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Resumen.

El cancer cérvico uterino es el segundo tipo de cdncer mas frecuente entre las
mujeres, tanto en incidencia como en mortalidad. Los desbalances cromosémicos son una
de las alteraciones mas frecuentes en este tipo de cancer, y diversos trabajos concluyen que
una alteracion caracteristica es la ganancia del brazo largo del cromosoma 3 (3q). Una de
las regiones que se observa amplificada con mayor frecuencia en el brazo 3q, es donde se
encuentra el gen CRBP2 (Proteina Celular de Union a Retinol tipo 2). La proteina para la
que codifica esta involucrada con el metabolismo del retinol, el cual participa en la
activacion de genes relacionados a adhesion, factores de transcripcion, enzimas, entre otros.
A la fecha no se han descrito las alteraciones o la participaciéon de CRBP2 en ningun tipo
de cancer, por lo que nos propusimos determinar las alteraciones moleculares de CRBP2 en
cancer cérvico uterino.

Se colectaron 20 muestras de CaCu y 20 muestras de cérvix sin lesion. Se purificd
el ADN y el ARN de las muestras. Con el ADN se realiz6 la determinacion del niimero de
copias del gen CRBP2 mediante PCR en tiempo real. Con el ARN obtenido de las muestras
se determind el cambio en la cantidad de mARN mediante PCR en tiempo real. A partir de
los tejidos en parafina se realiz6 un microarreglo de tejidos; con el cual se realizd una
inmunohistoquimica con el anticuerpo anti-CRBP2. Por otra parte, la region promotora del
gen fue evaluada in silico para determinar la presencia de posibles sitios de unién a CTCF.

En el 50% de las muestras de CaCu evaluadas se detectd un aumento en el numero
de copias. Por otra parte no se detectdé el ARN mensajero en las muestras. Sin embargo
cuando se realiz6 la evaluacion de la expresion proteica de CRBP2 por inmunohistoquimica
se observo que el 100% de las muestras fue detectada la proteina, de las cuales el 80% es de
manera intensa, mientras que el 20% es de forma débil. Finalmente al realizar el analisis
estadistico correspondiente se demuestra que la tinica correlacion significativa es entre la
expresion proteica con los antecedentes familiares de cancer, sin embargo no se encuentra
alguna otra correlacion entre la expresion proteica ni el aumento en el nimero de copias
con respecto a los datos clinico-patolédgicos.

Se observd que el 50% de pacientes con céncer cérvico uterino presentan una
ganancia en el numero de copias del gen CRBP2. La amplificacion del gen CRBP2 no se
asocia al aumento en la expresion proteica. La expresion en ARN mensajero del gen
CRBP?2 no se encontro. Finalmente, con base en estos resultados se sugiere que CRBP2 no
se encuentra direcatamente asociado al proceso de carcinogénesis.



Abstract.

Cervical cancer (CC) is the second most common cancer in women worldwide in
mortality. Chromosomal imbalances in CC are a very frequent alteration. Several studies
conclude that an alteration feature is the gain of the long arm of chromosome 3 (3q). One of
the regions that is more frequently amplified in the 3q arm is in 3q21 where the CRBP2
(Protein Cellular Retinol Binding type 2) gene is mapped. This gene encodes a protein
which is involved in the retinol metabolism. Retinol and its derivates participate in the
activation of genes related to adhesion, transcription factors, enzymes, and others. So far,
alterations of CRBP2 involvement in any type of cancer have not been described, in this
context we have decided to determine CRBP2 molecular alterations in CC.

Twenty CC samples of cervical cancer and 20 healthy cervical samples were
collected. From them, DNA and RNA were purified and subjected for gene copy number
and transcripts by real time PCR. From the tissues, they were used for tissue microarray
construction and then subjected for CRBP2 immunodetectection assay. Furthermore,
CRBP2 promoter region sequence was analized to dinf possible CTCF binding sites.
Finally the data was analyzed with SPSS version 16.

The gene copy number assay showed that all the healthy cervical samples had 2
copies of the nene, while the 50% of CC samples showed an increased in the gene copy
number. We were no able to detect mRNA in the samples, suggesting the presence of
extremely low amounts of transcripts. In contrast, all the tissues showed CRBP2 protein; a
strong immunodetection was observed in 80% of the samples and weak reaction for the
remaining samples. According to these data, there was not observed any correlation
between gain of gene copy number and protein expression; but only a significant
correlation between protein expresion and family history of cancer was observed.

In conclusion, CRBP2 protein expression is not asociated to gain of gene copy
number, further ther is a constitutive expression of CRBP2 in cervical epitelial cells, and
probably, there is not clear association of CRBP2 and CC.



Introduccion.

Cancer cérvico uterino.

El cancer cérvico uterino (CaCu) es una enfermedad compleja que se caracteriza por
la acumulacion de multiples alteraciones moleculares y celulares. Dichas alteraciones
permitiran a las células neoplasicas convertirse en tumorigénicas y en ultima instancia en
malignas (Hanahan 2011). Ya existe a disposicion mundial una vacuna contra el principal
factor etiologico asociado, el Virus de Papiloma Humano, sin embargo sus resultados
podran ser evaluados 20 afios aproximadamente por lo que al dia de hoy la incidencia
continua siendo una de las mas altas. Asi mismo se ha observado que el CaCu se presenta
principalmente en mujeres jovenes y todavia conduce a la muerte a muchas de estas (Villa
2012, Kaufmann 2012).

Actualmente el cancer cérvico uterino es una neoplasia que ocupa el segundo lugar
a nivel mundial tanto en incidencia como en mortalidad en mujeres (Figura 1), solo detras
del cancer de mama; sin
embargo  aunque  se
puede observar que en
incidencia se encuentran
Colorectum grandes diferencias entre
Lung ambos tipos de cancer,
en mortalidad son muy
similares (Globocan
Corpus uteri 2008 n.d., Arbyn 2011,
Walboomers 1999).
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Oesophagus Figura 1. Incidencia y mortalidad
de cancer en mujeres a nivel
Pancreas mundial. Globocan 2008.
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Factores de riesgo asociados a cancer cérvico uterino.

La infeccion por el Virus de Papiloma Humano representa una de las enfermedades
de transmision sexual mas comun y su presencia se ha asociado como el principal factor
etiologico causante del CaCu (Walboomers 1999).

El VPH puede ser clasificado como virus de bajo riesgo (VPHbr) cuando causa
verrugas genitales, por ejemplo los tipos 6 y 11, por otra parte se consideran de alto riesgo
(VPHar) cuando causan lesiones intraepiteliales que pueden progresar a un carcinoma
(Miinger 2004). Se ha demostrado que la presencia de los dos tipos virales 16 y 18 del
VPH, en pacientes con lesiones premalignas aumentan el riesgo de producir cadncer invasor
en un 16.9% (Duensingi 2004, Tota 2011).

Aunque no todas las infecciones por VPHar progresan a cancer, se considera que los
VPHar tienden a ocasionar mayor inestabilidad gendémica (alto indice en el nimero de
cambios en la estructura cromosomica, génica y/o gendomica (Negrini 2010)), inducciéon de
la actividad de la telomerasa y proliferacion aberrante lo cual contribuye a un desarrollo
mas frecuente del cancer (Miinger 2004), debido a que existen genes del propio virus que
alteran la proliferacion, inmortalizacion, apoptosis, entre otras funciones celulares propias.
Las funciones de los genes del VPH se resumen en la Tabla 1.

Por otro lado, también se ha demostrado que de las pacientes con Lesiones
Intraepiteliales de Alto Grado (LIEAG) que no son sometidas a tratamiento para remover el
area de la lesion, so6lo entre 30 y 70% desarrollan cancer invasor .Lo anterior indica que la
presencia de LIEAG vy la infeccion por VPHar son importantes pero no suficientes para
desarrollar una lesion invasora y que podrian participar otros mecanismos moleculares
(Brisson 1994, Frega 2003, Heselmeyer 1997).



Cuadro 1. Genes de VPH asociados a la promocién de cancer (Kajitani N 2012).

Funcion de la proteina codificada

Proteina principal de la capside.
Proteina minoritaria de la capside.

Replicacion del genoma viral.

Transcripcion de genes virales, replicacion del
genoma viral, mantenimiento del genoma viral.

Destruccion de la red de queratina, induccién del
arresto en G,M del ciclo celular.

Posiblemente involucrado en proliferacion y/o
inhibicion de apoptosis.

Reactivacion de los mecanismos de replicacion
celular.

Proliferacion, inmortalizacion, inhibicidon de
apoptosis.

Mantenimiento del genoma viral.

Reactivacion de los mecanismos de replicacion
celular.

Proliferacion, inestabilidad gendmica, inhibicion
de apoptosis.

Mantenimiento del genoma viral.

Factor blanco

RPA, Topoisomerasa,
Polimerasa a.

Brd4, ChlR1.

Citoqueratina 8/18.

EGFR, PDGFR, V-ATPase,
MHCI1, TRAIL receptor, FAS
receptor.

p53, ADA3, p300/CBP, E6AP,
SP1, c-Myc, NFX1-91, TERT,
FAK, FADD, Caspasa 8, BAX,
BAK, IRF3, proteinas con
dominio PDZ.

RB, p107, p130, HDAC, E2F6,
p21, p27, CDK/Cyclin, ATM,
ATR, gamma-tubulin.

Existen otros factores de riesgo que se han visto asociados al desarrollo del CaCu y
ademas, se han visto asociados a la infeccion por VPH tales como:

* EIl namero de parejas sexuales. Un elevado numero de parejas es considerado un
importante indicador del riesgo de infeccion por VPH (Walboomers 1999).
Comparado con mujeres que solo han tenido una pareja sexual en su vida, las
mujeres que han tenido entre 6 a 9 y 10 o mas parejas, tienen 5 y 11 veces mas
posibilidades de contraer la infeccion por VPH (Chelimo 2012).



Tabaquismo. La exposicion al humo de tabaco puede alterar la capacidad del
hospedero para montar una respuesta inmune adecuada contra la infeccion viral.
Aunque aumenta su participacion como cofactor debido al hecho de que ha sido
mas asociado al desarrollo de la enfermedad que a la adquisicion del VPH por la
misma causa (Veldhuijzen 2010, Deacon 1983). Asi mismo se ha observado que el
fumar tiene una gran correlacion con el desarrollo de carcinoma escamoso pero no
de adenocarcinoma (Yetimalar 2012).

