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Resumen

El cancer cervical es la cuarta neoplasia con mayor incidenciay mortalidad en
mujeres en todo el mundo. En México, esta neoplasia es la segunda con mayor
incidencia y mortalidad. Este tipo de céancer de lenta progresién es causado
principalmente por la infeccion cronica por el virus del papiloma humano, sin
embargo, otros factores también participan en el desarrollo de este tumor. Al
respecto, la via de sefializacion Hedgehog de fundamental importancia en la via
embrionaria, se encuentra muy activa en diversos tipos de cancer, entre ellos el
cervicouterino. Esta via consta de tres ligandos (Desert, DHH; Indian, IHH; y Sonic,
SHH), dos receptores de membrana (Patchl, PTCH1 y Smoothened, SMO), la
proteina 7 de la familia de cinesinas (KIF7), el supresor del homadlogo fusionado
(SUFU)y 3 factores de transcripciéon (GLI1, GLI2 y GLI3). Otro factor de riesgo para
la aparicién de tumores malignos es la deficienciade la vitamina D. La vitamina D
es precursora del calcitriol, una hormona que posee una amplia gama de acciones
antitumorales. Se conocen pocos mecanismos por los cuales el calcitriol previene
el desarrollo del cancer cervicouterino. En este trabajo investigamos si el calcitriol
puede disminuir la expresion génica de los componentes individuales de la via
Hedgehog en las células CaSki, SiHa y HeLa de cancer cervical. Los tres tipos
celulares fueron tratados en ausencia o en presencia de calcitriol 1 x 10-7 M durante
24 h y la expresion de los genes fue estudiada por PCR en tiempo real. Los
resultados mostraron que todos los RNAm de los componentes de la via Hedgehog
se expresan en las tres lineas celulares estudiadas. También observamos que el
calcitriol disminuyd la acumulacion de los transcritos de los genes KIF7 y GLI3 en
las células CaSki y de los genes IHH y GLI2 en las células SiHa. En las células
HelLa, no detectamos cambios en la acumulacion de los RNAm de componentes de
la via Hedgehog debidos al calcitriol. Los resultados obtenidos sugieren que el
calcitriol modula negativamente la via oncogénica Hedgehog en el céncer
cervicouterino,unaneoplasiamas prevalente en mujeres que cursan con deficiencia
de vitaminaD.



1. Introduccién
1.1 El cancer cervicouterino

El cérvix es la parte del aparato reproductor femeninoque conectalaporcién inferior
del atero y la parte superior de la vagina de la mujer (figura 1A). El cérvix se
compone de dos tipos de células, que son las células escamosas y las células
columnares, siendo las primeras las que se encuentran en la parte mas exterior. El
canal cervical es el conducto por el cual pasan los espermatozoides hacia el Gtero.
En sentido contrario, por el conducto cervical fluye la sangre durante el periodo
menstrual y también pasa el feto desde el Utero hacia la vagina durante el
nacimiento. El cancer cervicouterino también se conoce como cancer cervical o

cancerde cuello uterino (figura 1B).

Ovario

Perimetrio. ——»
N Miometrio (
™ Endometrio \

Tumor

Figura 1. Representacion de los principales érganos del aparato reproductor
femenino (A) y diagrama del cancer cervicouterino (B). Representacion grafica
del aparato reproductor femenino normal (A). En (B) se muestra la localizacion de
un tumor en el cérvix.

En los reportes mundiales de 2020, el cancer cervicouterino es el cuarto tipo de
cancer con mayor incidenciay mortalidad en la poblacion femenina de 15 a 44 afios
de edad a nivel mundial, por detrads de los tumores malignos de mama, pulmény
colorrectales (figuras 2A y B). Se estima que en paises en desarrollo como lo es

México, el cancer cervical puedellegara ser el segundo cancermas comuny mortal.
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En el 2020 se estimaron alrededor de 600,000 casos nuevosy mas de 300,000

muertes provocadas por el cancer cervicouterino alrededor del mundo (1).

El desarrollo del cancer cervicouterino muestra una estrecha dependencia con la
infeccion cronica de las células basales cervicales por los virus del papiloma
humano (HPVs). Adicionalmente a su papel causal en el cancer cervicouterino, los
HPVs participan en la progresion de otros tumores en area anogenital en hombres
y mujeres, asi como en tumores orofaringeos (2). En conjunto, se considera que los
HPVs son causantes del 5% de todos los casos de cancera nivel mundial.

La infeccion por los HPVs se produce por contacto sexual a edad temprana y
ocurren reinfecciones que dependen del numero de parejas sexuales. Los virus
involucrados en el desarrollo del cancer cervicouterino se denominan de alto riesgo
y corresponden a los subtipos 16, 18, 31, 32, 33, 35, 39, 45, 51,52, 56,58 y 59. De
los HPVs mencionados anteriormente, los HPVs 16 y 18 son los responsables de al
menos el 70% de todos los casos de cancer cervicouterino. El éxito de la infeccion
cronica del epitelio cervical radica en la expresién continua de dos proteinas
oncogénicasde expresion tempranaen el ciclo de vida de los HPVs. Esas proteinas
son E6y E7, cuyas actividades son responsables del crecimiento descontrolado de
las células infectadas mediante la inactivacién de los supresores tumorales P53y
retinoblastoma que utiliza una célula normal para la reparacion del DNA dafiado,
activar la apoptosis y bloquear la proliferacion celular (3, 4). Es importante destacar
que la mayoria de las infecciones por HPVs son eliminadas por el sistema
inmunitario. Sin embargo, en una pequefia fraccion de los casos, se presenta
infeccidn crénicaporHPVs que puededurar 10 afios o mas, tiempo en el cual ocurre
la transformacién del cérvix, llamada displasia cervical. Los tipos de displasias
cervicales son: la displasia moderada, conocida también como lesion intraepitelial
de bajo grado (LSIL) y las displasias severas, conocidas como lesiones
intraepiteliales de alto grado (HSIL). Las lesiones LSIL y HSIL tienen el potencial
para generar tumores pero aun son lesiones benignas que no provocan sintomas

para la mujer.
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(A) Estimacion de casos nuevos de cancer en mujeres en
todas las edades alrededor del mundo (2020)
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(B) Estimacion de muertes en mujeres en todas las edades
alrededor del mundo (2020)
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Figura 2. Epidemiologia del cancer en mujeres. Numero estimado de casos
nuevos (A) y de muertes (B) por diferentes tipos de cancer alrededor del mundo en
todas las edades en la poblacién femenina en el 2020 (1).
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Una vez establecido el cancer cervicouterino, el diagndéstico generalmente ocurre
tardiamente cuando las mujeres presentan sangrado y flujos vaginales anormales.
Confinesterapéuticosy de estandarizacion mundial,la Federacion Internacional de
Ginecologia y Obstetricia ha clasificado al cancer cervicouterino de la siguiente

manera (5):

Estadio 0. Abarca carcinomas in situ, donde las células tumorales se encuentran en

la superficie del cérvix.

Estadio I. Son carcinomas invasivos del cérvix cuya localizacion esta estrictamente

confinada al cérvix.

Estadio Il. Comprende tumores que han invadido méas alla del Gtero pero que ain
no se han extendido al piso pélvico o al tercio superior de la vagina.

