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1.- ABREVIATURAS

e ADN: Acido desoxirribonucleico.

e AhR: Receptor de hidrocarburos Arilo.

e ARN: Acido ribonucleico.

e ARNm: Acido ribonucleico mensajero.
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e RBS: Tampdn de sefalizacion recesivo.
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2.- RESUMEN

Segun GLOBOCAN el CaCu es el segundo cancer mas comun en incidencia y
mortalidad en las mujeres mexicanas y a nivel mundial ocupa el cuarto lugar en

mortalidad.

El virus del papiloma humano (VPH) se ha considerado como la segunda infeccion
mas comun entre mujeres de todo el mundo. Es un virus que no presenta una
sintomatologia clara y evidente hasta un tiempo considerable después de la
infeccion primaria; éste se encuentra fuertemente asociado con el desarrollo de
lesiones benignas (condilomas o papilomas) facilmente controlables; sin embargo,
los VPH de alto riesgo como el 16 y 18 que infectan el tracto genital, estan asociados
con la formacion de lesiones malignas o precancerosas que pueden derivar en

cancer cervicouterino (CaCu).

Por otra parte, existen otros factores que promueven el desarrollo de cancer, como
la activacion del receptor de hidrocarburo arilo (AhR) el cual, se une con alta afinidad
a los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) que se encuentran en diferentes
fuentes como el humo del tabaco, las emisiones de los motores diesel y el consumo
de combustibles como el carbdén. Estudios en ratones genéticamente modificados
sugieren que el AhR tiene un papel importante en la carcinogénesis. Este factor
activado a traveés de su heterodimerizacion induce la expresidon de genes diana que
codifican para enzimas implicadas en desintoxicacién, tanto de la fase | (citocromos
P450, CYP450) como de la fase Il (transferasas).

Sin embargo, el papel del AhR no se limita a ser el mediador de efectos toxicos por
exposicion a compuestos como los HAP, ya que recientemente se ha observado
qgue es el responsable de la expresion de genes que participan en la ubiquitinacion
de proteinas (las cuales posteriormente son degradadas). La ubiquitinacién

consistente en la adiciéon de una o varias moléculas de ubiquitina, una proteina
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pequefa, de manera covalente a proteinas blanco en residuos de lisina. Existe poca
informacion acerca de la regulacion transcripcional de los genes que codifican

ubiquitina.

Por lo tanto, se investigd el papel del AhR en la modulacion del sistema ubiquitina
proteasoma a través de la regulacion de la transcripcion del gen Ube2I3, una enzima
de conjugacion de ubiquitina, la cual estda implicada en la ubiquitinacion y
degradacion de la proteina p53 utilizando como modelo de estudio tejido de
endoceérvix canceroso positivo para VPH 16 y 18 y tejido sin cancer. Se realizé RT-
PCR para medir los niveles de transcrito de los genes Ube2I3 y CYP1A1l y a nivel
de proteina se realiz6 por medio de Western blot, utilizando como proteina
constitutivas GAPDH.

Los resultados sugieren una tendencia en el aumento de los niveles de transcrito de
Ube2I3 y CYP1A1 del grupo CaCu respecto al grupo control asi como en los niveles
de proteina, sin embargo, debido al valor de (p) dado por la prueba estadistica U de
Mann-Whitney, no es significativo teniendo una p=0.1489 en ARNm y p=0.2812,
p=0.3865 a nivel de proteina.
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3.- MARCO TEORICO

3.1 APARATO REPRODUCTOR FEMENINO

Los 6rganos genitales femeninos incluyen la vagina, el utero, las trompas uterinas

y los ovarios. (Castillo, 2011).

El dtero es un 6rgano muscular hueco piriforme y de pared gruesa, situado en la
pelvis menor, normalmente en anteversion con el extremo hacia delante en relacion
con el eje de la vagina y flexionado anteriormente en relacién con el cuello uterino.
La posicion del utero cambia con el grado de plenitud de la vejiga y el recto. El utero

se divide en dos porciones principales:

e El cuerpo: forma los dos tercios superiores y tiene dos porciones, el fondo —la
porcion redondeada del cuerpo situada por encima de los orificios de las trompas
uterinas- y el istmo —la region del cuerpo relativamente contraida inmediatamente

por encima del cuello uterino. (Castillo, 2011).

e El cuello: la porcion inferior estrecha que protruye en la parte superior de la vagina.
(Castillo, 2011).

3.1.1 Anatomia del cérvix

El cérvix o cuello uterino se compone de diferentes tipos de células epiteliales, el
canal cervical medio y el cérvix superior estan compuestos por epitelio columnar
secretor, originado embriolégicamente de la invaginacion de los conductos

mullerianos. (Yoshikazu et al., 2003)

La vagina y el ectocérvix distal estdan compuestos de epitelio escamoso, estas

células escamosas reemplazan las células columnares mullerianas originales
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cuando se forma el canal utero vaginal. Existe un pequefio potencial neoplasico para

este tipo celular. (Warren et al., 2009)

La unién escamo-cilindrica (UEC) es el punto donde las células escamosas y
columnares se encuentran. Esta unién se encuentra tipicamente entre el ectocérvix
central y el canal cervical inferior, pero la localizacién varia a lo largo de la vida de la
mujer, por el desarrollo fetal y la menopausia. La union escamo-cilindrica original es
una zona de transformacion. La transformaciéon normal de un tipo celular maduro en
otro es llamada metaplasia. Cuando la metaplasia ocurre, existe siempre un potencial

neoplasico. (Fig. 1) (Chavaro et al., 2009).

Figura 1. Unién escamo-columnar del cérvix. Epitelio escamoso estratificado conformado
de una capa ancha, que en su parte superior estd estructurada por capas de células
planas. El epitelio columnar estd conformado por una sola capa de células alargadas,
que cubre el canal cervical y se extiende hacia el exterior a una zona variable del
exocérvix. Es mucho mas delgada y fragil que el epitelio escamoso del exocérvix y
contiene varias gldndulas que lubrican el canal. La unién escamoso-cilindrica (UEC) es
donde los dos tipos de epitelios se unen. (Tomado de:
http:/ /cancercervicouterino.com.mx /anatomia-bdsica-del-cérvix /).

En las mujeres en edad reproductiva, la UEC se mueve hacia afuera por influencia
hormonal. El pH acido vaginal provoca irritacion mecanica que induce el proceso de
metaplasia escamosa, resultando una nueva UEC. Esta area entre la original y la
nueva UEC es referida como la zona de transicion. Las células escamosas
inmaduras metaplasicas en esta zona de transformacion son teéricamente las mas

vulnerables a neoplasia. (Warren et al., 2009).
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La mayoria de los carcinomas de células escamosas se originan en la UEC. En
mujeres jovenes la UEC es localizada fuera del orificio cervical externo y el tumor
tiende a crecer hacia afuera (crecimiento exofitico), en contraste, en pacientes de
mayor edad, la UEC es localizada en el canal cervical, por lo que el cancer cervical
tiende a crecer hacia adentro, a lo largo del canal cervical (crecimiento endofitico).
Las células de reserva en la union escamocolumnar han sido vigiladas con interés
como origen del adecocarcinoma cervical. Sin embargo, la mayoria de los

adenocarcinomas cervicales surgen en la union escamocolumnar. (Jhingran, 2008).

3.2 ADAPTACION CELULAR

Se define como la respuesta de las células ante estimulos fisioldgicos excesivos
o patolégicos, mediante la cual consiguen mantener, aunque algo alterado un estado
de equilibrio relativo que les permite preservar la viabilidad y funcion de la propia
célula. (Rubiano, 2008).

Estas adaptaciones celulares pueden ser debidas a numerosos mecanismos: por la
estimulaciéon o inhibicién de receptores celulares especificos implicados en el
metabolismo, por la estimulacion directa de las células por factores producidos por
otras células o por la misma célula (crecimiento celular), induccion de sintesis de
nuevas proteinas producidas por células efectoras y también pueden estar
relacionadas con el cese de alguna familia de proteinas y su sustitucién por otra.
(Rubiano, 2008).

3.2.1 Displasia

La displasia (dis, “malo”; plasia, “formacion”) es una condicion en la cual se alteran
el desarrollo y maduracion celulares. Las células individuales varian en tamafio y
forma y su relacion una con otra también anormal. La displasia de las células
epiteliales puede ser consecuencia de la irritacion o inflamacion crénica. En algunos

casos, la displasia puede progresar a la formaciéon de un tumor, lo que se conoce
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como neoplasia. El epitelio que recubre el cuello uterino es un sitio comun de
displasia, y la displasia epitelial del cuello uterino en ocasiones progresa a cancer

cervicouterino. (Crowley, 2013).
3.2.2 Hiperplasia

Es el incremento en el tamarfo de tejidos u 6rganos por aumento en el numero de
células. La hiperplasia ocurre en respuesta al incremento de la demanda. (Crowley,
2013).

3.2.3 Metaplasia

La metaplasia es un cambio de un tipo celular a otro tipo, que es mejor para tolerar

algunas condiciones ambientales adversas. (Crowley, 2013).

3.3 NEOPLASIAS Y CANCER CERVICOUTERINO

Las neoplasias son masas anormales de tejido que crecen de forma incontrolada,
excesiva, autonoma e irreversible, superando a los tejidos normales en velocidad de
crecimiento y que poseen rasgos funcionales y morfoldgicos diferentes a los de sus
precursoras. Esta proliferacion de células persiste incluso tras la desapariciéon del

estimulo que la desencadend. (Soimout, 2007).