Infeccion por otros agentes causales de enfermedades de transmision sexual. Como
ejemplo de las infecciones asociadas mas comunes se encuentran el HSV-2 (virus
de herpes simple), Chlamydia trachomatis y VIH (virus de inmunodeficiencia
humana) (Pifia 2006). Presentar una historia de infecciones genitales no especificas
sustenta la idea de que las infecciones cronicas de varias infecciones de transmision
sexual puede contribuir al riesgo de desarrollar CaCu (Yetimalar 2012). También se
ha encontrado que el riesgo de padecer CaCu se duplica cuando existe la presencia
de anticuerpos contra C. trachomatis (Castellsagu¢ 2002).

Edad: Las mujeres mayores de 40 afos tienen un riesgo mayor de padecer cancer
cérvico uterino. La mayoria de las mujeres con infeccion por VPH son jovenes
menores de 25 afios (Veldhuijzen 2010). De igual manera un hombre mayor que su
pareja, tiene mayor probabilidad de ser portador del virus (Chelimo 2012). Aunado
a esto, se tienen registros de que las pacientes con CaCu de menor edad desarrollan
cancer mas agresivo que aquellas que los desarrollan a edades mayores (Mitra
1995).

Uso de anticonceptivos orales. Se ha descrito que sinergizan los procesos de
carcinogénesis, ademas de que el prolongado consumo de estos facilitan la
reactivacion o persistencia de VPH (Walboomers 1999). El incremento del riesgo de
padecer cancer cérvico uterino es marcadamente menor en aquellas mujeres que son
negativas a la infeccion por VPH que en aquellas que si presentan la infeccion
(Smith 2003).

Inicio temprano de vida sexual activa. Mujeres que han comenzado su vida sexual a
una edad temprana pueden tener mayor nimero de parejas sexuales en el curso de
su vida y pueden estar expuestas a una infeccion persistente por VPH por un
periodo de tiempo mayor comparado con aquellas mujeres que comenzaron su vida
sexual a edades mayores (Yetimalar 2012)

Coinfeccion con Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH): Se ha identificado que
la incidencia y la persistencia de la infeccion por VPH es mayor en mujeres VIH-



positivas (Chelimo 2012, Veldhuijzen 2010). Ademas, entre las mujeres infectadas
por VIH, existen una mayor prevalencia de VPH de alto riesgo, asi mismo existe
mayor probabilidad de desarrollar una lesion intraepitelial (Volkow 2001). El
incremento al riesgo del desarrollo de CaCu también se ve asociado a un bajo
conteo de Linfocitos T CD4+ ocasionado por el virus (Castellsagué 2002).

* Alcoholismo: debido a su asociacion con la practica sexual sin proteccion que
favorece la infeccion por VPH. Ademas de producir moléculas oxidadas que pueden
favorecer el desarrollo de CaCu (Veldhuijzen 2010).

* Multiparidad. Una alta paridad ha sido consistentemente asociada con el cancer
cérvico uterino y carcinoma in situ en poblaciones con mujeres que tienen un alto
numero de hijos (Yetimalar 2012). Con cada parto se aumenta el riesgo subsecuente
de desarrollar una lesiébn precursora, particularmente entre mujeres con una
persistencia de la infeccion por VPH, sin embargo no existe esa misma asociacion
con el embarazo (Jensen 2013). Se han propuesto mecanismos hormonales,
traumaticos e inmunoldgicos para explicar la asociacion entre el parto y la neoplasia
cervical; también se ha propuesto que el aumento del riesgo es debido al
mantenimiento de la zona de transformacion en el exocervix facilitando la
exposicion directa al VPH y otros cofactores (Mufioz 2002). Los cambios
hormonales inducidos por el embarazo también pueden modular la respuesta
inmune al VPH y su influencia sobre el riesgo de persistencia o progresion (Sethi
1998).

* Predisposicion genética: Se estima que el factor genético representa el 27% del
efecto de los factores subyacentes para el desarrollo del cancer cérvico uterino. El
desarrollo de los estadios del tumor pueden ser influenciados por genes heredados e
incluso puede tener influencia en la probabilidad de exposicion a VPH. Por tanto,
genotipos que predispongan a desarrollar tumores cervicales de manera
independiente a la infecciéon por VPH, pueden existir (Magnusson 2000, Bontkes
1998).

Progresion de las lesiones del cérvix.

Previo a la aparicion del CaCu es posible detectar un espectro continuo de
alteraciones epiteliales, también llamadas neoplasia intraepitelial cervical (NIC). Las NIC’s
estan divididas del 1 al 3 segun el grado de dafio en el epitelio; de igual forma segun la
clasificacion de Bethesda las identifica como lesiones intraepiteliales de bajo grado
(LIEBG), LIEAG (Figura 2) (Dzul 2004, Kjer 2010, Mazibrada 2008)



Tanto los VPHar como los VPHbr son capaces de ocacionar una LIEBG al infectar
la zona de transformacion del cuello uterino (zona de transicion entre endocérvix y
exocérvix). La LIEBG inducida por VPHar que se desarrolle en esta region, puede
progresar a una LIEAG, que se caracterizan por presentar mayor actividad mitotica y
contenido de células inmaduras en los tercios central y superior la lesion. La LIEAG es
comunmente positivo a los tipos virales oncogénicos que evitan la maduracion y
diferenciacion, produciendo una replicacion continua de células inmaduras y eventualmente
la acumulacion de anormalidades genéticas que favorecen la malignidad (Figura 2) (Lépez
2006).

En términos histopatoldgicos, la progresion hacia un carcinoma de cérvix comienza
con una infeccion por VPH en la zona de transformacion (Schiffman 2007). Al inicio la
infeccion es productiva, es decir, el genoma del virus se encuentra de forma episomal y se
generan nuevos virus. Las células infectadas por VPH se caracterizan por tener una vacuola
que oprime al nucleo hasta tomar una forma de media luna. A estas células se les conoce
como coilocitos (Doorbar 2012).

Si la infeccion persiste entonces se originan las lesiones premalignas mas leves que
son las NIC I, que consisten en la presencia de células anormales en la tercera parte inferior
del epitelio, conservando las otras dos terceras partes su arquitectura normal (Dzul 2004).
Las lesiones NIC1 conservan la habilidad para completar el ciclo de vida del VPH y
producir nuevas particulas virales. Estas lesiones se asemejan a verrugas planas (Doorbar
2012). Este tipo de lesiones se caracterizan por presentar una mayor actividad mitotica y
contenido de células inmaduras en tercio inferior del epitelio. Este se diferencia y madura,
mostrando anormalidades menores de la célula (Schiffman 2007).

El siguiente cambio en el espectro, consiste en la aparicion de células anormales en
dos terceras partes del epitelio, presentando diferenciacion persistente (pero anormal) hacia
las capas de células espinosas y queratinizadas. Estas lesiones entran dentro de las NIC II
(Dzul 2004). El cambio en expresion que conducen a una NICII es principalmente la
elevacion de la expresion de E6 y E7 (Doorbar 2012).

A medida que la enfermedad avanza, hay una pérdida progresiva de Ila
diferenciacion que afecta a mas y mas capas del epitelio, hasta que éste queda sustituido
totalmente por células anormales, que no muestran ninguna diferenciacion en su superficie.
Esta lesion pertenece a las NIC III o el llamado cancer in situ (Dzul 2004).

En general, se piensa que la integracion del genoma virico al genoma humano
ocurre en las lesiones de alto grado, una vez que esto ocurre la expresion de E6 y E7 puede
incrementar atin mas (Doorbar 2012).

10



IHPV

EXOCEIVIX S300 ) /'_"‘
LIEBG LIEAG \ f 0

BT e T T ST T T e s

-
e® 0°_go °e®_ oo _o e®_ ©° g0 °
oo°°°° © © © °© © © O o @ © o°°oo°&° °

/—\ " 1 o —_— . . -
(OLinfocitos Células =~ —— Fibroblastos @ Eritrocitos

-~ 13 T : : \Vasos sanguineos
WI\I&CIOngOS Dendriticas - Bacillos Arteriola

Figura 2. Progresion de las lesiones del cérvix. Se observa la transformacion del epitelio desde una infeccion por VPH
hasta un CaCu invasor.

Es importante tomar en cuenta que del total de mujeres jévenes infectadas por VPH,
la mayoria revierten la infeccion de forma espontanea (Lopez 2006). Se sabe que de estas
mujeres solo el 25% desarrolla una LIEBG. De las LIEBG solo entre el 20 y 40%
desarrollan una LIEAG (Hildesheim 1994, Huang 2007).

En cuanto a la persistencia se ha encontrado que mujeres positivas a VPH16 por 3, 5
y 12 afios tienen un riesgo de 8.9%, 23.8% y 47.4% respectivamente. Para desarrollar NIC2
es de 11.3%, 24.7% y 50.9%, para los mismos lapsos de tiempo. Después de 12 afios el
riesgo absoluto para mujeres con una infeccion persistente y mujeres con una infeccion
incidente por VPHar (p.e. VPH 16) es virtualmente el mismo, 19.3% y 17.3%
respectivamente. (Kjar 2010, Gustafsson 1997).

Alteraciones gendmicas del Cancer Cérvico Uterino.

Desde los afios 60’s, mediante citogenética clasica, se comenzaron a realizar
estudios para evidenciar las alteraciones a nivel gendmico en diversos tipos de céancer
(Boddington 1965); estos cariotipos mostraron que en diversas lineas celulares existian
alteraciones tales como inversiones, inserciones, deleciones, poliploidias, etc. Desde los
primeros estudios se observa que la ganancia del brazo largo del cromosoma 3 (3q) es
particularmente frecuente en los carcinomas cervicales y que dicha ganancia ha sido
asociada a una progresion maligna, aun en aquellos no infectoados por VPH (Zimonjic
1995, Backsch 2011, Boddington 1965). A finales de los 90°s, se demuestra por medio de
Hibridacion Gendémica Comparativa (CGH) en metafase que existe un patron recurrente de
alteraciones en CaCu, donde se encuentra una consistente ganancia del 3q en casi el 90% de
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los carcinomas (Dellas 1999, Allen 2000, Allen 2000, Allen 2000). Sin embargo debido a
lo limitado de esta tecnologia, no se pudo detectar los genes involucrados directamente en
dichas alteraciones (Duensingi 2004, Rao 2004).

