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1. Resumen

El cancer cérvico uterino es el segundo cancer mas comun entre la poblacién femenina
a nivel mundial, asi como el segundo de mayor importancia en México. El virus de
papiloma humano (VPH) es el principal agente causal de carcinomas cervicales, sin
embargo, existen otros factores que contribuyen a la progresion de esta neoplasia.
Entre estos factores destacan las prostaglandinas, en especial la prostaglandina E>
(PGE2), presente en elevadas concentraciones en el semen. La PGE2 genera una amplia
variedad de respuestas biolégicas secundarias a la activacion de sus cuatro receptores
(EP1- EP4). Diversos estudios sefialan que en carcinomas cervicales la expresion y
sefializacion de los receptores EP2 y EP4 es elevada, incrementando las
concentraciones de AMPc intracelular. Por otro lado, la expresion del canal de potasio
éter a go-go 1 (Eagl) fuera del sistema nervioso central es considerada una marca de
oncogénesis. El Eagl incrementa su expresion por agentes causales de cancer cervical
como son las proteinas oncogénicas del VPH y los estrégenos. Considerando que la
expresion del Eagl es un marcador temprano de cancer cervical, resultd interesante
investigar si el principal agente mitogénico presente en el semen, la PGE;, aumenta la
expresion del oncogén Eagl e incrementa la proliferacion de células de cancer
cervical. Para ello se utilizaron células C33a como modelo, las cuales corresponden a
una linea celular establecida de cancer cervical libre de secuencias del VPH y que
expresa niveles basales de Eagl. Para los experimentos las células fueron tratadas con
etanol como vehiculo y PGE; 1 uM durante tiempos variables. Se encontré que las
células C33a expresan los genes de 3 de los 4 receptores de la PGE2: EP2, EP3 y EP4.
De manera simultanea se observo que la PGE: incrementa los niveles de AMPc
intracelular y aumenta la proliferacion celular de células C33a, pero sin afectar la
expresion génica del gen Eagl. Por lo tanto, se realizé la derivaciéon de una sublinea
C33a transfectante estable para el receptor EP2. Se observé que con la sobreexpresiéon
del receptor EP2, la PGE; incrementa la proliferacion celular, la sintesis de AMPc y la
expresion del Eagl y de c-Fos, un gen previamente descrito que es regulado por la
PGE2. Mediante estudios con vectores reporteros con luciferasa se observo que la
PGE: activd el promotor proximal del Eagl. La generacién de AMPc como segundo
mensajero nos condujo a investigar la presencia de posibles elementos de respuesta a
AMPc en el promotor del gen Eagl. Mediante un analisis in silico con el programa
MatInspector se localizaron 6 sitios potenciales de unién a la proteina CREB en el
promotor proximal del gen Eagl. En experimentos con vectores de expresion de CREB
o de una mutante dominante negativa de esta proteina se demostré que la proteina
CREB participa en la activacién del promotor Eagl dado por la PGE». Con este estudio
demostramos que la PGE2 promueve la expresion del oncogen Eagl en carcinomas
cervicales no dependientes de VPH, a través de la activacion del receptor EP2. Los
resultados obtenidos sugieren que las altas concentraciones de PGEzen el semen lo
convierten en un factor que predispone el desarrollo de carcinomas cervicales. Por el
otro lado, este estudio indica que el receptor EP2 podria ser considerado como un
posible blanco terapéutico en diversos tipos de cancer.



2. Introduccion
2.1. El cancer cérvico uterino

El cancer cérvico uterino es el segundo cancer mas comun entre la poblacion femenina
a nivel mundial, con un estimado de 529, 409 nuevos casos y 274, 883 muertes en el
2008. Cerca del 86% de estos casos ocurren en paises en desarrollo, que representan
el 13% del total de los canceres en la mujer. La mayoria de los casos son carcinomas
de células escamosas mientras que los adenocarcinomas son menos comunes [1].

Se estima que cada afio 10 186 mujeres son diagnosticadas con cancer cervical y 5 061
mueren a causa del mismo en México. El cancer cervical es el segundo mas frecuente

en la poblacién femenina entre los 15 y 44 afios en México (Figura 1).
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Figura 1. El cancer cérvico uterino en México. Incidencia y mortalidad del cancer
cervical comparado contra otros tipos de cancer en la poblacién femenina mexicana
(TARC, GLOBOCAN 2012).



2.2. Elvirus del papiloma humano (VPH)
El VPH es un virus de DNA que presenta tropismo por el epitelio escamoso. Se han
identificado cerca de 120 tipos de VPH y aproximadamente un tercio de estos infectan
el epitelio escamoso del tracto genital [2]. Las manifestaciones clinicas de la infeccion
por VPH incluyen lesiones anogenitales, neoplasias intraepiteliales cervicales y el
cancer. De los VPH genitales, 15 han sido caracterizados como de alto riesgo y son
considerados como los principales agentes causantes de la mayoria de los tumores
cervicales [3]. Los VPH de alto riesgo, se encuentran asociados al desarrollo de los
carcinomas anales, vulvares y orales [4].
De los VPH de alto riesgo, los VPH-16 y VPH-18 se encuentran en un 70% de los casos
de cancer cervical [5,6]. El genoma del VPH es pequefio (aproximadamente de 8 kb) y
no codifica para polimerasas u otras enzimas necesarias para la replicacion viral
(Figura 2). La infeccién de las células en la placa basal obliga a las células a entrar
nuevamente en la fase S permitiendo reclutar a las proteinas de la célula infectada
para la replicaciéon del genoma del virus, seguido de la sintesis de proteinas de la
capside, el ensamblaje y su posterior salida de célula [7].
De las proteinas que codifica el genoma del VPH, 3 estan completamente relacionadas
a procesos oncogénicos: E5, E6 y E7 [8,9]. La proteina E6 induce la rapida degradacion
de la proteina p53 [10], evitando que la célula infectada inicie el proceso de apoptosis,
mientras que la proteina E7 inactiva a la proteina Rb forzando a la célula hospedera a
continuar con la divisién celular [11]. La proteina E5 coopera con E6 y E7
promoviendo la hiperproliferacidon de las células infectadas, facilitando la progresion
del cancer [12].
El contagio por VPH ocurre principalmente por contacto sexual. Un estudio demuestra
que 48 meses después de su primer encuentro sexual mas del 50% de las mujeres
jovenes han adquirido alguna infeccion por VPH a nivel cervical. A pesar de que la
infeccion por VPH juega un papel importante en la carcinogénesis cervical, la infeccion
por si misma es insuficiente para el desarrollo del cancer [13], ya que toma
aproximadamente 12-15 anos entre el contagio por VPH y el desarrollo del cancer
[14]. El epitelio genital sin lesiones es resistente a la infecciéon por VPH. Para iniciar la

infeccion, el VPH debe moverse sobre la superficie de las células epiteliales basales a
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través de pequefias lesiones en la piel o la mucosa genital, de forma que una lesién en
el epitelio genital permite la infeccidn de los queratinocitos presentes en la placa basal

del epitelio [7].
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Figura 2. Genoma del virus del papiloma humano (VPH). El genoma del VPH
consiste en una doble cadena de DNA de aproximadamente 8 kb. Se divide en tres
regiones: la regién temprana (E) que contiene la secuencia de los genes para proteinas
no estructurales, la region tardia (L) que contiene los genes que codifican para las
proteinas de la capside, y una region reguladora (URR), la cual contiene un origen de
replicacién de DNA, secuencias reguladoras de la transcripcién y uno o mas
promotores los cuales controlan la expresion de las oncoproteinas E6 y E7[8].

2.3. Elsemeny el cancer cervical
Se sabe que el semen humano contiene varios componentes quimicos que pueden
ocasionar cambios en la arquitectura normal del epitelio cervical, lo cual promueve la
infeccion por el VPH. Perez-Andino et al. descubrieron que la capside del VPH-16
puede unirse a los espermatozoides [15], los cuales tienen una alta motilidad para

atravesar la placa de moco en el tracto genital femenino.



El semen es fraccionado en dos partes: los espermatozoides y el plasma seminal. El
plasma seminal esta compuesto de diferentes secreciones, que son aportadas por los
testiculos, el epididimo, las vesiculas seminales y la préstata. El semen es un fluido
bioldgico altamente complejo, que contiene proteinas, aminoacidos, enzimas, fructosa
y otros carbohidratos, lipidos y minerales (Tabla 1). Entre sus funciones destacan la
generacion de un medio alcalino en la cavidad vaginal, que permita la coagulacion del
eyaculado y forme un depoésito que suple de nutrimentos a los espermatozoides. El
liquido seminal reviste a los espermatozoides con inhibidores de la capacitacion y

activa la motilidad de los mismos.

Tabla 1. Rangos normales para los constituyentes bioquimicos del plasma seminal [16] .

