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Resumen

Introduccioén: El cancer cérvico uterino (CaCu) es actualmente la segunda causa de
muerte en las mujeres mexicanas. Actualmente es aceptado que la infeccion por virus de
papiloma humano de alto poder oncogénico (VPH) es uno de los principales factores
asociados al desarrollo de esta neoplasia. Como en todas las neoplasias, el CaCu
presenta desbalances cromosdmicos (ganancias o pérdidas de material genético). Las
alteraciones clasicas presentes en esta enfermedad son la ganancia de las regiones
cromosomicas 1, 3q y 5p; las pérdidas del 3p y 4. Por otra parte, en estudios preliminares,
nuestro grupo de investigacion encontré la existencia de una alteracion cromosémica de
tipo ganancia en la region 19913.2 en mas del 60% de los casos estudiados de CaCu y en
2/5 de los carcinomas in situ; en dicha region se encuentra un grupo de genes de la
familia de las glicoproteinas especificas del embarazo (PSG). Sin embargo, a la fecha
existen escaso reportes en cancer en donde se demuestre la presencia de estas

proteinas.

Objetivo: Caracterizar las ganancias de regiones cromosomicas del genoma del Cancer

Cérvico Uterino.

Métodos: Treinta y nueve DNA’s aislados de muestras de cancer Cérvico uterino
escamoso (CaCu) fueron analizados por medio de hibridacion gendmica comparativa en
microarreglos (CGHa) los cuales cubren la totalidad del genoma en clonas de 1.3
megabases. Los datos obtenidos fueron analizados por una suite de programas
bioinformaticos “Sproc” y “Spof’ con una de significancia estadistica p>0.01.

Posteriormente el enfoque fue a la deteccion de ganancias génicas.

Resultados: Las regiones cromosOmicas comunmente ganadas en las muestras
invasoras fueron el 1, 3q, 8, 99 ,19q y 20. De manera interesante, la region 19913.2
resultd ser las mas significativa presentandose en mas del 70% de los casos analizados;
en dicha region se encuentran las glicoproteinas especificas del embarazo (PSG) no

descritas en esta neoplasia.

Conclusion: Estos hallazgos muestran que dicha ganancia génica es un evento frecuente

en CaCu.



Introduccion

Cancer y Cancer Cérvico Uterino

Actualmente, el cancer continua siendo una de las enfermedades mas frecuentes y
devastadoras, ya que a nivel mundial ocupa la segunda causa de muerte en la poblacion
y de acuerdo con las estadisticas mundiales, tan solo en el afio 2002, hubo 10.9 millones
de nuevos casos, 6.7 millones de muertes y 24.6 millones de personas diagnosticadas del
2001 al 2006". De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud, esta situacion se ha
tornado critica, pues predice que la incidencia de cancer puede incrementarse en 50% en
el ano 2020, y para el ano 2030, se estima que se presentaran mundialmente 11.8
millones de muertes por esta causa, por lo que hoy en dia se ha convertido en una
prioridad encontrar herramientas efectivas para diagnosticar, tratar y curar esta
enfermedad 2.

En México, el cancer es una de las enfermedades que han irrumpido con mayor impetu
desde fines del siglo XX. Segun cifras del Registro Histopatolégico de Neoplasias
Malignas, para el afno 2001 se registraron 108,064 tumores malignos, de los cuales el
35% afectaron a hombres y 65% a mujeres, si se consideran todas la edades, pero es
muy importante destacar que es mas frecuente en las mujeres a partir de los 20 afos.
Para el afio 2008, de acuerdo con el proyecto GLOBOCAN las neoplasias que se
presentaron con mayor frecuencia fueron: prostata (11.7%), mama (10.9%), del cérvix
uterino (8%) y pulmédn (7.2%). En el hombre, la mayor ocurrencia se presento en el cancer
de préstata (24.1%), pulmén (10.2%) y estébmago (7%). En mujeres: mama (21.2%), /n situ
de cuello del ttero (15.5%), y estémago (5.4%)°.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer cérvico uterino (CaCu) es la
segunda causa de mortalidad femenina por neoplasias en todo el mundo, con unas
300,000 muertes al afo. El 80% de los casos corresponden a los paises en vias de
desarrollo y cerca de 500,000 nuevos casos se presentan cada afio. Tan sélo en el ano
2002 se presentaron 493,243 y de estos, 273,505 fueron decesos *.

En México, en el ano 2008, se presentaron 10,186 nuevos casos, de los cuales 5,061, el
50% de los casos, fueron decesos. Esta enfermedad fue la primera causa de muerte entre
las mujeres mexicanas con cancer, sin embargo, para el 2008, ocupd la segunda causa
de muerte por neoplasias con 5,061 casos que corresponden al 12.9% del total de

canceres reportados para ese afo (Figura 1)°.
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Figura 1. Mortalidad en mujeres con cancer en México para el afio 2008. E1 12.9% de los casos fueron descesos
por cancer cérvico uterino (http://globocan.iarc.fr/).

En estudios epidemioldgicos relacionados a esta neoplasia, se ha demostrado que
existen diversos cofactores de riesgo para desarrollar la enfermedad, dentro de estos
tenemos el inicio de la vida sexual a temprana edad, numero de parejas sexuales, uso de
anticonceptivos hormonales, antecedentes heredo-familiares, numero de embarazos v,
como principal factor etioldgico, la infeccion por el virus del papiloma humano (VPH),
donde utilizando metodologias muy sensibles de deteccion, se ha detectado una
positividad a VPH en el 98.8% de los casos de CaCu®.

La relacion entre el CaCu y el VPH fue demostrada a principios de los 80’s por el doctor
Harald zur Hausen, quien fue el primero en demostrar, por medio de experimentos de
hibridacién, que las verrugas genitales y los tejidos de cancer de cérvix, contienen el
genoma del virus del papiloma humano * 7.

Por otra parte, se ha demostrado que la presencia de los tipos virales de alto poder
oncogeénico (16, 18, 33, etc) en pacientes con lesiones cervicales aumentan el riesgo de
producir cancer invasor. Sin embargo, hay estudios que indican que no todos los
pacientes infectados con VPH de alto poder oncogénico desarrollan cancer invasor. Lo
anterior indica que la infeccién por VPH de alto poder oncogénico es importante pero no
suficiente para desarrollar una lesion invasora, por lo que puede haber otros mecanismos

moleculares que caractericen a esta neoplasia®"°.



Virus del papiloma humano

El virus del papiloma humano, o VPH, pertenece a la familia Papillomaviridae; estos virus
estan ampliamente distribuidos en la naturaleza e infectan especificamente el epitelio
escamoso de mas de 20 especies diferentes de mamiferos, asi como aves y reptiles'”.

La particula viral tiene un tamafo aproximado de 55 nm de diametro, se compone de 72
capsomeros (60 hexameros y 12 pentameros) que forman la capside viral. Los
capsomeros estan constituidos de dos proteinas estructurales: L1 (mayoritariamente) y L2
4, 6-

El genoma viral esta constituido por DNA de doble cadena circular, con un tamafno
aproximado de 8 Kb. Se divide en tres regiones: la region larga de control (LCR), que no

contiene marco de lectura alguno; la regién que corresponde a las proteinas tempranas
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Figura 2. El genoma de VPH es una molécula de DNA circular de doble cadena. Se divide en tres regiones: la region
larga de control (LCR), la region temprana (E1 a E8), y la region tardia (L1 y L2), en donde la ltima constituye a la
capside (Tomado de Lopez-Saavedra y Lizano-Soberon 2006).



