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RESUMEN 

 
El cáncer cérvico-uterino (CACU) es un problema de salud pública en nuestro 

país. La quimio y radioterapia continúan siendo los tratamientos de primera línea 

para el CACU. Se ha evaluado el beneficio de los esquemas terapéuticos de radio 

y quimioterapia concomitante, los cuales aumentan la sobrevida de las pacientes, 

sin embargo, solamente el 50% de éstas responde a la terapia. Numerosos 

autores han propuesto que las marcas epigenéticas, particularmente la metilación 

del DNA, podrían funcionar como biomarcadores de pronóstico clínico o de 

respuesta a terapia, ya que en la actualidad, no se cuenta con un marcador 

molecular predictivo en CACU.  

Por otro lado, la familia de factores de transcripción HOX, involucrados en 

procesos de diferenciación y proliferación, presenta numerosas alteraciones 

genéticas y epigenéticas en diversos tipos de cáncer, por lo que se sugieren como 

buenos biomarcadores de pronóstico clínico. Poco se ha descrito sobre las 

alteraciones epigenéticas de los genes HOX en CACU, por lo que el objetivo de 

este trabajo es analizar el estado de metilación de los 39 loci HOX  y su asociación 

a la sobrevida en pacientes con CACU localmente avanzado. Para ello, se 

utilizaron 22 muestras de DNA de pacientes con CACU (IIB-IIIB) y se hibridaron en 

microarreglos para el análisis de metilación en todo el genoma (Infinium Human 

Methylation 450, Illumina®), enfocando el análisis a los 39 loci HOX. La 

hipermetilación de los genes HOXB2, HOXB3, HOXB13, HOXC4, HOXC5, 

HOXC6, HOXD3, HOXD4, HOXD9, HOXD10, HOXD12 y HOXD13 se asocia con 

una mala respuesta a tratamiento en pacientes con CACU en etapas localmente 

avanzadas. Las pacientes que presentan hipermetilación de los genes HOXB4, 

HOXB13, HOXC4-C6 y HOXD12 tienen una sobrevida global menor (38%), 

comparada con las pacientes que presentan hipometilación en estos genes (76%). 

Es necesario evaluar de manera específica dichos promotores en un número 

mayor de muestras para determinar si el perfil de metilación  es un buen marcador 

pronóstico en dichas pacientes.   
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ABSTRACT 
 
Cervical cancer is a major health problem in Mexico. Chemotherapy and 

radiotherapy are still the first line treatments for these patients, and their 

concomitant effects have been evaluated on the increase of overall survival, 

however, only 50% of the patients respond to these therapies. Several authors 

have suggested that epigenetic marks, particularly DNA methylation, might function 

as biomarkers for clinical prognosis or therapy response. To date, a molecular 

marker for response to treatment in cervical cancer is still lacking. 

It has been reported that the HOX genes, which are a family of transcription factors 

involved in differentiation and proliferation, show numerous genetic and epigenetic 

alterations in cervical cancer. Various global methylation studies suggest that HOX 

genes can function as biomarkers for clinical prognosis in some cancers. 

The aim of this study is to determine whether the methylation status of the 39 HOX  

gene promoters is associated with response to therapy in patients with squamous 

cervical cancer.  DNA samples from 22 patients with cervical cancer were (stages 

IIB -IIIB) hybridized to whole genome methylation arrays (450 Infinium Human 

Methylation Illumina®) and the analysis was focused on the promoters of 39 HOX 

genes. 

HOXB2, HOXB3, HOXB13, HOXC4, HOXC5, HOXC6, HOXD3, HOXD4, HOXD9, 

HOXD10, HOXD12 and HOXD13 hypermethylation is associated with a poor 

treatment response in  locally advanced cervical cancer patients. Patients with 

HOXB4, HOXB13, HOXC4-C6 y HOXD12 hypermethylation have a lower overall 

survival (38 %) compared with patients with hypomethylation in these genes  

(76%). This methylation profile may be used  as a prognostic marker in locally 

advanced cervical cancer patients. 
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INTRODUCCIÓN 
 

CÁNCER CERVICO UTERINO 
 
Epidemiología 
 

El cáncer cérvico uterino (CACU), es la segunda neoplasia más frecuente en 

mujeres a nivel mundial (Ferlay  et al., 2008), con una incidencia de 15.3 casos por 

cada 100,000 mujeres. El CACU es la tercera causa de muerte en la mujer por 

neoplasias malignas, con una mortalidad de 76160 casos por cada 100,000 

mujeres (GLOBOCAN, 2012). En México,  el CACU continúa siendo un problema 

de salud pública, ya que ocupa el segundo lugar en incidencia en mujeres (13960 

casos por cada 100,000); y la segunda causa de mortalidad por cáncer en mujeres 

(4769 casos por 100, 000 mujeres) (GLOBOCAN, 2012). El 62%  de los casos de 

CACU corresponden a carcinoma in situ y 38% de carcinoma invasor. El 1.7% de 

muertes por cáncer se deben al CACU (INEGI, 2009). 

 
Desarrollo e histopatología  
 

El CACU es precedido de lesiones pre-neoplásicas conocidas como lesiones 

epiteliales escamosas de bajo grado (LEBG) y lesiones epiteliales escamosas de 

alto grado (LIEAG), según la clasificación de Bethesda, o Neoplasia intraepitelial 

grado I, II y III según clasificación de Richard. El equivalente de las LEBG son las  

NIC I y de las LEAG las NIC II y III (Solomon, 2002).  

La IARC (2009) enumera dos tipos principales de carcinomas uterinos: los 

carcinomas escamosos o epidermoides, que provienen del epitelio escamoso 

(aproximadamente 80% de los casos) y los adenocarcinomas, que provienen del 

epitelio columnar  (19%de los casos). Existen otros tipos histopatológicos, como el 

adenocarcinoma escamoso, neuroendócrino y tumores no diferenciados. 
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Figura 1. Esquema del epitelio escamoso del cérvix uterino y las alteraciones 
histológicas encontradas en Lesiones precursoras y CACU. Se muestran los 

estratos del epitelio (superficial, intermedio, parabasal y basal) y la arquitectura que 

presentarían bajo condiciones fisiológicamente sanas; en caso de una lesión precursora 

de bajo y alto grado; y CACU.  

 

Virus de Papiloma Humano 
 

El Virus de Papiloma Humano (VPH) es un virus de DNA de doble cadena y sin 

envoltura que infecta principalmente epitelios cutáneos (como por ejemplo, VPH6 

y 11) y mucosos (como VPH16 Y 18). La infección por Virus Papiloma Humano 

(VPH) es el principal factor etiológico asociado con el desarrollo de CACU, ya que 

se ha detectado en más del 99% de los casos (Walboomers, et al., 1999). Se ha 

establecido que la zona de transformación del cérvix es el blanco de infección del 

VPH, generando como resultado una verruga o papila. En la mayoría de las 

mujeres inmunocompetentes, la infección puede resolverse dentro de los primeros 

6 meses; sin embargo, si la infección es persistente, el riesgo de desarrollar una 

lesión aumenta (Chua y Hjerpe, 1996). 

En México, la prevalencia de infección de VPH es de 14.5% y es dependiente de 

la edad. En mujeres jóvenes (25 años o menos) la prevalencia de VPH es mayor 
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(16.7%), mientras que en mujeres de 35 a 44 años, la prevalencia declina. Se 

observa un segundo pico en la prevalencia en mujeres de 45 años o más (12.3%) 

(Lazcano-Ponce et al., 2001). 

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae. Esta familia contiene 16 géneros, 

de los cuales el género alfa contiene a los virus que infectan a los epitelios 

humanos; a su vez, el género alfa contiene 15 especies, las cuales se subdividen 

en tipos virales y variantes intratipo de acuerdo a la homología en la secuencia del 

gen L1 (gen que codifica la proteína mayor de la cápside) (Buck et al., 2013).  

 
Estructura 
 

La mayoría de los tipos de VPH comparten una estructura genética común (figura 

2). Su  genoma está dividido en aproximadamente ocho marcos de lectura 

abiertos, que se dividen en  tres partes funcionales: una región de control larga 

(LCR), en donde se  encuentran los elementos regulatorios necesarios para la 

expresión de los genes virales y para su  replicación; una región temprana (E1- 

E7), cuyos productos proteicos son necesarios para la  replicación viral; y 

finalmente una región tardía (L1-L2), en donde se codifican las proteínas  

estructurales del virus. 

La proteína E1 reconoce el sitio de inicio de la replicación, y funciona como 

helicasa, permitiendo la replicación del genoma viral. E2 es un factor de 

transcripción que controla la expresión de los  genes virales, sea a la alta o a la 

baja. E4 es una proteína necesaria para la replicación del genoma viral y regula la 

síntesis y liberación de las partículas virales (Doorbar, 2013). E5 es una proteína 

transmembranal que modula la actividad de proteínas celulares (como cinasas 

citoplasmáticas y cinasas transmembranales) para promover la replicación viral 

(DiMaio y Petti, 2013). 

Las proteínas E6 y E7 son conocidas como “oncoproteínas virales” debido a su 

actividad transformante en células epiteliales. E6 secuestra (y en algunos casos 

induce la degradación) de múltiples blancos celulares, entre ellos la proteína p53. 

E7 secuestra y/o induce degradación de la proteína Rb, entre otros blancos. La 
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inhibición de estas proteínas celulares (entre otros mecanismos) ha sido asociada 

con la oncogenicidad de algunos tipos de VPH (Roman y Munger, 2013; Vande 

Pol y Klingelhutz, 2013). 

 

 
Figura 2. Estructura del genoma de VPH16. Se señala la LCR, que contiene 

elementos regulatorios para el control de la expresión génica del virus. Los genes Early se 

presentan en amarillo y morado. Las oncoproteínas virales se presentan en rojo. Tomado 

de: López-Saavedra y Lizano-Soberón, 2002. 

 

 

L1 y L2 son las proteínas estructurales mayor y menor de la cápside, 

respectivamente. Ambas forman el esqueleto icosahédrico de 55 a 60 nm de 

extensión que caracteriza al VPH. Cada virus contiene 360 proteínas L1, que se 

ensablan en  capsómeros con 5 moléculas L1 cada una. En total, el virus contiene 

72 capsómeros. Se ha estimado, además,  que cada virus contiene hasta 72 

proteínas L2 en la cápside. Ambas proteínas participan en el reconocimiento intra 

y extracelular, así como en el empaquetamiento del genoma viral (Wang y Roden, 

2013). 
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Actualmente se conocen 170 tipos virales, de los cuales 12 son considerados 

carcinógenos por la IARC (2009), o de alto riesgo: VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 

51, 52, 56, 58, 59. Los tipos virales más frecuentes en CACU son VPH16 y 

VPH18, los cuales se presentan en  50 y 20% de los casos respectivamente 

(Bosch, 2008); aunque los estudios realizados en México son concordantes con un 

bajo porcentaje de VPH18 (5%-9%), respecto al mundial reportado (Piña et al., 

2006; Illades-Aguiar et al., 2009). Vale la pena mencionar que la detección y 

genotipificación varía de acuerdo al método empleado. 

 

Coinfecciones 
 

Se define como coinfección a la presencia de dos o más tipos virales de VPH (o 

VPH con otros virus/microorganismos) en una muestra biológica. Las pacientes 

infectadas con un tipo viral de alto riesgo presentan un incremento en la 

probabilidad de adquirir un segundo tipo viral (Thomas et al., 2000; Rousseau et 

al., 2001). La adquisición de múltiples tipos se ha relacionado con un aumento en  

la persistencia viral y, por lo tanto, con la progresión de las lesiones precursoras y 

carcinogénesis (Perovic et al., 2003). Sin embargo, existe controversia en el papel 

que juegan las coinfecciones en la sobrevida y pronóstico clínico de las pacientes. 

Un estudio demostró que las pacientes con tumores de CACU que presentan 

VPH16 en coinfección con VPH34, tienen una menor probabilidad de metástasis a 

nódulos linfáticos, comparadas con las pacientes que presentan VPH16 en 

infección única (Michimata, et al., 2013). Estos datos sugieren que en tumores 

establecidos, las coinfecciones de VPH16 con algún  tipo viral de bajo riesgo 

tienen un impacto positivo en el pronóstico de las pacientes.  
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Aspectos clínicos del CACU 
 

El factor más importante para el pronóstico de las pacientes diagnosticadas con 

CACU es la etapa clínica. La Federación Internacional de Gineco-obstetricia 

(FIGO) clasifica a los tumores del cérvix uterino básicamente por la extensión 

anatómica de la enfermedad (tabla 1).  

 

 
 

Tabla 1. Estadificación del CACU según la FIGO 
 

ETAPA CLÍNICA DESCRIPCIÓN 
I Tumor confinado al cérvix 

IA Tumor invasivo (máx.  5 mm) 
IB Tumor confinado al cérvix con una extensión clínicamente mayor que la 

etapa IA 
II Tumor que se extiende más allá del cérvix pero no llega la pared pélvica o al 

tercio inferior de la vagina 
IIA Tumor que invade fondos de saco vaginal sin invasión parametrial 
IIB Tumor con invasión parametrial sin llegar a la pared pélvica 
III El tumor se extiende a la pared pélvica y/o en el tercio inferior de la vagina 

y/o causa daño renal 
IIIA El tumor se extiende al tercio inferior de la vagina, pero no llega a la pared 

pélvica 
IIIB El tumor se extiende hasta la pared pélvica y /o causa daño renal 
IV El tumor se extiende fuera de la pelvis o presenta involucro vesical o rectal 

IVA El tumor invade la mucosa de la vejiga o el recto y/o se extiende más allá de 
la pelvis 

IVB Metástasis a distancia 
 

 

Las pacientes diagnosticadas en etapas tempranas (IA) presentan una sobrevida 

promedio del 96% al 99% a 5 años; pacientes en etapa IB del 80 al 90%; en etapa 

IIB del 65% al 69% y en etapa IIIB del 40%, disminuyendo a 10-15% en etapa IV 

(Ries, 2006). En México, la sobrevida de las pacientes es menor en etapas 

tempranas: en etapa I es de 82%; en etapa II  de 72.72%, en etapa III de 47% y 

finalmente, en etapa IV de 21%, un poco superior a los estudios internacionales 

(Flores-Luna et al., 2000). 
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Tratamiento 
 

Según la guía realizada por la National Comprenhensive Cancer Network (NCCN) 

(2013), las pacientes con CACU se dividen en cuatro grupos principales, que 

deben seguir el tratamiento indicado según sea el caso: 

1) Para pacientes en etapas tempranas (1A1 a 1A2),  el tratamiento se basa 

sobre todo en histerectomía o histerectomía más disección de nódulos 

linfáticos pélvicos. En caso de que la paciente deseé conservar la fertilidad, 

se recomienda realizar un cono cervical.  

