UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
PROGRAMA DE DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS

FACULTAD DE MEDICINA

“‘El RNA mensajero del gen CDKN3 como biomarcador de sobrevida y

potencial blanco terapéutico en las pacientes con cancer de cérvix”

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTOR EN CIENCIAS

PRESENTA:
Q. B. P. EIRA VALERIA BARRON PALMA

TUTOR PRINCIPAL:
DR. JAIME BERUMEN CAMPOS, FACULTAD DE MEDICINA

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR:
DRA. SUSANA KOFMAN EPSTEIN, FACULTAD DE MEDICINA
DRA. ALICIA GONZALEZ MANJARREZ, INSTITUTO DE FISIOLOGIA
CELULAR

MEXICO, D. F., Noviembre del 2015



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS ACADEMICOS

A la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).
Al programa de Doctorado en Ciencias Biomédicas.
A la Facultad de Medicina UNAM.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por la beca

estudiantil otorgada para la realizacion de este proyecto.

A los proyecto de CONACyYT 8135/A1 y 24341 y UNAM SDI.PTID.05.2 por el

sustento para este proyecto.

A mi tutor principal, el Doctor Jaime Berumen Campos por la direccion del
proyecto de investigacion, las ensefianzas, guia y apoyo durante mi formacion

académica.

A las Doctoras Susana Kofman y Alicia Gonzalez Manjarrez, por formar parte
del comité tutoral, por sus observaciones y criticas durante el desarrollo del

proyecto y por su participaciéon en mi formacion académica.

Al Doctor Juan Carlos Gomora y a la Doctora Martha Pérez quienes

participaron activamente en el proyecto.



INDICE

Abreviaturas
Resumen
1. Introduccién
1.1 Marco Tedrico
1.2 Antecedentes
2. Justificacion
3. Hipotesis
4. Objetivos
5. Materiales y métodos
5.1 Declaracion de Etica.
5.2 Muestras y disefio experimental.
5.3 Purificacion de DNA y RNA.
5.4 Deteccidn y tipificacion del VPH.
5.5 Identificacion del nivel de expresion del gen CDKN3 mediante
retro transcripcion cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR).
5.6 Identificacion de variantes de mRNA del gen CDKN3 mediante
RT-PCR y secuenciacién de DNA.
5.7 Analisis de sobrevida de las pacientes con cancer.
5.8 Lineas celulares y cultivo de células.
5.9 Transfecciones con siRNAs en las lineas celulares Calo,
CaSki, HelLa y SiHa.
5.10 Ensayos de inmunofluorescencia.
5.11 Inmunohistoquimica.
5.12 Western blot.
5.13 Ensayos de proliferacion.
5.14 Ensayos de invasion y migracion.
5.15 Analisis estadistico.
6 Resultados
6.1 Expresion del gen CDKN3 en pacientes con cancer del cuello
uterino.
6.2 Asociacion entre la expresion génica de CDKNS3, el estadio
clinico y el tipo viral con la sobrevida de las pacientes con CC.
6.3 Efecto de la inhibicion de la expresion génica de CDKN3 en la
proliferacion, la migracion y la invasion de lineas celulares
derivadas de CC.
6.4 Analisis de las variantes de mMRNA y proteina de gen CDKN3.
6.5 Localizaciéon celular de la proteina CDKN3 en lineas celulares,
muestras de CC y muestras normales de cérvix, mediante
inmunofluorescencia e inmunohistoquimica.
7. Discusion
8. Conclusiones
9. Perspectivas

00 0000 NNO O1TWWN -

14

15
16
17

17
18
19
20
21
22
23
23

28

32

40
45

48
54
55



10. Referencias

11. Publicacién derivada del proyecto de tesis doctoral
11.1 CDKN3 mRNA as a biomarker for survival and therapeutic
target in cervical cancer.