Las infecciones por VPH generalmente se manifiestan como lesiones planas o verrugas
genitales, y comunmente este tipo de infecciones son producidas por los virus de bajo
riesgo, de los cuales, los mas comunes son los tipos 6 y 11; la infeccidén por este tipo de
virus se caracteriza por presentar un alto numero de copias, lo cual es un tipo de infeccion
episomal. Estos tipos virales, son transmitidos sexualmente, afectando alrededor del 1%
de la poblacién, y no son causantes de cancer'®.

Por otro lado, existe otro grupo de virus, al que se le ha denominado de alto riesgo y se le
ha asociado con el desarrollo de cancer, por su alta capacidad de transformar a las
células huésped, de este tipo, los mas comunes en el cancer cervical invasor y que son
responsables de aproximadamente del 70% de esta neoplasias a nivel mundial, son los
tipos 16 y 18'. Se les considera de alto riesgo debido a que su DNA se rompe en las
regiones control del ciclo de virus y se integra en el DNA del hospedero, evento que
promueve la inestabilidad cromosémica y la transformacion de las células del hospedero,
por lo tanto, debido a estas caracteristicas se les ha implicado directamente en el proceso
que lleva al desarrollo del cancer cérvico uterino, sin embargo, hay estudios que indican
que NO todos los pacientes infectados con VPH de alto poder oncogénico desarrollan

cancer invasor®1%15:16



Clasificacion de los virus del papiloma

El gen L1 es el mas conservado del genoma viral y por lo tanto ha sido utilizado para
identificar nuevos tipos virales, pues un nuevo tipo viral, es reconocido como tal, solo si la
secuencia nucleotidica del gen L1 difiere por poco mas del 10% de aquella del tipo viral
mas cercano. Diferencias de 2 a 10% definen a un subtipo viral, mientras que la diferencia
menor a 2% define a una variante viral. Hasta la fecha se han descrito y secuenciado
completamente 118 tipos virales y se ha identificado un numero mayor de posibles
nuevos tipos mediante la amplificacion de regiones subgendmicas®.

Los papilomavirus se clasifican en tres niveles taxonémicos: Género, Especie y Tipo. Los
diferentes tipos comparten menos del 60% de identidad en la secuencia del gen L7; las
especies de un género comparten una identidad de secuencia de 60 a 70% y los tipos
virales dentro de una especie comparten una identidad de secuencia de 71 a 89%"".

Los papilomavirus que infectan tanto a humanos como a animales, forman 16 géneros
que se identifican por letras griegas, 5 de estos géneros se componen exclusivamente de
VPH’s y VP’s identificados en algunos primates, todos los otros géneros contienen tipos
encontrados en varios mamiferos y aves®.

El género clinicamente mas importante es el referido como los virus del papiloma-a o VP-
a, que contiene a todos lo tipos de VPH asociados a lesiones en mucosas o genitales; los
VP-p incluyen todos los tipos de VPH asociados con epidermodisplasia verruciformis (EV),
una enfermada neoplasica cutanea con componente génico, sin embargo, en aquellos
portadores que no son genéticamente predispuestos a la enfermedad, los VP-f y los VP-y
establecen infecciones asintomaticas, o en el peor de los casos producen pequefias
lesiones cutaneas neoplasicas benignas. Algunos de los virus de estos dos géneros

también se han hallado asociados a cancer de la piel en individuos inmuno-suprimidos®.



Proteinas virales

La proteina E1

El gen E1, es el mas grande y de los mas conservados en los papilomavirus, con casi 2
Kb de secuencia y de 67.5 (VPH47) a 76.2 kDa (VPH10) para la proteina nuclear de 593
(VPH48) a 681 aminoacidos (VPH10).

E1 es una 3'—5’ helicasa hexamérica dependiente de ATP, que participa en la replicaciéon
del DNA viral, y que se asocia con la DNA polimerasa o, asi pues, las funciones de
ATPasa y de helicasa, hacen de esta proteina viral la Unica con actividad enzimatica y se
hayan codificadas en el dominio carboxilo terminal.

La unién de E1 a su sitio en la LCR depende a su vez de la formacion de dimeros con la
proteina viral E2, la cual aumenta la especificidad de E1 por su secuencia, asi como su
capacidad para desenrollar la doble hélice. Las interacciones E2-E1 hacen que E2 atraiga
otras moléculas de E1 a un complejo inicial E2-E1-DNA. Conforme se ensamblan
oligomeros mas grandes de E1, E2 es finalmente desplazado mediante una reaccion
dependiente de ATP. Por otro lado, se ha demostrado recientemente que el dominio de
unién al DNA de E1 (E1DBD) estimula la actividad transcripcional de E2 dependiente de
E1, lo que sugiere que la interaccion E1DBD-E2TAD (dominio de activacién), funciona

mas en la regulacion de la actividad transcripcional que en la replicacién del DNA viral*¥®,

La proteina E2
El producto del gen E2, de aproximadamente 1,100 pb, es una proteina nuclear de 45
kDa y se divide en tres dominios funcionales:

1) Extremo amino terminal, el cual es el dominio de activacién (E2TAD), responsable
de regular la transcripcion y la replicacion del DNA viral; promueve la
oligomerizacion e interaccién entre moléculas de E2 unidas al DNA en sitios
distantes, provocando una curvatura en la molécula del DNA y otros cambios
conformacionales.

2) Dominio de bisagra o dominio central; es el de longitud y secuencia mas variable
entre los papilomavirus, el cual, en VPH11 es importante para regular la funcién de
E2 durante la transcripcion del mRNA y la replicacion viral, ademas de que
estabiliza al complejo E2-DNA.

3) Extremo carboxilo terminal, el cual es de dimerizacion y de unién al DNA, de casi

100 aminoacidos.



La union de E2 al DNA provoca la represion o activacion del promotor viral que regula la
expresion de los genes tempranos, y la replicacion del DNA viral. Sin embargo, E2
también tiene una funcién antiproliferativa, pues puede reprimir el crecimiento e inducir
apoptosis, en parte mediante la represién de la transcripciéon de E6 y E7, asi como por el

consecuente aumento de p53*°.

La proteina E4

La secuencia codificante de E4, aproximadamente de 260 pb, esta contenida dentro del
marco de lectura de E2. La proteina E4, de 10 a 44 kDa, se expresa a partir de un mRNA
procesado (E1*"E4) de manera abundante durante las etapas tardias del ciclo viral y la
replicacion vegetativa del DNA viral. La expresion precede la sintesis de las proteinas
estructurales del virus y el ensamblaje de las particulas virales. La proteina E4 se localiza
en parte en los filamentos intermedios de queratina del citoplasma (IF) durante las
lesiones intraepiteliales de bajo grado (LIEBG) causadas por VPH16, pero también se
halla de manera difusa en regiones perinucleares y citoplasmaticas. E4 causa colapso de
dichas queratinas y esto se ha relacionado con la liberaciéon de los viriones. También se
ha observado que cuando se expresa E1*E4 en células HelLa y SiHa, se provoca arresto
en la fase G2 del ciclo celular, lo que sugiere un papel antagénico con la proliferacion
celular inducida por E7 durante la etapa productiva de la infeccion, asi como del

requerimiento de E1AE4 y E2 para inhibir la divisién celular durante el ciclo viral* ® 8.

La proteina E5

El gen E5, de aproximadamente 230 a 250 pb, codifica para una proteina de 90
aminoacidos con un peso molecular de 14 kDA, la cual es una proteina de membrana e
hidrofébica, que se halla principalmente en el reticulo endoplasmatico y Golgi, aunque
también se encuentra en la membrana citoplasmica'®.

