulación transcripcional de genes 
proapoptóticos como APAF1, la pérdida de la función de pRB resulta en 
hiperproliferación, conduciendo hacia un bloqueo del crecimiento y/o apoptosis. 
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JUSTIFICACIÓN DEL ESTUDIO 

Dado que el CaCu representa un enorme problema de salud, considerado 
como principal causa de muerte en México, han surgido numerosas líneas de 
investigación a nivel nacional e internacional. Desde hace algunos años, diferentes 
expertos en este campo, han formado colaboraciones y grupos multidisciplinarios 
y multi-institucionales para abordarlo. Por lo tanto es de nuestro interés, conocer la 
expresión de algunos genes que participan en la proliferación y la apoptosis en el 
tejido cervical cuando se le administra 17p-estradiol, ya que se ha observado una 
importante relación estrógenos-HPV en el desarrollo de CaCu, debido al uso 
desmedido de anticonceptivos y a las infecciones persistentes con HPV. 
Encaminado el presente trabajo, hacia la contribución de los conocimientos para la 
cura y erradicación de esta enfermedad; para lo cual se emplearon tecnologías de 
punta, como son PCR in situ, RT-PCR in situ, inmunohistoquímica y TUNEL. 

HIPÓTESIS 

Si el estrógeno contribuye al incremento de la expresión genética viral (E6, E?) 
del Virus del Papiloma Humano (HPV) y por lo tanto a una subsecuente 
progresión neoplásica, entonces se encontrará alterada la expresión de 
algunos genes importantes en proliferación celular y apoptosis , en tejido 
cervical de ratones transgénicos K14HPV16-E? tratados con 17p-estradiol. 
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OBJETIVO GENERAL 

- Analizar la expresión de los genes relacionados con proliferación celular y 
apoptosis, en tejidos de cérvix de ratones transgénicos K14HPV16-E7 tratados 
con 17p-estradiol. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

- Utilizar cultivos primarios de Queratinocitos normales y Queratinocitos 
inmortalizados con HPV 16 para probar los oligos problema y para la 
estandarización de la técnica de RT-PCR in situ. 

- Analizar la expresión de los genes relacionados con proliferación celular como 
son: p21, c-myc, H-ras y bcl-2, mediante la técnica de RT-PCR in situ en teJidos 

· de cérvix de ratones transgénicos K14HPV16-E7, tratados con 17p-estradiol. 

- Determinar indirectamente los cambios de proliferación celular en tejidos de 
cérvix de ratones transgénicos k14HPV16-E7 tratados con 17p-estradiol med[ante 
lnmunohistoquímica. 

- Determinar los niveles de apoptosis en tejidos de cérvix de ratones transgénicos 
K14HPV16-E7 tratados con 17p-estradiol mediante la técnica de TUNEL. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Líneas celulares 

Se utilizaron Cultivos Primarios de Queratinocitos normales y Queratinocitos 
inmortalizados con HPV 16. Las células fueron cultivadas en cajas Petri 
adecuadas con medio especial para Queratinocitos (lnvitrogen, USA), antibiótico 
ciprofloxacina (1 O µglml) y fungizona (lnvitrogen, USA) utilizando una 
concentración final de 2.5 µglml. Se crecieron las células hasta obtener la 
confluencia , posteriormente se extrajo el medio agregando PBS para lavar en 2 
ocasiones, se extrajo el PBS, inmediatamente después se adicionó tripsina 
incubando a 37ºC durante 5 minutos para desprender las células de la caja. Para 
detener la acción de la tripsina se agregó medio especial para queratinocitos 
enriquecido con suero, se mezcló con una pipeta hasta disolver perfectamente los 
agregados y se centrifugó a 2000 rpm, se desechó el sobrenadante y se 
resuspendieron las células en un volumen suficiente para sembrar en el número 
de cajas deseadas a confluencia , se agregó a cada una de las cajas el medio 
especial de queratinocitos e incubó en una atmósfera de C02 al 5% a una 
temperatura de 37ºC para permitir su crecimiento. Finalmente se extrajo RNA total 
de queratinocitos normales y de queratinocitos inmortalizados con el oncogen viral 
E7 del HPV16, el cual se cuantifico con la ayuda de un espectrofotómetro (Perkin 
Elmer MBA 2000) a una longitud de onda de 260 nm. 

Los queratinocitos inmortalizados con el HPV 16, son una línea celular 
establecida y proporcionada por el Dr. Frank Róesl (Deutsches 
Krebsforchungszentrum, Forschungsschwerpunkt Angewandte Tumorvirologie, 
Abteilung Tumorvirusimmunologue, Heidelberg, Germany). Esta línea celular, fué 
manipulada al igual que el cultivo primario de queratinocitos. 

Extracción de RNA total 

La obtención del RNA total de los cultivos celulares antes mencionados, se 
realizó por el método de Trizol, de acuerdo a las instrucciones del fabricante 
(lnvitrogen, USA), descrito a continuación: 

Se agregaron 2 mi de Trizol, por cada caja Petri a temperatura ambiente y 
se colocaron en 2 tubos para microcentrífuga. A cada uno de los tubos se les 
agregó 200 µ1 de cloroformo (almacenado a -:--20°C) por cada mi de Trizol, se agitó 
vigorozamente durante 30 seg. manualmente y después con vortex hasta obtener 
un color rosa uniforme, se incubó 15 min a 4°C (se agitó con vortex cada 5 min y 
al final durante 30 seg). Posteriormente se centrifugó a 13000 rpml15 mini 4°C. La 
fase inferior (orgánica) contiene DNA y proteínas, mientras que la superior es la 
fase acuosa (60% del volumen del Trizol, el cual contiene el RNA total) . Se tomó la 
fase acuosa y se colocó en un tubo nuevo, se agregó un volumen de isopropanol 
por cada mi de trizol, se mezcló suavemente; se incubó 1 O min a temperatura 
ambiente, posteriormente se centrifugó a 13000 rpml1 O mini 4ºC. La pastilla (RNA 
total) se lavó con 1 mi de etanol al 80% [en agua tratada con dietilpirocarbonato 
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(DEPC) almacenado a -20ºC] por cada mi de Trizol, se agitó con vortex para 
resuspender la pastilla, se centrifugó a no más de 9000 rpm/1 Omin/4°C, para 
repetir el lavado, se decantó en un solo paso y se dejó secar, finalmente se 
resuspendió en 100 µI de agua DEPC calentando a 60°C/1 O min y se almacenó a 
-20ºC. 

Para visualizar el RNA obtenido se realizó una electroforesis en gel de 
agarosa (810-RAD Laboratories, USA) al 1.8% en buffer tris-acetatos y EDTA 
(Acido etilen-diamino-tetra-acético) (TAE), teñido con bromuro de etidio, utilizando 
como solución amortiguadora o buffer de carga el colorante "Orange G" y 
visualizados en un trans-iluminador de luz U.V. Finalmente la imagen fue obtenida 
con una cámara GeneCam (SynGene, USA). 

Síntesis del cDNA (Reacción de la Transcriptasa Reversa) 

Partiendo del RNA total _ extraído de ambas líneas celulares, se tomó un 
volumen de muestra equivalente a 5. µg de RNA, al cual se le agregó 1 µI de 
oligonucleótido de timina (oligodT, 0.5 µg/µI) y agua tratada con DEPC al 0.1 % 
para tener un volumen final de 12 µ1, se incubó a 70°C durante 1 O min. e 
inmediatamente se incubó en hielo durante 1 min. Posteriormente se le agregaron 
4 µI de buffer 5X (Tris-HCI 250 mM, KCI 375 mM y MgCl2 15mM), 2 µI de ditiotritol 
(DTT, 0.1mM), 1 µI de deoxinucleótidos tri-fosfatados: dATP, dGTP, dCTP y dTTP 
(dNTP's, 0.2 mM); 1 µI de inhibidor de enzimas que degradan el ARN (RNAse 
Cloned, 10 U/µI) se incubó a 42°C durante 2 min. y finalmente se agregó 1 µI de la 
enzima transcriptasa reversa, "SuperScript™ 11 Rnase H-" (200 U/µI) y se dejó 
actuar a 42ºC durante 2 horas. Finalm~nte, se incubó a 70ºC durante 15 min 
almacenando el cDNA a -20ºC. 