Componente Unidades Rango Normal
Fosfatasa acida U/eyaculado =200
L-carnitina nmol/eyaculado 390-1830
Acido citrico umol/eyaculado >52
Fructosa pmol/eyaculado =13
a-glucosidasa mU/eyaculado =20
Glicerofosfocolina pmol/eyaculado 1.2-22.6
Magnesio mmol/L 2.9-10.3
Zinc pmol/eyaculado 224
Prostaglandinas
PGE; ug/mL 73 (2-272)
PGF, pg/mkL 2.1 (0.1-7.0)

La inmunosupresion por el semen humano ha sido bien documentada ya que es capaz
de interactuar con las células del epitelio cervical, lo cual afecta la sintesis de citocinas
relacionadas a la respuesta inmune [17,18]. Esta propiedad permite inhibir la
respuesta inmune de la mujer a los espermatozoides, facilitando la implantacion y la
tolerancia gestacional. La respuesta inmune celular es considerada la mejor defensa
contra la infeccién por el VPH, pero es probable que la inmunosupresién mediada por
el semen, facilite la transmision genital del VPH, reactivando la infeccién latente y

promoviendo la progresion e invasion del cancer [18]. Jeremias y Witkin validaron la
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capacidad del semen de estimular la expresion de la metaloproteinasa de matriz-9,
enzima necesaria para la degradacion de la matriz extracelular, permitiendo la
metastasis y la invasion del tumor [19-21]. Estos datos sustentan la posibilidad de que
el semen humano puede incrementar el riesgo de progresion del cancer cervical.

El 80% de los casos de cancer cervical ocurren en paises en desarrollo [22]. Los
meétodos anticonceptivos que no incluyen al condén, como la ligacién, aumentan la
exposicion del semen y por lo tanto se le considera un cofactor que aumenta la
incidencia del cancer cervical en estos paises. Por el otro lado, se ha probado que el
uso del condén promueve la eliminacion de la infecciéon por el VPH asi como el
saneamiento de las lesiones por neoplasias intraepiteliales cervicales [23].

La inflamacién croénica es generalmente considerada como un factor de riesgo para el
desarrollo de diversos tipos de cancer [24]. La exposicion repetida al semen puede
desencadenar cambios celulares permitiendo la inflamacién del cérvix [25].

Las prostaglandinas (PGs), se encuentran entre los principales mediadores de la
inflamacion y se encuentran presentes en el semen a una concentracion de 10 000
veces mayor que las halladas en cualquier otro sitio de inflamacién [16,18], siendo la
prostaglandina Ez (PGE2) el tipo mas abundante en el semen [18,26] (Tabla 1). El
aumento de la sintesis de la PGE: es considerado un posible promotor del cancer
cervical [27], de forma que en mujeres sexualmente activas, el cancer cervical puede
ser modulado por la exposicién constante de las células cervicales infectadas con VPH

a concentraciones altas de PGE2 presentes en el plasma seminal.

2.4. Los prostanoides
Las PGs, la prostaciclina I; (PGIz) y el tromboxano Az (TXAz) son lipidos bioactivos que
bajo condiciones fisiolégicas normales, poseen funciones homeostaticas entre las que
destacan la citoproteccion de la mucosa gastrica, la fisiologia renal, la gestacion y el
parto. Los prostanoides también se encuentran involucrados en varios procesos
patolégicos como enfermedades cardiovasculares y el cancer [28]. Algunas de las

funciones de los prostanoides se presentan a continuacion [29]:

11



e PGE: Actua durante la inflamacion, la fertilidad, la integridad de la mucosa
gastrica y la modulacién de la respuesta inmune.
e Prostaglandina D2 (PGD2): Inhibe la agregaciéon plaquetaria y permite la

vasodilatacion.

e Prostaglandina F,5 (PGF,q): Induce la sintesis de interleucinas, participa en

el crecimiento hipertrofico celular, la luteolisis y la contraccion uterina.

e TXA,: Estimula la agregacion plaquetaria y participa en la constriccion del
musculo liso.

e PGIz: Inhibe la agregacion plaquetaria e induce la vasodilatacién, funciona

como una contraparte del TXA>.

2.5. Biosintesis y catabolismo de los prostanoides

Los prostanoides derivan del dcido araquiddénico (AA), un acido graso de 20 carbonos,
el cual es almacenado en la membrana plasmatica de las células [28,30]. El AA
ingerido en la dieta o sintetizado a partir del acido linoleico, es insertado en la
membrana fosfolipidica, la cual retiene el AA hasta que el estimulo apropiado cataliza
su liberacion por la fosfolipasa Az (PLAz) [31] (Figura 3). Una vez liberado, el AA es
sustrato para las enzimas ciclooxigenasas (COX) 1 o 2, que catalizan una reaccion de
oxidacion, que resulta en la sintesis de la prostaglandina G2 (PGGz2).

La PGG: es utilizada por dos clases de COX dando como producto final a la
prostaglandina H; (PGH2) [32,33]. A su vez la PGH: sirve como sustrato para las
sintasas de PGD;, PGE2, PGFzq PGl y la del TXAz [28]. Una vez sintetizadas, las
prostaglandinas son transportadas fuera de la célula por las proteinas asociadas a la
resistencia a multidrogas (MRPs) [34]; de entre las cuales la MRP4, actiia como el
transportador primario de prostaglandinas. Una vez exportadas, las prostaglandinas

se unen a sus receptores acoplados a proteinas G.
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Figura 3. Biosintesis de los prostanoides. El dcido araquidonico (AA) es un acido
graso esencial que es transportado dentro de las células y almacenado en la
membrana celular. La fosfolipasa Az (PLAz) es la encargada de liberar el AA de la
membrana celular. El AA liberado es convertido a PGG; y después a PGH: por las
ciclooxigenasas (COXs). La PGH: se convierte en sustrato de una gran variedad de
sintasas de prostaglandinas y de tromboxanos. Los antiinflamatorios no esteroideos
(AINE’s) inhiben la acciéon de las enzimas COX’s, bloqueando la produccién de
prostaglandinas, evitando procesos inflamatorios [28].
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El catabolismo de las prostaglandinas ocurre a través de 2 pasos; primero las
prostaglandinas son captadas por la glicoproteina conocida como transportadora de
Prostaglandinas (PGT) [35] y posteriormente catabolizadas por oxidaciéon. Por
ejemplo, la PGE> es reingresada a la célula y es enzimaticamente catabolizada por la

15-hidroxiprostaglandina deshidrogenasa dependiente de NAD* (15-PGDH) [36].

2.6. Losreceptores de los prostanoides
Las acciones de los prostanoides son mediadas por su interaccién con receptores
acoplados a proteinas G, los cuales han sido clasificados de la siguiente manera: la
PGE: se une a los receptores EP (EP1-EP4), la PGD: activa a los receptores DP (DP1-
DP2), la PGF2« actiia a través del receptor FP y la PGI; se une al receptor IP. El
resultado inmediato de dicha interaccién es el incremento o decremento en la
velocidad de generacidn de segundos mensajeros, asi como cambios en el potencial de

membrana o la activacién de diferentes cinasas [28,30].

2.7. LaPGE:y susreceptores

Entre las prostaglandinas, la PGE: es la que exhibe la mayor cantidad de funciones en
el cuerpo humano. En el tracto gastrointestinal la PGE2 es el principal prostanoide
biolégicamente activo, regulando procesos en el intestino como la citoprotecciéon de la
mucosa, la secrecidn gastrointestinal y la motilidad [37].

En el rif6n, la PGE; es el mayor prostanoide sintetizado a lo largo de la nefrona y
regula la microcirculacién renal asi como el transporte de agua y sales. Aparte de los
esteroides, las prostaglandinas son importantes reguladores de la funcion
reproductiva en la mujer (ovulacion, receptividad del utero, la implantaciéon y el
parto). La PGE: es un potente vasodilatador en humanos. Durante el embarazo, la
PGE; induce la alteracion local de la secrecion de factores de crecimiento y
nutrimentos e incrementa la permeabilidad vascular. La sintesis de PGE: se
incrementa durante la labor de parto, siendo usada como farmaco para inducir dicha

accion [38].
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MNAMPc PGE, Catabolismo

Figura 4. Activacion de los receptores EP por la PGE2. Después de la sintesis de la
PGE, esta sale al ambiente extracelular mediante la proteina MRP4 para unirse a sus
receptores de membrana especificos (EP1-EP4), activando vias de sefializacion a
través de segundos mensajeros. Después de la activacion de los receptores, la PGE> es
internalizada a la célula por el transportador PGT donde es inactivada por la 15-
PGDH [30].

La transduccion de sefiales mediada por la union de la PGE; a sus 4 receptores ha sido
ampliamente estudiada y se ha observado que induce cambios a nivel de segundos
mensajeros como lo son el AMPc, Ca?* y los trifosfatos de inositol, activando o
reprimiendo diferentes vias de sefializacion [39]. La PGE; se une fuertemente a estos
receptores con valores de Kd en el rango de 1-40 nM [40,41]. El receptor EP1 modula

el incremento de la concentracidn de Ca?* libre [42].
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Los receptores EP2 y EP4 se acoplan a proteinas Gs y modulan el incremento de las
concentraciones de AMPc. La activacidn del receptor EP3 inhibe a la adenilato ciclasa
a través de una proteina Gi, disminuyendo los niveles de AMPc (Figura 4).