Estadio lll. En esta categoria los tumores han invadido el piso pélvico, el tercio
superior de la vaginay se haya comprometida la funcion renal por invasién de los

uréteres.

Estadio IV. Es la fase de invasion de las células tumorales a 6rganos vecinosy
distantes. El cancer cervicouterino puede generar metastasis por medio de vasos
linfaticos hacia el area pélvica, mediastinica, supraclaviculary hasta los ganglios
linfaticos, asi como también hacia otros 6rganos como lo son los pulmones, el

higado, los huesosy el cerebro.

El tratamiento del cancer cervicouterino depende del diagndstico histopatoldgico, la
extension del mismo, la edad y hasta del deseo de tener hijos a futuro puesto que
este cancer se presenta frecuentemente en mujeres en edad reproductiva. Los
tratamientos pueden incluir la histerectomia radical, la radioterapia, la quimioterapia
0 sus combinaciones (6). La quimioterapia basada en compuestos de platino

combinada con bevacizumab es el tratamiento para la metastasis, recurrencia o
cuando la enfermedad es persistente (5).

El cancer cervicouterino depende en gran medida de la infeccién porlos HPVs, sin
embargo, otros factores de riesgo contribuyen a la enfermedad como son una vida
sexual temprana, tener multiples parejas sexuales, estar inmunodeprimido,
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antecedentes de infecciones de transmisién sexual, tener un alto nimero de hijos,

uso prolongado de anticonceptivos orales y consumo de tabaco (6).

El cancer cervicouterino puede ser prevenible con las vacunas contra los HPVs de
alto riesgo y puede ser detectado a tiempo con pruebas de Papanicolau o citologia

vaginal. Las principales vacunas para el HPV son:
-Cervarix, es bivalente contra los HPV 16 y 18.
-Gardasil, es cuadrivalente contralos HPVs 6, 11, 16y 18.

-Gardasil 9, que es nonavalente contralos HPVs 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58.

Las campafias de vacunacion contra el HPV han mostrado gran éxito en la
disminucién de casos de cancer cervicouterinoy de lesiones genitales en ambos
sexos; sin embargo, esto solamente ha ocurrido en paises desarrollados que tienen
acceso a las vacunas antes mencionadas. En el resto del mundo, el cancer

cervicouterino sigue siendo un gran problema de salud publica (7).

1.2 La via Hedgehog

La via Hedgehog (Hh)fue descubierta en 1980 al estudiarel fenotipo de mutaciones
en los segmentos anteroposteriores de la mosca Drosophila melanogastery se le
dio este nombre debido a que la larva presentaba unaformacién en sus denticulos

similar a un erizo (8).

La via Hh est4 implicada en la diferenciaciony en el desarrollo simétrico de las
extremidades embrionarias. La via Hh es particularmente importante durante la
morfogénesis craneofacial. Esta via de sefializacion también participa en la

regulacién y mantenimiento de algunas células madre y tejidos en adultos, asi
también de la regulacion de la homeostasis e inflamacion de tejidos (9).

Se considera que la via Hh normalmente se encuentrainactiva en la vida adulta.
Algunoscasosen que lavia Hh se activa transitoriamente es cuando se requiereun

mantenimiento de células madres somaticas pluripotentes importantes en la
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reparacion de tejidos y durante el desarrollo de nuevos foliculos pilosos, ya que

todos los componentes de la via se encuentran en el cilio de la célula (10).

La via Hh consta de tres ligandos Hedgehog: Desert Hedgehog (DHH), Indian
Hedgehog (IHH) y Sonic Hedgehog (SHH). Adicionalmente, la via Hh tiene a los
siguientes componentes: proteina homologa de Patched 1 de Drosophila (PTCH1),
el receptor Smoothened de la clase Frizzled (SMO), Supresor del homdlogo
fusionado de Drosophila (SUFU), proteina 7 de la familia de las cinesinas (KIF7) y
los tres miembros con dedos de zincde la familiade oncogenesasociadosagliomas
(GLI1, GLI2 y GLI3, en conjunto GLI).

Cuando la via Hh se encuentra inactiva, no existe ninguno de los ligandos
extracelulares DHH; IHH o SHHy el receptor membranal PTCH1 mantiene inactivo
a SMO a nivel de la membrana plasmatica. Esto permite que SUFU mantenga
secuestrados en el citoplasma a los factores de transcripcion GLI, los cuales se ven

impedidos de acceder a sus regiones blanco en el DNA.

La via de sefalizacion Hh se activa cuando cualquiera de los tres ligandos
extracelulares DHH, IHH o SHH interactia con el receptor de membrana PTCH1
(figura 3). Esta interaccion sobre la membrana plasmatica eliminala inhibicién que
tenia PTCH1 sobre SMO y permite que SUFU libere a los factores GLI, los cuales
vigjan al nucleo de la célula para activar la transcripcion de genes (11). La
translocacién de los factores GLI al nlcleo afecta principalmente en la progresion
del ciclo celular, la transicion epitelio-mesénquima, la produccion de proteinas que
inhiben la apoptosisy la generacion de factores de crecimiento endotelial vascular.
Cuando la via es regulada por los factores de transcripcion GLI es denominada
como la via de sefalizacion Hh candnica, sin embargo, cuando la via es
independiente de los factores de transcripcion GLI se considera que la via de
sefalizacion Hh es no canodnica y sigue otro tipo de mecanismo diferente al

mencionado anteriormente (12).

Una mala sefializacion de la via Hh no solo causa defectos en el desarrollo del

organismo, sino que induce la formacion, crecimiento, invasién y metastasis de
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Figura 3. La via de sefializacion Hedgehog (Hh) candnica. La via Hh se
encuentra apagada en ausenciade los ligandos extracelulares y ello hace que los
factores transcripcionales GLI se queden en el citoplasma. La presencia de algun
ligando de la via Hh (DHH, SHH e IHH) reprime al receptor PTCH1, activando a
SMO, a SUFU y a KIF7, lo cual conduce a la liberacion y translocacion de los
factores GLI al nacleo para modificar la transcripcion de genes regulados por esta
via (Elaborado en Publisher con ayuda de Biorender).
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tumores, asi también se ve involucrada en la resistencia a la radioterapia y a la
quimioterapia (13).

1.3 La via Hedgehogy el cancer

Se ha demostrado que mutaciones en SMO, PTCH1 o SUFU activan la via Hh en
ausenciade ligandos, la cual promueve la formacién y el progreso del carcinoma de
célulasbasales nevoide, sarcomas relacionados con el tejido blando (fibrosarcomas
y rabdomiosarcoma), tumores en el utero (fibromas), cancer cerebral
(meduloblastoma), cancer de pancreas, cancer de ovario, cancer de colon, cancer
de pulmdn de células pequenas, cancer de prostata y de mama (14). Por otro lado,
los ligandos Hh pueden ser producidos por células vecinas y activar también a la
via Hh,fomentando la aparicién de cancer.