NOTA: Los reactivos utilizados, fueron obtenidos de la casa comercial 
lnvitrogen, Life Technologies, USA. La metodología es la recomendada por el 
fabricante. 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

Se prepararon tubos con un volumen de reacción final de 50 µI, los cuales 
contenían: 39 µI de agua ultrapura, 2.5 µI de Cloruro de Magnesio (MgCl2, 2mM), 1 
µI del aligo sentido (100 µg/µI), 1 µI de aligo antisentido (100 µg/µI), 5 µI de Buffer 
1 Ox (Tris-HCI 200 mM y KCI 500 mM), 1 µI dNTP's (0.2 mM) y 0.2 µI de la enzima 
Taq DNA polimerasa (5U/µI) (Sambrook J., 1989). Las condiciones de 
amplificacion son las siguientes : ~2-microglobulina (94ºC/1 min, 60ºC/1 .30 min, 
72ºc/1 min por 30 ciclos. Wang et al., 1993 ); E7 HPV (94ºC/30 seg , 63ºC/1 min, 
72ºc/1 min por 30 ciclos. Aguilar-Lemarroy et al., 2002); p21 (94ºC/30 seg, 
59ºC/1 min, 72ºc/1 min por 30 ciclos. Saegusa et, al., 2001 ); p53 (94 ºC/1 min, 
60ºC/1 .30 min, 72ºc/1 min por 30 ciclos. Zakut-Houri et al., 1985) y c-myc 
(94ºC/1 min, 65ºC/45 seg, 72ºc/1 min por 30 ciclos. Gartel et al., 2001 ). 
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Para visualizar los productos del RT-PCR correspondientes a la expresión 
de dichos genes, se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 3% en TAE 
(810-RAD, Laboratories, USA). Los geles fueron teñidos con bromuro de etidio y 
visualizados en un transiluminador de luz UV. Por cada ensayo se incluyó un 
marcador de peso molecular de 100 pares de bases (lnvitrogen, Life Technologies, 
USA). Los geles fueron analizados utilizando una cámara digital (GeneCam, 
Syngene, USA). 

Ratones Transgénicos 

Se proporcionaron 200 laminillas de tejidos de ratones silvestres y 
transgénicos, que incluyen el tracto reproductivo completo de 30 diferentes 
ratones hembras de la cepa FVB/N que muestran ser permisivos a la 
carcinogénesis epidermal (Hennings, 1993). Los 30 ratones pertenecen a 4 
diferentes grupos: silvestres sin/con tratamiento hormonal (Wt-E, Wt+E) y K14E7 
sin/con tratamiento hormonal (E7-E, E7+E) y están construidos, con 2 kb del 
promotor humano de la citoqueratina 14 (K14), el cual regula la expresión de la 
región temprana del papiloma virus humano tipo HPV16-E7 

A los ratones silvestres Wt y K14E7 se les administró la hormona 17P
estradiol (0.1 O mg/60 días) al mes de nacidos durante seis meses en la parte 
dorsal, para inducirles cáncer en cérvix. Posterior al tratamiento, se sacrificaron 
y el tracto reproductivo se separó y se fijó en paraformaldehído al 4% durante 24 
hrs, para después incluirlo en parafina y realizar los cortes a 5 µm con la ayuda de 
un microtomo, colocándolos en porta objetos previamente silanizados. Dichos 
tejidos, fueron proporcionados por el Dr. Paul -F. Lambert (McArdle Laboratory for 
Cancer Research, University of Wisconsin Medica! School, 1400 University 
Avenue, Madison, Wisconsin 53706). 

Posteriormente se realizó el estudio de la expresión de algunos genes que 
están relacionados en apoptosis y proliferación, para lo cual se emplearon las 
técnicas de PCR in situ (para ver la expresión de los genes), RT-PCR in .situ (para 
ver la expresión a nivel de mRNA), ensayo de TUNEL (para detección de los 
niveles de apoptosis) e lnmunohistoquímica (para la expresión de la 
proteína).También se realizó una tinción con Hematoxilina-Eosina para el análisis 
histopatológico. 

PCR in situ 

Los tejidos previamente fijados sobre un portaobjeto silanizado, se 
incubaron a 65-70ºC por 30 min, después se sumergieron en xileno durante 2 
-horas y etanol absoluto durante 30 min, se rehidrataron en agua bidestilada 
durante 3 min, seguido de 1 O min en ácido clorhídrico 0.02N para romper los 
puentes de hidrógeno del DNA y RNA. Para permeabilizar la membrana se 
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dejaron por 3 min . en amortiguador salino de fosfato (PBS) 1X y Tritón X-100 
(0.01 %), posteriormente se les agregó proteinasa K (PK) 0.5 µg/µI durante 30 min, 
para degradar parcialmente las proteínas, después se lavaron en PBS. Los sitios 
inespecíficos se acetilaron con ácido acético anhídrido 0.25% más trietanolamina 
durante 10 min, posteriormente se sumergieron en ácido acético al 20%. 

Los oligos fueron diseñados para alinearse con el fragmento del cDNA de 
interés en nuestro estudio y son los siguientes: HPRT (control interno), Myc, Bcl-2, 
E6, E7, p21, H-ras (Saegusa et al., 2001 ;Gartel et al., 2001 ; Zakut-Houri et al., 
1985; Aguilar et al.,2002) ver Tabla 1. 

Para la amplificación del DNA, se empleo la técnica de reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR), en donde se utilizó un termociclador Gene Amp In situ 
PCR System 1000 Thermal Cycle (Perkin-Elmer) , para lo cual se preparó una 
mezcla de reacción con un volumen final de 5ü µI que contiene: 36.5 µI H20, 5 µ1 
de Buffer 1 OX, 1 µ1 de cada aligo a una concentración de 1 OOng/µI (sentido y 
antisentido), 2.5 µI de dNTPs en el cual uno de los nucleótidos (dUTP) lleva unido 
la digoxigenina (DIG), 3 µI de cloruro de magnesio (MgCl2, 2mM), 0.5 µI de la 
enzima Taq polimerasa (5U/µI) . 

