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] (Resumen

El cancer Cervico-uterino (CaCu) es la segunda causa de muerte e incidencia por cancer en
mujeres en paises en vias de desarrollo. El principal factor etioldgico asociado con este
cancer es la infeccion del Virus del Papiloma Humano (VPH), siendo necesaria la infeccion
pero no suficiente como agente causal. Por lo que es necesaria la identificaciéon de
alteraciones moleculares asociadas al desarrollo y progresion neoplasica. Una de las
alteraciones descritas en CaCu, es la expresion del ARNm del gen homedtico HOXD10,
sugiriendo su participacion el desarrollo de CaCu. HOXD10 es susceptible de regulacion
transcripcional y post-transcripcional mediada por los ARN no codificantes HOTAIR y mir-10,
éste ultimo regulado a su vez por TWIST-1, cuyo producto proteico se ha identificado en
CaCu. Estos genes forman parte de una via de invasion y metastasis en cancer de mama,
donde la activacion de TWIST-1 y pérdida de HOXD10 promueven la invasion. A la fecha no
se conoce el perfil de expresion a nivel de proteina HOXD10 y su asociacion con la
expresion de TWIST-1 y HOTAIR, por lo que en el presente trabajo, se analizd la expresion
de las proteinas TWIST-1 y HOXD10 en epitelios cervicales normales, lesiones precursoras
y CaCu, asi como el transcrito HOTAIR. Los resultados indican la presencia de TWIST-1 en
epitelios cervicales normales tanto a nivel de ARNm como de proteina, lo cual indicaria
alguna funcién asociado al desarrollo y mantenimiento epitelial normal, aunque no hay
reportes al respecto. Se identificé incremento de la expresién de HOXD10 y TWIST-1 en la
progresion de CaCu; sin embargo, no identificamos asociacion entre la expresion de
HOXD10y HOTAIR. Es posible que la expresion de HOXD10 en CaCu no esté relacionada a
la funcién supresora de tumor, como se ha reportado en otros tipos de cancer. Por ultimo se
encontré una relacion inversa entre la expresion del receptor de estrogenos alfa (RE-a) y
TWITS-1, lo cual concuerda con el modelo de regulacién del RE-a. mediado por TWIST-1.
Finalmente, el incremento de expresiéon de los genes TWIST-1 y HOTAIR en un grupo de
lesiones precursoras y CaCu, sugiere que la desregulacién de genes involucrados en
invasion y metastasis es un evento temprano en el desarrollo del CaCu.

Palabras claves: Invasion y metastasis, CaCu, VPH, TWITS-1, HOXD10, HOTAIR
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2 Sutroduccion

2.1. Cancer

El cancer es una enfermedad multifactorial asociada a diversos factores (genéticos,
epigenéticos y ambientales), dando como resultado la alteracion de diversos procesos
celulares. Mismos que han sido nombrados como hallmarks del cancer, representando
aquellas alteraciones que la célula adquiere durante el desarrollo de la mayoria de las
neoplasicas malignas. Dichas caracteristicas son: mantenimiento de la sefal proliferativa,
evasion de supresores de crecimiento, resistencia a la muerte celular, capacidad de
replicacién ilimitada, induccion de la angiogénesis, activacion de la invasion y metastasis,
reprogramacion metabdlica y evasion del sistema inmune (Hanahan y Weinberg, 2011; You
y Jones, 2012).

El cancer, es la principal causa de muerte en paises desarrollados y la segunda en paises en
desarrollo. En el afo 2008 se estimaron a nivel mundial, 12.7 millones de casos de cancer y
7.6 millones de muertes. Actualmente el nimero de casos ha aumentado como resultado del
envejecimiento y el crecimiento poblacional, asi como la adquisicion de algunos habitos
asociados al desarrollo de cancer como fumar, el alcohol, el sedentarismo, obesidad y la
mala alimentacion (Jemal et al, 2011).
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Figura 1. Hallmarks del cancer (Tomado y modificado de Hanahan y Weinberg, 2011)

2.1.1. Cancer cérvico-uterino (CaCu)

En 2008, el cancer cérvico-uterino (CaCu) ocupo el tercer lugar en incidencia y fue la cuarta
causa de muerte en mujeres por cancer a nivel mundial, aportando el 9% (529,800 casos)
del total de nuevos casos y el 8% (270,100 casos) del total de muertes asociados a algun
tipo de cancer (figura 1). Mas del 85% de dichos casos ocurren en paises en vias en
desarrollo, un ejemplo es el segundo lugar en incidencia en México (Figura 2) (Jemal et al,
2011; Human papillomaviruses and related cancers SUMMARY REPORT WHO, 2010).
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Figura 2. Incidencia y mortalidad de Cancer cérvico-uterino en mujeres a nivel mundial y en paises

en desarrollo. (Tomado y modificado de Jemal et al, 2011).
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La infeccion por el Virus del Papiloma Humano (VPH) es el principal factor etiolégico
asociado con el desarrollo de CaCu, siendo necesaria la infeccion pero no suficiente como
agente causal. Adicionalmente, otros factores de riesgo tales como multiples parejas
sexuales, el tabaquismo, uso de anticonceptivos hormonales, personas inmunodeficientes y
numero de embarazos se asocian al riesgo a desarrollar CaCu (Walboomers, 1999; Bosch et
al 2002).

2.1.1.2. Cérvix uterino

El cérvix es la porcion fibromuscular baja del utero de forma cilindrica o cénica con una
longitud aproximada de 3 a 4cm y un diametro de 2.5cm. La parte inferior del cérvix, abre
hacia la vagina a través de un orificio externo (o abertura externa). La porcién externa del
cuello uterino alrededor del orificio externo se denomina ectocérvix mientras que la region
proximal interna al orificio se denomina endocérvix, el cual es atravesado por el canal
cervical encargado de conectar la cavidad uterina con la vagina. El cérvix esta constituido de
dos tipos de epitelio, el ectocérvix formado por epitelio de células escamosas y endocérvix
por epitelio de células columnares (Figura 3), interaccionando mediante la unién escamo-
columnar, la cual varia en posicion dependiendo de la anatomia del cérvix y el estado
hormonal. Durante la infancia y menarquia dicha unidon se mantiene cercana al orificio
externo, ya en la pubertad y el periodo reproductivo el canal endocervical se alarga
provocando la eversion del endocervix en el ectocervix y debido a la acidificaciéon vaginal el
epitelio columnar es reemplazado por células metaplasicas dicha zona donde se realiza este
cambio se denomina zona de transformacioén, posteriormente estas células daran origen al
epitelio metaplasico escamoso con lo cual la unidon escamo columnar cambia de suposicion

original (Figura 4) (Sellors y Sankaranarayanan, 2003).
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Figura 3. Anatomia del cérvix uterino humano (A) y arquitectura epitelial del ectocervix (B) y

endocervix (C) (Tomado y modificado de Sellors y Sankaranarayanan, 2003).

Se ha tratado de establecer la posible preferencia topografica en el epitelio para la
progresion de lesiones precursoras a cancer de cérvix asociado a infeccion por VPH,
mediante la identificacién de una poblacién de células en la interfase del epitelio escamoso y
columnar (unidén escamo-columnar) dado que pueden dar origen a células ecto y
endocervicales. Dicha poblacion presenta expresion Unica de genes y morfologia cuboidal
diferente a los dos epitelios. A partir de los genes identificados se establecid un
inmunofenotipo celular (KRT7, AGR2, CD63, MMP7 y GDA), el cual también se identificd en
lesiones intraepiteliales cervicales grado 2 y 3 (NIC 2/3) asi como en carcinomas asociados
a infeccion por VPH (Herfs et al, 2012).
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Figura 4. Localizacion de la unidon escamo-columnar (A) y la zona de transformacién (B) en el cervix
antes de la menarquia(1), durante la pubertad (2), mujeres alrededor de los 30°s (3), mujeres peri
menopausicas (4) y posmenopausicas(5). Uniéon escamo-columnar (UEC), epitelio columnar (EC) y

zona de transformacion (ZT). (Tomado y modificado de Sellors y Sankaranarayanan, 2003)

2.1.1.3. Lesiones precursoras

La patogénesis del cancer cérvico-uterino involucra la interrupcién de la diferenciacion del
epitelio cervical, desarrollandose inicialmente lesiones con diferentes grados siendo
importante su identificaciéon para el tratamiento de neoplasias del cérvix. La primera
clasificacion se realizé en 1930 y se designé con el término displasia. De acuerdo a su
gravedad se denominaba: leve, moderada o severa. En 1968 se cambié a Neoplasia cervical
intraepitelial con diferentes grados (1, 2 y 3) o carcinoma in situ, dependiendo del porcentaje
de epitelio involucrado en la lesidn. La clasificacidon mas reciente es la desarrollada en 1988,
conocida como sistema Bethesda adquiriendo los términos de lesidn intraepitelial de bajo

(LIEBG) incluyendo a infecciones por VPH, la displasia leve o NIC1, y de alto grado (LIEAG)
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incluyendo a displasias moderadas y severas o NIC 2-3 (Broso ,1993; Dzul- Rosado et al,
2004; Hadzicet al, 1999).

La mayoria de las lesiones ocasionadas o asociadas a VPH, tanto de potencial oncogénico
como no oncogénico (Mufioz et al, 2003), revierten en mujeres inmunocompetentes. Sin
embargo, cerca del 25% persisten hasta el desarrollo de LIEBG o su equivalente histoldgico,
neoplasia cervical intraepitelial cervical grado 1 (NIC 1). Estas manifestaciones transitorias
de la infeccion viral se caracterizan por mayor actividad mitética y contenido de células
inmaduras en el tercio inferior del epitelio, mostrando anormalidades menores de la célula.
Durante el proceso de infeccion, la zona T (transicién del ectocérvix con endocérvix)
presenta metaplasia escamosa atipica. Aproximadamente 20% al 40% de dichas lesiones
progresara hacia LIEAG o NIC 2,-3, presentando mayor actividad mitética y contenido de
células inmaduras en los tercios central y superior de la lesion, produciendo replicacion
continua de células inmaduras y eventualmente acumulacion de anormalidades genéticas
que favorecen la progresion del cancer cervical invasor (Figura 5) (Hildesheim et al, 1994;
Ho, 1998; Holowaty et al, 1999).

Figura 5. Lesiones precursoras del Cancer Cervico-uterino(CaCu): (A) neoplasia intraepitelial 1(NIC1
6 CIN1), (B) neoplasia intraepitelial 2(NIC2 6 CIN2) y (C) neoplasia intraepitelial 3 (NIC3 6 CIN3)
(Tomado y modificado de Cubie, 2013).