Las neoplasias estan divididas en neoplasias malignas y neoplasias benignas. Las
neoplasias malignas son todas aquellas enfermedades en las que existen células
anormales que se multiplican sin control y que invaden los tejidos cercanos. Estas
células se pueden diseminar a otras partes del cuerpo a través del torrente
sanguineo y el sistema linfatico. Existen varios tipos de estas neoplasias que se
identifican de acuerdo al lugar en el que aparecen. El carcinoma empieza en la piel
o en los tejidos que revisten o cubren los érganos internos. A toda neoplasia maligna,
también se le llama cancer. Las neoplasias benignas son aquellas enfermedades en

donde existe alteracién en las células de los tejidos, o que produce un aumento en
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su volumen, pero no tienen la capacidad de extenderse a otras partes del cuerpo.
(Soimout, 2007).

La neoplasia intraepitelial cervical es una lesidn que se considera la antecesora del
cancer cervicouterino (CaCu). La infeccion por el virus del papiloma humano (VPH)
en el aparato genital, sobre todo algunos subtipos llamados oncogénicos, juega un
papel relevante en la aparicion de las lesiones intraepiteliales y su posible evolucion
al cancer invasor en esas localizaciones. Existe ademas un importante grupo de
factores de riesgo o cofactores que asociados a la infeccion por el VPH pueden

producir esos cambios celulares en el cérvix. (Sarduy, 2009).

3.3.1 Estadisticas

Segun GLOBOCAN (2012) el CaCu es el segundo cancer mas comun en
incidencia y mortalidad de las mujeres mexicanas y el tercero en ambos casos
tomando en cuenta la poblacion de hombres y mujeres. (Fig. 2). A nivel mundial

ocupa el cuarto lugar en mortalidad. (Fig. 3).

En 2012, aproximadamente 270 000 mujeres murieron de CaCu; mas del 85% de

esas muertes se produjeron en paises de ingresos bajos y medianos. (OMS, 2015).
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Figura 2. Incidencia y mortalidad de cdncer cervicouterino en mujeres
Mexicanas. (Tomado y modificado de: GLOBOCAN, 2012).
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Figura 3. Mortalidad por diferentes tipos de céncer a nivel mundial.
(Tomado y modificado de: GLOBOCAN, 2012).

3.4 VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH)
3.4.1 Etiologia

Los papilomavirus son miembros de la familia
Papovaviridae, que también incluye el virus
del polimovirus y el virus vacuolador del simio.
(Burd, 2003).

El VPH es un virus relativamente pequefio, no
envuelto, de 55 nm de diametro. Tiene una
capside icosaédrica compuesta de 72
capsomeros, que contienen al menos dos
proteinas de la capside, L1 y L2. Cada

capsomero es un pentamero de la proteina
Figura 4. Genoma viral del VPH. Se
muestra las regiones que codifican para

proteinas tempranas y tardias, mostrando viridon contiene varias copias
en rojo las que tienen una accién

importante en la transformacién celular y (aproximadamente 12 por virién) de la
la generacién del cdncer (Tomado de . L
Lépez y Lizano, 2006). proteina menor de la capside, L2. (Burd,

2003).

principal de la capside, L1. Cada capside del
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El genoma del VPH consiste en una unica molécula de ADN circular de doble cadena

que contiene aproximadamente 7900 pb asociado con histonas. (Burd, 2003).

Todas las secuencias de codificacion de proteinas de marco de lectura abierto (ORF,
por sus siglas en inglés) estan restringidas a una cadena. El genoma esta
funcionalmente dividido en tres regiones El primero es una region reguladora no
codificante rio arriba de 400 a 1000 pb, que se ha denominado region no codificante,
region de control (LCR, por sus siglas en inglés) o la region reguladora superior. Esta
region contiene el promotor del nucleo p97 junto con secuencias intensificadoras y
silenciadoras que regulan la replicacion del ADN controlando la transcripcion de los
ORF. Esta regién también contiene el mayor grado de variacion en el genoma viral.
El segundo es una regién temprana, que consiste en ORFs E1, E2, E4, E5, E6y E7,
que estan implicados en la replicacién viral y la oncogénesis. La tercera es unaregion
tardia, que codifica las proteinas estructurales L1 y L2 para la capside viral. (Fig. 4)
(Burd, 2003).

3.4.2 Ciclo de replicaciéon

El ciclo de los VPH esta estrechamente ligado al crecimiento y diferenciacion de
las células epiteliales hospederas. ElI VPH inicia su ciclo replicativo infectando a las
células poco diferenciadas de las capas basales del epitelio, donde inicia la
transcripcion de sus genes. La forma en que el VPH alcanza las células de los
estratos bajos del epitelio es a través de lesiones, micro heridas y abrasiones del
tejido. El virus se une a su célula blanco a través de un receptor de membrana, la
molécula a6-Integrina. Una vez ocurrida la infeccion, el virus se establece dentro del
nucleo de las células basales. EI ADN viral permanece en estado episomal (circular)
fuera de los cromosomas del hospedero, replicandose a niveles muy bajos en

coordinacion con la division celular. (Fig. 5) (Sanabria et al., 2011).
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Figura 5. Ciclo del VPH. Un microtrauma en las capas suprabasales del epitelio de la unién
escamo-columnar facilita la infeccidn del virus en las capas basales, permaneciendo en
situacién episémica con baja expresidn. La replicacidén y expresion viral se produce en las
capas superiores, induciendo alteraciones en el epitelio. Las nuevas particulas virales se
liberan con la descamacién de las células superficiales y diferenciadas del epitelio
escamoso. (Tomado y modificado de: Lowy et al., 2006)

El ciclo de replicacion del VPH puede dividirse en dos etapas: una productiva y otra

no productiva. (De la Cruz et al., 2005).

En la etapa no productiva, el genoma virico permanece como un elemento
extracromosomal en forma de episoma (elemento genético autorreplicativo). Este
evento ocurre en las células basales del epitelio estratificado, donde el virus replica
su ADN para mantener un numero de 50-100 copias del genoma dentro de las
células basales y parabasales. Al dividirse la célula infectada, una de las células hijas
permanece en la parte basal del epitelio, mientras que la otra célula inicia un proceso
de diferenciacion en la parte superior del epitelio. El virus necesita la maquinaria
replicativa de la célula para la sintesis del ADN virico, la cual es poco eficiente en las
células diferenciadas. Sin embargo, el virus estimula la progresion de la fase celular
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G1-S en una célula diferenciada y de esta forma produce un ambiente adecuado

para la replicacion del ADN. (De la Cruz et al., 2005)

En la etapa productiva, el genoma virico se amplifica de modo que aumenta el
numero de copias presentes en la célula y se expresan los genes tardios que
codifican a las proteinas de la capside. Los promotores tardios que regulan la
transcripcion del ARNm que codifica las proteinas de la capside (L1 y L2), se activan
solamente en células parcialmente diferenciadas. La sintesis de las proteinas de la
capside solo ocurre dentro del programa de diferenciacion celular, dado que puede
observarse exclusivamente en los estratos superiores del epitelio y no en las placas
basales. Debido a que la produccién de las particulas viricas esta restringida a las
placas superiores del epitelio, las células basales no son lisadas durante la
produccién de los viriones, y asi la infeccion permanece durante largos periodos. (De
la Cruz et al., 2005).

Podria pensarse que el ciclo virico productivo y no productivo ocurre de forma
independiente, pero sucede dentro de la misma célula. De esta forma las células
infectadas y parcialmente diferenciadas amplifican el ADN virico en la placa granular,
transcriben y traducen los genes tardios en la parte superior del epitelio, donde se

ensamblan las particulas viricas infecciosas. (De la Cruz et al., 2005).

3.4.3 Infeccion por VPH y desarrollo de malignidad

El caracter oncogénico del VPH se debe a que carece de ADN y ARN
polimerasas requeridas para el ciclo vital viral, por lo que debe integrar su genoma
al de la célula huésped y conducirla a un estado proliferativo para inducir la

produccion de proteinas de replicacion. (De Guglielmo Z et al, 2010).

Las oncoproteinas virales E6 y E7 interaccionan con las proteinas supresoras
tumorales del huésped p53 y pRb, llevando a la célula infectada a procesos de
hiperproliferacion e inmortalizacion que pueden ser revertidos molecularmente. Para

completar su ciclo, el virus debe dejar el control de la célula, por lo que se activa el
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regulador viral E2, cuya funcién consiste en la regulacidén negativa de la transcripcion
de los oncogenes virales E6 y E7; esto permite la expresion de las proteinas de la
capside viral L1 y L2, asi como el reclutamiento de ADN polimerasas celulares para

la replicacién intensiva de genomas virales. (Fig. 6) (De Guglielmo Z et al., 2010).

Simultaneamente tiene lugar la diferenciacion terminal de la célula infectada,
produciendo grandes cantidades de Vviriones infectivos en las escamas
queratinizadas convertidas en capsulas de VPH que se liberan al medio al igual que
las células epiteliales no infectadas. La asociacion de la proteina E6 con la p53
resulta en la degradacién proteosomal ubiquitina-dependiente de esta proteina
supresora de tumor; E6 también puede enlazarse, por lo menos, a otras doce
proteinas celulares. Por su parte, E7 puede interaccionar con la proteina supresora
de tumor (pRB) marcandola para su degradacioén, lo cual resulta en la liberacion del
factor de transcripcion E2F y la consecuente progresion incontrolada del ciclo celular
(ko et al., 2003)

E7 inhibe las funciones de p21 por la unién directa y contribuye de este modo, a la
actividad de las quinasas dependientes de ciclina (CDK). Las CDK son las mas
importantes en el ciclo de division celular. La expresion de las ciclinas Ey Ay el
regulador de subunidades de CDK2, conducen la progresién y entrada a la fase S,
las cuales estan bajo control de E2F y ambos son expresados en elevadas

concentraciones en células que expresan a E7. (Fig. 7) (Félix y Beltran, 2014).