Las condiciones de amplificación del PCR variaron de acuerdo a los 
ol igonucleótidos empleados y se describen a continuación. 
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Tabla 1.Secuencias de los primers utilizados y condiciones de amplificación 

GEN SECUENCIA CONDICIONES 
E6 S- actgcaatgtttcaggaccc 3min a 94°C 

AN-tcaggacacagtggcttttg 30seg a 94ºC 
1min a 60°C 
1min a 72ºC 

E7 S- cccagctgtaatcatgcatg 3min a 94°C 
AN-tgcccattaacaggtcttcc 30seg a 94°C 

1min a 60°C 
1min a 72ºC 

HPRT S- gtaatgatcagtcaacgggggac 3min a 94ºC 

' 
AN-ccagcaagcttgcaaccttaacca 1MIN a 94ºC 

1min a 59ºC 
1min a 72ºC 

c-Myc S- ctcaacgacagcagctcgccc 3min a 94°C 
183 pb AN-ggagacgtggcacctcttgac 1MIN a 94ºC 

1min a 60°C 
1min a 72ºC 

h-ras S- agctacggcatcccctacatc 3min a 94ºC 
136 pb AN-agccggggccactctcatcag 30 seg a 94°C 

30 seg a 56ºC 
30 seg a72ºC 

P21 S- ttcagagccacaggcaccatg 3min a 94ºC 
262 pb AN-gggacccagggctcaggtaga 30 seg a 94°C 

30 seg a 60ºC 
30 seQ a72°C 

Bcl-2 S-tcctaacggagaagtaagag 3min a 94°C 
113 pb AN-gaatctgtttgctctcatac 30 seg a 94°C 

30 seg a 60°C 
30 seg a72°C 

Después de la amplificación se lavaron los tejidos en PBS y se 
bloquearon con la solución que contiene: 100 µI de Tris pH 7.4, 27 µI de NaCI 
4M, 50 µg de BSA, 873 µI de H20) durante 30 min, después se incubaron con 
un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado a una fosfatasa alcalina (Anti-DIG
AP, 150 U/µI) (Boehringer Mannheim, ·USA) durante 2 hrs a temperatura 
ambiente. Posteriormente se lavaron en una solución que contiene: 34 .5 mi 
de H20, 1.5 mi de NaCI 4M, 4 mi de Tris t M pH 7.5 y 40 µI de Tween durante 
30 min, seguido de un buffer de detección para cambiar el pH y proporcionar 
el medio apropiado para que la fosfatasa alcalina reaccione con el substrato, el · 
buffer contiene: 855 µI de H20, 100 µI de Tris 1M pH 9.5, 20 µI de MgCl2 250 
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mM, 25 µI de NaCI 4M. El color se desarrollo con la ayuda del Substrate Kit, 
Liquid BCIP/NBT (Zymed, Lab.USA) mezclando en 1 mi de agua ultrapura, 
agregando primero una gota del vial 1 y 3 (ver lista de reactivos y soluciones) 
homogenizando, para posteriormente agregar 1 gota del vial 2 (ver lista de 
reactivos y soluciones). Después, se agregaron aproximadamente 50 µI de 
sustrato al tejido, incubando y observando constantemente al microscopio, 
hasta visualizar la reacción de color azul-morado. El tiempo para detener la 
reacción, vario de acuerdo a las condiciones empleadas, deteniéndose la 
reacción en agua bidestilada. Finalmente, se fijaron las muestras con un medio 
de montaje histológico (Permount Fisher Scientific, USA). 

RT-PCR in situ 

Los tejidos previamente fijados sobre portaobjetos silanizados, se 
incubaron a 65-?0ºC por 30 min, después se sumergieron en xileno durante 2 
horas y etanol absoluto durante 30 min, rehidratándolos en agua libre de 
RNasas tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) durante 3 min, seguido de 1 O 
min en HCI 0.02N para romper los puentes de hidrógeno del DNA y RNA. Para 
permeabilizar la membrana se dejaron por 3 min en amortiguador salino de 
fosfato (PBS) 1X y Tritón X-100 (0.01%), posteriormente se les agregó 
proteinasa K (PK) 0.5 µg/µI durante 30 min para degradar parcialmente las 
proteínas, previamente lavado en PBS. Posteriormente se hizo una dilución 
1 :25 de la solución stock de DNAsa libre de RNasa que contiene (352.8 µI de 
H20 DEPC, 16 µI de Tris 1 M pH 7.4, 9.6 µI de MgCb 250 mM, 1.6 µI de CaCl2 
500 mM, 1 O µI de O Nasa 1 OU/µI) incubando a temperatura ambiente durante 
toda la noche para degradar el DNA genómico, quedando el RNA el cual se 
acetilo para bloquear sitios inespecíficos con ácido acético anhídrido 0.25% + 
trietanolamina durante 10 min, posteriormente se sumergió en ácido acético al 
20%. 

Para la obtención del cDNA se preparó la mezcla de reacción: 12.9 µI 
de H20 DEPC, 4 µI de Buffer 5X, 1 µI de deoxinucleótidos tri-fosfatados: dATP, 
dGTP, dCTP y dTTP (dNTP's, 0.2 mM); 0.5 µI de inhibidor de RNasas, 0.5 µI 
de oligonucleótido de timina (oligo dT 0.5 µg/µI), 0.6 µI de ditiotreitol (DTT, 
0.1mM), 1 µI de la enzima transcriptasa reversa, SuperScript™ 11 Rnase H
(200 U/µI) y se incubo durante 2 horas a 37°C. 

Para la amplificación del cDNA se utilizo la técnica de reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR), en la cual se preparó una mezcla de reacción 
a un volumen final de 50 µI: 36.5 µI de H20, 5 µI de Buffer 1 OX, 1 µI de cada 
oligo a una concentración de 1 OOng/µI (sentido y antisentido), 2.5 µI de dNTPs 
en el cual uno de los nucleotidos (dUTP) lleva unido la digoxigenina (DIG), 3 µI 
de cloruro de magnesio (MgCb, 2mM) y 0.5 µI de la enzima Taq DNA 
polimerasa (5U/µI). 
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Las condiciones de amplificación ( descritas en la tabla 1 ), variaron de 
acuerdo a los oligonucleótidos empleados, en donde se utilizo un termociclador 
Gene Amp In situ PCR System 1000 Thermal Cycle (Perkin-Elmer) . 

Después de la amplificación, se lavaron los tejidos en PBS y se 
bloquearon con la solución: 100 µI de Tris pH 7.4, 27 µI de NaCI 4M, 50 µg de 
BSA, 873 µI de H20 durante 30 min, después se incubaron con un anticuerpo 
anti-digoxigenina conjugado con una fosfatasa alcalina (Anti-dig-AP, 150 U/µI 
(Boehringer Mannheim USA) durante 2 hrs a temperatura ambiente. 
Posteriormente se lavaron con la solución que contiene: 34.5 mi de H20, 1.5 
mi de NaCI 4M, 4 mi de Tris 1 · M pH 7.5, 40 µ1 de Tween durante 30 min, 
seguido de un buffer de detección para cambiar el pH y proporcionar el medio 
apropiado para que la fosfatasa alcal.ina reaccione con el substrato, el buffer 
contiene: 855 µI de H20, 100 µI de Tris 1M, pH 9.5, 20 µI de MgC'2 250 mM, 25 
µI de NaCI 4M. El color se desarrolló con la ayuda del Substrate Kit, Liquid 
BCIP/NBT (Zymed, Lab. USA) mezclando en 1 mi de agua ultrapura una gota 
del vial 1 y 3 (ver lista de reactivos) homogenizando para posteriormente 
agregar 1 gota del vial 2 (ver reactivos) . Después se agregaron 
aproximadamente 50 µI al tejido , incubando y observando constantemente al 
microscopio hasta visualizar la reacción de color azul-morado, el tiempo para 
detener la reacción es determinado en base a las condiciones _empleadas; 
deteniéndose la reacción en agua bidestilada. Finalmente se fijaron las 
muestras en un medio de montaje histológico (Permount Fisher Scientific, 
USA). 

lnmunohistoquímica 

Los tejidos se desparafinaron durante 30 min a 65-70ºC, se sumergieron en 
xileno durante 2 horas, posteriormente en etanol absoluto durante 30 min, 
lavándose con PBS por 2 min. Después se sumergieron en la solución de citratos 
durante 20 min en baño María, dejándose reposar por 20 min a temperatura 
ambiente. Para inhibir la actividad de la peroxidasa endógena, los tejidos se 
colocaron en una solución con peróxido de hidrógeno al 3% (H20 2) y metano! 
absoluto en una relación 1 :9. Para eliminar cualquier tipo de señales inespecíficas 
se incubo el tejido con una solución bloqueadora del Kit Histomouse TM-SP (ver 
reactivos ZIMED Lab-SA-System) utilizando el reactivo A por 60 min, seguido del 
reactivo B durante 20 min; posteriormente se incubó con un anticuerpo primario 
de interés durante 2 horas y se adiciono el reactivo 1 C durante 20 min, el cual es 
un anticuerpo secundario biotinilado, que sirve como un puente entre el 
anticuerpo primario y el reactivo 2, seguido de la adición de la estreptavidina
peroxidasa que se une a la biotina, la cual previamente se encuentra unida al 
anticuerpo primario. La presencia de la peroxidasa se revela por la adición de la 
solución substrato-cromógeno (reactivos 3A, B, C, ver reactivos), la peroxidasa 
cataliza al peróxido de hidrógeno (substrato) y convierte el cromógeno en un 
depósito de color rojo que d~muestra la localización d_el antígeno, después se 
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contratiñe con 50 µI de hematoxilina durante 3min. Finalmente se lava con agua 
destilada y PBS, para montarse en húmedo con el reactivo 5 (ver reactivos). 