Dada su naturaleza procarcinogénica, la via Hh es blanco de terapias para el
cancer. Hasta la fecha, la FDA ha aprobado 3 compuestos que inhiben lavia Hh
para el tratamiento de diversos tipos de cancer. Dos de ellos (sonidegib y
vismodegib) son inhibidores de SMO y estan aprobados para su uso en el
tratamiento de células basales, aunque también son efectivos contra otros tumores.
El tercer farmaco aprobado por la FDA es el trioxido de arsénico queinhibelaaccion
de los GLI y esta indicado para el tratamiento de la leucemia promielocitica aguda
(15). Sin embargo, otros compuestos son eficaces en la inhibicion de la via Hh pero
aunnohan sidoaprobados para su uso en seres humanos. Entre ellos se encuentra
la ciclopamina, un alcaloide esteroidal natural que al unirse al receptor SMO inactiva
a la via Hh. La ciclopamina tiene el potencial para ser usado en el futuro en el
tratamiento de tumores de mama, prostata y pancreas (16). Otro compuesto en
proceso de estudio es la robotnicinina, la cual inhibe la interaccion entre SHH y
PTCH1 (17). Finalmente, GANT58 y GANT61 han mostrado buenos resultados
antitumoralesinvitro e invivo debido a que son inhibidores selectivos de los factores

GLlI, sin embargo, alin no estan disponibles como terapias contra el cancer (18).
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1.4 La via Hedgehogy el cancer cervicouterino

En el cancer cervical se ha observado alta expresion de componentes de la via Hh
(19). Lainhibicion de la via Hh en células de cancer cervical mediante ciclopamina
y GANT 58 o mediante silenciamiento génico reduce la capacidad invasiva, la
proliferacion, la transicién epitelio-mesénquima e incrementa la apoptosis (20).
Adicionalmente, se ha descrito que la via Hh participa en la resistencia a farmacos
y a la radiorresistencia en el cancer de cérvix (21, 22). Se sabe gque inhibiendo
componentes de la via Hh en el cancer cervical se puede mejorar la eficaciade la
radioterapia y quimioterapia (23). Recientemente se describio que el Eupatilin, una
flavona O-metilada aislada de Artemisia asiatica, inhibe lavia Hhy con ello, suprime
la proliferaciéon de las células de cancer de cérvix (24). Por ser un producto natural
y debido a que extractos de la planta se consumen desde hace mucho tiempo, se
considera que este producto tendra pocos efectos secundarios cuando se hagan
estudios de efectividad en seres humanos. Lo anterior es una motivacion para
encontrar mas productos naturales que tengan actividad anticancerigena. Uno de
tales compuestos puede ser el calcitriol, la forma mas activa de la vitamina Ds.

1.5 La vitamina D

La vitamina D es una prohormona liposoluble con multiples funciones, entre las que
destaca la regulacion del metabolismo del calcio y del fosfato, el control de la
expresion de genes asociados con la proliferacién y la diferenciacion celular, la
modulacién del sistema inmune (mejorando el sistema inmune innato e inhibiendo
las respuestas inmunes adaptativas), que posee efectos neuro-protectores y hasta
actividad antienvejecimiento. Ademas, reduce la aparicion de enfermedades
severas autoinmunes y cardiovasculares y, por altimo, previene la aparicién de

diferentes tipos de cancer en los seres humanos (25).

Existen dos formas de vitamina D: la vitamina D2 proveniente de alimentos de origen
vegetal y fungico, y la vitamina D3 producida por el reino animal. La diferencia entre

ellas es que la vitamina D2 contiene un grupo metilo extra en el carbono 24 y un

18



doble enlace entre el carbono 22 y 23. La vitamina D2 se genera a partir del
ergosterol en las plantas frente a la radiacion de luz UVB (26). La vitamina D es
obtenidaa partir de la dieta, de suplementosy de la exposicion de la piel a los rayos
del sol. Los principales alimentos que contienen vitamina D3 son los pescados con
alto contenido graso (salmon, atan, trucha), la yema de huevo, el higadoy la leche
fortificada con vitamina Ds. Entre los alimentos de origen vegetal y fungico, los
hongos son los Unicos alimentos con un aporte significativo de vitamina D2. Ambas
formas de la vitamina D provenientesde la dieta se absorben en el intestino delgado
y son incorporadas en quilomicrones, de alli son transportadas por el sistema

linfaticoala circulacion sistémica,en donde son acarreadas por la proteina de unién
ala vitamina D (27).

Aunque laingesta contribuye con una fraccién del requerimiento diario de vitamina
D en el organismo, el principal aporte de esta vitamina es mediante fotosintesis
cutanea. Para ello, el 7-dehidrocolesterol (provitamina D3) que se encuentraen la
piel se transforma en previtamina D3 cuando se expone a luz ultravioleta B (UVB)
de longitudes de onda comprendidas entre los 280y 315 nm. Este compuesto sufre

unaisomerizacion térmica en la piel que lo convierte en vitamina D3 (26) (figura 4).

El calcitriol es la forma activa de la vitamina D3 y se genera a partir de dos
hidroxilaciones sobre la molécula de la vitamina D3 (figura 5). La primera
hidroxilacionocurreen el higado porlaenzimaCYP27Alen el carbono 25 formando
la molécula 25(0OH)Ds3 (calcidiol). La segunda hidroxilacion es provocada por la
enzima CYP27B1 en el rifidn, generando de este modo el calcitriol (1o, 25(0OH)2D3)
(28).

Cabe destacar que la biosintesis de calcitriol es un mecanismo finamente regulado
por el propio calcitriol, por la hormona paratiroidea y por el factor de crecimiento de
fibroblastos 23 (28).

El calcitriol es una hormona esteroide muy potente que tiene muchas funciones
importantes. Una vez que el calcitriol ha realizado sus funciones, debe ser

degradado. El calcitriol se degrada por una via oxidativa mediante la accion de la
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Figura 4. La fotosintesis de la vitamina Ds. Bajo luz ultravioleta UVB, el 7-
dehidrocolesterol cutdneo se convierte primero en previtamina D3 y posteriormente
en vitamina Ds.

enzima calcitriol 24-hidroxilasa o CYP24A1 formando inicialmente 1,24,25(0OH)3D3
y finalmente al &cido calcitroico que se eliminapor la bilis (figura 6). Este mecanismo
previene la acumulacion téxica del calcitriol que pudiera causar hipercalcemia. De
hecho, elgen CYP24AL1 es el gen méas inducible por el calcitriol en todos los tejidos

del organismo (28).

1.6 Mecanismos de accion del calcitriol mediados por el receptor de la vitamina D

Las principales acciones bioldgicas del calcitriol son consecuencia de sus efectos
sobre la regulacion de la transcripcion. Cuando el calcitriol entra a la célula por

difusion pasiva se une al receptor de la vitamina D (VDR), un miembro de la
superfamilia de receptores nucleares. Dentro de la célula, el VDR activado con
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Figura 5. Biosintesis del calcitriol. La forma hormonal de la vitamina D3, el
calcitriol, se produce por la accién secuencial de hidroxilasas del higado y del rifion.
(Elaborado en Publisher con ayuda de Biorender).
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Tejido blanco CYP24A1 (24-hidroxilasa)
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Figura 6. Catabolismo del calcitriol. La enzima CYP24A1 o también Ilamada
calcitriol 24-hidroxilasa, es la enzima encargada de la degradacion del calcitriol en
acido calcitroico, el cual se eliminaen la bilis. (Elaborado en Publisher con ayuda
de Biorender).

calcitriol se une al receptor de retinoides X (RXR) y este heterodimero se une al
DNA en secuencias especificas conocidas como elementos de respuesta a la
vitamina D (VDRES) en las regiones promotoras de los genesy con ello modifican
la transcripcion (figura 7) (29). En la mayoria de los genes calcitriol-regulados, el
VDR activa la transcripcion reclutando coactivadores transcripcionalesy a la RNA
polimerasa (figura 7A). En otros casos, el dimero VDR-RXR unido a elementos de
respuesta negativos recluta a correpresores y factores remodeladores de la

cromatina que inhiben la transcripcion (figura 7B).