Las funciones de cada uno de los receptores se han estudiado en ratones homocigotos
nulos para cada uno de estos receptores. Por mencionar algunos ejemplos, el receptor
EP1 es mediador de la respuesta al estrés a través de la secrecion de ACTH [43]. El
receptor EP2 participa en la ovulacién y la fertilizacion [44], facilita la transmision del
dolor [45], induce la formacién de hueso [46] y facilita el cierre de ductos de tipo
arterial [47]. El receptor EP3 participa en la generacién de la fiebre [48], regula la
secrecidon duodenal [49] y modula la angiogénesis asociada a tumores [41].

Vias de sefializacion moduladas por el receptor EP4, facilitan la movilizacion,
migracion y maduracién de las células de Langerhans [40], induce la formacion de

hueso [46] y facilita el cierre de ductos de tipo arterial [47].

2.8. LaPGE:y el cancer

Se sabe que las prostaglandinas pueden modular la proliferacién celular, asi como la
diferenciacién y la apoptosis a través de multiples vias de sefalizacion [28,32]. La
PGE: es la prostaglandina mas abundante que se ha detectado en varios tipos de
cancer, incluidos los de colon, pulm6n, mama, cabeza y cuello [44,50-52].

En cdncer de mama, la PGE; aumenta la produccion de aromatasa en células
estromales y concomitantemente la producciéon de estrégenos, lo cual estimula la
proliferacion celular [53]. En células de carcinomas de colon, la PGE; activa la cascada
de sefalizacion PI3K-Akt-PPARy [54]. De igual manera, la PGE2 promueve la sintesis
de la proteina BCL-2, proteina anti-apoptética, asi como la induccién de la actividad
transcripcional del factor nuclear NF-«B, promoviendo la inhibicién de la apoptosis
[55,56].

Se sabe que la 15-PGDH (enzima encargada de su inactivacién) como la PGT (enzima
encargada de secuestrar a la PGE; del ambiente extracelular) se expresan
abundantemente en tejido normal, pero en procesos cancerigenos los niveles de
ambas enzimas disminuyen drasticamente. Los bajos niveles de ambas proteinas
conducen al aumento de la concentraciéon de la PGE2 [35,57-59]. La acumulacion de la
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PGE; promueve la reorganizacion, angiogénesis, asi como la adhesion, migracion e
invasion de las células cancerigenas.

Se ha comprobado en carcinomas endometriales como cervicales, que la expresion y
sefalizacion de los receptores EP2 y EP4 es elevada, lo cual sugiere una regulacion
autocrina y paracrina de las células neoplasicas por parte de la PGE>. El rol del
receptor EP2 en la proliferacion celular, la angiogénesis y la apoptosis ha sido descrito
en varios estudios. El receptor EP2 regula la angiogénesis por la inducciéon del VEGF
en células de cancer de préstata y de pdancreas, asi como el aumento de la
supervivencia y la motilidad de células endoteliales [60-62]. La activacién del receptor
EP2 por la PGE: regula la diferenciaciéon de células Th17 asi como reacciones
proinflamatorias por vias dependientes de AMPc [63], y juega un rol critico en el
desarrollo de cancer de piel [64,65]. De la misma forma, datos presentados por Fujino
y colaboradores, indican la relacién entre el receptor EP4 y el crecimiento del tumor,
donde la PGE: induce la expresion del factor de respuesta de crecimiento temprano y
aumenta la proliferacion celular a través de vias de sefializaciéon como la PKB/Akt y
ERK 1/2 [66]. Chen y colaboradores demostraron que la PGE2 aumenta la expresiéon
de oncogenes como c-Fos en células de cancer de préstata a través de la activaciéon de

los receptores EP2 y EP4 [67].

2.9. El canal de potasio éter a go-go 1 (Eagl)
Los canales idnicos son proteinas de membrana que permiten el paso de iones en la
célula. Estas proteinas juegan un papel importante en la fisiologia humana incluyendo
la transmision neuronal, el ritmo cardiaco, la contraccién muscular, la secreciéon de
insulina, la funcion inmune y la proliferacidn celular. La relevancia de estas proteinas,
en situaciones de enfermedad donde su expresion y actividad se ven alteradas, han
hecho que dichos canales sean blancos terapéuticos para una gran cantidad de
farmacos, en tratamientos como la epilepsia, la fibrosis quistica y arritmias cardiacas,
por mencionar algunas [68]. Especificamente los canales de potasio dependientes de
voltaje, se han asociado a varias desérdenes fisiolégicos y representan blancos

importantes en enfermedades como el cancer [69].
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Entre estos canales, el eter a go-go-1 (Eagl) ha generado gran interés en el estudio del
cancer por su relacion en la proliferacidon celular del tumor, asi como su regulacion
por diferentes factores etiolégicos. El Eagl (Kv10.1, KCNH1), es un canal de potasio
dependiente de voltaje, cuyo locus fue descrito por primera vez en el genoma de la
mosca Drosophila melanogaster [70,71]. El Eagl ha sido clonado en varias especies,
incluyendo la rata, el bovino y el humano [72-74]. La distribuciéon del Eagl es
restringida en el cuerpo humano, limitando su expresién a zonas como el cerebro, el

testiculo, la placenta y la glandula suprarrenal [74-77] (Figura 5).
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Figura 5. La expresion del RNAm del gen Eagl en tejidos periféricos es
restringida. La figura muestra la fluorescencia obtenida por PCR en tiempo real de
diferentes tejidos humanos, donde la linea marcada indica los valores ocupados para
determinar si la sefial es o no positiva. Se observa que en cerebro y testiculo la
expresion del RNAm del Eagl es alta [76].

Los canales Eagl tienen 4 subunidades o idénticas, las cuales contienen 6 dominios
transmembrana (S1-S6) (Figura 6). Los extremos carboxilo y amino estan presentes

en el citoplasma. La region del poro esta localizada entre los dominios S5 y S6 y es
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altamente selectiva a los iones de potasio, mientras que el dominio S4 actiia como un
sensor de voltaje [78,79]. El extremo N-terminal incluye un sitio de unién a
calmodulina (CaM) y un dominio Per-Arnt-Sim (PAS), el cual esta asociado con la
sensibilidad al oxigeno y la activacion del factor inducible por la hipoxia (HIF1) [80].
El extremo C-terminal incluye un sitio de unién a nucleétidos ciclicos (cNBHD), un

dominio de tetramerizacion y 2 sitios de unién a la CaM [81].

@_

N-linker
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PAS

CaM-C1
CaM-C2

Figura 6. Representacion esquematica de una subunidad del canal de potasio
Eagl. En la figura se muestran 6 segmentos transmembrana y los extremos carboxilo
y amino, donde se marcan los sitios CaM (dominio de union a calmodulina, rojo),
dominio PAS (Per-ARNT-Sim, en morado), un sitio de unién a nucledtidos ciclicos
(cNBHD, en verde) y la uniones carboxilo y amino (azul) [82].

El Eagl fue descrito como un canal regulador del ciclo celular [83-85] en el proceso de
fusion del mioblasto [74,86]. Sin embargo, el principal rol del Eagl en la mayoria de

los tejidos sanos donde se expresa permanece desconocido. El Eagl se ha detectado
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en aproximadamente 70% de las lineas celulares derivadas de carcinomas como el de
colon [87,88], gastricos [89], de mama [76], cervicales [90], asi como en diferentes
sarcomas [91]. En estas lineas, el Eagl promueve la proliferacion y ha sido
considerado un marcador tumoral. Se ha demostrado que el Eagl es regulado por los
estrogenos y los oncogenes E6 y E7 del VPH, tanto en células sanas como células de
cancer cervical [77].

La regulacién del Eagl por diferentes factores etiologicos en el cancer cervical ha
sugerido que su deteccion en lesiones precancerosas, funcione como un marcador
temprano e indicador de riesgo en el cancer cervical [92]. Camacho y colaboradores
han demostrado que la proteina Eagl, es diferencialmente sobreexpresada en
citologias cervicales de alto riesgo comparada con el cérvix sano, incrementando su
expresion en lesiones intraepiteliales de bajo y alto grado [93]. La inhibicion
especifica en la expresion del Eagl por RNA de interferencia [91], y bloqueadores no
especificos del canal [94], como la imipamina y el astemizol, muestran un reducciéon
en la proliferacion del tumor en modelos in vitro. El astemizol inhibe el crecimiento
del tumor en modelos in vivo [95]. Resultados en nuestro grupo de trabajo indican
que el calcitriol (1, 25-dihidroxivitamina D3), la forma hormonal activa de la vitamina
D3, inhibe la expresion del gen Eagl en células de cancer de mama y de cancer cervical
[96,97].