2) Las pacientes en etapas localizadas visibles (1B1 a 1B2) deberán tratarse 

con histerectomía radical. Adicionalmente, el médico tratante  deberá 

considerar si la paciente necesita recibir radioterapia. 

3) En etapas localmente avanzadas (II y III) el tratamiento se basa 

principalmente en radioterapia (RT), en un esquema de 25 fracciones (una 

por día) durante 5 semanas, para poder así reducir el tumor.  

Posteriormente, se recomienda el incremento del tratamiento con 

braquiterapia (BQT) (3 ó 4 fracciones, una por semana). Debido a que a 

partir de etapas IIB disminuye drásticamente el porcentaje de pacientes que 

responden a terapia convencional, diversos ensayos clínicos han evaluado 

el beneficio de la quimioterapia y radioterapia concomitantes basada 

principalmente en cisplatino (Rose, 2007). Por esta razón, la guía de NCCN 

y las guías en México indican que las pacientes con CACU en etapas 

localmente avanzadas deben recibir un esquema terapéutico de RT+CDDP 

(Montalvo et al., 2011; Instituto Mexicano del Seguro Social, 2009).  

4) Las pacientes en etapa IV deben recibir RT, BQT y /o quimioterapia (QT), a 

consideración del médico tratante. El tratamiento de estas pacientes tiene 

como objetivo la paliación de los síntomas y no se espera una buena 

respuesta.   

 

En particular,  en el Instituto Mexicano del Seguro Social se llevan a cabo 

esquemas terapéuticos que incluyen: 25 fracciones (una por día) de radiación a 
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pelvis total, a una dosis de 45 a 50 Gy; 3 ó 4 fracciones de Braquiterapia (2450 a 

2600 cGy). En algunos casos, la radioterapia va acompañada de 4 ó 5 fracciones 

de Cisplatino concomitante (una por semana) en una dosis de 40mg/m2. El 

esquema terapéutico (RT ó RT+CDDP) utilizado dependerá de factores como 

morbilidad y  grado de la lesión.  

 
 Seguimiento y respuesta a tratamiento 
 

Según la guía de la NCCN (2013), después de recibir tratamiento, las pacientes 

deben ser revisadas, sea por palpación directa, citologías o con estudios de 

imagen, cada 3 ó 6 meses durante los primeros 2 años. De los 3 a 5 años deben 

tener seguimiento semestral o anual, a criterio del médico tratante.  

Según las recomendaciones de la NCCN (2013), los estudios de imagen con PET, 

resonancia magnética o radiografías convencionales son opcionales, y deberán 

realizarse en caso de sospecha de recurrencia o en pacientes de alto riesgo.  

Si el tumor primario remite o el médico tratante no encuentra evidencia de 

actividad tumoral durante los cinco años de seguimiento, se considera que la 

paciente tuvo buena respuesta a tratamiento y se encuentra clínicamente curada 

(NCCN, 2013).  

En algunos casos, el CACU puede permanecer durante y/o después del 

tratamiento primario, lo que es denominado CACU residual. Para que sea 

considerado como tal, la actividad tumoral debe detectarse en los primeros 6 

meses del seguimiento (NCCN, 2013). Las pacientes también pueden presentar 

recurrencia, que se define como la presencia del tumor primario o metástasis a 

distancia al menos 6 meses después del tratamiento (Vargas-Hernández et al., 

2014). El 75% de las recurrencias se presentan en los primeros 3 años de 

seguimiento (Elit et al., 2010).  Si la paciente presenta CACU residual o 

recurrencia (s), se considera que tuvo una mala respuesta a tratamiento (NCCN, 

2013). 

El 40% al 34% de las pacientes que reciben RT+CDDP concomitante no 

responden favorablemente a la terapia, lo que se traduce en una sobrevida menor 
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a 5 años. Se estima que aproximadamente el 40% de las pacientes que reciben 

RT+CDDP presentan recurrencia en los  5 años después del tratamiento 

(Chemoradiotherapy for Cervical Cancer Meta-Analysis Collaboration, 2008).  

La respuesta a tratamiento tiene un impacto directo en la sobrevida global de las 

pacientes. En México, las pacientes con CACU en etapa I presenten una 

sobrevida a 5 años de 82%; en etapa II de 72.72%; 47% en etapa III y 21% en 

etapa IV (Flores-Luna et al., 2000).  

Adicionalmente, el tratamiento actual con RT genera  morbilidades asociadas 

como: a) proctitis, que se manifiesta con sangrado rectal y diarrea; b) daño a la 

vejiga, en la que se manifiestan síntomas como incontinencia urinaria, hematuria, 

ulceraciones y fístulas; c) estenosis vaginal. El tratamiento con CDDP genera 

efectos secundarios como: daño renal y daño al sistema nervioso (Tsepov et al., 

2011). El alto riesgo de no responder favorablemente al tratamiento, así como las 

morbilidades asociadas a éste justifican la búsqueda de biomarcadores de 

respuesta en CACU. 

 
Factores que influyen en la respuesta a tratamiento y biomarcadores 
 

Los factores de pronóstico clínico más importantes son la etapa clínica, el estado 

de los ganglios linfáticos, las características patológicas del tumor primario, el 

tamaño del tumor, la profundidad de la invasión al epitelio y/o estroma cervical, el 

tipo histológico, la invasión al cuerpo uterino y metástasis a distancia. 

 

La respuesta a tratamiento depende de otros factores, como son: 

 

1) Factores relacionados con el tumor: grado histológico y etapa clínica (Perez 

et al., 1992). 
2) Factores relacionados con el estado de la paciente: edad, peso, 

morbilidades asociadas (Kapp et al., 1983; Stehman, et al., 1991). 

3) Factores técnicos del tratamiento: fraccionamiento de la dosis, calendario 

adecuado, concomitancia (Prise et al., 2009). 
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4) Factores biológicos propios del tumor: expresión aberrante de genes y 

micro-ambiente tumoral (West et al., 1997; Dewhirst et al., 2008).  

 
Biomarcadores de pronóstico y respuesta 
 

A la fecha, existen pocos estudios que evalúen marcadores de respuesta a 

tratamiento en CACU, ya sean clínicos o moleculares. Estos biomarcadores 

podrían utilizarse para seleccionar las pacientes que se beneficiarán del 

tratamiento con RT+CDDP, o RT sola. A  continuación, se revisan dichos 

biomarcadores y el impacto que tienen en la predicción de la respuesta.  

 

p-AKT 
 
Se ha mostrado que AKT, en su forma fosforilada y activa, lleva a las células a la 

inhibición de la apoptosis. Los niveles de expresión de pAKT se relacionan con la 

tasa de recurrencia en pacientes con CACU  tratadas con radioterapia. Las 

pacientes con pAKT positivo presentaron una mala respuesta a radioterapia, 

mientras que las pacientes con pAKT negativo presentaron una respuesta más 

favorable. La media de supervivencia libre de progresión fue de 86 meses para los 

pacientes con tinción pAKT negativo y de 44 meses para los pacientes con 

expresión pAKT positivo (Kim et al., 2006). La activación de la vía  PI3K/Akt/COX-

2 en células HELA genera un declive en la radiosensibilidad de dichas células (Xia 

et al., 2010). 

 

COX-2 
 
La ciclooxigenasa 2 (COX-2) es una enzima que cataliza la síntesis de 

prostaglandinas a partir de ácido araquidónico. COX- 2 desempeña un papel 

fundamental en la regulación de la apoptosis inducida por radiación.   Reportaron 

que la sobre-expresión de COX-2 es un marcador predictor de mala respuesta a 

tratamiento, menor sobrevida global y libre de enfermedad (Kim et al., 2002; 
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Ishikawa et al., 2006). Otro reporte muestra que la sobre-expresión de COX-2 es 

un biomarcador relacionado  con una mayor incidencia de metástasis a distancia 

después de radioterapia (Kim et al., 2003). El papel de COX-2 en la respuesta a 

tratamiento y sobrevida de las pacientes es controversial. En un estudio más 

reciente en 84 pacientes con CACU en etapas localmente avanzadas, se muestra 

que la baja expresión de COX-2 está asociada a una menor sobrevida global (Doll 

et al, 2013). 

 

NOS 
 
La sobre-expresión de la sintasa de óxido nítrico (NOS) se asociación con la 

disminución de la sobrevida y un mayor riesgo de metástasis en pacientes con 

CACU tratadas con radioterapia (Chen et al., 2005). Un estudio posterior demostró 

que la NOS juega un papel fundamental en el mantenimiento del tumor, ya que 

provee irrigación sanguínea a éste (Ng et al., 2007). Esto podría explicar los 

efectos que tiene la sobre-expresión de NOS en la respuesta a tratamiento y 

sobrevida de las pacientes con CACU. 

 

HIF-1α 
El factor inducible por hipoxia 1α (HIF-1α) se ha correlacionado con la respuesta a 

tratamiento en CACU. La alta expresión de HIF-1α se asocia con una mala 

respuesta a radioterapia, un mayor riesgo de metástasis, menor sobrevida global y 

libre de progresión (Bachtiary et al., 2003; Burri et al., 2003; Ishikawa et al., 2004; 

Dellas et al., 2008). La respuesta y pronóstico clínico de las pacientes que 

expresan HIF-1α puede estar asociada con el tamaño del tumor (Hutchison et al., 

2004). Un estudio muestra que HIF-1α incrementa la proliferación, apoptosis y 

migración de células de CACU, en parte mediante la regulación de sus genes 

blanco, como VEGF, HGTD -P, y CXCR4 (Tang et al., 2009). Esas evidencias 

sugieren que HIF1α puede ser utilizado como un marcador pronóstico en CACU. 
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VEGF 
 
El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es un pro-angiogénico en 

tumores. En un estudio de Zusterzeel et al., (2009) se demostró que las 

concentraciones de VEGF en suero se correlacionan con tumores más avanzados 

y  agresivos. Los niveles de VEGF en suero también predicen la respuesta a 

tratamiento: entre más concentración de VEGF, menor es la respuesta a quimio-

radioterapia (Du et al., 2014).  
 

EGFR 
 
Múltiples estudios han demostrado que la sobre-expresión del Receptor del Factor 

de Crecimiento Epidérmico (EGFR) es un predictor independiente de mala 

respuesta a radioterapia o quimio-radioterapia, está asociado a una menor 

sobrevida global y libre de enfermedad (Nakano et al., 1997; Kim et al., 2002; 

Noordhuis et al., 2009; Iida et al., 2011). Se propone a EGFR como un 

biomarcador de pronóstico clínico y de respuesta a tratamiento (Soonthornthum et 

al., 2011). 

 

SSC-Ag 
 
El antígeno de carcinoma cervical escamoso (SSC-Ag) se ha descrito como un 

marcador pronóstico y de respuesta en el suero de pacientes con carcinoma 

cervical escamoso. Niveles elevados de SSC-Ag se han detectado en el 20-88% 

de suero de pacientes con carcinoma escamoso cervical (Ohara et al., 2002). Los 

niveles de SCC-Ag están relacionados con la etapa clínica, el tamaño tumoral y la 

invasión al estroma (Takeda et al., 2002). Se ha demostrado que el aumento de  

SCC-Ag en suero predice la recurrencia en pacientes con CACU. Finalmente, 

otros estudios muestran que los altos niveles de SCC-Ag tienen valor predictivo 

para el pronóstico clínico (Gaarenstroom et al., 2000) y de elección de tratamiento 

adyuvante post-operatorio (Chou et al., 1994). 
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Nuevas opciones de tratamiento: Terapias epigenéticas 
 

Algunos esquemas terapéuticos tales como terapia epigenéticas se encuentran en 

estudios de fase clínica (Coronel, 2010; Candelaria 2010) a fin de mejorar la 

respuesta y la sobrevida global de las pacientes. Se ha reportado que la 

combinación de hidralazina con ácido valproico sensibiliza a las células de CACU 

al tratamiento con radiación (Mani et al., 2014). Sin embargo, el beneficio de 

nuevos esquemas de tratamiento es aún tema de debate (Pearcey 2002; Vale 

2008, Dueñas-González, 2010). 

Hasta el momento, en CACU no se han establecido biomarcadores  predictivos, 

como ocurre en otros tipos de cáncer, como cáncer de mama (ER, PR, Her-2). Por 

lo cual sería muy importante determinar el conjunto de alteraciones moleculares 

asociadas a la respuesta a tratamiento, para lograr identificar biomarcadores 

predictivos, así como para el diseño de potenciales blancos terapéuticos, a fin de 

mejorar los índices de respuesta, reflejados en la sobrevida global, sobrevida libre 

de enfermedad, el control local y la enfermedad libre de metástasis. De esta 

manera se establecería el tipo de esquema terapéutico que beneficiará a 

determinada paciente, en función de su perfil molecular. 