Como todos los esteroides, el calcitriol también presenta efectos no gendémicos a
nivel de la membrana plasmatica que involucran la generacién rapida de segundos

mensajeros, activando diversas proteinas cinasasy canalesiénicos (26).
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Figura 7. Mecanismos gendmicos de activacion (A) o0 represion
transcripcional mediadas por el calcitriol. EI VDR unido al calcitriol y en forma
de heterodimero con el receptor X de retinoides se une a elementos de respuesta a
la vitamina D (VDRES) que pueden ser positivos (A) o negativos (B). Los VDREs
positivos reclutan coactivadores y activan la transcripcion mediada por la RNA
polimerasa Il mientras que los VDRESs negativos reclutan correpresores y reprimen
la transcripcion (Elaborado en Publisher con ayuda de Biorender).
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Cuando las concentraciones de 25(OH)D3 en la sangre estan por debajo de 20
ng/mL, se considera ala persona con deficiencia de vitamina D (30). Esta condicion
es un factor de riesgo para la aparicion de osteoporosis, hipertension arterial,
diabetes, esquizofrenia, enfermedad de Alzheimer, asma y enfermedades
autoinmunes. La deficiencia de vitamina D también agrava el curso de infecciones
virales como la influenzay el COVID-19 o bacterianas como la tuberculosis. De
manera importante, la deficiencia de vitamina D es condicionante de la aparicion de

un gran namero de tumores malignos (30).

1.7 Acciones antitumorales del calcitriol

El calcitriol posee efectos antiproliferativos mediante la inhibicién de oncogenes que
son clave en los mecanismos de invasion y metéstasis en los tumores, teniendo
ademas efectos prodiferenciantesy participando en procesos antiinflamatorios (31).
Adicionalmente, el calcitriol favorece la apoptosis en células anormalesy evita la
angiogénesis tumoral, evitando asi la nutricion de los tumores. Con todos estos
mecanismos, el calcitriol es consideradoun agente endégeno que previene la
formacién de multiplestipos de cancer; sin embargo, unavez desarrollado un tumor,

los efectos benéficos del calcitriol son limitados.

1.8 El calcitriol y el cancer cervicouterino

En el cancercervicouterino, el calcitriol tiene efectos antitumorales significativos. En
las células HelLa, el calcitriol inhibe la proliferacion celular por disminucion de la
expresion del oncogén del cancer cervical HCCR-1 e incrementando la expresion
del inhibidor de cinasas dependiente de ciclinas p21 (32). Adicionalmente, el
calcitriol es un inhibidor natural de la expresion del canal de potasio éter a-go-go 1
(33, 34), un marcador temprano de cancer cervical (35). De manera importante, se
ha determinado que el cancer cervicouterino se presenta con mayor prevalencia en

mujeres que cursaron con deficiencia de vitamina D (36), enfatizando el papel
protector del calcitriol en este tipo de cancer.
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2. Planteamiento del problema

La represion ejercida por el receptor PTCH1 sobre SMO ha sido ampliamente
estudiada y se ha determinado que no requiere interaccion fisica entre tales
moléculas. Se ha propuesto que la vitamina D3 y el calcitriol son intermediarios
importantes en la inactivacion de SMO por PTCH1 (37, 38). Adicionalmente, en
diversos modelos in vivo e in vitro de cdncer se ha determinado que la actividad de
la via Hh disminuye en presencia de calcitriol y ello correlaciona con la inhibicion de
la proliferacion celular (39, 40). Entre los genes de la via Hh, el calcitriol ha
demostrado reprimir la expresiéon génicade GLI1 (39)y GLI2 (41). Sin embargo, no
existen estudios en los que se haya estudiado la regulacion individual de cada uno
de los componentes de la via Hh en modelos de cancer cervical. En este trabajo se
aborda esta cuestién y tomando en cuenta que el calcitriol posee efectos represivos
sobre diversos oncogenes, se espera que esta hormona tenga efectos

bloqueadores sobre la expresion génicade los componentes de esta via oncogeénica
en células de cancer cervical.
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3. Hipotesis

El calcitriol inhibe la expresion génica de los componentes de la via Hedgehog en
lineas celulares de cancer de cérvix.

4. Objetivo general

Evaluar si el calcitriol modifica la expresion génica de los componentes de la via de

sefalizacion Hedgehog en las lineas celulares CaSki, SiHa y HelLa de cancer
cervical.

5. Objetivos especificos

Realizar tratamientos de células CaSki, SiHay HeLa en ausencia o en presencia de
calcitriol durante 24 h.

Estudiar la expresion relativa del gen CYP24A1 en células CaSki, SiHay HelLa en
ausenciay en presencia de calcitriol.

Determinar el efecto del calcitriol sobre todos los componentes de la via Hedgehog
en células CaSki, SiHay Hela.
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6. Metodologia
6.1 Material biolégico

Se utilizaron laslineas celulares establecidas de cancercervical CaSki, SiHay HeLa
(ATCC catalogos CRL-1550, HTB-35 y CCL-2, respectivamente, E.E.U.U.). Las
células CaSki contienen en su genoma entre 400 y 600 copias integradas del HPV

16. Las células SiHatienen en el genoma 1 o 2 copias integradas del HPV 16. Las
células HeLa presentan entre 10 y 50 copias integradas del HPV 18.

6.2 Cultivo celular

Las células CaSki se cultivaron en medio (RPMI, Gibco, E.E.U.U.) mientras que las
SiHay Hela fueron cultivadas en medio DMEM con alta concentracion de glucosa
(RPMI, Gibco, E.E.U.U.). Todos los medios de cultivo fueron suplementados con
suero fetal bovino descomplementado (SFBi) 10% y penicilina/ estreptomicina 1%
(Gibco, E.E.U.U.). El cultivo celular se realizé en condiciones estandar (37°C, COz2
5% y humedad relativa de 85%).

Cada tipo celular se sembr6 en cajas Petri de cultivo celularde 100 mm a razén de
1.5 millonesde célulaspor caja en 5 mL de su respectivo medio de cultivo, utilizando
5 réplicas experimentales por tratamiento. Despuésde 24 h de incubacién en el cual
las células se adherian a la caja, el medio de siembra fue retirado por aspiraciony
fue reemplazado con los medios de tratamiento. En este trabajo se utilizaron dos
tratamientos: célulastratadas con calcitriol 1 x 10-"M o célulastratadas con vehiculo
(etanol 0.1%). Los tratamientos fueron colocados en el respectivo medio de cultivo,
pero reemplazando el SFBi por suero fetal bovino descomplementado y tratado con
carbon/dextran. Las incubaciones con ambos tratamientos se llevaron a cabo
durante 24 h.