Estas evidencias resaltan al Eagl como un blanco molecular atractivo para el
tratamiento del cancer y dan impulso a la investigacion relacionada con los
mecanismos de regulaciéon de la expresion del Eagl por factores etiologicos del

cancer.
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3. Planteamiento del problema

La PGE: es un lipido que se encuentra en concentraciones muy elevadas en el liquido
seminal. En diversos estudios se ha demostrado que la PGE; es un agente mitogénico
en diferentes modelos de cancer, incluyendo el cancer cérvico uterino. Estos estudios
han resaltado la importancia de los receptores EP2 y EP4 en los efectos proliferativos
de la PGE;. Considerando que la expresion del canal de potasio Eagl es un marcador
temprano de cancer cervical, resulta interesante investigar si la PGE2 incrementa la

expresion del oncogen Eagl como parte de sus efectos oncogénicos.
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4. Hipotesis
La PGE; a través de los receptores EP2 aumentara la expresion génica del canal de

potasio Eagl e incrementara la proliferacién de células de cancer cervical.

5. Objetivo general
Estudiar los efectos de la activaciéon de los receptores EP2 por la PGE: sobre la

expresion génica del canal de potasio Eagl en la linea C33a de cancer cervical.

5.1. Objetivos particulares

a) Investigar si la PGE: incrementa la expresion génica del canal de potasio Eagl
en células C33a de cancer cervical.

b) Evaluar sila PGE; aumenta la proliferacion de las células C33a.

c) Determinar si la PGE; incrementa la produccion de AMPc intracelular en las
células C33a.

d) Estudiar la regulacion del promotor Eagl por la PGE: en las células C33a.
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6. Materiales y métodos
6.1. Cultivo celular

En este trabajo utilizamos a las células C33a como modelo del cancer cervical. Esta
linea celular establecida tiene como caracteristicas relevantes que: a) expresa niveles
basales de Eagl y b), que no contiene secuencias de VPH. Las células C33a (ATCC,
E.E.U.U.) se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco,
E.E.U.U.) alto en glucosa, suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 5% y
antibioticos (penicilina 50 unidades/mL y estreptomicina 50 pug/mL, Gibco, E.E.U.U.),
a 372C y COz al 5%. Las células fueron sembradas en cajas Petri con medio DMEM
suplementado con SFB tratado con carbén dextran y posteriormente incubadas con
etanol como vehiculo o PGE2 1 x 10-¢ M (Sigma-Aldrich, E.E.U.U.) durante 24 horas. En

general, los experimentos se realizaron en cultivos con células al 75% de confluencia.

6.2. Radioinmunoanalisis de AMPc
Las células C33a fueron cultivadas en cajas de 24 pozos (300 x 103 células por pozo)
con medio DMEM suplementado con 3-isobutil-1-metilxantina 200 uM (IBMX, Sigma-
Aldrich, E.E.U.U.), el cual es un inhibidor de fosfodiesterasas que degradan al AMPc.
Las células fueron incubadas durante 24 horas a 372C con vehiculo (EtOH), PGE2 (1
uM) y toxina de célera (TC, 10 ng/mL) como control positivo, ya que activa a la
adenilato ciclasa y aumenta los niveles de AMPc intracelular. A las 24 horas se
removié el medio y las células fueron colocadas en hielo. La cuantificaciéon de AMPc
intracelular se llevé a cabo en las células en cultivo por radioinmunoanalisis
utilizando un anticuerpo especifico anti-AMPc (Calbiochem, E.E.U.U.) como se
describié previamente [98]. Para ello, se retir6 el medio y las células se lisaron en
amortiguador RIPA con IBMX 0.1 mM. Los homogenados celulares fueron calentados a
952C durante 5 min para inactivar a las fosfodiesterasas. Los extractos celulares, asi
como la sal de sodio del AMPc utilizada como estandar, fueron diluidas en acetato de
sodio pH 4.7 y acetiladas con una mezcla 2:1 de trietilamina y anhidrido acético. Las
muestras se incubaron durante 18 h a 42C en presencia del anticuerpo anti-AMPc
1:3000 en solucién de acetato de sodio 50 mM pH 6.1 con albimina de suero bovino
0.1%. El éster tirosilmetilico del AMPc 2’-O-monosuccinilado (Sigma-Aldrich)
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marcado con 125] (Amersham Pharmacia Biotech) por el método de la cloramina T, se
purificé en una columna de dietilaminoetilcelulosa. El trazador fue utilizado a razén
de 10000 cpm por tubo. Después de 18 h a 42C, se determind la radiactividad presente
en los precipitados en un contador gamma (Crystal Plus multidetector RIA system,

Packard Instrument Company, E.E.U.U.).

6.3. Analisis de la expresion génica
Para evaluar la expresion del gen Eagl en las células C33a, se realiz6 la extraccion del
RNA total que se proces6 por la reaccién de la transcriptasa reversa (RT), y
posteriormente, por la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR) de

la siguiente manera:

6.3.1.  Extraccion de RNA total
Para extraer el RNA total de las células C33a cultivadas en cajas Petri de 100 mm? (1 x
106 células por caja) se utilizé TRIzol (Invitrogen, E.E.U.U.), de acuerdo a la técnica
descrita por Chomczynski y Sacchi [99]. El TRIzol disolvié los componentes celulares y
permitié la extraccion de los RNAs preservando su integridad. Las células fueron
homogenizadas con 1 mL de TRIzol y cada homogenado fue extraido con 200 pL de
cloroformo frio. Los tubos se centrifugaron a 14,000 rpm durante 45 minutos y 4°C,
paso que permite la formacién de una fase acuosa y una fase organica. La fase acuosa
contiene el RNA y fue transferida a tubos nuevos, a los cuales se les agregé
isopropanol para precipitar el RNA, el cual se recolect6 mediante centrifugacion
(14,000 rpm, 30 minutos, 42C). EI RNA se lavé con etanol al 75% y fue centrifugado
nuevamente (14,000 rpm, 10 minutos, 42C). Al término se invirtieron los tubos para
evaporar el etanol residual y se disolvio el RNA obtenido en agua tratada con
dietilpirocarbonato (DEPC). La integridad del RNA se evalué por electroforesis
desnaturalizante en geles de agarosa. La cantidad y pureza del RNA se evalu6
mediante espectrofotometria a longitudes de onda de 260 y 280 nm y se almaceno a -

802C para posteriormente procesarlo por la reaccion de RT y qPCR.
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6.3.2.  Reaccion de la transcriptasa reversa (RT)
Esta técnica se basa en la sintesis de DNA a partir de una molécula base de RNA por
accion de la enzima transcriptasa reversa. Para la generacion del DNA
complementario (DNAc), se realizé una primera mezcla con RNA total (5 pg), oligo-
dT (50 uM) y agua grado PCR (volumen total de 13 pL), que fue sometida a un proceso
de desnaturalizaciéon (652C/10 min), en el cual se linealiza el RNA. Dicha mezcla fue
colocada de manera inmediata en hielo para asegurar que las cadenas de RNA no se
volvieran a unir. A continuacién se afiadieron 4 uL de amortiguador 5X, 0.5 uL de
inhibidor de RNasa (40 U/uL), 2 uL de una mezcla de los 4 desoxirribonucleétidos
(dNTPs, 10 uM c/u) y 0.5 pL de la enzima transcriptasa reversa (20 U/uL), siguiendo
las indicaciones del estuche comercial Transcriptor First Strand cDNA Synthesis
(Roche, Alemania). El programa de PCR al que fue sometido el volumen final es 422C/
90 minutos/1 ciclo (sintesis del DNAc), 85°C/10 minutos/1 ciclo (desnaturalizacion
de la transcriptasa reversa) utilizando el termociclador Veriti 96 well Thermal Cycler

(Applied Biosystems, E.E.U.U.). El DNAc sintetizado se almacené a -202°C.

6.3.3. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR)
El DNAc se utilizé para la amplificacion mediante qPCR, la cual es una técnica que
permite la medicion cuantitativa de la expresion de genes. La técnica de qPCR
estandarizada en nuestro laboratorio emplea sondas de hidrélisis conocidas como
sondas Tagman (Roche, Alemania). Las sondas Tagman son secuencias cortas de DNA
complementarias a los DNAc que contienen fluorocromos donadores ubicados en el
extremo 5" y grupos aceptores localizados en el extremo 3". Cuando la sonda Tagman
se encuentra integra, la excitacion de los grupos donadores con una longitud de onda
apropiada (530 nm) resulta en la emision de fluorescencia, la cual es transferida a los
grupos donadores mediante transferencia de energia fluorescente resonante y
anulada por los grupos donadores. Durante el proceso de amplificacién, el
desplazamiento de la DNA polimerasa que tiene actividad 5’exonucleasa hidroliza a la
sonda en el extremo 5 liberando al donador, los nucleétidos y al aceptor. De esta

manera, el donador libre y espacialmente alejado del aceptor, emite fluorescencia que
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es captada por un lector con una intensidad de emisidn proporcional a la cantidad de
amplicones generados en cada ciclo.