TUNEL ("TdT-mediated dUTP nick end labeling") 

Los tejidos se incubaron a 65-?0ºC durante 30 min para ser 
desparafinados, después se sumergieron en xileno por 2 horas y en etanol 
absoluto durante 30 min, para permeabilizar la membrana se dejaron por 3 min 
en PBS 1X Triton X-100 (0 .01%). Se incubaron con PK (0.5 µg/µI) durante 30 
min para degradar parcialmente las proteínas presentes, después de varios 
lavados en PBS durante 2 min c/u se incubaron por 20 seg en ácido acético al 
20%, después se lavaron en PBS por 2 min. Posteriormente en una cámara 
húmeda y obscura se agregó la reacción de TUNEL durante 1 hora a 37ºC, la 
cual contiene la enzima deoxinucleotidil transferasa y dUTP unido a 
fluoresceína , durante este tiempo de incubación la TdT cataliza la adición de 
dUTP-fluoresceína al OH 3' terminal del DNA (Detection Kit, AP Kit. Roche) . A 
nuestro control positivo se le agregaron 50µ1 de la solución stock de DNasa 
libre de RNasa (352.8 µI de H20 DEPC, 16 µI de Tris 1M pH 7.4, 9.6 µI de 
MgCl2 250 mM 1.6 µI de CaCl2 500mM y 1 O µI de O Nasa 1 O U/ µI) y se incubó 
a temperatura ambiente durante 20 min para degradar el DNA genómico. 
Finalmente se contratiñeron las muestras con ioduro de propidio, durante 20 
seg , para después ser observadas en el microscopio de fluorescencia . 
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RESULTADOS 

Antes de iniciar los experimentos en los tejidos de ratón silvestres FVB y 
transgénicos K14HPV16, se hicieron tinciones con hematoxilina-eosina para 
realizar el análisis histopatológico (Figura 1) en donde se puede apreciar que el 
epitelio de cérvix-útero del ratón silvestre FVB sin tratamiento (Wt-E) está 
conformado de 3 a 4 capas de células, con poco citoplasma y sin diferenciación, 
en general células clasificadas como normales. Por otro lado en el ratón silvestre 
FVB con tratamiento (Wt+E), se observa un epitelio formado de 1 O a 13 capas de 
células, con los estratos bien diferenciados y núcleos normales, mientras que en 
los ratones transgénicos K14HPV16-E7 sin tratamiento hormonal (E7-E) se 
observa · un epitelio muy delgado formado por 3 capas de células poco 
diferenciadas y núcleos con atípia. Finalmente, en los ratones transgénicos 
K14HPV16-E7 con tratamiento (E7+E), el epitelio se ve con engrosamiento 
pronunciado, hiperplasia, núcleos grandes e irregulares con poco citoplasma y sin 
diferenciación , incluso se observa invasividad (Figura 2). 

En la Figura 3, se ejemplifican las técnicas de PCR in situ y RT-PCR in situ 
para el gen p21 y su transcrito . Utilizando la técnica de PCR in situ, se detectó la 
señal en núcleos, mientras que al emplear el RT-PCR in situ la señal fue 
citoplasmática. 

Se trabajó en paralelo con queratinocitos normales y queratinocitos 
inmortalizados para probar los oligos problema y como apoyo para la 
estandarización de la técnica de RT-PCR in situ. Primero se extrajo RNA total de 
queratinocitos normales y de queratinocitos inmortalizados con el oncogen viral 
E7 del HPV16, el cual se cuantifico con la ayuda de un espectrofotometro (Perkin 
Elmer MBA 2000) a una longitud de onda de 260nm. ) La concentración para 
queratinocitos normales fue de 0.294 µg/µI, mientras que para los queratinocitos 
inmortalizados fue de 0.294 µg/µI. Ambas muestras fueron analizadas en geles de 
agarosa al 1.8%, teñidos con bromuro de etidio y observandose en un 
transiluminador de luz UV para comprobar la integridad del RNA (Figura 4A). 
Posteriormente se realizó RT-PCR in vitro para el transcrito de B2-microglobulina, 
obteniendo un producto de PCR de 100 pb como control de expresión (Figura 48); 
mientras que para p53 fue de 500 pb , para p21 de 277 pb, para c-myc de 528 pb 
y para E7 de 269 pb (Figura 5). La amplificación se verificó mediante geles de 
agarosa al 2%. 

Por otro lado se realizó RT-PCR in situ .en los tejidos de ratón Wt-E, Wt+E, 
E7-E y E7+E. Para obtener las condiciones óptimas que se requieren para esta 
técnica, se realizaron experimentos a diferentes tiempos de exposición a la 
proteinasa K a una concentración de 0.5 µg/µI (15 min, 30 min, 1 hr, 2 hrs) 
observandose que el tiempo óptimo fue de 30 min. Paralelamente, se realizó una 
cinética a diferentes concentraciones y tiempos de exposición a la DNasa (2 hrs, 6 
hrs, 12 hrs, 24 hrs y 48 hrs) a concentraciones de 0.1U, 0.2U y 0.4U. Apartir de 
estos resultados se obtuvo la concentración y el tiempo ideal en nuestro modelo 
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de estudio, qu~ fue de 0.2U y 24 hrs, además para la amplificación se trabajó con 
diferentes números de ciclos (12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 y 26 ciclos) y diferentes 
temperaturas dependiendo del gen de interés (datos no mostrados). De esta 
manera se logró la estandarización de la técnica de RT-PCR in situ. 

Una vez estandarizada la técnica, se realizaron los experimentos para 
obtener la expresión de los genes de interés, empezando con el gen constitutivo 
HPRT (hipoxantina-guanina fosforribosil transferasa) el cual fue utilizado como 
control de expresión positivo (Figura 6) , la · cual se observa en forma similar para 
todos los tejidos . Por otro lado se realizó el análisis de RT-PCR in situ para los 
genes p21 (Figura 7) y c-myc (Figura 8) . En estas imágenes se muestra que hay 
una mayor intensidad de expresión de p21 y c-myc en el epitelio de los ratones 
Wt+E y E7+E. En el ensayo de RT-PCR in situ para H-ras (Figura 9), no se 
observa variación considerable en la expresión en los tejidos de los ratones, 
mientras que para Bcl-2 (Figura 1 O) la expresión en el ratón Wt-E es de menor 
intensidad en el epitelio y la señal es basal, comparado con Wt+E, E7-E y E7+E 
en donde se observa una mayor intensidad de expresión en el tejido analizado. 

Por otro lado se realizó la técnica de lnmunohistoquímica para PCNA 
(Figura 11) para determinar las células que se encuentran en proliferación en los 
epitelios de los ratones , observándose que la proliferación en los ratones Wt-E y 
Wt+E está localizada en la capa basal (de 2 a 3 capas) de acuerdo a la señal 
detectada en los núcleos que se observan de color café rojizo ; mientras que en 
los ratones E7-E y E7+E la proliferación está localizada en todo el epitelio. 