2.2. Virus del Papiloma Humano (VPH)

2.2.1. Clasificacion taxonomica
Perteneciente a la familia Papillomaviridae, se clasifican en tres niveles taxondmicos,

considerando la secuencia de L1 la cual se encuentra mas conservado entre los virus (Chan
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et al, 1992) . El primer nivel taxonémico es el género nombrado a partir de las letras griegas,
siendo el género alpha el mas importante ya que incluye a los VPH asociados a lesiones de
mucosas y genitales. Dentro de los diferentes géneros se comparte aproximadamente 60%
de homologia en su secuencia de L1, reuniendo filogenéticamente especies similares pero
biolégicamente diferentes. El siguiente nivel es el de especies agrupando a virus con
funciones bioldgicas similares. Por ultimo, los tipos virales los cuales se determinan por
diferencias en la secuencia del gen L1 (>10%). Un subtipo se establece al presentarse
diferencias en la secuencia del mismo gen del 2% al 10% y variante si la diferencia es menor
al 2%(Bernard, 2005).

Como ya se ha mencionado, el VPH esta involucrado en el desarrollo del CaCu y sus
precursores. Esta formado de 72 capsdmeros y con un diametro de 55nm. En humano a
partir de wuna revisidbn realizada por de Villiers (2013) han sido identificados
aproximadamente 170 tipos virales. Los papilomavirus ocasionan tumores benignos como
verrugas y papilomas. Al estar involucrados en el desarrollo de CaCu se han clasificado en
aquellos de potencial oncogénico (HPV-18, HPV-16, HPV-39, HPV-45, HPV-59, HPV-68,
HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-52, HPV-58 y HPV-67, 73, 51, 82) y no oncogénicos (HPV-
6, HPV-11, HPV-40, HPV-42, HPV-43, HPV-44, HPV-53, HPV-54, HPV-61, HPV-72, HPV-70
y HPV81) (Alba et al, 2009; Bosch et al, 2002; Doorbar, 2005; Mufioz et al, 2003).

2.2.2. Genoma viral del Virus del Papiloma Humano

El modelo del genoma basado en el VPH 16 consiste de un ADN circular de doble cadena
(8kb), dividido en tres regiones: region larga de control (LCR); region de las proteinas
tempranas, (E1, E2, E4, E5, E6, E7 y E8) y por ultimo la region de las proteinas tardias, L1

(capside mayor) y L2 (capside menor).

La region LCR corresponde al 10% del genoma viral, contiene al promotor de las proteinas
virales E6 y E7, el origen de replicacion, sitios de unién de la proteina viral E2 encargados de
la replicacion y transcripcion, el dominio enhancer o potenciador dependiente de los factores
de transcripcion celulares, asi como el sitio de poliadenilacion tardia. La region temprana
representa el 45% del genoma, codifica para proteinas no estructurales cuya funcion esta
implicada en el control de la replicacién e inducen la transformacion de la célula hospedera
del virus. E1 controla la replicacion episomal del DNA, mientras que E2 participa en el

reclutamiento de E1 al sitio de origen de replicacion, asi mismo regula la actividad del
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promotor de las oncoproteinas E6 y E7. Las oncoproteinas E6 y E7 estan involucrados en el
ciclo celular, E6 inactivando a p53 mientras que E7 secuestra a pRb. La expresion E4 se
asocia a aquellas células hospedaras que expresan a las proteinas tardias, asi mismo es
importante en la liberacion de las particulas virales y degradacion de queratinas. Mientras
que ES5 estd involucrado en el reciclado de factores de crecimiento. Por otro lado las
proteinas tardias que corresponden al 40% del genoma, codifica proteinas estructurales de
la capside: L1y L2 (Figura 6) (Alba et al, 2009).

Figura 6. Genoma del Virus del Papiloma Humano(VPH). Region larga de control (LCR, Long Control
Region), genes de las proteinas tempranas (E1, E2, E4, E5, E6, E7 y E8) y genes de las proteinas
tardias (LI, capside mayor; L2 capside menor) (Modificado y tomado de Doorbar , 2006).
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2.2.3. Ciclo viral

En una revision realizada por Doorbar (2005) menciona que el VPH es dependiente de la
diferenciacion celular del epitelio para completar su ciclo y generar una infeccién productiva
basandose en el estudio de VPH 16. El ciclo viral inicia con la penetracion de particulas
virales hacia el epitelio estratificado, llegando hasta la lamina basal a partir de
microabrasiones en el tejido. Se ha propuesto que el acoplamiento del virus a la célula
hospedera se da por la unién a receptores celulares como el complejo integrina alfa 6-beta 4,
ademas de proteoglicanos de heparina localizados en la membrana y la posterior
internalizacion a la célula a partir de la endocitosis de vesiculas de clatrina. Dentro de la
célula después de la ruptura de la capside, se establece el genoma viral como episoma
(manteniéndose alrededor de 10-200 copias por célula) requiriendo de proteinas para la
replicacion y segregacién a los cromosomas mitéticos: E1 que tiene actividad de helicasa y
E2, la cual es una proteina de unibn a ADN, reconoce motivos palindromos
(AACC(N4)GGTT). En la regién reguladora del virus se encuentran cuatro motivos de union
para E2, dos de ellos asociados con el reclutamiento de E1, replicacién y con la regulacion
del promotor p97 de las oncoproteinas E6 y E7. Contrario de lo que sucede en las células
epiteliales normales que inician la diferenciacion una vez que migran hacia las capas
superiores abandonando el ciclo celular, durante la fase proliferativa del virus, la proteina E7
en conjunto con E6 suprimen la salida del ciclo celular retardando la diferenciacion por medio
de la asociacion a proteinas reguladoras del ciclo celular como pRB y p53 respectivamente.
E7 provoca la disociacion de pRb hipofosforilado de E2F, permitiendo la entrada a la fase S;
E7 también se asocia a acetilasas de histonas, inhibidores de cinasas dependientes de
ciclinas (p21 y p27), y participa en la expresion de la ciclina E. Por su parte E6 evita la
induccién de la apoptosis por la entrada no programada a la fase S dada por p53 y proteinas
como Bak y Bax; siendo un factor predisponente durante el desarrollo de cancer asociado
con infeccién por VPH. La produccion de viriones implica la amplificaciéon del genoma viral
(por las proteinas E1 y E2) y su empaquetamiento en particulas infecciosas, ocurriendo en la
parte media o capas mas superficiales. Durante la sintesis del virus, las proteinas tardias (L1
y L2) encargadas de formar la capside, se expresan en las capas mas superficiales del
epitelio. EI empaquetamiento del genoma se da en estructuras nucleares denominadas
cuerpos PML (Promyelocytic leukemia), donde la proteina L2 se acumula reclutando a su vez

a L1, dichas proteinas se encuentran presentes en aquellas células que expresan E4.
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Finalmente una vez que la amplificacion del genoma ha sido completada y el virus
empaquetado ,en una capside de 72 capsomeros es liberado del epitelio mediante la

proteina E4 alterando la integridad de las citoqueratinas (Figura 7).

Figura 7. Organizacién del ciclo de vida del Virus del Papiloma Humano (VPH) durante la infeccion a
partir de microabrasiones (A). Fases para la produccion de nuevas particulas virales una vez que el

virus se alberga en la célula epitelial (B) (Tomado y modificado de Doorbar, 2005).

2.2.4. Oncoproteinas virales

La produccion del virus en la superficie epitelial es dependiente de la expresiéon ordenada de
sus proteinas, lo cual durante la progresiéon de una neoplasia es perturbada. Tal es el caso
en aquellas lesiones de alto grado donde la amplificacion del genoma se realiza cercana a la
superficie y la produccién de proteinas de la capside es retrasada. Esto puede deberse por
cambios en los niveles de la expresion de las proteinas E6 y E7 ocurrida después de la
integraciéon del genoma viral al cromosoma de la célula hospedera. Dicha integracion
encontrada en la mayoria de cancer invasivos y en algunas lesiones de alto grado. Lo que
posteriormente origina la perdida de E2 (regulador de la proliferaciéon) y E4 (inhibiendo la
mitosis previniendo la localizacion del complejo ciclina B/Cdk1), llevando por consiguiente a
la desregulacion de E6 y E7. La proteina E7 de virus de potencial oncogénico provoca
anormalidades en el centrosoma, incrementando las probabilidades de error durante cada
ciclo de division. Asi mismo la funcidon ya caracterizada de dicha proteina mediante la
disociacion de pRb y E2F, permitiendo la proliferacion y siendo mas fuerte dicha funcién en

aquellos virus de potencial oncogénico. Por su parte E6 forma un complejo con p53 y la
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ubiquitinligasa EGAP, degradando a p53, inhibiendo la respuesta al dafio mediada por dicha
proteina. Se acumulan cambios secundarios en la célula hospedera que eventualmente con
lleva al cancer. Otro papel importante de E6 es el tener un dominio de unién C-terminal a
dominios PDZ, haciendo blanco en proteinas como hDIg y hSrib involucradas en el
crecimiento y union célula-célula; lo que estaria involucrado en la pérdida de la polaridad de
las células. También E6 participa en la activacion de la unidad catalitica de la telomerasa
(hTERT) anadiendo hexameros a los extremos teloméricos de los cromosomas, permitiendo
infeccién persistente y desarrollo de cancer. Asi mismo E6 y E7 actuando como antagonistas
de la inhibicién mediada por BRCA al promotor hTERT (Figura 8) (Doorbar, 2006).

Figura 8. Patron de expresion de las proteinas de VPH durante la progresién a cancer cervical.
Neoplasia intraepitelial cervical (NIC 1-3). Lesién intraepitelial cervical bajo (LIEBG) y alto grado
(LIEAG). Cancer cervicouterino (CaCu) (Tomado y modificado de Doorbar, 2006).

2.2.5. Alteraciones moleculares asociadas al desarrollo de CaCu

El desarrollo de CaCu como ya se habia mencionado estd estrechamente ligado a la
infeccion por VPH de tipos virales de potencial oncogénico, entre ellos VPH-16 con una
frecuencia del 60% en carcinomas escamosos, mientras que 18 encontrado del 10% al 14%
en adenocarcinomas (Clifford et al, 2003), los cuales se desarrollan a partir de lesiones
precursoras de bajo (LIEBG) y alto (LIEAG) grado o NIC1(Neoplasia Intraepitelial Grado 1) y

NIC2-3 (Neoplasia Intraepitelial Grado 2-3); esto derivado de la incapacidad de resolver la
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infeccidén o de la persistencia de esta. Se estima que 20% de los NIC 1 progresan a NIC 2 y
de estos 30% progresaran a una neoplasia mas severa como NIC 3 y s6lo 40% progresara a
cancer invasor (Peto et al 2004). Sin embargo, la infeccion viral no es suficiente, ya que un
bajo porcentaje de epitelios infectados con VPH de alto potencial oncogénico progresan
hasta el desarrollo del CaCu, por lo es necesaria la participacion de diversas alteraciones
moleculares en el desarrollo de CaCu, tales como el silenciamiento de genes supresores de
tumor, algunos de ellos directamente inactivados por las oncoproteinas virales E6 y E7, tal
es el caso de p53 y pRb respectivamente (Scheffner et al, 1990; Boyer et al, 1996). Por
otra parte, la integracion del genoma viral presente en todos los carcinomas cervicales (Bosh
et al 1995) y por ultimo la acumulacién de dafios en el genoma no relacionados con el VPH
(Lengauer et al, 1998).