La funcion principal de la proteina E5 es acomplejarse y sobreregular la actividad de los
receptores de factores de crecimiento, como el del factor del crecimiento epidermal
(EGFR) o del crecimiento derivado de las plaquetas (PDGFR), sin embargo, E5 de VPH16
y de VPB1 (Virus del papiloma bovino), se unen también a la subunidad de 16 kDa de la
ATPasa vacuolar, la cual es un complejo protéico de unién a membrana, cuya subunidad
de 16 kDa forma el poro por el que pasan los iones H* que acidifican el contenido de los
endosomas. Se sabe que E5 de VPH16 inhibe la acidificacion de los endosomas, lo que
resulta en la inhibicion de la maduracién de la molécula del complejo mayor de

histocompatibilidad clase Il (MHV-II), la cual entrega péptidos antigénicos desde los

8



compartimentos endociticos hasta la superficie celular, y con esto se provoca la
disminuciéon del reconocimiento inmune de los queratinocitos infectados; ademas de la
retencion del receptor, en la prolongacion de su senal activa y en el reciclaje del 40% de
los receptores para anclarse de nuevo en la superficie en ausencia del ligando, lo que
quiza explique el incremento en el numero de EGFR observado en los queratinocitos que
expresan E5' 46,

Se ha visto en células de roedores que expresan E5, un aumento en la expresion de las
vias de senalizacion mitogénicas de c-Jun y C-Fos (los cuales estan involucrados en la
degradacion por ubiquitinacion), en especial en presencia de EGF, dado que es necesario
en la fase G1 del ciclo celular , asi que se sugiere que la actividad de E5 estimula a las

células a través de esta fase y en S°.

La proteina E6

El gen E6, de aproximadamente 450 a 500 pb, codifica para una proteina de casi 150
aminoacidos, con un peso molecular de 16 a 18 kDa, que contiene dos motivos de dedos
de zinc y cuya integridad es esencial para la funcion de E6. La proteina tiene un potencial
oncogénico débil en algunas lineas celulares y coopera con E7 para la plena capacidad
transformante e inmortalizante.

E6 es de las que se expresan muy tempranamente durante una infeccion por VPH, lo cual
le confiere varias funciones que alteran el ambiente celular, como por ejemplo el bloqueo
de la apoptosis mediante la degradacién de p53, una proteina supresora de tumores, por
medio de la accién de la ubiquitina ligasa Mdm2 en la ruta de la ubiquitina-proteosoma; la
alteraciéon de la transcripcion de genes celulares a través de la interaccién con p300 y
CBP, e incremento de la vida celular por la sobre activacion de la telomerasa.

Para lograr lo anterior, E6 requiere de la proteina celular asociada a E6 (E6-AP), por
medio de lo cual se reemplaza a la Mdm2, que en células normales no infectadas es
quien degrada a p53; este cambio reduce dramaticamente la vida de p53 (desde 3 horas
hasta 20 minutos) y el nivel de la proteina en las células de CaCu a menos de la mitad del
nivel presente en las células normales. Cabe mencionar, que la mayoria de las proteinas
E6 de los VPH’s de bajo riesgo no se unen a p53 o lo hacen débilmente y no lo
degradan®.

E6, también puede retener a p53 en el citoplasma bloqueando su translocacién al nucleo
y con esto inhibir su funcion independientemente de su degradacién. En consecuencia E6
inhibe la capacidad de p53 para activar o reprimir la transcripcion de sus genes blanco.

E6 puede superar la apoptosis dependiente e independiente de p53, pues se ha visto que

9



EG6 interactua con Bak, una proteina pro-apoptotica que se expresa en altos niveles en las
capas superiores del epitelio en diferenciacion. El incremento de p53, que se daria por la
proliferacion inducida por el VPH, asi como la consecuente induccion de apoptosis,
probablemente mataria a una célula infectada por VPH antes de que la replicacion de
éste ocurriera, por lo que la modulacién de los niveles de p53 por parte de E6 es

importante para una infeccién productiva® °.

La proteina E7

El gen E7, de aproximadamente 300 a 320 pb, codifica para una proteina de
aproximadamente 100 aminoacidos con un peso molecular de 10 kDa. Esta proteina tiene
la mayor capacidad transformante, y actia mediante la uniéon a proteinas celulares
supresora de tumores de la familia pRB (Control del ciclo celular), que a su vez
interacttian con factores de transcripcion de la familia E2F%'.

La unién de E7 a la forma activa de pRB conduce a la liberacién de los factores de
transcripcion E2F independientemente de la presencia de factores de crecimiento
externos, lo que promueve la expresion de la ciclina E y el progreso de la fase S del ciclo
celular y por tanto la replicacion celular®.

E7 también se asocia con otras proteinas tales como desacetilasas de histonas, AP1 e

inhibidores de los complejos CDK, como p21 y p27.

La proteina E2"E8

Recientemente se ha descrito una nueva proteina, resultado de una fusion del producto
del pequefio marco de lectura E8 con parte de la proteina E2. Esta proteina de 20 kDa
reprime la replicacion viral, asi como la transcripcién y por tanto se creé que es importante
para el mantenimiento del estado latente observado en las células basales del epitelio

infectado?.

Las proteinas L1y L2

La proteina L2 de 43 a 53 kDa, es la minoritaria de la capside viral, que como L1, se
produce en células que expresan E4. La proteina mayoritaria L1, de 57 kDa y que
conforma cerca del 80% de la capside, se expresa después de L2.

La capside contiene 360 copias de L1 y aproximadamente 12 copias de L2, organizados
en 72 capsémeros de una particula icosaedral, en donde la proteina L2 se acumula en
estructuras nucleares conocidas como dominios oncogénicos de la proteina de leucemia

pro-monocitica (PML) durante el ensamble del virus y atrae a L1 hacia estos dominios; y
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se ha sugerido que estos cuerpos PML son el sitio de la replicacion del DNA viral y que

las proteinas de la capside se acumulan en este sitio para facilitar el empaquetamiento®.

Regién Larga de Control (LCR)

La region larga de control (LCR) es un segmento gendmico que no contiene marco de
lectura alguno y que si tiene numerosos elementos de respuesta en cis, que gobiernan la
expresion génica y la replicacion viral; el tamafo varia segun el tipo viral, extendiéndose
de un 7 a un 11% del genoma y de casi 850 pb en el caso de los VPH genitales.

La LCR puede dividirse en 3 partes: el promotor temprano, el amplificador o “enhancer”,
de alrededor de 230 pb y la region mas alejada del 5.

Numerosos factores, celulares y virales interaccionan con esta region, como las proteinas
virales E1 y E2, receptores glucocorticoides que modulan positivamente la transcripcion,

asi como otros factores que parecen intervenir en la especificidad por el tejido4' °,
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Infeccién por VPH y Cancer Cérvico Uterino

Los virus genitales, tanto oncogénicos como no oncogénicos, pueden causar LIEBG
(lesiones intraepiteliales de bajo grado) o NIC 1 (Neoplasia intraepitelial cervical grado 1)
en la zona de transformacion del cuello uterino, que es la union entre el epitelio columnar
del endocervix y el epitelio escamoso del ectocervix, el cual es un sitio de continuos
cambios metaplasicos, que se encuentra mas activo durante la pubertad y durante el
primer embarazo y declina después de la menopausia; dichas lesiones son una
manifestacion transitoria de la infeccion viral productiva, y que se caracterizan por
presentar mayor actividad mitética y contenido de células inmaduras en el tercio inferior
del epitelio, no obstante, no todas estas lesiones se convertiran en LIEAG (lesiones
intraepiteliales de alto grado) o NIC 2 6 3, y éstas pueden desaparecer después de un
cierto tiempo.