Para detectar las células que se encuentran en apoptosis se realizó la 
técnica de TUNEL (Figura 12), las células apoptóticas están expresadas por la 
señal que se detecta en los núcleos de color verde fluorescente, sin embargo para 
los ratones Wt-E, Wt+E y E7-E, se observó muerte celular en todo el epitelio, 
mientras que para el ratón E7+E, la muerte celular es menor, únicamente 
expresada en los estratos superiores, además los núcleos de las células no
apoptóticas que fueron contrateñidas con ioduro de propidio se observan de color 
rojo. Cada experimento se realizó por triplicado. 
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Figura 1. Tinción de hematoxilina-eosina. A) Ratón silvestre FVB sin tratamiento (Wt-E), B) Ratón silvestre FVB 
con tratamiento (Wt+E), C) Ratón transgénico K14HPV16 sin tratamiento (E7-E), D) Ratón transgénico 
K14HPV16 con tratamiento (E7+E) . Las líneas punteadas delimitan al epitelio del estroma, los recuadros 
indican el área que se observa en 40X y las flechas indican la localización de la señal nuclear. Membrana basal 
(MB), epitelio (Ep), estroma (Es). Amplificación 20X y 40X. 
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1 E7+E 1 

Figura 2. RT-PCR in situ de cervix para detectar la expresión del oncogén E7 en el ratón transgénico 
K14HPV16 ( E7+E). La señal detectada es citoplasmática indicada por las flechas rojas. También se puede 
observar el carcinoma in situ, con un epitelio muy irregular sin la formación de estratos, con núcleos grandes y 
pequeños indicados por el contorno citoplasmático señalado por las flechas rojas. Las líneas punteadas 
delimitan al epitelio (Ep) del estroma (Es), las flechas negras indican la invasividad del tumor. Amplificación 40X. 
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Figura 3. Comparación de las diferentes técnicas. A) Técnica de PCR in situ para el gen p21 de un ratón 
silvestre FVB sin tratamiento (Wt-E), la señal detectada es nuclear mostrada por las flechas rojas. B) RT-PCR in 
situ para el del gen p21 de un ratón silvestre FVB con tratamiento (Wt+E), la señal se detecto en el citoplasma 
y esta indicada por las flechas. C) RT-PCR in situ para el gen p21 de un ratón K14HPV16 con tratamiento 
(E7+E), la señal es citoplasmática indicada con las flechas. Amplificación 40X. 
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Figura 4. A) Electroforesis en gel de agarosa para mostrar la integridad del RNA de queratinocitos normales 
(QN) y queratinocitos transformados con el oncogén E7 (QE7); B) RT-PCR in vitro para el gen constitutivo ~2 
microglobulina (~2m) como control de expresión y el negativo (Neg) es utilizado como control de la reacción al 
cual no se le adiciona cDNA y el marcador de peso molecular de 1 OOpb (PM) 
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Figura 5. Gel de agarosa representando el RT-PCR in vitro para los genes: A) p21 (277 pb), B) c-myc (528 pb), 
C) E7 (269 pb) y D) p53 (500 pb) en queratinocitos normales (QN) y queratinocitos transformados con el oncogén 
E7 (E7), el negativo (Neg) es utilizado como control de la reacción al cual no se le adiciona cDNA. Marcador de 
peso de 100 pb (PM) 
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Figura 6. RT-PCR in situ para detectar la expresión del gen HPRT en tejido de cérvix-útero. La señal 
citoplasmática es indicada por las las flechas; panel A) Ratón silvestre FVB sin tratamiento (Wt-E), B) Ratón 
silvestre FVB con tratamiento (Wt+E), C) Ratón transgénico K14HPV16 sin tratamiento (E7-E), O) Ratón 
transgénico K14HPV16 con tratamiento (E7+E) . Las líneas punteadas delimitan al epitelio del estroma, los 
recuadros indican el área que se observa en 40X y las flechas indican la localización de la señal nuclear. 
Membrana basal (MB), epitelio (Ep), estroma (Es). Amplificación 20X y 40X. 
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Figura 7. RT-PCR in situ de para detectar la expresión del gen p21 en tejido de cérvix-útero. La señal citoplasmática es 
indicada por las flechas; Panel A) Ratón silvestre FVB sin tratamiento (Wt-E), B) Ratón silvestre FVB con tratamiento 
(Wt+E), C) Ratón transgénico K14HPV16 sin tratamiento (E7-E), D) Ratón transgénico K14HPV16 con tratamiento 
(E7+E) . Las líneas punteadas delimitan al epitelio del estroma, los recuadros indican el área que se observa en 40X y 
las flechas indican la localización de la señal nuclear. Membrana basal (MB), epitelio (Ep), estroma (Es). Amplificación 
20X y 40X. 
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Figura 8. RT-PCR in situ para detectar la expresión del gen c-myc en tejido de cérvix-útero. La señal citoplasmática es 
indicada por las flechas; Panel A) Ratón silvestre FVB sin tratamiento (wt-E), B) Ratón silvestre FVB con tratamiento 
(wt+E), C) Ratón transgénico K14HPV16 sin tratamiento (E7-E), D) Ratón transgénico K14HPV16 con tratamiento 
(E7+E) . Las líneas punteadas delimitan al epitelio del estroma, los recuadros indican el área que se observa en 40X y 
las flechas indican la localización de la señal nuclear. Membrana basal (MB), epitelio (Ep), estroma (Es). Amplificación 
20X y 40X. 
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Figura 9. RT-PCR in situ para detectar la expresión del gen H-ras en tejido de cérvix-útero. La señal citoplasmática es 
indicada por las flechas; Panel A) Ratón silvestre FVB sin tratamiento (wt-E), B) Ratón silvestre FVB con tratamiento 
(wt+E), C) Ratón transgénico K14HPV16 sin tratamiento (E7-E), D) Ratón transgénico K14HPV16 con tratamiento 
(E7+E) . Las líneas punteadas delimitan al epitelio del estroma, los recuadros indican el área que se observa en 40X y 
las flechas indican la localización de la señal nuclear. Membrana basal (MB), epitelio (Ep), estroma (Es). Amplificación 
20X y 40X. 
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Figura 12. Ensayo de TUNEL para la detección de células apoptoticas en tejido de cérvix-útero, la señal es detectada en 
el núcleo indicada por las flechas; los núcleos verdes representan células en apoptosis, los núcleos café-rojizos 
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tratamiento (wt-E), B) Ratón silvestre FVB con tratamiento (wt+E), C) Ratón transgénico K14HPV16 sin tratamiento (E7-
E), D) Ratón transgénico K14HPV16 con tratamiento (E7+E), E) Control positivo (Pos) tratado con DNasa y F) control 
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flechas indican la localización de la señal nuclear. Membrana basal (MB), epitelio (Ep), estroma (Es). Amplificación 20X y 
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- DISCUSION 