12. Anexos. Publicaciénes

12.1 Amplified genes may be overexpressed, unchanged, or

downregulated in cervical cancer cell lines.

12.2 Impact of gene dosage on gene expression, biological

Tabla 1.

Tabla 2.

Tabla 3.

Tabla 4.

Tabla 5.

Tabla 6.

Tabla 7.

processes and survival in cervical cancer: a genome-wide
follow-up study.

INDICE DE TABLAS

Clasificacion de pacientes de acuerdo al tipo histolégico,
estadio clinico y tipo viral.

Lista de oligos utilizados para la identificacién de las
variantes del gen CDKNS3.

Datos clinicos y "fold Change" del nivel de expresion del gen
CDKNS3 en 134 pacientes con CC.

Analisis univariado y multivariado de la sobrevida de las
pacientes con CC incluyendo la expresion de CDKN3, el
estadio clinico y el tipo de VPH.

Disminucion de la cantidad de mRNA de CDKNS3 en células
transfectadas con siRNAs especificos contra CDKN3.
Incremento en el tiempo de duplicacién en las células
transfectadas con siRNAs especificos contra CDKN3.
Frecuencia de las diferentes variantes de mRNA del gen
CDKNS.

56
66
66

67

68

10

14

23

31

33

38

42



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.
Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.

INDICE DE FIGURAS

Expresion del gen CDKN3 en el epitelio cervical normal y en
muestras de cancer de cuello uterino.

Analisis de supervivencia de las mujeres con cancer de cuello
uterino de acuerdo a la estadificacion de la FIGO, el tipo de
VPH, y la expresion de CDKN3.

Deteccion de la proteina CDKN3 por inmunofluorescencia y
Western blot en lineas celulares derivadas de CC
transfectadas con siRNAs especificos contra CDKN3 o
siRNAs control.

Especificidad del anticuerpo secundario.

Curvas de proliferacion celular de lineas celulares derivadas
de CC transfectadas con siRNAs especificos contra CDKN3 o
siRNAs control.

Migracion e invasion celular, de lineas celulares derivadas de
CC transfectadas con siRNAs especificos contra CDKN3 o
siRNAs control.

Analisis de los transcritos de CDKNS3.
Analisis de secuenciacion de transcritos de CDKN3.
Analisis histolégico de la expresién de la proteina CDKNS3.

27

30

34

35
37

39

43
44
47



ABREVIATURAS

e CC: Cancer de cérvix

¢ mRNA: RNA mensajero

e VPH: Virus del papiloma humano

e CDKNS: Inhibidor de cinasa dependiente de ciclina 3 “ Cyclin-dependent kinase inhibitor
3

e SiRNA: RNAs interferentes cortos “Short interfering RNA”

e FIGO: Fédération Internationale de Gynécologie Obstétrique

e GAPDH: Giliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa “Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase”

e RT-qPCR: Retro transcription — PCR cuantitativa

e FC: Razoén de cambio “Fold change”

e ROC: Receiver Operator Characteristic

e MW: Prueba paramétrica de Mann—\Whitney

e HR: Razdn de riesgo “Hazard ratio”



RESUMEN

El gen “Inhibidor 3 de cinasa dependiente de ciclina (CDKN3)” esta implicado en la mitosis
y se encuentra sobre expresado en cancer de cérvix (CC). En este proyecto Investigamos
si el RNA mansajero (mMRNA) del gen CDKN3 puede funcionar como biomarcador de
sobrevida y potencial blanco terapéutico para las pacientes con CC.

El mRNA del gen CDKN3 se midié en 134 muestras de tumores con CC y 25 controles
epiteliales sanos por medio de PCR cuantitativa. Para evaluar si la elevada expresion del
gen CDKN3 esta relacionada con la sobrevida se realizé un estudio de sobrevida a 5 afios
en 121 de estos pacientes con CC. Ademas, se utilizaron RNAs interferentes cortos (Short
interfering RNA “siRNAs”) especificos contra CDKN3 para investigar si este gen esta
implicado en la proliferacion, la migracion y la invasion en lineas celulares derivadas de
CC (SiHa, CaSki, HelLa).

