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RESUMEN

INTRODUCCION: El cancer de mama es el tipo de cancer mas frecuente en
las mujeres y es el que mayor mortalidad presenta; dentro del tratamiento de
este tipo de cancer esta la hormonoterapia, y uno de los principales farmacos
usados es el tamoxifeno que es un modulador de los receptores de
estrogenos. El tamoxifeno actia como antagonista de los receptores en la
mama, inhibiendo la transcripcion y el crecimiento tumoral, sin embargo este
farmaco a pesar de ser efectivo en el tratamiento del cancer de mama tiene
efectos adversos en el endometrio ya que actla como agonista de los
receptores de estrogenos y es considerado como un factor de riesgo para el
desarrollo del cancer de endometrio. Este efecto adverso del tamoxifeno en
el endometrio es diferente en la premenopausia y la postmenopausia ya que
hay variacion de la concentracién enddgena de estrogenos, de tal forma que
los efectos agonistas del tamoxifeno son mayores en la postmenopausia
donde la concentracion endégena de estrégenos es menor, por tal motivo los
efectos adversos en el Gtero se presentan en las mujeres postmenopausicas.
En recientes estudios se ha demostrado que el canal de potasio EAG1 esta
relacionado con la oncogénesis y la progresion tumoral, ya que su expresion
esta limitada en tejidos normales y estd aumentada en tejidos tumorales, se
ha observado que se puede asociar como un marcador temprano de cancer,
ademas es modulado por los estrégenos y el tamoxifeno. Es de gran
importancia determinar este canal EAG1 en el cérvix y el Utero para evaluar
la posibilidad de este como indicador de riesgo en el Utero y el cérvix cuando
hay exposicion a tamoxifeno. OBJETIVO: Determinar la expresion del canal
EAG1 y los receptores de estrogenos alfa (ERa) y beta (ERB), en muestras
de cérvix y utero de ratones hembra ovariectomizadas que recibieron
tamoxifeno por 3 meses. METODOLOGIA: Se estudi6 el efecto del
tamoxifeno en el Utero y el cérvix y la expresion del canal EAG1 a través de
un modelo in vivo utilizando ratones ovariectomizadas de la cepa Balb/c, bajo
tratamiento de tamoxifeno por tres meses. Posteriormente al tratamiento se
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sacrificaron los animales y se estudiaron el utero y el cérvix para evaluar la
expresion de EAGH1, y los receptores de estrégenos alfa y beta (ERa y ERp)
por PCR tiempo real e inmunohistoquimica. RESULTADOS: EIl tamoxifeno
generd hiperplasia en el Gtero e inflamacion en el cérvix, y aumento la
expresion del canal de potasio EAG1 en el Utero, mientras que disminuyo la
expresion del mMRNA de EAG1 en el cérvix. De igual forma se presenté una
alta expresion de los receptores de estrogenos alfa en ambos tejidos y muy
poca expresion de los receptores de estrogenos beta. CONCLUSION: El
canal EAG1 puede ser un indicador de riesgo en el Utero cuando hay
exposicion a tamoxifeno en condiciones hipoestrogénicas, por ejemplo en la
postmenopausia. Probablemente el efecto modulador del tamoxifeno se da

principalmente a través de los receptores de estrégenos alfa.



ABSTRACT.

INTRODUCTION: Breast cancer is the most common type of cancer in
women, displaying the highest mortality from cancer. The treatment of this
cancer is hormonal therapy, and one the main drugs used is tamoxifen which
is a selective estrogen receptor modulator (SERM). Tamoxifen acts as an
antagonist estrogen receptor in the breast, inhibiting transcription and tumor
growth. However, this drug exerts adverse effects in the endometrium, where
it acts as an estrogen receptor agonist and increases the risk of endometrial
cancer. The risk of endometrial cancer is different in premenopausal and
posmenopausal women because the effect of tamoxifen varies with the
estrogen concentration. It functions as an estrogen agonist only in
postmenopausal women with low estrogen concentration and thusmay cause
endometrial cancer. Recent studies have shown that the potassium channel
Eagl (ether a-go-go) is linked to oncogenesis and tumor progression. EAG1
expression shows restricted distribution in normal tissues and is increased in
tumor tissue. Eagl is suggested as an early cancer marker and is modulated
by estrogen and tamoxifen. It is very important to determine Eagl expression
in the cervix and uterus to investigate the possibility of such expression as a
risk indicator of cancer in the uterus and cervix when exposed to tamoxifen.
AIM: To determine the expression of Eagl channel and estrogen receptors
alpha (ERa) and beta (ER) in the cervix and uterus of ovariectomized female
mice receiving tamoxifen for 3 months. METHODS: The effect of tamoxifen in
the uterus and cervix and Eagl channel expression was studied in an in vivo
model of ovariectomized Balb/c mice, treated with tamoxifen for three months.
Following treatment, we assessed the protein and mRNA expression of Eagl,
ERa and ER in the uterus and the cervix by immunohistochemistry and RT-
PCR, respectively. RESULTS: Tamoxifen caused uterus hyperplasia, and
increased EAG1 expression in the uterus, whereas decreased mRNA of

EAG1 expression in the cervix. The expression of ERa in both tissues was
3



high and the expression of ERB was very low. CONCLUSION: Eagl
expression might be a risk indicator in uterus under tamoxifen exposure in
hypoestrogenic conditions, for instance in postmenopause. Probably the

modulating effect of tamoxifen occurs primarily through the ERa.



1. INTRODUCCION
GENERALIDADES
1.1 ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA GLANDULA MAMARIA:

Las mamas son proyecciones semiesféricas de tamafio variable, situadas por
delante de los musculos pectoral mayor y serrato anterior; cada mama tiene
una proyeccion pigmentada denominada pezoén que posee las aberturas de
los conductos galactoforos por donde sale la leche (Pandya and Moore 2011)
(Figura 1).

Dentro de cada mama se encuentra la glandula mamaria que se encarga de
la produccién de leche, cada glandula mamaria esta formada por 15 a 20
I6bulos 0 compartimientos separados por una cantidad variable de tejido
adiposo; en cada Io6bulo existen varios compartimentos pequefios
denominados lobulillos que se componen por alvéolos (glandulas secretoras)
y la contraccion de las células mioepiteliales que rodean los alvéolos expulsa

la leche hacia el pezon a través de los conductos (Tortora 2011).

Las funciones de la glandula mamaria son la sintesis, la secrecion y la
eyeccion de la leche, funciones que se asocian al embarazo y parto, la
produccion de la leche es estimulada por la hormona prolactina secretada
por la adenohipdfisis, con ayuda de la progesterona y los estrégenos y la
eyeccion de la leche se estimula por la oxitocina liberada por la
neurohipofisis en respuesta a la succion del pezén de la madre por parte del
lactante (Hall 2011).



Ligamento suspensorio de la mama

Costilta {ligamento de Cooper)
A : Misculo pectoral

Fascia profunda - mayor

Musculos L =N Lobulo con alvéolos

intercostales A o an su interior

Tubulo secundario

Areola
Pezbn

Plano sagital

Figura 1. Morfologia de la glandula mamaria. Un corte en el plano sagital muestra la morfologia de
la mama en donde se observa en el exterior el pezon rodeado por una coloracion oscura denominada
areola, la prominencia de las mamas la da el tejido graso que rodea a la glandula mamaria ubicada
dentro de la mama y esta conformada por I6bulos y conductos. Tomado de Tortora (2011).

1.2 ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL UTERO

El Gtero es un érgano situado entre la vejiga urinaria y el recto, tiene el
tamafio y la forma de una pera invertida en las mujeres que nunca han
estado embarazadas, mide alrededor de 7,5 cm de largo, 5 cm de ancho y
2,5 cm de espesor. Las subdivisiones anatémicas del atero son: fondo
uterino (porcion con forma de cupula encima de las trompas uterinas o de
Falopio), cuerpo (porcion central estrecha) y cuello o cérvix,(porcion inferior
angosta que se abre hacia la vagina) (Tortora 2011) (Figura 2). Los tipos de
tejido presentes en el Utero son perimetrio (capa externa) que esta
compuesta por epitelio plano simple y tejido conectivo areolar, miometrio

(capa media muscular) que esta formada por tres capas musculares lisas, y
6



endometrio (capa interna del Utero) que se encuentra altamente
vascularizado y se compone de epitelio cilindrico simple, estroma
endometrial y glandulas endometriales que aparecen como invaginaciones

del epitelio luminal. (Gisela, Hemming et al.,1998)

El Gtero funciona como ruta que siguen los espermatozoides para fecundar el
ovulo; cuando hay fecundacion, el utero es el sitio de implantacion del 6vulo
fecundado y de desarrollo del feto durante el embarazo y parto. Durante los
ciclos reproductivos donde la implantacién no se produce, este érgano es el

sitio de origen del flujo menstrual (Tortora 2011)

Franjas (Fimbrias)
Istmo de la de la trompa uterina

Ampolia de trompa uterina Fundus del utero
ta trompa uterina y )
' —— Ligamento
-’P Suspensorio
Infundibulo de
Ia trompa uterina
b Trompa uterina
(de Falopio)
Cavidad uterina Ovario
Endometr
) A Ligamento
Miometrio propio del ovario
Perimetrio Lig
ancho
Cuerpo
del utero
Orificio intemo
Uréter
' Cusllo del itero ’ Ileimo t
(c6nix) Conducto del s
' cuello del dtero ———
J (canal cervical) QOrificio externo

Fondo de saco
lateral

Vagina

Plieques
de la vagina

Vista Vista posterior del utero y anexos

Figura 2. Morfologia del Utero y estructuras asociadas. Se observan las diferentes secciones del
Utero y su extension hacia los ovarios a través de las trompas uterinas. Un corte del tejido permite
observar las diferentes capas uterinas desde el exterior empezando por perimetrio, en seguida el
miometrio y finalmente el endometrio que se encuentra hacia la cavidad uterina. Tomado de Tortora
(2011).