El avance de la tecnologia ha permitido detectar de manera mas precisa los
desbalances cromosomicos, mediante CGH en microarreglos se han identificado las
regiones con mayor ganancia en el brazo 3q, 8q, 5p y 20q , asi como la pérdida del 2q, 4,
3p, 59, 8p (Kloth 2007, Dellas 1999, Rao 2004).

Se ha encontrado que la amplificacion génica es mucho mas frecuente en displasias
cervicales que la pérdida. Solo la region 3p14 ha exhibido pérdidas significantes, lo cual ha
sido observado principalmente en casos de carcinomas (Policht 2010). Por medio de
distintos analisis se ha distinguido que las regiones 8q24 y 3q24-27 se amplifican tanto en
displasias de alto grado como en cancer y que ademas pueden ser utilizados como marcados
de displasia cervical, especialmente en las de alto grado (Policht 2010, Allen 2000, Arbyn
2011). Sin embargo, se requieren estudios adicionales que permitan establecer la confianza
en la utilidad clinica de las pruebas de Hibridacion Fluorescente in Situ (técnica molecular
que permite la deteccion de anormalidades numéricas y estructurales en el nucleo celular en
interfase mediante sondas fluorescentes) para dichas regiones como marcadores
pronosticos.

Asi mismo, el nimero de aberraciones o alteraciones se han visto relacionadas con
la supervivencia de pacientes con carcinoma invasivo, en los cuales se ha visto que la
mayor parte del prondstico es atribuido a las pérdidas de secuencias de ADN. Asi mismo la
ganancia del 3q podria ser utilizado como un marcador molecular para la deteccion de este
tipo de cancer (Dellas 1999).

También, se ha encontrado relacién entre la expresion ciertos genes, como VWEF,
EPB41L4B, NEK1, CSTA, Survina, FasL entre otros, y un fenotipo metastdsico (Lyng
2006, Wu 2012). Aunque, la relacion es entre la expresion y el fenotipo, se piensa que si
bien esta implicada la regulacion de la expresion, uno de los principales mecanismos por el
cual se altera dicha expresion es por el cambio en el nimero de copias (Huang 2007). En el
analisis realizado por Pérez y cols. 2007 se encontré que las principales vias alteradas, en
cuanto a expresion, en CaCu son metabodlicas y de adhesion focal. En un estudio con 20
muestras se encontrd que el 58.8% de los casos se encuentra amplificada la region 3q21-23
en la que se encuentran ubicados los genes de las proteinas celulares unidoras de retinol
(CRBP) 1 y 2; en otro estudio mas reciente y donde el nimero de muestras es mayor (n=39)
esta regidon se mantiene como una de las principalmente ganadas, en muestras infectadas
por diversos tipos de VPH (Hidalgo 2005, Yamaguchi 2009).

Trabajos de nuestro grupo con CGH en microarreglos, donde se incluyen 39
muestras de CaCu de mujeres mexicanas (Datos en preparacion), han sido analizados
utilizando la base de datos de PROGENETIX, en colaboracion con la Universidad de
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Zurich. Los resultados han confirmado que la ganancia més frecuente se encuentra en el
brazo largo del cromosoma 3 (Figura 3).

Figura 3. ldeograma mostrando alteraciones cromosémicas frecuentes en tumores de cancer de cérvix. De color

amarillo se pueden observar las ganancias de material genético y de color azul las pérdidas. Claramente se puede
observar que en el brazo largo de cromosoma 3 se encuentra la ganancia mas frecuente. (Arreola H. Datos en
preparacion).
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Retinol.

El retinol y sus derivados tienen diversas funciones en el organismo, dentro de la
que se encuentran: mantenimiento de la vision normal, funcién como agente fotoprotector y
antioxidante, pero cabe resaltar su funcion en la modulacion del crecimiento, apoptosis,
arresto de la célula en la fase G1 y proliferacion normal del tejido epitelial (Wolbach 1925,
Ross 2000). Ademads, existen muchos genes que tienen elementos de respuesta a acido
retinoico (Tabla 2) (Rhinn 2012).

Otros experimentos han demostrado que el retinol es importante para mantener la
diferenciacion de los tejidos epiteliales e inhibir la formacion de tumores (Sanl 1977). La
correcta regulacion de estos procesos por parte del retinol depende en gran parte de su
metabolismo, entre estas proteinas encargadas de su transformacién y transporte se
encuentran las CRBPs, que participan activamente en su metabolismo y pueden actuar
como ligandos inducibles de factores transcripcionales (Jeronimo 2004).

Los retinoides son ampliamente utilizados para tratar enfermedades visuales y
dermatologicas. Sus efectos en la prevencion y tratamiento del cancer han sido recibidos
con gran atencion ya que han sido utilizados como un potencial compuesto
quimioterapéutico o quimiopreventivo debido a sus efectos en la diferenciacion, reduccion
del estrés oxidativo, entre otros ya mencionados (Bushue 2010). Estudios epidemioldgicos
demuestran que una baja ingesta de vitamina A resulta en un mayor riesgo de desarrollar
cancer (Sun 2002). La expresion alterada de los receptores de Acido Retinoico también es
asociada con transformacion maligna en tejidos de animales o células en cultivo. También,
se ha encontrado que los retinoides suprimen la carcinogénesis en modelos animales
tumorigénicos para piel, mama, ovarios y préstata (Bukhari 2007, Pisano 2007, Li 2008,
Liu 2005). Estos efectos antiproliferativos y de diferenciacion que presentan los retinoides
han sido utilizados para la prevencion y tratamiento de diversos tipos de cancer tales como
mama, cabeza, cuello, pulmoén y piel (Williams 2009).

En el humano se han descrito 4 tipos diferentes de proteinas celulares de union a
retinol: CRBP1 que estd ampliamente distribuida a través del cuerpo, principalmente en
higado, rifion y tracto genital, CRBP2 esta principalmente restringida al intestino delgado,
CRBP3 se distribuye en musculo esquelético y cardiaco, CRBP4 es principalmente
expresada en rifion, corazén y colon (Vogel 2001, Folli 2002).
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Cuadro 2. Ejemplos de genes que contienen elementos de respuesta a AR funcional y/o evolutivamente conservados

(Rhinn 2012).

Gen

Producto

Factores de transcripcion

Gen

Producto

Proteinas secretadas/factores de sefializacion y

hormonas.
Rar Receptores de acido Epo Eritropoyetina
retinoico
Hoxal, Hoxb1l, Hoxa4, Genes homeobox Fgf8 Factor de crecimiento
Hoxb4, Hoxd4, Hoxb5 de fibroblastos 8
Tix2 Homeobox 2 leucemia Gh Hormona del
T-cel crecimiento
Foxa Factor 3a nuclear Oxt Oxitocina
hepatico
Proteinas de la via de retinoides Pri3d1 Lactégeno placentario
1
Adh7 ADH7 Proteinas de adhesion/matriz extracelular
Crabp2 CRABP-2 Icaml Molécula 1 de
adhesion intercelular
Cyo26al CYP26A1 Itgh3 B3 integrina
Enzimas Otros
Cd38 Ciclasa 1 de ADP- Afp o-fetoproteina
ribosil
Mmpll Metaloproteasall Apoal, Apoa2, Apoc3  Apolipoproteinas A-1,
A-2,C-3
Prkca Proteincinasa Ca
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Proteinas unidoras de retinol en cancer.

Las proteinas unidoras de retinol son una gran familia encargada de transportar el
retinol y sus derivados como lo son el retinal y acido retinoico hacia las enzimas
encargadas de metabolizarlos o bien hacia los receptores correspondientes. Se ha
encontrado que un par de genes codificantes para estas proteinas esta localizado en una
region cromosoOmica alterada frecuentemente en CaCu, sin embargo los estudios
relacionados a investigar la relacion de una de estas proteinas (CRBP2) son practicamente
nulos.

En estudios sobre cancer de ovario se ha relacionado la oncogénesis a la alteracion
de la homeostasis de la vitamina A, asi como de la proteina CRBP 1. De igual manera en
cancer de laringe se ha asociado a la sobreexpresion de la proteina CRBP 1 a un buen
pronostico de sobrevida (Williams 2009, Peralta 2010, Kloth 2007).

Datos no publicados del grupo, han demostrado en CaCu que 38.5% muestran
ganancia en el numero de copias del gen CRBP [ y que esta ganancia muestra correlacion
con la expresion de la proteina y un estado desmetilado del gen; asi mismo la ganancia en
el nimero de copias de CRBP I mostro tener asociacion con el grado de diferenciacion del
tumor y con el inicio temprano de vida sexual activa. A la fecha no existen estudios acerca
del papel especifico de la proteina CRBP 2, asi como de sus alteraciones en cancer de
cérvix ni en ningun otro tipo de cancer en el humano. Debido a que estos genes se
encuentran implicados en la diferenciacion celular y que la agresividad de algunos tipos de
cancer se encuentra asociado al grado de diferenciacion o indiferenciacion, es necesario
saber si la expresion el gen CRBP 2 se encuentra asociada a la de CRBP 1 debido a su
cercania o si por el contrario la expresion de este gen es independiente.

Proteina Celular Unidora de Retinol tipo 2.