 

A la fecha, se han realizado diversos estudios para caracterizar alteraciones 

genéticas, cromosómicas y de expresión en CACU (Pérez, 2007; Hidalgo, 2005;  

Vázquez, 2007; Narayan, 2010).  Sin embargo, son pocos los estudios enfocados 

a la descripción de perfiles globales de metilación, lo cual es de gran importancia 

analizar, ya que a diferencia de las alteraciones genéticas, las alteraciones 

epigenéticas son potencialmente reversibles. 
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Epigenética 
 

La epigenética es la disciplina que estudia los cambios heredables en la expresión 

génica sin involucrar cambios en la secuencia del DNA (Recillas-Targa y 

Escamilla, 2004). Las modificaciones epigenéticas se dividen en  tres categorías: 

1) Metilación del DNA; 2) Modificaciones en las histonas; 3) Regulación por RNAs 

no codificantes. En el presente trabajo nos enfocamos en la metilación del DNA, 

por lo que en  la siguiente sección se describirán los aspectos más relevantes de 

este fenómeno en CACU y en células normales.  

 

Metilación del DNA  
 

La metilación del DNA es la principal modificación en genomas eucariontes, 

consiste en la adición covalente de un grupo metilo (CH3) al carbono 5 de las 

citosinas en el contexto de dinucleótidos CpG, mediante DNA metil transferasas 

(DNMT).  

Las islas CpG (ICG) (regiones ricas en CpG asociadas a promotores de genes, de 

por lo menos 200 pb de longitud) participan en la regulación de la expresión. Se 

calcula que aproximadamente 60 a 70% de los genes humanos poseen islas CpG 

en sus regiones regulatorias. En condiciones normales, las islas CpG están 

protegidas de la metilación, lo cual está asociado con una configuración abierta de 

la cromatina, caracterizada por la presencia de histonas acetiladas (Weber et al., 

2007). 

Trabajos pioneros de Antequera  (1990) demostraron que la inactivación de genes 

en líneas celulares de cáncer se asocia, generalmente,  con metilación de islas 

CpG (figura 3). 

La hipermetilación es un fenómeno clásico de inactivación de genes supresores de 

tumor asociados al desarrollo de cáncer, tales como Retinoblastoma (Rb), von 

Hippel Lindau (VHL), Cyclin-Dependent Kinase inhibitor 2 (CDKN2), Breast Cancer 

Associated (BRCA), Adenomatous Polyposis Coli (APC) y Glutatión transferasa pi 

1 (GSTP1) (Esteller et al., 2002). En algunos tipos de cáncer, como cáncer de 
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mama y cáncer de colon y recto, se ha sugerido que existe un “fenotipo metilador 

de islas CpG”, en el que múltiples genes en las células malignas se encuentran 

frecuentemente metilados, asociado a características clínicas particulares, lo cual  

podrían servir como base para clasificar distintos subtipos tumorales (Issa, 2004). 

Se ha observado que algunos de los genes que forman parte de este fenotipo, 

constituyen supresores de tumor clásicos, como Rb, p16, MLH1, APC y HIC1, 

entre otros (Mulero-Navarro et al., 2008). 

La hipermetilación de regiones promotoras, se ha propuesto como mecanismo de 

progresión neoplásica y se ha observado en la iniciación y progresión (Jones, 

2007); por lo que se sugieren como potenciales biomarcadores para el diagnóstico 

temprano, progresión y respuesta a terapia (Sevoba, et al., 2011; Mahapatra et al., 

2012; Liloglou, 2012). 

 

 

 
Figura 3. Mecanismos de activación/inactivación transcripcional mediada por 
la metilación de islas CpG. La hipometilación de islas CpG favorece la transcripción 

del gen blanco, mientras que la hipermetilación se asocia con el silenciamiento del gen. 

La metilación del DNA es mediada por las enzimas DNA metil-transferasas (DNMTs) 
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Por ejemplo, la determinación de la metilación del promotor del gen  MGMT 

predice la respuesta al tratamiento de temozolomida en glioblastomas (Hegi, 

2005). 
 

La metilación de islas CpG en promotores, como ya se ha descrito, es un 

fenómeno ampliamente caracterizado en células normales y cáncer. Sin embargo, 

en estudios más recientes se ha identificado la existencia de regiones de 

metilación diferencial (DMRs), cuyo perfil de metilación distingue entre diversos 

tejidos humanos (cerebro, hígado, y bazo), y entre  tejido normal de colon y cáncer 

de colon. Las DMRs se encuentran enriquecidas (en el 76%  de las regiones 

regulatorias  analizados) en las “costas CpG”; que son secuencias localizadas en 

los bordes  (2 kb de distancia) de las islas CpG,  (Irizarry et al., 2009). En este 

mismo estudio demostraron que la metilación en las  costas CpG, además, está 

relacionada con la expresión de los genes asociados, dado que la hipermetilación 

de las costas se  correlaciona con un silenciamiento del gen y viceversa.  

 

Alteraciones de la metilación en CACU y posibles marcadores  
 

Actualmente, existen un gran número de reportes sobre perfiles de metilación  de 

DNA en CACU, líneas celulares y lesiones precursoras (tabla 3). Sin embargo, 

estos estudios se ven limitados por el número de genes que son analizados en 

cada estudio, los cuáles fueron seleccionados en su mayoría, por estar reportados 

previamente en otros tipos de cáncer; además de la heterogeneidad de resultados 

debido al tipo de muestras analizadas (frescas, en parafina, biopsias, citologías) 

así como a la sensibilidad y especificidad de los diversos métodos utilizados para 

el análisis (ver tabla 2).  

Una revisión sistemática a partir de 3546 artículos, mostró que sólo 51 

presentaban datos sobre las frecuencias de metilación en las diversas etapas del 

desarrollo de CACU. En lo cuales  se identificaron 68 genes, donde  destacan 15 

por ser los más estudiados: DAPK1, RASSF1, CDH1, CDKN2A, MGMT, RARB, 

APC, FHIT, MLH1, TIMP3, GSTP1, CADM1, CDH13, HIC1 y TERT. Sin embargo, 
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en la mayoría de los genes analizados los datos obtenidos en los distintos 

estudios son muy heterogéneos ya que se han reportado diferencias en la 

frecuencia de metilación desde 10 a 90% y sólo en tres genes se encontró 

consistencia en cuanto a las frecuencias de metilación: DAPK1, CADM1 y RARB. 

(Wentzensen, 2009) 
 

Tabla 2. Metodologías para el análisis de metilación del DNA 

METODO FUNDAMENTO VENTAJAS DESVENTAJAS 

PCR metilación-
específica (MSP) 

Conversión por medio de bisulfito de 
sodio, el cual convierte las citosinas 

no metiladas en uracilo, mientras que 
las citosinas metiladas son 

protegidas de la conversión. El DNA 
convertido se amplifica por PCR 
punto final, usando primers que 

reconocen las citosinas metiladas y 
las no metiladas.  

Ensayos de 
estandarización sencilla 

Alta sensibilidad 
Se necesita poco DNA 

Permite falsos positivos. 
Cualitativo 

MSP cuantitativo 
(Methylight) 

El fundamento es similar a MSP, con 
la variante de que utiliza sondas y la 
detección es por PCR tiempo real. 

Cuantitativo 
Alto rendimiento 

Se necesita poco DNA 
 

Diseño complicado de 
primers y blancos 

No se puede analizar 
metilación parcial 

Bisulfito y 
secuenciación 

Conversión por medio de bisulfito de 
sodio. Se amplifica el DNA convertido 

con PCR y se secuencia.  

 
 

Estándar de oro. 
Análisis de mayor número 

de CpG que MSP. 
Cuantitativo 

Determinación de 
metilación de cada CpG 

individual 
 

Conversión incompleta puede 
arrojar falsos positivos 
Degradación de DNA por 
tratamiento con bisulfito 

Restricción 
enzimática sensible 
a sitios metilados 

Digestión del DNA con enzimas 
sensibles y dependientes de 

metilación. Detección por PCR punto 
final o tiempo real. 

Método sencillo y de poca 
estandarización. 

Poca cantidad de DNA 
 

Digestión incompleta genera 
falsos positivos 

Limitado a librerías de 
enzimas de restricción 

Inmunoprecipitación 
de sitios metilados 

(MeDIP) acoplada a 
secuenciación o 
microarreglos 

Inmunoprecipitación utilizando 
anticuerpos anti-metil-citosina, para 

después hibridar el DNA en 
microarreglos o secuenciarlos. 

 Análisis de metilación de 
un gran número de CpGs 
Buena reproducibilidad 

 

 Poca sensibilidad en 
regiones bajas en CpG 

Gran  cantidad de DNA y 
anticuerpo 
Alto costo 

 

 

Uno de los estudios que más genes analiza es el reportado Sova y cols. (2006), 

donde determinan el perfil de metilación de 39 promotores. El abordaje de su 

estudio, contempló inicialmente el análisis de expresión de líneas celulares y la 

selección de genes reactivados en la expresión por agentes desmetilantes, para 

posteriormente analizar la metilación específica de los promotores.  
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Gracias a esta estrategia fue posible detectar la metilación aberrante de seis 

genes que previamente no habían sido descritos en CACU: SPARC, TFPI2,  

RRAD, SFRP1, MT1G y NMES1.  

 

Sin embargo se ha calculado que aproximadamente el 57% de los loci metilados 

en líneas celulares no se encuentran metilados en los correspondientes tumores 

sólidos; por lo cual no se puede probar la relevancia de genes específicamente 

metilados detectados en líneas celulares, hasta identificarlos en los 

correspondientes tumores primarios (Smiraglia, 2001).  

Gracias al desarrollo de plataformas de análisis masivo como los microarreglos y 

la secuenciación masiva, es posible identificar las alteraciones globales en la 

metilación del DNA en tumores. Al respecto,  se han realizado estudios en cáncer 

de mama (Korshunova, 2007) de pulmón (Rauch, 2007), de colon (Irizarri, 2009) y 

próstata, (Kron, 2009). Con esta estrategia se ha logrado identificar nuevos 

marcadores epigenéticos de importancia en la progresión.  

Sin embargo en CACU, son pocos los estudios sobre perfiles globales de 

metilación. Uno de ellos se basa en el análisis in silico a partir de resultados de 

microarreglos de expresión donde identificaron y validaron tres genes SST, 

HTRA3 y NPTXI, que se encuentran metilados en CACU en contraste con epitelio 

cervical normal (Ongenaert, 2008). 

En otro estudio, mediante búsqueda de marcas de restricción genómica por sus 

siglas en inglés RLGS (restriction landmark genomic scanning), lograron identificar 

por primera vez la metilación de los genes NOL4 y LHFPL4, sugiriendo el análisis 

de metilación de estos genes para la detección temprana de CACU (Wang, 2008). 

Lai y cols. (2008) utilizaron un microarreglo de 8640 islas CpG (Universidad de 

Toronto) en el cual hibridaron un “pool” de 30 tumores cervicales y un “pool” de 10 

muestras normales de cepillados cervicales. Con este procedimiento lograron 

identificar seis genes hipermetilados en adenocarcinomas: SOX1, PAX1, LMX1A, 

NKX6-1, WT y ONECUT.  
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Posteriormente, en un estudio con 676 pacientes, se reportó que SOX1 y/ o PAX1 

metilado son marcadores de detección de lesiones precursoras de alto grado (Lai 

et al., 2014). 

 

Tabla 3. Genes frecuentemente metilados en CACU 
 

GEN FUNCIÓN REFERENCIA 

APC Vía de Wnt Yang et al., 2006 
BRCA1 Vía de FA-BRCA Narayan et al., 2004 
CALCA Regulación de Ca Wisman et al., 2006; 

CADM1 Adhesión célula-célula 
Yang et al., 2006; De 
Strooper et al., 2014 

CDH13 Adhesión célula-célula 
Widschwendter et al., 
2004 

CDKN2A Ciclo celular Furtado et al., 2010 
CCNA1 Ciclo celular Zuo et al., 2014 
DAPK1 Apoptosis 

 DOC2B Transporte vesicular mediado por Ca Kabekkodu et al., 2014 
ER α 
(ESR1) 

Factor de transcripción regulado por 
hormonas esteroides 

Wisman et al., 2006; Kirn 
et al., 2014 

FANCF Vía de FA-BRCA Narayan et al., 2004 

FHIT Metabolismo de purinas 
Virmani et al., 2001; Bai et 
al., 2014 

HIC1 Represor transcripcional Dong et al., 2001 
HPCAL4 Regulación de canales de Ca Sova et al.,2006 
HS3ST2 Síntesis de heparan sulfato Shivapurkar et al., 2007 
IFN-γ Señalización de sistema inmune Ma et al., 2014 
MGMT Reparación del DNA Virmani et al., 2001; 

MLH1 Reparación del DNA 
Widschwendter et al., 
2004 

p73 Apoptosis Henken et al., 2007 
PTCH1 Señalización mediada por Hedgehog Chakraborty et al., 2014 
PTEN Vía de Wnt Cheung et al., 2004 
POU2F3 Diferenciación Zhang et al., 2006 
RARB Diferenciación Zhang et al., 2007 
RASSF1A Vía de Ras (regulador negativo) Lai et al., 2007 
RASSF2A Vía de Ras (regulador negativo) Zhang et al. 2014 
h-TERT Apoptosis Iliopoulos  et al., 2007 
TIMP2/ 
TIMP3 Inhibición de Metalopeptidasas 

Ivanova et al., 2004; Jeong  
et al., 2006 
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En otro estudio independiente, se validó a PAX1 metilado como un biomarcador 

de diagnóstico de lesiones precursoras de alto grado o cáncer, y se mostró que la 

presencia de dicho marcador, en combinación con la prueba de Papanicolau, 

alcanzó un 89% de sensibilidad y un 83% de especificidad (Kan et al., 2014).  