1.3. FUNCIONES DE LOS ESTROGENOS EN LA MUJER

Los estrogenos son hormonas esteroideas que se producen principalmente
en las células tecales y granulares de los ovarios aunque también se pueden
producir en la placenta, la mama, los huesos, la piel, los vasos sanguineos,
las células adiposas mesenquimales y el cerebro (Gruber, Tschugguel et al.,
2002). En los ovarios, las células tecales secretan androgenos que se
difunden a las células granulosas para ser transformadas en estrogenos por
medio de la enzima aromatasa (Hillier, Whitelaw et al., 1994); Durante la
pubertad, la produccion de dichas hormonas, presenta un aumento y sus
niveles varian durante el ciclo menstrual, de tal forma que la mayor
concentracion de estrégenos se presenta durante el periodo preovulatorio y
la menor concentracion de estrogenos se da justo antes de la menstruacion.
Este efecto cambia durante la menopausia ya que hay una deplecién de
foliculos ovaricos, lo que lleva a una gran disminucién en la produccion de
estrogenos ovaricos disminuyendo su concentracién en suero y su principal
produccion se va a dar por la conversién extragonadal de testosterona a

estrona. (Gruber, Tschugguel et al., 2002)

Las acciones de los estrégenos son promover el desarrollo y mantenimiento
de las estructuras reproductoras femeninas, de los caracteres sexuales
secundarios como los son la distribucién del tejido adiposo en la mama, el
abdomen, el monte del pubis y las caderas, el tono de voz, la pelvis ancha y
el patron de crecimiento de pelo en la cabeza y cuerpo, (Tortora 2011) y
aungue su principal accion se enfoca en los 6rganos reproductores también
tienen efectos en el sistema cardiovascular, el esquelético y el neuroldgico

(Gruber, Tschugguel et al.,2002), como se pueden observar en la figura 3.



EFECTO DE LOS ESTROGENOS EN DIFERENTES ORGANOS
CEREBRO:

-Los estrogenos ayudan @ mantener la
temperatura corporal y regulan partes
del cerebro que preparan el cuerpo
para el desarrollo sexual y reproductivq.

MAMA:
Los estrogenos estimulan
el desarrollo de las
mamas en la pubertad y
prepara las glandulas
para la futura produccion
de leche.

CORAZON E HIGADO:
-Los estrogenos ayudan a regular la
produccion de colesterol en el
higado, disminuyendo asi la
acumulacion de placas en las
arterias coronarias.

UTERO:
. Los estrogenos estimulan
la maduracion del Gtero y
lo preparan para nutrir el

OVARIOS:
los estrogenos estimulan la
maduracion de los ovarios ¥

: . ] desarrollo del feto.
estimulan el inicio del ciclo menstrual
en mujeres, signo de que el sistema
reproductivo ha madurado. .
VAGINA:
Los estrogenos estimulan a HUESOS:

maduracion de la vagina y ayudan a

Los estrogenos ayudan a
mantener su lubricacion y espesor.

preservar la densidad
0Osea.

Figura 3. Efecto de los estrégenos en érganos femeninos. Los estrégenos tienen funciones en
diferentes 6rganos reproductores femeninos y en huesos favoreciendo la densidad 6sea, y en higado y
corazén donde disminuye la produccién de colesterol y la formacion de placas arteriales. Tomado y
modificado de http://www.urmc.rochester.edu/Encyclopedia/Getimage.aspx?ImagelD=125600


http://www.urmc.rochester.edu/Encyclopedia/GetImage.aspx?ImageID=125600

1.4 MECANISMO DE ACCION DE LOS ESTROGENOS.

El efecto de los estrogenos (17p-Estradiol) se da por cuatro vias (Hall, Couse
et al., 2001) (Figura 4), la primera de estas es la via gendmica que es
mediada principalmente por receptores nucleares denominados receptores
de estrogenos (ER), conformados por tres dominios funcionales: el amino
terminal (NH2), el dominio de unién a DNA y el dominio de unién al ligando
(Nilsson, Méakela et al., 2001). La unién del ligando al ER desencadena
cambios conformacionales en el receptor, que llevan a su dimerizacion,
interaccién con Elementos de Respuesta a Estrégenos en el DNA (ERES) y
reclutamiento de proteinas coactivadoras que generan cambios en la tasa de
transcripcion de genes (McKenna, Lanz et al. 1999), (Katzenellenbogen and
Katzenellenbogen 1996). La segunda via de accion es la activacion de ER
independiente de ligando, en este caso, la activacion de los receptores es
independiente de la presencia de estrogenos en el medio, y aunque no esta
claramente definido el mecanismo de accién se ha encontrado que en
presencia de factores de crecimiento se activan receptores de membrana y
se desencadena la via de las MAPK (mitogen-activated protein Kinasas) que
tras varias fosforilaciones activan al ER nuclear y permiten su interaccion con
EREs en el DNA para promover la transcripcion de genes (Kato 2001). La
tercera via es la activacion genémica de ER independiente de EREs, en la
cual los ER activados por estrégenos, interactian con las proteinas Fos y
Jun uniéndose a la Proteina Activadora-1 (AP-1) que es un factor de
transcripcion relacionado con la proliferacién celular (Hall, Couse et al. 2001).
Finalmente en la via no gendmica la activacion de la sefializacion es iniciada
en la membrana celular a través de una pequefia poblacion de receptores
que enlazan estrogenos y activan proteinas G desencadenando vias de
sefalizacion que llevan a la proliferacion celular (Pedram, Razandi et al.,
2002).
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Figura 4. El mecanismo de accion de los estrogenos puede ser genémico y no genémico. Los
mecanismos de accién que se describen son A. Via clasica o dependiente de ligando, en esta via el
complejo estrégenos- Receptor (E2-ER) se enlaza a los Elementos de Respuesta a Estrogenos (ERE)
en los promotores blanco regulando la transcripcidon de genes y su respuesta en diferentes tejidos. B.
Via independiente del ligando, en esta via los factores de crecimiento (GF) activan vias de
sefializacion a través de cinasas que fosforilan y activan los receptores de estrégenos y estos se
enlazan a los ERE regulando la transcripcién. C. Independiente de ERE: la unién de los estrégenos a
los receptores de estrogenos alteran la transcripcion de genes a través de elementos de respuesta AP-
1, asociado a las proteinas Jun Y Fos, lo que lleva a la regulacion de la alta de la expresion de genes.
D. Via no gendmica, en esta via los estrégenos activan sitios de unién en la membrana celular que
genera respuesta rapida en diferentes tejidos. Tomado y modificado de Hall, J. M., et al., (2001).

1.5 CANCER DE MAMA

El cancer de mama se define como un tumor maligno que inicia en las
células de la mama; este tumor se forma de células que pueden invadir
tejidos cercanos o extenderse a diferentes areas del cuerpo (Girish 2014).
Este tipo de cancer es frecuente en mujeres a nivel mundial, segun datos del

GLOBOCAN esta enfermedad representa una incidencia del 23% en la
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poblacion femenina y es la causa mas comUn de muertes por cancer, en
México las estadisticas siguen esta tendencia, ya que en mujeres el cancer
de mama representa el 21.2% de todos los casos de cancer, y la mortalidad
es de 13.2% (WHO 2008)

1.5.1 FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DEL CANCER DE
MAMA

Dentro de los factores de riesgo para el desarrollo del cancer de mama
estan: pertenecer al género femenino, historia familiar con cancer mamario,
mutaciones en los genes BRCA1l Y BRCA2, edad mayor de 40 afos,
presencia de algunas lesiones benignas previas en mama, menarquia
temprana y menopausia tardia, consumo de anticonceptivos orales, inicio de
la maternidad a edades tardias, consumo de alcohol, obesidad, sedentarismo

y estilos de vida, entre otros (Girish 2014).