El uso de los modelos de estudio como son los ratones silvestres FVB y 
transgénicos K14HPV16-E7 ha sido útil para estudiar el papel del estradiol en la 
inducción de la proliferación celular y de esta manera poder detectar la expresión 
de los genes que participan en la proliferación y apoptosis en el epitelio del cérvix
útero. Como se puede observar en algunos de los ratones Wt-E, existe un 
epitelio muy delgado con células únicamente basales (de 3 a 4 capas de células), 
mientras que en otros ratones Wt-E el epitelio es un poco más amplio (de 4 a 7 
capas de células) , además, los estratos (basal, espinoso, granular y carnificado) 
no se encuentran bien diferenciados quizá, debido a la etapa estral en la que se 
encuentre el ratón, sin embargo las células son normales con núcleos de tamaño 
regular y poco citoplasma debido a que las células basales están en constante 
proliferación (Figura 11) además se observan niveles importantes de muerte 
celular en todo el epitelio (Figura 12). Esto nos indica que existe un equilibrio 
entre la proliferación y la apoptosis en los- ratones silvestres. Además, en 
comparación con el ratón Wt+E en donde se puede observar un epitelio más 
amplio con los estratos bien definidos, núcleos regulares, la proliferación se 
restringe a las capas basales (Figura 11) y la muerte celular se aprecia en todo 
el epitelio (Figura 12). El. cambio en el grosor del epitelio puede ser debido a la 
actividad biológica del 17~-estradiol (E2), el cual juega un papel muy importante 
durante el desarrollo, crecimiento y función .del tracto reproductivo tanto masculino 
como el femenino , además, son importantes dentro de la fisiología vascular y la 
neuroquímica. En los ratones E7-E ocurre algo muy similar al Wt-E, un epitelio 
delgado en algunos ratones, pero en otros es mas amplio el número de células 
basales, sin la formación de estratos, pero generalmente en ambos ratones se 
observa displasia e hiperplasia media, y tanto la proliferación (Figura 11) como la 
apoptosis (Figura 12) se observan en todo el epitelio. Unicamente los ratones 
transgénicos E7+E desarrollaron carcinoma in situ (Figura 3) con células no 
diferenciadas, sin estratos diferenciados, por lo que existen elevados niveles de 
proliferación, observándose en todas las capas con bajos niveles de apoptosis lo 
que establece una condición preneoplasica. Además, se ha reportado que la 
exposición crónica a estrogénos de ratones que expresan los oncogenes del HPV 
desarrollan cáncer in situ (Arbe'it et al. , 1999). Estos resultados concuerdan con lo 
reportado en la literatura. 

Por otro lado, las actividades biológicas de los estrógenos han sido bien 
estudiadas y caracterizadas por los receptores de estrógeno alfa (ERa) (Lubahn 
et al., 1993: Schomberg et al., 1999). El receptor a estrógeno a actúa como 
factor de transcripción el cual es activado por su ligando, el mecanismo clásico de 
la acción de ERa está asociado con la formación de un homodímero nuclear que 
es inducido por el estrógeno y que se une a elementos de respuesta a estrógeno 
(ERE) en la región regulatoria 5 · del promotor en sus genes blanco. Sin embargo 
se ha visto que ERa también interactúa con la proteína Sp1 para transactivar 
genes a través de la unión Sp1 (N)x ERE. ERa se une al dominio de unión del 
DNA en el carboxilo terminal de la proteína Sp1 (Safe, 1999; 2001 ). 
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Estudios recientes han demostrado que el estrógeno y los oncogenes del 
virus del papiloma humano (HPV) cooperan entre si, además, se ha demostrado 
que el epitelio escamoso cervical contiene receptores a estrógeno (Gao et al., 
1983) por lo que responden a la administración crónica de estrógeno con una 
persistente proliferación (Quarmby, 1984). Esto sugiere que el estrogéno y los 
oncogenes del HPV actúan de una manera sincronizada para inducir una 
proliferación neoplásica .en el epitelio escamoso del cérvix, preparándola para 
una segunda etapa que guíe hacia la carcinogénesis (Cohen, 1991 ). 

EXPRESION DE p21 

Como se observa en la Figura 7, el 17p-estradiol induce un aumento en la 
expresión de p21, acompañado de una hiperproliferación en la epidermis tanto en 
los ratones Wt+E como en los ratones E7+E. Por otro lado, también se ha descrito 
que hay un aumento en las proteínas p21, ciclina.01, CDK2, CDK4 y CDK6 en los 
ratones transgénicos E6/E7que están regulados por el promotor de la involucrina 
en la cepa B6SJL derivada de la cruza C57BLXCJL (Crish et al., 2000). Además 
la formación de los complejos de la CDK4 con las ciclinas puede ser promovido 
por p21 (LaBaer, 1997) por lo que p21 puede actuar no únicamente como 
inhibidor del ciclo celular, si no como un regulador positivo del ciclo celular (Ming
Derg, 2002). 

lnteresantemente se ha encontrado que p21 es regulado por E7 a nivel 
transcripcional y postranscripcional cuando se induce un daño al DNA (Janes et 
al., 1999; Jian et al., 1998). En comparación a esta situación, existe una mínima 
inducción transcripcional de mRNA _de p21 en respuesta únicamente a la 
expresión de E7, además de la estabilización de la proteína (Janes et al., 1999). 
La capacidad de E7 para incrementar los niveles de p21 en forma independiente 
de p53, está apoyada por la observación de que los niveles de p21 se 
incrementan en respuesta a la ~xpresión de E7, incluso cuando la actividad de 
p53 está inhibida por la expresión de la oncoproteína E6 (Janes et al., 1999). 
Además, en colaboración con Heilderberg hemos observado que los niveles de la 
proteína de p53 y p21 se incrementan en queratinqcitos que expresan el oncogén 
E7 por mecanismos no transcripcionales (Aguilar et al., 2002; Jian et al.,1998). 
De esta manera la expresión de la oncoproteína_ imita pero no evoca una 
respuesta de p53 cuando hay daño al DNA (Joneset al., 1999). 

Se ha visto que el promotor de p21 contiene seis sitios de unión a Sp1, por 
lo que se podría proponer que la interacción entre ER y Sp1 podría estar 
involucrada en la inducción de p21 por el 17p-estradiol. En este trabajo, los 
resultados obtenidos muestran que tanto los ratones Wt+E como los ratones 
E7+E, tienen una mayor intensidad de expresión del transcrito de p21, lo cual está 
acorde con la literatura reportada; sin embargo el mecanismo preciso por el cual 
sucede esto no est$ aún caracterizado, por lo que se proponen algunas vías, 
entre las cuales se involucra E7, Sp1yel17p-estradiol (Gartel et al., 1999). 
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EXPRESION DE c-myc 

Como se observa . en la Figura 8, el 17p-estradiol aumenta el nivel de 
expresión de c-myc en el cérvix de ra,ones Wt+E y E7+E (en el 75% y 80% de 
tejido analizado respectivamente)" en comparación con los ratones Wt-E y E7-E 
con una baja intensidad de expresión. Tal efecto se ha observado en células de 
cáncer de mama y útero de rata (Tsai et al., 1997; Huet-Hudson et al., 1989). Por 
otro lado, se ha encontrado que la región central de c-Myc interactúa con el 
dominio de dedos zinc de Sp1 (Gartel, 2001), por lo que podría sugerirse que 
existe una interacción entre c-myc, Sp1, E7 y 17p-estradiol incrementando de esta 
manera la expresión ge c-myc. Nuestros resultados pueden sugerir que existe una 
cooperación entre oncogenes, tales como E7 y c-myc favoreciendo el desarrollo 
de tumor en los ratones E7+E. Además se ha reportado en la literatura que el 
17p-estradiol sinergiza con E7 . 