El resultado observable de la infeccion por VPH es la aparicion de camulos de células
de naturaleza benigna conocidas como verrugas o condilomas, en las cuales el
genoma viral se encuentra en forma episomal. No obstante, la combinacion de
células altamente proliferativas y la replicacion de genomas de VPH pueden
ocasionar que el genoma del virus se rompa y se integre al genoma celular. Esta
integracion interrumpe el ciclo del virus, interrumpiendo la continuidad del gen E2, se
produce la expresion constitutiva de E6 y E7. Incapaces de producir mas virus, los
genes de VPH llevan a la célula a un estado proliferativo descontrolado y permanente

en ausencia de la proteina p53, lo que en conjunto puede producir y mantener
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alteraciones en genes celulares que promueven la formacién de un tumor. (Alvarez,
2006).

Figura 6. Replicacién de las particulas del virus del papiloma humano (VPH). En las
células basales, la expresién de los genes viricos estd controlada por factores celulares,
mientras que en los estratos superiores, las células infectadas amplifican el genoma
virico. Finalmente, las particulas viricas son liberadas a lo largo de las células escamosas,
las cuales son exfoliadas a la superficie del epitelio. (Tomado de: De la Cruz et dal.,

2004)
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Figura 7. Las oncoproteinas y las vias de sefializacién reguladora del crecimiento negativo de la
célula huésped. La oncoproteina E7 de HPV-16 se une y degrada a pRB y los miembros p107 y
p130 de la familia de pRB relacionados. Esto conduce a aberrante E2F mediada por la transcripcion
de genes y la activacion no programada de complejos de la cilina CDK2, asi como los niveles
elevados de CDC25A. Existe evidencia que sugiere que la actividad de CDK2 desregulada puede
dar lugar a una duplicacién anormal del centrosoma lo que conduce a un mayor riesgo de
desregulaciéon cromosémica, aneuploidia y progresién carcinogénica. La co-expresion de VPH-16
E7 con la oncoproteina E6, que induce una degradacién proteasomal acelerada de p53, aumenta
aun mas la proporcién de células con defectos mitéticos relacionados con centrosomas, muy
probablemente mediante la abrogacién del control de punto de control G2 / M. (Tomado y
modificado de: Duensing et al., 2004).
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3.5P53
3.5.1 Localizacion y estructura

Ya se menciond que p53 evita un estado proliferativo descontrolado y
permanente, de ahi su relevancia en la carcinogénesis en cérvix. Esta proteina deriva
del gen p53 el cual esta localizado en el brazo corto del cromosoma 17, banda 13
(17p13.1), y tiene aproximadamente 20 kb. Consta de 11 exones, siendo el primero
no codificante y colocado a 8-10 kb de los exones 2-11, produce un transcrito de
ARNmM de 2,8 kb cuyo resultado es una proteina de 53 kD que tiene 393 aminoacidos.
El analisis de los niveles del ARNm de p53 sugiere que el gen se expresa en todos

los tejidos corporales durante el desarrollo. (Lépez et al., 2001).

La proteina de tipo silvestre normalmente reside en el nucleo celular y tiene una vida
media muy corta en los tejidos normales. Esta proteina esta siendo producida

constantemente, sin embargo, es rapidamente degradada. (L6opez et al., 2001).

La proteina incluye varios dominios, tales como la region acida N-terminal para la
transactivacion, el dominio core contiene una secuencia enlazante al ADN vy el
dominio terminal tiene propiedades reguladoras. Las modificaciones
postranscripcionales de la regién terminal por acetilacion, fosforilacion y O-
glicosilacion generan cambios conformacionales en p53 que regulan la unién
especifica a secuencias del ADN asi como el reconocimiento de ADN dafiado,

aunque estos mecanismos no son del todo conocidos. (Lépez et al., 2001).

Normalmente p53 se encuentra en bajos niveles y transcripcionalmente inactivo, el
dafo genético y celular desencadena un incremento en las concentraciones de la
proteina p53 y la activacion de la via post-traduccional. Una vez activado, p53 inicia
las vias para la reparacion del ADN, el ciclo celular se detiene y toma la via de
apoptosis basado en el grado del dano sobre el ADN. (Félix, 2014).
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3.5.2 Funciones de la proteina p53

La proteina p53 es un factor de transcripcion capaz de activar y/o inhibir la
transcripcion de una amplia variedad de genes. Cuando el ADN esta dafiado p53 se
activa para mantener la integridad de la secuencia del ADN, bien por medio de la
inhibicién de la proliferacién celular mientras el dafio es reparado, o alternativamente,

dirigiendo la célula hacia la apoptosis (Brown, 1997).

Una p53 mutante puede perder su funcion supresora de tumor, etapa clave que
resulta en la cascada neoplasica. Ademas, p53 es capaz de activar la via apoptdtica,
por tanto, su inactivacion podria incrementar el grupo de células proliferantes, asi
como su probabilidad de transformacién neoplasica al inhibir la muerte celular

programada (Harris y Holstein., 1993).

Por lo tanto, p53 es un factor de transcripcion multifactorial, implicado en el control
de la progresion del ciclo celular, integridad del ADN y supervivencia de las células

expuestas a agentes que dafian al ADN. (Lopez et al., 2001).

Un ejemplo que demuestra la importancia de p53 en la respuesta celular a agentes
citotéxicos es que, aproximadamente la mitad de los tumores malignos humanos
presentan mutaciones en el gen p53. Estas mutaciones dificultan la capacidad de
p53 para desencadenar las vias apropiadas de sefalizacion para reparar el dafio o
desencadenar la muerte celular cuando la reparaciéon del ADN es casi imposible.
Ademas de los dafos genotoxicos y citotdxicos, p53 es también activada por la
sintesis incorrecta del ADN, como la inducida durante la infeccién por el VPH. (Félix,
2014).




Determinacién de la expresion de Ube2l3; posible papel del AhR en el desarrollo de cancer
cervicouterino.

3.5.3 Regulacion de la actividad de p53

El principal estimulo de respuesta de p53 es el dafio celular. La proteina p53 es
activada como consecuencia de diversas condiciones de estrés celular, incluido el
dafo del ADN, cambios de potencial redox de la célula, una reduccion en el pool de

ribonucledtidos y expresion de oncogenes. (Fritsche, 1993).

La proteina p53 esta regulada principalmente de dos maneras:

a) estabilidad de la proteina.

b) activacion mediante el paso desde un estado latente a un estado activo.

La estabilidad de la proteina p53 esta determinada principalmente por la proteina
celular mdm2 la cual ha demostrado enlazarse en, o préoxima al, dominio de
activacion transcripcional de p53 para bloquear su funcion como factor

transcripcional. (Oliner, 1993).

Se establece asi un mecanismo de retroalimentacion negativa entre ambas
proteinas. En cuanto a la activacion bioquimica de p53, el paso del estado latente al
activo, es controlado por la interaccion con el ADN dafiado mediante modificaciones
postranscripcionales de p53 o bien por interacciones proteina-proteina (Lopez et al.,
2001).

La proteina silvestre puede existir en una forma latente, incapaz de enlazarse al
ADN, la cual puede ser modificada por cambios covalentes en el extremo amino-
terminal y en el extremo C-terminal de la molécula (los ultimos 30 aminoacidos). Este
extremo C-terminal es un dominio regulador negativo, ya que su mera eliminacién

activa constitutivamente a la proteina (Lopez et al., 2001).

Por otra parte, ciertas interacciones proteina-proteina afectan a la funcién de p53
como factor de transcripcidon, asi como su capacidad de respuesta celular. Estas
interacciones se producen entre p53 y reguladores tanto positivos de su actividad
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(HIF-a, c-abl, p300, PARP, WT-1, p19, pRB) como negativos (hsp70, BRCA 2, bcl-2,
c-jun) (Sionov y Haupt., 1997).

Ademas de que la proteina p53 debe ser estable y activa es necesario que se
produzca un transporte adecuado de la misma del citoplasma al nucleo que es donde
lleva a cabo sus funciones. Todos estos mecanismos de regulacion de p53 permiten
que la proteina se torne estable y activa cuando la célula tiene lesiones en el ADN,

siendo muy inestable en caso contrario. (Hansen y Oren., 1997).

Figura 8. Participacién de las oncoproteinas E6 y E7 en el desarrollo de cdncer. Las
proteinas E6 y E7 de papiloma humano de alto riesgo juegan un papel critico en el
desarrollo de cdnceres asociados al VPH. E7 y E6 reaccionan con los productos del gen
supresor tumoral pRb y p53 en las proteinas de la célula huésped, respectivamente, dando
como resultado la inmortalizacién celular inducida, la transformacién y la carcinogénesis.
E7 induce hiperproliferacion a través de la inhibicion de los miembros de la familia
retinoblastoma y la activaciéon constitutiva de E2F genes de respuesta. E6 inhibe la
detencion del crecimiento dependiente de p53 y la apoptosis, dando como resultado la
induccion de la inestabilidad gendémica y la acumulacién de mutaciones celulares. La
degradacién de p53 evita la detencion normal del crecimiento del ciclo celular de las fases
G1 a S. (Tomado y modificado de: Senba y Mori 2012).