1.5.2 TIPOS DE CANCER DE MAMA

Existen muchos tipos de cancer de mama y se relacionan con su grado de
invasion y con la localizacion del tumor, los més frecuentes son: Carcinoma
ductal in situ: es in tipo de cancer no invasivo o de las células que rodean los
ductos. Carcinoma ductal infiltrante: en este tipo de cancer las células
cancerosas atraviesan las paredes de los ductos e invaden el tejido graso de
las mamas y puede hacer metastasis a otros 6rganos. Carcinoma lobular in
situ: Es un tipo de cancer no invasivo que inicia en las células de los l6bulos
de las mamas. Carcinoma lobular infiltrante: se origina en los I6bulos donde
se produce la leche, las células cancerosas pueden migrar facilmente a otros

organos del cuerpo (Peepliwal and Tandale 2013).
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1.5.3 RECEPTORES DE ESTROGENOS Y CANCER DE MAMA.

El desarrollo de cancer de mama tiene un factor hormonal implicado,
particularmente, los estrégenos se han establecido como un factor de riesgo
para el desarrollo de cancer de mama (Toniolo, Levitz et al., 1995), sumado a
esto se ha encontrado aumentada la expresion de receptores de estrogenos

en lesiones malignas y premalignas de mama (Sommer and Fuqua 2001).

Se ha encontrado que la interaccidn de estrégenos con ER puede resultar en
un aumento de la proliferacion en células de la mama (Pearce and Jordan
2004), y se ha demostrado que aumentan directamente el crecimiento de
lineas celulares de cancer de mama en cultivos celulares llevandolas de la

fase G del ciclo celular a la fase S (Doisneau-Sixou, Sergio et al., 2003).

El mecanismo por el cual los estrogenos estan relacionados con el cancer de
mama podria ser la induccién de proteinas reguladoras que funcionan como
factores de crecimiento autocrinos, paracrinos o intracrinos (Dickson and
Lippman 1995), sin embargo, los genes responsables de los efectos
mitogénicos de los estrogenos no se han establecido claramente ya que
incluyen la regulacién de diferentes factores de crecimiento, proteasas,

ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas (Platet, Cathiard et al., 2004).

De los tumores de mama diagnosticados en mujeres, del 50% al 80% son
positivos para ERa, y su expresion es esencial para elegir la hormonoterapia
como tratamiento; cabe destacar que la presencia del ERa se correlaciona
con un pronostico favorable y se ha observado que en pacientes positivas
para ERa hay baja recurrencia de tumores luego del tratamiento

demostrando grandes beneficios (Platet, Cathiard et al., 2004).
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1.5.4 TERAPIA HORMONAL CON TAMOXIFENO PARA CANCER DE
MAMA

Teniendo en cuenta que muchos tumores son dependientes de estrogenos,
existen diferentes estrategias hormonales de tratamiento, dentro de las
cuales estan los moduladores selectivos a receptores de estrégenos como el
tamoxifeno (Osborne 1998).

Los efectos del tamoxifeno en el tratamiento del cancer de mama estan
relacionadas con sus propiedades antiestrogénicas, las respuesta de los
tejidos sensibles a estrégenos varian dependiendo del tipo de tejido, en la
mama actia como un farmaco anticancerigeno bloqueando los ER y en
endometrio actia como carcinogénico al ser agonista de los ER (Mourits, De
Vries et al., 2001). Inicialmente, el tamoxifeno fue usado como tratamiento
paliativo del cAncer de mama avanzado, luego como un adyuvante en casos
de cirugia de tumores tempranos y recientemente, su actividad en quimio-
prevencion del cancer de mama ha sido demostrada (Fisher, Costantino et
al., 1998). Sin embargo, y a pesar de su importante papel en la profilaxis y el
tratamiento del cancer de mama se ha observado que en las pacientes que
estan expuestas a largo periodos de tratamiento con este farmaco, existe un
aumento en el riesgo relativo de cancer de endometrio (Senkus-Konefka,
Konefka et al., 2004).

1.5.4.1 MECANISMO DE ACCION DEL TAMOXIFENO

El tamoxifeno forma parte de los farmacos denominados Moduladores De los
Receptoores de Estrogenos (SERMS), y actia como agonista 0 antagonista
de los receptores dependiendo del tejido donde actle. Las propiedades
agonistas o antagonistas, dependen de los cambios conformacionales que
genera en los receptores, y su interaccion con proteinas correpresoras o
coactivadoras expresadas en cada tejido, generando cambios subsecuentes

en la transcripcion génica (Pickar, MacNeil et al. 2010) (figura 5); en mama
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actla como antagonista de los ER, lo que lo hace eficiente en el tratamiento
de cancer de mama (Pickar, MacNeil et al. 2010), y en Utero presenta una
amplia actividad agonista sobre los ER en el epitelio vaginal, el miometrio y el
endometrio, donde genera aumento en el peso uterino, engrosamiento del
endometrio y condensacién del estroma periglandular (Cano and
Hermenegildo 2000).

Dimerized
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Estrogen
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Figura 5. Mecanismo de accidon de los SERMs. Después que los SERMs se unen a los ER el
complejo SERM-ER sufre cambios conformacionales dependiendo del tejido donde actle, que va a
llevar a que se unan proteinas coactivadoras que promueven la transcripcion o proteinas correpresoras
que detienen la transcripciébn y determinan la expresion de genes blanco. Tomada de
http://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJM200303203481230.

1.5.4.2 EFECTOS SECUNDARIOS DEL TAMOXIFENO

La actividad agonista/ antagonista del tamoxifeno lo lleva a presentar
diferentes efectos secundarios. En hueso actia como agonista de los
receptores de estrogenos, aumentando el recambio 6seo (Kangas 1992); en
hipotalamo actta como antagonista de los ERa en mujeres
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premenopausicas, generando aumento en la liberacion de la hormona
foliculoestimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH), induciendo Ia
ovulacion; pero en mujeres post-menopadsicas actia como agonista de los
ERa disminuyendo la FSH y la LH disminuyendo los sintomas de la
menopausia; en higado es agonista de los ERa, aumentando la sintesis de
factores de coagulacion y riesgo de trombofilia, y en Utero actia como
agonista de los ERa aumentando el riesgo de desarrollo de cancer de
endometrio y Tumor mixto mulleriano (Singh, Stringfellow et al., 2007). A
pesar de esto, no todas las pacientes que son tratadas con tamoxifeno
presentan cambios consistentes con el efecto agonista en los ER. En
mujeres premenopausicas, el efecto del tamoxifeno es antiestrogénico en
tejido uterino y vaginal y es estrogénico en los mismos tejidos de mujeres
postmenopausicas (Yang, Trapkin et al., 2001). Este efecto tiene que ver con
el nivel endégeno de estrégenos, ya que en un ambiente rico en estrogenos
su efecto es antagonista, mientas que en un ambiente bajo en estrégenos, el
efecto es principalmente agonista (Mourits, De Vries et al., 2001),(Yang,
Trapkin et al., 2001)

1.6 PAPEL DE LOS CANALES DE POTASIO EN LA PROLIFERACION
CELULAR

El canal de potasio EAG1 o éter a-go-g0 (Kv10.1) forma parte de una familia
de canales conformados por tetrameros (cuatro subunidades) que a su vez
estan compuestas por seis segmentos transmembranales, cuentan con un
dominio S4 que actiia como sensor de voltaje, un dominio PAS que actia
como sensor de oxigeno y un dominio de unién a nucleotidos (cNBD) en el
Carboxilo terminal (Bauer and Schwarz 2001). La expresion del canal de
potasio EAG1l esta limitada a cerebro, placenta, glandula adrenal y
transitoriamente en mioblastos (Ortiz, Montante-Montes et al., 2011), y ha
sido ampliamente estudiado por su participacion en el desarrollo de cancer,
debido a que se expresa anormalmente en tejidos tumorales (Rodriguez-

Rasgado et al., 2012) (Figura 6).
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Figura 6. Distribucion del canal de potasio EAGL, en tejido normal y tumoral: La distribucién del
canal esté restringida a algunos érganos que se simbolizan de color azul. Cuando hay exposicién a
algunos agentes carcinégenos como VPH, hormonas o agentes externos ambientales, la expresion del
canal aumenta en diferentes érganos y se simboliza de color rojo, la deteccion de canal en lesiones
premalignas podria indicar a este canal como un potencial marcador temprano de tumores. Tomado de
Rodriguez-Rasgado, et al., 2012.

La relacion del canal EAG1 con la oncogénesis y la progresion tumoral se ha
estudiado transfectando el canal EAG1 en células de mamiferos y éstas
adquirieron un fenotipo transformado, mostrando crecimiento en ausencia de
suero, pérdida de la inhibiciébn por contacto e induccién de la formacién de
tumores cuando son implantadas en ratones inmunosuprimidos (figura 7).
Ademas, al inhibir la expresion de EAG1 con oligonucledtidos antisentido se
redujo la proliferacién celular (Pardo, et al., 1999); este hecho muestra que el

canal EAG1 esté implicado en la oncogénesis y la progresién tumoral.
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Figura 7. Papel del canal EAG1 en el crecimiento celular y la progresién tumoral. A. Células
transfectadas con EAG1 pueden crecer en ausencia de suero y tienen perdida de la inhibicion de
contacto, mientras que aquellas células transfectadas con otro canal de potasio y wild type no crecen
en ausencia de suero. B. cuando las células se implantan en ratones inmunosuprimidos producen
tumores agresivos. Tomado y modificado de Pardo, et al., 1999.