Tian et al., (2015) reportaron que la identidad exacta de los CpGs metilados es 

importante para definir pacientes con lesiones precursoras de bajo y alto grado. En 

este mismo estudio, encontraron un modelo de clasificación para identificar 

pacientes con lesiones de alto grado, que involucra cinco sitios CpG de SOX1, 

PAX1, NKX6-1 y LMX1A y en conjunto logra 81.2 % de especificidad, del 80.4 % 

de sensibilidad y 80.8 % de precisión (Tian et al., 2015). Un reporte muestra que 

LMX1A funciona como un supresor de invasión y metástasis en CACU (Liu et al., 

2009). 

Un estudio de Lee (2010) identifica mediante microarreglos de promotores, 21 

genes diferencialmente metilados en adenocarcinomas comparados con 

carcinomas epidermoides, entre los que destacan NOGOR y  PAK6.   

Otro estudio global reportó que la metilación del gen ZNF568 puede utilizarse 

como biomarcador de tamizaje entre lesiones precursoras de bajo grado y 

lesiones de alto grado (NIC3) o CACU (Huang et al., 2012). En un estudio en el 

que se utilizaron microarreglos NotI se describió que treinta genes supresores de 

tumores o candidatos, como VHL, RBSP3/CTDSPL, ITGA9, LRRC3B, ALDH1L1, 

EPHB1 y genes no asociados anteriormente a cáncer, como ABHD5, C3orf77, 

PRL32, LOC285375, FGD5 presentan hipermetilación de sus promotores en el 

44% de los tumores analizados (Senchenko et al., 2013).  

Un reporte sugiere que la vía de señalización β-catenina se encuentra 

desregulada en CACU a nivel epigenético, debido a que los genes AJAP1, EDN3, 

EPO, MAGI2 y SOX17 están hipermetilados (Chen et al., 2014).  

En otro estudio, se reportó que el estado de metilación diferencial de 

aproximadamente 27,000 islas CpG a lo largo del genoma obtenido a partir de 

muestras cervicales sin alteraciones neoplásicas, predice el riesgo de una futura 

transformación maligna. Entre los genes hipermetilados asociados a riesgo, se 

encuentran HOXC10 y HOXC11 (Teschendorff, et al., 2012).  
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Los estudios globales de metilación en CACU describen las alteraciones que 

presentan algunos genes. Estos datos son antecedentes de trabajos posteriores, 

que se han enfocado en el uso de estos biomarcadores en el tamizaje y 

diagnóstico de pacientes con lesiones precursoras y CACU. Tal es el caso de los 

estudios de Kan et al. (2014) y Tian et al. (2015) mencionados anteriormente. En 

otro estudio mostraron que la metilación de EPB41L3 es el mejor clasificador de 

lesiones de alto grado (a partir de un conjunto de seis genes) en muestras VPH 

positivas y negativas (Vasiljević et al., 2014). Finalmente, se caracterizó la 

metilación de los genes MAL y miR124-2 como marcadores de tamizaje en  

lesiones precursoras de alto grado de auto-toma (Verhoef et al., 2014). 

 

Marcadores de metilación y respuesta a tratamiento en CACU 
 
A la fecha, existen pocos estudios que asocien el estado de metilación del DNA 

con la respuesta a tratamiento o sobrevida de las pacientes con CACU. Un estudio 

demostró que la hipermetilación de los promotores de genes DAPK y FAS está 

asociado a la mala respuesta a tratamiento en pacientes con CACU 

(Chaopatchayakul et al., 2010).  

Otro estudio evaluó la relación entre el estado de metilación de 18 genes de 

reparación y la morbilidad de la  radioterapia con cisplatino concomitante. Se 

demostró que el gen XRCC2 se encuentra hipermetilado en pacientes que 

presentan morbilidad al tratamiento (Pauliková et al., 2013). 

Finalmente, un estudio sugiere que la regulación a la baja por metilación del gen 

GSX está asociada con el riesgo de metástasis linfática y pobre pronóstico clínico 

de pacientes con CACU (Zhang et al., 2014).  

 
Los Genes HOX  como marcadores epigenéticos 
 
Familia de genes HOX 

Los genes HOX son parte de la súper-familia de factores de transcripción 

homeobox, que comparten un dominio de unión al DNA (homeodominio) en el 
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exón 2. En humanos, se han identificado 39 genes HOX, agrupados en 4 clusters. 

Los HOX participan en la regulación del eje antero-posterior y en el desarrollo de 

órganos y extremidades durante la embriogénesis (Mallo, et al., 2010). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 4. La familia de genes HOX y su agrupación genómica en clusters.  
Los genes HOX humanos tienen su origen en el cluster Hox de Drosophila melanogaster. 

Así, los genes parálogos 1 corresponden a los genes Labial (lab) de la mosca; los 

parálogos 3 y 4 corresponden al grupo  proboscipedia (pb); los genes 4 a Deformed (Dfd); 

los parálogos 5 a Scute (Sc); los genes 6,7 y 8 a Antennapedia (Antp) y Ultrabithórax 

(Ubx) Finalmente, los parálogos 9 al 13 corresponden a los grupos Abdominal A (Abd A) y 

Abdominal B (Abd B). Modificado de Lappin et al., 2006. 

  

HUMANO 

Cromosoma 
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Los cuatro clusters humanos (HOXA-D) se localizan en diferentes regiones 

genómicas: 7p15, 17q21.2, 12q13 y 2q31, respectivamente. Como se muestra en 

la figura 4, cada cluster incluye 13 grupos parálogos de nueve a trece genes, 

asignados de acuerdo a la homología de la secuencia y a su posición dentro del 

cluster. Existe una gran homología entre los genes HOX de la mosca y de 

humano, por lo que los parálogos 1-8 se asocian directamente con los genes Antp, 

mientras que los grupos 9-13 se relacionan con los genes Abd-B (Lappin et al., 

2006) (ver figura 4).  

Cada uno de los genes HOX especifica regiones anatómicas durante el desarrollo 

embrionario de Drosophila melanogaster y en humano. Los genes HOX de la 

mosca tienen una alta homología con los HOX humanos. 

Durante el desarrollo embrionario, las células requieren información posicional 

para asegurar que la diferenciación en un tejido sea adecuada. Para lograr este 

objetivo, el orden de expresión de los genes HOX se encuentra estrictamente 

regulado. Los genes localizados en el extremo 3´del cluster se expresan primero, y 

dirigen la diferenciación y morfogénesis de las regiones anteriores del cuerpo. 

En contraste, los genes HOX del extremo 5´ se expresan más tardíamente, y 

dirigen la diferenciación de las zonas posteriores del embrión. A estos fenómenos 

se les conoce como “principio de colinearidad temporal y espacial” (Kmita y 

Dobuole, 2003).  

 

Estructura y función general de los genes HOX  
 

Los genes HOX comparten una estructura común: poseen dos exones y un intrón 

central que mide de 200 pb a varias Kb (figura 5A). Los exones codifican para una 

proteína que se divide en las siguientes regiones (Lappin et al., 2006) (figura 5B): 
 

1) Un dominio carboxilo terminal, compuesto de aminoácidos ácidos. 

2) Un homeodominio que es el dominio de unión a DNA. Dicho dominio 

altamente conservado está formado por 3 regiones: La hélice 3, que 
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contacta al surco mayor del DNA; y las hélices 1 y 2 que contactan al DNA 

en el surco menor. 

3) Un dominio variable, dentro del cual se encuentra el motivo de unión a 

TALE. Este motivo reconoce a los cofactores clásicos de las proteínas 

HOX: PBX y MEIS. 

4) Un dominio amino-terminal (“brazo” amino-terminal), que genera contactos 

adicionales con el DNA.  

 

 

 

 

Figura 5. Estructura general de los genes y las proteínas HOX. Se muestran las 

regiones génicas y proteínicas de la familia HOX. A) Los genes HOX están formados por 

dos exones y un intrón intermedio. El dominio homeobox se encuentra en el segundo 

exón. B) Las proteínas HOX contienen un dominio amino-terminar, una región variable, un 

motivo de unión a proteínas TALE, un homeodominio y un dominio C-terminal.  

Modificado de Lappin, et al., 2006 

 

Las proteínas HOX  reconocen una secuencia consenso en los promotores de sus 

genes blanco, que es TAAT (Mallo, 2008). Los cofactores PBX y MEIS, le 

confieren especificidad de unión a las secuencias TAAT. Se ha demostrado que 

PBX se une a proteínas HOX anteriores (1-7); mientras que MEIS se une a HOX 

posteriores (8-13) (Moens y Selleri, 2006). 

Los genes HOX son reguladores maestros de la diferenciación, y controlan 

además otros procesos celulares en el adulto como proliferación y apoptosis, entre 

B 

A 
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otros. La regulación de estos procesos está relacionada con los genes blanco que 

modulan a nivel transcripcional, por lo que los genes HOX no son efectores, sino 

que actúan río arriba de las vías de señalización. 

Estudios funcionales han mostrado que los genes HOX pueden tener funciones 

oncogénicas o supresoras de tumor, dependiendo del contexto de su expresión 

(Shah y Sukmar, 2010). Los genes HOX que se expresan durante el desarrollo 

embrionario y después son silenciados en el adulto pueden reactivarse en 

tumores, y ser oncogénicos. Los genes HOX que se encuentran activos en tejidos 

adultos, pero silenciados en tumores, poseen propiedades supresoras de tumor 

(Daria y Naora, 2013). En otra sección, se describen algunas alteraciones en la 

expresión y metilación de los genes HOX encontradas en tumores. 

 
Regulación transcripcional de los genes HOX 

 

La regulación transcripcional de los genes HOX se presenta bajo diferentes 

mecanismos: 1) Remodelación de la cromatina por dominios nucleares; 2) 

Modificaciones locales de marcas de histonas; 3) Metilación del DNA; 4) RNAs no 

codificantes (Tschopp et al., 2012). 

A continuación, de describirán cada uno de estos mecanismos. 

 
1) Remodelación de la cromatina por dominios nucleares 

 

Como se mencionó anteriormente, los genes HOX están organizados en clusters. 

Este arreglo colineal está sujeto a una activación transcripcional ordenada durante 

el desarrollo embrionario. Para caracterizar este fenómeno, se realizaron estudios 

empleando una técnica que permite estimar la estructura de la cromatina, llamada 

captura de conformación cromosómica (3C) y sus variantes. Estos reportes 

muestran que la organización tridimensional de los clusters HOX cambia de 

manera dinámica durante la diferenciación celular (Fraser et al, 2009; Ferraiuolo et 

al; 2010; Wang et al., 2011).  
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En células indiferenciadas, la cromatina de los clusters HOX se encuentra 

compactada, se localiza en dominios nucleares inactivos, mientras que las 

histonas presentan marcas represivas. En esta configuración cromosómica, los 

elementos regulatorios en cis, (que se describen más adelante) se encuentran 

silenciados (Grau et al., 2011; Noordermeer et al., 2011). Conforme avanza la 

diferenciación, los clusters HOX se van activando gradualmente, lo que se asocia 

con cambios en la configuración de la cromatina y la entrada de ésta en dominios 

nucleares activos. Este re-ordenamiento de la cromatina expone los elementos 

regulatorios en cis, posibilitando el acceso de factores de transcripción y de la 

maquinaria basal (Noordermeer et al., 2011).  

Este modelo explica a nivel molecular la colinearidad temporal y espacial 

característica de los genes HOX. Algunos reportes demuestran que en algunos 

casos, si los genes HOXD de vertebrados se aíslan y después son insertados en 

otra posición dentro del cluster, pierden su información regulatoria, la colinearidad 

temporal, y la distribución de los transcritos en el eje antero-posterior (van der 

Hoeven et al., 1996; Kmita et al., 2002). Estas alteraciones posicionales también 

provocan cambios morfológicos en el embrión (Tarchini et al., 2006; Montavon et 

al., 2008).  

Por lo tanto, la expresión de los genes HOX es regulada por medio de 

mecanismos globales y de largo alcance durante la diferenciación celular y/o 

desarrollo embrionario. En la siguiente sección se describirán otros mecanismos 

involucrados en la regulación fina de dichos genes.  

 

2) Modificaciones locales de marcas de histonas 
 

Algunos estudios en Oikopleura dioica muestran que si se aíslan genes HOXD de 

su cluster para posteriormente insertarlos en posiciones al azar a lo largo del 

genoma, dichos genes recapitulan sus patrones de expresión específicos. Los 

autores concluyen que las unidades transcripcionales aisladas conservan la 

información regulatoria local (Seo et al., 2004; Tschopp et al., 2012). Este 
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fenómeno puede explicarse en el contexto de la regulación mediada por Polycomb 

(PcG) y Trithorax (TrxG). 

La regulación génica de la familia HOX está mediada por dos complejos proteicos: 

PcG y TrxG. Dichos complejos modifican las marcas de histonas y por lo tanto, la 

estructura de la cromatina local. PcG inactiva la expresión de los genes HOX 

utilizando dos complejos represivos: PRC1 y PRC2. PRC2 induce la tri-metilación 

de la lisina 27 de la histona H3 (H3K27me3), que es una marca asociada con 

silenciamiento (Cao et al., 2002; Muller et al., 2002). El complejo PRC1 es 

reclutado a H3K27me3 para inducir la ubiquitinación de la lisina 119 de la histona 

H2A (Min et al., 2003), lo cual es mediado por la ubiquitina ligasa E3 Ring1B (que 

forma parte de PRC1) (de Napoles et al., 2004).  

En contraste, el complejo  TrxG induce la tri-metilación de la lisina 4 en la histona 

H3 (H3K4me3), una marca asociada con activación transcripcional (Ruthenburg et 

al., 2007). 