Para realizar la qPCR se utilizd el estuche comercial Light Cycler Tagman Master de
Roche. Cada DNAc fue amplificado en un volumen final de 10 pL, utilizando una
mezcla de reaccion que contenia para cada 2 uL. de DNAc: 5.7 uL de agua grado PCR,
0.1 pL de sonda, 0.1 pL de oligonucleétido sentido, 0.1 pL de oligonucleétido
antisentido, 2 uL. de Tag DNA polimerasa (Master Mix 5X). La mezcla se colocé en
capilares de vidrio, los cuales se centrifugaron a 1 000 rpm durante 1 minuto y se
colocaron en el termociclador LightCycler 2.0 (Roche, Alemania), previamente

programado (Tabla 2).

Tabla 2. Protocolo de amplificacion de DNAc por qPCR

Ciclos | T (2C) Tiempo (s)
1 95 Activacion de la Taq DNA polimerasa y 600
desnaturalizacion inicial del DNAc
95 Desnaturalizacién del DNAc 10
45 60 Alineamiento 30
72 Alargamiento 1
1 4 Enfriamiento 0o

Para el disefio de los oligonucleétidos y las sondas especificas para cada gen se utilizo

el programa Universal Probe Library Assay Design Center de Roche (https://roche-

applied-science.com/index.jsp), del cual se adquirieron las secuencias (Tabla 3). El

andlisis del qPCR, relaciona la fluorescencia con la cantidad de producto de PCR que se
acumula durante el proceso. Para ello, utiliza el Cp (crossing point) de cada curva, el
cual representa el punto en el cual la intensidad de la fluorescencia excede la
fluorescencia basal en un ciclo dado. Después de ello, se realiza la cuantificacién
relativa que compara los niveles tanto del gen problema como el gen de referencia,
que en nuestros experimentos fue el gen L32, el cual codifica para una proteina
ribosomal y cuya expresion no se modificé con los tratamientos realizados a las

células C33a.

26


https://roche-applied-science.com/index.jsp
https://roche-applied-science.com/index.jsp

Tabla 3. Secuencia de los oligonucledtidos y sondas de hidrdlisis utilizadas

(Universal Probe Library, Roche).

Gen Secuencia Orientacion Amplicon No. Sonda
cctggaggtgatccaagatg Sentido
Eagl ccaaacacgtctccttttcc Antisentido 60 nt 49
. ggtgtgcagaaaatccaaaga Sentido
Ki67 actgtccctatgacttctggttg Antisentido 770t 73
132 gaagttcctggtccacaacg Sentido 77 nt 17
gagcgatctcggcacagta Antisentido
atggtggtgtcgtgcatct Sentido
EP1 cgctgcagggaggtagag Antisentido 86 nt 28
cctggctatcatgaccatcac Sentido
EP2 gtttcattcatatatgcaaaaatcgt | Antisentido 72t 68
EP3 tgatgtggagcgaccattt Sentido 98 nt 33
caggtgggaagaaatatgcaa Antisentido
ctceetggtggtgctcat Sentido
EP4 ggctgatataactggttgacga Antisentido 69 nt >8
i ctaccactcacccgcagact Sentido
c-Fos aggtccgtgcagaagtcct Antisentido 72t 67
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6.4. Estudios de transactivacion del promotor Eagl con la PGE:

Para la investigacion de los efectos de la PGE: sobre el promotor Eagl humano, se
utiliz6 un vector reportero previamente obtenido en nuestro laboratorio (datos no
publicados). Este vector reportero (pGL4, Promega, E.E.U.U.) contiene 850 pb del
promotor proximal del gen Eagl humano ligado a la secuencia codificadora de la
luciferasa de luciérnaga. Para fines de normalizacién de los resultados, utilizamos un
plasmido que codifica para la luciferasa de Renilla reniformis bajo el control del
promotor SV40. Estos plasmidos (o el plasmido vacio pGL4 como control negativo)
fueron cotransfectados con el reactivo Fugene HD (Roche, Alemania) en células C33a
cultivadas durante 24 h en cajas de 6 pozos a raz6n de 2 x 105 células/pozo.

Al siguiente dia, las células se lavaron con solucion salina y se agregaron los estimulos
de PGEz 1 uM y TC 10 ng/mL, usando medio DMEM HG suplementado con IBMX 200
uM. Los estimulos se dejaron durante 24 horas. Después de este tiempo se retir6 el
medio, se agregaron 500 pL/pozo de amortiguador de lisis pasiva 1X, se agitaron las
muestras 1 h/250 rpm, para después extraer los sobrenadantes a los que se les
realizaron los ensayos de luciferasa. Las actividades de las luciferasas de luciérnaga y
de Renilla fueron determinadas mediante el sistema Dual luciferase assay kit
(Promega, E.E.U.U.). Los resultados se expresaron como el cociente de las actividades
de la luciferasa de luciérnaga y de Renilla y fueron normalizados con los valores

obtenidos en el vehiculo, al cual se le asign6 un valor de 1.

6.5. Derivacion de una sublinea C33a transfectante estable del receptor EP2
Para cumplir con los objetivos propuestos, en este trabajo fue necesaria la derivaciéon
de una sublinea C33a que sobreexpresara al receptor EP2 humano. Para ello, se utiliz6
la linea celular de cancer de prostata PC3 (ATCC, E.E.U.U.), la cual presenta altos
niveles de expresion del gen EP2. El RNA total y el DNAc de las células PC3 se
obtuvieron como se describid previamente en los incisos 6.3.1 y 6.3.2. La secuencia
codificadora completa del receptor EP2 humano de 1076 pb se obtuvo por PCR de
punto final basado en una secuencia previamente descrita [100]. Los oligonucleo6tidos
utilizados fueron: 5’-tcaaaggtcagcctgtttact-3° y 5’-atgggcaatgcctccaatga-3” y la
reaccion de amplificacion se realizd con una DNA polimerasa de alta fidelidad (GC-
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RICH PCR System, Roche, Alemania). El programa de amplificacion fue el siguiente:
952C/3 min durante 1 ciclo; (952C/ 30 s; 552C/30 s; 722C/1 min 25 s) durante 10
ciclos; (95°C/30 s; 552C/30 s; 722C/ 1 min 30 s) durante 20 ciclos y un ciclo de
extension final a 722C durante 10 min. El producto de amplificacion fue separado en
gel de agarosa 1%, y la banda de 1076 pb fue extraida y purificada usando el kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, E.E.U.U.). El producto de PCR fue
ligado en el vector de expresion pcDNA3.1/V5-His-Topo (Invitrogen, E.E.U.U, Figura
7), el cual posee un promotor del citomegalovirus y que confiere resistencia al
antibiotico Geneticina o G418. Los pldsmidos fueron propagados en Escherichia coli
One Shot TOP10 (Invitrogen, E.E.U.U.), mediante transformacién quimica y las
bacterias portadoras de plasmidos fueron seleccionadas por la expresién funcional de
la B-lactamasa. El DNA plasmidico de algunas colonias resistentes a la ampicilina se
purificé y usando los oligonucleétidos de la tabla 4, se verifico la presencia y la

direccionalidad del inserto.

Tabla 4. Oligonucledtidos para verificar la presencia y la direccion del inserto del

DNAc de EP2 en el vector pcDNA3.1/V5-His-Topo.

Oligonucleotido Secuencia

T7 5’-taatacgactcactataggg-3’

EP2R

5’-gcccagceatggtaaactcgece-3°

El plasmido que tiene el inserto del DNAc de EP2 en la direccién correcta se denominé
EV EP2 Sy es el que se utilizé para la expresidn del EP2. Por el contrario, se obtuvo un
plasmido que contiene el inserto posicionado al revés con respecto al promotor CMV.
Este vector se denomindé EV EP2 AS y se utiliz6 como un control negativo de la
expresion del receptor EP2. En ambos casos se verifico la secuencia de nucleo6tidos de
cada inserto por secuenciacién automatica de DNA (Genetic Analyzer ABI PRISM
3100, Applied Biosystems, E.E.U.U.).

Los plasmidos EV EP2 (S y AS) se obtuvieron en gran escala mediante sistemas de
maxipreparacion basados en el método de lisis alcalina (PureYield Plasmid Maxiprep
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System, Promega). Los plasmidos fueron cuantificados y con ellos se transfectaron por
separado células C33a utilizando el reactivo Polyfect (Qiagen). Después de 48 h fue
agregado el medio selectivo (DMEM alto en glucosa, SFB 5% suplementado con G418
600 pg/mlL, Gibco, E.E.U.U.). El G418 es un aminoglucésido que inhibe la sintesis de

proteinas y en este estudio se utiliz6 para eliminar las células C33a no transfectadas.

PCR [
JN Product

pcDNA3.1/
V5-His-TOPO

Figura 7. Mapa del vector de expresion pcDNA3.1/V5-His-Topo. El vector
contiene: Pcmv, promotor-enhancer de citomegalovirus el cual facilita la alta expresion
de proteinas recombinantes, region BGH pA, que da la sefial de poliadenilacién de la
hormona de crecimiento de bovino y la secuencia de terminacion de la transcripcion,
f1 ori, permite la replicacion de DNA de cadena sencilla, region SV40 ori, permite la
alta expresion de los marcadores de seleccion de neomicina (G418, seleccion de
transfectantes estables en células de mamifero) y ampicilina (seleccion del vector en
E. coli), region SV40 pA, aumenta la eficiencia en la terminacion de la transcripcién y
poliadenilacién del RNAm, y una regién pUC, que permite un alto crecimiento y
replicacién en E. coli.