Sin embargo, cuando existe una metaplasia escamosa atipica, inducida por algun virus y
que se desarrolle en esta regién, puede existir una progresiéon a una LIEAG o NIC 3, que
son las verdaderas precursoras de CaCu y que se caracterizan por presentar mayor
actividad mitética y contenido de células inmaduras en los tercios central y superior del
epitelio. Dichas lesiones son comunmente positivas a tipos virales oncogénicos o de alto
riesgo, que evitan la maduracion y diferenciacion, produciendo una replicaciéon continua
de células inmaduras y eventualmente la acumulacion de anormalidades genéticas que
favorecen la malignidad y con ello el CaCu. Asi entonces, en la progresion definitiva, el
principal factor etiolégico y necesario, pero no definitivo es la infeccién por algunos tipos
de VPH'’s, especialmente por los de alto riesgo?°.

Por otro lado, el CaCu de células escamosas es el mas comun, sin embargo, también
pueden llegar a presentarse casos de origen glandular, que son conocidos como
adenocarcinomas, y que también contienen VPH, pero la correlacibn es menos
pronunciada y es dependiente de la edad. El adenocarcinoma invasor puede ser puro o
mezclado con carcinoma de células escamosas y es denominado carcinoma
adenoescamoso, que es a menudo encontrado con pacientes que ya han sido operados
por carcinoma escamoso, y que su incidencia aumenta en los paises desarrollados, sobre
todo en mujeres jovenes, y se cree que puede deberse al incremento en el consumo de

anticonceptivos orales.
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Tratamiento y Diagnéstico

Actualmente, la escisién por medio del asa electro quirurgica es un buen tratamiento para
las lesiones escamosas no invasivas, sin embargo, cuando el cancer comienza a invadir,
el tratamiento empleado es la histerectomia o la radioterapia de alta energia, en las
cuales, el objetivo es destruir células malignas en el cérvix, tejidos paracervicales y nodos
linfaticos regionales; pero cuando el cancer es localmente avanzado, el tratamiento a
seguir es la radioterapia dirigida; no obstante, el diagndstico juega un papel muy
importante, pues entre mas temprano se detecte la enfermedad, el tratamiento sera
menos agresivo para el paciente y con mejor prondstico

Los métodos principales de diagndstico han sido la histopatologia y métodos citoldgicos,
como el Papanicolaou, que buscan cambios en las células de la zona de transformacion;
sin embargo, actualmente se han introducido métodos moleculares para la deteccién de
VPH y con fines de investigacién en muestras clinicas, como lo son la genotipificacién de
VPH, arreglos de cDNA e hibridacion gendmica comparativa, en donde esta ultima puede
ser empleada en los diferentes estadios tumorales para detectar desbalances
cromosomicos especificos durante el desarrollo del CaCu. A nivel molecular, la ganancia
y pérdida de material genético es caracteristico de las células transformadas, y estas
alteraciones se presentan desde los estadios tempranos y se establecen definitivamente
en las etapas invasoras, por lo que la caracterizaciéon de dichas alteraciones a nivel
geénico, potencialmente nos arrojara el punto de partida para su deteccion diferencial en el
torrente sanguineo, dado que a partir de estas alteraciones de material genético, es
posible encontrar biomarcadores, que son proteinas derivadas de los tumores y que son
producidas solo o en mayor cantidad en la neoplasia en comparacion con pacientes
sanos. Tal es el caso del antigeno prostatico especifico (PSA), que se detecta en altas
concentraciones en el suero de pacientes con cancer de préstata y que actualmente es

una de las pruebas mas utilizadas para la deteccion de esta neoplasia’ ? "% %°.
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Microarreglos de Hibridacion Genémica Comparativa en Cancer

El uso de herramientas para la investigacién del proceso de transformacion celular, nos
permite tener un mejor conocimiento de los procesos involucrados en la carcinogénesis;
una de las herramientas ampliamente utilizadas en las diferentes etapas de la
carcinogénesis y en la mayoria de los canceres que afectan a la especie humana, es la
hibridacion gendmica comparativa en metafase (HGCm), la cual fue reportada
primeramente por Kallioniemi en 1992, y que tiene su fundamento en la comparacién de
dos muestras de DNA gendmico, uno derivado de la muestra tumoral y el otro de una
muestra de referencia cariotipicamente normal. Cada una de las muestras es marcada
diferencialmente utilizando distintos fluorocromos (comunmente el tumoral con cianina-3
para el verde y el de referencia con cianina-5 para rojo); ambas muestras marcadas
diferencialmente, se mezclan en cantidades iguales y se hibridan en presencia de DNA
Cot-1 no marcado (permite bloquear las secuencias cromosémicas altamente repetitivas
presentes en las regiones centroméricas de los cromosomas, eliminando hibridaciones no
especificas en estas regiones), sobre cromosomas en metafase de un sujeto
cariotipicamente normal. La hibridacion de estas sondas se lleva a cabo sobre sus
secuencias complementarias en las metafases de manera competitiva, de esta forma, la
cantidad de DNA normal o tumoral que se una a su secuencia blanco en los cromosomas,
estara en proporcion a la cantidad de esta secuencia en las muestras?’.

Esta técnica nos permite monitorear en un solo experimento y de manera global el
genoma completo de un individuo en cuanto a ganancia y pérdida de material genético;
sin embargo, esta técnica se ve limitada por su rango de definicion, ya que pueden
observarse alteraciones en regiones citogenéticas muy grandes, incluso, brazos
cromosomicos completos, lo que dificulta el rastreo de los genes posiblemente afectados
en cada uno de los desbalances cromosémicos?®°.

Recientemente se ha reportado el uso de formatos de HGC basados en microarreglos y
con mejores resultados que la HGCm. El formato que es una modificacion de la HGCm y
que ha venido a solucionar el problema de la resolucion en la visibilidad de las diversas
alteraciones presentes, es, la HGCa (Hibridacibn Gendmica Comparativa en
microarreglos)*".

La técnica es basicamente similar a la realizada en HGCm. Las muestras de DNA de
interés se marca con una molécula fluorescente (comunmente de color verde), lo mismo
se hace con una segunda muestra control que se sabe tiene dos copias de DNA a lo largo

de todos los cromosomas (comunmente de color rojo). Al hibridar estas dos muestras al
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soporte de vidrio que contiene los fragmentos de DNA de todo el genoma, se puede
identificar aquellos fragmentos en los cuales la relacion de senal entre los dos colores es
mayor o menor que uno>".

En la HGCa se sustituyen las preparaciones de metafases por vectores que contienen
fragmentos de los cromosomas humanos (clonas), los cuales se encuentran por lo
general en cromosomas artificiales de bacterias (BAC’s). Estas clonas son arregladas
sobre soportes sélidos utilizando un robot microarreglador; de esta forma, la sensibilidad
del método dependera del tamano de las sondas inmovilizadas sobre el cristal, las cuales
nos permiten identificar regiones citogenéticas desde 1.5 Mpb hasta genes, brindandonos
con esto, una mayor informacion acerca de las alteraciones moleculares asociadas al
cancer?®.