El mMRNA de CDKN3 se encontré en promedio 6.4 veces mas alto en los tumores de CC
que en los controles sanos (P = 8 x 106, Mann-Whitney). En total, 68.2% de las pacientes
con CC que sobre expresan el gen CDKN3 (FC = 17 veces) murieron durante los dos afios
posteriores al diagndstico, independientemente del estadio clinico y el tipo de VPH
presente (HR = 5.1, IC del 95%: 2.6 - 10, P = 3.0 x 106, Modelo de riesgos proporcionales
de Cox). En contraste, solo el 19.2% de las pacientes con baja expresiéon de CDKN3 murio
en el mismo periodo. En la inhibicion in vitro del gen CDKN3, se observé una disminucion
de la proliferacién celular en promedio de 67%, aunque no se observo ningun efecto sobre
la migracién y la invasion celular.

El mRNA del gen CDKN3 puede ser un buen biomarcador de sobrevida y un potencial

blanco terapéutico en CC.



EL RNA MENSAJERO DEL GEN CDKN3 COMO BIOMARCADOR DE SOBREVIDA Y
POTENCIAL BLANCO TERAPEUTICO EN LAS PACIENTES CON CANCER DE

CERVIX.

1. INTRODUCCION

1.1 MARCO TEORICO

El cancer cervical (CC) es el cuarto tipo de cancer mas comun en mujeres en todo el mundo
[1]. Cada afio se reportan 530.000 nuevos casos de CC y 275.000 muertes por CC en todo
el mundo, haciendo que la relacién mortalidad-incidencia sea de aproximadamente el 50%
[2, 3]. El virus del papiloma humano (VPH) es el principal factor causal para el desarrollo
del cancer cervical (CC) y se encuentra en casi el 100% de estos tumores, a nivel mundial,
el tipo viral mas frecuente es el VPH16 encontrado aproximadamente en el 50% de los
casos, seguido del VPH18 (15%) [4, 5]. Actualmente, las vacunas que se encuentran en el
mercado, principalmente previenen la infeccion por los tipos oncogénicos de VPH 16 y 18,
que estan asociados con un 65-70% de los CC en todo el mundo [6, 7]. Estas vacunas son
muy eficaces para la prevencién de la infeccion y el desarrollo de neoplasias intraepiteliales
cervicales de alto grado, sin embargo, las mujeres vacunadas todavia deben someterse a
vigilancia para facilitar la deteccién temprana de CC ya que estas vacunas solo protegen
contra ciertos tipos de virus, y la duracion de la proteccion inmune contra el virus aun se
desconoce [8, 9]. En muchos paises, las vacunas preventivas para el VPH 16 y 18 se han
incorporado en los programas nacionales de vacunacion para ninas de 9 a 12 afios de edad

[10, 11]. Pese a la aplicacién de la vacuna, la historia natural de la enfermedad indica que



el mayor impacto en la disminucion de incidencia de cancer de cuello uterino no sera visto
hasta dentro de algunas décadas. [10, 12]. Ademas, de acuerdo a la distribucion de los
tipos de VPH 16 y 18 entre los diversos grupos de edad, aproximadamente la mitad de las
mujeres mayores de 50 afios con CC no estan protegidas por estas vacunas preventivas
[13]. Por lo tanto, es necesario mejorar los procedimientos para la deteccion oportuna y el
tratamiento de CC.