Las células transfectadas seleccionadas se sembraron en medio selectivo con G418
100 pg/mL, concentracion a la cual se realizaron el resto de los experimentos.
Durante la seleccion se obtuvieron dos clonas: las células transfectadas con el vector
de expresion EV EP2 S, a las que llamamos C33a EP2 S, asi como células transfectadas

con el vector no funcional, EV EP2 AS, a las que nombramos C33a EP2 AS. En las
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células C33a EP2 (S y AS) se realizaron todos los experimentos que previamente se

habian efectuado en la linea C33a parental.

6.6. Analisis de datos
Los datos se presentan como la media * la desviaciéon estandar. El significado
estadistico se determiné mediante las pruebas estadistica t de Student y ANOVA. Las
diferencias entre los tratamientos se consideraron significativas cuando el valor de P<

0.05.
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7. Resultados

7.1. Losreceptores EP2, EP3 y EP4 se expresan en las células C33a
En primer lugar se investigd si los genes de los receptores EP1, EP2, EP3 y EP4 se
expresan en la linea celular C33a de cancer cervical. Para ello, las células fueron
tratadas con etanol como vh y PGE2 1 uM y la expresion génica de cada receptor se
evalu6 por RT-qPCR. La Figura 8 muestra que las células C33a expresan basalmente

los RNAm de los receptores EP2 (A), EP3 (B) y EP4 (C).
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Figura 8. El RNAm del receptor EP2 se incrementa por la PGE: en las células
C33a. La deteccion y cuantificacion del RNAm de los diferentes receptores EP en
células C33a se realizé por medio de RT-qPCR. Las células se estimularon con PGE> 1
uM y etanol como vehiculo durante 24 horas. Cada barra muestra la expresion génica
relativa de los receptores EP2 (A), EP3 (B) y EP4 (C) respecto al gen constitutivo L32.
El RNAm del receptor EP1 no se detect6 bajo ninguna condicién experimental (datos
no mostrados). Los datos son presentados como el promedio * la desviaciéon estandar
de 3 diferentes experimentos. * P<0.05 respecto al vehiculo.

El RNAm del receptor EP1 no pudo ser detectado bajo ninguna condicion
experimental por lo que concluimos que la linea C33a no expresa de manera endégena

dicho receptor. Cuando las células C33a se incubaron con PGE, se observo que la
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expresion génica de EP2 se incremento significativamente en un 70% (Figura 8A)
mientras que no se detectaron cambios significativos con los receptores EP3 y EP4
(Figura 8 B y C). Aunque no se realizaron los experimentos para la deteccion de las
proteinas por western blot, la deteccion de los RNAm de EP2, EP3 y EP4 nos
proporcioné evidencia so6lida de que las células C33a pueden ser un modelo para el

estudio de procesos regulados por la PGE2 porque expresa 3 de sus 4 receptores.

7.2. La PGE:incrementa la sintesis de AMPc en las células C33a
Los receptores EP2 y EP4 activan proteinas Gs, incrementando los niveles de AMPc
intracelular. Puesto que la Figura 8 muestra que la PGE; incrementa la expresion del
gen EP2 nos propusimos investigar si la PGE2 promueve la generacién de AMPc. Para
ello se estimularon células C33a con etanol como vehiculo, PGE2 1 uM y toxina del
célera (TC, 10 ng/mL) como control positivo de la produccién de AMPc. Las
incubaciones se realizaron durante 24 horas en presencia de IBMX (200 uM) como
inhibidor de fosfodiesterasas, las cuales degradan el AMPc. Los resultados en la
Figura 9 muestran que las células tratadas con el vehiculo producen 0.65 * 0.09
pmoles/mL de AMPc mientras que las células incubadas con PGE; y TC sintetizan
significativamente mas AMPc (1.29 * 0.22 pmoles/mL y 18.81 * 1.22 pmoles/mL,
respectivamente). Con ello se corrobora que la PGE; incrementa la sintesis de AMPc

en las células C33a.

7.3. La PGE: incrementa la proliferacion de las células C33a

Para investigar si la PGE2 incrementa la proliferacién de las células C33a, se incubaron
células con etanol como vehiculo o con PGEz 1 uM en medio DMEM sin suero y
suplementado con IBMX 200 uM para evitar la degradaciéon del AMPc producido. En
estas células se evalud la expresion del gen Ki67, el cual incrementa su expresion en
estados proliferativos [101]. Adicionalmente, determinamos la actividad metabdlica
relativa como una aproximacion para investigar si la PGE2 incrementa la proliferacion
de las células C33a. De acuerdo a lo esperado, la expresion génica de Ki67 y la

actividad metabdlica relativa fueron significativamente mayores tras el estimulo con la
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PGE: (Figura 10 A y B), lo cual nos indicé que la PGE2 es un agente mitogénico en este

modelo de cancer cervical.
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Figura 9. La PGE: incrementa la sintesis de AMPc en las células C33a. La
cuantificacion del AMPc total se realiz6 por medio de radioinmunoanalisis. Las células
fueron tratadas con PGE; 1 uM y etanol como vehiculo. Se utiliz6 toxina del célera
(TC) 10 ng/mL como control positivo de la produccién de AMPc. Los estimulos se
dejaron durante 24 horas en presencia de IBMX 200 uM. Los datos son presentados
como el promedio + la desviacién estandar de 3 diferentes experimentos. * P<0.05
respecto al vehiculo.
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Figura 10. La PGE: incrementa la proliferacion en células C33a. A) El RNAm del
gen Ki67 fue cuantificado por medio de RT-qPCR. Las células se estimularon con PGE>
1 puM y etanol como vehiculo durante 24 horas. B) La actividad metabdlica se
determiné por medio de ensayos de proliferacién celular con el sistema XTT. Las
células estuvieron en contacto con PGEz 1 uM durante 14 dias en presencia de IBMX
200 pM. Los datos son presentados como el promedio * la desviacion estandar de 3
diferentes experimentos. * P<0.05 respecto al vehiculo.
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7.4. La PGE: no tiene efecto sobre la expresion génica del canal Eagl en las
células C33a

La induccion del gen Ki-67 por la PGE: sugiere que este lipido podria incrementar la
expresion de oncogenes importantes, entre los cuales seleccionamos a Eagl y c-Fos.
Estudios previos demostraron que c-Fos incrementa su expresion por la PGE2 en
modelos de cancer de prdstata [67]. Por otra parte, Eagl es un marcador temprano de
cancer cervical que ha sido ampliamente estudiado por nuestro grupo de trabajo [92].
De manera sorprendente, los resultados de la Figura 11 Ay 11 B indican que la PGE:
no tiene efecto alguno sobre la expresion de c-Fos y Eagl, pero un dato interesante es
que el aumento de los niveles de AMPc por la toxina del célera, incrementa
significativamente la expresion del RNAm de estos oncogenes. Estos datos sugieren
que los niveles altos de AMPc promueven la transcripcién de estos oncogenes por vias
de sefializaciéon dependientes de este segundo mensajero. Adicionalmente, estos
resultados indican que las células C33a contienen la maquinaria molecular necesaria

para el estudio de genes regulados por la proteina cinasa A.
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Figura 11. La PGE: no tiene efecto sobre la expresion génica del canal Eagl en
las células C33a. La cuantificaciéon del RNAm de los genes c-Fos (A) y Eagl (B) se
realizé a través de RT-qPCR. Las células se estimularon con PGE; 1 uM y etanol como
vehiculo, asi como toxina del Célera (TC) 10 ng/mL, en presencia de IBMX 200 puM
durante 24 horas. Los datos son presentados como el promedio * la desviacién
estandar de 3 diferentes experimentos. * P<0.05 respecto al vehiculo.

35



Tomando en cuenta lo anterior, nos propusimos la generacidon de una subclona de la
linea C33a que expresara altos niveles del receptor EP2 mediante la seleccion de
transfectantes estables que contuvieran un vector de expresion del receptor EP2 bajo

el control de un promotor fuerte.

7.5. Derivacion de una sublinea C33a transfectante estable para EP2
La informacién detallada de la generacion de esta subclona se encuentra en la seccion
de “Material y métodos”. Baste mencionar que se obtuvieron dos subclonas de células
C33a: a) una de ellas que es transfectante estable para un vector de expresion de EP2
y que denominamos C33a EP2 S y b) una clona transfectante estable que no codifica
para proteina alguna y que denominamos C33a EP2 AS, la cual nos sirvié6 como un
control negativo. La evaluacion de la funcionalidad de cada subclona se llevé a cabo
por RT-qPCR en donde se demostré que las células C33a EP2 S sobreexpresan el

RNAm de EP2 (datos no mostrados).