El gen codificante de esta proteina se localiza en la posicidn citogenética 3q23; esta
conformado por Direct Repeat tipo 1 (DR-1), una caja TATA (localizados hacia el extremo
57), cuatro exones y 3 intrones. Este gen puede ser activado por diversos receptores
nucleares tales como el receptor activado de proliferacion de peroxisomas (PPAR), factor
nuclear del hepatocito-4a (HNF-4 o), y receptor de X retinoides (RXR), los cuales pueden
unirse como homo o heterodimeros al DR-1 para incrementar su transcripcion. El gen
CRBP 1 se encuentra adyacente a CRBP 2, que también es activado por PPAR, RAR y
RXR, sin embargo su expresion esta también regulada por eventos epigenéticos, como lo es
la hipermetilacion (Demmer LA 1987, Tsunoda S 2009, Noa 2000, Arbyn M. 2011, Suruga
1999).
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CRBP 2 es una proteina citosolica
localizada  principalmente  en  los
enterocitos del intestino delgado de
muchos vertebrados (Noa 2000). Esta
constituida por 133 aminodacidos, con un
peso de 16 KDa, con una conformacion de
8 dominios antiparalelos B-plegados, que
dan forma a un solo sitio activo; a este
sitio activo pueden unirse trans-retinol y
trans-retinal  (Tarter ™M  2007). La
localizacion de esta proteina en el intestino
ha indicado que juega un papel importante
en la captacion de y procesamiento de los
trans-retinol y sus derivados, asi como en
el procesamiento inicial de la vitamina ,
dirigiendo al retinal y al retinol hacia las
deshidrogenasas correspondientes hasta
Figura 4 Estructura de la holoproteina CRBP2. transformarlo en acido retinoico; también

esta encargada de proteger y solubilizar al
retinol para transportarlo a los diversos sitios blanco como son epitelios y ojo, donde tiene
efectos relacionados a la diferenciacidon, crecimiento y apoptosis (Matsuda 2004, Tarter
2007, Bushue 2010). Por otra parte, en intestino también esta encargado de dirigir al retinol
hacia las esterasas correspondientes que transformaran el retinol en estér retinoico para su
almacenamiento (Ong DE 1987).

En ratas se ha demostrado que CRBP2 aparece 2-3 dias antes del nacimiento,
alcanza su maximo nivel de expresioén (500 pmol/mg de proteina soluble) el dia 3 después
del nacimiento, y declina hasta un 50% estabilizdndose en este nivel durante su vida adulta.
Mientras que CRBPI1 alcanza su maximo nivel (15 pmol/por mg de proteina soluble)
durante la gestacion y al nacimiento esta cantidad decae hasta en 70% para mantenerse en
este nivel durante la vida adulta (Ong 1991).

Por otra parte en higado de pollo se ha encontrado que existe una aparicion
transitoria tanto de mARN como de la proteina CRBP2 durante el periodo perinatal, donde
se puede identificar el mRNA en el dia 0 inicamente y la proteina se puede detectar desde
los 15 dias de desarrollo hasta 7 dias después del nacimiento. Este estudio sugiere que es
debido a que esta involucrada en el metabolismo hepatico de B-caroteno, dirigiendo el
retinal hacia la retinal reductasa y guidndolo a la subsecuente esterificacion y se ve
directamente relacionada con la cantidad de B-caroteno en suero e higado (Takase 1996).

Hasta el momento existen muy pocos estudios acerca de la funcion de CRBP2 en
humanos y ningun trabajo relacionado a su participacion en neoplasias.
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Justificacion.

El cancer cérvico uterino representa la segunda causa de muerte en mujeres
mexicanas, por tanto representa un grave problema de salud publica.

Se ha demostrado una frecuente ganancia de la regién 3q21, por medio de estudios
de citogenética molecular, donde se encuentra localizado el gen CRBP2.

Este gen tiene una valiosa participacion en el metabolismo del acido retinoico que
se encuentra implicado en procesos de diferenciacion, proliferacion y apoptosis.

Hasta el momento no se cuenta con informacion acerca de la participacion de este
gen en el cancer de cérvix uterino. De igual manera no se tienen datos acerca de las
alteraciones moleculares que pueda llegar a presentar. Por tanto es necesario realizar los
estudios correspondientes para conocer las alteraciones y su posible participacion en este
tipo de cancer.

18



Pregunta de investigacion.

(Las alteraciones moleculares del gen CRBP2 tendran un impacto en la expresion de la
proteina CRBP2 y estaran asociadas a algin factor de predisposicion?

Hipétesis.

El gen CRBP2 se encuentra alterado en ganancia de numero de copias y expresion
de la proteina en muestras de CaCu.
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Objetivos.

General.

Determinar las alteraciones moleculares del gen CRBP 2 en muestras de cancer del
cérvix uterino.

Objetivos particulares.

* Determinar el nimero de copias del gen CRBP 2 en muestras de cancer cérvico
uterino y muestras de cérvix sin lesion.

* Evaluar la cantidad relativa del mARN del gen CRBP2 en muestas de CaCu y
cérvix sin lesion.

* Determinar la expresion proteica de CRBP2 en muestras de CaCu y muestras de
cérvix sin lesion.

* Crear una base de datos a partir de la historia clinica de las pacientes.

* Realizar la correlacion entre la expresion de la proteina CRBP2 y factores de riesgo.
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Disefio experimental.

A continuacion se describe de forma grafica la metodologia utilizada para la
realizacion del proyecto de investigacion.

*CNC. Cuantificacion en el nimero de copias.
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Métodos y materiales.

Obtencion de muestras.

Se colectaron muestras de pacientes con CaCu y muestras de cérvix sin lesion , bajo
consentimiento informado del paciente e historia clinica. Se incluyeron mujeres con
diagnostico de CaCu atendidas en el Hospital General de Mexico y con historial clinico
disponible; se excluyeron a aquellas pacientes que tuvieran antecedentes de haber padecido
cualquier tipo de cancer o bien con tratamientos previos por lesiones del cérvix uterino
como asa diatérmica o criocirugia; finalmente, no se incluyeron aquellas muestras que no
fueran suficientes para realizar todos los andlisis correspondientes. Los cérvix sin lesion
fueron tomados bajo la sospecha de una posible lesion, sin embargo al obtener el
diagnostico histopatoldgico se corroboro que eran tejidos sin lesion. El diagnostico de las
muestras fue confirmado por un estudio de colposcopia en la Clinica de Displasias del
Hospital General de México y por el diagnostico histopatologico en el servicio de Patologia
del Hospital de Oncologia de Centro Médico Nacional Siglo XXI. En total se obtuvieron 20
muestras de CaCu y 20 muestras de cérvix sin lesion.

Preparacion de las muestras.

Las muestras fueron colocadas en solucion fijadora para posteriormente ser
incluidos en parafina. Para realizar la inclusion se deshidratd el tejido en un tren de
deshidratacion con alcoholes graduales (70, 90 y 100 %), etanol-xilol (50-50%) y xilol
(100%).

Otro fragmento de cada una de las muestras, utilizado para la extraccion de ARN se
preservo en RNAlater (Ambion; USA) a -70 °C hasta la extraccion de ARN.

Identificacion de la lesion.

Se realizaron cortes, de los bloques de parafina, de 4 um y se colocaron en un
portaobjetos. Estos cortes fueron desparafinados, en horno a 60° C por media hora, y
rehidratados en un tren de rehidratacion con alcoholes graduales (100, 90, 70, 30 %). La
tincion se llevo a cabo con hematoxilina de Harris 2 min, agua destilada, agua amoniacal y
agua destilada. Finalmente para fijar la tincion se deshidrato con alcoholes graduales (70,
90y 100 %), y finalmente en xilol y montada con Permount (Fisher Scientific; USA).

Las laminillas fueron analizadas por un patélogo que marco y delimit6 el area de la
lesion correspondiente a CaCu.

Extraccion de ADN.

De cada uno de los bloques incluidos en parafina se hicieron cortes de 10 pm (3-5
cortes) y se colocaron en un tubo eppendorf. Para realizar la desparafinacién se coloco a
cada tubo 1 mL de xilol, se incubd a 60° C, se descarto el sobrenadante y se repitid este

procedimiento hasta observar que ya no hubo parafina. Se dejo secar el tejido y después se
agregaron 300 ul de buffer de lisis nuclear (100 mM NaCl, 10 mM Tris HCI, 25 mM
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EDTA, 0.5% SDS) y 5 pl de Proteinasa K (Invitrogen; USA), para dejar actuar a la
proteinasa se incubd a 60° C por 24-48 horas. Se adicionaron 300 pl de acetato de amonio 5
M para precipitar las proteinas. Se centrifugaron a 14 000 rpm por 3-4 minutos. Se
transfirio el sobrenadante a tubo nuevo. Después se agregaron 600ul de isopropanol frio
para precipitar el ADN, enseguida de centrifugar por 15-20 minutos a 14 000 rpm se
decant6 el sobrenadante y se agregd 500 pl de etanol al 70% para posteriormente
homogenizar y centrifugar 2-3 minutos a 14 000 rpm. En el siguiente paso se decanto el
sobrenadante y se dejo secar a 60 °C. Finalmente las muestras fueron resuspendidas en 25
ul de agua estéril. La verificacion de la integridad del ADN se realizé por electroforesis en
gel de agarosa al 1.5% y se observa en un transiluminador, ademas se cuantificd por
espectrofotometria en Nanodrop ND1000 Spectrophotometer (Thermo; USA).

Cuantificacion del nimero de copias del gen.

La deteccion del numero de copias del gen CRBP2 en muestras de CaCu vy tejido
sano, se determind mediante la técnica de PCR en tiempo real, utilizando sondas Tagman
TagMan® (Applied Biosystems; USA) en el equipo Applied Biosystems StepOne™ . Los
iniciadores y las sondas utilizadas fueron de Applied Biosystems. Para el gen CRBP2 la
sonda utilizada fue Hs01918547 cn y los iniciadores que acompafian la sonda generan un
amplicon de 91 pb. Para el control interno se utilizaron RNasa P la sonda utilizada fue
Hs0092255 cn, los iniciadores generan un amplicon de 101 pb y GAPDH cuya sonda fue
Hs00894322 cn, los iniciadores correspondientes generan un amplicon de 108 pb. Las
reacciones de amplificacion se realizaron por triplicado utilizado los reactivos TagMan®
Genotyping Master Mix (No. 4371355; Applied Biosystems; USA). La reaccion se llevo a
cabo en un volumen final de 10 pl, utilizando 5 pl de master mix, 0.5 ul de sonda, 2ul de
ADN (equivalentes a 50ng) y 2.5 ul de agua.

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: activacion de la enzima 10
min a 95 ° C, 40 ciclos de PCR 15 segundos a 95 ° C, seguida de 1 min a 60 ° C. La
deteccion de la senal se realizé en el ultimo paso de la PCR. Los resultados se analizaron
utilizando el método del 27" para cuantificacion relativa.

Extraccion de ARN.