Actualmente el CC se trata con cirugia, quimioterapia, radioterapia, o combinaciones de
estas terapias, dependiendo del estadio clinico de la enfermedad. El éxito de estas terapias
convencionales y la sobrevida de las pacientes disminuye a medida que progresa la
enfermedad [14]. A diferencia de otros tipos de cancer, para los cuales se han desarrollado
terapias dirigidas [15], no existen terapias dirigidas especificas contra el CC. La mayoria de
los farmacos contra el cancer se dirigen hacia proteinas mutadas, especialmente proteinas
cinasas [16]. Sin embargo, algunos farmacos especificos actuan sobre las proteinas
normales que se sobre expresan en los tumores, como es el caso de HER2/neu en el cancer
de mama [17, 18]. El primer paso en el desarrollo de un farmaco dirigido especifico para
CC es la identificacion de dianas moleculares que estan presentes en CC y ausentes en el
tejido sano, y que sean esenciales para el crecimiento del tumor. La inhibicion de la mitosis
es una estrategia conocida para combatir el cancer [19, 20]. Los farmacos que inhiben el
proceso de la divisién celular son generalmente eficaces como agentes anticancerigenos.
Los taxanos y vinca alcaloides, que inhiben la formacion del huso mitético, son ejemplos
bien conocidos de estos farmacos. Sin embargo, su eficacia es limitada ya que también
afectan la red de microtubulos de células que no se dividen, llegando a afectar las funciones

endoteliales y produciendo efectos neurotoxicos.



1.2 ANTECEDENTES

En un estudio previo, se demostré que el gen "inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina
3" (CDKN3) se encuentra sobre expresado en los canceres cervicales en comparacion con
el epitelio cervical normal. Ademas, en una muestra pequefia de pacientes con CC positivos
para VPH16 se demostro que el alto nivel de expresion de CDKNS3 esta asociado con una
menor sobrevida de las paciente [21]. Estos datos sugieren que CDKNS3 esta involucrado
en la progresién tumoral, al menos en los CC positivos para VPH16. Sin embargo, no se ha
demostrado que la inhibicion de CDKN3, disminuya o inhiba el crecimiento tumoral de todos
los CC, independientemente del tipo viral.

CDKNS3 es un gen localizado en el cromosoma 14922 [22] que codifica para una proteina
de la familia de fosfatasas duales especificas, juega un papel importante en la division
celular [23]. Se conoce que la proteina CDKN3 puede defosforilar especificamente e
inactivar a CDK2, mediante la defosforilacién de Thr160 y que también interactua con CDK1
(Cdc2) controlando la progresion del ciclo celular. Se ha reportado la asociacion de éste
gen en diversos tipos de cancer, y se han identificado transcritos variantes de RNA
mensajero generados por “splicing” alternativo, que producen proteinas truncas cuyos sitios
de unién e interacciéon con las proteinas blanco como CDK1 y CDK2 pudieran estar

alterados, ocasionando cambios en la funcionalidad de CDKN3 [24 - 26].



2. JUSTIFICACION

El Cancer de Cérvix, hoy en dia sigue siendo uno de los principales problemas de salud en
paises sub desarrollados, manteniéndose como la cuarta causa de cancer en mujeres. Se
han desarrollado dos vacunas profilacticas, una divalente (contra VPH 16 y VPH18) y otra
cuadrivalente (VPH6, VPH11, VPH16 y VPH18), que se han implementado en el cuadro de
vacunacion en nifias de 9-12 afios de edad; sin embargo, considerando que el pico maximo
de incidencia del CC se encuentra en mujeres de 45-50 afios de edad, el efecto real de
estas vacunas no podra evaluarse, sino hasta dentro de algunos afos. Por lo tanto es
necesario el desarrollo de métodos de diagndstico y terapias que ayuden al diagndstico
oportuno y que brinden tratamientos especificos para las pacientes con CC.

Para demostrar de manera concluyente si la sobreexpresiéon de CDKN3 se asocia con una
disminucién de la sobrevida de las pacientes con CC, se debe realizar un estudio que
incluya un mayor numero de pacientes que sean positivas a VPH16 y a otros tipos virales.
Ademas, para investigar si CDKN3 esta involucrado en el proceso de carcinogénesis y se
pueda proponer como blanco terapéutico, se debera analizar el efecto de su inhibicidn, en

procesos como proliferacion celular, migracion e invasion en modelos de lineas celulares.