6.3 Andlisis de la expresiéon génica
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6.3.1 Purificacion de RNA total

Una vez finalizada la incubacién con los tratamientos, el medio se retird por
aspiracion y se procedio al aislamiento del RNA total mediante el método descrito
por Chomczynskiy Sacchi (42). Para ello, las células fueron tratadas con 1 mL del
reactivo TRIzol (Invitrogen, E.E.U.U.) que contiene fenol e isotiocianato de
guanidina para separar RNA, DNA y proteinas de las células. Posteriormente se
adicionaron 0.25 mL de cloroformo frio y se agitd en vortex para formar una
emulsion. Las muestras fueron centrifugadasa 20800 x g durante 45 minutosa 4°C,
de este modo se logro obtener unafase acuosa que contiene al RNA disuelto, una
interfase donde se encuentrael DNA, y unafase organica que contiene proteinasy
los demas componentes celulares. La fase acuosa se transfirid a un tubo nuevo, se
agreg6 1 mL de isopropanol frio, se agitd y se incubd 1 h a -70°C para precipitar al
RNA y sales. Nuevamente las muestras fueron centrifugadas a 20800 x g durante
30 minutos a 4°C, se elimino el sobrenadante y el sedimento se lavo con 1 mL de
etanol 75% en aguatratada con pirocarbonato de dietilo (H20+DEPC) para disolver
las sales remanentes. Despuésde unaultimacentrifugaciéon a 20800 x g durante 10
minutos a 4°C, se elimino el sobrenadante, se dejaron secar las muestras y el RNA
se disolvio en H20+DEPC. Las muestras fueron almacenadas a -70°C y para la
cuantificacion se utilizé un lector de placas multimodal (Synergy HT Biotek, Agilent
E.E.U.U.) colocando 2 uL de muestra y midiendo en las longitudes de onda de
260/280 nm.

6.3.2 Sintesisde DNA complementario (cDNA)

Para realizar la sintesis de cDNA se utilizé el kit Maxima First Strand cDNA
SynthesisforRT-gPCR (ThermoFisher Scientific, E.E.U.U.). Este kit consiste de dos
componentes, un tubo que contiene una version optimizada de la transcriptasa
reversa del virus de la leucemia murina de Moloney y el inhibidor de RNasas
RiboLock; y el tubo de la mezcla de la reaccion 5X que contiene el amortiguador,
los 4 desoxinucleodtidos trifosfato (ANTPs), el oligo (dT)is y una mezcla de

hexameros aleatorios. Cada cDNA se obtuvo a partir de 5 pg de RNA total siguiendo
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las instrucciones del fabricante. EI cDNA se prepardé en un termociclador 9600
(Perkin Elmer, E.E.U.U.) con el siguiente programa: 25°C por 10 minutos para
alinear las secuencias de los oligonucleotidos al RNA total, 50°C por 30 minutos
para la transcripcion inversay 85°C por 5 minutos para destruir al RNA molde y a la

transcriptasa reversa. Los cDNAs obtenidos fueron almacenados a -20°C hasta su
uso.

6.3.3 Reaccion en cadenade la polimerasa en tiempo real (QPCR)

La expresion génicade los componentes de la via Hedgehog se evaluo por gPCR,
un tipo de PCR en el que se monitorea la amplificacién durante todos los ciclos de
la reaccion. El formato de deteccion empleado fue a base de sondas de hidrolisis
tipo Tagman (Universal Probe Library, Roche, Alemania). Las sondas Tagman son
moléculas pequefias de DNA de aproximadamente 8 nucleétidos que pueden
hibridarse con secuencias complementariasen el DNA a ser amplificado. Unasonda
Tagman contiene un fluoréforo en el extremo 5’ y un apagadoren el extremo 3’. En
su forma intacta (libre o unidaal DNA) unasonda Tagman no emite fluorescencia
debido al blogueo de la fluorescencia del fluoréforo por el apagador mediante un
mecanismo FRET (Transferencia de energia de resonancia de Forster). Sin
embargo, durante la amplificacion por PCR, la actividad exonucleasa5’a 3" de la
Taq DNA polimerasa remueve el apagador y libera la sonda, la cual emite
fluorescencia a 530 nm de manera proporcional a los amplicones en la reaccion.

Las reacciones de amplificaciéon se realizaron mediante el formato “hot start PCR”
con el kit LightCycler 480 Probes Master que contiene a la Tag DNA polimerasa
inactiva con un anticuerpo y que debe ser calentada para eliminarel anticuerpoy
activar de esta manera a la enzima. Las amplificacionesfueron realizadas en placas

de 96 pozos en el equipo LightCycler 480 (Roche, Alemania).

En este estudio la expresién génica de los componentes de la via Hedhegog se
evalué de forma relativa con respecto a la de un gen de expresién constante.

Despuésde probar varios genes constitutivos potenciales, decidimos utilizar RPL32
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(el gen de la proteina ribosomal L32) porque su expresion génica no fue afectada

por el tratamiento con calcitriol.

Cada reaccion de qPCR consistié de 2 uL de cDNA, 2.5 uL de agua libre de
nucleasas, 0.2 uL de cada unode los oligonucleétidos 10 uM (tabla 1), 5 uL de la
mezcla de reaccion 2X que contiene la Tag DNA polimerasa y 0.1 uL de la

respectiva sonda de hidrdlisis (tabla 1). En cada experimento se amplific6 de
manera paralela el gen RPL32 para normalizar los resultadosy como un control del

efecto del calcitriol se utilizé la induccion del gen CYP24A1.

Tabla 1. Secuencias de los oligonucledtidos y sondas de hidrolisis (Universal Probe
Library) utilizadas en este estudio.

Gen Sonda | Secuencia(5’a 3’)

RPL32 17 GAAGTTCCTGGTCCACAACG

GAGCGATCTCGGCACAGTA

CYP24A1 | 88 CATCATGGCCATCAAAACAA

GCAGCTCGACTGGAGTGAC

DHH 86 GCAACAAGTATGGGTTGCTG

CGGACCGCCAGTGAGTTA

IHH 38 TGCATTGCTCCGTCAAGTC

CCACTCTCCAGGCGTACCT

SHH 23 GCTTCGACTGGGTGTACTACG

GCCACCGAGTTICTCTGCT

PTCH1 05 CTTCGCTCTGGAGCAGATTT

ACCCAGTTTAAATAAGAGTCTCTGAAA

SMO 64 TCAGCTGCCACTTCTACGAC
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GGTCACATTGGCCTGACATA

KIF7 19 GCCCTGATGCAGGAGAAG
GCACGATGTCCTCGTTGAG
SUFU 59 GTTTGTCTCCACGGGAGTG
TCCGAGGATAGGTTCAGAGTTG
GLI1 07 CCAGCCAGAGAGACCAACAG
CCCGCTTCTTGGTCAACTT
GLI2 19 CTACCTCAACCCCGTGGAC
CTGAGAGTGGGGAGATGGAC
GLI3 26 TCAAACCCGATGAAGACCTC
TTGTTCCTTCGGGCTGTT

El programa de amplificacion fue el siguiente: 95°C durante 10 minutos, para
desnaturalizar el anticuerpo unido al sitio activo de la Tag DNA polimerasa;
posteriormente 55 ciclos del siguiente programa (95°C/10 s para desnaturalizar el
DNA, 60°C/30 s para la unién de los oligonucledtidos al cDNA y 72°C/1 s para la

sintesis del amplicon y para la toma de la lectura de fluorescenciaa 530 nm).