Asi entonces, con el desarrollo de la plataforma de hibridacion genémica comparativa en
microarreglos por Kallioniemi y col., se abrieron las puertas para el estudio global de las
alteraciones cromosdémicas en las distintas neoplasias, dado que existia la evidencia
indicando que muchos oncogenes conocidos, resultaban afectados por amplificaciones en
los tumores. Por otro lado, diferentes grupos de investigacion, con el empleo de la HGCa
y la HGCm, han logrado identificar una serie de desbalances cromosdmicos presentes en
CaCu, en donde las mas frecuentes son, la ganancia de las regiones citogenéticas 3q, 5p,
la pérdida del cromosoma 4 y la regién 2q, entre otros®® 2,

En estudios recientes, nuestro grupo de investigacién ha venido aplicando HGC en
metafases y en microarreglos para determinar el patrén de alteraciones cromosémicas en
lesiones premalignas y malignas de cuello uterino, con el objetivo de identificar diversos
genes que se encuentran alterados en esta neoplasia, encontrando en los microarreglos
que existen algunas alteraciones cromosoémicas, como lo es la ganancia de la region
citogenética 19q13.2q13.3, la cual se presenté en un estudio preliminar en mas del 60%
de los casos estudiados de CaCu y en 2/5 de los carcinomas in situ; region en la cual se
encuentra un grupo de genes que forman parte de la familia de los antigenos
carcinoembrionarios (CEA), sin embargo, utilizando herramientas bioinformaticas como
genome browser, CGAP, Source, etc., se pudo identificar en estas alteraciones al gen
PSG1 como principal candidato en la asociacién con la neoplasia®.

En cuanto a su implicacion en cancer, los primeros reportes de PSG1 corresponden a la
década de los 80’s, los cuales indican que esta proteina se encuentra en altas
concentraciones en el suero sanguineo de pacientes con cancer de mama, sin embargo
no existe en la actualidad reportes que establezcan la asociacion entre la ganancia de

copias extras del gen PSG1 o de su expresién en CaCu®°.
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Justificacion

El cancer cérvico uterino representa actualmente en nuestro pais la segunda causa de
muerte entre las mujeres adultas mayores de 30 afios, con cerca de 14 muertes al dia, lo
que lo hace uno de los principales problemas de salud, ademas de que la incidencia de
esta neoplasia en mujeres jovenes cada vez es mas comun, al igual que la infeccién por
VPH, lo que provoca un mayor interés hacia la enfermedad.

Por otro lado, a nivel molecular, la ganancia y pérdida de material genético es
caracteristico de las células transformadas; estas alteraciones se presentan desde los
estadios tempranos y se establecen definitivamente en las etapas invasoras, lo cual hace
importante la caracterizacion de dichas alteraciones genéticas, pues éstas,
potencialmente nos arrojaran un punto de partida para su deteccion diferencial en el
torrente sanguineo, dado que a partir de estas alteraciones de material genético, sera
posible encontrar biomarcadores, que son proteinas derivadas de los tumores y que son
producidas s6lo o en mayor cantidad, en la neoplasia en comparacion con pacientes
sanos. Y dado que en la actualidad no se cuenta con potenciales marcadores moleculares
para el pronéstico, diagndstico y posible tratamiento de la enfermedad, el estudio a nivel
molecular de los genes asociados al proceso carcinogénico para su mejor entendimiento,
resulta de amplia importancia.

Por otra parte, dado que en estudios preliminares se reportdé un amplificacion en la regién
citogenética 19q13.2 en mas del 70% de los casos estudiados por medio de hibridacion
gendmica comparativa en microarreglos, es de gran importancia corroborar la existencia

de dicho amplicén, asi como su asociacion con el CaCu.
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Objetivo General

Caracterizar las ganancias de regiones cromosomicas del genoma del cancer

cérvico uterino.

Objetivos particulares

Determinar los desbalances en las regiones cromosdmicas comunmente asociadas
a CaCu.

Rastrear los genes asociados a las regiones comunmente ganadas en el genoma
del CaCu

Obtener por medio de herramientas bioinformaticas la expresion diferencial normal
vs cancer, de los genes asociados a las regiones comunmente ganadas en el

genoma del CaCu.
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Materiales y Métodos

Muestras
Se obtuvieron un total de 39 muestras de carcinoma cervical escamoso en el Servicio de

Patologia del Hospital General de Mexico, SS.

Extraccion y purificaciéon de ADN

El ADN de las muestras se purificé utilizando el kit Wizard SV Genomic (Promega Co.)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. El tejido fue homogenizado en Trizol y
depositado en tubos eppendorf de 1.5 ml. Se separaron las fases de RNA, DNA y
proteinas con 200ul de cloroformo y centrifugacion a 13,000g por 10 min. Para precipitar
el ADN, se agregaron 300ul de etanol y se centrifugd a 2,000g por 5 min. Para separar el
Trizol, se retir6 el sobrenadante y se resuspendio la pastilla con 1 ml de citrato de sodio
en etanol 10% con centrifugacién a 2,000g por 5 min., este procedimiento se realiz6 tres
veces. Para lavar la pastilla, se decanté el sobrenadante y se agregd 1 ml de etanol al
70% y se centrifugd a 2,000g por 5 min. Para lisar las células del tejido, se deseché el
sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en 600ul de amortiguador de lisis (incluido en
el kit), mas 20ul de proteinasa K (20mg/ml) y se incubd durante 72 horas a 56°C. Una vez
digerido el tejido, se adicionaron 200ul de la solucion de precipitaciéon de proteinas y se
incubd en hielo durante 5 min. Posteriormente se centrifugd a 13,000g por 3 min., y el
sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo con 600ul de isopropanol frio para precipitar
el DNA. ElI DNA se centrifugd durante 1 min. a 13,000q, y las pastilla se lavd dos veces
con etanol al 70%, para ser finalmente rehidratada en un volumen adecuado de agua
bidestilada estéril. La calidad del DNA fue determinada mediante electroforesis en geles

de agarosa al 1% y la concentracion fue determinada mediante espectrofotometria.
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Deteccidn y tipificaciéon del Virus de Papiloma Humano

PCR

La deteccion de secuencias de VPH se hizé por la técnica de PCR, utilizando la Tag DNA
polymerase (Promega, Co.) y los iniciadores consenso GP5/GP6(+) para la region
conservada L1, que amplifican una region especifica para VPH16 (nucleotidos 110 a 235).
Cada reaccion se realizé con 200 ng de ADN en 50ul de solucién con amortiguador 1X
(50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, 0.1% Triton X-100), 2 mM MgCl, 0.2 mM de cada dNTP
(dATP, dGTP, dCTP, http), 2.5 unidades de Taq polimerasa y 50 pmol de cada iniciador.
La PCR se realizé en un termociclador, Perkin EImer DNA Thermal Cycler 480, con las
siguientes especificaciones: 94°C por 5 min. para desnaturalizacién, 40 ciclos de 94°C por
30s para abrir cadenas; 55°C por 1.5 min. para alineamiento de los iniciadores y 72°C por

1.5 min. para elongacion.

Secuenciacién de ADN

El producto de la PCR con los iniciadores GP5/GP6(+), se purificdé con el kit Wizard SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Co.). Para marcar la secuencia amplificada, se
utilizé el kit BigDye Terminator de Perkin Elmer Applied Biosystems, y un iniciador
(GP6+). Se siguieron las condiciones de reaccion indicadas en el kit, 0.5ul de terminador
Reddy reaction, amortiguador Mix 2ul, 1-3 ng de la secuencia amplificada por PCR, 3.2
pmol de iniciador y agua destilada para aforar a 20ul. La reaccion de marcaje se realizd
por PCR, con las siguientes condiciones: 94°C por 3 min. para desnaturalizacion, 25
ciclos de 94°C por 30s para abrir las cadenas; 55°C por 30s para alinear los iniciadores y
72°C por 45s para la elongacion. Posteriormente, las muestras marcadas fueron
purificadas utilizando las columnas del kit DyeEx 2.0 Spin de Quiagen y secuenciadas en
un secuenciador ABI PRISM 100.