20
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En el caso particular del cancer cervicouterino se presenta un mecanismo alternativo
para la inactivacion de p53. La region c-terminal de la proteina p53 contiene sitios
donde se une la proteina E6 de los VPH, a través de la proteina celular EGAP. Se
sabe que la presencia de E6 en este complejo (p53-EGAP-E6) promueve la
degradacion de p53 a través de la via de protedlisis dependiente de ubiquitina. (Fig.
8) (Vega et al., 2014).

Algunas lineas celulares derivadas del cancer cervical y en los tumores que
presentan secuencias activas de VPH de los tipos de alto riesgo, la p53 se encuentra
normal. Esto se debe a que p53 es inactivado funcionalmente por E6, haciendo
innecesaria su inactivacion por mutaciones. Los tumores que no contienen
secuencias virales presentan generalmente alteraciones de p53. En los casos donde
no se detectan secuencias virales ni alteraciones de p53, se sugiere que su funcion
es eliminada por otros mecanismos, tales como la sobre expresion de mdmz2. Los
datos anteriores sugieren fuertemente que p53 juega un papel muy importante en la
carcinogénesis de los tumores del cérvix ya que de una u otra manera se elimina su

funcién. (Vega et al., 2014).

El sistema celular encargado de degradar proteinas como p53 o E7 es conocido

como sistema ubiquitina proteasoma 26S (SUP). (De la Cruz et al., 2004)

3.6 SISTEMA UBIQUITINA PROTEASOMA (SUP)

La via de la ubiquitina-proteasoma es el principal mecanismo en la célula para el
catabolismo proteico, interviniendo de manera directa en el funcionamiento y
recambio de muchas proteinas reguladoras. Esta importante via se encuentra
involucrada en la regulacion de procesos celulares criticos, tales como: control del
ciclo celular, reparacién del ADN, oncogénesis, catabolismo de proteinas anormales,
modulacion de la respuesta inmune e inflamatoria, modulacién de receptores de

superficie y canales idnicos, procesamiento de antigenos, biogénesis de los
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ribosomas, transcripcidn, infeccion virica, degeneracion neural y muscular,

diferenciacion celular, respuesta al estrés, etc. (Cascales, 2005).

La degradacién de una proteina por el SUP implica dos etapas sucesivas: 1)
conjugacion covalente de multiples residuos de ubiquitina a una proteina, y 2)
degradacion de la proteina ubiquitinada por el complejo proteosoma, con la liberacién
de trozos de la proteina y de ubiquitina libre reutilizable. Para asegurar la eliminacién
eficiente de una cierta proteina en un determinado momento, tanto la conjugacion de
la ubiquitina como la degradacion de los sustratos ubiquitinados han de estar

estrictamente regulados. (Cascales, 2005).

El proceso de conjugacion de la ubiquitina, demostrado por Avram Hershko, es
reminiscencia de la activacion de los aminoacidos y ocurre en tres etapas: 1) En una
reaccion dependiente de ATP, el c-terminal de la ubiquitina se conjuga mediante un
enlace tioéster con el enzima activadora de la ubiquitina E1; 2) La ubiquitina se
transfiere a un grupo -SH de la enzima conjugadora, transportadora de ubiquitinas
(E2) y 3) La ubiquitina ligasa E3 transfiere la ubiquitina activada en E2 a un grupo ¢
amino de una lisina de una proteina sustrato formando un enlace isopeptidico. Esto
sugiere que E3 es clave en la seleccidn de la proteina a ubiquitinar. (Fig. 9)
(Cascales, 2005).
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Figura 9. Esquema del SUP. La ubiquitina es activada por la enzima activadora de ubiquitina
(E1) y luego transferida a una enzima de conjugacién de ubiquitina (E2). E2 transfiere los restos
de ubiquitina activados al sustrato de proteina que estd unido especificamente a una ubiquitina
ligasa particular (E3). La transferencia de ubiquitina tiene lugar directamente (en el caso de
las ligas de dedo RING) o mediante un intermediario tiol éster adicional sobre la ligasa (en el
caso de las ligasas del dominio HECT). La conjugacién repetida de fracciones de ubiquitina
entre si genera una cadena de poliubiquitina que sirve como la sefial de unién y degradacién
para el proteasoma 26S. El sustrato proteico se degrada, generando péptidos cortos y
ubiquitina libre que puede reutilizarse adicionalmente. (Tomado y modificado de: Rahimi,

2012).

3.7 Ube2I3

En la actualidad se sabe que la enzima de conjugacion de ubiquitina encargada
de ubiquitinar a p53 es Ube2I3, también llamada UbcH7, proteina que en humanos
es codificada por el gen Ube2I3. Al igual que una enzima E2, Ube2I3 participa en la
ubiquitinacién para dirigir las proteinas para la degradacion. El gen Ube2I3 se
encuentra en el cromosoma 22q11.21, que consta de 6 exones. Se han encontrado
dos variantes de transcripcion que se codifican para distintas isoformas para este
gen. (NCBI, 2016).

Tiene un peso molecular previsto de aproximadamente 18 kDa. La proteina UbcH7

humana comparte una similitud en la secuencia aminoacidica del 100% con los
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ortélogos de raton y de rata. UbcH7 tiene un dominio de nucleo catalitico E2 que
contiene un residuo de cisteina de sitio activo y comprende 152 de sus 154 residuos.
UbcH7 es cataliticamente activa con el dominio HECT y RBR de las familias de
ubiquitina ligasas (E3). (NCBI, 2016).

UbcH7 se localiza tanto en el nucleo como en el citoplasma de las células humanas.
En ratones, su ortdlogo se expresa en muchos tejidos incluyendo cerebro, musculo,
corazon, pulmdn, ganglio linfatico, bazo, timo y testiculo. La deplecion de UbcH7 da
como resultado una fase S extendida y una tasa reducida de proliferacién, lo que
sugiere que puede desempenar un papel en el ciclo celular. En los seres humanos,
los polimorfismos de un solo nucleétido en UbcH7 estan asociados con el lupus
eritematoso sistémico y la enfermedad de Crohn, lo que sugiere que UbcH7 es

importante para la funcion adecuada del sistema inmune. (NCBI, 2016).

3.8 RECEPTOR DE HIDROCARBUROS ARILO (AhR)

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH, por sus siglas en inglés) son
compuestos quimicos xenobidticos conformados por dos 0 mas anillos aromaticos
fusionados. Son producto de combustiones incompletas de combustibles fosiles,
madera, carbén y tabaco, principalmente. Son componentes importantes del material
particulado de 2.5 micras y 10 micras de tamano (PM 2.5 y PM 10, respectivamente)
los cuales se han relacionado con alteraciones respiratorias. El benzo[a]pireno es un
PAH considerado como carcindgeno y esta relacionado con la etiologia de cancer de
pulmon: Este compuesto activa la via de sefializacion del receptor de hidrocarburos

de arilo (AhR, por sus siglas en inglés). (Vazquez et al., 2016).

El AhR es un factor de transcripcién dependiente de ligando perteneciente a la familia
de proteinas bHLH-PAS. Inicialmente este factor fue caracterizado debido a que
media los efectos toxicos de contaminantes ambientales, particularmente de los
PAH y los hidrocarburos aromaticos y halogenados (HAH, por sus siglas en inglés)
(Reyes et al., 2015).
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El AhR también media la expresion genética de enzimas metabolizadoras como los
citocromos P450 y enzimas de Fase Il a través de interactuar con los promotores de
sus genes blanco en regiones especificas denominadas elementos de respuesta
para xenobioticos (XRE, por sus siglas en inglés). Aunque este factor de
transcripcion juega un papel importante en la respuesta adaptativa a agentes
xenobidticos, recientemente se ha demostrado que tiene un papel relevante en varios
procesos celulares como pueden ser la proliferacion y diferenciacion celular, ritmo
circadiano, cardiopatias y el metabolismo de la glucosa y el colesterol. (Reyes et al,
2015)

En ausencia de ligando, AhR esta presente en el citosol en un complejo que incluye
un dimero de la chaperona Hsp90. Una vez que un PAH tales como benzo[a]pireno
se une al AhR, este se transloca al nucleo y forma un heterodimero con el
translocador nuclear del AhR (ARNT). El complejo de AhR/ARNT activado se une a
las regiones reguladoras rio arriba de los genes que contienen XRE, lo que resulta
en la induccién de una red de genes incluyendo CYP1A1, un gen el cual depende

de AhR para su expresion transcripcional (Fig. 10) (McLemore, 1990).

Li y cols. (2014) demostraron que los niveles de expresion de AhR en tejidos de
cancer de mama fueron significativamente mas altos que en los tejidos no
cancerosos. Ademas, existen datos que sugieren una correlacion negativa entre p53,
AhR vy los niveles de expresion de proteinas. Esta evidencia demuestra que los
niveles altos de AhR se expresaron en la mayoria de tejidos de cancer de mama y
esta estrechamente asociado con el estado de p53 y los tipos histolégicos de cancer
de mama. AhR y su expresion anormal pueden jugar un papel importante en
multiples etapas de la progresion del cancer de mama. Existe evidencia que
demuestra que la proteina E7 del VPH 16 esregulada a través de la protedlisis
por el SUP. (Reinstein et al., 2000).