EXPRESION DE H-ras 

. Como se ha observado, el 17p-estradiol mantiene los niveles de expresión 
de H-ras muy similares en ·el cérvix de ratones Wt-E, Wt+E, E7-E y E7+E en la 
mayor parte del tejido analizado (Figura 9) . Por otro lado se ha demostrado que la 
región 5' del gen de H-ras muríno es muy similar a la del ratón y el humano 
(Damante et al., 1987) por lo que las regiónes promotoras de H-ras del ratón, rata 
y humano son sitios muy ricos en residuos de guanina y citocina (G-C) y además 
contienen secuencias consenso que son importantes para la unión al factor de 
transcripción de Sp1. Como se ha visto, la transcripción del gen H-ras está muy 
bien regulada en tejido normal, y que cuando. esta regulación se ha perdido, 
puede resultar en una sobre-expresión la cual se observa en tejido tumoral. Por 
otro lado, se ha reportado una secuencia regulatoria en el iiltrón 1 de H-ras, la 
cual contiene elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE), por lo que se 
puede sugerir que existe una interacción entre H-ras y el receptor de estrógeno y 
que hay un efecto estimulatorio del estrógeno sobre la transcripción del gen H-ras, 
así la alteración en la regulación transcripcional del estrógeno sobre H-ras, juega 
un papel muy importante durante la progresión del cáncer (Pethe et al., 1999). Sin 
embargo en nuestro modelo de estudio, los resultados en el transcrito de H-ras no 
se observan aumentados en respuesta a 17p-estradiol ni al oncogén E7 del HPV, 
lo que sugiere que H-ras está expresado de manera normal . en tejido cervical y 
que no participa directamente en la carcinogénesis, al menos en esta etapa. Se 
necesitan estudios adicionales para -descartar la posibilidad de que H-ras esté 
mutado. 

EXPRESION DE Bcl-2 

Como se observa en la expresión de Bcl-2 (Figura 1 O), únicamente el ratón 
Wt-E presenta la expresión a nivel basal, mientras que en los ratones Wt+E, E7-E 
y E7+E se detecta un incremento en la expresión en todo el epitelio. Por otro 
lado, reportes previos indican que el 17p-estradiol aumenta la expresión del 
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mRNA y de la proteína de Bcl-2 en células de ovario (Choi et al. , 2001). Además 
se ha relacionado el estrógeno con la carcinogénesis de mama, aumentando la 
expresión de Bcl-2 (Xie et al., 2000). Estudios recientes han demostrado que el 
promotor de Bcl-2 contiene sitios de unión a Sp1 (Dong et al. , 1999). En nuestros 
resultados con los ratones Wt+E, podríamos sugerir que Sp1 está involucrado en 
esta expresión . Sin embargo en el ratón E7-E se presenta un incremento que 
puede ser atribuido a otro mecanismo. Con base a lo anterior, en este modelo se 
puede proponer que existen eventos importantes que participan durante el 
desarrollo de la carcinogénesis, E7 más la acción hormonal , puede inhibir la 
expresión de Rb, que a su vez aumentan los niveles Bcl-2, facilitando la 
proliferación celular y disminuyendo la apoptosis. 

DETECCION DE PROLIFERACION (PCNA) 

Se detectó el PCNA en muestras de cérvix mediante inmunohistoquímica 
(Figura 11 ). Se observó que en los ·ratones Wt-E y Wt+E se expresa a nivel de 
capa basal, detectándose por coloración rojiza en los núcleos de las células lo 
cual es una característica de un epitelio normal en comparación con los ratones 
E7-E y E7+E, en donde se puede observar que el PCNA es detectado en el 
epitelio, lo cual podría ser el resultado de una desregulación en el ciclo celular. 

DETECCION DE APOPTOSIS (TUNEL) 

La técnica de TUNEL permite detectar la células apoptóticas por medio del 
uso de la enzima TdT, la cual cataliza la unión de fluoresceína- dUTP a los 
extremos 3'0H libres del DNA que es fragmentado , esto nos permitió observar 
que los núcleos de las células apoptóticas son de color verde fluorescente , 
mientras que los núcleos de las células normales que fueron contrateñidos con 
ioduro de propidio son de color café-rojizo (Figura 12). Estos resultados indican 
que en los ratones Wt-E, Wt+E y E7-E, la apoptosis es mayor, en comparación 
con los ratones E7+E en donde la apoptosis es mucho menor y solo se observa 
en la parte superior del epitelio. Esto sugiere que efectivamente, a los ratones 
E7+E cuando se les administra 17~-estradiol en forma crónica, se inhibe la 
apotosis y de esta manera se favorece el desarrollo de la carcinogénesis . 

Como hemos observado en los resultados, la utilidad de la técnica de RT
PCR in situ radica en que se pueden amplificar genes de interés y sus transcritos , 
además, se puede aplicar en cualquier tipo de tejido que se pretenda estudiar. Es 
una técnica moderna que hasta hoy en día, pocos grupos de investigación la 
utilizan como una herramienta determinante en la expresión genética debido a su 
complejidad. En México, nuestro grupo ha logrado estandarizar esta técnica, en 
diferentes tejidos (humano, ratón, cabra) resultados que han sido evaluados por 
expertos a nivel mundial. 
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CONCLUSIONES 

* El oncogen E? del HPV16 y la administración crónica de hormonas sexuales 
como es el 1 ?p-estradiol incrementan el riesgo de desarrollo de cáncer cervical en 
nuestro modelo de estudio. 

* El 1 ?p-estradiol causa una hiperproliferación celular en epitelio de cérvix en los 
ratones Wt+E y E?+E. 

* El 1 ?p-estradiol induce la expresión de p21 y de c-myc en tejido cervical de los 
ratones Wt+E y E?+E. 

* El 1 ?p-estradiol no tiene efecto sobre la expresión de H-ras en este modelo de 
estudio. 

* El 1 ?p-estradiol induce la expresión de Bcl-2 en ratones Wt+E, E?-E y E?+E, sin 
embargo E? causa el mismo efecto por mecanismos diferentes. 

* Existe una proliferación celular que se restringe únicamente en la capa basal de 
los ratones Wt-E y Wt+E, en cambio en los ratones E?-E y E?+E se observa una 
proliferación de manera incrementada a través de todo el epitelio cervical , 
posible'mente debido a la formaci.on de complejos entre E? con Rb. 

* En cuanto a los niveles de apoptosis, se observa que es mayor en los ratones 
Wt-E, Wt+E y E?-E, comparados con los que presentan los ratones E?+E, debido 
a un posible sinergismo que se da entre el encogen E? del HPV16 y el17P
estradiol. 
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PERSPECTIVAS 

Los modelos animales son una buena herramienta para la búsqueda de 
nuevos marcadores biológicos, los cuales nos permitan detectar y pronosticar a 
tiempo si existen indicios de clzsarrollo de enfermedades tales como el cáncer. De 
tal manera que los ratones transgénicos K14HPV16 son un modelo ideal para 
estudiar el desarrollo de la carcinogénesis y la expresión de genes relacionados 
con proliferación celular y apoptosis. Sería de gran importancia aplicar esta misma 
técnica (RT-PCR in situ) para conocer la expresión de genes que están 
involucrados en la respuesta inmune del modelo en estudio. 

Dentro de las metas que se pretenden alcanzar en trabajos 
complementarios son , entre otras, analizar la expresión de genes en ratones 
transgénicos para el oncogén E6. Los resultados obtenidos en este trabajo, se 
pretenden llevar a foros nacionales e internacionales, además de publicarlos en 
revistas científicas internacionales. 
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APÉNDICE 

Tris (Hidroximetil-amino-metano) 

-1M 
-121 .1 g Tris base (lnvitrogen, USA) 
-800 mi de agua 
-Ajustar a pH 7.4 
-Aforar a 1 L 
-Esterilizar en autoclave. 

TAE (Amortiguador Tris-acetatos) 

-Para 1 L a 50X 
-242g Tris base 
-57.1 mi Acido acético glacial (Merck, México) 
-100 mi EDTA 0.5M pH 8.0 (SIGMA, USA) 
-Aforar a 1 L 
-Esterilizar en autoclave 

Bromuro de etidio (Br"et+) 

-1 g de bromuro de etidio (Research Organics, USA) 
-100 mi H20 
-Agitar varias horas 
-Almacenar en frasco ámbar a 4°C 

Agua destilada 

Se utiliza agua destilada esterilizada en autoclave la cual es nuevamente 
esterilizada por filtración (poro de 0.2 mm) y almacenada en alícuotas a -20ºC. 