Tipificacion

Las secuencias fueron comparadas con las reportadas en GeneBank, mediante el

programa BLAST, en la direccion electronica: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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Hibridacién Genémica Comparativa sobre microarreglos

Con ayuda del Doctor Alfredo Hidalgo Miranda, se realiz6 CGH en microarreglos a las
muestras invasoras obtenidas, los anadlisis de CGHa se llevaron a cabo utilizando
microarreglos de la Universidad de San Francisco California los cuales cubren la totalidad

del genoma en clonas de 1.3 megabases.

Visualizacién y analisis

La captura de imagen y analisis se llevd a cabo usando el sistema de lectura que captura
de manera automatizada las imagenes del arreglo para los tres fluorocromos (Cy5, Cy3 y
DAPI), crea la imagen compuesta, normalizada, obtiene los valores de intensidad de
fluorescencia entre el ADN tumoral y el normal, y crea un reporte de las regiones de ADN
que presentan cambios en el numero de copias. El sistema reconoce como ganancias
aquellas regiones donde la relacion de fluorescencia tumoral/normal (T/N) sea mayor a
1.25 (log2=0.32) y como pérdidas a las regiones con una relacion menor a 0.75 (log2= -
0.41). Se consideré amplificacion a las regiones con una relacion superior a 2 (log2=1), en
base a parametros previamente establecidos para experimentos de HGC sobre
microarreglos™*.

Los datos obtenidos fueron analizados por una “suite” de programas bioinformaticos
Sproc y Spot con una de significancia estadistica p>0.01. Posteriormente el enfoque fue a
la deteccion de ganancias génicas.

Para la visualizacion grafica de los datos generados por HGC sobre microarreglos, se
utilizé la herramienta de visualizacién de datos de experimentos de (a)CGH de progenetix,

el cual esta disponible en la direccidn. http://www.progenetix.com.
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RESULTADOS

De las 39 muestras colectadas, 23 fueron positivas a VPH16 (INV HPV16), 12 fueron
positivas a HPV, sin embargo, estas muestras no fueron genotipificadas (INV X), y las 4
restantes fueron positivas a VPH’s 30’s, 40’s y 50’s (INV 30’s, 40’s y 50’s).

Los resultados obtenidos nos indican ciertos desbalances de interés: las ganancias
cromosomicas o génicas mas frecuentes son en el 1, 3q, 5p, 7p, 8q, 99, 19q y 20 (Tablas
1, 2 y 3), en tanto las pérdidas cromosémicas en 3p, 4, 11 y 13q, sin embargo, las
alteraciones con mayor frecuencia en este estudio fueron la perdida del 16923 y la
ganancia del 19q13.2 (Gréficos 2 y 4), las cuales no han sido reportadas en este tipo de
neoplasia, no obstante, esta ultima esta presente en la mayoria de los casos estudiados,
como se observa en las figuras 3, 4, 5y 6, los cuales corresponde a aquellos positivos a
VPH16, VPH inespecifico y VPH 30s, 40s y 50s, respectivamente, mientras que la pérdida
16923, solo se observa en los casos positivos a VPH16 e inespecifico, y que
corresponden a las figuras 3, 4 y 6, de las cuales, en los casos positivos a VPH
inespecifico (Figura 4) es en donde la alteraciébn resulta ser mas consistente
presentandose en mas del 50% de los casos.

Por otro lado, para determinar la clona y los genes involucrados en la ganancia de la
region 19q13.2, se obtuvieron las frecuencias de las clonas que hibridaron en el
cromosoma 19, de las cuales, en todos los casos de invasoras estudiados (INV HPV16,
INV X e INV 30s, 40s y 50s), la mas frecuente resulté ser la RP11-18J23 (Gréficos 1, 3 y
5), la cual corre desde las 43,384,059 pb, hasta las 43,384,171 pb; dicha clona se sometio
a un analisis in silico mediante el software disponible en Ila pagina de

www.genomebrowser.uscs.edu para determinar cuales eran los genes involucrados en

esta alteracion, y que como se muestra en la figura 10, estos genes son 5 miembros de la
familia de las PSG’s (Proteinas Especificas del Embarazo) y que corresponden a la
PSG1, PSG2, PSG3, PSG7 y PSG11; proteinas que, tal cual como se muestra en las
figuras 11 a 15, no se expresan en ningun otro tejido mas que en la placenta, a excepcion
de las PSG’s 2 y 11, que como se observa en las figuras 12 y 15, respectivamente para
cada una de estas PSG’s, ambas son expresadas ligeramente en cancer de rifidn, sin
embargo, ninguna de las otras PSG’s (PSG1, PSG3 y PSG7) han sido reportadas en
alguna neoplasia, incluyendo la del cérvix uterino, para la cual, ninguna de estas

proteinas ha sido descrita.
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Flgura 3. Cariograma de las muestras invasoras INV_VPH16, en donde se observa que la ganancia mas frecuente se
encuentra en el cromosoma 19, region q13.2.
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Grifico 1. Se observa las frecuancias de las clonas que se alinearon con el cromosoma 19, mostrandose que la clona
RPI11-18J23 es l1a mas frecuente, con un 15% del total de las clonas con hibridacién de tipo ganancia para este

cromosoma.
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Grifico 2. Frecuencia de clonas hibridadas de mas del 50% en los casos de tipo ganacia, correspondientes a las
muestras INV_VPH16. La clona mas frecuente en estos casos fue RP11-18J23con un 79.2%.
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Clona

Regién

CTD-2121C12 3q22

GS1-56H22
RP11-13F12
RP11-163H6
RP11-165B13
RP11-167]12
RP11-178K17
RP11-184N12
RP11-203L15
RP11-220G20
RP11-229G6
RP11-432
RP11-74E6
RP11-118F4
RP11-145F16
RP11-171H24
RP11-233N20
RP11-94M13
RP11-95H16
GS-115H3
RP11-1146E5
RP11-148D23
RP11-172G5
RP11-64F6

17ptel
20q12
3926.2-926.3
3g13.3
1932

3928

1924
3925-g26.1
3g13.3
3924

1923
1g32-g41
3926.3-3g27
3q24
1g22-23
3929
8q24.2
3921
3921-g28
3q24
3q926.2
3926.3
3924-3q925

CTD-2172D17 3926

RP11-209H21
CTD-2091K6
RP11-67E18
RP11-141C22
RP11-18]23

3gq24-3qg25
3g27-3g28
3928
3q926.1
19g13.2

Tabla 1. Se muestran cada una de

las clonas presentes en el grafico 2,

asi como la region de hibridacion
de cada una de ellas.
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Figura 4. Cariograma correspondiente a las muestras INV_X, en la cual podemos observar que la region
19q13.2 es la ganacia mas frecuente, sin embargo también se observa un alt porcentaje de pérdida en la

region 16q23.
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Frecuencias Clonas Chr 19
INV X

Grafico 3. Frecuencia de las clonas alineadas en el cromosoma 19 correspondientes a los casos INV_X, en donde la
clona RP11-18J23 es la mas frecuente, con un 28.12% del total de las clonas hibridadas de tipo ganancia para este

cromosoma.