Diversos grupos de trabajo han demostrado la ubiquitinacién y degradacién de
E7 a través del SUP en diferentes modelos experimentales. Wang y cols. (2001)

observaron una acumulaciéon de formas poliubuquitinadas de E7 en células
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Caski (linea celular derivada de carcinoma cervical), después de ser tratadas con un

inhibidor del proteasoma 26S.

Por otra parte, Oh y cols. (2004) demuestran en la linea celular Caski que las
enzimas ubiquitinadoras o entidades acopladoras de Ubiquitinas (UBEs, por sus
siglas en inglés) requeridas para la ubiquitinacion y protedlisis de E7, son UbecH7
y el complejo ubiquitina ligasa E3, Cul1-Skp2 (Ube E3). Larelevancia de UbcH7
es que participa en la regulacion de procesos celulares a través de la regulaciéon de

la ubiquitinacion y degradacién de c-fos, E7 y p53.

En el presente trabajo se evalud la participacion de UbcH7 en el desarrollo de CaCu

a través de una via dependiente de AhR.
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Figura 10. Activacién del AhR. El receptor en su forma inactiva (sin un ligando unido) se localiza
en el citoplasma celular formando un complejo con un dimero de la proteina de choque térmico
90 (Hsp90), una proteina de choque térmico con un peso de 23 KDa (P23) y una proteina de
interaccién con el AhR parecida a la inmunofilina (AIP), también conocida como XAP2, y una
cinasa de tirosina (c-src). Una vez unido su ligando, el complejo AhR se transloca al nicleo y
forma un heterodimero con la proteina ARNT. Este heterodimero es capaz de unirse a los XRE
(GCGTGA) y reclutar coactivadores y asi favorecer la transcripciéon de sus genes blanco como
el CYPTAT1. Este citocromo metabolizard al b[a]p en intermediarios que pueden interactuar con
el ADN para formar aductos iniciando asi un proceso carcinogénico. (Tomado de: Vazquez et

al., 2016).
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3.9 CITOCROMO P450

Los citocromos P450 son miembros de una superfamilia de hemoproteinas que
activan dioxigeno para catalizar la oxidacion de hidrocarburos inactivados.
(Hamdane et al., 2008).

Presentan una amplia versatilidad funcional, siendo capaz de catalizar una gran
cantidad de procesos y unirse a un numero elevado de sustratos (Gallego et al.,
2011).

En general el citocromo P450 de eucariotas tiene un peso molecular de unos 50 a
60 kDa. En cuanto a su localizacion, presentan una amplia distribucién en el
organismo, estando presentes practicamente en todos los tejidos de mamiferos,
presentandose en ellos uno o mas citocromos diferentes, si bien son especialmente
abundantes en higado e intestino delgado. En el interior celular se localizan en
diversos organulos celulares, aunque principalmente lo hacen en condriosomas y

reticulo endoplasmatico liso (Gallego et al., 2011).

Con el fin de eliminar los xenobidticos, en el organismo se producen reacciones de
biotransformacién, encaminadas a incrementar la hidrofilia de estas moléculas para
facilitar su rapida excrecion. Estas reacciones se pueden diferenciar en reacciones

de Fase | y Fase Il. (Guengerich, 2006).

En las reacciones de Fase | se produce una modificacién del xenobidtico por
oxidacion, reduccion o hidrdlisis, dando lugar a la aparicion de grupos polares en la
molécula, lo que se traduce en un aumento de su hidrosolubilidad y por tanto una
mayor facilidad para su excrecion. En las de Fase Il, el sustrato, que puede tratarse
tanto de un xenobidtico como un metabolito proveniente de una reaccion de Fase |,
se conjuga con una sustancia enddgena, lo que facilita su transporte en el organismo

y su posterior excrecion. Los P450s, asi como otras enzimas, también pueden activar
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profarmacos u otras sustancias quimicas, pudiendo incluso dar lugar a productos

reactivos que pudieran dafar la célula (Guengerich, 2006).

A pesar de la gran cantidad de enzimas del citocromo P450 que se han identificado
hasta el momento, se puede asegurar, que las familias génicas 1, 2, y 3 del citocromo
P450 (CYP1,CYP2 y CYP3) codifican las enzimas que intervienen en la mayor parte
de las biotransformaciones de los farmacos. Las demas familias tienen importancia
en el metabolismo de compuestos enddgenos, esteroides y acidos grasos (Villlar del
Fresno et al.,, 2004). Sin embargo, aquellos citocromos involucrados en el
metabolismo de sustancias exégenas (CYP1, CYP2, y CYP3), también catalizan

sustratos enddgenos, particularmente esteroides (Schenkman, 1992).

3.9.1 Familia CYP1

Incluye dos subfamilias, 1A y 1B; a su vez 1A presenta dos citocromos muy
parecidos, CYP1A1y CYP1A2. La subfamilia 1B solamente el CYP1B1. Esta familia
esta representada por la aril hidrocarburo hidroxilasa, responsable de la activacion
metabdlica de numerosos hidrocarburos policiclicos ambientales, promutagenos y
procarcinégenos, como el benzopireno, presentes en el humo del cigarrillo y otros

productos de combustion. (Fig. 11) (Gallego et al., 2011).

Generalmente se expresa en Tejidos extrahepaticos, como el epitelio de Pulmon, piel
y tracto gastrointestinal, aunque puede también ser detectada en la placenta, el feto

y el embrién (Nishimura et al., 2003).

Aunque los sustratos endoégenos incluyen los mediadores inflamatorios acido
araquidonico y eicosapentoico y las hormonas [-estradiol y melatonina, el CYP1A1
es una de las enzimas mejor conocidas que llevan a cabo la bioactivacion de

procarcindgenos (Goldstein y De Morais., 1994).
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Mediado por CYP1A, los contaminantes ambientales conducen a metabolitos
reactivos que forman ADN aducto, que contribuye a la mutagénesis y finalmente

formacion de tumores (Wogan et al., 2004).

Tales sustratos incluyen combustién y tabaco hidrocarburos aromaticos policiclicos
aminas aromaticas heterociclicas; encontrado en carne carbonizada y arilaminas

industriales (Kim y Guengerich., 2005).

La expresion constitutiva del CYP1A1 es generalmente baja, pero esta enzima puede
ser inducida por muchos de sus propios sustratos, particularmente los PAH, a través

del receptor nuclear aril hidrocarburo. (Hankinson, 1995).

Por ejemplo, los niveles de mRNA de CYP1A1 son muy altos en las células
pulmonares de los fumadores, pero Indetectable en los no fumadores (Willey et al.,
1997).

Figura 11. Mecanismo bdsico de induccion de CYPTAT y CYP1A2: el receptor AhR se une al
inductor junto con Hsp90, pero sélo el receptor AhR y el inductor se cruzan en el nicleo para
cumplir con ARNT y junfos se unen a elementos de respuesta xenobidtica de ADN (XRE). Los
co-activadores que inducen la expresion de las isoformas de CYP incluyen BRCAT, ERAP-140
y HNF4a. (Tomado y modificado de: http://what-when-how.com/human-drug-
metabolism /mechanisms-of-enzyme-induction-induction-of-cytochrome-p450-systems-
human-drug-metabolism-part-1/).
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4.- JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer cervicouterino ocupa el segundo lugar de mortalidad por cancer en mujeres
mexicanas y es un problema de salud publica. Numerosos estudios epidemioldgicos
y moleculares establecen que la infeccion persistente con el virus del papiloma
humano es la principal causa para su desarrollo. Se han identificado mas de 100
tipos del virus del papiloma humano, de los cuales las variantes 16 y 18 son
causantes de mas de 75% de todos los canceres de cérvix. El receptor de aril
hidrocarburos (AhR) es un factor de transcripcion activado por ligando y juega un
papel importante en el desarrollo del cancer. Existen estudios epidemioldgicos que
sugieren que el AhR interactia con los factores de respuesta a xenobidticos,
funcionando como un factor en la transcripcion de genes involucrados en el proceso,
de carcinogénesis, por lo cual puede ser visto como blanco en la modulacion de los
niveles de proteinas que participan en este proceso generando posibles alternativas
terapéuticas. Asimismo, se ha demostrado la participacion de AhR en el desarrollo
de tumores en tejido de higado de ratén; debido a que éste se expresa en diferentes
tejidos de mamiferos incluyendo el humano. Es importante elucidar el mecanismo de
su posible participacion en el desarrollo de cancer cervicouterino y en el control de

patologias mediadas por alteraciones en los niveles de Ube2I3.
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5.- HIPOTESIS

El receptor de hidrocarburos arilo participa como un factor transcripcional que cuando
se activa se une a genes blanco como Ube2I3 induciendo la expresién del mismo y
desencadenando respuestas ante mecanismos involucrados en el proceso de
carcinogénesis. Por lo tanto, habra un cambio significativo en los niveles de
expresion del gen Ube2l3 en tejido sano y tejido canceroso de cuello uterino,
teniendo en este ultimo un aumento a nivel de transcrito primario y en la expresién

de proteina.
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6.- OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresion de Ube2l3, en biopsias de cérvix de mujeres sin CaCu y

mujeres diagnosticadas con CaCu.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Analizar el mecanismo de activacion de AhR con la activacion de CYP1A1l
mediante RT-PCR.