Por lo tanto, H3K27me3 y H3K4me3 se encuentran principalmente asociados a 

promotores inactivos y activos, respectivamente, y no constituyen marcas 

estables, sino altamente dinámicas. En células en proceso de diferenciación, 

algunos genes HOX se encuentran silenciados. En estos loci inactivos, están 

presentes ambas marcas de histonas (H3K27me3 y H3K4me3), conformando un 

dominio bivalente (Bernstein, et al  2006). En un estudio in vivo, se observó que 

durante la extensión del eje principal del embrión de ratón, H3K27me3 se pierde 

gradualmente en el cluster HOX D. De manera concomitante, se gana la marca 

H3K4me3 y se incrementa la actividad transcripcional en dicho cluster. Por lo 

tanto, se sugiere que los dominios bivalentes conforman un estado inactivo, 

aunque preparado para un inicio rápido de la transcripción (Tschopp et al., 2012). 

 En conclusión, PcG y TrxG combinan sus actividades para regular de manera fina 

la expresión de los genes HOX durante la diferenciación celular y el desarrollo 

embrionario.  
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3) Metilación de DNA 
 

Las modificaciones en las marcas de histonas y consecuente  apertura y cierre de 

la cromatina generan cambios en el estado de metilación de las islas CpG 

asociadas a los promotores de los genes HOX (Hanson et al., 1999; Fanti et al., 

2008). 

Se ha reportado que algunos genes hipermetilados funcionan como sitios de unión 

de PRC y presentan la marca H3K27me3 en desarrollo embrionario temprano 

(Ohm et al., 2007; Schlesinger et al., 2007; Widschwendter et al., 2007). En otro 

estudio, se mostró que Lsh se asocia con algunos genes HOX y regula la unión de 

DNMT3b, la metilación de DNA y el silenciamiento de dichos genes durante el 

desarrollo embrionario. Adicionalmente, Lsh se asocia con subunidades de PRC1 

e influye en las modificaciones de histonas mediadas por dicho complejo (Xi et al., 

2007).  

En un estudio, se demostró que el locus  HOXC8 se hipermetila en células Mll-/-, 

lo cual sugiere un papel de Mll en la metilación de genes HOX (Milne et al., 2002). 

En otro estudio, se mostró que en ausencia del dominio SET de Mll, se reducen 

los niveles de la marca H3H4me1 y que esto, a su vez, se asocia con la 

hipermetilación de HOXD4 (exón 6) (Terranova et al., 2006).  Posteriormente, se 

demostró que la presencia de la proteína Mll en el locus HOXA9, específicamente 

en algunos dinucleótidos CpG de una isla cercana al primer exón alternativo, 

protege a éstos de la metilación. Esta protección se asocia al mantenimiento de la 

expresión de HOXA9. Si Mll está ausente, la región mencionada se metila y el gen 

se silencia. En este reporte, los autores sugieren que Mll impide el acceso a las 

DNMTs para así evitar la metilación de novo, o bien que podría existir un 

mecanismo más complejo que involucra la interacción otras proteínas de unión a 

DNA, como Sp1, remodeladores de la cromatina, HATs, HDACs para posicionarse 

en el locus y modificar las marcas epigenéticas (Erfurth et al., 2008).  
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En conjunto, estas evidencias sugieren un modelo de retroalimentación entre el 

silenciamiento mediado por PRC, la activación mediada por TRX, el estado de 

metilación de promotores de los genes HOX y la expresión de dichos genes. 

 
4) Regulación mediada por ncRNAs 
 
 Estudios recientes han demostrado que la transcripción de los genes HOX es 

regulada por RNAs largos no codificantes (lncRNAs) y por micro RNAs (miRNAs). 

A continuación, se describirán brevemente los mecanismos de regulación mediada 

por ncRNAs. 

Se ha mostrado que los lncRNAs interactúan con remodeladores de la cromatina y 

con factores de transcripción para modular la expresión de los genes HOX durante 

el desarrollo embrionario. En este contexto, se ha reportado que algunos lncRNAs 

interactúan con subunidades de PcG y TrxG, para posteriormente dirigirlos a los 

genes HOX y regular su expresión. En la literatura, se han reportado dos ejemplos 

de lncRNAs  que realizan esta función: HOTTIP y HOTAIR.   

HOTTIP es transcrito a partir de la región 5´ del gen HOXA13, en dirección 

antisentido. HOTTIP interactúa con WDR5, una subunidad de TrxG, que a su vez 

recluta a otras subunidades del complejo para finalmente inducir la marca activa  

H3K4m3 en el cluster HOXA.  

Por otro lado, HOTAIR es transcrito en dirección antisentido en la región 

intermedia entre HOXC11 y HOXC12. Interactúa con LSD1 y PRC2,  funcionando 

como adaptador para ensamblar dicho complejo sobre el cluster HOXD. HOTAIR 

modula la regulación dinámica entre las marcas activas (H3K4me3)  y las inactivas 

(H3K27me3) durante el desarrollo embrionario, en diversos tejidos (Tschopp et al., 

2012).  

 
Alteraciones en la metilación y expresión  de los genes HOX en cáncer 
 

Numerosos estudios han reportado alteraciones genéticas y epigenéticas de los 

genes HOX en distintos tipos de cáncer.  
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En células de cáncer de mama, se ha caracterizado la hipermetilación de novo del 

promotor del gen HOXD4, en un proceso mediado por miRNA-10a (Tan et al., 

2009). Otros estudios muestran que algunos dinucleótidos CpG en el locus 

HOXD4 se metilan en cáncer gástrico y hepático (Kim et al., 2011; Shen et al., 

2012), pero ningún estudio a la fecha ha asociado estas alteraciones con aspectos 

clínicos de estas enfermedades.  

Se ha reportado la hipermetilaión del promotor HOXB13 cáncer de mama (Novak 

et al., 2006; Rodríguez, et al., 2008; Wang et al., 2014), en carcinoma renal 

(Okuda et al., 2006), próstata (Liu et al., 2012) y colorectal (Ghoshal et al., 2010). 

Se ha propuesto que HOXB13 funciona como supresor de tumores en melanoma, 

carcinomas renales y colorectales (Muthusamy et al., 2006; Zhang et al., 2007; 

Ghoshal et al., 2010). En un estudio, la metilación de sitios CpG en el promotor de 

HOXB13 está asociada con los subtipos luminales y con una menor sobrevida de 

las pacientes (Conway et al., 2014).  Pilato et al. (2013) mostraron que la 

hipermetilación de HOXB13 está relacionada con un índice de proliferación mayor, 

y con una alta expresión de receptores hormonales de estrógenos y progesterona.  

Algunos sitios CpG asociados a HOXC4 se encuentran hipermetilados en 

pacientes con glioblastoma, y que se asocia a una sobrevida menor a 36 meses 

(Shinawi et al., 2013).  

Sitios CpG en el cuerpo y promotor del gen HOXC13 se encuentran 

hipermetilados en células de carcinoma oral, comparados con queratinocitos 

sanos (Marcinkiewicz y Gudas, 2014) por lo que los autores sugieren un posible 

papel de HOXC13 en la transformación de los queratinocitos. 

Se reportó que el promotor del gen HOXD3 se encuentra hipermetilado en cáncer 

de próstata, como parte de una firma molecular que predice recurrencia 

bioquímica y progresión en estos tumores (Kron et al., 2010; Liu et al., 2011; 

Litovkin et al., 2014). Adicionalmente, la metilación de HOXD3 aumenta conforme 

a  la edad, etapa clínica y el grado en dichos cánceres (Kron et al., 2012; Chen et 

al., 2014). 

Se mostró que un grupo de pacientes con melanoma con progresión a nódulos 

linfáticos, presentan hipermetilación de algunos sitios CpG del promotor HOXD9, 
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lo cual se asocia con una menor sobrevida global y libre de enfermedad (Marzese 

et al., 2014).  

La hipermetilación del promotor de HOXD10 se ha reportado en linfoma folicular, 

cáncer oral y gástrico (Bennett et al., 2009; Wang et al., 2012; Xavier et al., 2014). 

HOXD10 se ha propuesto como supresor de tumor en cáncer gástrico, ya que se 

encuentra frecuentemente silenciado por metilación en su promotor (Wang et al., 

2012). 

Los ejemplos anteriores muestran que la desregulación de los genes HOX está 

asociada con la carcinogénesis y la progresión, y que podrían utilizarse como 

marcadores de pronóstico en cáncer de mama o gástrico. Sin embargo, existen 

pocos estudios que caractericen alteraciones de los genes HOX en CACU. A la 

fecha, solo se han reportado la sobre-expresión de los transcritos: HOXC5, 

HOXC8, HOXC9, HOXB13, HOXC10, HOXC11, HOXC12, HOXC13, HOXD9, 

HOXD10, HOXD13 (López et al., 2006; Alami et al., 1999; Hung et al., 2003; Zhai 

et al., 2007; Cantile et al., 2009; Li et al., 2002; Hung et al., 2003). En otro reporte, 

se muestra que hay un incremento en la expresión de las proteínas HOXB4 y 

HOXB13 en CACU (González-Herrera et al., 2015). Por lo tanto, a la fecha, no 

existen reportes del estado de metilación de los genes HOX en CACU, ni su 

asociación con la respuesta a tratamiento en dichas pacientes. 

 
ANTECEDENTES 
 
Recientemente, se identificó la hipermetilación de HOXC10 en epitelio cérvico 

vaginal como factor asociado al desarrollo de lesiones precursoras (Teschendorff 

et al., 2012). En contraste, la sobreexpresión de HOXC10 en CACU se asoció con 

la invasión en ensayos in vitro e in vivo (Zhai, et al., 2007); pero se desconoce si 

existe una correlación entre la expresión y la metilación en este caso. 

Recientemente, se publicó un estudio que analiza los patrones de metilación del 

genoma en respuesta a la infección por VPH16 y VPH18 en queratinocitos 

humanos. Se encontró que la infección por VPH de al menos uno de los tipos 

virales, impone un perfil de hipermetilación en las bandas cromosómicas donde se 
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encuentran los clústers HOX A (7p15.2) y HOX D (2q31.1). Al mismo tiempo, el 

virus podría imponer un perfil de hipometilación en el clúster HOX C (12q13) 

(Leonard et al., 2012). 

A la fecha no se ha analizado el papel de la metilación de los genes HOX y su 

relación con la progresión del  CACU, lo cual sería importante debido a que en 

etapas localmente avanzadas,  sólo 66% de las pacientes tienen una sobrevida a 

5 años  y se desconoce los factores involucrados en este fenómeno (Ries et al., 

2006). 

Por lo tanto,  se sugiere que uno de los factores involucrados en la respuesta a 

terapia o quimioresistencia es la hipermetilación de genes específicos, en este 

sentido la familia de factores de transcripción HOX representan un modelo 

interesante de estudiar debido a su función como reguladores maestros, así como 

a la poca información que existe en sobre las alteraciones epigenéticas en CACU 

como la metilación del DNA, la cual es potencialmente reversible. 

 

JUSTIFICACIÓN 

  
El CACU es aún, un problema de salud pública en nuestro país por ser la segunda 

causa de mortalidad por neoplasias en mujeres. La infección de VPH es una 

causa necesaria, más no suficiente, para el desarrollo de esta neoplasia. Por lo 

tanto, es necesario identificar las alteraciones moleculares que junto con la 

infección de VPH promueven la progresión del CACU en el contexto de la 

respuesta a tratamiento.  Gracias al desarrollo de la tecnología de análisis masivos 

se han caracterizado a nivel global los perfiles de expresión y de alteraciones 

cromosómicas en CACU. Sin embargo, a la fecha existen pocos estudios sobre 

perfiles globales de metilación en CACU. El estudio de marcadores de metilación 

es relevante, ya que a diferencia de las alteraciones genéticas como mutaciones o 

translocaciones, las alteraciones en la metilación del DNA son potencialmente 

reversibles. En otros tumores, los patrones de metilación en son considerados 

como potenciales biomarcadores para el diagnóstico temprano, progresión y 

respuesta a terapia. Un ejemplo de ello es  la determinación de la metilación del 
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gen MGMT como predictor de la respuesta a temozolamida en pacientes con 

glioblastoma.  

En CACU se ha estudiado de manera aislada la metilación  de menos del 1% de 

los genes conocidos. De manera global, son cuatro  estudios y no se ha abordado 

en el contexto de la respuesta a terapia. 

Se sabe que las pacientes en etapas iniciales de CACU tienen un buen pronóstico; 

sin embargo en las etapas localmente avanzadas (IIB a IIIB) sólo el 50% de las 

pacientes responderán adecuadamente a la terapia con supervivencia a 5 años.  

En este trabajo, se realizaron análisis supervisados para determinar perfiles de 

metilación diferenciales en muestras de pacientes con respuesta a terapia versus  

pacientes que no responden a terapia, así como análisis de sobrevida global de 

pacientes con un perfil de metilación específico. Este estudio contribuirá al 

conocimiento de las alteraciones epigenéticas que se presentan en el desarrollo 

del CACU, además de obtener potenciales biomarcadores epigenéticos de 

progresión.  

 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
Se plantea la siguiente pregunta de investigación: 
¿Cuáles son los loci HOX cuyo perfil de metilación es diferencial en pacientes con 

CACU con respuesta a terapia versus muestras de pacientes sin  respuesta a 

terapia? 

 
HIPOTESIS 
 
Existe un grupo de loci HOX diferencialmente metilado en CACU asociado a la 

respuesta a terapia. 

 
OBJETIVO GENERAL 
 

Identificar a los loci HOX cuyo perfil de metilación se asocie a la respuesta a 

terapia en pacientes con CACU en etapas localmente avanzadas. 
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
1. Identificar los loci HOX diferencialmente metilados en pacientes con CACU en 

etapas localmente avanzadas con respuesta a terapia versus no respuesta. 
2. Determinar si existe una relación entre la metilación de los loci HOX y la 

sobrevida global de las pacientes. 