Frecuencia Clonas tipo Ganancia en Invasoras X

Frecuencia

Grafico 4. Se muestra la frecuencia de las clonas hibridadas con mas del 40% de los casos de tipd
ganancia, correspondientes a las muestras invasoras positivas a VPH sin especificar, en donde la
clona RP11-18J23 es la mas frecuente con un 75% del total de los casos.
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Clona
CTD-2013D15
CTD-2040C2
CTD-2091K6
RP11-103L11
RP11-122H7
RP11-150L1
RP11-207P5
RP11-20B3
RP11-253B9
RP11-284G2
RP11-29N3
RP11-51K19
RP11-88L18
RP11-94E6
RP11-261B20
RP11-18123

Regidn
20p12
5p15.2
3q27-3g28
5p15.3
8q24.2
9g33
1p33-1p34.1
5p15.3
5p13.2
16923
5p15.2
20g13.1
5p14.3-5p15.1
5p13
5p15.2
19gq13.2

Tabla 2. Se muestran cada una de las
clonas presentes en el grafico 4, asi
como la region de hibridacion de cada
una de ellas, corresponientes a las
muestras INV_X.
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Figura 5. Cariograma correspondiente a las muestras INV_VPH 30’s, 40’s y 50’s, en el cual la ganancia que se presenta
en el mayor porcentaje de los casos corresponde a la region 19q13.2.
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Frecuencias Clonas Chr 19
INV 30s, 40s, 50s
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Grafico 5. Frecuencia de las clonas alineadas con el cromosoma 19 para los casos correspondientes a las muestras
INV_VPH’s 30’s,40’s y 50’s, siendo la clona RP11-18J23 la mas frecuente para este cromosoma.

Frecuencias Clonas tipo Ganancia en Invasoras 30's, 40°s y 50°s

Grafico 6. Se muestra la frecuencia de las clonas hibridadas con un 75% del total de los casos
correspondientes a las muestra INV_VPH’s 30°s, 40’s y 50’s. No se observa diferencia entre cada
una de las clonas.
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Clona Region
CTD-2050A15 1p12
CTD-2096116 1g21-22
CTD-2121C12 3g22
CTD-2132L9 3p21.3-3p22
CTD-2235K13 1g41
RP11-119L2 3p21-3p22
RP11-125E8 3q26.3-3q27
RP11-148K15 1g31
RP11-155C15 1g42-43
RP11-18J23 /19q13.2
RP11-192M1 1q42
RP11-216F1 1g32.2
RP11-249H15 1g32.1
RP11-286G5 3p22
RP11-72M14 1p13

Tabla 3. Se muestran cada una de
las clonas presentes en el grafico 6,
asi como de la region de
hibridacion de cada una de ellas.
Corresponden a las muestras
INV_VPH’s 30’s, 40°s y 50°s.
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Figura 6. Cariograma en el cual se agrupan todos los casos (INV_VPH16, INV_X e INV_30’s, 40’s y 50’s), en
donde la ganancia de la region 19q13.2 resuté ser la mas frecuente en las lesions invasoras.
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Figura 7. Se muestra la distribucién de desbalances presentes en todos los casos de invasoras, desde el cromosoma 1 al 22, en el cual se evidencia
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pérdidas, la region 16q23 es la que sobresale de todas las demas.
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UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly
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Figura 8. Exploracion de los genes que contiene la clona RP11-18J23 en el cromosoma 19, en donde se observa la presenciade 5 PSG’s (PSG 1, 2, 3, 7y 11).
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Figura 9. Visualizador anatomico SAGE
correspondiente a la PSG1, en donde la expresion de
esta proteina es exclusiva, en condiciones normales,
de la placenta, mientras que en cancer, no existe una

expresion importante.
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Figura 10. Visualizador anatomico SAGE
correspondiente a PSG2, en donde se observa que
esta proteina se expresa en condiciones normales

en la placenta; en el cancer de rifiéon se observa una

importante expresion.

34



NORMAL

Brain

CANCER

Nating

Thyrod

SEAT

°).
5 Tagn poe
Lung 0008
m-
| kL3
Heart
-
Breast "o
s Breast cel (S T
sublypes Re
J - J -
Storsach
| B
Pancreas P . Fo TR H
N
»~ o (W

P

dney

—

"eflonsum

@I

Sginal Cord

Creery

- -

Macenis

Prosiate

Bome Mamrow

QPRI N6

£\
Cartiage g
\ 7
1 |
Mokl
J
4t
Sler
y
Lymgh Nede
While Bload
Cells
VaCular

Figura 11. Visualizador anatémico SAGE
correspondiente a la PSG3, en donde la expresién
de esta proteina esta restringida a la placenta en

condiciones normales.
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Para la pérdida de la region 16923, la clona correspondiente es la RP11-253010, la cual
muestra la regién del cromosoma 16 que corre desde las 75,543,600 pb hasta las
75,543,980 pb (Figura 8) y que contiene las EST’s (Expressed sequence tag o marcador
de secuencia expresada) para la proteina transmembranal 231 (TMEMZ231), que se ha
encontrado en microarreglos de expresion para cancer de mama, colon y principalmente
en leucemia (Figura 9); para la proteina transmembranal 170A (TMEM170A), ambas

proteinas son integrales, sin embargo, su funcién aun no es conocida.

SOURCE

| :D R:::)s Breast Ovarian
. ax I Prostate B Leukemia
W—j | ” - I Non-small-lung [l Colon
m |_ oo x B cns Il Melanoma
oo >8X Renal

TMEM231 Transmembrane protein 231 Clone=IMAGE:278463
TMEM231 Transmembrane protein 231 Clone=IMAGE:362352

Figura 14. Se muestran los clusters obtenidos de un microarreglo de expresion en donde se puede observar en color
verde, aquellos clusters que contienen la secuencia de expresion, que en el caso de la proteina transmembranal 231,
corresponden principalmente para los canceres de mama, colon y mayoritariamente en leucemia
(http:/ /www.smd.stanford.edu)
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Figura 15. Exploracion de genes para la clona RP11-253010, que como se observa en la figura, corresponde al
cromosoma 16. La presencia de 4 EST’s, corresponden a las proteinas transmembranales 231y 170A (TMEM 231y
170A4).
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DISCUSION

Se sabe que las alteraciones genéticas que se encuentran en cualquier tipo de tumores
son variadas, sin embargo, para cada neoplasia existen alteraciones cromosdémicas
caracteristicas, y en el caso del cancer cérvico uterino, no es diferente, pues las
alteraciones encontradas en este estudio son similares a las reportadas en otras
publicaciones, como es el caso de los reporte hechos por Hidalgo et al. 2003, Hidalgo et
al. 2005 y Rao et al. 2004, en los cuales se observa que las regiones comunmente
ganadas son: 1, 3q, 5p, 99 y 20; en el caso de las regiones comunmente perdidas son:
3p, 4, 11 y 13q, lo cual es coincidente con lo encontrado en este estudio, sugiriendo que
estas regiones pueden ser consideradas como zonas con genes asociados al cancer
(como oncogenes 0 genes supresores de tumores, respectivamente), sin embargo, se ha
reportado que uno de los eventos genéticos mas importantes en la progresion a CaCu, es
la ganancia en el 3q y que ha sido encontrada desde lesiones precursoras a CaCu con un

importante rol en el desarrollo tumoral®®

, alteracion para la cual se han propuesto diversos
genes que pudieran estar participando en dicha progresion tumoral, como son CRBP1,
CRBP2, Tp63* y PIK3CA%®. Por otro lado diversos estudios han demostrado un valor
pronéstico de algunas de las alteraciones cromosdmicas en el CaCu, como lo es la
pérdida del 11p, 18q y la ganancia y sobreexpresion de EGFR (Receptor del Factor de
Crecimiento Epidermal) en 17q con mal pronéstico®, la pérdida del 9q con metastasis, y
la pérdida del cromosoma 4, para un papel decisivo en la progresién al CaCu, por la
inactivaciéon de uno o varios genes desde las primeras etapas de la neoplasia, asi como
de la prevalencia de la pérdida del 13g y la subsecuente inactivacion de RB71 (gen

37-3% ho obstante, en este

supresor de Retinoblastoma) por la ausencia de este gen
estudio, las pérdidas 11p, 18q y 99q no se encontraron de manera significativa.