3 %leeﬁa/@/zfed

3.1. Invasion y metastasis

La progresion hacia grados patoldgicos con peor prondstico en un carcinoma surgido de
epitelios, involucra procesos de invasion y metastasis, los cuales forman parte de los
hallmarks del cancer. Dichos procesos asociados principalmente con la perdida de moléculas
de adhesion, la desregulacion en la expresion de factores de transcripcion, participaciéon de
ARN no codificantes (ARNNc), reorganizacion del citoesqueleto y la accién de enzimas
degradadoras de la matriz extracelular; influyen en la aparicion de un fenotipo invasor en
células neoplasicas (Kalluri y Weinberg, 2009). Una forma de evidenciar todos estos cambios
en la células es mediante la transicién epitelio-mesénquima, la cual participa durante el
desarrollo embrionario y la reparacion de tejidos, dado que estos procesos involucran la
migraciéon celular hacia sitios distantes de su lugar de origen es de entenderse que esta
transicidon reaparezca durante procesos de invasién, y que sea importante para dar origen a

la metastasis (Kalluri y Weinberg 2009; Hanahan y Weinberg, 2011).

A partir de la capacidad que adquiere las células para colonizar nuevos sitios, se han
establecido las etapas que se deben cumplir para desarrollar metastasis, consistiendo en: 1)
pérdida de la polaridad por parte de las células hacia la membrana basal, 2) intravasacion al
sistema circulatorio o linfatico, 3) extravasacion de las células que sobreviven y salen del

sistema circulatorio, 4) invasiéon y establecimiento en nuevos tejidos a partir de la
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proliferaciéon de pequefas colonias (micrometastasis) y por ultimo 5) la formaciéon de un
tumor secundario (Figura 9) (Hanahan y Weinberg, 2011; Kalluri y Weinberg 2009; Yang et a/
2004; Yukota, 2000).

Figura 9. Proceso de invasién y metastasis. (Tomado y modificado de Hunter et al, 2008)

De acuerdo a lo anterior un tumor no es una poblacion de células homogéneas, sino grupos
celulares heterogéneos con diferentes elementos que aportaran a su desarrollo (Hanahan y
Weinberg, 2011; Yukota, 2000). Por lo que existen diversos modelos para explicar el
fendbmeno de metastasis: (1) selecciéon clonal: en la cual una poblacién tumoral expresa
todos aquellos genes requeridos para completar el proceso de la metastasis, (2) evolucién
paralela: la cual sugiere que la metastasis surge tempranamente durante la progresion del
tumor generandose al mismo tiempo que el tumor primario, (3) heterogeneidad dinamica: la
cual depende del numero de variantes metastasicas presentes siendo determinantes en el
potencial metastasico del tumor, (4) dominancia clonal: sugiere que una vez que se forma
una subclona metastasica esta competira y dominara el tumor por lo que tanto el tumor
primario como la metastasis presentaran el mismo fenotipo; y por ultimo (5) célula stem del
cancer: basado en la capacidad ilimitada de proliferacién celular donde ciertas poblaciones
adquieren capacidad formacion de metastasis, aunque no queda claro aun si son

verdaderamente stem o una subpoblacion diferente (Figura 9) (Talmadge, 2012).
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Figura 10. Modelos del proceso metastasico (Tomado y modificado de Talmadge, 2012).

3.1.1. Via relacionada con la progresion tumoral: invasion y metastasis.

En base a lo antes mencionado, la identificacion de biomarcadores asociados con la
activacion de la invasion y metastasis, son de gran importancia para determinar de manera
temprana a pacientes con riesgo de progresion de la enfermedad. En este sentido, se han
descrito en modelos celulares de cancer de mama (MDA-MB-231), algunos de los
mecanismos inductores del fenotipo invasor mediante la reorganizacién del citoesqueleto,
relacionando elementos ya identificados en el desarrollo de la metastasis. La via inicia a
partir de la unién de acido hialurénico al receptor transmembranal CD44, activando a través
de su dominio citoplasmatico a la cinasa ¢c-SRC. Debido a la fosforilacion por medio de c-
SRC, la proteina TWIST-1 se transloca al nucleo haciendo blanco en regiones génicas de
control denominadas “E- boxes”. En la busqueda de regiones “E-boxes”, se han identificado
posibles sitios de unién del factor de transcripcion TWIST-1, rio arriba del microRNA mir-10b
y se estableciéo que TWIST-1 es capaz de interactuar con dichas regiones localizadas dentro
del promotor de mir-10b, regulando positivamente su expresion. Por su parte, mir-10b es
capaz de regular post-transcripcionalmente a HOXD10, al cual se atribuyen funciones
supresoras de tumor en algunos modelos tumorales y cuya inhibicion favorece la expresion

de RhoGTPasas (RhoA y RhoC) activando a la cinasa RHO y como consecuencia la
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reorganizacion del citoesqueleto, promoviendo la aparicion del fenotipo invasor en modelos

celulares (MDA-MB-231) de cancer de mama (Figura 9) (Bourguignonet al, 2010).
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Figura 11. Via de sefializacion asociada con la invasion a partir de la expresion de c-SRC y TWSIT-1
mediada por acido hialurénico/CD44, en la regulacion de la produccion de mir-10b, expresion de
HOXD10/RhoGTPasa y funcion del citoesqueleto por la activacion de RHO cinasas en células de
cancer de mama (Tomado y modificado de Bourguignonet al, 2010).
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3.1.2. Genes asociados con la invasién y metastasis: TWIST-1, HOXD10,
HOTAIR

3.1.21. TWIST-1

El factor de transcripcion TWIST-1, pertenece a la familia con domino hélice-vuelta-hélice
(bHLH), estd agrupado en la clase B, ya que requiere de la unién de co-factores con el
mismo dominio para aumentar su afinidad por el ADN. Dicho dominio se une a la secuencia
consenso CATATG denominada “E-box”, la cual se ha identificado en elementos reguladores
de genes asociados con la organogénesis (Jan et al 1993). Este factor de transcripcion fue
identificado inicialmente en Drosophila melanogaster cuya participacion es importante
durante la gastrulacion en el desarrollo del mesodermo y células de la cresta neural, asi
como en la determinacién del eje dorso-ventral. Su inhibicién provoca parcial dorsolizacion y

falla en la diferenciaciéon del mesodermo (Simpson, 1983; Thisse et al 1987).

En humano TWIST-1 se localiza en el brazo corto del cromosoma 7, en la region citogenética
7p21.1, misma donde se han identificado las mutaciones del gen involucradas en el
desarrollo del sindrome Saethre-Chotzen (SCS). SCS es una enfermedad autosdémica
dominante heredable que se caracteriza por el desarrollo de individuos con baja estatura,

craneosinostosis, asimetria facial y retraso mental (Ghouzziet al, 2000).

Por otro lado, se ha descrito que TWIST-1 participa en los mecanismos de la transicién
epitelio-mesénquima (TEM), importantes durante el desarrollo embrionario y la reparacion de
tejidos, permitiendo la migracion de células epiteliales en contacto estrecho con la membrana
basal de su lugar de origen, hacia sitios distantes, adquiriendo caracteristicas del tumor

primario (Kalluri y Weinberg, 2009).

3.1.2.2. TWIST-1y cancer

Modelos experimentales in vivo han sido un éxito para identificar eventos moleculares
durante la metastasis. No obstante estos no han sido abordados en etapas tempranas del
proceso metastasico, ya que omiten el estudio de la expresion de genes involucrados en la
invasion e intravasacion al ser introducidas células tumorales directamente a nivel sistémico.
Yang et al (2003), mediante un modelo murino in vivo empleando células de cancer de
mama (4T1), determind el papel de TWIST-1 durante el proceso de metastasis. En este

modelo TWIST-1 no era importante en el proceso de formacion de tumores y/o proliferacion,
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mediante ensayos de inhibicion in vivo de TWIST-1; no obstante al implantar células
neoplasicas deficientes de TWIST-1 se reducian drasticamente el numero de ndédulos
metastasicos en pulmon. Por lo que se sugirié que TWIST-1 participa durante la fase de
intravasacioén, aumentando el numero y tamafo de colonias en contraste de aquellas

muestras con TWIST-1 inhibido, ello mediante analisis de muestras de sangre de raton.

Por ultimo, los autores determinaron la participacion de la TEM durante la progresion tumoral
mediada por TWIST-1, observando cambios morfolégicos similares a fibroblastos, cambios
en la expresion de marcadores epiteliales (E-cadherina) por mesenquimales (N-vimentina);
cuya pérdida de E-cadherina estda asociada con despolarizacion de células epiteliales en
lamina basal. De acuerdo a ello, mediante el empleo del modelo celular MDA-MB 231 se
determind la participacion de TWIST-1 en la activacion de la invasion regulando la expresion
de mir-10b, mismo que a su vez regula al HOXD10, el cual presenta funciones supresoras de

tumor (Bourguignonet al, 2010).

Por otro lado, se ha propuesto que TWIST-1 esta involucrado en la resistencia a farmacos
oncoldgicos, como Taxol y Vincristina, ello en lineas celulares de carcinomas nasofaringeo
(CNEZ2), vejiga (RT112), ovario (Ovca433) y prostata (PC3) (Wang, 2004). Por otra parte, la
expresion de TWIST-1 ha sido previamente asociada con la resistencia a cisplatino,
mediante la regulacion del gen YB-1 en cancer de préstata (PC3) y cancer de mama (MCF-
7) (Shiota et al, 2008).