 
MATERIAL Y MÉTODOS 
Este estudio se realizó en  el laboratorio de Oncología Molecular de la Unidad de 

Investigación Médica en Enfermedades Oncológicas del Hospital de Oncología del 

Centro Médico Nacional Siglo XXI. La población de estudio fueron pacientes con 

diagnóstico de CACU del tipo histológico epidermoide en etapas localmente 

avanzadas (IIB y IIIB) atendidas en el Hospital de Oncología. 

 

Muestras biológicas y criterios de inclusión, exclusión y eliminación 

 

Se obtuvieron 56 muestras de pacientes con CACU en etapas localmente 

avanzadas (IIB-IIIB) atendidas en el Hospital de Oncología del Centro Médico 

Nacional Siglo XXI (IMSS).  

 

CRITERIOS DE INCLUSIÓN 

 Muestras de pacientes entre 18 y 65 años con diagnóstico de CACU.  

 Tipo histológico epidermoide. 

  En etapas clínica IIB a IIIB.  

 Pacientes sin tratamiento previo que acuden por primera vez al Hospital de 

Oncología (enviadas de las clínicas de displasias) para iniciar tratamiento. 

 

CRITERIOS DE EXCLUSIÓN 

 Pacientes que hayan tenido otra neoplasia previa. 

 Presencia de alguna infección sistémica aguda grave. 

 Pacientes con embarazo o lactando. 
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CRITERIOS DE ELIMINACIÓN 

 Pacientes que no cumplan el primer ciclo  de tratamiento completo. 

 Pacientes que no completen un seguimiento de 12 meses a excepción de las 

pacientes que hayan fallecido  a causa del CACU. 

 Que el material biológico colectado no sea suficiente para los estudios 

moleculares planteados. 

 

Se revisó el expediente médico de cada paciente en el área de Archivo Clínico del 

Hospital de Oncología (CMN S.XXI), para obtener los datos clínicos (etapa clínica, 

edad, meses de seguimiento, tipo de terapia, esquema de tratamiento, respuesta a 

terapia) que fueran relevantes para este estudio. 

 

Del total de 56 muestras, se eligieron 22 que se utilizaron para su análisis de 

metilación con microarreglos (ver más adelante). 

  

Extracción de DNA y control de calidad  

 

Se realizó la extracción de DNA con el kit DNeasy Blood & Tissue Kit® (QIAGEN), 

siguiendo las instrucciones del fabricante. El DNA resultante se cuantificó 

colocando 2µl de muestra en una placa Take3™ (Biotek) y leída en el 

espectrofotómetro Epoch® Micro-Volume Spectrophotometer System (Biotek). El 

coeficiente 260/280 debió ser mayor a 1.7 para que una muestra fuera 

considerada de buena calidad. Se realizó electroforesis (1h a 90V) en gel de 

agarosa (1% en buffer Tris-borato-EDTA 1X)  para confirmar la integridad del 

DNA.  

  

Genotipificación de VPH 

 

Se utilizó el sistema Linear Array Genotyping Test (Roche®) para obtener los tipos 

virales de cada muestra. Con esta plataforma, es posible identificar 37 tipos 

virales, incluidos 13 tipos de alto riesgo (VPH 6, 11,16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 
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42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 81, 

82, 83, 84, IS39 y  CP6108). Se siguieron las instrucciones del fabricante. 

Brevemente, se utilizaron de 200-500 ng de DNA (50µl de volumen) para realizar 

la PCR (primers PG/MY; condiciones de ciclaje: 1 ciclo de: 50°C 2 min, 95°C 9 

min. 40 ciclos de: 95 °C 30 seg, 54°C 45 seg, 72°C 30 seg). Posteriormente, el 

DNA amplificado se desnaturaliza utilizando 100µl de Buffer de Desnaturalización 

(Hidróxido de sodio 1.6%; EDTA; azul de timol) a 72°C por 10 minutos. El producto 

de PCR es hibridado en tiras sumergidas en buffer de hibridación (4X SSPE 

[Solución de sodio-fosfato, cloruro de sodio; EDTA]; 0.5% SDS). Las tiras 

contienen sondas correspondientes a los distintos tipos virales.  Se incubaron a 

56°C (baño maría) durante 30 minutos en agitación y después se realizó un lavado 

con buffer de lavado (1X SSPE; 0.1% SDS) a temperatura ambiente y otro lavado 

con el mismo buffer a 56°C (baño maría) en agitación. Posteriormente, las tiras se 

sumergieron en Buffer conjugado (Buffer de lavado; Conjugado de estreptavidina– 

peroxidasa de rábano) y se incubaron 10 minutos en agitación a temperatura 

ambiente. Pasada esta incubación, las tiras se lavaron tres veces con Buffer de 

lavado y se sumergieron en Buffer de Citrato (Concentrado de citratos 

suplementado por el fabricante) por 5 minutos en agitación. Finalmente, las tiras 

fueron expuestas al sustrato (Peróxido de Hidrógeno 0.1%; 3,3´, 5,5´-

Tetrametilbencidina 0.1%; Dimetilformamida 40%) por 5 minutos y reveladas. Las 

bandas se interpretaron manualmente. 

En el caso de las muestras probadas con Linear Array, pero que resultaron 

negativas a VPH, se utilizó un segundo sistema: INNO-LiPA HPV Genotyping 

Extra (INNOGENETICS®), que reconoce 28 tipos virales. Se siguieron las 

instrucciones del fabricante. Brevemente, se usaron 30 ng de DNA inicial para la 

amplificación por PCR (Primers: SPF10; condiciones de ciclaje: 1 ciclo de: 37 °C 

10 min. 40 ciclos de: 94 °C 30 seg, 52 °C 45 seg, 72 °C 45 seg. 1 ciclo de: 72°C 5 

min). El DNA fue desnaturalizado después de la reacción de PCR usando el buffer 

de Desnaturalización (solución alcalina con EDTA, suplementada por el 

fabricante). Para la hibridación, se utilizó el protocolo automatizado en el que el 

dispositivo LIPA 48® dispensa cada uno de los reactivos, (Buffer de hibridación, 
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Buffer de lavado, Buffer conjugado y sustrato) y controla la temperatura de manera 

automática.  

 

Determinación del perfil de metilación de los genes HOX 

 

Se utilizó una concentración inicial de 800 ng- 1µg de DNA de cada muestra, 

disueltos en 20µl de agua libre de DNAsas. Se utilizaron solamente muestras de 

alta calidad (fragmentos mayores a 1000 pb). El DNA fue llevado a la Unidad de 

Genotipificación y Análisis de expresión del INMEGEN para su procesamiento. 

Posteriormente, el DNA fue tratado con bisulfito de sodio, utilizando el  Zymo EZ 

DNA Methylation Kit™ (Zymo Research, Orange,CA, USA) y siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Después del tratamiento, las citosinas no metiladas 

son convertidas en uracilo, mientras que las citosinas metiladas son protegidas de 

esta modificación.  

El DNA tratado fue neutralizado utilizando un buffer de neutralización (0.1N NaOH) 

y desnaturalizado. Posteriormente, el DNA fue amplificado utilizando una reacción 

de amplificación de todo el genoma (WGA, por sus siglas en inglés).  

El producto amplificado fue digerido con enzimas de restricción. El ensayo utiliza 

fragmentación de punto final para evitar sobre-digestión. Después, el DNA fue 

precipitado con isopropanol e incubado a 4°C toda la noche. Posteriormente, el 

DNA fue recuperado en buffer de hibridación.  

Para la hibridación, se utilizaron los microarreglos de metilación Infinium Human 

Methylation 450 (Illumina®), que contienen más de 487, 000 sitios CpG y cubren 

96% de las islas CpG y el 99% de los genes de la base de datos RefSeq. Las 

muestras fueron dispensadas en las BeadChips del arreglo (12 muestras por cada 

uno) y se incubaron toda la noche en el Illumina Hybridization Oven (Illumina®). 

Cada sitio CpG evaluado contiene dos sondas: una para detectar los sitios 

metilados (G) y otra para los sitios no metilados (T). 

Una vez terminada la incubación, se hicieron lavados para eliminar el DNA no 

hibridado. Se llevó a cabo la extensión de una sola base de cada sonda sobre el 

arreglo, utilizando al DNA de la muestra como templado. En este paso, se 
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incorporan los fluoróforos cianina 5 (Cy5) y cianina 3 (Cy3) a las sondas (marcaje). 

Posteriormente, los arreglos fueron escaneados con el sistema iScan (Illumina®). 

Se analizaron 1,093 sitios CpG, correspondientes a las islas CpG de los 

promotores de los genes HOX.  

 

Análisis de datos 

 

Se utilizó el software Partek® Genomics Suite® (Partek®) para normalizar los 

datos, hacer el análisis estructural de los sitios metilados y no metilados, los 

análisis de differential score y las agrupaciones jerárquicas.  

Se usó el paquete estadístico SPSS (IBM®) para realizar el análisis de estadística 

descriptiva, análisis de Regresión de Cox (sobrevida) y tablas de contingencia.  

 
RESULTADOS 
 

Se analizaron muestras biológicas de 56 pacientes con CACU del tipo histológico 

epidermoide en las etapas clínicas IIB y IIIB. Del total de muestras, 69% fueron 

IIB, mientras que 31%  corresponden a la etapa IIIB (tabla 4). La media de edad 

de las pacientes fue 50 años (rango 22-73 años).  Del total de casos analizados, el 

54% se consideraron de buena respuesta a tratamiento (ausencia de actividad 

tumoral durante el seguimiento a 5 años); mientras que el 46% presentó una mala 

respuesta a tratamiento (persistencia o recurrencia de actividad o muerte por 

actividad tumoral) (NCCN, 2013). 

 

Para determinar si las muestras de DNA presentaban una buena calidad (DNA de 

alto peso molecular) para su análisis con microarreglos y PCR tiempo real, se 

realizaron electroforesis de 500 ng de DNA en geles de agarosa al 1%. Se 

observó que de un total de 56 muestras, 55 presentan una buena calidad de DNA 

(ver figura 6). 
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Se determinaron los tipos de VPH en las 55 muestras de CACU de alta calidad. 

Las frecuencias de los tipos virales encontrados se muestran en la figura 7. El 

80.4% de los casos presentaron infecciones únicas de VPH (n=45), siendo VPH16 

y VPH18 los tipos más frecuentes (58% y 16%, respectivamente). 

 

Tabla 4. Características clínicas generales  de la población 
evaluada 

Factor Frecuencia (n) Porcentaje (%) 

Edad 56 100 

15-39 años 10 17.9 

40-44 años 4 7.1 

45-49 años 4 7.1 

50-54 años 15 26.8 

55-59 años 10 17.9 

60-64 años 9 16.1 

65-69 años 2 3.6 

70-74 años 2 3.6 

Etapa clínica 

  IIB 39 69.6 

IIIB 17 30.4 

Tratamiento 

  RT 26 46.4 

RT+CDDP 14 25 

RT+GEM 16 28.6 

Recurrencia a 30 meses 

  Positiva 5 9.1 

Negativa 50 90.9 

Respuesta a 

tratamiento   

Buena respuesta 30 54 

Mala respuesta 26 46 
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 Un 19.6% de los casos presentaron coinfecciones (n=11). El 73% de los casos 

con infecciones múltiples (8 casos de 11) presentaron VPH16 como uno de los 

tipos co-infectante 

Uno de los hallazgos de la genotipificación es que VPH73 se encuentra en 

monoinfección en una de las muestras. La IARC (2009) considera a esta tipo viral 

como probable carcinógeno. 

 

De las 55 muestras genotipificadas, se eligieron 22 con buena calidad y cantidad 

de DNA para el análisis de metilación con microarreglos (ver Metodología).  

Se obtuvieron 10 muestras correspondientes al grupo de buena respuesta, 

mientras que 12 muestras corresponden al grupo de mala respuesta.  

 

Se determinó el estado de metilación de 1, 093 sitios CpG correspondientes a las 

islas dentro de los loci HOX en dichas muestras. Se hizo un análisis de Differential 

Score, en el que se tomaron como referencia los niveles de metilación del grupo 

de buena respuesta, y se normalizaron a cero.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 6. Electroforesis de DNA total obtenido a partir de muestras de 
pacientes con CACU. Se muestra un gel representativo de siete que se realizaron. 
 

 

 

MUESTRA:               2006  2027 1056  3005  3014 3039   3002  3011   3004 
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Posteriormente, se evalúan los cambios en los niveles de metilación en el grupo 

de mala respuesta, con respecto al otro grupo. Se observó que, en el grupo de 

mala respuesta, la mayoría de los sitios analizados se encuentran hipermetilados 

(figura 8). La mayoría de los sitios presentaron sitios de 50 a 200 veces más 

metilados comparados con los del grupo de buena respuesta. Dos sitios 

presentaron una metilación 350 veces mayor con respecto al otro grupo. Se 

hallaron algunos sitios hipometilados, mismos que no rebasaron las -100 veces en 

los niveles de metilación. 

 

Figura 7. Frecuencia de tipos de VPH en las muestras analizadas.  VPH 16 y 18 

fueron los tipos virales más frecuentes. VPH 68, 69 y 73 fueron encontradas en 

monoinfección. 69/71 indica que la muestra puede presentar el tipo viral 69 y/o 71, según 

el manual del usuario de Inno- LiPa. Las barras negras representan monoinfecciones, 

mientras que las barras blancas representan coinfecciones. 
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Se realizaron gráficas de caja y bigote utilizando el valor β (nivel de metilación) de 

los loci HOX  y el “differential score” (figura 9).. Se observó que hay un ligero 

incremento en la media de metilación del grupo de mala respuesta (figura 9 a). Se 

observó una tendencia a la hipermetilación utilizando el “differential score”, aunque 

los datos muestran una dispersión a la baja. 