La extraccion del ARN total se realizd mediante el kit para extraccién mirVana™
(Ambion; USA). La muestra fue lisada en Tissue lyser [I® (Quiagen; USA) con 600 ul de
Buffer de Lisis del kit. Enseguida, se agrego un volumen 1/10 del reactivo miRNA
Homogenate Aditiv, se mezclo e incubd por 10 minutos en frio. Después de esto, se
adiciono 1 volumen de la mezcla Fenol:Cloroformo (1:1), se mezclo6 y centrifugé 5 minutos
a 10 000 rpm. La fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo al que se le adiciond 1.25
volumenes de etanol al 100%. Después de homogenizar la mezcla se colocé en una
columna de purificacidn, se incubd 2-3 minutos a temperatura ambiente. A continuacion se
procedid a centrifugar a 10 000 rpm durante 15 segundos descartando el eluido. Se
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adicionaron 700 pl de la solucion de lavado 1, posteriormente fue centrifugada 15 segundos
a 10 000 rpm y se descarto el eluido. Se realizé el mismo procedimiento 2 veces mas con la
Solucién de Lavado 2/3. Para eliminar cualquier residuo de las soluciones anteriores se
centrifug6 a 14 000 rpm por 1 minuto y se dejo secar la columna por 1 minuto a
temperatura ambiente. Finalmente, para eluir el ARN se adicionaron 20 pl de Solucién de
Elucion a 95 °C, se incub6 2-3 minutos y se procedid a centrifugar a 14 000 rpm por 30
segundos.

Como ARN control se eligid la linea celular derivada de cancer de cérvix INBL.
Para la extraccion del ARN de esta linea celular se utilizo una caja de cultivo de 25 cm? con
una confluencia de 90-95% a la cual se le adicionaron directamente los 600 pl de Buffer de
Lisis del kit, una vez homogenizado se transfirié a un tubo eppendorf y se procedié con la
técnica anteriormente descrita

Una vez obtenido el ARN se procedio a cuantificarlo por espectrofotometria en
Nanodrop ND1000 Spectrophotometer.

Obtencion de cADN.

Previo a la obtencion del cADN se hizo un tratamiento con DNAsa. Después se
obtuvo el cADN mediante High Capacity cADN Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems; USA) el cual lleva por reacciéon 10X RT Buffer 2.0 ul, 25X dNTP Mix (100
mM) 0.8 ul, 10X RT Random Primers 2.0 ul, MultiScribe Reverse Transciptase 1.0 pl,
agua 3.2.

El ciclo de amplificacion se llevo a cabo primero a 25° C por 10 min, después 120
min a 37° C y finalmente 85° C por 5 min.

Como control interno se sometié el cADN a una PCR en punto final para amplificar
una region del ARN RPS 18 (FRPS18 AAT CCA CGC CAG TAC AAG ATC CCA;
RRPS18 TTT CTT CTT GGA CAC ACC CAC GGT; ambos con una Tm de 60 °C) previo
a someterlo a PCR en tiempo real. Se utilizaron FRPS 18 y RRPS 18 (10 pM) con 12.5 ul
de GoTaq® Green Master Mix (Promega; USA), en un volumen final de 25 pl, incubando
por 35 ciclos de desnaturalizacion a 96 °C 45 segundos, alineamiento a 64 °C 45 segundos y
extension 72 °C 30 segundos.

Cuantificacion del ARN mensajero de CRBP2.

La cuantificacion de la expresion del gen CRBP2 en muestras de CaCu y tejido
sano, se determin6 mediante la técnica de PCR en tiempo real, utilizando sondas Tagman®
en el equipo Applied Biosystems StepOne™ . Los iniciadores y las sondas utilizadas fueron
de Applied Biosystems (USA), para el gen CRBP2 la sonda utilizada fue, Hs00188160 ml
cuyos iniciadores generan un amplicon de 111 pb que abarca entre el exén 2 y 3, para el
control interno se utilizaron el constitutivo ribosomal RI18 la sonda utilizada fue
Hs023928990 g1, los iniciadores que la acompanana genera un amplicon de 61 pb y
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PolR2A cuya sonda fue Hs00172187 ml, los iniciadores correspondientes generan un
amplicon de 61 pb.

Se realizd curva de eficiencia tanto del gen blanco como el de referencia para
corroborar que se podia utilizar el método del 27**" para el anélisis de los datos. Se
realizaron las diluciones a las concentraciones 100, 50, 25, 12.5 y 6.25 ng/ul y se procedid
a realizar la PCR en tiempo real por triplicado de cada concentracion. Establecida la
concentracion a trabajar se procedio a realizar las reacciones de amplificacion se realizaron
por triplicado utilizado sondas TagMan® y Universal Master Mix (Applied Biosystems;
USA). La reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 10 pl, utilizando 5 pl de master
mix, 0.5 pl de sonda, 2ul de ADN (equivalentes a 50ng) y 2.5 ul de agua.

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 2 min a 50° C, 10 min a 95°
C, 40 ciclos de PCR 15 segundos a 95° C, seguida de 1 min a 60° C. La deteccion de la
sefal se realizo en el ultimo paso de la PCR. Los resultados se analizaron utilizando el
método del 24" de cuantificacion relativa.

Conformacion del microarreglo de tejidos.

La construccion de los dos arreglos de tejidos se realizd con los 20 tejidos
embebidos en parafina de muestras de CaCu y las 20 muestras de cérvix sanos
respectivamente, se incluyeron para el arreglo de muestras invasoras de CaCU 10 controles
de tejidos sanos, dentro de los que se encuentra, placenta, higado, rifidon, intestino, corazén
entre otros. El arreglo de tejido fue relizado mediante el empleo del Tissue-Arrayer ATA
100 de chemicon, siguiendo las instrucciones del equipo. Este sistema de precision es
operado de manera semi-automatizada y permite arreglar en un solo bloque de parafina,
multiples muestras de tejido, lo que permite analizar decenas a cientos de muestras
pequeiias de tejido en condiciones homogéneas y con un minimo consumo de reactivos, en
comparacion con las técnicas convencionales de inmunohistoquimica.

Se prepar6 el Tissue Arrayer colocando dos agujas de puncion, la donante y la
receptora con una seccion de 2 mm en la torreta. Se localizo el area de interes en el bloque
de tejido donante en parafina y se construyd un bloque de parafina en blanco, que se utilizo
como bloque receptor del arreglo de tejido. Se coloco el bloque receptor en su receptaculo y
se selecciond el punto de inicio en la posicion cero para los dos micrometros X y Y.
Posteriormente se realizo una perforacion en el bloque receptor y se retiro6 el cilindro blanco
de parafina sobrante de la aguja receptora. De la misma manera, se colocd el bloque
donante en su receptaculo y se perforo el area seleccionada, con la aguja del donante. Se
deslizo el receptaculo receptor hasta lo posicion de la aguja donante y se coloco el cilindro
de tejido donante en el orificio previo que se habia efectuado en el bloque receptor. Se
avanzo la torreta del Tissue Arrayer a una distancia de 3 mm del orificio anterior haciendo
una nueva perforacion con la aguja de puncion receptora y se repitieron los pasos anteriores
sucesivamente, hasta completar la primera fila de orificios y oclusion con cilindros tisulares
donantes en el bloque receptor. Se repitieron los pasos descritos para la segunda y
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siguientes filas. Hasta completar los arreglos de tejidos. Al terminar los arreglos estos se
incub6 en una estufa a 60 °C durante 10 min. para homogeneizar los posibles espacios
creados en la parafina de los bloques receptores de los arreglos tisulares entre orificio
receptor y orificio de tejido donante. Una vez terminado los arreglos se procedi6 a realizar
los cortes histologicos de 4 micras, para realizar la inmunohistoquimica.

Inmunohistoquimica.

Previamente se establecié que la dilucion de trabajo del anticuerpo a utilizar seria de
1/200, en el caso de ambos anticuerpos.

Para realizar la reaccion de inmunohistoquimica se utilizé el kit de inmunodeteccion
Ratén/Conejo con el sistema Biotina-Estreptavidina-Peroxidasa (Mouse/Rabbit HRP/DAB,
Bio SB; USA).lo cual se pusieron a desparafinar las laminillas, en horno, por 20 minutos a
60°C. Después se procedio a pasar el tejido por un tren de hidratacion. La exposicion del
antigeno se realizo con Trilogy (Cell Marque; USA) 1x a 94° C por 1 hora. Enseguida se
colocaron en solucion amortiguadora de fosfatos (PBS), se bloqueo la peroxidasa endogena
con ImmunoDetector Peroxidase Protein Peroxidase Blocker por 15 minutos, se lavo con
PBS. Por otra parte se prepararon diluciones del anticuerpo Anti CRBP 2 (Abcam Anti-
RBP2, ab76631; USA) y Anti-ER (anti-receptor de estrégenos BSB-5494, Bio SB, Santa
Barbara, CA, USA). Después del bloqueo con ABS se coloco la dilucion del anticuerpo en
la laminilla correspondiente y se incubo a 37° C por 1 h, se procedi6 a revelar con el
anticuerpo secundario (Immunodetector Biotin Link) durante 15 minutos, se realizaron dos
lavados con PBS, se coloco la estreptavidina conjugada (Immunodetector HRP Label) por
15 minutos, PBS y se revel6 con Diaminobenzidina (DAB) 15-20 segundos. Se prosiguio6 a
realizar la contratincion de la siguiente manera: Hematoxilina de Harris 2 minutos, PBS,
Agua Amoniacal, PBS. Para fijar la laminilla se deshidrato en un tren de deshidratacion con
alcoholes graduales (70, 90 y 100 %), etanol-xilol (50-50%) y xilol (100%). Finalmente es
montada con Permount. Se deja secar toda la noche y se analiza en microscopio Optico a 10,
40y 100 x.

Se evalu6 cada uno de los tejidos de acuerdo a los criterios de Simon y cols., para
tener una clasificacion semicuantitativa de la expresion de la proteina.

Extraccion de Proteinas.

Los extractos de proteinas totales se realizaron utilizando buffer de lisis (50 mM
NaH2PO4, pH 8, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, ] mM benzamidina, 2 pg/ml leupeptina,
2 pg/ml pepstatina) o buffer Urea/Thiourea (7M urea, 2M thiourea, 4% CHAPS) y 1 ml de
inhibidor de proteasas (GE/Amersham; USA).

Ademas se sometieron a sonicacion por 40 segundo con una amplitud de 30%. Se
precipito la proteina con acetona y se agreg6 el buffer de extraccion requerido.