Recientemente, se describid la participaciéon de TWIST-1 en la inhibicion del receptor de
estrogenos-a (RE-a) en lineas celulares de cancer de mama (MDA-MB-435 y 4T1), donde
altos niveles de TWIST-1, permiten el reclutamiento del complejo remodelador de
nucleosoma NuRD (nucleosome remodeling and deacetylase gene expression complex) en
el intrén 7 de RE-a, provocando la disminucion de los niveles de acetilacion de la histona 3,
en el residuo de lisina 9 (H3K9), y aumento de los niveles de metilacion de la histona 3 lisina
9 (H3K9). De igual manera se observé que lineas celulares (T47D y MCF-7), disminuyeron
su fenotipo RE-a positivas, durante la sobre-expresion de TWIST-1. Esta relacién inversa de
TWIST-1 con el RE-a pudo ser corroborada en carcinomas ductales invasivos. Lo anterior
permitiria, explicar por qué algunos pacientes adquieren resistencia al tratamiento endocrino

por tamoxifeno o raloxifeno (Fu et al, 2012).
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Lo anterior resulta de gran importancia, ya que la inhibicion del RE-a también ha sido
reportada en el desarrollo de CaCu, permaneciendo desconocido el mecanismo involucrado,
no obstante establecida la correlacion entre la subunidad (EZH2) del complejo Polycomb,
con pérdida de la expresion de RE-a (Zhai et al 2010). Al respecto, Lopez et al 2013 han
propuesto que la inhibicion RE-a. podria deberse a mecanismos pos-transcripcionales, al
identificar al transcrito en carcinomas cervicales, en ausencia de la proteina. Sin embargo, se
detectd la expresion de la proteina RE-B del cual poco se conoce sobre su participacién en
CaCu. A pesar de esto, se ha demostrado que la expresion de RE-a se mantiene en el

estroma, como un requerimiento para el desarrollo de la neoplasia (Chung et al, 2013).

Respecto a la participacion de ambos RE-a. y B, existen reportes contradictorios en cuanto a
los modelos y tejidos estudiados. Tal es el caso, de Chung et al (2008) donde en el modelo
de ratones transgénicos (K14E7) identifico que la expresion de RE-a constituye un factor
indispensable para el desarrollo de carcinomas cervicales tanto en ratén, como humano; en
contraste de RE-B. Mientras que, Zhai et al (2010) al inhibir la expresién de RE-« en lineas
celulares de cérvix, derivadas de neoplasia intraepitelial grado 1 (612), aumentan su
capacidad invasora. Por lo que se ha propuesto, que la participacion diferencial de RE-a en
el desarrollo de ciertos carcinomas en humanos, mientras que para otros tumores el efecto

de estrégenos estaria dado por RE-p.

Reportes previos sobre TWIST-1 en CaCu asocian la expresion de la proteina con pobre
pronéstico (sobrevida a 5 afios) en carcinomas de células escamosas en etapas I-lIAy 1IB-V,
(Shibata et al, 2008). En la linea celular de cérvix como Hela, asi como en carcinomas de
células escamosas y adenocarcinomas, se establecié a TWIST-1 como un posible regulador
del gen MDR-1P/gp, el cual esta involucrado en la resistencia a cisplatino (Zhu et al, 2011).
Por otra parte, en la misma linea celular HelLa, se asoci6 la expresion de TWIST-1 con la
presencia de caracteristicas tipo stem como CD44%" y CD24"¥° mediante la activacién de p-
catenina y Akt (Li y Zhou, 2011). Por lo que, aun permanece por identificar blancos génicos
regulados por TWIST-1, favoreciendo la progresion de CaCu, siendo uno de ellos RE-aen

aquellos carcinomas cervicales donde dicho receptor se encuentra inhibida su expresioén.
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3.1.2.3. HOXD10

HOXD10 pertenece a la familia de factores de transcripcion, reguladores maestros del
desarrollo embrionario, morfogénesis y diferenciacion celular. Identificados inicialmente en
Drosophila melanogaster a partir de dos mutaciones: antennapedia, reemplazo en el
desarrollo antenas por patas, asi como la mutacion bithorax, desarrollo extra de un par de
alas que reemplaza halterios localizados normalmente en el tercer segmento del térax. Se
encuentran conservados evolutivamente presentando una regién consenso de 60
aminoacidos llamado homeodominio. En humano, los genes HOX se encuentran agrupados
en 4 clusters (A, B, C, y D), localizado cada uno en cromosomas diferentes (7p15.3, 17g21.3,
12q13.3 y 2931, respectivamente). Cada cluster contiene de 9 a 11 genes alineados
secuencialmente en 13 grupos paralogos. Durante el desarrollo embrionario la expresion de
los genes HOX, ocurre espacio-temporalmente en una direccién 3" a 5° (Abate-Shen, 2002;
Lappin et al, 2006). Mientras que, aberraciones en los perfiles de expresidon espacio

temporal, ocurre en eventos neoplasicos.

3.1.2.4 HOXD10 y cancer

Previamente se ha descrito que HOXD10 participa en vias de sefalizacion relacionadas con
invasion descrita en modelos celulares de cancer de mama, participando como regulador del
fenotipo invasor en células CD44/acido hialurénico positivas, capaces de inhibir Rho-
GTPasas, RHO-cinasas y moléculas asociadas con la organizacion del citoesqueleto

(Bourguignon et al, 2010).

La pérdida progresiva de la expresion de HOXD10, a lo largo de tejidos endometriales
normales hacia carcinomas endometriales grado 1-3, ha sido asociada con el desarrollo de
este tipo de cancer considerandose a HOXD10 como gen supresor de tumor (Osborne et al,
1998). Asi mismo, ha sido reportada la inhibicion de la angiogénesis por parte de HOXD10y
la diseminacién neoplasica, manteniendo a células endoteliales en estado diferenciado y
quiescente (Carrio et al, 2002). Carrio et al (2005) también identificé que la sobre-expresién
de HOXD10 revertia el fenotipo invasor de modelos celulares, tales como MDA-MB-231 y
HelLa. Asi mismo, identifico la expresion del ARN en tejidos histolégicamente normales de
mama y endometrio, observando su disminucion en etapas avanzadas de la carcinogénesis
en ambos tejidos con lo que se confirmaba su funcidon manteniendo un estado diferenciado
en las células asi como en los capilares presentes previamente descrito por este mismo

grupo. Al respecto, en cancer gastrico ha sido considerado como gen supresor de tumores,
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cuya inhibicibn en cancer y sus respectivas lesiones precancerosas, esta asociada con
hipermetilacion de secuencias promotoras, siendo considerado como factor de pobre

pronéstico (Wang et al, 2012).

Previamente en modelos celulares de cancer de mama, se ha descrito que HOXD10
participa en vias de sefializacion relacionadas con invasion participando como regulador del
fenotipo invasor en células CD44/acido hialurénico positivas, capaces de inhibir Rho-
GTPasas, RHO-cinasas y moléculas asociadas con la organizacion del citoesqueleto
(Bourguignon et al, 2010).

Asi mismo, identifico la expresion del ARN en tejidos histolégicamente normales de mama y
endometrio, observando su disminucion en etapas avanzadas de la carcinogénesis en
ambos tejidos con lo que se propone su funcion en el mantenimiento de un estado
diferenciado en las células, asi como en los capilares.. Al respecto, en cancer gastrico ha
sido considerado como gen supresor de tumores, cuya inhibicidn en cancer y sus respectivas
lesiones precancerosas, esta asociada con hipermetilacion de secuencias promotoras,

siendo considerado como factor de pobre prondstico en pacientes (Wang et al, 2010, 2012).

En contraste, en muestras cervicales normales y carcinomas de células escamosas de
CaCu, el andlisis de expresién de genes HOX, Abd-b identifico la expresion del transcrito
HOXD10, B13, C9, C11, C12, C13 y D9, al no encontrarse en muestras libres de neoplasia
se asocio la presencia de dichos transcritos con el desarrollo de carcinomas en cérvix (Lopez
et al, 2006). Siendo este reporte, el unico hasta el momento que describe la expresién de
HOXD10 en CaCu, permaneciendo por confirmarse la presencia de expresion de proteina,
ya que se ha reportado, eventos de regulacion epigenética y/o post-transcripcional, como la

expresion de ARN-no-codificantes (ncRNA, non-coding RNA) se encuentren involucrados

3.1.2.5. ARN-no codificante

Aproximadamente el 70% del genoma es transcrito del cual solo el 2% codifica para
proteina, mientras que el restante consiste en ARN no-codificante (ARNnc). Dependiendo del
tamano son clasificados como ARN’s pequefios (<200 nucledtidos) donde se encuentran los
mirRNAs (micro RNAs), siRNAs (small interfering RNA) y los piRNAs (PIWI-interacting RNAs.
El otro grupo en el que se clasifican los ARNnc son los ARNSs largos (>200 nucleétidos) o

IncRNA (por sus siglas en ingles long non-coding RNA, ARNInc ) los cuales han adquirido
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importancia en procesos como la carcinogénesis (Gutschner y Diederichs, 2012), entre ellos
el HOTAIR.

3.1.2.6. HOTAIR y cancer

El estudio de los ARNInc, asociados a cancer ha permitido destacar la expresion de HOTAIR
(HOX Antisense Intergenic RNA descrito inicialmente como ARN de 2.2 kb, que se transcribe
como secuencia antisentido en el cluster HOXC y tiene su funcién en trans mediante la
interaccion y reclutamiento del complejo Polycomb 2 (PRC2) a través de la subunidad
SUZ12, encargado del remodelamiento de la cromatina, y capaz regular la expresiéon de los
genes HOX durante el desarrollo embrionario (Gieni y Hendzel, 2009). Al respecto se ha
descrito que dicho reclutamiento es capaz de silenciar al cluster HOXD, mediante la
capacidad enzimatica de generar marcas de trimetilacion sobre la histona 3, el residuo de la
lisina 27 (H3K27me3) (Rinn et al, 2007). Este mismo comportamiento ha sido reportado en
tumores metastasicos, al incrementar la expresion de HOTAIR en estos tumores
comparando su expresién con tumores primarios de mama, mediante el reclutamiento del
complejo PRC2 a partir de su subunidad SUZ12, silenciando a HOXD10 al igual que otros
genes implicados en la progresion del cancer como PGR, PCDH y JAM2. Por lo tanto, la
expresion de HOTAIR es considerada como factor determinante en el desarrollo de
metastasis, y factor de pobre sobrevida. Asi mismo la expresion de HOTAIR en el modelo
celular MDA-MB-231, confiere mayor capacidad de invasion (Gupta et al, 2010). Sin
embargo, a la fecha no existen reportes que indiquen la participacion de HOTAIR, asociado
con la expresion de HOXD10 en CaCU.
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¥ Sustificacion

La infeccion por VPH es el principal factor etiolégico asociado al desarrollo de CaCu aunque
no es un suficiente para el desarrollo de esta neoplasia, No todas las lesiones precursoras
evolucionan a cancer, y los tumores primarios aunque pueden clasificarse histologica y
clinicamente como entidades similares, no evolucionan de la misma manera, lo cual pone en
evidencia la heterogeneidad biolégica de estas lesiones, tales como diferencias en la
capacidad de invasion y metastasis. Al respecto, se ha identificado la contribucion de genes
tales como HOXD10 y TWIST-1, los cuales también participan en el desarrollo embrionario.
Aunque se ha detectado expresion en algunos tejidos adultos sin alteraciones neoplasicas, a
la fecha se desconoce su funcion.