EDTA (Acido etilen-diamino-tetra-acético) 

-Para 1 L 
-186 .1 g EDTA 
-800 mi agua 
-Ajustar a pH 8.0 con aprox. 20 g de lentejas de NaOH.(J.T. Baker) 
-Aforar a 1 L 
-Esterilizar en autoclave 

DEPC (Dietil pirocarbonato) 

-Para 100 mi al 0.1 % 
-0 .1 g DEPC (Sigma, USA) 
-100 mi agua 
-Esterilizar en autoclave ·' SALE 
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-Esterilizar por filtración 

NaOH (Hidróxido de sodio} 

-1 N 
-4g NaOH 
-100 mi H20 
-0.1 M pH 8.5-9.0 
-Ajustar pH con bicarbonato de sodio 

Deoxinucleótidos tri-fosfatados (dNTP's) (lnvitrogen) 

-10 µI dATP 100 mM 
-10 µI dCTP 100 mM 
-10 µI dGTP 100 mM 
-10 µI dTTP 100 mM 
-60 µI de agua ultra pura 

Buffer salino de fosfatos 1 OX (PBS) 

-NaCI 160g (J.T.Baker) 
-KCI 4g (J .T.Baker) 
-Na2HP04 28.8g (J.T.Baker) 
-KH2P04 4.0 g (J .T.Baker) 

Se disuelven en 2 litros de agua destilada y se ajusta a pH 7.5, para 
posteriormente esterilizarse en autoclave. 

PBS 1X-Tritón X100 (0.01%) 

Para preparar 50 mi de esta solución , se toman 5 mi de PBS 1 OX y se 
disuelven en 45 mi de agua destilada, agregándole 5 µI de tritón X-100 (detergente 
no iónico BIO-RAD) . 

Proteinasa K (PK) (lnvitrogen) 

Para preparar la PK a una concentración de (0.5 mg/ml), se toma una 
alícuota de 1 O µ1 de la proteinasa K (20 mg/ml) mas 390 µI de agua ultrapura. 

DNasa STOCK (lnvitrogen) 

-352 µI H20 ultrapura 
-16 µI tris 1M pH 7.4 
-9.6 µI MgCl2 250 mM 
-1.6 µI CaC'2 500 mM 
-10µ1 DNasa10U/ml 
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Se hace una dilución de O Nasa 0.1 U/muestra 1 :25 

Acético anhídrido 0.25% + 0.1 M de Trietanolamina 

Se pesan 0.98 grs de Trietanolamina (Sigma) y se disuelven en 50 mi de 
agua destilada, agregándoles 128 µI de acético anhídrido (Merck) . 

Acido acético al 20 % (Merck) . 

Para preparar 50 mi, se toman 5 mi de ácido acético y se mezclan en 45 mi 
de agua destilada. · 

Mezcla de reacción para PCR (DIG Labeling Mix) (lnvitrogen) 

Reactivos 
-Agua estéril 
-Buffer de PCR 1 OX (200 mM Tris -HCI pH 8.0, 500 mM KCI). Para una reacción 
de 50 µI se agregan 5 µ1 a una concentración final de 0.5X 
-DIG para PCR (2 mM dATP, DCTP, 1.9 mM dTTP, 0.1 mM digoxigenina-11-
dUTP) con un volumen de 10 µI a una concentración final de 200 mM dNTP 
-Primer 1 con un volumen de 1 µ1 y a una concentración final de 0.1-1 mM 
-Primer 2 con un volumen de 1 µI y a una concentración final de 0.1-1 mM 
-Taq DNA polimerasa a un volumen de 0.2 - 1 µI y a una concentración final de 1-
5 U/100 mi 
-DNA con volumen y concentración variable 

Oligo (dt)12-1a (lnvitrogen) 

Concentración: 0.5 µg/µI · 
Descripción: Oligo (dt)12.18 para reconocer la cola de poli(A) del mRNA, 
conveniente para usar en la síntesis de cDNA con la enzima transcriptasa reversa. 
El primer está en 9gua DEPC a una concentración de 0.5 µg/µ 1, fosforilado en la 
terminación 5' . 

Obtención de cDNA 

-12.8 µ1 de agua ultrapura 
-4 µI de Buffer 5X 
-1 ~ti dNTPs 10 mM 
-0.25 µI lnhibidor deRNasas 
-0 .5 µI Oligo dT 
-0.6 µI DTT 
0.5 µI transcriptasa reversa SuperScript. 
Se le agregan 20µ1 a cada muestra y se incuba a 37ºC durante 2 horas. 
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Enzima transcriptasa reversa, SuperScript™ 11 Rnase H- (200 U/µI) 
(lnvitrogen) 

Buffer de almacenamiento 
-20 mM Tris-HCI (pH 7.5) 
-100 mM NaCI 
-0 .1 mM EDTA 
-0 .01 %(v/v) NP-40 
-50% (v/v) glicerol 

Anti-Digoxigenina-AP dilución 1 :200 (Roche) 

Fragmento Fab (fragment antigen binding) de un anticuerpo generado en oveja , 
conjugado a una fosfatasa alcalina (AP) 150 U (200 µI) 
-343 µI H20 
-40 µI Tris 1 M pH 7.5 
-14.8 µI NaCI 4M 
-2 µI Anti-dig 
Se adicionan 40 µ1 aproximadamente a cada tejido y se incuba durante 2 horas 

Contenido: 

Substrato para la fosfatasa alcalina 
(Zirned BCIP/NBT KIT para Histoquímica) 

- Un vial de buffer concentrado para substrato 20X, 6 mi 
- Un vial de BCIP (5-bromo-4cloro - indol fosfatidil )concentrado 20X, 6ml 
- Un vial deNBT (Nitro blue of tetrazolium) concentrado 20X, 6 mi 

PREPARACIÓN: En 1 mi de agua bidestilada, se le agrega una gota del vial 1 y 3, 
mezclando bien y después se le agrega una gota del vial 2. Verificar cada 2 min al 
microscopio hasta observar la señal de la reacción . 

Medio de montaje 

El medio de montaje histológico es de 100 mi (Permount Fisher Chemical) . 

Solución para recuperación de citratos 

Esta solución se prepara con ácido cítrico 0.1 M ,agregando 0.9 µI, mas 4.1 
de citrato de sodio 0.1 M y 45 µ1 de agua ultrapura para un volumen final de 50 mi. 

Solución de peróxido de hidrógeno 

Para preparar 50 mi se agregan 5 mi de peróxido al 30% mas 45 de 
metano! absoluto. 
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HISTOMOUSE tm-SP KIT (Zimed lab-SA System) 

1.-BEAT tm Solución bloqueadora A : para eliminar el fondo inespecífico. 
2.-BEAT tm Solución bloqueadora B 
3.-Anticuerpo secundario biotinilado 1 C: sirve como un puente entre el anticuerpo 
primario y el conjugado de estreptavidina peroxidasa. 
4.-Enzima conjugada (estreptavidina peroxidasa), se une al residuo de biotina 
unido al anticuerpo primario. 
5.-Substrato: Se agrega una gota del reactivo 3A mas 38 y 3C en 1 mi de agua 
destilada. 
6.-Hematoxilina 
7.-Solución de montaje. 

in situ Cell Death Detection Kit, AP (Roche, USA) TUNEL 

Solución enzimática: Contenido: Transferasa terminal deoxinucleotidil de timo de 
ternera en buffer. 
-1 OX conc. 
-5 X 50 µI 
Solución de marcaje: Contenido 

-Mezcla de nucleótidos: dUTT, dUTC, dUTA, dUTG en buffer 
-1X conc. 
-5 X 550 µI 
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