6.4. Andlisis estadistico

Los datos de expresion de cada gen fueron normalizados respecto a los resultados
del gen RPL32. El analisis estadistico entre las muestras de los dos grupos se

realiz6 mediante la prueba t de Student, considerando un valor de P<0.05 como

estadisticamente significativo.
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7. Resultados

7.1 El calcitriol promueve la acumulacion significativa del RNAm del gen CYP24A1
en las células CaSki

Nuestro estudio comenzo con la caracterizacion de la respuesta de las células
CaSki a la induccion del gen CYP24A1 por el calcitriol que ocurre en una gran
variedad de células. Como se observa en la figura 8, el calcitriol 1 x 10-” M provoc6é
la acumulacion significativadel RNAmdel gen CYP24A1 respecto al control durante
24 de horas de incubacion, validando el uso de estas células para procesos

regulados por el calcitriol.

50 *
40
30
20

RNAm (CYP24A1/RPL32)

Vh Calcitriol

Figura 8. El calcitriol promueve la acumulacion significativa del RNAm del gen
CYP24A1 en las células CaSki. Las células cultivadas durante 24 h fueron
incubadas en presencia de calcitriol 1x10-" M o etanol 0.1% como su vehiculo.
Después de 24 h de incubacion, se extrajo el RNA total y la expresion del gen
CYP24A1 se evalué por gPCR. Las barras representan el promedio de 2
experimentos independientes (cada uno con al menos 3 réplicas experimentales)
+/- la DE de la expresiéon génicade CYP24A1 normalizado contra la expresion del
gen constitutivo RPL32. *P<0.05 vs. vh.

7.2 Efecto del calcitriol sobre laacumulacion de los RNAm de los ligandos de la via

Hh en las células CaSki

Posteriormente se evalud la expresion génica relativa de los ligandos Hh en las
células CaSki. La figura 9 muestra que aunque los genes SHH, DHH e IHH se
expresan en las células CaSki, el calcitriol no provocé cambios en la acumulacion

de los RNAm de ninguno de ellos.
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Figura 9. Efecto del calcitriol sobre la acumulacion de los RNAmM de los
ligandos dela via Hedgehogen las células CaSki. Las células cultivadas durante
24 h fueron incubadas en presencia de calcitriol 1x10-7 M o etanol 0.1% como su
vehiculo. Después de 24 h de incubacidn, se extrajo el RNA total y la expresion de
los genes SHH (A), DHH (B) e IHH (C) se evalu6 por qPCR. Las barras representan
el promedio de 2 experimentos independientes (cada uno con al menos 3 réplicas
experimentales) +/- la DE de cada expresion génica normalizada contra el gen
constitutivo RPL32.

7.3 Efectodel calcitriol sobre la acumulaciéondelosRNAm de la via Hh en las células
CaSki

La figura 10 muestra el efecto del calcitriol sobre la acumulacion de los RNAm del
resto de componentesde lavia Hh en las célulasCaSki. De manera interesante, los
RNAmM de los genes KIF7 y GLI3 fueron significativamente menos abundantes por
el calcitriol 1 x 10-" M respecto a sus respectivos controles (Figura 10 C y G). Se
observo expresiéon de los RNAmde PTCH1, SMO, SUFU, GLI1 y GLI2 (figura10)y
aunque el calcitriol no tuvo cambios significativos sobre estos genes, se notd en
todos loscasos unatendenciaala disminucidnrespecto a sus respectivos controles.

7.4 El calcitriol promueve la acumulacion significativa del RNAm del gen CYP24A1
en las células SiHa

Delmismo modo que trabajamos con células CaSki, en esta tesis también utilizamos
células SiHa. Iniciamos nuevamente la caracterizacion del efecto del calcitriol sobre
el gen CYP24ALl. En estas células, el calcitriol provocé unagran acumulacion del
RNAmM de CYP24A1 (alrededor de 600 veces) respecto al vehiculo (figura 11).
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Tomando en cuenta el resultado anterior, las células SiHa se consideraron un buen

modelo para el estudio del calcitriol sobre la expresion génicade la via Hh.
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Figura 10. Efecto del calcitriol sobre la acumulacién de los RNAm de
componentes de la via Hedgehog en las células CaSki. Las células cultivadas
durante 24 h fueron incubadas en presencia de calcitriol 1x10-7 M o etanol 0.1%
como su vehiculo. Después de 24 h de incubacion, se extrajo el RNA total y la
expresion de los genes PTCH1 (A), SMO (B), KIF7 (C), SUFU (D), GLI1 (E), GLI2
(F) y GLI3 (G) se evalu6 por qPCR. Las barras representan el promedio de 2
experimentos independientes (cada uno con al menos 3 réplicas experimentales)
+/- la DE de cada expresion génica normalizada contra el gen constitutivo RPL32.
*P<0.05 vs. vh.
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Figura 11. El calcitriol promueve la acumulacion significativa del RNAm del
gen CYP24Al en las células SiHa. Las células cultivadas durante 24 h fueron
incubadas en presencia de calcitriol 1x10-7 M o etanol 0.1% como su vehiculo.
Después de 24 h de incubacion, se extrajo el RNA total y la expresion del gen
CYP24A1 se evalué por gqPCR. Las barras representan el promedio de 3
experimentos independientes (cada uno con al menos 3 réplicas experimentales)
+/- la DE de la expresion génicade CYP24A1 normalizado contra la expresion del
gen constitutivo RPL32. *P<0.05 vs. vh.

7.5 Efecto del calcitriol sobre laacumulacion de los RNAm de los ligandos de la via
Hh en las células SiHa

La figura 12 muestra el efecto del calcitriol sobre la acumulacion de los RNAmM de
los ligandos Hh SHH, DHH e IHH en las células SiHa. La figura 12C muestra la
disminucién significativa de la acumulacién del RNAm gen IHH en presencia de
calcitriol en células de cancer cervical SiHa. Para los ligandos SHH y DHH, el
calcitriol mostré una tendencia no significativa a disminuir la acumulacion de sus
RNAm (figuras 12Ay B).

7.6 Efectodel calcitriol sobre la acumulacidondelosRNAmM de lavia Hh en las células
SiHa

Se evalud el efecto del calcitriol sobre la acumulacién de RNAm de PTCH1, SMO,
KIF7, SUFU, GLI1, GLI2 y GLI3 en las células SiHa (figura 13). En estas células,
unicamente el RNAm del gen GLI2 fue significativamente menos abundante en

presencia del calcitriol respecto a su vehiculo (figura 13F). Todos los demas genes
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de la via Hh se expresaron pero no fueron afectados por el calcitriol en las células
SiHa (figura 13).
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Figura 12 Efecto del calcitriol sobre la acumulacion de los RNAmM de los
ligandos de la via Hedgehog en las células SiHa. Las células cultivadas durante
24 h fueron incubadas en presencia de calcitriol 1x10-" M o etanol 0.1% como su
vehiculo. Después de 24 h de incubacidn, se extrajo el RNA total y la expresion de
los genes SHH (A), DHH (B) e IHH (C) se evalu6 por gPCR. Las barras representan
el promedio de 3 experimentos independientes (cada uno con al menos 3 réplicas
experimentales) +/- la DE de cada expresion génica normalizada contra el gen
constitutivo RPL32.*P<0.05 vs. vh.