En estudios independientes, en CaCu se ha identificado, la expresion de HOXD10 y TWIST -
1, éste ultimo involucrado en mal prondstico; sin embargo, se desconoce el perfil de
expresion de estos genes, desde el epitelio normal hasta CaCu. Por otra parte, se ha
propuesto a HOXD10 asociado a funciones supresoras de tumor en carcinomas gastricos,
endometriales y de mama. En particular, en cancer de mama se ha propuesto un modelo de
invasion que involucra la pérdida de expresion de HOXD10 debido a mecanismos de
regulacion transcripcionlaes y post-transcripcionales mediados por los ARNnc HOTAIR y mir-
10b respectivamente, este ultimo regulado por TWIST-1.

Sin embargo, a la fecha no hay reportes sobre la expresién de la proteina de HOXD10 en
cérvix y no se ha evaluado de manera simultanea la expresiéon de TWIST-1 y HOTAIR,
involucrados en su regulacion. Por lo que en el presente trabajo se evalu6é en epitelios
cervicales sin alteraciones neoplasicas, lesiones precursoras y CaCu, la expresion de los
transcritos y proteinas TWIST-1 y HOXD10, asi como HOTAIR.
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S. Obyetives

5.1. Objetivo general

Analizar la expresion de genes TWIST-1, HOXD10 y HOTAIR asociados a la invasion

y metastasis en el desarrollo del Cancer Cervico-uterino (CaCu).

5.2. Objetivos particulares

e |dentificar en epitelio cervical normal y CaCu, la expresion de los genes
TWIST-1, HOTAIR y HOXD10 mediante RT-PCR para establecer si hay
diferencias en los niveles de expresion de los tres genes.

e |dentificar en epitelio cervical normal, lesiones precursoras y CaCu las
proteinas TWIST-1, HOXD10 y RE-a;asi como determinar si hay alguna
relacion entre los niveles de expresion de las proteinas con la progresion en
las etapas de desarrollo de CaCu.

e Determinar si la expresion de los genes analizados en la progresiéon de CaCu
es compatible con el modelo de invasion y metastasis descrito en cancer de

mama
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Figura 12. Estrategia experimental.

6.1. Selecciéon de muestras biolégicas

Se seleccionaron biopsias de tejidos epiteliales cervicales humanos fijados en formal y
embebidos en parafina, de los archivos de patologia en base al reporte histopatologico. El
grupo control se establecié a partir de tejidos con diagndstico histopatolégico de epitelio
cervical sin alteraciones neoplasicas. El grupo de casos incluyé a tejidos con diagndstico
histopatoélogico de lesion precursora y CaCu. De ambos grupos se revisaron cortes
histologicos tefiidos con hematoxilina y eosina (H&E), seleccionando unicamente aquellas
muestras con epitelio suficiente y con la menor proporcion de estroma en relacion al epitelio.
Del total de muestras revisadas se seleccionaron 10 muestras de epitelio cervical normal, 24

con diagndstico histopatoldgico de lesién precursora y 22 de CaCu.
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También se utilizaron dos tipos de lineas celulares: cérvix (HeLa, MS751, Inbl, C33, Caskiy
SiHa) y mama (T47D y MCF7). Todas las lineas celulares se fijaron con 1ml de ThinPrep®

Preserv Cyt y se mantuvieron a 4°C.

6.2. Procesamiento de muestras para extraccion de acidos nucleicos

A los bloques de parafina de tejidos del grupo control y casos, se les realizaron cortes en un
microtomo (Leica). Los primeros cortes realizados a cada bloque (aproximadamente 3 de
5um cada uno) se eliminaron con la finalidad de reducir la contaminacion. Para delimitar que
en el grupo control sélo se analizaron células epiteliales, las cuales se extrajo mediante
sacabocados el area de interés con una aguja de 0.6mm (4 sacabocados por muestra) y
para los casos de CaCu se realizaron 6 cortes de 10um, los cuales fueron depositados al
igual que los sacabocados en tubos eppedorf de 1.5ml para la extraccion de acidos

nucleicos.

Se determind que para las muestras con lesiones precursoras no se haria la extraccion de
acidos nucleicos debido a limitaciones por el tamafo de la lesion , por lo que sélo se

utilizaron para analisis de proteinas en un microarreglo de tejidos.

6.3. Extraccion de acidos nucleicos

Del grupo control se extrajo ARN de 10 muestras con epitelio cervical normal utilizando el kit
kit RNeasy FFPE (Qiagen) siguiendo el protocolo del fabricante
(http://www.qgiagen.com/Products/Catalog/Sample-Technologies/RNA-Sample-

Technologies/Total-RNA/RNeasy-FFPE-Kit#resources.) Del grupo de casos Unicamente se
extrajo ARN de 22 muestras y DNA de 13 muestras de CaCu utilizando el kit AllPrep DNA-
RNeasy FFPE (Qiagen) siguiendo el protocolo del fabricante

(http://www.qiagen.com/Products/Catalog/Sample-Technologies/RNA-Sample-
Technologies/DNA-RNA-Protein/AllPrep-DNARNA-FFPE-Kit#resources).

6.4. Sintesis de cDNA

Se seleccionaron muestras con al menos 100ng/ul de ARN (pureza 260/280: 1.7-2.0,
cuantificadas en espectrofotémetro (Microplate spectrophotometer, EPOCH)). Las muestras
seleccionadas fueron: 10 epitelios cervicales normales y 22 CaCu, a los cuales se les realizd

la sintesis utlilizando el kit High Capacity RNA-to-cDNA (AppliedBiosystems) a partir de 1ug
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de ARN de cada muestra. ARN y cDNA de las muestras fueron almacenados a -20°c para

posteriores analisis.

6.5. PCR- tiempo real (RT-PCR)

El andlisis de la expresién de los transcritos se realizO mediante sondas de hidrodlisis
(Universal Probe Library set Human, ROCHE) y con el sistema Light Cycler® 480 Probe
Master Mix (ROCHE) en el termociclador Light Cycler® 480 Il (ROCHE). Se us6 como gen
endégeno HPRT (SENTIDO-CCTGGCGTCGTGATTAGTG/ ANTISENTIDO-
TGAGGAATAAACACCCTTTCCA, sonda 73). La reaccién de RT-PCR se realizé6 y con
diluciones 1:10 del cDNA sintetizado de los controles (5 muestras con epitelio normal y 5
muestras con epitelio normal adyacente) y 22 casos (CaCu) para un volumen final por
reaccion de 10ul. Las muestras se analizaron por triplicado con el gen endégeno. Todas las
muestras fueron cargadas en una placa de 96 pozos (Light Cycler® 480 Multiwellplate 96) y
siguiendo el siguiente protocolo para RT-PCR: Pre-incubacién (1 ciclo) 95°C (107),
Amplificacion (45 ciclos) 95°C(107), 60°C(307) y 72°C(17), y Enfriamiento(1 ciclo) 40°C(30).
Se descartaron las muestras donde no se detectdé amplificacion del gen endégeno. Las
muestras positivas fueron analizadas para identificar los genes de interés, mediante sondas
de hidrdlisis: para TWIST-1 (SENTIDO-AGCTACGCCTTCTCGGTCT/ ANTISENTIDO-

CCTTCTCTGGAAACAATGACATC, sonda 6); HOXD10 (SENTIDO-
CTGAGGTCTCCGTGTCCAGT/ ANTISENTIDO-GCTGGTTGGTGTATCAGACTTG, sonda 2)
y HOTAIR (SENTIDO-CAGTGGGGAACTCTGACTCG/ ANTISENTIDO-

GTGCCTGGTGCTCTCTTACC, sonda 50). La informacién obtenida fue analizada utilizando
el programa Light Cycler® gene scanning software (ROCHE).

6.6. Inmunohistoquimica e Inmunocitoquimica
Para evaluar la expresion de las proteinas TWIST-1, HOXD10, ER-a, ER-B y CD44 en todos

los epitelios de interés se realizd un microarreglo de tejidos elaborado con un
microarreglador (ADVANCE TISSUE ARRAYER, CHEMICON), los epitelios tomados
provenian de tejidos cervicales humanos embebidos en parafina. Cada uno de ellos se tomé
con una aguja de 1 mm (donador) y con otra aguja de 1mm (recipiente) se realizaron los
orificios en el bloque de parafina destinado para el microarreglo donde se deposité el epitelio
extraido. En total se colocaron 63 epitelios (spots) correspondiendo Unicamente al grupo
control (epitelio cervical normal) 26 spots. Para el grupo de casos se colocaron 37 spots

tomados: 23 spots de lesiones precursoras y 14 spots de CaCu.
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Para realizar la reaccién de inmunohistoquimica de cada proteina se utilizé un corte de 4um
del bloque de parafina que contenia el microarreglo, se realizdé en el sistema automatizado
Benchmark Autostainer (Ventana Medical Systems Inc). Para cada reaccidn de
inmunohistoquimica se realiz6 la estandarizacion de la concentracion de anticuerpo asi como

el tiempo de incubacién (para todos los anticuerpos fue de 30 minutos)

Los anticuerpos y diluciones optimas utilizadas fueron anti-HOXD10 policlonal 1:150
(ABCAM), anti-TWIST-1 monoclonal 1:150 (Santa Cruz), anti-receptor de estrégenos-a
monoclonal (Ventana Medical Systems Inc) y anti-receptor de estrégenos-p (Gene Tec
1:150).

Para analizar la expresion de las proteinas en todas las lineas celulares se realizaron
arreglos en laminillas con las lineas celulares de cérvix y de mama. Primero a una alicuota
(200 ul) de cada linea celular (cérvix y mama) se le retiro la solucion fijadora (ThinPrep®
Preserv Cyt), agregandole en un tubo eppendor (1.5 ml) 500 ml de PBSy tritén al .01%,
centrifugando a 7000 rpm durante 5 minutos. Se retird el sobrenadante del tubo y se volvié a
agregar PBS vy triton al 0.1%, se centrifug6 a 7000 rpm durante 5 minutos y se retir6 el
sobrenanadante. Al final se homogenizd la muestra en vértex, se tomaron 10ul de cada
alicuota y se coloco en una laminilla electrocargada. EI mismo procedimiento se realizé para
cada linea celular obteniendo al final un arreglo en una laminilla de las lineas celulares de
cérvix (HelLa, MS751, C33, Caski y SiHa) y con lineas celulares de cancer de mama (T47D y
MCF7).