 

 

Figura 8. Análisis de “Differential Score” de los clusters HOX en las 
muestras de buena y mala respuesta a tratamiento. La línea azul representa los 
niveles de metilación de las muestras de buena respuesta, mientras que los histogramas 
rojos representan los niveles de metilación de las muestras de mala respuesta. Se 
normalizaron a cero los valores de metilación del grupo de buena respuesta y se realizó el 
análisis “differential score” en base a dichos valores. 
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Se llevó a cabo un análisis de agrupamiento jerárquico no supervisado, para 

identificar los loci HOX diferencialmente metilados entre ambos grupos.  

Como se observa en la figura 10, los grupos no se separan perfectamente, pero se 

puede observar una tendencia de discriminación en dos grupos, correspondientes 

a los grupos clínicamente definidos como mala y buena respuesta a tratamiento 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Niveles de metilación en las islas CpG asociadas a los loci HOX en 
los grupos de buena y mala respuesta. Se graficaron los a) valores β y el b) 
“differential score” del estado de metilación de 1,093 sitios. 
 

 

 Los loci diferencialmente metilados entre ambos grupos corresponden a los genes 

HOX de los clusters B, C y D, mientras que en el cluster A no se encontraron 

diferencias en la metilación. Los loci HOXC11 y HOXC13 se encuentran 

consistentemente hipometilados (ver esquema en figura 11) en las muestras  del 

grupo de mala respuesta, e hipermetilados en algunas muestras del grupo de 

buena respuesta. Los loci consistentemente hipermetilados en el grupo de mala 

a b 
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respuesta fueron: HOXB2, HOXB3, HOXB7, HOXB13, HOXC4, HOXC5, HOXD3, 

HOXD4, HOXD9, HOXD10, HOXD12 y HOXD13. Estos loci se encuentran 

hipometilados en el grupo de buena respuesta, en la mayoría de los casos (ver 

figura 10).  

 

 
Figura 10. Agrupamiento jerárquico no supervisado de las muestras de 
CACU. Las muestras se agrupan, aunque no de manera completa, en los grupos 
clínicamente definidos como buena y mala respuesta a tratamiento. En la parte derecha 
de la figura, se encuentran los tipos virales (VPH) encontrados en cada muestra.  
El color verde representa bajos niveles de metilación (hipometilación); el color negro 
significa que no existen diferencias entre ambos grupos; el rojo significa altos niveles de 
metilación (hipermetilación).  El cuadro de color blanco es un valor perdido en el análisis. 
 

 

Se llevó a cabo un análisis de sobrevida global (regresión de Cox) de las 

pacientes con CACU en base al estado de metilación de los loci HOXB13, 

HOXC4, HOXC5, HOXD4 y HOXD12.  Estos loci fueron seleccionados 

manualmente y de manera cualitativa. Se tomaron los sitios con mayores 

diferencias cualitativas en la metilación en ambos grupos y se construyeron curvas 
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de sobrevida global con diferentes conjuntos de sitios CpG. De esta manera, se 

obtuvo una curva que presenta tendencias claras en la sobrevida global. En la 

figura 12 podemos observar que las pacientes que presentan hipermetilación en 

dichos loci (HOXB13, HOXC4, HOXC5, HOXD4 y HOXD12.) tienen una menor 

sobrevida global (38%). En contraste, las pacientes que presentan hipometilación 

en los loci HOX tienen una mayor sobrevida global (76%). El riesgo relativo (RR) 

de muerte si presentan hipermetilación en estos sitios fue de 2.4. 

 

 

 

 

Figura 11.Esquema de la localización genómica analizada en el presente 
estudio. Se muestran dos ejemplos, los loci HOXC13 Y HOXC11. La información 

mostrada se basa en la construcción 38 del genoma (UCSC Genome Browser, 2013). 
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Figura 12. Sobrevida global de las pacientes con CACU con relación al 
estado de metilación de los  loci HOX.  Se hizo una regresión de Cox para calcular 
la sobrevida global de las pacientes. La curva fue realizada ajustando por etapa (IIBy IIIB), 
tipo de tratamiento (RT y RT+CDDP)  y tipo de infección de VPH (monoinfección y 
coinfección). 

 
 

Aquellas pacientes que presentan un perfil de metilación mixto, con algunos sitios 

hipermetilados y otros hipometilados en el mismo locus, tienen una sobrevida 

global similar al grupo de hipometilación. En la Tabla 5 se presentan los sitios 

CpGs que se encontraron diferencialmente metilados en ambos grupos, y las 

regiones genómicas donde se encuentran. Cabe destacar que algunos de los 

sitios CpG diferencialmente metilados asociados a sobrevida (ver figura 12) se 

encuentran en regiones codificantes (exones, cuerpo del gen) o no codificantes, 

pero que no necesariamente forman parte del promotor (UTRs). 

 

 

 
 

Loci HOX 
 
HOXD4 
1 CpG en el cuerpo del gen 
  
HOXB13 
3 CpGs: 1 en 3´-UTR,  2 en 
Cuerpo del gen 
HOXC4-C5 
3 CpGs: 5´-UTR; Cuerpo 
del gen; 3´-UTR 
HOXD12 
1 CpG en exón 1 
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Tabla 5. Posiciones genómicas, regiones y estructuras analizadas 
GEN POSICIÓN CROMOSÓMICA ID dinucleótido 

CpG  
ESTRUCTURA  REGIÓN  p (BR vs. MR) 

HOXD4 chr2:176,151,385-176,153,221 cg16218721 Isla Cuerpo del gen 0.046 

HOXB13 chr17:48,724,765-48,728,749 cg19057986 Isla 3´-UTR 0.045 

HOXB13 chr17:48,724,765-48,728,749 cg21865150 Isla Cuerpo del gen 0.028 

HOXB13 chr17:48,724,765-48,728,749 cg16557178 Isla Cuerpo del gen 0.045 

HOXC4 chr12:54,053,877-54,056,030 cg08465346 Isla 5´-UTR 0.027 

HOXC4; 
C5; C5 

chr12:54,032,054-54,057,901 cg23618344 Isla 5´-UTR; Cuerpo del 
gen; 3´-UTR 

0.027 

HOXC4; 
C5 

chr12:54,032,054-54,057,901 cg18054172 Isla 5´-UTR 0.014 

HOXC4; 
C5 

chr12:54,032,054-54,057,901 cg18843682 Isla 5´-UTR 0.022 

HOXC4; 
C5 

chr12:54,032,054-54,057,901 cg00040312 Isla 5´-UTR 0.013 

HOXC11* chr12:53,973,126-53,976,419 cg12599390 Isla ND 0.044 

HOXC11* chr12:53,973,126-53,976,419  cg02510471 Isla Cuerpo del gen 0.048 

HOXC13* chr12:53,938,792-53,946,544 cg08803500 Isla ND 0.038 

HOXD3 chr2:176,164,077-176,173,098 cg06145336 Isla TSS-873 0.029 

HOXD3 chr2:176,164,077-176,173,098 cg13316854 Isla TSS 1500 0.029 

HOXD9 chr2:176,122,685-176,124,917 cg10753836 Isla 3´-UTR 0.019 

HOXD9 chr2:176,122,685-176,124,917 cg14410016 Isla TSS 1500 0.030 

HOXD9 chr2:176,122,685-176,124,917 cg08363794 Isla TSS 1500 0.021 

HOXD10 chr2:176,116,764-176,119,942 cg02249732 Isla Exón 1 0.039 

HOXD12 chr2:176099802-176100760  cg23130254 Isla Exón 1 0.035 

HOXD12 chr2:176099802-176100760  cg02694427 Isla TSS 200 0.025 

HOXD12 chr2:176099802-176100760  cg03371669 Isla Exón 1 0.033 

HOXD13 chr2:176,092,804-176,095,938 cg10418524 Isla TSS 1500 0.039 

HOXD13 chr2:176,092,804-176,095,938 cg07802350 Isla TSS 1500 0.036 

 

Se presentan los sitios CpG diferencialmente metilados en el grupo de mala respuesta 

clínica, los genes asociados a dichos sitios, la posición cromosómica de los genes, las 

estructuras regulatorias y regiones genómicas en donde se encuentran los sitios CpG. En 

la última columna se muestra el valor de p, al comparar los niveles de metilación de 

ambos grupos. El asterisco * marca a los loci  hipometilados. ND: datos no disponibles. 

BR: Buena Respuesta. MR: Mala Respuesta. 
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Posteriormente, se realizó un análisis con la prueba exacta de Fischer (F) para 

determinar si el estado de metilación de os loci HOXB13, HOXC4, HOXC5, 

HOXD4 y HOXD12 están asociados con las variables clínicas de las pacientes con 

CACU, como la edad, etapa, recurrencia a 30 meses, el tipo de VPH y el tipo de 

infección (monoinfección y coinfección). Como se observa en la tabla 6, la 

recurrencia tuvo una asociación significativa con el estado de metilación de los loci  

antes mencionados (HOXB13, HOXC4, HOXC5, HOXD4 y HOXD12). El resto de 

las variables clínicas no presentó una correlación significativa con el estado de 

metilación.  

 

Tabla 6. Asociación del perfil de metilación de los loci HOX con 
variables clínicas 

 

Se realizó la prueba exacta de Fischer (F) para determinar la asociación de las variables 
clínicas con la metilación de los loci  HOXB13, HOXC4, HOXC5, HOXD4 y HOXD12. 

  

 Variable clínica Hipometilación 
HOX/Perfil mixto Hipermetilación HOX          p

Edad n (%) n(%)
<25años 0 (0) 1 (11.1) 0.447

25-49años 4 (30.8) 3 (33.3)
50-75años 9 (69.2) 5 (55.6)

Etapa clínica
IIB 11 (84.6) 5 (55.6) 0.132
IIIB 2 (15.4) 4 (44.4)

Recurrencia a 30 meses
Viva sin recurrencia 10 (76.9) 1 (11.1) 0.007
Viva con recurrencia 0 (0) 2 (22.2)

Muerta 3 (23.1) 6 (66.7)
Tipo viral

VPH16 7 (53.8) 5 (55.6) 0.731
VPH18 3 (23.1) 3 (33.3)
OTROS 3 (23.1) 1 (11.1)

Infección 
Monoinfección 10 (76.9) 8 (88.9) 0.616

Coinfección 3 (23.1) 1 (11.1)
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DISCUSIÓN 
 
En el presente trabajo se analizó el perfil de metilación de los loci HOX de 22 

muestras de pacientes con CACU en etapas localmente avanzadas que 

clínicamente presentaron buena y mala respuesta a tratamiento basada en RT y 

RT+CDDP. Hasta el momento, este es el primer trabajo que evalúa dicho perfil de 

metilación y su asociación con la respuesta a tratamiento en CACU. 

 En estudios previos, se demuestra que la hipermetilación de islas CpG está 

asociada con la agresividad y progresión de los tumores sólidos (Tang, 2000; Szif 

et al, 2012; Jang y Park, 2013). En el presente estudio, la mayoría de los sitios 

analizados en las muestras del grupo de mala respuesta se encontraron 

hipermetilados (ver figuras 8 y 9). Esta evidencia sugiere que la hipermetilación de 

algunos sitios CpG, además de asociarse con agresividad y progresión de 

tumores, se relaciona con una mala respuesta a tratamiento en CACU.  

Los loci hipermetilados asociados a mala respuesta a tratamiento fueron: HOXB2, 

HOXB3, HOXB7, HOXB13, HOXC4, HOXC5, HOXD3, HOXD4, HOXD9, HOXD10, 

HOXD12 y HOXD13. Mostramos que la hipermetilación de algunos loci HOX 

(HOXD4, HOXB13, HOXC4-C5 y HOXD12) se asocia con una menor sobrevida 

global, en comparación con pacientes que presentan hipometilación de estos 

genes. Hasta el momento, este es el primer estudio que asocia la hipermetilación 

de estos genes con un efecto negativo en la sobrevida global de pacientes con 

cáncer.   

Ningún gen del cluster A presenta metilación diferencial entre ambos grupos, lo 

cual es relevante debido a que HOXA se encuentra hipermetilado en cáncer de 

mama, y leucemia mieloide aguda (Novak et al., 2006; Spencer et al., 2015), por 

mencionar algunos ejemplos. Este aparente contraste puede deberse a varios 

factores, como 1) distintos mecanismos de regulación epigenética (marcas de 

histonas, interacciones de largo alcance); 2) regulación por receptores nucleares, 

como el receptor de ácido retinoico; 3) Auto-regulación por otros factores de 

transcripción HOX.  Algunos genes del cluster A participan en la diferenciación del 

aparato genital-urinario, tal es el caso de HOXA10, HOXA11 y HOXA13. Defectos 

en estos genes pueden inducir la transformación anterior, de útero a oviducto. 



52 

 

Otra de las posibilidades es que la metilación del cluster A sea diferencial al 

comparar tejido de cérvix sano con CACU, lo cual sugeriría que la metilación de 

HOXA es relevante para la carcinogénesis, pero no para el pronóstico clínico y/o la 

respuesta a tratamiento.  

En células de cáncer de mama, HOXB2 funciona como un inhibidor del 

crecimiento tumoral (Boimel et al., 2011). En otro estudio, se reportó que la 

sobreexpresión de HOXB2 está asociada con un peor pronóstico clínico en 

pacientes con cáncer de pulmón (etapa I), que aquellos con baja expresión 

(Inamura et al., 2007). En el presente estudio, encontramos que las pacientes con 

mala respuesta a tratamiento presentan sitios CpGs hipermetilados. En contraste, 

la proteína HOXB2 se encuentra sobre-expresada en CACU, y se asocia a la 

infección por VPH (González-Herrera et al., 2015). Estas evidencias sugieren que: 

o bien los sitios CpG hipermetilados no son relevantes para el silenciamiento de la 

expresión y, por lo tanto, HOXB2 se encuentra sobre-expresado; o  la proteína 

HOXB2 participa en la carcinogénesis de CACU, como muestran los resultados de 

González-Herrera et al. (2015) pero su expresión declina en etapas más 

avanzadas por la metilación de determinados sitios CpG. Como mostraron Boimel 

et al., (2015). HOXB2 inhibe el crecimiento del tumor por mecanismos aún por 

determinar. Esto podría sugerir que, al estar hipermetilado HOXB2 y posiblemente 

silenciado, el tumor crece sin esta restricción parcial, y esto en cambio, afecta a la 

respuesta de la paciente.  Estas evidencias soportan una asociación entre la 

metilación de estos sitios CpG (ver tabla 5) y la respuesta a tratamiento que debe 

ser estudiada con más detalle en estudios posteriores. 