7.7 El calcitriol promueve la acumulacion significativa del RNAm del gen CYP24A1

en las células HelLa

Las ultimascélulasde cancercervical usadasfueron lascélulasHelLa. Nuevamente
iniciamos con la investigacion del efecto del calcitriol sobre el gen CYP24A1.En las
células Hela, el calcitriol provocé la acumulacion significativa (alrededor de 20

veces) del RNAm del gen CYP24A1 respecto al vehiculo (figura 14), validando el
uso de estas células en experimentos posteriores con calcitriol.

7.8 Efecto del calcitriol sobre laacumulacion de los RNAm de los ligandos de la via
Hh en las células HelLa

Posteriormente evaluamos el efecto del calcitriol sobre la acumulacion delosRNAmM

de losligandosHh enlas célulasHelLa. La figura1l5 muestra que el calcitriol notuvo
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efectos significativos sobre la acumulacion de los RNAm de DHH e IHH e inclusive
se observa queel calcitriol tiende a acumularmas RNAm de SHH, aunque el cambio

no resulté significativo.
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Figura 13. Efecto del calcitriol sobre la acumulacién de los RNAm de
componentes de la via Hedgehog en las células SiHa. Las células cultivadas
durante 24 h fueron incubadas en presencia de calcitriol 1x10-7 M o etanol 0.1%
como su vehiculo. Después de 24 h de incubacion, se extrajo el RNA total y la
expresion de los genes PTCH1 (A), SMO (B), KIF7 (C), SUFU (D), GLI1 (E), GLI2
(F) y GLI3 (G) se evalu6 por gqPCR. Las barras representan el promedio de 3
experimentos independientes (cada uno con al menos 3 réplicas experimentales)
+/- la DE de cada expresion génica normalizada contra el gen constitutivo RPL32.
*P<0.05 vs. vh.
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7.9 Efectodel calcitriol sobre la acumulaciéndelosRNAmM de la via Hh en las células
HelLa

Finalmente, evaluamos el efecto del calcitriol sobre la acumulacién de los RNAmM de
los genes Hh en las células HelLa. La figura 16 muestra que el calcitriol no tuvo

efecto sobre la acumulacién de ninguno de los transcritos estudiados.
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Figura 14. El calcitriol promueve la acumulacion significativa del RNAm del
gen CYP24A1 en las células HelLa. Las células cultivadas durante 24 h fueron
incubadas en presencia de calcitriol 1x10” M o etanol 0.1% como su vehiculo.
Después de 24 h de incubacion, se extrajo el RNA total y la expresion del gen
CYP24A1 se evalu6é por gPCR. Las barras representan el promedio de 3
experimentos independientes (cada uno con al menos 3 réplicas experimentales)
+/- la DE de la expresion génicade CYP24A1 normalizado contra la expresion del
gen constitutivo RPL32. *P<0.05 vs. vh.
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Figura 15. Efecto del calcitriol sobre la acumulacion de los RNAm de los
ligandos de la via Hedgehog en las células HelLa. Las células cultivadas durante
24 h fueron incubadas en presencia de calcitriol 1x10-7 M o etanol 0.1% como su
vehiculo. Después de 24 h de incubacidn, se extrajo el RNA total y la expresion de
los genes SHH (A), DHH (B) e IHH (C) se evalu6 por qPCR. Las barras representan
el promedio de 3 experimentos independientes (cada uno con al menos 3 réplicas
experimentales) +/- la DE de cada expresion génica normalizada contra el gen
constitutivo RPL32.
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Figura 16. Efecto del calcitriol sobre la acumulacion de los RNAm de
componentes de la via Hedgehog en las células HelLa. Las células cultivadas
durante 24 h fueron incubadas en presencia de calcitriol 1x10-7 M o etanol 0.1%
como su vehiculo. Después de 24 h de incubacion, se extrajo el RNA total y la
expresion de los genes PTCH1 (A), SMO (B), KIF7 (C), SUFU (D), GLI1 (E), GLI2
(F) y GLI3 (G) se evalu6 por qPCR. Las barras representan el promedio de 3
experimentos independientes (cada uno con al menos 3 réplicas experimentales)
+/- la DE de cada expresion génica normalizada contra el gen constitutivo RPL32.
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8. Discusién

En el presente trabajo de tesis evaluamos el efecto del calcitriol sobre la
acumulacion de los RNAm de componentes de la via Hh en 3 diferentes lineas de
cancer cervical que poseen secuencias de HPVs de alto riesgo integradas en su
genoma. De manera interesante, todos los transcritos de la via Hh fueron
detectados bajo nuestras condiciones experimentales en ausenciay en presencia
de calcitriol. Aunque los resultados aqui presentados se limitaron a la acumulacion
de RNAm y no se estudiaron ni la abundancia de las proteinas ni sus actividades
biolégicas, consideramos que nuestros resultados dan apoyo a que la via Hh esta
activa en las tres lineas celulares. A excepcion del cerebro adulto que continda
expresando SHH (43), se considera que todos los componentes de la via Hh no se
expresan en los tejidos adultos nia nivel de RNAm ni de proteina. La deteccion de
los transcritos de la via Hh probablemente implica que son traducidos a proteinas
funcionales. Un estudio previo concluyo que efectivamente la via Hh esta activa en
las lineas celulares CaSki, SiHa y HelLa e inclusive en otras lineas celulares
establecidas de cancerde cérvix como C33Ay C4-1 (19). De maneraimportante, la
via Hh en las células CaSki, SiHay HeLa promueve la proliferacion y la migracion
celular (19). Otros reportes indican que la via Hh también participa en el
crecimiento, la invasion, la metastasis, la recurrencia, la resistencia a farmacos y a
la radioterapia en el cancer cervicouterino avanzado (21). La via Hh se encuentra
encendida desde las lesiones precursoras del cancer cervicouterino e incrementa
gradualmente su actividad conforme progresa el cancer (44). También se ha
descrito viabilidad reducida de células de cancer cervical secundaria a la alta
expresion del microRNA-506, un supresor tumoral que impacta negativamente la
expresion de GLI3 (45). Por lo tanto, la desregulacién de la via Hh esta involucrada

en la carcinogénesis cervical (19).