La cuantificacion de proteinas totales se realizdé empleando el kit 2D Quant (GE/
Amersham; USA). Tomando en cuenta los siguientes lineamientos m= 0.009 £+ 1, r2 =
>0.98 y DEA + 15 %.
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Se realizo la electroforesis de las proteinas en un gel de acrilamida (7.5 % ), para
evaluar su integridad.

Inmunodeteccion de CRBP2.

Una vez extraidas las proteinas totales, de cada linea celular, se fraccionaron 30 pg
de proteina en un gel de poliacrilamida al 12% y se transfirieron a una membrana de PVDF.
La membrana se incuba por una hora en buffer TBS-Tween con 5% de leche en polvo para
bloquear la union proteica inespecifica, y posteriormente, fueron tratadas con el anticuerpo
anti-CRBP2 por 24 horas. A continuacién, fueron incubadas con el anticuerpo secundario
correspondiente. La visualizacién se realizé por quimioluminiscencia del Kit ECL Plus
Western Blotting Detection System (GE /Amersham; USA).

Para corroborar que la técnica de inmunodeteccion se realizé adecuadamente se
detecto paralelamente actina como control.

Analisis estadistico.

Para saber si en ambos grupos los parametros clinicos de las pacientes se encuentran
en el mismo rango se utilizo la prueba de T de Student con un intervalo de confianza del
95%. Se consider6 que la diferencia entre las medias es significativa cuando se obtuvo una
p<0.05.

El anélisis estadistico de asociaciéon entre la ganancia del namero de copias del gen
CRBP2, la intensidad de la expresion de la proteina y los principales parametros clinicos
patologicos fueron analizados, mediante la prueba estadistica de chi cuadrada (y2) con un a
de 0.05. Se considerd como significativo una p < 0.05. Los datos clinicos e histopatoldgicos
fueron extraidos de las historias clinicas. Los célculos de y2 se realizaron en el paquete de
estadistica SPSS v15.

Analisis de la secuencia promotora del gen CRBP2.

La secuencia del promotor de CRBP2, fue analizada in silico utilizando Ila
herramienta para prediccion de sitios de union a CCCTC-Binding Factor (CTCF). Dicha
herramienta utiliza el progama STORM para realizar una busqueda de sitios de union a
CTCF en la Base de Datos para sitios de union a CTCF y Organizacion del Genoma
(Ziebarth 2013).
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Resultados.

Descripcion de los datos clinico-patolégicos de las muestras analizadas.

Se puede observar que 12 pacientes presentaron una edad mayor o igual a 45 afios
(60%) y solo 8 son menores de 45 (40%). La etapa clinica se agrup6 en I/Il y IHI/IV seglin
la clasificacion de la FIGO, mas de la mitad de los casos fueron etapas tempranas. La
diferenciacion histologica se agrupd en Bien/Moderadamente diferenciados y Poco
diferenciados/indiferenciados. Para los antecedentes familiares se consideraron
antecedentes de cancer tanto en linea directa como colateral, y por otra parte también se
analizaron aquellas pacientes con antecedentes de CaCu en linea directa. El valor de p nos
dice si las medias de los datos clinicos entre ambos grupos son diferentes.

Cuadro 3. Descripcidn de datos clinico patoldgicos de las muestras analizadas de CaCu.

Dato Clinico CaCu Sanos Valor
N Porcentaje N Porcentaje deP

Total de casos 20 100 20 100

Edad

<45 anos 8 40 19 95 0.001

245 afos 12 60 1 5

Estado clinico

1/11 11 55 / / /

/v 4 20 / /

Diferenciacion histoldgica

Bien/moderadamente 2 10 / / /

Poco/indiferenciado 18 90 / /

Embarazos

<2 2 10 4 20 0.389

>2 18 90 16 80

IVSA

< 18 afios 10 50 2 10 0.005

> 18 anos 10 50 18 90

Antecedentes familiares de cancer

Si 9 45 8 40 1

No 11 55 12 60

Antecedentes familiares de CaCu

Si 4 20 0 0 0.036

No 16 80 20 100
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Obtencion del ADN y cuantificacion del nimero de copias del gen CRBP2.
Los resultados que se obtuvieron de la fluorescencia que detecta el equipo se
observan a continuacion (Figura 5), y corresponden a las curvas de amplificacion del gen

CRBP2 con las cuales se determind una eficiencia de 99% para ambas, con lo que se
-AACt

determino que era factible utilizar el método de

Figura 5. Curva estandar para la cuantificacion del nimero de copias. Muestra ADN de leucocitos a diferentes
diluciones para realizar curva de eficiencia, con flechas color negro se sefialan curvas para CRBP2 y RNasa P a la
menor dilucién.

En las muestras normales (cérvix sin lesion) como se esperaba, el 100% tienen 2
copias del gen. Por otra parte, 50% de las muestras de CaCu presentan aumento en el
nimero de copias (barras rojas) y 50% no presentan cambios. Los datos se presentan en la
figura 6.

Cambio en el numero de copias
del gen CRBP2

6
w
<
= 5
o
L&
@ 4
o
=]
= >
) o
= 2 50%
@
<
.o 1 ------------ el B ———————— —
S
<
=
=
= - ~N ™ T - I h O v N M =T ) WO~ 0O
g ?4-%’3’%‘« 8333333333538
= L) L '.. o J (&) L&) L- i J D L] L& i J D < (&) o J
w [ L] [ - - L] ~ L) = Ll ™ ~ L) = - ~ L) L) = Ll
(S ST - (S S S " S (SRS ST s (SRS s " s (- )

Figura 6. Cuantificacion del nimero de copias del gen CRBP2 en cancer cérvico uterino. En el se pueden observar que
el 50% de las muestras en color rojo presentan un aumento el nimero de copias, mientras que en azul se encuentran
las muestras que no presentan cambios en el nimero de copias con respecto a las muestras de sanos agrupadas en
color lila. La linea de corte trazada es con respecto al control de sanos.
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El analisis de nimero de copias de las muestras de CaCu mostraron que existe un 50
% en los que se encontrd una ganancia heterogénea niimero de copias desde 2 hasta 5 veces
mas, mientras que el otro 50% no se encontrd variacion en el nimero de copias (Figura 6).

Analisis de correlacion del nimero de copias del gen CRBP2 con datos clinico-
patolégicos.

Al realizar el analisis estadistico de correlacién con la prueba de Xi’, entre el
numero de copias del gen y los datos clinicos no se encontrd un valor de P significativo.
Estos datos indican que no hay ninguna asociacion entre el nimero de copias y los datos
clinicos. Debido a que el nimero de copias del gen de todos las muestras de sanos es una
constante, no se pudo establecer una correlacion entre este parametro y los datos clinicos.

Cuadro 4. Correlacion de datos clinicos y el nimero de copias del gen.

Variable Clinica N Valor de P
Edad

<45 anos 8 0.526
245 afios 12

Embarazos

<2 2 0.61
>2 18

IVSA

< 18 afos 10 0.263
> 18 afos 10

Antecedentes familiares de cancer

Si 9 0.178
No 11

Antecedentes familiares de CaCu

Si 4 0.079
No 16

Diferenciacion

Bien/moderadamente 2 0.136
Poco/indiferenciado 18

Estado clinico
1/l 11 0.185
/v 4

30




Cuantificacion del ARN mensajero de CRBP2.

Se corrobor6 que fueran amplificables mediante una PCR para amplificar una
fraccion del gen ribosomal 18S. El producto obtenido es de 240 pb como se puede observar
en la figura 7. Con ello se pudé determinar que los ARN’s obtenidos son amplificables.

Figura 7 Amplificacidn del control endégeno 18S. El gen fue amplificado por rtPCR, se observa una banda de 240 pb.

Para determinar la cantidad de mARN de CRBP2 en muestras de tejido normal del
cérvix y las de cancer invasor, se realizo previamente al analisis de las muestras, una curva
de eficiencia tanto del mARN blanco como el de referencia para corroborar que se podia
utilizar el método del 27" para el analisis de los datos. Se realizaron las diluciones del
ARN de la linea celular INBL, a las concentraciones 100, 50, 25, 12.5 y 6.25 ng/ul y se
procedid a realizar la PCR en tiempo real por triplicado de cada concentracion.
Estableciéndose que la concentracion a utilizar seria de 100 ng/ul.

Se observo que en las muestras la amplificacion del mARN del gen CRBP2 no es
cuantificable, ya que solo se obtuvo sefial por parte del control de amplificacion utilizado
que fue INBL (Figura 8). Esto indica que la concentracion del mARN correspondiente a
CRBP2 es muy baja ya que ni en las muestras de sanos o de cancer cérvico uterino fueron
cuantificables.

Figura 8. Datos de 0.9
expresion del mARN de
CRBP2 en CaCu y cérvix
sano. Se puede observar

que Unicamente se

encontro la deteccidn del
mARN en INBL, el control,
pero no se encontré en

Aumento log

ninguna de las muestras.

0.1

<

INBL Sano CaCul CaCu2 CaCu3 CaCud CaCus CaCub
Muestra
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Expresion de la proteina CRBP2.

Para el control positivo de expresion de CRBP2, fue utilizado el tejido de intestino
delgado (Fig. 9 b) en el cual vemos claramente una fuerte tincion en el citoplasma mientras
que el nucleo se observa sin tincidon (marcado con flechas), placenta fue el control negativo
(Fig. 9 a). Es importante mencionar que estos tejidos control se encuentran incluidos en el
microarreglo de tejidos de CaCu'’s.
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Figura 9. Tejidos control de inmunohistoquimica. a. Placenta utilizada como control negativo. b. Intestino delgado
donde se observa que el citoplasma se encuentra teiido (flecha negra) mientras que los ntcleos no (flecha azul).

Los resultados obtenidos en los arreglos de cérvix sano y CaCu’s son descritos a
continuacion: En el cérvix sano se observa que la tincion es mas intensa en el nucleo (hasta
el momento no hay datos acerca de que esta proteina se transloque) que en el citoplasma de
las células epiteliales del estrato basal, asi mismo se puede observar que la reaccion es
evidente en todo el epitelio, sin embargo, conforme se observan estratos superiores es
evidente que la tincidon deja de ser nuclear y en los estratos mas diferenciados practicamente
se pierde la expresion (fig. 10 a-d). Mientras que en las muestras de CaCu (fig. 10 e-h) se
observa como la expresion nuclear es en todas las células del tejido tumoral, en la mayoria
de forma intensa, sin embargo, también se encuentran tejidos tumorales en los cuales la
expresion de CRBP2 es débil siendo la localizacion de la tincion nuclear (fig. 10g).