¢ Analizar la actividad transcripcional de AhR mediante la evaluacion de los niveles
de expresién de RNA mensajero, CYP1Al y Ube2I3 mediante RT-PCR.

e Analizar si existe diferencia en los niveles de expresion de Ube2l3 asociada a la

etapa de carcinogénesis mediante RT-PCR y Western Blot.
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7.- MATERIAL Y METODO

7.1 Material Biolégico

El material bioldgico consistio en tejido de endo-cérvix de aproximadamente 1 cm,
obtenido de biopsias de mujeres sin CaCu y mujeres diagnosticadas con CaCu en el

Hospital Juarez de México (HJM). Para cada grupo de estudio la n fue de cuatro.

Se consideraron pacientes del HIM que se canalizaron a los servicios de Displasias,
Oncologia o Tococirugia y que autorizaron por medio del consentimiento informado
la toma de muestra; en el caso del grupo control se incluyeron mujeres cuyos
resultados de la genotipificacion fueron negativos a cualquier tipo de VPH. Para el
grupo de pacientes con cancer de cérvix se incluyeron mujeres cuyo resultado de la
genotipificacion por microarreglos de baja densidad fue positivo para VHP 16 y 18.
En ambos casos el diagnéstico se corroboro con el Servicio de Patologia del HIM.

El tejido se conservo a -70° en un ultra congelador(Reveo)-
Se utilizaron reactivos Invitrogen™ Thermo Fisher Scientific:

7.2 Extraccion de ARN de tejido mediante la técnica de TRIzol

Para la extraccion de ARN se le adiciono al tejido 200 uL de cloroformo y se mezclo
hasta observar un color rosa, posteriormente se dejé 12 h a -70°C(Reveo) transcurrido
este tiempo se centrifugd(Errende) 5 4°C durante 15 min a 12500 rpm, al término, la
fase translucida se retird y se transfirié a un tubo nuevo donde se adicionaron 500
uL de isopropanol se mezclo e incubo durante 24 h a -70°C(Reveo) posteriormente se
centrifugo(®prendo) g 4°C durante 15 min a 12500 rpm, se decant6 el sobrenadante
y se adiciond 1 mL de etanol al 70%, se mezclo y se volvié a centrifugar(Eppendor) g
4°C por 5 min a 8000 rpm, finalizado este proceso se decantd el sobrenadante,
resuspendiendo el botén en 30 yL de H20 de DEPC.
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7.3 Integridad de RNA total: Electroforesis en Gel de agarosa

Se disolvié 1 g de agarosa en 100 mL de amortiguador TAE 1x (50:1) se calent6 en
el microondas por 1 min y se agregé 1.5 yL de bromuro de etidio al matraz, se
mezclo para disolver, una vez homogénea la mezcla se vertié su contenido sobre la
placa de electroforesis(B°Rad) previamente preparada y se colocaron los peines en
el gel una vez que ya polimerizé por completo el gel, se retiraron los peines y se
coloco dentro de la camara de electroforesis, posteriormente se vertio amortiguador
de electroforesis y se cargo el gel con 5 uL del producto de ARN y 1.5 uL de buffer
de carga en cada pocillo. Una vez cargado el gel se migraron las muestras a 100

voltios durante 1 h.

Tabla 1. Amortiguador para electroforesis TAE 50X

Reactivo Cantidad
Tris base 242 g
Ac. acético glacial 5.7 mL
EDTAO0.5M 10 mL

7.4 Sintesis de ADNc a partir de ARNm.

Por muestra se adicioné en un tubo de 250 pL la cantidad de 10 pyL de Mix |,
posteriormente se incubé durante 5 min a 65°C un vez concluido el tiempo se incubd
durante 2 min en hielo y después se les adicion6 10 pyL del Mix Il, esto se Incubd

nuevamente pero ahora 50 min a 50°C ya terminado este proceso, se almacenoé a
_2000(Thermo Fisher)
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Tabla 2. Mix |. Sintesis de ADNc

Reactivo Cantidad
Oligo dt 1L
dNTP’s 1L
H20 6 uL
ARN 2 uL

Tabla 3. Mix Il. Sintesis de ADNc

Reactivo Cantidad

Amortiguador(Tris-HCI 4 yL
250 mM, pH 8.3, KCI 375
mM y MgCl2 15mM

Cloruro de Magnesio 4 yL
Detergente ditiotreitol 2 uL
(DTT)01 M

SSlI 1L

Tabla 4. Disefio de Oligonucledtidos

Gen Oliconucleétido Secuencoa del Primer Tm Longitud %GC  Amolicon

CYP1A1 CYP1A1-F 5-CTTTGAGAAGGGCCACATCC-3’ 61.92 20 55 231
CYP1A1-R 5-GTGTCTAGCTCCTCTTGGATCTTTC-3' 61.08 25 48

Ube2I3 Ube2I3-F 5-CCTGACAACCCTCCATATGATAAG-3’ 60.92 24 45.8 195
Ube2I3-R 5-GATTACTTGGTCGGTTTTGGTTG-3' 61.77 23 434

GAPDG GAPDH-F 5-GACCTCAACTACATGGTTTACATGTTCC-3’ 63.96 28 42.8 339
GAPDH-R 5-GGAGGCATTGCTGATGATCTTG-3 64.15 22 50
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7.5 Amplificacion de ADNc (RT- PCR)

Se realiz6 la amplificacion logaritmica de ADN.

Tabla 5. Condiciones de reacciéon de la RT-PCR

T°C Tiempo Fase

94 5 min Desnaturalizacion inicial

94 45 s Desnaturalizacion 37

60 45 s Alineamiento _
Ciclos

72 1min15s Enlogacion

72 10 min Extension final

Tabla 6. Reactivos para PCR

Reactivo Cantidad
ADNc 2.5 L
dNTP’s 0.5 uL
Amortiguador Tris pH 8.4 2.5 L
Cloruro de magnesio 1.5 uL
Oligo dT 1.0 uL
Taqg-polimerasa 0.2 yL
H20 15.8 uL

Una vez terminada la reaccion de PCR se visualizaron los productos de
amplificacion en un gel de agarosa al 1%, preparado con TAE 1x y bromuro de
etidio, se cargo el gel con 5 uL del producto de PCR y 1.5 uL de buffer de carga en
cada pocillo después de la escalera molecular de 100 pb. Una vez cargado el gel

se migraron las muestras a 90 voltios durante 40 min.
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7.6 Extraccion y purificacion de DNA

Para la extraccidon y purificacion se utilizé un estuche de preparacion de ADN de
tejido(/ena Bioscience) Sg transfirieron 10-15 um a un microtubo eppendorf de 1.5 mL se
inicid con la lisis celular agregando 300 pL de solucion de lisis celular al tejido.
Seguido de esto se agregaron 1.5 pL de solucién de Proteinasa K y se mezclo
invirtiendo el tubo varias veces. Posteriormente se incubd a 55°C(Scientific Inc) todg |g
noche hasta que el tejido quedd disuelto. Para la precipitacion de proteinas se
agregaron 100 yL de solucion de precipitacion de proteinas y se centrifugg(Eppendor)

a 14000 rpm por 3 min.

Para la precipitacion del ADN se transfirio el sobrenadante a un microtubo de 1.5
mL limpio el cual contenia 300 uL de Isopropanol al 99% y esto se mezclé invirtiendo
suavemente alrededor de unas 50 veces. Después se centrifugo®prendot) g 14000
rpm a 4°C durante un minuto. Se desechd el sobrenadante y se puso a drenar el tubo
brevemente sobre un papel absorbente limpio. A la pastilla contenida en el fondo del
tubo se le agregaron 500 uL de solucidn de lavado y el tubo se invirtié varias veces
para lavar el sedimento de ADN. Posteriormente, se centrifugo®rendot) g 14000 rpm
por un minuto y se desechd el etanol cuidadosamente. Por ultimo, la pastilla al fondo
del tubo se mantuvo a temperatura ambiente durante 10-15 min y para la hidratacion
del sedimento de ADN seco se agregaron 50 uL de solucion de hidratacién, se

hicieron alicuotas las cuales se almacenaron a -70°C(Reveo) hasta su uso.
7.7 Cuantificacion de ADN

El DNA extraido de las biopsias se cuantificé espectrofotométricamente con un
equipo EPOCH(BioTek)

Se agregaron 15 pL de blanco en un pozo de la placa y 15 pyL de cada muestra en

los pozos restantes. Los resultados se observaron mediante el Software Gen5 2.0.
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7.8 Homogeneizacion del tejido

La homogeneizacion consistio en el procesamiento del tejido y posteriormente de las

células con el que se obtuvo una mezcla fluida.

Se realiz6 homogenizacion por uso de cuchillas(®°SPec) proceso magnificado por uso
de solventes organicos y/o detergentes, en este caso se utiliz6 un amortiguador de
RSB con NP40 agregando de 100-200 uL por muestra segun el volumen de la

misma.

Tabla 7. Composiciéon de amortiguador RSB/NP40.

Reactivo Cantidad
Cloruro de Magnesio 150 pL
Tris 1M 1000 pL
Cloruro de Sodio 1000 uL
NP40 1% 100 pL

Se realizaron ciclos de dos min en contacto con las cuchillas y dos min en contacto
con hielo. El numero de repeticiones fue en relacién a la observacion en cuanto a la
desintegracion total del tejido. Al finalizar este proceso la consistencia de la mezcla

es lechosa y color café.