 

Un reporte muestra que la sobreexpresión de HOXB3 está asociada con una 

menor sobrevida global en pacientes con cáncer de próstata, y que promueve la 

proliferación de células de cáncer próstata y la migración in vitro (Chen et al., 

2013). En contraste, Xavier et al., (2014) reporta que HOXB3, junto con otros 

genes del cluster B, se encuentran metilados en células de carcinoma oral. Es 

posible que HOXB3 se encuentre metilado y sobre-expresado, sin embargo es 

necesario realizar otros estudios que lo confirmen. Otra posibilidad es que en el 
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modelo de CACU, a diferencia de cáncer de próstata, el transcrito HOXB3 se 

encuentre silenciado. Un estudio de Tomioka et al., (2010) muestra que pacientes 

con cáncer gástrico que presentan deleciones en el locus HOXB3 tienen una 

menor sobrevida global, lo cual corresponde con nuestros resultados. En este 

caso, la pérdida de HOXB3 sea por deleción o por metilación, tendría una 

repercusión negativa en la sobrevida de los pacientes. 

 

Un reporte muestra que el nivel de expresión de HOXB7 es menor en pacientes 

con cáncer de mama con ganglios linfáticos positivos, comparado con pacientes 

con ganglios linfáticos negativos, por lo que los autores sugieren un papel 

relevante de HOXB7 en la progresión de dichos tumores (Makiyama et al, 2005). 

Raval et al., (2007) reportan que la proteína HOXB7 reprime la expresión del gen 

DAPK1 en células de leucemia linfocítica crónica. HOXB7 interactúa con algunas 

proteínas de la maquinaria de reparación del DNA, como Ku70, Ku80, DNA-PK  y 

participa en la reparación de rompimientos de doble cadena del DNA (Rubin et al., 

2007).  

HOXB7 juega un papel dual en la carcinogénesis de mama. En un estudio con 

ratones transgénicos que sobreexpresan HER2 y HOXB7, éste retrasa la aparición 

de tumores en la mama y reduce el número de tumores.  Sin embargo, consistente 

con los datos clínicos, una vez que aparecieron los tumores, su crecimiento fue 

más rápido y se presentaron metástasis a pulmón una frecuencia mayor (Chen et 

al., 2008). La sobreexpresión de HOXB7 se correlaciona con proliferación y 

tumorigénesis en cáncer colorectal, por lo que se sugiere que podría utilizarse 

como un biomarcador pronóstico en esos tumores (Liao et al, 2011). El 

silenciamiento del gen HOXB7 promueve la progresión de estos tumores mediante 

la inducción de la proliferación y metástasis (Yuan et al., 2014). 

 

La sobreexpresión de HOXB13 es un marcador de buena respuesta a tamoxifen 

en pacientes con cáncer de mama (Jansen et al., 2007; Jerevall et al., 2008). El 

promotor de HOXB13 se encuentra hipermetilado en tumores colorectales. Un 

análisis de las propiedades supresoras de tumor de HOXB13 reveló que éste  
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inhibe la proliferación y supervivencia de las células de cáncer de colon in vitro e 

inhibe el crecimiento del tumor en ratones (Ghoshal et al., 2010). Estas evidencias 

corresponden con nuestros resultados. Al estar HOXB13 metilado y posiblemente 

silenciado, no puede llevar a cabo su función como inhibidor de la proliferación y 

supervivencia tumoral, lo cual se refleja en un decremento en la sobrevida global y 

en la respuesta a tratamiento de las pacientes.  

 

Uno de los hallazgos más interesantes de este estudio, es que los genes HOXC4 

y HOXC5 se encuentran hipermetilados en el grupo de mala respuesta a 

tratamiento. Estos genes pertenecen a los grupos Deformed (Dfd) y Sex Combs 

Reduced (Scr) de D. melanogaster, que se encargan del desarrollo y 

diferenciación cefálica, maxilar y torácica del embrión (Pattatucci y Kaufman, 1991; 

Restifo y Merrill, 1994).  

El transcrito HOXC4 se expresa en queratinocitos diferenciados, mientras que en 

tumores no diferenciados, su expresión disminuye (Rieger et al., 1994). Los 

autores de este estudio sugieren que el decremento en la expresión de HOXC4 

está relacionada con la indiferenciación. En el presente estudio, HOXC4 se 

encuentra hipermetilado y posiblemente silenciado en el grupo de mala respuesta, 

lo cual sugiere que este grupo de pacientes podría poseer tumores poco 

diferenciados y, por lo tanto, más agresivos, lo cual se reflejaría negativamente en 

la respuesta. 

HOXC5 se encuentra selectivamente expresado en células de cáncer de cérvix 

(Siha), en comparación con tejido normal, en donde se encuentra silenciado 

(Alami et al., 1999). En este estudio, encontramos que HOXC5 se encuentra 

hipermetilado y posiblemente silenciado en el grupo de mala respuesta, e 

hipometilado y posiblemente expresado en el grupo de buena respuesta. Estos 

resultados, junto con los de Alami et al. (1999), sugieren que, o bien HOXC5 se 

activa en un grupo de tumores, y que se silencía en otros que tienen un fenotipo 

más agresivo; o existe otro mecanismo de regulación de la expresión. 
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 Los loci HOXC11 y HOXC13 se encuentran hipometilados, y posiblemente 

activos, en el grupo de mala respuesta (ver tabla 5). Previamente, se ha reportado 

que estos genes se encuentran sobre-expresados en CACU y otros tumores, 

como mama, melanomas, liposarcomas y amelosarcomas (López et al. 2006; 

Cantile et al., 2013, Cantile et al., 2014; Zhong et al., 2010). HOXC11 se asocia a 

proliferación y progresión, así como a resistencia a fármacos. Se demostró que 

HOXC11 y SRC-1 cooperan para regular la expresión de la proteína S100 beta en 

céulas de cáncer de mama resistentes a tamoxifén. HOXC11 y S100 beta son 

factores predictivos de mal pronóstico en pacientes con cáncer de mama (McIlroy 

et al., 2010). Estos datos sugieren que HOXC11 y HOXC13 se encuentran 

expresados, y que podrían inducir la proliferación y progresión del tumor, así como 

la resistencia a fármacos, impactando directamente a la respuesta a tratamiento 

de las pacientes.  

 

La sobre-expresión de HOXD9 se ha asociado a incremento en proliferación, mal 

pronóstico y quimioresistencia en pacientes con glioblastoma (Okamoto et al., 

2007; Tabuse et al., 2011; Murat, et al., 2008). Sin embargo, no se ha establecido 

si los cambios en la expresión de dichos genes se asocien con mecanismos de 

regulación epigenética como la metilación del DNA. 

En un estudio con pacientes de melanoma, se demostró que la hipermetilación de 

HOXD9 se relaciona con una menor sobrevida libre de enfermedad y sobrevida 

global (Marzese et al., 2014). En este mismo reporte, se demostró que los niveles 

de metilación de HOXD9 son mayores conforme avanza la enfermedad, siendo 

más altos en tumores secundarios (metástasis). Los autores sugieren que HOXD9 

juega un papel relevante en la tumorigénesis y la metástasis. Otro estudio muestra 

que uno de los blanco transcripcionales de HOXD9 es caderina 1 (CDH1), por lo 

que la hipermetilación y silenciamiento de HOXD9  puede tener efectos en la 

expresión de CDH1. En CACU, la hipermetilación de HOXD9 podría tener un 

papel relevante en la progresión de la enfermedad por medio de la regulación 

negativa de genes como CDH1. 
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HOXD10 es un gen abdominal B que se encuentra sobre-expresado en pacientes 

con cáncer de mama y con glioblastoma multiforme. En estos últimos, se sobre-

expresa en  pacientes con mala respuesta a quimioterapia (Gaspar et al., 2010). 

Otro estudio reportó que HOXD10 se encuentra hipermetilado en cáncer gástrico y 

que su re-expresión reduce la viabilidad celular. Algunos de sus blancos 

transcripcionales son: IGFBP3, caspasa3 y  caspasa 8 (Wang et al., 2012). Los 

autores proponen a HOXD10 como un supresor de tumores candidato. En 

muestras de cáncer de mama y endometrio, los niveles del transcrito HOXD10 

disminuyen a medida que la enfermedad progresa. En células de cáncer de 

mama, la re-expresión de HOXD10 impide la migración celular e induce una 

reversión fenotípica, reduce la expresión de la integrina a3 y reduce la 

proliferación celular. Al inyectar células de cáncer de mama en ratón, la re-

expresión de HOXD10 reduce el tamaño del tumor (Carrio, et al, 2005).  

Estos hallazgos son consistentes con nuestros resultados. HOXD10, al estar 

hipermetilado y posiblemente inactivo, es incapaz de activar las vías apoptóticas, 

de reducir la proliferación y detener el crecimiento tumoral, lo cual promueve la 

viabilidad del tumor y posiblemente, su capacidad de responder al tratamiento.  

 

Uno de los genes blanco de HOXD13 es el receptor de efrina A7 (EPHA7), que es 

regulado a la baja. EPH4A regula vías de señalización involucradas en 

proliferación e inducción de apoptosis (Salsi y Zappavigna, 2006). 

Algunos reportes de expresión global encontraron que HOXD13 se encuentra co-

expresado junto con CDK6 (Burington et al., 2009). Otro reporte muestra que 

HOXD13 está co-localizado con CDK4 (Schadt, et al., 2004). Ambos genes 

contienen elementos de respuesta HOX en sus promotores (Eukaryotic Promoter 

Database, 2015), por lo que HOXD13 podría regular a nivel transcripcional a 

CDK4 y CDK6, aunque es necesario realizar otros estudios para demostrarlo. 

Cantile et al., (2009) reportaron que el mRNA HOXD13 se encuentra sobre-

expresado en CACU. Nosotros caracterizamos la hipermetilación de HOXD13 en 

este estudio, por lo que: A) HOXD13 se sobre-expresa en un grupo de tumores, y  

se silencía en otros que tienen un fenotipo más agresivo; B) la metilación no 
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regula la expresión. En este caso, otros mecanismos (como la modulación por 

dominios nucleares, marcas de histonas y ncRNAs) podrían ser responsables de 

esta regulación génica.  

 

 Es necesario llevar a cabo estudios con mayor número de muestras para validar  

los hallazgos del presente estudio y para relacionar el estado de metilación con la 

expresión de mRNA y/o proteínas.  

 

La evidencia revisada anteriormente, juntos con nuestros resultados, sugieren que 

los genes HOX tienen un papel relevante en la respuesta a tratamiento en CACU. 

Esto, a su vez, sugiere una regulación de genes involucrados en la resistencia a 

fármacos, proliferación, progresión, invasividad y metástasis. Los genes blanco de 

los factores de transcripción HOX no han sido caracterizados ampliamente, por lo 

que es necesario llevar a cabo estudios que caractericen los blancos 

transcripcionales de las proteínas HOX, en presencia de fármacos y/o radiación, 

para así dilucidar los mecanismos involucrados en la respuesta a tratamiento que 

involucren a dichos factores de transcripción. 

 

CONCLUSION 
 

La hipermetilación de los loci HOXB2, HOXB3, HOXB13, HOXC4, HOXC5, 

HOXC6, HOXD3, HOXD4, HOXD9, HOXD10, HOXD12 y HOXD13 se asocia con 

una mala respuesta a tratamiento en pacientes con CACU en etapas localmente 

avanzadas. A pesar de que se utilizó un número pequeño de muestras, se observó 

una tendencia asociada a la sobrevida global menor en pacientes que presentan 

hipermetilación de los loci HOXB13, HOXC4-C5, HOXD4 y HOXD12. Para poder 

confirmar esta tendencia y validar nuestros resultados, es necesario analizar el 

estado de metilación de estos genes en un mayor número de muestras.  
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Figura 13. Genes HOX diferencialmente expresados en la progresión de 
CACU y diferencialmente metilados en la respuesta a tratamiento.  
 

Perspectivas 
 

1. Validar el perfil de metilación de los loci HOXB2, HOXB3, HOXB13, 

HOXC4, HOXC5, HOXC6, HOXD3, HOXD4, HOXD9, HOXD10, HOXD12 y 

HOXD13  hipermetilados utilizando otras metodologías, como bisulfito y 

secuenciación. 

2. Identificar si el estado de metilación de los loci HOX (HOXB2, HOXB3,  

HOXB13, HOXC4, HOXC5, HOXC6, HOXD3, HOXD4, HOXD9, HOXD10, 

HOXD12 y HOXD13) se relaciona con la expresión de mRNA y/o proteínas.  

3. Validar la tendencia de una menor sobrevida global en las pacientes que 

presentan hipermetilación en los loci HOXB13, HOXC4-C5, HOXD4 y 

HOXD12 en un mayor número de muestras. Este perfil de metilación, puede 

utilizarse en un futuro, como marcador de respuesta a tratamiento en 

pacientes con CACU en etapas localmente avanzadas.  
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4. Realizar estudios funcionales que permitan dilucidar los blancos 

transcripcionales y mecanismos de regulación mediados por los HOX, así 

como su papel en la respuesta a tratamiento a nivel molecular.  
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