3. HIPOTESIS

Se ha demostrado que el gen CDKN3 se encuentra sobre expresado en muestras de cancer
de cuello uterino positivas para el virus VPH16, por lo tanto, se espera que la sobre
expresion del gen se encuentre en muestras de cancer de cuello uterino positivas para otros
tipos virales y que la sobre expresién esté asociada con una menor sobrevida de las
pacientes. Considerando que la sobre expresion del gen es un evento comun en cancer de
cuello uterino, debera tener un efecto directo en procesos como proliferacion, invasion y

metastasis.

4. OBJETIVOS

1) Investigar si el gen CDKN3 se encuentra sobre expresado en casos de pacientes con
CC independientemente del tipo viral.

2) Investigar si existen variantes del RNA mensajero (MRNA) del gen CDKN3 que puedan
estar expresandose en los casos de CC y/o controles sanos.

3) Investigar si la sobre expresién del gen CDKNS3 esta asociada a un menor tiempo de
sobrevida de las pacientes con CC positivas para cualquier tipo de VPH, incluyendo los
tipos 16, 18, 31, 45 y otros.

4) Investigar si la inhibicion del mRNA del gen CDKN3, disminuye la proliferacion,
migracion e invasion de células neoplasicas derivadas de CC positivas para el VPH16

(SiHa, CaSki) y el VPH18 (HelLa).



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Declaracion de Etica

El protocolo del estudio fue aprobado por los Comités Cientificos y Eticos del Hospital
General de México (autorizacion: DIC/03/311/04/051) y se realiz6 de acuerdo con los
principios éticos descritos en la Declaracion de Helsinki de 1964. Se obtuvo el

consentimiento informado de todos los participantes antes de su inclusién en el estudio.

5.2 Seleccion de muestras y disefio experimental

Se incluyeron 134 pacientes con cancer del cuello uterino (CC) diagnosticados en el
Departamento de Oncologia y 25 mujeres con epitelio cervical normal evaluados en el
Departamento de Ginecologia y Obstetricia del Hospital General de México. Las muestras
fueron seleccionadas de un total de 462 pacientes con CC que se reclutaron de acuerdo a
los siguientes criterios de inclusion: diagnostico clinico de CC invasor, sin tratamiento
previo, nacidas y residentes en México, con una ascendencia mexicana de dos
generaciones. Las pacientes que cumplieron los criterios de inclusién fueron seleccionadas
posteriormente durante los periodos comprendidos entre noviembre del 2003 a abril del
2005 y enero del 2006 hasta julio de 2007, y representan el 80% de las pacientes con
diagndstico de CC durante estos periodos. Los criterios de seleccion para las muestras de
CC incluidas en este trabajo se basaron en la disponibilidad de una biopsia fresca del tumor
para extraccion de RNA, con mas de 70% de células tumorales en el analisis morfoldgico y
el tipo viral. De acuerdo a la calidad del RNA, la mayoria de los casos (88%) fueron
seleccionados durante el segundo periodo de reclutamiento. Los casos de CC incluyeron

90 muestras positivas para VPH16 (42 de ellas previamente reportadas, aunque en este