6.7. Analisis de imagenes

Se evalud la presencia o ausencia de las proteinas asi como la intensidad de la reaccién
(alta, moderada y baja). Posteriormente se capturaron las imagenes de los spots a un
aumento de 400x por medio de un microscopio optico (DM750, LEICA) para evaluar el
porcentaje de expresiéon nuclear de las proteinas con el programa Image J (Image
Processing and Analysis in Java) utilizando el pluggin /Immunoratio © 2010-2011 (Isola J y

Tuominen( Institute of Biomedical Technology, University of Tampere).
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6.8. Deteccién de VPH
Debido a las caracteristicas en cuanto a cantidad y calidad de las muestras seleccionadas,
se realizaron diferentes métodos para la detecciéon de VPH, tales como PCR, hibridacién in

situ reversa, hibridacion in situ, asi como por el marcador subrogado p16.

6.8.1. Hibridacion in situ de VPH's de alto riesgo (ISH) y expresion de la
proteina p16

A partir del microarreglo previamente elaborado se realizé la deteccion de VPH por medio de
dos métodos el primero a partir de hibridacién in situ (ISH) utilizando la sonda Inform HPV lli
Family 16 Probe (B)(Ventana Medical Systems Inc), la cual es un coctel de sondas que
detecta los tipos virales asociados con cancer cervical: 16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58 y 66. Se realizd la estandarizacion del tiempo de incubaciéon de la proteasa a 14 min,
16min y 18min, siendo esta ultima la utilizada para el analisis en epitelios de acuerdo a la
guia de “Interpretation Guide for Ventana INFORM HPV Probes In Situ Hibridization (ISH)
Staining of Cervica Tissue” la cual puede ser consultada en la siguiente direccion

http://www.uclad.com/newsletters/HPV_ISH_Tissue-Probe-Interpretation_Guide.pdf

El segundo método utilizado fue Ila deteccion de la proteina p16 mediante
inmunohistoquimica utilizando el anticuerpo p16 (p16 (INK4) ready-to-use, BioGenex). Para
realizar la reaccion de inmunohistoquimica de p16 asi como ISH se utilizé un corte de 4um
del bloque de parafina que contenia el microarreglo. La reaccién de inmunohistoquimica y
ISH se llevaron a cabo mediante el sistema de Benchmark Autostainer(Ventana Medical
Systems Inc). Los resultados fueron evaluados en el microscopia Leica a 400x, segun las

guias.

6.8.2. Deteccion de VPH por medio de PCR punto final

Primers GP5+/GP6+

La reaccién de PCR se realizé en un volumen final de 25 pl la cual contenia Dream Taq
Buffer 1x (Fermentas), MgCL2 3mM, mix dNTPs .2mM, 1 unidad de Dream Taq DNA
polymerase (Fermentas), primers GP5+ (TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC) 1uM y GP6+
(GAAATAAACTGTAAATCATATTC) 1uM. Las condiciones de ciclado fueron 40 ciclos de
desnaturalizacién a 94°C por 40 seg, alineamiento a 40°C por 1 min y elongacion a 72°C por

40 seg. El primer ciclo estuvo precedido por 10 min de desnaturalizacion a 94°C y el ultimo
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ciclo fue una elongacion final por 4 min a 72°C. Las condiciones fueron programadas en el
termocilclador C1000™ Thermal Cycler (BIO-RAD).

PCR multiplex

Se realizé la amplificacién de fragmentos de 200pb y 400pb del gen endégeno GAPDH para
evaluar la calidad del ADN a partir de muestras de tejidos embebidos en parafina (van Beers
et al, 2006). La reaccion de PCR se realizdé en un volumen final de 20ul la cual contenia
Dream Taq Buffer1x (Fermentas), MgCl, 3mM, mix dNTPs 0.2mM, 1 unidad de Dream Taq
DNA polymerase (Fermentas), primers 200pb (SENTIDO-AGGTGGAGCGAGGCTAGC/
ANTISENTIDO-TTTTGCGGTGGAAATGTCCT) 133033TGCGGTGGAA400pb (SENTIDO-
ACAGTCCATGCCATCACTGC/ ANTISENTIDO- GCTTGACAAAGTGGTCGTTG)
.0675100pLas condiciones de ciclado fueron 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 40
seg, alineamiento a 56°C por 50 seg y elongacion a 72°C por 50 seg. El primer ciclo estuvo
precedido por 5 min de desnaturalizacién a 94°C. El ultimo ciclo fue una elongacion final por
5 min a 72°C. Las condiciones fueron programadas en el termocilclador C1000™ Thermal
Cycler (BIO-RAD).

6.8.3. Genotipificacion de muestras por medio de Linear Array®

Para la tipificacion de VPH en muestras de CaCu se seleccionaron aquellas con al menos
100ng/ul de ADN(pureza 260/280: 1.7-2.0, cuantificacion realizada en espectrofotometro
EPOCH) y se utilizé el kit LINEAR ARRAY HPV Genotyping Test (ROCHE), el cual identifica

37 distintos tipos virales incluyendo todos los de alto riesgo oncogénico.

Todos los datos fueron manejados en el paquete estadistico PASW Statistics 18 (SPSS
Statistics) los resultados obtenidos tanto de la expresion de los 3 genes como de la
expresion nuclear se analizaron mediante ANOVA (Analisis de varianza) de 1 factor con un

grado de significancia de p<0.05.
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7. Resulbaddes

7.1 Expresion de los genes TWIST-1, HOXD10 y HOTAIR
Se analizé la expresion de expresion de TWIST-1, HOXD10 y HOTAIR relativa al gen

endogeno HPRT en epitelios cervicales normales (grupo control) y CaCu (casos), cuyos
resultados de, se muestran en la figura 13.
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Figura 13. Expresion de los genes TWIST-1 (A), HOXD10 (B) y HOTAIR (C) en muestras de epitelio
cervical normal y CaCu. Aquellas muestras de CaCu por encima de la linea punteada sobre
expresaron el gen con respecto a muestras de epitelio cervical normal. TWIST-1 (p=0.1067) HOXD10
(p=0.3797) y HOTAIR (p=0.4025) mediante prueba de ANOVA.

De las muestras analizadas el 100% del grupo control (10/10) y de CaCu (22/22) expresaron
TWIST-1. El 70% (7/10) de las muestras control expres6 HOXD10, mientras que 86.36%
(19/22) de las muestras en CaCu. Por ultimo, ninguna muestra control expresé el gen
HOTAIR, en contraste del 22.72% (5/22) de las muestras en CaCu (Tabla 1), no obstante no
se observaron diferencias significativas entre el grupo control y casos de CaCu mediante

analisis de varianza (Figura 13).

Tabla 1. Porcentaje y frecuencia de muestras del grupo control y casos que expresaron los genes
TWIST-1, HOXD10y HOTAIR.

Genes Epitelio cervical
analizados por normal % CaCu % (n=22)
RT-PCR (n=10)
TWIST-1 100% 100%
HOXD10 70% 86.36%
HOTAIR 0% 22.72%

Posteriormente se determiné el numero de muestras de CaCu que sobre-expresé cada gen
tomando como punto de corte el valor mas alto obtenido en el grupo control. De las muestras
de CaCu el 22.27% (6/22) sobre-expresé TWIST-1 (Figura 13, A), el 22.72% (5/22) de las
muestras sobre-expres6 HOXD10 (Figura 13, B) y 22.72% (5/22) de las muestras de CaCu
sobre-expresaron HOTAIR (Figura 13, C).

7.2 Expresion de las proteinas

Se realizé la construccion de microarreglos de tejidos con la finalidad de analizar la
expresion de proteinas mediante ensayos de inmunohistoquimica en tejidos cervicales con
diferente diagndstico histopatoldgico, entre ellos epitelio cervical normal (grupo control),

lesiones precursoras y casos de CaCu (Figura 14).
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Figura 14. Hibridacién in situ (ISH) de VPH de alto e Inmunohistoquimica de las proteinas p16, TWIST-
1, HOXD10, RE-ay RE-B en epitelio cervical normal, lesion precursora y CaCu. RE (Receptor de

estrégenos). Las imagenes fueron capturadas con aumento total de 400x.
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Inicialmente se evalué de manera cualitativa la intensidad de la expresiéon de las proteinas
(negativo, baja, moderada y alta) TWIST-1, HOXD10, RE-a y RE-B en los spots del grupo
control (epitelio cervical normal) y casos (lesién precursora y CaCu) como se muestra en las

figuras 15-18.
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Figura 15. Andlisis cualitativo de la expresion de la proteina TWIST-1 en el grupo control y casos,

basado en la intensidad de reaccion .
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Figura 16. Analisis cualitativo de la expresion de la proteina HOXD10 en el grupo control y casos,

basado en la intensidad de reaccion.

A partir de diferencias encontrados en trabajos previos sobre la participacién de los
receptores de estrogenos a y  en CaCu se consideré también evaluar la expresion de la

proteina de ambos receptores en los spots del grupo control y casos (Figura 17 y 18).
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Figura 17. Anadlisis cualitativo de la expresién de la proteina RE-a en el grupo control y casos.
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Figura 18. Andlisis cualitativo de la expresion de la proteina RE-f en el grupo control y casos.
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En la tabla 2 se muestra el porcentaje y frecuencia de muestras del grupo control y casos de

acuerdo a la intensidad de las proteinas analizadas.

Tabla 2. Porcentaje y frecuencia de las muestras a partir de la intensidad de las proteinas analizadas.

. L . Lesion
Proteina Inten5|daf'J de | Epitelio cervical precursora % CaCu % (n)
la proteina normal % (n) (n)
bai 38.46% 43.47% 14.28%
dja
J (10/26) (10/23) (2/14)
- moderada 53.84% 34.78% 42.85%
‘é’ (14/26) (8/23) (6/14)
|_
it 7.69% (2/26) 21.73% 42.86%
ara oI (5/23) (6/14)
bai 62.5% (15/24) 60.86% 42.85%
dja .
J ° (14/23) (6/14)
Q 39.13% 28.57%
i
derad 37.5% (9/24
% moderada 6 (9/24) (9/23) (4/14)
T
alta 0% 0% 28.57%
’ ’ (4/14)
baja 12.5% (3/24) | 50% (11/22) | 33.33% (2/6)
40.90%
derad 29.16% (7/24 66.66% (4/6
3 moderada 6 (7/24) (9/22) % (4/6)
o
It >8.33% 9.09% (2/22) 0%
alta .
(14/24) ° °
baja 36.36% (8/22) 33.33% 0%
]] . (] (5/15) (]
- moderada 63.63% 53.33% 78.57%
L (14/22) (8/15) (11/14)
it 0% 13.33% 21.42%
afta ° (2/15) (3/14)
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7.2.2. Analisis de imagenes

Se identificd una tendencia respecto al incremento de expresion de las proteinas TWIST-1,
HOXD10 y un decremento de RE-a en la progresion del CaCu, por lo que se decidio realizar
un andlisis cuantitativo de la expresion de las proteinas TWIST-1, HOXD10, RE-a y RE-p.
Dicho analisis se realizd a partir del porcentaje de expresion nuclear en los diferentes
epitelios mediante el programa para andlisis de imagenes Imaged con el pluggin
ImmunoRatio a partir de la fotografia capturada previamente de cada spot en el microarreglo
(figura 19-22).