En la Ultima década se han realizado estudios que muestran la expresion de
EAG1 en cérvix (Farias, Ocana et al., 2004) (Diaz, Ceja-Ochoa et al., 2009).
En estos trabajos se estudiaron cultivos primarios de cancer de cérvix, tejido
de cancer cervical y biopsias de cérvix normal; encontraron que en todos los
cultivos de lineas celulares de cancer y en el tejido de cancer cervical, se
expres6 el canal EAG1, mientras que en las biopsias sanas no habia
expresion del canal. Interesantemente, en biopsias de tejido cervical
aparentemente sano que presentaron infeccion del virus de papiloma
humano, hiperplasia adenomatosa de endometrio o cistoadenoma seroso
paratubarico sin células atipicas se expreso el canal EAG1 (figura 8). Por otra
parte, en estudios de cancer mamario, se detectd el mRNA de EAGL1 en el
tejido de la glandula mamaria “libre de tumor” que circunda a un carcinoma
mamario (Hemmerlein, Weseloh et al.,2006) y de tal forma se puede
proponer que EAG1 puede ser considerado como un marcador temprano de

desarrollo de tumores siendo ademas, un posible blanco terapéutico.
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Figura 8. Southern Blot de EAG1 en muestras cervicales. A. muestra expresion EAG1 de cultivos
primarios de biopsias de cancer cervical (1-5) y adenocarcinoma endocervical (6), los controles sanos
no presentaron expresion de EAG1 (7-12). B. Deteccion de EAG en muestras control con VPH (14),
hiperplasia de endometrio (15), cistoadenoma sin células atipicas (16) y diagnostico no establecido
(17), los controles positivos fueron células CHO transfectadas con EAG1 (13 y 18). Tomado de Farias,
et al., 2004.

Sumado a los anteriores antecedentes, en reportes recientes se ha
observado que el canal EAG1 en células cancerosas es regulado por
estrogenos, tal como lo demuestran Diaz et al., 2009, quienes evaluaron la
expresion del canal EAG1 en células HelLa que expresaron el ERa y
encontraron que los estrogenos regulan a la alta la expresion del canal EAG1
resaltando que para esto es necesaria la presencia del ERa. Sumado a esto,
la administracion de tamoxifeno sin la influencia de estrégenos aumenta la
expresion del canal EAGL. Por otro lado y como antecedentes directos,
experimentos realizados por Zamora 2013 en los cuales se administro
tamoxifeno a ratones en edad fértil por tres meses no se evidenciaron
cambios en la expresion del canal de potasio EAG1 entre el grupo control y
tratado en el cérvix y el Gtero. En el presente proyecto se buscé disminuir la
concentracion endégena de estrégenos para evaluar el efecto agonista del
tamoxifeno en las condiciones que se asimilan a las de la menopausia y su

influencia sobre la expresion del canal EAGL.
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2. JUSTIFICACION E HIPOTESIS

2.1 JUSTIFICACION

El tamoxifeno es uno de los principales farmacos de eleccién en casos de
cancer de mama positivos a receptores de estrogenos, sin embargo, a pesar
de su efecto benéfico en mama, tiene efectos secundarios en diferentes
organos siendo su principal efecto la proliferacion en el endometrio,
llevandolo a ser un factor de riesgo para el desarrollo del cancer de
endometrio en mujeres menopausicas tratadas con tamoxifeno. Este tipo de
cancer es de dificil deteccion y lleva a alteraciones en la calidad de vida de
las mujeres que son afectadas por este padecimiento; por tal motivo es de
gran importancia estudiar marcadores tempranos de alteraciones tumorales
como lo es el canal de potasio EAG1l ya que se ha observado su alta
expresion en lesiones tempranas neoplasicas. El estudio de este canal
fortaleceria su potencial papel como marcador temprano de tumores
endometriales y posibles alteraciones en tejido cervical cuando hay

exposicién a tamoxifeno.

2.2 HIPOTESIS

El canal EAGL se expresa en un mayor porcentaje en el Utero y el cérvix en
ratones hembra ovariectomizadas expuestas a tamoxifeno en comparacion

con quienes no lo estan.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresion del canal EAG1 en muestras de cérvix y
utero de ratones hembra ovariectomizadas que reciben tamoxifeno por

3 meses.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Ovariectomizar a ratones hembra y posteriormente tratarlas con
comprimidos de tamoxifeno por tres meses.

Realizar inmunohistoquimica del canal EAG1 a los tejidos de cérvix y
Utero de ratones hembra ovariectomizadas tratadas con tamoxifeno.
Estudiar la expresion de EAG1 por PCR tiempo real en los tejidos de
cérvix y utero de ratones hembra ovariectomizadas tratadas con
tamoxifeno.

Estudiar la expresion de los receptores de estrégenos alfa y beta por
PCR tiempo real e inmunohistoquimica en tejidos de cérvix y Utero de

ratones hembra ovariectomizadas tratadas con tamoxifeno.
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4. METODOLOGIA
4.1 MODELO ANIMAL

Para el estudio se emplearon ratones hembra de la cepa Balb-c, de un peso
de 19 gramos y se dividieron en tres grupos que se muestran en el siguiente

cuadro:

GRUPO CON

GRUPO CONTROL SIN GRUPO CON OVARIECTOMIA Y

OVARIECTOMIA OVARIECTOMIA (OVX) TRATAMIENTO CON

TAMOXIFENO (OVX+TX)

*PERIODO DEL
PROCEDIMIENTO

QUIRURGICQ Y
e PERIODO: «PERIODO: RECUPERACION:
4 MESES 4 MESES 1 MES

e PERIODO DE LA
ADMINISTRACION DE
COMPRIMIDO DE
TAMOXIFENO 0,05 mg VIA
SC:

3 MESES

Al grupo control no se le realiz6 ningun procedimiento; al segundo grupo
(OVX) anicamente se le realiz6 la ovariectomia bilateral, que es un
procedimiento quirargico en el cual se remueven irreversiblemente los
ovarios del animal, este procedimiento es comunmente utilizado para generar
deficiencia de estrégenos en roedores. (Idris 2012) El tercer grupo (OVX+TX)
es el grupo al que se le realizdé la ovariectomia y se le administr6 un

comprimido de tamoxifeno via subcutanea.

4.1.2 OVARIECTOMIA.

Para este procedimiento la combinacién anestésica utilizada en los animales
fue ketamina (“ANESKET VET” LAB PISA) y xilocina (ROMPUN LAB
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BAYER) (85mg/ml ketamina, y 15mg/ml xilocina) y se administr6 0.1 ml por
via intramuscular (IM), posteriormente se vigilé el efecto del anestésico que
duré entre 15 y 45 min y la respiracion del animal; posteriormente se rasuro
la region dorsolumbar y se realizaron las incisiones en la region lumbar en
ambos costados, se extrajeron los ovarios previa visualizacién y se ligé
alrededor de la porcidn superior de la trompa uterina con sutura absorbible,
luego de la extraccion se suturé el peritoneo y la piel de las ratonas y
finalmente se administro el antibidtico (Baytril 5% LAB. BAYER) por via

subcutanea.

Los animales despertaron una hora después de iniciada la anestesia y se

vigil6 el estado de la herida.

Luego de este procedimiento se mantuvo el antibiético por via oral por 5 dias

y se continué observando el estado general de los animales.

4.1.3 DETERMINACION DE LA FASE DEL CICLO ESTRAL.

El ciclo reproductivo de los ratones hembra es llamado ciclo estral y pasa por
cuatro etapas, proestro, estro, metaestro y diestro; cada etapa se relaciona
con los diferentes niveles enddgenos de estrogenos y progesterona del
roedor (Biegel, Cook et al. 1998); para la determinacién de la fase del ciclo
estral de los roedores se realizé frotis vaginal y posterior observacion en el

microscopio para determinar la morfologia de las células.

Para la toma del frotis vaginal se inmovilizaron los animales de tal forma que
guedara expuesto el conducto vaginal, posteriormente con la pipeta limpia y
la punta esterilizada, se tom6 10 yL de PBS phosphate buffered saline que
se introdujo suavemente en la vagina del roedor cuidando no introducir
demasiado la punta, se lavo de dos a tres veces con el liquido y se retird. En

este caso el liquido llevaba las células necesarias para determinar la etapa
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del ciclo estral. La muestra obtenida se coloc6 en un portaobjetos y se

observé de inmediato en el microscopio.