7.6. La PGE: incrementa la proliferacion celular, la sintesis de AMPc y la
expresion de los oncogenes c-Fos y Eagl en las células C33a
transfectantes estables para EP2

Para investigar si el receptor EP2 participa en el incremento de la proliferacion de las
células C33a por la PGE;, las sublineas C33a EP2 (S y AS) fueron incubadas en
presencia de etanol como vehiculo, PGE2 1 pM y con TC y se evalu6 en ellas la
producciéon de AMPc y la proliferacion celular como se describié anteriormente. La
Figura 12 A muestra que el tratamiento con PGE; incrementd la proliferacion de
ambas sublineas. Es notable sefialar que en las células C33a EP2 S se observé una
tendencia no significativa hacia mostrar una mayor proliferacion respecto a la clona
que no sobreexpresa al receptor EP2 (Figura 12 A). En contraste, la mayor expresion
del receptor EP2 se relacion6 con la mayor produccién de AMPc (Figuras 12 B y C).
Estos resultados demuestran por un lado que el vector de expresion de EP2 utilizado
es funcional y por otro lado, que parte de los efectos proliferativos de la PGE2 son

debidos a la activacion del receptor EP2.
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Figura 12 (pagina anterior). La PGE: induce la sintesis de AMPc e incrementa la
proliferacion en las células C33a EP2 S. (A) Las células C33a EP2 S (S) y C33a EP2
AS (AS) se incubaron con etanol como vehiculo o PGE2 1 uM en presencia de G418 100
ug/mL e IBMX 200 uM durante 14 dias y la actividad metabdlica relativa se evalué con
el sistema XTT. Por otro lado, las células C33a EP2 S (B) y C33a EP2 AS (C) se
incubaron durante 24 h con vehiculo, PGE2 o toxina del célera (TC) 10 ng/mL y la
cuantificacion del AMPc intracelular se determin6 por radioinmunoanalisis. Los datos
son presentados como el promedio * la desviacion estandar de 3 diferentes
experimentos. * P<0.05 respecto al vehiculo.

Considerando los resultados de la Figura 12, nos propusimos investigar si la mayor
sintesis de AMPc debido a la mayor expresién del receptor EP2 es capaz de
incrementar la expresion génica de los oncogenes c-Fos y Eagl. En efecto, la Figura 13
B y D muestra que la expresion génica de c-Fos y Eagl se incrementa
significativamente por la PGE2 con respecto a los controles (Figura 13 Ay C). En todos
los casos, la TC incrementé la expresion de ambos oncogenes (Figura 13 A-D).

Dado que la expresion del Eagl es considerada como un marcador temprano de
cancer cervical, nuestros estudios se enfocaron a la regulacion de este canal de potasio
a nivel de su promotor ya que los resultados obtenidos sugieren que el aumento de la
concentracion intracelular de AMPc via el receptor EP2 activa los mecanismos que

regulan la expresion de este oncogen.

7.7. El promotor del Eagl se induce tras la activacion del receptor EP2 por la
PGE:

Para probar si los efectos de la PGE2 sobre la induccion del gen Eagl requieren de la

activacion de su promotor, realizamos estudios de transactivacion utilizando un

plasmido reportero con el gen de la luciferasa bajo el control de la regiéon promotora

del gen Eagl humano. Para ello, las células C33a EP2 S y AS fueron cotransfectadas

con el vector reportero que contiene el promotor Eagl y con un vector para la

normalizacion de los resultados.
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Figura 13. La PGE: incrementa la expresion de los oncogenes c-Fos y Eagl en las
células que sobreexpresan el receptor EP2. La cuantificacion del RNAm de los
genes c-Fos (A, B) y Eagl (C, D) se realizé6 mediante RT-qPCR. Las células C33a EP2
(AS y S) se estimularon con PGE2 1 uM y etanol como vehiculo, asi como toxina del
colera (TC) 10 ng/mL durante 24 horas. Los experimentos se realizaron en presencia
de IBMX 200 uM y G418 100 pug/mL. Los datos son presentados como el promedio * la
desviacién estandar de 3 diferentes experimentos. * P<0.05 respecto al vehiculo.

La Figura 14 revela que el promotor Eag1 se activa significativamente por la PGE2 s6lo
en células que sobreexpresan el receptor EP2. De acuerdo a lo esperado, el efecto mas
pronunciado sobre la activacién del promotor se observé cuando ambas sublineas
fueron incubadas con TC. Estos resultados indican que el efecto de la PGE> via EP2
sobre el gen Eagl es el incremento de la tasa de transcripcidon debido a un efecto sobre
su region promotora.

Para investigar el mecanismo por el cual ocurre esta regulacidon consideramos que una
via clasica por la cual actian moléculas de senalizacion que generan AMPc como
segundo mensajero es la activacién de la maquinaria de transcripciéon a través de
secuencias de DNA conocidas como elementos de respuesta a AMPc (CRE) y la unién
de una proteina a estas secuencias (CREB).
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Figura 14. El promotor del gen Eagl se activa por la PGE: en células cervicales
que sobreexpresan el receptor EP2. Las células C33a EP2 S y AS fueron
cotransfectadas con el plasmido reportero que contiene 850 pb del promotor Eagl
humano y el plasmido normalizador que codifica para la luciferasa de Renilla bajo el
control del promotor SV40. Después de 24 h de transfeccion, las células se incubaron
durante 24 h adicionales con etanol como vehiculo, PGE; 1 uM y toxina del célera (TC)
en medio con IBMX 200 uM y G418 100 pg/mL. Los resultados se expresan como
actividad relativa de luciferasa. Los datos son presentados como el promedio * la
desviacion estandar de 3 diferentes experimentos. * P<0.05 respecto al vehiculo.

Un estudio bioinformatico realizado en una secuencia de 850 pb del promotor
proximal de Eagl con el programa MatInspector [102] reveld la presencia de 6 sitios
de union potenciales para CREB (Figura 15). Por tanto, resultd interesante investigar
si los efectos inductivos de la PGE2 via la union al receptor EP2 se deben a la

activacion del promotor Eagl mediante la proteina CREB.

7.8. La activacion del promotor proximal del Eagl por la PGE: es un proceso
mediado por la proteina CREB

Para investigar la participacion de la proteina CREB en la regulacion del promotor

Eagl mediado por la PGE; utilizamos una estrategia que consistio en la

sobreexpresion de la proteina CREB normal o una proteina CREB dominante negativa.
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CTGTCCAGARAACCTTGGGTGTATGTGGTTCTTCCGTATACCAGGGGTCAGCTGTARARR

CTAACTGTATCCTCTGCACTACAGACTACCCTTCAAGCCAAAGCCAC|ECHMNEIOYMFVT T
C/EBP
AATGCTGCCCCTCT CCWAT TCGCCCTTAGAGACAAGTCCACCCCTTTGATGTTTG
CRE
TCAGGCAGT TINEININCTCGATCATACCAAACATCAGGAGCCTGCATTTGTGTCTACGGTA
CRE
ARAMRACARCCCAAGACAACTCTTCTGAAGCTGAATCTGCCAGTCACTCTARATCTGCACT

ATTGCAATACGACTTCATTAATTACTESISARACACTGGCCTAGAAT CA A EEINEleeleten
CRE C/EBP

BACTTTCACTAGTCAGGCTAACCTTACAGGARGGCAAGAAGGTGTTCCCAGAGCCTCACA

GGTCCCGGGGGCCCCGGCCTGARACAGAGCARAGGARGAGAGT TACATCAGCACGCTCC

CCTAAGACTTGTTGGGGETGAATCCGCCCTGARAAGCTEMINMNCANT GCCCTCCTCTCCA

CRE
CCCAGCCCATGGCACAT CCIIENMSACATTTCCCGGCHENNEC CAGAGGGETGGCGCTGCC
CRE CRE

GTCCCAGCCTTGGTCCACGGCCGCCCGCCACTTCCCTGCCTCTGCGEGAGCCCCCCAGT
TTGGTCTCCCGCAGGCCGGCGEETGGEEGCACGAGCCCGETAGEGGGGCECCGCCGGCCCAG
GCGCCGCTGCTCCCTCCGCCCACCCGGAGGCGGCTGCCGCTAGCCGAGGCCGGCGEGAG

=> TSS
TGCACTGCGAGGCGGGCCGCAGGGAGGGAGGCGCGAAGAGGGCGCGAGGGTAEEAGCCM
GAGGGA

Figura 15. El promotor proximal del gen Eagl (0.85 kb) contiene potenciales
elementos de respuesta a AMPc. Se realiz6 un analisis computacional sobre la
region promotora del gen Eagl con el programa Matlnspector [102]. Se muestran
resaltados 6 sitios CRE potenciales. TSS= sitio de inicio de la transcripcion.

Para este proposito, utilizamos plasmidos de expresion que codifican para la proteina
CREB nativa (CREB) o la proteina CREB133, una proteina mutante que presenta una
sustitucion de serina por alanina en la posicion 133. Esta mutacion impide la
fosforilacién por la proteina cinasa A evitando la transcripcién.