Figura 19. Analisis del porcentaje de expresion nuclear mediante Image J y promedio del porcentaje

de expresion de la proteina TWIST-1 en el grupo control y casos. (ANOVA p= 0.0089)
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Figura 20. Analisis del porcentaje de expresién nuclear mediante Image J y promedio del porcentaje
de expresion de la proteina HOXD10 en el grupo control y casos. (ANOVA p= 0.00000093).
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Figura 21. Analisis del porcentaje de expresién nuclear mediante Image J y promedio del porcentaje

de expresion de la proteina RE-a en el grupo control y casos. (p= 0.7888)
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Figura 22. Analisis del porcentaje de expresién nuclear mediante Image J y promedio del porcentaje
de expresion de la proteina RE-B en epitelio cervical normal, lesion precursora y CaCu. (ANOVA p=
0.00000001)

Mediante el analisis de imagenes se identific6 aumento en el porcentaje de expresiéon
nuclear de las proteinas TWIST-1 y HOXD10 siendo mayor en los casos de CaCu (Figura 19
y 20 respectivamente). En los mismos casos analizados se identificd disminucion en el
porcentaje de expresion de la proteina del receptor de estrogenos o siendo menor en CaCu
y en algunos casos de este mismo no hubo expresion de la proteina (Figura 21). Por ultimo
con respecto al receptor de estrogenos B hubo aumento en el porcentaje de expresion

siendo mayor en CaCu (Figura 22).
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7.2.3. Inmunocitoquimica

Se realizé inmunocitoquimica de las proteinas TWIST-1, HOXD10 y RE-a en lineas celulares
de cérvix (HeLa, MS751, C33, Caski y SiHa) y lineas celulares de mama (T47D y MCF7)
para evaluar la expresion de las proteinas en ambos tipos de lineas celulares para
determinar diferencias en la expresion de las proteinas entre ambos tipos de lineas

celulares. (Figura 23 y tabla 3).

Figura 23. Inmunocitoquimica de las proteinas RE-o, TWIST-1 y HOXD10 en las lineas celulares de cérvix: Hela,

Caski y SiHa. Las imagenes fueron capturadas a un aumento de 400x.
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Tabla 3. Expresion de las proteinas RE-o,, TWIST-1 y HOXD10 en lineas celulares de cérvix (*) y mama (=).

Linea celular RE-a | TWIST-1 | HOXD10
* | Hela - + N
* | Caski - + +
* | SiHa - + N
* | MS751 - + R
* | 33 - R N
* | Inbl - + +
~ | T47D + R R
~ | McF7 + R N

Nuestros resultados indican ausencia en la expresion de la proteina RE-a, en las 6 lineas
celulares de CaCu, en contraste todos los modelos celulares expresaron tanto proteina
TWIST-1 como HOXD10.

Adicionalmente, en 2 lineas celulares de cancer de mama (T47D y MCF7), fue identificada
la expresion de RE-a, TWIST-1 y HOXD10.

7.3. Deteccién de VPH

A partir del analisis del microarreglos de tejidos se llevé a cabo la deteccion de VPH en
grupo control (epitelio cervical normal) y casos (lesiones precursoras y CaCu) mediante
hibridacion in situ de VPH'’s de alto riesgo (ISH) y la expresion de la proteina p16 (Figura 24).
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Figura 24. Hibridacion in situ (ISH) y p16 en spots del grupo control (epitelio cervical normal) y casos

(lesion precursora y CaCu). Imagenes capturadas con aumento total de 400x.

Mediante ISH, ninguno de los tejidos analizados (25 spots) de epitelio cervical normal fueron
positivos, mientras que del grupo de casos: el 52.17% (12/23) correspondientes a lesiones

precursoras fueron positivos y 46.15% (6/13) de los casos de CaCu fueron positivos.

Al evaluar la expresion de la proteina p16 por medio de ISH, ninguno de los epitelios de
tejido cervical normal la expresaron, mientras que del grupo de casos: el 52.17% (12/23) de

lesiones precursoras fueron positivos y CaCu todos los casos (13/13) expresaron la proteina.

En ningun caso el epitelio cervical normal expres6 ambos marcadores asociados a VPH,
mientras que del grupo de casos el 30.43% (7/23) y 46.15% (6/13) de CaCu expresé ambos

marcadores.

Detecciéon de VPH por medio de PCR

Respecto a la deteccion por medio de PCR, en lesiones precursoras y CaCu, incluidas en el
microarreglo utilizando primers GP5+/ GP6+, permitio identificar infeccion por VPH en 85%
(17/20) de lesiones precursoras y 92.30% en CaCu (12/13).. Adicional a esto, para descartar
falsos negativos (debido a la degradacion de la muestra) en la deteccién de VPH, se realizd
PCR multiple para evaluar la calidad del ADN, amplificando fragmentos de 200pb y 400pb
del gen GAPDH (Figura 25).
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Figura 25. Evaluaciéon de la calidad y deteccion de VPH en muestras del grupo control (epitelio
cervical normal) y de casos (lesidn precursora y CaCu). Deteccién de fragmentos de 400pb y 200pb
del gen endégeno GAPDH por medio de PCR multiplex (A). Deteccion de VPH por medio de PCR
punto final utilizando primers GP5+/ GP6+ (B). Como control positivo se utilizé la linea celular SiHa y
para el control negativo se utilizé la reaccion de PCR sin ADN. Los productos esperados se indican
con una flecha. Marcador de peso molecular (MPM), cancer cervico-uterino (CC), lesién precursora

(LP) y epitelio cervical normal (EN).

Respecto a las muestras control, estas correspondian a tejido cervical sin alteraciones
neoplasicas, adyacente a lesiones; debido a que no fue posible realizar microdiseccion para
determinar en esa region del tejido la presencia de VPH, sélo se evalué mediante CISH y la
por expresion de p16. Dentro del microarreglo no se incluyeron 13 muestras de CaCu que si
fueron consideradas para el analisis de la expresion de los genes(13/22) (Figura 13) ya que
no se contaba con el tejido suficiente debido a que se les realizé la extraccion de ARN vy
ADN. Solo 10 muestras que tenian ADN de buena calidad se les realizo la deteccién de VPH

y posteriormente aquellas que fueron positivas se tipificaron (Figura 26).
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Figura 26. Evaluaciéon de la calidad y deteccion de VPH en muestras (FFPE) de casos (CaCu).
Deteccion de fragmentos de 400pb y 200pb del gen endégeno GAPDH por medio de PCR multiplex (A
Deteccion de VPH por medio de PCR punto final utilizando primers GP5+/GP6+ (B). Como control
positivo se utilizé la linea celular SiHa y para el control negativo se utilizé la reaccion de PCR sin ADN.
Los productos esperados se indican con una flecha. Marcador de peso molecular (MPM) y cancer

cervico-uterino (CC)

Por medio de PCR se detecté 70% (7/10) de las muestras de CaCu infeccién por VPH. A
partir de lo obtenido se realizé la tipificacion a un total de 9 muestras, se incluyeron 2
muestras que habian sido negativas para PCR ya que correspondian a CaCu por lo que se
decidi6 incluirlas para descartar infeccion por VPH. El 88.88%(8/9) de las muestras tuvieron
VPH 16 y el 11.11%(1/9) tuvo VPH 39. Del 88.88% de las muestras que tuvo VPH 16, el
37.5% (3/8) de estas presentaron otros tipos virales en conjunto con VPH 16 (66, 18, y 45).

En la tabla 4 se muestra una comparacion del nimero de muestras que fueron positivas por

alguno de los tres métodos utilizados para la deteccién de VPH.
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Tabla 4. Porcentaje y frecuencia de muestras con infeccion de VPH analizadas por medio de PCR,

ISHy p16

De los tres métodos empleados para la deteccion de VPH se obtuvo un mayor porcentaje de

positividad mediante ensayos por PCR, al analizar los diferentes epitelios cervicales.

Diagndstico | PCR % (n) ISH % (n) p16 % (n)
Epitelio
cervical N.D. 0% (0/25) 0% (0/25)
normal %
Lesion 52.17% 52.17%
85% (17/20)
precursora (12/23) (12/23)
CaC 85.71% 46.15% 100%
aku (12/14) (6/13) (14/14)
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S Discusion

TWIST-1 regula a nivel transcripcional a mir-10, el cual a su vez regula a nivel post-
transcripcional a HOXD10; lo cual promueve la invasion y metastasis en un modelo de
cancer de mama (Bourguignon et al 2010). Por otra parte, el ARNInc HOTAIR participa en el
silenciamiento transcripcional de HOXD10, también en un modelo de cancer de mama
(Gupta et al, 2010), sin embargo se desconoce si este modelo de regulacion se presenta en
otros tipos de cancer como en CaCu. Existen reportes en la literatura sobre la expresion de
TWIST-1 (citas) en CaCu y solo un reporte sobre alteraciones en la expresion del transcrito
HOXD10 (Lopez, 2006); sin embargo a la fecha no se han analizado de manera simultanea
la expresion de dichos genes, los cuales participan en una via de sefalizacién en metastasis.
Por lo cual, en el presente trabajo se analizdé en epitelios cervicales normales, lesiones
precursoras y CaCu, la expresion a nivel transcripcional y proteina a HOXD10, y TWIST-1,

asi como la expresion del ARNInc HOTAIR.

A partir de los resultados obtenidos se identificd la expresion de la proteina TWIST-1 en
epitelio cervical libre de alteraciones neoplasicas, especificamente en la capa basal, lo cual
no habia sido reportado previamente. Reportes recientes indican que TWIST-1 puede
participar en procesos de proliferaciéon (Qian et al 2013), lo cual es caracteristico del epitelio
basal. Se identificd incrementd de expresion en lesiones precursoras y en CaCu, aunque
s6lo en 22% de los casos. La sobre expresion de TWIST-1 esta implicada en la progresion
neoplasica ya que se asocia a pobre prondstico en pacientes con CaCu (Shibata y 2008); por
lo que las muestras precursoras con sobreexpresién, podrian tener potencial de progresion
hacia una lesién de mayor grado; asi como las muestras con CaCu asociadas a mal
prondstico. Estos resultados sugieren que los cambios en la expresion de genes
involucrados en metastasis y mal prondstico, pueden presentarse de manera temprana,
desde lesiones precursoras, lo cual puede ser de utilidad en la clinica, sin embargo es

necesario confirmar esta hipétesis en estudios prospectivos.