Este procedimiento se realiz6 cada mafiana por cuatro dias seguidos en
todas las hembras con el fin de vigilar la etapa del ciclo estral. (Ng, Yong et
al., 2010)

4.1.4 CONTROL DE PESO

La medicion del peso de las ratonas se realiz6 al inicio y al finalizar el
tratamiento justo antes de los sacrificios, de tal forma que se obtuvieron 4

mediciones durante el desarrollo del modelo.

Para la medicion del peso se utilizé una balanza debidamente calibrada y se

pesaron los animales siempre a la misma hora de la mafiana.

4.1.5 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO.

Luego de la ovariectomia y la eliminacion renal del antibiético, al grupo
OVX+TX se le administr6 0,05 mg de tamoxifeno via subcutanea (s.c) que
tiene una liberacién de 90 dias, al finalizar el tiempo de tratamiento se
sacrificaron los animales y se realizo la extraccion del Gtero y cérvix para
realizar inmunohistoquimica y PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa)

en tiempo real para analizar la expresion de EAG1, ERa y ERB.

4.2 ANALISIS DE ORGANOS.

Luego de extraer el Utero y el cérvix, se sumergieron en un vial conteniendo
formol al 10% en PBS, posteriormente, los cortes se deshidrataron en
alcoholes y embebieron en parafina. Se hicieron cortes de 3 micrometros de
grosor que se ubicaron en laminillas precargadas y se finalizé la fijacién con
calor (T°: 60°C). Las laminillas se emplearon para la tincién de

Hematoxilina/Eosina (HE) y para la Inmunohistoquimica (IHQ).
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4.2.1 TINCION DE HEMATOXILINA EOSINA

Esta técnica permite el analisis histopatologico, ya que permite evidenciar el
nacleo en color azul y el citoplasma de las células del endometrio y el cérvix

de color rosa (Fischer, Jacobson et al., 2008)

Para realizar la tincion las rebanadas se desparafinaron y rehidrataron con
xileno, y un tren de alcoholes desde alcohol absoluto hasta alcohol al 70%.
Posteriormente, se aplicé la hematoxilina de Harris durante 15 min, se
diferencié en alcohol acido, se vir6 a color azul en agua amoniacal y se
lavaron, en este paso los nucleos se deben ver de color azul y el citoplasma
tenue. En seguida se realizo la tincion con eosina que le da color rosa al
citoplasma y se pasaron las laminillas por el tren de alcoholes desde alcohol
al 70% hasta alcohol absoluto y xileno, finalmente se cubrieron con resina y

cubreobijetos.

4.2.2. INMUNOHISTOQUIMICA.

Esta técnica permite buscar antigenos especificos en células o tejidos, con el
empleo de anticuerpos que pueden ser visualizados a través de la tincion,
por ejemplo, el color azul indica que no hay unién del antigeno al anticuerpo
y cuando hay interaccion entre el antigeno y el anticuerpo se observa color
café (Matos, Trufelli et al., 2010).

En esta tincion, las rebanadas se desparafinaron y rehidrataron con xileno, y
un tren de alcoholes desde alcohol absoluto hasta alcohol al 70%, en
seguida se realiz0 la recuperacion antigénica inducida por calor, colocando
las laminillas en el buffer de citratos pH 6 y se colocaron en la olla de presion
a maxima presion y maxima temperatura por 15 minutos, posteriormente se
utilizé el Kit Rabbit Polidetector HRP/DAB ref BSB 022, iniciando con el
bloqueo de la actividad enddgena de la peroxidasa con 100 ul de bloqueador

durante 10 minutos. En seguida se agregaron 100 pl de inmunodetector
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protein Blocker/Antibody diluent Ref. BSB 0113 por 10 minutos para bloquear
proteinas inespecificas que generan fondo, en seguida se agregaron el
anticuerpo problema, diluido en el anterior reactivo, y se incub6 por una hora.
Los anticuerpos primarios usados fueron:
- Para EAG1l: KCNH1 Antibody Ref. NBP1-42816 Novus, diluciéon
1pL:500pL.
- Para ERa: Anti- estrogen receptor alpha antibody—chip grade Ref.ab
32063 Abcam, dilucién 1uL:200 pL.
- Para ERp: Estrogen receptor Beta antibody Ref. NB-120-3577 Novus,
dilucion 1pL:300 pL.

Luego de la incubacién del anticuerpo se lavaron las laminillas y se
agregaron 100 pl de la enzima HRP (horseradish peroxidase) por 45 minutos,
esta enzima cataliza la conversion de substratos cromogénicos, en este caso
el sustrato cromogénico es 3,3'diaminobencidina (DAB); posteriormente se
realizo el revelado con DAB (Polydetector DAB Chromogen), y luego de esto
se realizo el contraste con hematoxilina; finalmente se pasaron las laminillas
por el tren de deshidratacion sumergiéndolas de dos a tres veces de forma
regresiva a los bafios desde el alcohol al 70% hasta el alcohol absoluto y el

xileno para ser cubiertas luego con resina y cubreobjeto.

La prueba se considera positiva para EAG1 cuando se presenta una
coloracién café en el nucleo, citoplasma y/o membrana celular. Para los
receptores a estrogenos se considera positivo cuando se presenta una

coloracion café en el nucleo.
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4.3. DETERMINACIONES DE BIOLOGIA MOLECULAR

Para el analisis por biologia molecular, posterior al sacrificio de los ratones
hembra se extrajo el utero y el cérvix de todos los animales y se guardaron
en tubos eppendorf con 1 ml de trizol (TRIZOL Reagent Cat No 15596-026)
y posteriormente se ubicaron en el ultracongelador a -70°C hasta el momento

de su uso.

4.3.1. EXTRACCION DE RNA Y SINTESIS DE cDNA.

Luego de conservar los 6rganos se realizo la extraccion del ARN que se
baso en el método del trizol. Posteriormente, se cuantificO el RNA en un
Nanodrop Lite que es un espectrofotbmetro que permite medir
microvolimenes de acidos nucleicos y proteinas purificadas. En seguida, se
realiz6 el tratamiento con DNAsas con el fin de obtener un cDNA sin
contaminacion gendmica, tomando 2 ug de ARN y 1 uL de DNAasa (1U/1jL)
diluida (1:5) que se llevo a un volumen de 8.5 puL con H20 usada para
resuspender, posteriormente se realizo la transcripcion reversa que es una
reaccion catalizada con una enzima transcriptasa reversa M-MuLV (Moloney
Murine LeuKemia Virus) Reverse Transcriptase, New England Biolabs Cat.
M0253S, que va a actuar en sentido contrario a la transcripcion y Oligo dt 12-
18 pb primer (1 pg/ul) que se une a la cola de poli-A del RNA y permite iniciar

la transcripcion.

4.3.2. PCR EN TIEMPO REAL

Para evaluar la expresion de EAG1, ERa y ERB, se llevd a cabo la PCR en
tiempo real, método que permite obtener un gran nimero de copias a partir
de un fragmento de cDNA o RNA. Este es un método confiable, sensible y
especifico para la cuantificacion la concentracion inicial de RNA y se
denomina PCR en tiempo real debido a que se puede observar la
amplificacion del amplicon en el mismo momento en que se genera (Wong

and Medrano 2005).
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El equipo utilizado en la PCR fue un StepOnePlus™ Real-Time PCR
Systems y en el sistema de deteccion se utilizaron sondas TagMan que son
oligonucledtidos cuya secuencia es complementaria a la region central del
DNA gue se quiere amplificar. En su extremo 5°, la sonda tiene un marcador
fluorescente (reportero) y en el extremo 3" un quencher o apagador; cuando
estas dos moléculas se unen, la fluorescencia del reportero es absorbida por
el apagador (fenbmeno FRET). Durante la etapa del alineamiento, la Taq
polimerasa se une al extremo 3" del primer e inicia la elongacion, y cuando
se encuentra con la sonda, la degrada por su actividad de exonucleasa 5-3".
Al ser degradada, libera al reportero del apagador, lo que suprime el
fendbmeno FRET y la fluorescencia emitida por el reportero puede ser
determinada por el sistema (Frahm and Obst 2003). La fluorescencia emitida
es directamente proporcional al nUmero de copias obtenidas en cada ciclo de
PCR. Para la medicién de la expresion, el gen enddégeno que se selecciond
fue GUS-B (Beta-glucuronidase) (TagMan® Gene Expression Assays Ref
MmO01197698 ml1 applied byosistems) ya que es el mas estable de los
genes probados, y los genes problema fueron KCNH1 (TagMan® Gene
Expression Assays Ref Mm01316769 _m1 applied byosistems) para EAG1I,
ER1 (TagMan® Gene Expression Assays Ref Mm00433149 ml applied
byosistems) para el ERa, y ER2 (TagMan® Gene Expression AssaysRef
Mm00599821 m1 applied byosistems) para ER.