Posteriormente las muestras se centrifugaron a 14000 rmp(Eprendof) 5 4°C durante 6
min obteniendo el extracto de proteinas (sobrenadante) el cual se transfirié a un tubo

eppendorf limpio y se realizaron alicuotas de 40 uL
7.9 Cuantificacion de proteina por BSA (Acido bicinconinico)

La cuantificacion de proteinas se realizé con el estuche (Pierce BCA Protein
Assay)(Thermo Scientific).  Se diluyd la muestra 1:100 (1uL +99uL de PBS 1x), Se
realizaron las diluciones de BCA. Posteriormente en un tubo de 10 mL, se mezcl6
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Reactivo A y Reactivo B del estuche, en la siguiente proporcion: 9800 uL Reactivo A
/ 100 pL Reactivo B=1 mL (WR).

Se utilizé una multiplaca y se agregaron 25 pL en cada pozo de muestra estandar y
de la muestra a analizar. Se realizé por triplicado. Posteriormente se agregaron 200
uL de la solucién WR y se incubo(Panasonic) g 37°C por 30 min. Se dejé la multiplaca

a temperatura ambiente por 10 min.

Se leyo(TECAN) con una longitud de onda de 562 nm especifica para proteinas con el
software TECAN- Magellan™ Se realizaron los célculos de absorbancia en el

software Excel.

Tabla 8. Diluciones de BCA

Diluyente Concentracién

de BCA

A 300 pL 100 pl BCA 2mg/mL 500 pg/ L

B 200 pL 200 pL de A 250 pg/ pL

C 200 pL 200 yL de B 125 pg/ pL

D 225 pL 150 uyL de C 50 pg/mL

E 200 pL 200 yLde D 25 pg/mL

F 200 pL 50 yL de E 5 pg/mL

G 200 pL 0 0

7.10 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
7.10.1 Preparacioén de la muestra

Dados los valores de la cuantificacidn, se realizaron calculos en para determinar la
cantidad de cada muestra a cargar en el gel de acuerdo a la cantidad en pg/mL
obtenidos en la cuantificacién por BCA. Se preparé la muestra con un amortiguador
de carga y H2O para completar un volumen final de 40 yL en cada pozo. Las

muestras se hirvieron a bano maria durante 8 min.
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7.10.2 Preparacién del gel y corrida

Se preparo un gel concentrador y un gel separador. Se afadio en primer lugar el gel
separador y se dejoé polimerizar a temperatura ambiente aproximadamente 10 min.
Posteriormente se agrego el gel concentrador y se colocé el peine sobre él, de igual
forma se dejo polimerizar a temperatura ambiente. Una vez polimerizado se retir6 el
peine y se colocd el gel en la camara de electroforesis®°Rad)-Se adiciond el

amortiguador de corrida para proteina 1x.

Tabla 9. Preparacion de gel separador de poliacrilamida al 15%

Reactivo Cantidad
H20 2.2 mL
Acrilamida bis/acrilamida 5mL
1.5M TRIS (pH 8.8) 2.6 mL
10% SDS 0.1 mL
Persulfato de amonio 10% 200 uL
TEMED 10 yL

Tabla 10. Preparacion del gel concentrador de poliacrilamida al 15%

Reactivo Cantidad
H20 2.975 mL
Acrilamida bis/acrilamida 0.67 mL
0.5M TRIS (pH 6.8) 1.25 mL
10% SDS 50 uL

Persulfato de amonio 10% 100 pL
TEMED 5 pL
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Tabla 11. Amortiguador de carga de proteinas

Reactivo Cantidad
TRIS 1M pH 6.8 1.25 mL
SDS al 10% 4.00 mL
2-mercaptoetanol 1.00 mL
Glicerol 3.25 mL

Azul de bromofenol al 1% 0.50 mL

Tabla 12. Amortiguador de corrida electroforesis proteina 10x. (para 1 L)

Reactivo Cantidad
Tris 58¢g
Glicina 29¢
SDS 19
Metanol 200 mL

7.11 Western Blot
7.11.1Transferencia semi-himeda a la membrana de nitrocelulosa.

Se dejo el gel de poliacrilamida en el amortiguador de transferencia semi humeda
aproximadamente 10 min. Posteriormente se realiz6 la transferencia Gel —
Membrana en un equipo de transferencia semi himeda(®°Ra9) colocando en el equipo
papel filtro, membrana de nitrocelulosa, el gel de poliacrilamida, papel filtro y se dejo
correr a 16 voltios durante 30 minB°Rad) -Para confirmar la transferencia se agregd

rojo de Ponceau a la membrana durante aproximadamente 1 min.
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Tabla 13. Composicion Buffer de Transferencia Semi-Humeda. 1x (para 1L).

Reactivo Cantidad
Glycina 144 g
Tris 309
SDS 1049

7.11.2 Inmunodeteccion

* Se realizd la inmunodeteccion utilizando GAPDH (ackson Inmuno Research) manoclonal

como anticuerpo primario control en cada uno de los grupos de estudio.
* Posterior a ello se utilizé el anticuerpo primario Ube2L3(@¢a™ (monoclonal)

* Como anticuerpo secundario se utiliz6 en ambos casos anti Raton(/ackson Inmuno

Research)

Bloqueo

Se bloqued la membrana durante 1 h con TBS Tween y leche light en polvo (5%)/20

mL TBS tween. En agitacion constante con un equipo shaker(-2®Net)
Incubacién con anticuerpo primario.

El anticuerpo GAPDH se incubd a 4°C en un refrigerador(Thermo scientific) g yng
concentracion de 2 uL de anticuerpo por 3 mL de TBS Triton y leche en polvo al 5%.
Se dejo toda la noche. Posteriormente se realizaron 3 lavados con TBS Triton por 5

min cada uno.

El anticuerpo Ube2I3 se incubd a 4°C en un refrigerador(Thermo scientific) g ng
concentracion de 3 uyL / 1.5 mL de TBS Triton y leche el polvo al 5%. Se dejé toda la
noche. Posteriormente se realizaron 3 lavados con TBS Tritéon por 5 min cada uno.
Se realiz6é un segundo bloqueo con las mismas condiciones del primero y comenzo

la incubacion con el anticuerpo secundario. En ambos casos (GAPDH y Ube2I3) se
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utilizé anticuerpo secundario anti raton en una concentracion de 1:5000 es decir 1
ML de anticuerpo secundario / 5 mL de TBS Triton con un volumen de leche al 5%.
Posteriormente se realizaron en ambos casos 3 lavados con TBS de 5 min cada

uno.
Revelado

Se utilizé un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (HRP). Por lo tanto se
utilizo el sustrato luminol(Femto Super Signal). 'y ge visualizo la proteina con un equipo(--

Con)- Se analizé con el software Image Studio Lite 2.0.
7.12 Analisis estadistico

Los niveles de proteina se trabajaron con el software STATA 16.0 y se aplicd la
prueba estadistica no paramétrica de suma de rangos U de Mann-Whithey. En
ambos casos unicamente se consideraron significativas aquellas diferencias en las

que la probabilidad (p) sean igual o menor a 0.05.
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8.- RESULTADOS

8.1 Expresion de CYP1A1 y Ube2I3 (Activacién de AhR).

El ARN, es la molécula que dirige las etapas intermedias en la sintesis proteica
mediante tres formas principales (ARNr, ARNm y ARNt), la molécula de ARNm esta
formada por una cadena de nucleétidos enlazados mediante enlaces fosfodiéster
cargados negativamente. Cada nucleétido a su vez esta ligado a un monosacarido
de cinco carbonos llamado ribosa. Este ARNm lleva la informacion sobre la
secuencia de aminoacidos para formar las proteinas, desde el ADN, lugar en que
estd inscrita, hasta los ribosomas en el citoplasma, lugar en donde se traduce y

sintetiza la proteina.

Con el propésito de medir los niveles de ARNm del gen GAPDH como control de
carga, CYP1Al y Ube2I3 se realizdé la técnica RT-PCR a partir de tejido de

endocérvix de mujeres sin CaCu y mujeres diagnosticadas con CaCu.

Se obtuvo un ARN de los grupos de estudio con la técnica de TRIzol. La pureza del
ARN fue de 1.79 siendo este un promedio entre los grupos y una concentracion de
716.7 pg/mL.

En la figura 12 se representan los niveles de transcrito de los genes GAPDH y Ube2I3

en el grupo control y el grupo CaCu.

En la figura 14 se observan los niveles de transcrito del gen GAPDH y CYP1A1 en

el grupo CaCu.
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Figura 12. Amplificacién de los genes GAPDH y Ube2I3 a partir de ADNc de biopsias
cervicales. Se utilizé un marcador de 500 pb-Invitrogen. Los productos fueron
separados en gel de agarosa al 1% vy tefiidos con bromuro de etidio. (100V, Th) 1-
4 Grupo control. 5-8 grupo CaCu.
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Figura 13. Niveles de ARNm del gen Ube?2I3 de tejido sin cdncer y tejido canceroso
de cérvix
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Figura 14. Amplificaciéon de los genes GAPDH y CYPTA1 a partir de ADNc de
biopsias cervicales con CaCu. Se utilizé un marcador de 1500 pb-Invitrogen. Los
productos fueron separados en gel de agarosa al 1% y tefiidos con bromuro de
etidio. (100V, Th).
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Figura 15. Niveles de ARNm del gen GAPDH y CYP1A1 de tejido canceroso de
cérvix.
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Enla figura 16 se observa la tincion de proteinas con rojo de Ponceu en la membrana
de nitrocelulosa. Se observan las bandas distribuidas en la totalidad de la membrana

indicando una adecuada transferencia de proteinas del gel a la membrana.