La expresion de TWIST-1 ha sido descrita en procesos de desarrollo embrionario (Simpson,
1983; Thisse et al 1987), metastasis (Yang et al 2003) y quimioresistencia (Shiota et al,
2008; Wang, 2004; Zhu et al, 2011). En tejidos humanos de adulto, solo se conoce que su
expresion se mantiene en algunos tejidos analizados derivados del mesodermo, tales como

corazon, musculo esquelético, rifdn y pancreas (Wang et al 1997). Sin embargo, al detectar
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la expresion tanto del transcrito como de la proteina de TWIST-1 en epitelios cervicales
normales podria estar realizando alguna funcion relacionada con el desarrollo vy
mantenimiento del epitelio, tal como la proliferacion; y no solo como factor transformante del
desarrollo oncoldgico de CaCu, aunque no se tienen reportes sobre esto a pesar de que el
aparato genitourinario también deriva del mesodermo (Mann et al 2012), cuya formacion es

parcialmente dependiente de TWIST-1.

Respecto a HOXD10 Lépez et al (2006), no identificd su expresion en epitelio normal y si en
muestras con CaCu, en contraste en nuestro trabajo, detectamos la expresion tanto del
transcrito como de la proteina. Estos resultados aparentemente contradictorios, podrian
explicarse debido a las diferencias en sensibilidad de las técnicas empleadas, ya sea por
PCR en punto final empleada en el trabajo de Lopez y la empelada en este trabajo: PCR en

tiempo real, ademas de la microdiseccion del epitelio cervical, eliminando tejido estromal..

Asi mismo, existid expresion de la proteina HOXD10 en epitelios cervicales normales,
lesiones precursoras y CaCu, siendo este trabajo el primer reporte sobre su expresion en
tejido de cérvix. Por otra parte estudio previos han sugerido que HOXD10 participa como gen
supresor de tumores en cancer ya que la pérdida de expresion se relaciona al desarrollo del
cancer gastrico (Wang et al, 2012), endometrial (Osborne et al, 1998), mama (Carrio et al
2005) y angiogénesis (Carrio et al, 2002); sin embargo, la sobre-expresién de HOXD10 en
CaCu, sugiere su participacién en el desarrollo neoplasico, mas que con funciones

supresoras.

Adicionalmente respecto a la expresion simultanea de TWIST-1 como de HOXD10, en
epitelios cervicales, sugiere incompatible el modelo de regulacion pos-transcripcional,
reportada previamente para TWIST-1 (Bourguignon et al, 2010), dado la expresién de ambas
proteinas en los casos aqui estudiados. Por otro lado, no fue posible asociar la regulacién de
HOXD10 relacionado con la presencia del ARNInc, HOTAIR como reportes previos sugieren
(Gupta et al 2007, Rinn et al 2007), ya que no hubo expresién o en algunos casos fue baja la
expresion de HOTAIR. Sin embargo aquellos casos de CaCu (22 %) que expresaron
HOTAIR, podrian estar asociados con riesgo de progresion de la enfermedad, al estar este
gen involucrado en el desarrollo de procesos invasivos y la formacién de metastasis como
ya se ha mencionado en mama asi como en algunos otros tipos de cancer: gastrico (Yu et al
2013), pancreas (Kim et al 2013) y de eso6fago (Lv et al 2013).

FESI-UNAM



Los receptores de estrogenos tanto a como B han sido asociados con el desarrollo de CaCu,
y otros tipos de cancer como cancer de mama (Hyashi et al, 2003). Por su parte en CaCu,

existen reportes controversiales respecto de la participacion de ambos receptores.

Al respecto, en tejido epitelial analizado identificamos la expresion de RE-a en epitelio
cervical normal y lesiones precursoras, localizado en células basales y para-basales.
Mientras que en los casos de CaCu, en 60% no fue posible detectar la expresion de RE-a en
epitelio, no obstante se detectdé expresion en células estromales. Estos datos contrastan con
lo reportado por Lépez et al (2013), donde no detectdé expresién de la proteina RE-a y
propone que al detectar el transcrito es regulado a nivel pos-transcripcional, sin embargo no
se especifica si dicho andlisis de expresion se hizo especificamente del epitelio ya que de no
ser asi cabria la posibilidad de que lo expresado en las muestras de CaCu por PCR podria
pertenecer a células del estroma. Adicionalmente, un reciente reporte de Chung et al (2013)
determina que la expresion en células del estroma, favorece el desarrollo de este carcinoma.
Desde el punto de vista funcional, Zhai et al (2010), reportaron que la pérdida de RE-
o favorece la invasion de cancer cervical asi mismo, también identifica la pérdida progresiva

del RE-a en el desarrollo de CaCu..

La ausencia del RE-a también se observd en lineas celulares de cérvix y presencia de
TWIST-1 al respecto se ha propuesto en lineas celulares de cancer de mama, un mecanismo
de inhibicién mediado por TWIST-1, (Fu et al 2012); sin embargo, es necesario realizar

analisis funcionales para establecer, si este es el mismo mecanismo de inhibiciéon de RE-a.

Nuestro resultados en CaCu, indican que a pesar de la disminucién de la expresién de RE-q,
la expresion de RE- se mantiene, incluso incrementa en la progresion histopatologica de las
muestras analizadas (epitelio cervical normal, lesion precursora y CaCu). Tales resultados,
respecto a la expresion de RE-p en CaCu difieren de lo reportado por Chung et al (2008),
quienes no lo identificaron en carcinomas cervicales. Al respecto se ha propuesto que RE-b,
participa en la invasion en carcinomas endometriales (Takama et al, 2001).. Por otra parte,
en algunas muestras de CaCu se encontr6 la expresion de ambos receptores de
estrogenos; sin embargo no se ha descrito esta co-expresién en CaCu, en contraste de

cancer de mama al identificar expresiéon del ARNm de ambos receptores, asociado con
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tumores pobremente diferenciados, con nédulos positivos y pobre prondstico, de acuerdo a
lo reportado por Speirs et al (1999).

De acuerdo a todo lo anterior, en el presente trabajo fue posible identificar diferentes
patrones de expresion en CaCu: (1) presencia del RE-a con ausencia de RE-f, (2) ausencia
de RE-a y presencia de RE-B, mientras que (3) co-expresion de ambos receptores. Dichos
patrones de expresion de las proteinas podrian indicarnos diferentes mecanismos de
regulacion en epitelio cervical humanos, lo cual ya ha sido previamente descrito en cancer de

mama (Endrogan et al, 2013).

Por otro lado, respecto a la deteccidon de VPH en muestras de epitelios cervicales se
identific6 mayor porcentaje de positividad mediante ensayos de PCR empleando
oligonucledtidos GP5+/GP6+, capaces de amplificar la regién conservada de la capside L1
de VPHs (Manos et al 1989). A diferencia de la PCR, la hibridacién in situ (ISH) ofrece
ventajas aportando informacién como el estado episomal o integrado del VPH, de acuerdo al
patrén de expresion en células del tejido (homogéneo o puntual respectivamente) aunque
con ciertas limitaciones no solo en el rango de deteccion de VPHs sino también en la
intensidad de la reaccion dificultando su interpretacion (Guo et al, 2008). Por su parte p16
un marcador subrogado de infecciéon por VPH de alto riesgo (Keating et al, 2001), también es
usado para su deteccion en tejidos, sin embargo, es mas evidente en lesiones de alto grado
y CaCu excluyendo de cierta forma la deteccién de VPH de alto riesgo, desde lesiones de
bajo grado (Klaes et al 2001).

Nuestros resultados a partir de las muestras analizadas indican que tanto ISH y la expresion
de p16 son métodos de deteccion de VPH mas accesibles en comparacion con la PCR en
aquellas muestras escasas de epitelio como las biopsias evitando descartarlas.

En la figura 27 se muestra un resumen sobre los modelos descritos en mama analizados en
CaCu vy los resultados obtenidos, asi mismo el modelo propuesto en mama que podria estar

también presente en el desarrollo de CaCu sobre la inhibiciéon del RE-a.
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Figura 27. Analisis de genes en epitelios cervicales humanos asociados a invasion y metastasis. La
regulacién del homebobox HOXD10 por medio del largo no codificante HOTAIR no se pudo asociar
en epitelios cervicales (A). La expresion simultanea de la proteina HOXD10 y el morforegulador
TWIST-1 contradice el modelo propuesto en mama respecto a la regulacién de la ultima sobre la
primera (B) Posible regulacion del RE-a por medio de TWIST-1 en CaCu (C). Modelo que explicaria la

regulacién del RE-a por medio de TWIST-1 descrito en mama (D).
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9 Gonclusion

Se identificd la expresién de la proteina de TWIST-1 y HOXD10 en células basales
de todos los epitelios cervicales normales analizados, por lo que su presencia sugiere
su participacion en el mantenimiento epitelial; sin embargo queda por dilucidar las
funciones en este tipo de epitelios, siendo este el primer trabajo donde se reporta la
presencia de estas proteinas.

Se identific6 en un grupo de lesiones precursoras y CaCu, sobre-expresion de
TWIST-1 y HOXD10, lo cual podria asociarse a la progresion de dichas lesiones.

No fue posible establecer una relacién con la presencia de VPH y alteraciones en la
expresion de los genes analizados.

La presencia simultanea de TWIST-1 como HOXD10 en epitelios cervicales, sugiere
que el modelo de regulacion post-transcripcional descrito en cancer de mama, no
esta presente en CaCu.

Se identificé una relacion inversa en los patrones de expresion de TWIST-1 con la
disminuciéon en la expresion de RE-a en CaCu, por lo que es compatibke cn el
modelo de regulacién trasncripcional de TWIST-1 en el intron 7 de RE-a, sin embargo
esto debe ser validado en ensayos funcionales.

No se detectd expresion de HOTAIR en ninguno de los tejidos normales analizados;
sin embargo en algunos casos de CaCu se identificé expresién, lo que podria
sugerir su participacién en mecanismos de invasion y metastasis, como previamente
se ha asociado en tumores de origen epitelial entre ellos: cancer de mama, cancer
gastrico, pancreas y esoéfago.

Finalmente, la sobre-expresion de los genes TWIST-1 y HOXD10 en un grupo de
lesiones precursoras y CaCu, sugiere que la expresion de genes involucrados en

metastasis es un evento temprano en el desarrollo del CaCu.
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