El protocolo de temperaturas que se sigui6 en la PCR fue 95°C por 10
minutos para la activacion de la Taq polimerasa y desnaturalizacion del DNA
seguidos de 40 ciclos de amplificacion a 95°C por 15 seg y 60°C por un

minuto.
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4.3.3 DETERMINACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES PROBLEMA

El estudio de la expresion del mRNAse realizé por cuantificacion relativa, en
este tipo de cuantificacion se hace una comparacion cuantitativa del Ct
(numero de ciclos de la PCR en el cual cada muestra consigue llegar al
umbral de deteccion) blanco, normalizada con una referencia interna y
comparada contra un control que en este caso fue GUS-B ya que es un gen

gue se expresa constitutivamente en todos los tipos de tejido.

El analisis se realiz6 por medio del método de AACT (Doble delta del
threshold cycle o ciclo de umbral de deteccién), en este método comparativo

se realiza una primera ACt que se calcula de la siguiente manera

ACt = Cr gen de interés — Ct gen enddgeno

Cr gen de interés= Cr de gen de interés (EAGL, ER1 o ER2) de las
muestras control.

Crt gen enddgeno= Cr gen de expresion constitutiva (GUS-B), de las
muestras control.

AACT = ACt del tratamiento - ACt calibrador

ACt del tratamiento = Ct del gen de interés — Ct gen enddgeno de cada una
de las dos condiciones experimentales (OVX y OVX+TX)

ACtdel calibrador = ACt de las muestras control contra las cuales se desea
compara.

El AC+ del calibrador se obtiene de restarle su propio valor de Ct y el valor
resultante es cero. Debido a que cualquier nUmero elevado a una potencia 0
resulta en 1, el calibrador siempre es 1 y el resto de las muestras se

encuentran en funcién de este.
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4.3.4. ANALISIS ESTADISTICO:

Todos los parametros fueron analizados con una ANOVA de una via, usando
una prueba de comparacion de Tukey; se consider6 una diferencia
significativa cuando p < 0.05. La prueba se corri6 en el programa estadistico
Graphpad Prism pro 5.
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5. RESULTADOS
5.1 CAMBIOS GENERADOS POR LA OVARIECTOMIA

5.1.1 FASES DEL CICLO ESTRAL EN RATONAS CONTROL Y CON
OVARIECTOMIA.

Para confirmar que las ratonas ovariectomizadas estuvieran en unas
condiciones similares a las que se presentan en la menopausia; en las
muestras de frotis vaginal tomadas de ratonas no tratadas se presentaron las
cuatro etapas del ciclo estral como se puede observar en la figura 9; en
cambio en las ratonas ovariectomizadas y en las que se les administrd
tamoxifeno se presentaron Unicamente las etapas metaestro y diestro, las
cuales se presentan en condiciones de baja concentracion de estrogenos.
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Figura 9. Frotis vaginales y representacién de las diferentes etapas del ciclo estral: (A-D) Frotis
vaginales obtenidos de las ratonas del grupo control donde se presentaron las 4 etapas del ciclo estral:
A. Proestro, con alta presencia de células epiteliales nucleadas (flecha verde). B. Estro, con alta
presencia de células cornificadas (flecha azul). C. Metaestro, hay diferentes tipos celulares pero se
caracteriza por la presencia de leucocitos (flecha roja), en esta etapa hay descenso de los niveles de
estrogenos. D. Diestro, con gran cantidad de leucocitos y la presencia de células epiteliales es
practicamente nula. En esta etapa es donde hay menor concentracion de estrégenos. (E-F) Muestras
obtenidas de las ratonas del grupo OVX y OVX+TX, respectivamente, los cuales se encontraron
Unicamente entre las etapas metaestro (E) y diestro (F).

5.1.2 PESO Y TAMANO DEL UTERO EN RATONAS CONTROL Y
TRATADAS.

Los tres grupos de ratonas fueron pesados a la misma hora, y al inicio del
protocolo experimental, todos los animales presentaron pesos similares. Se
observé que el grupo OVX fue el que presentd mayor aumento de peso
durante el tiempo de desarrollo del modelo, en seguida el grupo OVX+TX y el

grupo control fue el que tuvo menor aumento de peso durante el tiempo de

desarrollo del modelo (Figura 10).

PESO DE LOS RATONES POR GRUPOS
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Figura 10. Ganancia de peso en ratones: El peso promedio inicial de los grupos fue 19,13 gramos,
el grupo de ratonas OVX tuvo mayor ganancia de peso durante el desarrollo del modelo llegando a un
peso promedio final de 25,01 gr; en el grupo OVX+TX la ganancia de peso fue menor llegando a un
peso promedio final de 23,55 gr y la ganancia de peso del grupo control fue la mas baja ya que
llegaron a pesar el ultimo dia, en promedio 22,05 gr.
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Se sacrificaron los animales y se observo el tamafio de los Gteros, en el
grupo OVX el utero disminuyé su densidad comparado con el control,
presentando 1 mm de diametro; cuando se administré tamoxifeno la

densidad uterina observada fue mayor (2 mm de diametro, figura 11).

A ovX OVX+TX
* B. CONTROL

Figura 11. Tamafio de Gteros de ratonas CONTROL, OVX Y OVX + TX. A. cuando se realiza la
ovariectomia, el Utero detiene su crecimiento y se retrae, por lo tanto la densidad es menor al control;
el diametro de las trompas uterinas del grupo OVX es de 1 mm y en el grupo OVX+TX es de 2 mm
aproximadamente. B. en el grupo control el diametro de las trompas uterinas es de 2 mm.

5.1.3 CAMBIOS HISTOLOGICOS EN EL UTERO Y EL CERVIX DE
RATONES HEMBRA TRATADAS CON TAMOXIFENO.

La tincion hematoxilina-eosina permitié identificar las diferentes regiones del
cérvix y utero. En el cérvix del grupo OVX el epitelio escamoso estratificado
disminuyé y en el grupo OVX+TX este epitelio es similar a los ratones control
por presencia de inflamacion. En el utero, el epitelio glandular del grupo OVX
disminuyé de tamafio, mientras que en el grupo OVX+TX se presento

aumento y se identificd hiperplasia simple sin células atipicas (Figura 12).
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Figura 12. Tincién de Hematoxilina-Eosina del cérvix y Utero. A-C Cérvix. A. grupo control, B.
grupo OVX, C. grupo OVX+TX. D- F Utero. D. Grupo control E. Grupo OVX F. Grupo OVX+TX. EG:
Epitelio glandular. EE: Epitelio Escamoso Estratificado.

5.2 EXPRESION DEL CANAL EAG1 EN CERVIX.

5.2.1 EXPRESION RELATIVA DE mRNA de EAG1 POR PCR TIEMPO
REAL Y DE LA PROTEINA POR INMUNOHISTOQUIMICA EN CERVIX.

La expresion del mRNA de EAGL1 en el cérvix disminuyd significativamente
en el grupo OVX, y en el grupo OVX+TX no se observé cambio con respecto
al grupo OVX (Figura 13). En la inmunohistoquimica, en el cérvix del grupo
control se observd minima expresion de EAGL, en el grupo OVX hay
disminucion del tejido epitelial y la marca del canal EAG1 mas baja que la del
grupo control y en el grupo OVX+TX hay aumento del tejido epitelial y la
expresion de la proteina es similar a los controles. (Figura 14). Cuando la
expresion de proteina es positiva se debe observar de color café en el
citoplasma o el nucleo.
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Figura 13. Expresion de mRNA de EAG1 en cérvix. A. se presenta la expresion relativa del
mensajero de EAGL1 en el cérvix, empleando como gen endégeno GUS-B. , En las barras se muestra
promedio + DS, ** la prueba de Tukey muestra diferencia significativa con respecto al grupo control.
(n=5, p<0.01)
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Figura 14. Expresion de EAG1 en cérvix: la proteina presenta baja expresion en los tres grupos
(tincién café) A. control positivo cerebro de ratén. B. control negativo, tejido sin anticuerpo primario. C y
F. Cérvix de grupo control D y G. Cérvix del grupo OVX, E y H. Cérvix del grupo OVX+TX; Las
imagenes se observaron a un aumento 20X.
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5.3 EXPRESION DEL CANAL EAG1 EN EL UTERO.