Figura 16. Membrana de nitrocelulosa tefiida con rojo de Ponceau. Las bandas
color azul corresponden al marcador de peso molecular Benchmark Pre-stained
protein ladder (Invitrogen). Las bandas color rojo corresponden a la totalidad de
proteinas transferidas y distribuidas en la de acuerdo a su peso molecular.

Por medio de la técnica de inmunodeteccion Western Blot se observa en las figuras
17 y 19 las imagenes correspondientes a la deteccion especifica de la proteina
Ube2I3, y el control de carga GAPDH.

En las figuras 18 y 20 se representa graficamente la relacion de la proteina Ube2I3
y el control de carga, GAPDH. Se obtuvo el cociente y normalizacién entre los valores

numeéricos obtenidos por la cuantificacién de la abundancia relativa de proteinas.
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Se presenta el valor de (p) en cada caso obtenido con la prueba estadistica U de
Mann- Whitney para demostrar si existen diferencias entre grupos independientes
con variables cuantitativas que tienen libre distribucion. Dado el valor, las diferencias

no son significativas.

)
Y |

Control CaCu

Figura 17. Bandeo obtenido por medio de Western Blot. A Correspondiente a la proteina
constitutiva GAPDH de 30-40 kDa. Cada banda representa la concentracién de proteina de
cada muestra de tejido de cérvix. Las muestras (1,2,3,4) representan el grupo control y las
muestras (5,6,7,8) el grupo de mujeres diagnosticadas con CaCu. B. Bandeo obtenido por
medio de Western Blot correspondiente a la proteina Ube2I3 de 18 kDa. Cada banda
representa la concentracién de proteina de cada muestra de tejido de cérvix. Las muestras

(1,2,3,4) representan el grupo control y las muestras (5,6,7,8) el grupo de mujeres
diagnosticadas con CaCu
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Figura 18. Expresion de la proteina Ube?2I3 en el grupo control y en el

grupo CaCu.
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Figura 19. Bandeo obtenido por medio de Western Blot. A.Correspondiente a la
proteina constitutiva GAPDH de 30-40 kDa. Cada banda representa la concentracion
de proteina de cada muestra de tejido de cérvix. Las muestras (1,2,3,4) representan el
grupo control y las muestras (5,6,7,8) el grupo de mujeres diagnosticadas con CaCu. B.
Bandeo obtenido por medio de Western Blot correspondiente a la proteina Ube2I3 de
18 kDa. Cada banda representa la concentracién de proteina de cada muestra de tejido
de cérvix. Las muestras (1,2,3,4) representan el grupo control y las muestras (5,6,7,8) el
grupo de mujeres diagnosticadas con CaCu.

50




Determinacién de la expresion de Ube2l3; posible papel del AhR en el desarrollo de cancer
cervicouterino.

1.8

1.6

o] 1.4
@

212
o]

) 1

8 08
)

& 0.6
5

w 0.4

0.2

0

1 2
CONTROL CaCu

Prob > |z| = 0.3865

Figura 20. Expresiéon de la proteina Ube?2I3 en el grupo control y en el
grupo CaCu.
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9.- DISCUSION

Desde su descubrimiento en mamiferos se pensoé que la unica funcion del AhR
era participar en la respuesta adaptativa al estrés celular, actuando como un sensor
de senales enddgenas o inducidas por xenobioticos. Sin embargo, existe evidencia
experimental que vincula al AhR con la alteracion de diversos procesos celulares
como proliferacion celular, apoptosis, diferenciaciéon, promocion de tumores,
reproduccion y respuesta inmune. Esto sugiere que ademas de ser un sensor de

xenobioticos, el AhR es esencial en la homeostasis celular. (Vazquez et al., 2016).

Diversos contaminantes ambientales la mayoria cancerigenos como los PAH y HAH
(benzopirenos, dioxinas, etc) funcionan como ligandos del AhR. Una vez activado,
AhR se transloca al nucleo e interacciona con ARNT formando un heterodimero que
induce la expresidon de genes que contienen sitios XRE en su promotor (Barouki en
al.,, 2007). Estos genes estan implicados en respuestas de desintoxicacion y
metabolismo, por ejemplo genes de la familia CYP (Citocromo p450). Asimismo
genes como CYP1Al y Ube2I3 son dianas de AhR (Mimura et al., 1999; Reyes
Hernandez et al., 2010).

Otros ligandos exdgenos del AhR tales como la 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina
(TCDD) causan una variedad de efectos toxicos a diferentes 6rganos y tejidos. Entre
otros efectos, la exposiciéon a TCDD a animales de laboratorio conduce a la atrofia
del timo y a la inmunosupresion, y a la formacion de tumores. (Chopra & Schrenk.,
2011).

Los mecanismos exactos de la inhibicidon de la apoptosis por TCDD no se conocen
completamente, pero tanto los estudios in vivo como in vitro demostraron

consistentemente una implicacion del supresor tumoral p53 en este efecto. Se han
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establecido diversas secuencias de evidencia que relacionan la apoptosis con los

efectos perjudiciales de la activacion exdégena del AhR. (Chopra & Schrenk., 2011).

(Reyes et al., 2010) Identificaron la enzima de conjugacién de ubiquitina Ube2I3
como un nuevo gen diana para AHR en higado murino, promoviendo asi la

ubiquitinacion de p53 y la posterior degradacion a través del proteasoma.

Sin embargo, estudios recientes demostraron que el nivel de la oncoproteina E7 en
las células cancerosas esta regulado por la protedlisis dependiente de ubiquitina a
través del proteasoma 26S. Caracterizaciones de las enzimas implicadas en la
protedlisis ubiquitina dependiente demostraron que Ube2l3 participa como una
enzima de conjugacion-ubiquitina E2 involucrada en la ubiquitination de E7. Esto
sugiere que el gen Ube2I3 tiene diversas funciones en el proceso de carcinogénesis.
(Oh et al., 2004)

Por otro lado el AHRR un gen que codifica una proteina que reprime la sefializacién
dependiente del AhR compite con el factor de transcripcion de este para la
heterodimerizacion con la proteina translocadora nuclear y la unién a la secuencia
del elemento de respuesta xenobidtica (XRE) en muchos genes. Esta proteina esta
implicada en la regulacion del crecimiento y diferenciacién celular, asi como en la
mediacion de la toxicidad de las dioxinas. El empalme alternativo da como resultado
multiples variantes de transcripcion actuiando como un represor transcripcional de la
funcién de AhR. (Zudaire et al., 2008)

Las funciones biolégicas y toxicologicas de la AHRR no se conocen bien, pero
hallazgos recientes sugieren que esta implicada en la fisiologia reproductiva humana

y en la regulacion del crecimiento celular. (Zudaire et al., 2008)

La sobreexpresion de AHRR inhibe el crecimiento de células tumorales humanas en
cultivo (Manzano et al., 2002). Por el contrario, la reduccion de la expresion de AHRR

aumenta el crecimiento celular y confiere resistencia a la apoptosis.

(Zudaire et al., 2008) demuestran que AHRR es un supuesto nuevo gen supresor de

tumores en multiples tipos de canceres humanos incluyendo colon, mama, pulmoén,
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estomago, cuello uterino y ovario por medio de una regulacion negativa consistente
del ARNm de AHRR en tejidos malignos humanos y demuestran hipermetilacion de
ADN como mecanismo regulador del silenciamiento génico de AHRR. En este
contexto, como un regulador de AhR, AHRR esta potencialmente involucrado en una
amplia gama de procesos normales y patologicos que van desde la respuesta

xenobidtica a la progresion tumoral.

En el presente trabajo se observaron niveles de transcrito de los genes CYP1A1l en
el grupo CaCu y UbE2I3 en el grupo control y CaCu mediante RT-PCR. Asimismo,
se observo la presencia de proteina de Ube2I3 y GAPDH como proteina constitutiva,
por medio de Western Blot. En ambos casos se observa una posible tendencia
orientada hacia el aumento en los niveles de transcrito y proteina Ube2I3 en el grupo
CaCu. Sin embargo, el valor de p dado por la prueba estadistica U de Mann-Whitney
es de p=0.1489 en ARNm y p=0.2812, p=0.3865 a nivel de proteina, es decir, no es

estadisticamente significativo.

Es probable que el numero de observaciones pueda interferir con el valor de p en la
prueba estadistica ya que con una muestra grande es mas probable detectar

diferencias significativas entre los grupos cuando éstas existen.

Por otro lado es posible que, dados los multiples mecanismos reportados en diversos
estudios sobre Ube2I3 como enzima ubiquitinadora que ademas participa en la
degradacion de oncoproteinas como E7 y AhR como factor transcripcional que
interactua con distintos factores para su heterodimerizacién, estos estén participando

ademas, de diversas formas en distintos procesos celulares.
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10.- CONCLUSIONES

+ Se comprobo la activacion de CYP1A1 mediante RT-PCR.

+ No se encontré evidencia estadistica significativa de la actividad transcripcional
de AhR mediante la evaluacién de los niveles de expresion de ARN mensajero
de CYP1Al y Ube2l3.

+ No se encontro evidencia estadistica significativa en los niveles de expresién de

la proteina Ube2l|3 asociada a la etapa de carcinogénesis.
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11- PERSPECTIVAS

» Aumentar el numero de individuos por grupo, para obtener posiblemente una

tendencia mas definida entre los grupos de estudio.

» Medir los niveles de expresién de la proteina p53 en cada uno de los grupos de

estudio.

» Observar la activacién del AhR es decir, su presencia en el nucleo por medio de

inmunofluorescencia.

» Detectar la presencia o ausencia de pRb en los grupos de estudio.
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