En relacién a laregulacién de la via Hh por el calcitriol, existen algunos reportes en
la literatura. En un estudio realizado en carcinoma de células basales se encontré
gue el calcitriol bloqued la proliferacién celular mediante la supresion de la actividad

de la via Hh (46). Sin embargo, en el trabajo referido Unicamente se describio el
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efecto represor del calcitriol sobre la actividad de la via Hh medida como la
transactivacion del factor de transcripcion GLI (46). Cabe destacar que nuestro
estudio es el primero que aborda laregulacion del calcitriol sobre la acumulacion de
los RNAmindividuales de cada uno de los componentes de lavia Hh en modelosin
vitro de cancer cervical. Los resultados mostraron que el calcitriol disminuy6 la
acumulacion de los RNAm de los genes KIF7 y GLI3 en las células CaSki,de IHHy
GLI2 en las células SiHay de ninguno de la via Hh en las células HeLa. A este
respecto, datos previamente reportados en tumores epidérmicos muestran que el
VDR unido al calcitriol regula de manera negativa a cada uno de los componentes
de la via Hh a nivel de proteina (39). Tomando en cuenta este reporte, se esperaria
que toda la via Hh hubiese sido inhibida por el calcitriol a nivel de RNAm. Sin
embargo, solamente se encontrd6 menor acumulacion de algunos RNAm de la via
Hh por el calcitriol. Los resultados de la presente tesis fueron obtenidos durante la
pandemia COVID-19 y creemos que hicieron falta mas repeticiones con un nimero
mayor de muestras para caracterizar en detalle el efecto regulador del calcitriol
sobre los RNAm de la via Hh en las lineas celulares estudiadas de cancer
cervicouterino. También hizo falta estudiar la acumulacion de cada RNAmy de las
proteinas Hh durante diferentestiempos en ausenciay en presenciade calcitriol. En
todo caso, los resultados obtenidos en esta tesis son muy alentadores pues es el
primer estudio que sugiere que los genes KIF7 e IHH podrian ser reprimidos por el

calcitriol.

KIF7, un homologo de mamiferos del gen Costal2 de Drosophila, codifica para un
motor molecular presente en los cilios celulares que funciona como un regulador
negativo de la via Hh previniendo la liberacién de los factores GLI2 en la ausencia
de ligandos Hh. Sin embargo, KIF7 también puede funcionar como un regulador
positivo de la via Hh al prevenirel procesamiento de GLI3 a su forma represora (47).
Dadas las propiedades antiproliferativas del calcitriol (25), es probable que la
segundaopcién expligue mejor la disminucién en laacumulaciéndel RNAmde KIF7

por el calcitriol que observamos en las células CaSki. Sin embargo, hacen falta mas
experimentos para conocer mas de este interesante resultado.
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Por otro lado, IHH es uno de los ligandos que activan la via Hh. La proteina IHH se
sintetiza como un zimogeno que produce varias isoformas después de su
procesamiento proteolitico. El fragmento que contiene el extremo amino participa
en la sefalizacion de la via Hh, particularmente en la formacion del hueso (48). La
proteina IHH se ha encontrado altamente expresada en células de cancer de mama
(49), de pancreas (50) y de colon (51). Sin embargo, el gen IHH asi como los otros
ligandos Hh muestra una regulacion compleja porque puede activar la via Hh de la
propia célulaque los produce (regulacién autocrina) o encenderlavia Hh de células
vecinas (regulacion paracrina). Dado que en el cancer cervicouterino se expresan
abundantemente los componentes Hh incluyendo a IHH (19, 23), la disminucién en
la acumulacion observada en nuestro estudio por el calcitriol sobre el RNAm de IHH

en las células CaSki merece ser estudiada con mas detalle.

En relacién a los probables mecanismos que expliquen nuestros resultados
globales, la mayor proporcion de genesregulados por el calcitriol son debidos a una
mayor tasa de transcripcion (29), tal y como ocurrié en el gen CYP24A1 en las tres
lineas celulares de cérvix (figuras 8, 11 y 14). La induccion observada sobre el gen
CYP24A1 es debida a la cooperacion funcional de dos elementos de respuesta al
calcitriol que se encuentran en laregion promotora del gen CYP24Alencargadodel
catabolismo del calcitriol (52). La respuesta del gen CYP24A1 al estimulo con
calcitriol se considerauna prueba de que una célula contiene un VDR funcional (33,
53) y que entonces esa célula puede ser utilizada para la investigacion de procesos
calcitriol-regulados. Por otro lado, el calcitriol también puede funcionar como un
represor de la expresion de genes (29). En casos asi, las regiones promotoras de
los genescontienen elementos de respuesta negativos para el calcitriol que reclutan
al VDR activado y algunos correpresores transcripcionales. Un mecanismo
inhibitorio de este tipo es el responsable de la represion del canal de potasio
oncogénico éter a-go-go-1 mediado por el calcitriol en células de cancer cervical
(34). Estos mecanismos inhibitorios involucran el reclutamiento de comoduladores
transcripcionales con actividad de acetilasas de histonas que mantienen enrollada

la cromatina, evitando con ello la transcripcion. Es probable que un mecanismo asi
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pueda ser responsable de la disminucion de laacumulacién de RNAm de los genes

KIF7 e IHH por el calcitriol, lo cual requiere ser investigado en el futuro.

Otros transcritos de genes que también fueron disminuidos por el calcitriol en
nuestro estudio fueron GLI2 y GLI3. Tanto GLI2 como GLI3 son factores de
transcripcion que tienen funciones activadoras y represoras de la transcripcion
dependiendo de su procesamiento proteolitico (54). Sin embargo, ambos factores
de transcripcion son considerados oncogénicos y se encuentran altamente
expresados en diversos tumores humanos (14). Previamente se describi6 que el
calcitriol reprime al gen GLI2 en modelos de cancer de rifion (41). Con respecto a
GLI3, no se ha descrito que el calcitriol regule su expresiéon. Cabe destacar que las
proteinas GLI se utilizan para estudiar los efectos de diversos factores sobre la
actividad de toda la via Hh, independientemente del efecto directo que pudieratener
el calcitriol sobre la expresion de estos factores de transcripcion. Este escenario es
plausible puesto que el calcitriol es regulador transcripcional de muchos factores de
transcripcion. Dos ejemplos de factores de transcripcion implicados en el cancery
que son regulados por el calcitriol son myc (55) y el factor inducible por la hipoxia
HIF (56).

Merece destacarse el hecho de que en nuestro estudio no observamos un patron
de regulacién que se mantuviera en las tres lineas celulares, lo cual puede ser
debido a que hicieron falta estudios para encontrar las condiciones en las cuales el

calcitriol mostrara su efecto represor sobre toda la via Hh. También puede ser que
la via Hh sea regulada de manera diferente en cada linea celular.

En resumen, la via Hh es unavia de sefializacion importante que se encuentra
activa en el cancer cervicouterinoy que tiene varios componentes en los cuales el
calcitriol disminuy6 modesta pero significativamente la acumulacion de sus
transcritos. Esto es una motivacion para redoblar esfuerzos en estudios adicionales
queconsideren estavia de sefializacién como blancoterapéutico para el tratamiento

del cancer cervicouterino.
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9. Conclusiones

Los transcritos de los componentesde la via Hh se expresaron en las células CaSki,
SiHay HelLade cancercervical.

En las células CaSki, el calcitriol disminuyo significativamente la acumulacion del
RNAmM de KIF7 y GLI3 pero no tuvo efecto sobre los demas transcritos de los
componentes de la via Hh.

En las células SiHa, el calcitriol disminuyo significativamente la acumulacion del

RNAm de IHH y GLI2 pero no tuvo efecto sobre los demas transcritos de los
componentes de la via Hh.
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