5.3.1 EXPRESION RELATIVA DEL mRNA de EAG1 POR PCR TIEMPO
REAL Y DE LA PROTEINA POR INMUNOHISTOQUIMICA EN EL UTERO.

La expresion del mMRNA de EAG1 es menor en el grupo OVX con respecto al
control; en el grupo OVX+TX la expresion es significativamente mayor
comparada con el grupo OVX (Figura 15). En cuanto a la expresion de la
proteina, en el Gtero del grupo control se observa minima expresion de
EAG1, en el utero del grupo OVX hay diminucion del tejido epitelial y la
marca para el canal EAG1 no se puede observar, y en el Gtero del grupo
OVX+TX se observé aumento de la proteina EAGL, con respecto al control y
al grupo OVX, principalmente hacia el epitelio glandular y algunas zonas del

estroma (Figura 16).
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Figura 15. Expresién de mRNA de EAGL1 en el Utero. Se presenta la expresion relativa del
mensajero de EAG1 en Utero, empleando como gen enddgeno GUS-B. En las barras se muestra
promedio + SD, * la prueba de Tukey muestra diferencia significativa entre el grupo OVX y el grupo
OVX+TX. (n=5 p<0.05)
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Figura 16. Expresiéon de EAGL1 en Utero: EAG1 presenta baja expresion en los grupos control y OVX
y en el grupo OVX+TX la proteina aumenta (tincién café). A. control positivo de EAG1, cerebro de
raton. B. control negativo, tejido sin anticuerpo primario. C y F. Gtero de grupo control. D y G. ttero del
grupo OVX. E y H. ttero del grupo OVX+TX Las imagenes se observaron a 20X.
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5.4 EXPRESION DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS ALFA EN EL
CERVIX.

5.4.1 EXPRESION RELATIVA DE mRNA DEL RECEPTOR DE
ESTROGENOS ALFA POR PCR TIEMPO REAL Y DE LA PROTEINA POR
INMUNOHISTOQUIMICA EN EL CERVIX.

El receptor de estrogenos alfa en el cérvix normalmente presenta expresion
alta, sin embargo, en el grupo OVX, el nivel de mRNA aumento
significativamente, el grupo OVX+TX presentd expresion similar a la de los
controles (Figura 17). En cuanto a la expresion del receptor en tejido, en el
grupo control se observa alta expresion del ERa en el nucleo de las células
del tejido epitelial estratificado, en el grupo OVX hay disminucion del tejido
epitelial y la marca para ERa es fuerte, y en el grupo OVX+TX se observa

una expresion similar a la del grupo control (Figura 18).

3-
_*_

<
Z M
T3
EO
Z g
O w T- —
ﬂ 2(' 1
X oo EEseTma
X LW pEE
L e

0 ey

CONTROL OVX+TX

Figura 17. Expresion de mRNA de ERa en el cérvix. Se presenta la expresion relativa del
mensajero de ERa en el cérvix empleando como gen endégeno GUS-B. En las barra se muestra
promedio + SD, * la prueba de Tukey muestra diferencia significativa del grupo OVX contra el grupo
control. (n=5 p< 0.05)
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Figura 18. Expresion de ERa en cérvix. ERa presenta alta expresion en cérvix de los tres grupos. A.
Control positivo de ERa Utero sano. B. control negativo, tejido sin anticuerpo primario. C y F. Cérvix de
grupo control D y G. Cérvix del grupo OVX. E y H. Cérvix del grupo OVX+TX. Las imagenes se
observaron a 20X.
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5.5 EXPRESION DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS ALFA EN EL
UTERO.

5.5.1 EXPRESION RELATIVA DE mRNA DEL RECEPTOR DE
ESTROGENOS ALFA POR PCR TIEMPO REAL Y DE LA PROTEINA POR
INMUNOHISTOQUIMICA EN EL UTERO.

El receptor de estrégenos alfa en el Gtero presentd una alta expresion en el
grupo control, en el grupo OVX la expresion relativa de mRNA aument6
significativamente y en el grupo OVX+TX, los niveles de mRNA son similares
a los del grupo control (Figura 19). En cuanto a la expresién en tejidos, en el
Utero del grupo control se observé alta expresion del receptor, en el grupo
OVX se observé aumento marcado del receptor de estrégenos distribuido por
todo el tejido uterino y en el grupo OVX+TX se observd disminucion del
receptor en distribucién y pigmentacién y se ubicd principalmente en la

region glandular. (Figura 20).

2.5

ER ALFA/GUSB

EXPRESION m-RNA

CONTROL OVX OVX+TX

Figura 19. Expresion de mRNA de ERa en utero. Se Presenta la expresion relativa del mensajero
de ERa en utero, empleando como gen endégeno GUS-B. Las barras muestran promedio + SD, la
prueba de Tukey muestra diferencia significativa entre el grupo OVX con respecto al control y con
respecto al grupo OVX+TX. (** n=5, p<0.01. * n=5, p<0,05)

40



Figura 20. Expresion de ERa en el utero. A. control positivo de ERa, Utero. B. control negativo,
tejido sin anticuerpo primario. C y F. Utero de grupo control. D y G. Utero del grupo OVX. E y H. Utero
del grupo OVX+TX. Las imagenes se observaron a 20X.
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5.6 EXPRESION DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS BETA EN EL
CERVIX.

5.6.1 EXPRESION RELATIVA DE mRNA DEL RECEPTOR DE
ESTROGENOS BETA POR PCR TIEMPO REAL Y DE LA PROTEINA POR
INMUNOHISTOQUIMICA EN EL CERVIX.

El receptor de estrogenos beta tiene baja expresion en el Utero y el cérvix. En
el grupo OVX, el mRNA present6 aumento significativo de la expresion y en
el grupo OVX+TX, la expresion disminuyo a niveles similares a los del control
(Figura 21). La expresion del receptor en tejido cervical es baja en cérvix de

los tres grupos. (Figura 22)
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Figura 21. Expresion de mRNA de ERB en el cérvix. Se Presenta la expresion relativa del
mensajero de ERB en el cérvix, empleando como gen enddégeno GUS-B. En las barras se muestra
promedio = SD, *** |la prueba de Tukey muestra diferencia significativa entre el grupo OVX con
respecto al control y al grupo OVX+TX. (n=5, p< 0,01)
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Figura 22. Expresion de ERB en cérvix. ERB presenta baja expresion en cérvix de los tres grupos.
A. Control positivo de ER ovario sano. B. control negativo, tejido sin anticuerpo primario. C y F. Cérvix
de grupo control D Y G. Cérvix del grupo OVX E y H Cérvix del grupo OVX+TX Las imagenes se
observaron a 20X.
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5.7 EXPRESION DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS BETA EN EL
UTERO.

5.7.1 EXPRESION RELATIVA DE mRNA DEL RECEPTOR DE
ESTROGENOS BETA POR PCR TIEMPO REAL Y DE LA PROTEINA POR
INMUNOHISTOQUIMICA EN EL UTERO.

El receptor de estrogenos beta tiene baja expresion en el Utero y el cérvix. En
el grupo OVX, el mMRNA no presentd cambios respecto al control y en el
grupo OVX+TX la expresion es significativamente mayor con respecto al
grupo control y OVX (Figura 23). La expresion del receptor en el cérvix del
grupo control es baja, en el grupo OVX hay disminucion del tejido glandular y
la marca para ERB no se observa, en el cérvix del grupo OVX+TX hay baja
expresion de ERp sin embargo, es mayor que el grupo control y OVX. (Figura
24).
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Figura 23. Expresion de mRNA de ER en el utero. Se presenta la expresion relativa del mensajero
de ERp en el Gtero, empleando como gen endégeno GUS-B, ** la prueba de tukey muestra diferencia
significativa del grupo OVX+TX con respecto al grupo control. (n=5, p< 0,01)
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Figura 24. Expresion de ERB en utero. ERp presenta baja expresion en utero de los tres grupos. A.
Control positivo de ERB ovario sano. B. control negativo, tejido sin anticuerpo primario. Cy F. Utero de
grupo control. D Y G. Utero del grupo OVX. E y H. Utero del grupo OVX+TX. Las imagenes se
observaron a 20X.
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6. DISCUSION
Ovariectomia como modelo de menopausia.

La ovariectomia en ratonas es un procedimiento que se utiliza para generar
bajas concentraciones de estrégenos, y se ha establecido que es un modelo
para simular el estado de menopausia que sucede en los humanos (Haslam
2003). En el presente estudio, se observé en las ratonas ovariectomizadas el
aumento de peso esperado, que coincide con otros estudios donde se ha
encontrado que hay aumento de peso de las ratonas ovariectomizadas, por
aumento del consumo de comida y disminucion de la actividad motora
(Shimomura, Shimizu et al., 2002), similar a lo que sucede en los humanos
(Wade and Schneider 1992). Ademas, se observé disminucién de la
densidad uterina por la pérdida de estrogenos, los cuales tienen efecto
uterotréfico. (Hgegh-Andersen, Tanké et al., 2004) También se observaron
alteraciones en el ciclo estral, ya que mientras una ratbn hembra intacta pasa
por las 4 etapas del ciclo estral (McLean, Valenzuela et al., 2012), en las
hembras ovariectomizadas se presentaron solamente las etapas metaestro y
diestro, etapas donde hay menor concentracién de estrégenos; esto coincide
con otros estudios realizados en ratas donde tras la ovariectomia, en el frotis
vaginal se observaron células cornificadas y leucocitos correspondientes con
la fase metaestro (Ng, Yong et al. 2010). La ovariectomia permitié evaluar los
efectos agonistas del tamoxifeno en el Utero, el tratamiento gener6 aumento
de tamafio y presencia de hiperplasia uterina, por tal razén se podria
considerar como un buen modelo para evaluar el efecto de los tratamientos
hormonales que se usen en la menopausia, y para estudiar el efecto del
tamoxifeno sobre el Utero como agente uterotrofico y factor de riesgo para el

desarrollo de cancer de endometrio.
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Efecto del tamoxifeno sobre Utero y cérvix.