estudio se actualiz6 el tiempo de seguimiento para el analisis de sobrevida, y 48 muestras
nuevas), y 44 positivas para otros tipos de VPH: 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 53, 58, 59 y 68.
Las muestras de mujeres incluidas en este estudio, fueron comparables a aquellas que se
excluyeron por razones de edad (media = 50 anos), / etnia, histologia y estadio clinico. La
frecuencia de los tipos de VPH en este subgrupo no es comparable a la frecuencia en la
totalidad de la muestra [13], ya que se seleccioné una mayor proporcion de tumores
positivos para VPH16. Los tumores de las pacientes se clasificaron de acuerdo a la ultima
revision del protocolo internacional para el cancer ginecologico (Fédération Internationale
de Gynécologie Obstétrique; FIGO) [27], y de acuerdo al tipo histoldgico y tipo viral (Tabla
1). La edad promedio de las pacientes con CC fue de 51.6 afos (23-89 afios). Se tomaron
una o dos biopsias de los tumores durante el examen colposcopico, una de las biopsias se
dividio en 2 partes iguales, 1 parte se fijo en formol amortiguado para el analisis morfolégico
y la otra parte, junto con la segunda biopsia, fueron congeladas en hielo seco y
almacenadas a -80°C hasta su analisis. Las muestras de controles cervicales se obtuvieron
de pacientes sometidas a histerectomia por miomatosis. La etnia y la edad media (49 afos)
de estas pacientes fueron similar a la de las pacientes con CC. Estas pacientes fueron
diagnosticadas previamente como sanas, presentando cuello uterino normal mediante
citologia y colposcopia. Inmediatamente después de recibir un fragmento del cuello uterino
de la sala de operaciones, los epitelios exo cervical y endo cervical se disectaron utilizando
un microscopio estereoscépico para evitar tomar células del estroma. Los tejidos se

congelaron rapidamente en nitrégeno liquido y se almacenan a -80 °C hasta su uso.



Tabla 1. Clasificacion de pacientes de acuerdo al tipo
histoldgico, estadio clinico y tipo viral.

Tipo histologico n
Adenocarcinoma 20
Carcinoma de células escamosas 111
Carcinoma adenoescamoso 2
Indiferenciado 1

Estadio clinico n
A1 1
IB1 39
IB2 31
A 7
1B 38
B 13
v 5

Tipo viral N
VPH16 90
Otros tipos virales? 44

a. Positivos para VPH 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 563, 58, 59 y 68.

5.3 Purificacion de DNA y RNA

El DNA se purifico a partir de raspados cervicales, especimenes de biopsia y lineas
celulares utilizando el sistema PureLink genomic DNA (Invitrogen, CA.) y se almacen¢ a -
20 °C hasta su analisis. Las extracciones se realizaron de acuerdo al protocolo del
proveedor. En el caso de tejidos, se adicionaron 180uL de “Genomic Digestién Buffer” y
20ul de Proteinasa K sobre el tejido y se incuba a 55°C durante cuatro horas. En el caso de
los cultivos de células, se cosecharon las células, se retird el medio de cultivo, se colectaron
en tubos de 1.5mL y se lavé en PBS 1x (Buffer salino de fosfatos), se centrifugan a 5000
rom 3 minutos, se retira el PBS vy el pellet se re-suspende en 200uL de PBS nuevo; en
ambos casos, después del procedimiento previo, se adicionan 200uL de “Genomic
Lysis/Binging Buffer”, 20uL de proteinasa K (solo en el caso de las células) y 20uL de

RNAsa, se incuban durante 15 minutos a 55°C en agitacion constante, posteriormente se
10



coloca esta solucion en la columna de separacion y se centrifuga a 10,000 rpm durante 1
minuto, se descarta la solucién filtrada y se adiciona a la columna 500uL de “buffer de
lavado”, se centrifuga a 10,000 rpm 1 minuto, se repite este paso, y finalmente se eluye el
DNA en 40uL de “buffer de elucion” centrifugando a 13,200 rpm durante 3 minutos. La
calidad del DNA en todos los casos se corroboré por electroforesis en geles de agarosa, se
cuantifica utilizando espectrofotometro a A260 y se evalua la calidad del DNA por la relacion
A260/A280 mayor de 1.9.