Se puede observar en la figura 11 por inmunodeteccion, que el anticuerpo marca
una banda de 36 kDa que corresponde a CRBP2 segun el inserto, pero no segin el peso
tedrico que era el esperado . Asi mismo, se puede observar el control de actina con una
banda de 50 kDa.
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Figura 10. Inmunohistoquimica que demuestra la expresion de CRBP2. La expresion en cérvix sano se observa en los
recuadros a) Con flechas se seiiala la expresion en el estrato basal, parabasal y superficial (10x), b) Con flecha se
sefiala la tincion en el estrato basal (40x), c) Con flechas se sefiala la tincion en estrato basal y parabasal y d(100x);
cancer cérvico uterino a 10x (e) y 40x (f) con tincién fuerte; con tincion débil g) 100 x y tincién fuerte h) 100 x.
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CRBP2

50 KDa Acina

Figura 11. Inmunodeteccion de CRBP2. 1 corresponde a la linea celular HelA, en el nimero 2 se encuentra SiHa, en el
carril 3 se encuentra la linea RoVa, en la 4 esta Inbl y en el 5 Hacat .

Se procedié a realizar una segunda inmunodeteccion con condiciones ain mas
astringentes que permitieran eliminar los posibles enlaces mas fuertes que pudieran
mantener a CRBP2 unida a alguna otra. Se observa en la figura 12 que finalmente se
obtiene una banda de 18 KDa que corresponde a lo esperado de forma tedrica.

60kDa
S50kDa
40kDa

30kDa
20kDa

15kDa
10kDa

Figura 12. Inmunodeteccion de CRBP2 en urea. Se muestra la banda correspondiente para CRBP2 con un peso de 18

CRBP2

KDa. En la posicion 1 se encuentra la muestra correspondiente a un cérvix sano, en el 2 se encuentra una muestra de
cancer cérvico uterino, en el 3 RoVa, en el 4 la linea INBLy en el 5 HaCaT. Se observa mucho mas intensa la banda
correspondiente a la linea celular INBL.

Una vez corroborada la especificidad del anticuerpo, se observd que
aproximadamente el 80% de las muestras de CaCu presentan una tincion fuerte, mientras
que el 20% presenta una tincion débil o tenue (figura 13). En cuanto a la tincioén de las
normales se observa una tincion fuerte en el estrato basal del epitelio en el 100% de las
muestras.
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Expresion de la proteina CRBP2

% de muestras

CaCu | Fuerte

Sanos

Muestra

Figura 13. Porcentaje de muestras de CaCu positivas con tincion débil (20%) y fuerte (80%) por inmunohistoquimica a
CRBP2.

Correlacion entre la expresion proteica y los datos clinicos.

Posteriormente se realizo el andlisis estadistico entre los datos clinicos y la
intensidad de expresion de la proteina CRBP2 de cada muestra. Se debe resaltar que la
unica correlacion con un valor de P significativo es con respecto a los antecedentes
familiares de cancer, el cual fue de 0.013, no asi con los antecedentes directos de CaCu.
Con respecto al resto de las caracteristicas evaluadas no se encontrd correlacion alguna que
fuera significativa para relacionarla con la expresion. También es importante mencionar
que no hubo asociacion entre una expresion alta de CRBP2 y un aumento en el niimero de

copias.

Debido a que la intensidad de todos las muestras de sanos es una constante, no se
pudo establecer una correlacion entre este pardmetro y los datos clinicos.
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Cuadro 5. Andlisis de correlacién entre expresion de CRBP2 y los datos clinicos de las pacientes.

Correlacion N Valor de P
Edad 3
<45 anos 0.648
245 afios 12
Embarazos
<2 2 0.456
>2 18
IVSA
< 18 afos 10 0.264
> 18 afos 10
Antecedentes familiares de cancer
No 11
Antecedentes familiares de CaCu
Si 4 1.0
No 16
Diferenciacion
Bien/moderadamente 2 0.456
Poco/indiferenciado 18
Estado clinico
1/11 11 0.36
/v 4
Numero de copias
Iguala 2 10 0.264
Mayor de 2 10
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Analisis de la secuencias del promotor del gen CRBP2.

Para investigar una posible razén por la que se tiene una expresion en todas las
muestras independientemente del numero de copias y de que el gen adyacente (CRBPI) se
encuentre apagado en la mayoria de los casos, se realizd un analisis del promotor del gen
CRBP2. Se encontrd que el promotor tiene sitios de union a la proteina CTCF en distintas
localizaciones y con motivos de diferentes longitudes (fig 14), siendo asi una region rica en
sitios de unién a CTCF sugiriendo de esta manera que la cromatina puede permanecer
abierta permitiendo asi la expresion continua de CRBPZ2. Entre mas grande el score, indica
la mayor probabilidad de que CTCF se una a esta secuencia. Los motivos EMBL M1 y
EMBL M2 fueron identificados por Schmidt y colaboradores. Los motivos Ren 20 fue
identificado por Kim y colaboradores (2007), y los motivos LM2, LM7, LM23 fueron
identificados por Xie y colaboradores (2007).

Motif PWM Motif Sequence Input Sequence Name
EMBL_MI TGCCTCCATCTGGA TCAGGGAATCTCAAGTTTCACTGGATGGGATTGCCAAGGGCATTCCAAGGATCCTTGGTA
EMBL_M2 AGCACAGCA TCAGGGAATCTCAAGTTTCACTGGATGGGATTGCCAAGGGCATTCCAAGGATCCTTGGTA

REN_20 TCAGCCACTAGGTAGGGCTG TCAGGGAATCTCAAGTTTCACTGGATGGGATTGCCAAGGGCATTCCAAGGATCCTTGGTA
MIT_LM2 AGTCCAGATGGAGGCAGAG TCAGGGAATCTCAAGTTTCACTGGATGGGATTGCCAAGGGCATTCCAAGGATCCTTGGTA
MIT_LM7 CAGCCACTAGGTAGGGCTGG TCAGGGAATCTCAAGTTTCACTGGATGGGATTGCCAAGGGCATTCCAAGGATCCTTGGTA
MIT_LM23 CAGCCACTAGGTAGGGCTGG TCAGGGAATCTCAAGTTTCACTGGATGGGATTGCCAAGGGCATTCCAAGGATCCTTGGTA

Figura 14. Analisis de la secuencia del promotor de CRBP2.

Motif Start Location Motif Length Motif Orientation Score

3962 14 - 6.07359
615 9 - 9.71243
239 20 - 3.53331
3959 19 - 791447
238 20 - 10.5157
238 20 - 14.0837

Figura 14. cont. analisis de la secuencia del promotor.

37



Discusion.

Los resultados del presente trabajo muestran que el 50% de las muestras tienen un
aumento en el numero de copias del gen, lo cual coincide con los datos anteriores. Esto
indica que el gen CRBP2 esta directamente relacionado a la ganancia de esta region ya que
los datos obtenidos por Hidalgo y cols. en 2005 mediante CGH en microarreglos, se
determind que la region 3q23 se ve amplificada en un 58%. En trabajos recientes en nuestro
grupo (Arreola H. Datos en preparacion) con analisis mas estrictos y arreglos con mayor
resolucion en colaboracion con la Universidad de Zurich, también se encuentra que un 50%
de las muestras presenta amplificacion de la region cromosomica. De igual manera, en
trabajos previos en CaCu (Mendoza 2013) se demostré que existe ganancia en el nimero de
copias del gen homologo CRBPI que se encuentra en la misma region citogenética.
Reportes previos del gen homologo CRBPI en céancer de laringe destacan que el 52.6%
presenta un aumento en el numero de copias. En este mismo tipo de cancer ademas, la
expresion de CRBPI se ve asociada a un buen pronostico de sobrevida de los pacientes
(Peralta 2010). Esto muestra que CRBPI y CRBP?2 estan contribuyendo en la ganancia de la
region 3g23 en cancer de tipo epitelial como el del cérvix en 50% de las pacientes.