Se ha observado que el aumento de la dosis génica mediante la amplificacion del DNA,
€S un mecanismo comun en varios tipos de tumores relacionados con la sobreexpresion
de algunos genes, especialmente los oncogenes, y que su amplificacion ha sido asociada
a variantes tumorales mas agresivas y resistentes a quimioterapia*®, lo cual hace
importante la exploracién de cada una de las ganancias cromosdmicas, con fines de
encontrar oncogenes de interés, o posibles marcadores tumorales.

Por otra parte, en el presente estudio, una de las alteraciones mas consistentemente
observadas, y presente en el 70% de los casos, es una ganancia en el brazo largo del
cromosoma 19, y que fue mapeada en la regién 19913.2, la cual, se sometié a un analisis
in silico utilizando diversas bases de datos como genome browser, gene cards, CGAP y

source Stanford; mediante el cual se identificé a un grupo (cluster) de genes de la familia
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de las proteinas especificas del embarazo (PSG1, PSG2, PSG3, PSG7 y PSG11), las
cuales estan relacionadas directamente con el embarazo*' y que son sintetizadas en la
placenta preferencialmente en el sinciciotrofoblasto®®. Ya sintetizada, la proteina es
liberada al torrente sanguineo®, sin embargo a la fecha su funcion atn es poco conocida,
no obstante un miembro de esta familia, el gen PSG6 se le ha asociado con la mola
hiaditiforme** y se ha sugerido que la proteina PSG1 se encuentra participando de forma
activa como un inmunomodulador, de tal forma que suprime ciertos genes del sistema
inmune de la madre, permitiendo la implantacion del embridn, invasién del endometrio y
formacion de la placenta de manera controlada*®, ademas de funcionar también como
inductor de factores de crecimiento pro-angiogénicos*®. Por otro lado ha sido reportado
que la deficiencia de esta glicoproteina durante el periodo de gestacién, provoca diversas
patologias asociadas al embarazo, dentro de ellas se encuentran: preeclampsia, aborto
espontaneo y desarrollo retardado, entre otras*’, cabe mencionar que estas glicoproteinas
son de las mas abundantes en la sangre durante el embarazo y tan solo la PSG17 es
detectada a la segunda y tercera semana de gestacién a concentraciones de 200 a 400
pg/mi*®

Por otra parte, es de especial interés mostrar que entre la célula transformada (cancer) y

y conforme el embarazo progresa, los niveles de la molécula aumentan®.

el embarazo existe una gran similitud en los mecanismos de invasién, tolerancia de la
respuesta inmune, proliferacion e incluso angiogénesis®. Con lo cual es posible sugerir
una clara asociacién de los PSG’s con el desarrollo de la neoplasia del cérvix uterino, asi
como de algunas otras, y que pudieran considerarse como posibles marcadores
tumorales. Esto es soportado por una primera evidencia de esta asociacién en un reporte
de la década de los 80’s, donde se detectaron altas concentraciones de la PSG1 en el
suero de pacientes con cancer de mama®', asi como de posteriores en donde se ve
implicado como potencial marcador a las PSG s en cancer de colon y recto y de pulmén®2.
Diversos estudios han sido realizados para definir el papel de las PSG’s durante el
embarazo. Quiza uno de los trabajos que muestran el papel de inmunomodulador es el de
Snyder et al. 2001, donde demostraron que las PSG’s pueden inducir la produccion de
citocinas anti-inflamatorias como /L10, IL6, TGFB sugiriendo una modulacién de la
respuesta inmune innata® >,

Por otro lado, el papel del sistema inmune en la eliminacién de la infeccién por el VPH no
es claro aun, pero hay evidencias que muestran que la respuesta mediada por células es
importante en el control de la infeccion viral. Asi, se ha demostrado que la supresion de la
respuesta inmune en los tumores es principalmente mediada por la /L70. El papel de IL10

en la desregulacion de la respuesta inmune especifica para tumores puede presentarse
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en los siguientes mecanismos: 1) suprimiendo directamente la produccion de IFN-ye IL12
evitando la activacién de los linfocitos T citotdxicos y por las células NK; 2) reduciendo la
expresion de moléculas del sistema HLA sobre la superficie de las células tumorales y 3)
inhibicion de la presentacion de antigenos tumorales por las células profesionales
presentadoras de antigeno®®.

Se ha observado también que en sueros de pacientes con CaCu existe altos niveles de
IL10, en tanto en pacientes con lesiones precursoras de alto grado también es posible
encontrar altos niveles de esta IL710, pero menores a los de pacientes de CaCu,
sugiriendo asi que uno de los mecanismos por los cuales estos pacientes no presentan
una respuesta inmune celular adecuada es debida en parte a la presencia de la citocina
anti-inflamatoria IL10.

Por otra parte, tanto en los mecanismos de embarazo, como en cancer, la
inmunomodulacién no es el unico proceso que se lleva a cabo, y tampoco el unico en el
que las PSG’s podrian estar actuando, pues, también se ha reportado que estas proteinas
pueden tener un papel importante en los procesos de implantacion y activacion de la
angiogénesis, actuando en este ultimo por la capacidad de las PSG’s para inducir la
expresion de TGFB1 en diferentes tipos celulares, como en los monocitos primarios y
células endoteliales primarias; y por la habilidad de esta citocina para regular a la familia
VEGF (factor de crecimiento vascular endotelial), que incluyen a VEGFA, B, C, Dy PGF
(factor de crecimiento placentario); sin embargo, también se ha observado que la PSG1
induce la formacion de tubos celulares endoteliales en presencia o ausencia de VEGFA®®,
en donde, por medio de la union de la PSG1 a algunos proteoglicanos y de la habilidad de
esta para inducir a TGFB1y VEGFA, ésta puede mediar la actividad angiogénica de éstas
proteinas y la formacion de tubos incluso por si misma®’; por lo que el papel de estas
proteinas especificas de embarazo en el cancer puede ser de vital importancia para el
desarrollo de la neoplasia.

Asi pues, el rol de las PSG’s tanto para inmunomodulacién por medio de la induccion de
IL10, y como mediador de la angiogénesis por la activacion de TGFB1y VEGFA, arrojara
el punto de partida para su posible identificacion como potencial marcador molecular en

los pacientes con CaCu y sus lesiones precursoras.
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CONCLUSIONES

Las alteraciones cromosomicas comunmente asociadas al CaCu fueron la
ganancia del cromosoma 1, 3q, 5p, 9q y 20 y la pérdida de 3p, 4, 11y 13q.

La alteraciéon cromosoémica de tipo ganancia en el 3q es una de las alteraciones
mas frecuentes y caracteristicas de la neoplasia del cérvix uterino.

La alteracion de tipo ganancia mas frecuente en el presente estudio fue la
correspondiente a la region 19q13.2, siendo consistente con lo anteriormente
reportado.

Se identific6 una alteracién de tipo pérdida para la region 1623 no reportada
previamente para la neoplasia del cérvix uterino, y que los genes involucrados en
esta region probablemente sean supresores de tumores.

Se determinaron los genes asociados a la ganancia 19q13.2 y su posible papel en

el CaCu en los procesos de inmunomodulacién y angiogénesis tumoral.
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SUGERENCIAS PARA TRABAJOS POSTERIORES

* Detectar la expresién de las PSG's mediante Western Blot (WB) y/lo métodos
inmunoenzimaticos como ELISA, en pacientes con CaCu y lesiones precursoras.

* Determinar la presencia de las PSG’s en sueros de pacientes con CaCu.

* Identificar los transcritos de los genes de las PSG’s por medio de RT-PCR en

tiempo real en biopsias de pacientes con CaCu y de sus lesiones precursoras.
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