Las células C33a EP2 S se cotransfectaron con los vectores de expresion para CREB o
CREB133 junto con el vector reportero con el promotor Eagl y el vector normalizador
con la luciferasa de Renilla y posteriormente se realizaron los estimulos con vehiculo,
PGE; y TC. En la Figura 16 se observa que el promotor proximal Eagl se activo

significativamente por la PGE2 y la TC inicamente en las células que sobreexpresan la
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proteina CREB nativa. El uso de la dominante negativa de CREB mostré una actividad
reducida del promotor Eagl con todas las condiciones experimentales (Figura 16). En
conjunto, los datos de la Figura 16 indican que la proteina CREB participa en la

induccién del gen Eagl mediado por la PGE:.
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Figura 16. La activacion del promotor proximal del Eagl por la PGE: es mediado
por la proteina CREB. Las células C33a EP2 S fueron cotransfectadas con: a) vectores
de expresion de la proteina CREB nativa (CREB) o con un plasmido que codifica para
una mutante dominante negativa (CREB133) y b) el vector reportero que contiene la
region promotora del gen Eagl y el vector normalizador que codifica para la luciferasa
de Renilla. Después de 48 h de transfeccion, las células se incubaron durante 24 h
adicionales con vehiculo, PGE2z 1 puM y toxina del c6lera 10 ng/mL en medio
suplementado con IBMX 200 uM y G418 100 pg/mL. Los resultados se expresan como
actividad relativa de luciferasa. Los datos son presentados como el promedio * la
desviacién estandar de 3 diferentes experimentos. * P<0.05 respecto al vehiculo
(CREB); ** P<0.05 respecto al mismo tratamiento (CREB).
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8. Discusion

Los carcinomas cervicales son una de la principales causas de muerte en la poblacion
femenina [1]. La infeccién por los VPH de alto riesgo es el principal agente etioldgico
del desarrollo de carcinomas cervicales. Sin embargo, se han reconocido diversos

factores promotores de este tipo de neoplasia.

Desde hace varios afios se ha sugerido que el semen contiene factores promotores del
cancer cervical. En particular, diversos estudios han revelado que ese factor promotor
del cancer cervical corresponde a la PGEz, la cual también participa en la fisiopatologia
de otro tipo de tumores como los gastrointestinales. En este trabajo realizado en un
modelo de cancer cervical encontramos que la PGE; al interactuar con el receptor EP2
expresado abundantemente, dispara una serie de eventos que conduce a la sintesis de
AMPc, la activacion de la proteina CREB y la inducciéon de un marcador temprano de
cancer cervical, el canal de potasio Eagl. De manera colateral, observamos que la PGE:
incrementa la tasa de proliferacion de las células C33a que sobreexpresan al receptor

EP2.

En varios estudios se ha demostrado que el canal Eagl se expresa abundantemente en
diversos tipos de tumores. En el cérvix, este canal se expresa desde los estadios
tempranos del desarrollo de esta neoplasia [93]. Nuestro grupo ha descrito que
factores causales de este tipo de cancer, como son las proteinas oncogénicas E6 y E7
de los VPH de alto riesgo y los estrégenos, incrementan la expresion del Eagl en
células de cancer cervical. En este estudio utilizamos una linea celular carente de
secuencias de VPH para evitar interferencias con las proteinas oncogénicas virales.
Aun en este contexto, la PGE2, en el rango de concentracién micromolar, fue capaz de
incrementar la tasa de expresion del Eagl y la proliferacion celular. Es de destacar que
existen otros estudios que han concluido que la PGE2, en concentraciones similares a
las halladas en el semen, activa diversos blancos de interés en el cancer como el factor
de crecimiento del endotelio vascular [103], el receptor del factor de crecimiento
epidérmico [104] y el oncogen c-Fos [67]. De manera interesante, la PGE2 del plasma
seminal promueve el cancer cervical debido al incremento de la expresion tanto de
sus receptores como de las enzimas COX encargadas de su sintesis como se ha

43



descrito en otro tipo de tumores como los colorrectales [26,103,105]. Todas estas
evidencias sefialan a la PGE2 como un factor que participa en el inicio, promocién y

desarrollo del cancer.

Nuestros datos revelan que, bajo el estimulo de la PGE3, se incrementa la expresion
génica del receptor EP2 en las células C33a. Este receptor al ser activado por la PGE2,
promueve la proliferaciéon de las células C33a, de manera semejante a lo descrito en
otros modelos de cancer cervical [106] y en carcinomas colorrectales [107].
Adicionalmente, la interaccién EP2-PGE; promueve la angiogénesis y la progresion

tumoral [108,109].

El aumento en la expresion del receptor EP2 y su activacion por la PGE: en las células
C33a resulté en la acumulacion de AMPc. De manera sorprendente, la expresion
génica del canal Eagl no se increment6 bajo estas condiciones pero si fue inducido
con la toxina del célera, la cual provocé una gran acumulaciéon de AMPc. De manera
interesante se observo este mismo patrén con c-Fos, el cual es un gen regulado por la
PGE; a través de un mecanismo dependiente de AMPc [67]. Estos resultados indican
que en las células C33a existe un umbral de AMPc para observar efectos gendmicos
dependientes de este segundo mensajero. Para superar este umbral, derivamos una
linea que tiene una mayor tasa de produccion de AMPc como resultado de la
sobreexpresion del receptor EP2. En este modelo, observamos que tanto c-Fos como
Eagl incrementaron su expresion por efecto de la PGE». Nuestros datos sugieren que
la unién de la PGE: al receptor EP2 activa a la adenilato ciclasa promoviendo la
sintesis de AMPc. Este segundo mensajero activa a la PKA, la cual fosforila a la
proteina CREB en su residuo de serina 133 [110]. La proteina CREB fosforilada en la
serina 133 recluta una serie de coactivadores y moduladores transcripcionales
indispensables para la regulacion de la expresion génica dependiente de receptores
generadores de AMPc. La proteina CREB es esencial en el control del crecimiento
celular, la progresion a través del ciclo celular y la supervivencia celular y existen
estudios que han mostrado que esta proteina participa en el desarrollo de diversos

tipos de cancer [111].
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Entre los blancos de CREB hay genes que se encuentran relacionados al metabolismo,
ciclo celular, supervivencia celular y reparacién del DNA. El analisis computacional en
la region proximal del promotor Eagl revel6 varios sitios CRE potenciales. Los
resultados de este estudio con el uso de vectores de expresion revelaron que la
proteina CREB participa en la regulacion de la expresion del gen Eagl por la PGE,
probablemente por interaccion con alguno de los sitios CRE potenciales presentes en
su regiéon promotora. Estos resultados son de gran interés porque implican que otros
sistemas de sefializacion dependientes de AMPc a nivel de la membrana pueden
incidir en la expresiéon de un gen cuya actividad promueve el desarrollo del cancer.
Hasta el momento no se conoce el mecanismo oncogénico del Eagl y aparentemente
la actividad conductora de potasio a través de este canal no es indispensable para su
actividad neoplasica [95]. Se ha sugerido que parte de los efectos oncogénicos del
canal Eagl se deben a su interferencia con la homeostasis celular del oxigeno,
particularmente a través de la activacién del factor inducible por la hipoxia (HIF-1)
que conduce a un estado proangiogénico secundario a la mayor sintesis del VEGF en

los tumores [95].

Nuestros datos dan evidencia en parte, de la base molecular donde la PGE> controla la
cascada de sefializacion que permite la expresion de varios oncogenes que regulan la
progresion del cancer cervical. En este trabajo también evaluamos la expresion del
oncogén c-Fos como un control positivo de los efectos de la PGE;. c-Fos al interactuar
con c-Jun forma el factor de transcripcion AP-1, el cual integra sefiales extracelulares
en cambios en la expresion de genes que poseen secuencias de union para este
heterodimero [112]. El factor AP-1 es un regulador importante de la apoptosis y de la
proliferacion celular, razones por las cuales juega un papel en la fisiopatologia del
cancer. En el cancer cervical, el factor AP-1 participa en la regulacion transcripcional
de HPVs de alto riesgo considerados agentes causales de esta enfermedad [113]. Por
ende, el incremento en la expresion de c-Fos observado en este trabajo y en estudios
previos refuerzan el papel oncogénico de la PGE2 en el cancer cervical [67]. Por otra
parte, en este trabajo observamos que la PGE; incrementé la expresion de Ki67, un

gen ampliamente utilizado como marcador de proliferacién celular [101]. En conjunto,
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estas observaciones y la induccion del gen Eagl por la PGE2 apoyan el concepto
controversial que indica que el contacto prolongado del semen con el epitelio cervical
es un factor que incrementa el riesgo del desarrollo de cancer [18,103]. Esto
implicaria que el bloqueo de la interaccién entre la PGE: y su receptor EP2 puede ser

una alternativa terapéutica en el tratamiento y la prevencién del cancer cervical.
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Conclusiones
e La PGE: incrementa la expresion del gen Eagl a través de un mecanismo de

activacion de su promotor que involucra a la proteina CREB.

e El aumento en la expresion de los oncogenes Eagl y c-Fos es dependiente de la

generacion de AMPc por la interaccion de la PGE> con el receptor EP2.

e La PGE; aumenta la expresion del gen Ki67 y la proliferacion de las células

C33a.
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