Al realizar el andlisis de expresion mediante PCR en tiempo real, no se encontro
amplificacion de CRBP2 en las muestras, pero si se encontré amplificacion del gen
constitutivo ribosomal R18 y de otros genes de interés para el laboratorio como PSG9 o
FANCI (datos no mostrados). Esto sugiere que el tiempo de de vida media del ARN
mensajero sea extremadamente corta y la vida media de la proteina sea larga, tal como
sucede para CRBP1 (Eskild 2000). Por otra parte se ha demostrado que los niveles de
mARN de CRBP2 depende de la presencia de Acido Retinoico (Levin 1997), esta podria
ser una razén por la que no se encuentra el ARN ya que no podemos determinar si la
paciente consumio6 vitamina A antes de la toma de la muestra y si la tomo no sabemos en
que cantidades; la influencia de la ingesta podria estudiarse en un modelo animal que nos
proporcione mayores datos acerca de como cambian los niveles de mARN de CRBP2 en
CaCu. De igual manera existe la posibilidad de que se encuentre una isoforma por splicing
alternativo no reportado o no comprobado ya que en los ultimos afos se han descubierto
nuevos ARN tanto codificantes como no codificantes que son producto de splicing
alternativo no reportado o bien de marcos de lectura abiertos que no son obvios o bien no
han sido predecidos de forma in silico (Ota 2004), sin embargo esto implicaria un cambio
en el tamafio de la proteina y dicho cambio no fue observado en la inmunodeteccion. Por
otra parte para considerar esta teoria seria necesario utilizar varios inicidadores que puedan
proporcionar evidencia de la expresion de los distinto exones que componen el mARN, ya
que los iniciadores utilizados en este trabajo unicamente abarcan fragmentos de los exones
2 y 3. Otra posible explicacion es el hecho de que se pueda estar transcribiendo en muy baja
cantidad y que debido a la metodologia utilizada no se pueda detectar por lo que se sugiere
que el mARN de CRBP2 puede disminuir de manera considerable y sin embargo se puede
encontrar la proteina en las mismas cantidades, tal como ocurre con CRBP1 (Eskild 2000).
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Por otro lado, la actividad de este gen puede estar regulada por mecanismos
epigenéticos al igual que CRBP1. Se ha encontrado que existen en promedio 3.1
promotores putativos alternos (PPA) por gen y que mas de la mitad de genes estan
regulados por estos PPA’s (Kimura K 2006). Ademaés, se sabe sobre la regulacion de la
transcripcion esta influenciada por elementos regulatorios distales y proximales putativos
tales como CTCF o MYC, y que los diferentes factores de transcripcion y las
modificaciones de histona varian con respecto a su asociacion con los sitios de inicio de la
transcripcion (Consortium, The ENCODE Project 2007). Es probable que cualquiera de
estos mecansimos moleculares potencialmente puedan estar asociados a la regulacion del
gen. Como se ha mencionado previamente, los genes CRBP1 y CRBP2 se encuentran en la
misma region cromosomica, de forma adyacente (Nilsson MH 1988, De Baere E 1998) y
sin embargo la expresion de CRBP1 es contrastante con la de CRBP2, pues CRBP1 solo es
expresado en el 35% de los CaCu’s (Mendoza 2013) evaluados. La expresion de CRBP1
esta regulada por metilacion (Esteller 2002) lo que explica que a pesar de que se encuentren
aumentos en el numero de copias de este gen, no se encuentre la proteina. Esto nos permite
sugerir que la regulacion de la expresion de CRBP2 esta implicado un mecanismo de
regulacion epigenética que esté influenciando su expresion. En este contexto, para buscar
una posible explicacion de esta diferencia en la expresion se analizo la secuencia del
promotor del gen CRBP2 y se encontrd que existen sitios de probable union a CTCF la cual
es una proteina que permite que la cromatina se encuentre abierta para la transcripcion.
Esto sugiere la expresion de CRBP2 es altamente controlada de forma independiente a los
genes adyacentes y que su continua expresion es necesaria para las célula indiferenciadas
debido a que su expresion en cérvix sano se encuentra en el estrato basal. Esta apertura de
la transcripcion selectiva dada por estos sitios de union a CTCF se ha observado también en
la expresion de antigenos de cancer de testiculos (CTA’s) que son expresados de forma
aberrante en varios tipos de cancer (Kim R 2013) o con IGF2 en coriocarcinomas (Ito Y
2013).

CRBP2 se observa en el citoplasma de los enterocitos pero no en el nucleo segin lo
reportado previamente (Noa 2000), mientras que en las muestras de cérvix sano se observo
que la localizacion de la proteina es tanto citoplasmica como nuclear en las células del
estrato basal y en todas las muestras de cancer cérvico uterino se observa una localizacién
en el nucleo y solo en algunas también en citoplasma, esto puede estar asociado a alguna
otra funcion o mecanismo que siga CRBP2 en las células no diferenciadas que no se
encuentra reportado. En estudios previos realizados por Thomsom (1995) se demostré que
proteinas de la misma familia que CRBP2, como lo es CRABP precipitan como dimeros.
Debido a esta diferencia en la localizacion celular de CRBP2 se decidié realizar un ensayo
de inmunodeteccion en lineas celulares derivadas de CaCu. Este resultado llevé a sugerir
que una de las posibles explicaciones a este resultado sea la formacion de dimeros, tal como
lo reporta Thomsom y cols. (1995) para las proteinas CRABP de la misma familia de
lipoproteinas que CRBP2. Se realiz6 una inmunodeteccion mas astringente para tratar de
separar los posibles dimeros. Una vez que finalmente se obtuvo la proteina monomérica se
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volvid a encontrar que el peso no correspondia a lo esperado, sin embargo esto puede ser
debido a modificaciones pos-traduccionales por ejemplo fosforilacion, ubiquitinacion o
sumuilacion; in silico le proponen que existen 2 sitios probables de fosforilacion para
CRBP2, en la Tirosina 74 y en la 117 (Phosphosite n.d.), los cuales aumentarian el peso de
la proteina. Sin embargo para corroborar estas posibles modificaciones pos-traduccionales
seria necesario realizar los estudios pertinentes.

Por otra parte, estudios previos han demostrado que la actividad de la proteina
CRBP2 es esencial para la diferenciacion y proliferacion de enterocitos y endometrio
(Loughney 1995, Zhang 2009, Xueping 2002). Aunque no existen estudios previos sobre la
expresion de la proteina CRBP2, en cérvix sano se observa una reaccion principalmente en
el estrato basal y conforme el tejido se va diferenciando la expresion disminuye hasta
practicamente desaparecer. De igual manera, aunado al hecho de observar que en todos los
tumores se encuentra expresion sugiere que existe una relacion entre el grado de
diferenciacion y la expresion de la proteina. En un estudio previo realizado por Schmitt en
2003, encuentra que en hepatocarcinomas CRBP1 se acumula fuertemente dentro del
nucleo celular y sugieren que puede ser debido a invaginaciones de dominios citoplasmicos
recubiertos ricamente por CRBP1; Aunque esta invaginacion no ha sido reportada para
CRBPI en cancer de cérvix, es posible que este ocurriendo con CRBP2. También, con esto
se muestra que la expresion de CRBP2 no es exclusiva de los enterocitos y endometrio,
como previamente se habia descrito.

Como se puede observar por el analisis estadistico la expresion de la proteina no
esta condicionada a la ganancia en el numero de copias del gen, lo que concuerda con los
resultados de Vazquez-Mena y cols (2012) donde mencionan que solo el 15% de las
alteraciones en el numero de copias tienen una correlacién con cambios en la expresion.
Ademas, sugieren que esto puede ser debido a la regulacion epigenética y que inclusive
algunos de ellos pueden ser apagados, como ocurre con el gen CRBP1 (Mendoza 2011).

En el andlisis estadistico se puede observar que los grupos de estudio son
heterogeneos entre si, en cuanto a la edad, el IVSA y los antecedentes familiares de CaCu.
Sin embargo, los estudios de Ong y colaboradores (1991) demuestran en ratas que durante
la vida adulta la cantidad de proteina no cambia, por tanto podemos considerar que en
nuestra poblacion la direrencia significativamente encontrada con respecto a la edad no
modificara la expresion de la proteina. Sin embargo, la edad podria ser indicativo de si la
paciente posiblemente es postmenopausica o no, ya que después de esta etapa se puede
encontrar un epitelio menos diferenciado (Dallenbach 2006), se considera el impacto a la
diferenciacion ya que hasta ahora es el principal evento celular al cual ha sido asociado
CRBP2, pero en los CaCus se tiene una cantidad semejante cantidad de pacientes mayores
y menores de 45 afios y no existe correlacion de la expresion con la edad por lo que no se
demuestra que la edad sea un factor que afecte dicha expresion. Un factor mas en el que se
puede encontrar diferencia entre los grupos es en el IVSA, la NOM-014-SSA2-1994
considera el IVSA antes de los 18 afios como un factor de riesgo de desarrollo de cancer,

40



pero en el estudio de Hwang los factores que afectan la maduracion y diferenciacion del
epitelio son el fumar, el uso de anticonceptivos orales y la frecuencia de la actividad sexual,
debido a que dos de estos factores estan relacionados con el IVSA, para tener una idea mas
concluyente hacen falta estudios que corroboren la influencia en la diferenciacion.

La tunica correlacion que se observd fue de la intensidad con los antecedentes
familiares de cancer, sin embargo no asi con los antecedentes de CaCu en linea directa por
lo que se puede deducir que en cancer cérvico uterino la carga genética no tiene una
influencia tan ponderante como lo es para otros tipos de cancer. Esto puede deberse a que
también deben estar involucrados factores propios de la persona que la puedan hacer mas
susceptible a desarrollar o no a desarrollar cualquier tipo cancer, no solo de cérvix . Sin
embargo al tener la combinacion de susceptibilidad y la infeccion por VPH combinada con
el hecho de no recurrir a revisiones periddicas son los factores que en combinacioén
ponderan mas que el solo hecho de tener antecedentes de CaCu en linea directa. Otro punto
a considerar es que la intensidad de la tincidn es una cuantificacion relativa, debido a que se
realiza en funciéon de la opiniéon de varios observadores. Este factor por lo que la
correlacion con el grado de intensidad no tiene una gran asociacion con los antecedentes.
Esta evaluacion tendria mayor impacto en los pacientes si se realizara el seguimiento y esta
diferencia de intensidad correlacionara un un pronéstico de respuesta al tratamiento tal
como sucede con CRBP1 (Peralta 2010), Her2Neu (Adam 2013) y otros marcadores para
cancer. Sin embargo para elucidar de mejor manera el papel de CRBP2 en CaCu es
necesario estudiar otras proteinas relacionadas al metabolismo del retinol.

Debido a la participacion de CRBP1 y CRBP2 en el metabolismo del retinol y su
implicacion en procesos tales como diferenciacion y proliferacion, es posible que la
alteracion en cuanto a ganancia en el nimero de copias de ambos genes puedan tener
asociacion parecida en CaCu, por lo que seria necesario un estudio que permita corroborar
o descartar dicha posibilidad. De igual manera se sugiere realizar los estudios pertinentes
para determinar el papel de CRBP2 en la célular sana donde y su participacion en la célula
tumoral, en este caso de cancer de cérvix donde posiblemente sea necesaria su expresion
para mantener la indiferenciacion celular.
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Conclusiones.

En este estudio se demostrd que el gen CRBP2 es suceptible a la ganancia en el
nimero de copias y que el 50% de pacientes con cancer cérvico uterino pueden presentar
dicha alteracion. Sin embargo, en todas las pacientes es posible determinar la presencia de
la proteina CRBP2, y este evento no encuentra asociaciéon con ningin dato clinico-
patologico o con la ganancia de nimero de copias.

La expresion en RNA mensajero del gen CRBP2 no es detectable.
Por otra parte se observa que su expresion es principalmente en los estratos no

diferenciados del epitelio del cérvix por lo que se sugiere que la expresion CRBP2 se
encuentra asociado con las células no diferenciadas.

Perspectivas.

% Identificar el tiempo de vida media del RNA mensajero.
# Identificar las isoformas de CRBP2.
# Estatus en otros tipos de cancer.

2 Realizar los estudios en lineas celulares de cancer cérvico uterino para determinar si existe
el mismo tipo de alteraciones que en muestras de cancer cérvico uterino.
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