Uno de los principales efecto adversos del tamoxifeno se presenta en el
Gtero al actuar como agonista de los receptores de estrégenos (Senkus-
Konefka, Konefka et al., 2004). En el presente estudio se observaron
cambios histolégicos en tejido uterino de ratonas tratadas con tamoxifeno,
tales cambios fueron hiperplasia con dilatacion de glandulas endometriales y
consecuente aumento del tamafio uterino, este hecho coincide con estudios
previos donde se administré tamoxifeno a un grupo de ratonas intactas y a
otro de ratonas ovariectomizadas, durante 6 meses y se observo igualmente
hiperplasia endometrial en los dos grupos (Sourla, Luo et al., 1997); teniendo
en cuenta estos datos se puede plantear que la hiperplasia en el endometrio
por el tratamiento con tamoxifeno es evidenciable a partir de los 3 meses en
las ratonas ovariectomizadas mientras que en las intactas requiere mas
tiempo de tratamiento. En un estudio realizado previamente por Zamora
2013, el tratamiento de tres meses en ratonas intactas no generé cambios

morfologicos en el Gtero.

En el cérvix el tamoxifeno genero inflamacion en el tejido epitelial, lo que
podria indicar de que tiene efecto agonista sobre los receptores de
estrégenos, este efecto es mayor en mujeres las mujeres postmenopausicas
en las que aumento la incidencia de la hiperplasia de células endocervicales,
ademas de metaplasia y maduracion del epitelio vaginal tras el tratamiento
con tamoxifeno (Friedrich, Mink et al., 1998). En otros casos se observo una
alta incidencia de atipias reactivas 0 células escamosas atipicas de
significado indeterminado, (ASCUS) sin incremento de displasia o cancer

cervical (Gill, Simpson et al. 1998).
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Expresion de EAG1 y receptores de estrogenos en Utero y cérvix.

El canal de potasio EAG1 se ha implicado en oncogénesis, progresion
tumoral y es un indicador temprano de hiperproliferacion celular; (Pardo, del
Camino et al., 1999, Farias, Ocana et al., 2004, Ortiz, Montante-Montes et al.
2011). Este canal es modulado por estrogenos y tamoxifeno (Diaz, Ceja-
Ochoa et al., 2009). La modulacién se pudo observar en la expresion del
canal EAG1 en el Utero y el cérvix de ratonas ovariectomizadas en las cuales
se present6 disminucion de la expresion de EAGL, tanto en la proteina como
el mMRNA, esto podria explicarse por la baja concentracion endégena de
estrégenos generada por la OVX. La administracion de tamoxifeno en estas
condiciones de bajos estrégenos generd cambios en la expresion de EAG1
diferente para cada tejido: 1) en el Utero se presentd un aumento de la
expresion del mMRNA y un aumento significativo en la presencia de la proteina
en el tejido, principalmente en el epitelio glandular, el cual present6 cambios
morfolégicos significativos durante el tratamiento con tamoxifeno. 2) En el
cérvix, el efecto del tamoxifeno fue diferente ya que la expresion del mRNA
de EAG1 no cambi6é con el tratamiento, sin embargo, la expresion de la
proteina se observd de manera diferente ya que tras la ovariectomia, la
expresion disminuyd notablemente y con el tratamiento con tamoxifeno se
presento inflamacion y presencia de la proteina en un nivel similar al control.
La expresion de EAG1 en el grupo control probablemente se deba a la etapa

del ciclo estral.

El tratamiento con tamoxifeno regula a la alta la expresion del canal EAG1 en
mayor grado en el Utero y en menor grado en el cérvix, lo que podria suceder
porque los efectos agonistas del tamoxifeno son mas frecuentemente y

reportados en el Gtero y menores en el cérvix.
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La regulacion de la expresion de receptores de estrogenos por parte del
tamoxifeno es también dependiente del tipo de tejido y del nivel endégeno de
estrogenos, Se observd que tras la OVX, la expresion de ERa aumentd
significativamente con respecto al control, a nivel de mensajero en el Utero y
el cérvix , y esto coincide con los estudios anteriores en las ratas donde
mostraron que la OVX regula a la alta la expresion del mRNA del ERaq,
(Wang, Masironi et al., 1999; Mohamed and Abdel-Rahman 2000), este
efecto no se observé en el grupo tratado con tamoxifeno. En cuanto a la
expresion del ERa en el tejido, el efecto regulador es diferente ya que en
cérvix, la OVX disminuyd levemente la expresion de la proteina y el
tamoxifeno la aumentd, y en el Utero, la OVX aumentd significativamente la

expresion de ERa y el tamoxifeno la disminuyo levemente.

La expresion del ERB también presenté una regulacion diferente para cada
tejido, en el cérvix, tras la ovariectomia la expresion del mMRNA fue mayor a la
de los controles pero la expresiéon de la proteina fue muy baja o nula. En el
Utero, el efecto fue diferente ya que con la ovariectomia la expresiéon del
mensajero fue igual a los controles, pero tras el tratamiento con tamoxifeno
aument6 la expresion del ERB, y la expresion de la proteina aumento
levemente, esto se puede explicar debido a que se conoce que el ERB actua
como un represor de los ERa y en el Utero es modulador negativo de estos
receptores (Weihua, Saji et al. 2000), de tal forma que mientras se observd
elevada la expresion de ERa en el Utero, se encontré disminuida la expresiéon
de ERP y viceversa. Esta regulacién no se dio en el cérvix, ya que ambos
receptores (ERa y ERB) presentaron la misma regulacion a la alta y a la baja
a nivel de mensajero con la OVX y bajo el tratamiento con tamoxifeno.

El modelo de menopausia en ratones Balb/c con tratamiento de tamoxifeno
por 3 meses, generd cambios en el Gtero y el cérvix debido al efecto agonista
del tamoxifeno en estos tejidos como sucede en mujeres postmenopausicas,

asi mismo se observd un aumento en la expresion EAGL, el cual esta
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asociado con proliferacion celular, por lo tanto era de esperarse un aumento
en la expresion de este canal. También se observo que tanto el modelo de
menopausia como la administracion del tamoxifeno, generé cambios en la
expresion de los ER, aumentando la expresion del ERa tras la ovariectomia,
debido posiblemente a que la disminucion abrupta de estrogenos en el medio
generd una sobreexpresion de los receptores para captar las pequefas
concentraciones de estos, y la administracion de tamoxifeno generé cambios
en la expresion de los receptores, permitiéndoles llegar a su nivel basal.
Estos cambios no suceden de manera similar en los ERB, un explicacién
para esto es que el tamoxifeno muestra diferentes respuestas cuando el
receptos se une a diferentes sitios efectores, y esta respuesta depende del
subtipo de receptor y el tejido donde actue, de tal forma que el tamoxifeno
actua principalmente modulando a los ERa via AP-1 generando proliferacion

en utero (Weatherman, Clegg et al., 2001).

Los anteriores hallazgos, muestran que seria muy interesante estudiar la
expresion del canal EAG1 y los ERa y ERB en mujeres con cancer de mama
tratadas con tamoxifeno, a través de un estudio de células cervicales o en el
Gtero, para evaluar el potencial papel del EAG1 como un marcador temprano
de lesiones en el cérvix o el utero de mujeres bajo tratamiento y hacer una
correlacion entre esta expresion y las posibles lesiones proliferativas en el
Utero o el cérvix. De esta manera podria considerarse el uso de este canal
como marcador temprano, no solo de cancer cervicouterino, sino de
alteraciones de las células de tejidos cercanos a partir de una muestra de

citologia.
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7. CONCLUSION

En conclusién se puede proponer que el canal EAG1 puede ser un indicador
de riesgo en el Gtero cuando hay exposicion a tamoxifeno en condiciones
hipoestrogénicas, por ejemplo ratones ovariectomizados o0 pacientes
postmenopausicas tratadas con tamoxifeno, ya que se observa aumento de
su expresion cuando hay exposicion a tamoxifeno y hay cambios

morfologicos en el Gtero especificamente en la hiperplasia uterina.

También se puede concluir que la ovariectomia y el tamoxifeno regulan la
expresion de los receptores de estrégenos de manera especifica para cada

tejido.
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8. PERSPECTIVAS

Estudiar la expresion del canal de potasio EAG1 en muestras de
pacientes con cancer de mama que hayan sido tratadas con

tamoxifeno.

Estudiar diferentes oOrganos de ratones donde tiene efecto el

tamoxifeno para evaluar la expresion de canales i0nicos.

Realizar experimentos de inhibicion del EAG1 para saber si tiene

efectos preventivos en la hiperplasia causada por el tamoxifeno.
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