El RNA se purifico a partir de raspados cervicales, especimenes de biopsia y lineas
celulares utilizando el reactivo de Trizol (Invitrogen, CA.), de acuerdo con el protocolo del
fabricante. En un mortero homogenizar la biopsia con hielo seco, adicionar 1mL de trizol y
volver a homogenizar, transferir el contenido del mortero a un tubo de 1.5 mL y
homogenizar pasando diez veces a través de una jeringa con aguja de 20G. Incubar por 10
minutos a temperatura ambiente, centrifugar a 12,000 x g 10 minutos a 4°C, recolectar el
sobrenadante en tubos de 1.5mL, adicionar 200uL de cloroformo, agitar vigorosamente por
15 segundos. Incubar durante 3 minutos a temperatura ambiente, mezclando cada minuto.
Centrifugar a 12,000 x g 15 minutos a 4°C, recolectar el sobrenadante en otro tubo de
1.5mL, adicionar a este sobrenadante 500uL de isopropanol absoluto y agitar por inversion,
incubar las muestras a -20°C por 10 min. Al finalizar el tiempo de incubacion, centrifugar a
12,000 x g 10 min a 4°C, decantar el sobrenadante y lavar el pellet con 1mL de etanol al
80%, centrifugar a 7,500 x g 5 min a 4°C, realizar dos lavados mas con etanol al 80%. Secar
el RNA a temperatura ambiente. Finalmente re-suspender el RNA en 50uL de Agua-DEPC
(Dietilpolicarbonato), almacenar a -80°C hasta su uso. La calidad del RNA se confirmé por
electroforesis en geles de agarosa, demostrandose por la presencia de las bandas de RNA

ribosomal intactas, la banda 28s dos veces mas intensa que la banda 18s.

11



5.4 Deteccion y tipificacion del VPH

La deteccion se realizé por PCR utilizando oligos universales localizados en el gen L1 de
los VPHs, MY09/MY11, GP5+/6+ y L1C1 descrito previamente [28 - 30]. El gen -globina
(HBB) se utiliz6 como control interno, para evaluar la calidad del DNA. Los tipos de VPH
fueron identificados por secuenciacion de las bandas amplificadas en las muestras
positivas, utilizando un método de secuenciacion fluorescente (BigDye Terminator Ready
Reaction Kit, Applied Biosystems, Foster City, CA). La secuenciacién se genero corriendo
los fragmentos marcados de DNA en electroforesis capilar utilizando el analizador genético
ABI PRISM 3130xI (Applied Biosystems). Las secuencias de las muestras positivas se
analizaron con el programa de similitud de secuencias FASTA, el cual calcula el porcentaje
de similitud de las secuencias exploradas con las secuencias reportadas de los VPHs [13,
31]. El porcentaje de identidad promedio de estas secuencias para los tipos de VPH fue del

98,7% (91-100%).

5.5 Evaluacién del nivel de expresion del gen CDKN3 mediante retro transcripcion
cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

La transcripcién inversa del RNA total se realizé utilizando el sistema High-Capacity cDNA
(Applied Biosystems) en un volumen total de 20 pL. La mezcla incluye 2 pg de RNA, 2 yL
del “buffer” RT 10x, 0.8 uL de dNTPs 100 mM, 2 uL de cebadores aleatorios 10x, 1 uL de
enzima MultiScribeTM transcriptasa inversa (5 U/uL) y 1 pyL de inhibidor de RNasa (2 U/uL).
Incubar las reacciones a 37 °C durante 120 min, y posteriormente almacenar a -20 °C hasta
su uso. La expresion del gen CDKN3 se midié en 134 muestras de CC y 25 controles
epiteliales sanos, por medio de la técnica de qRT-PCR. Se utilizé el gen GAPDH como

control interno en todos los casos. Se utilizaron ensayos con sondas TagMan para los
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genes CDKN3 y GAPDH (Hs00193192_m1 y Hs02758991 g1 respectivamente; Applied
Biosystems). Los experimentos se realizaron por triplicado en un volumen final de 20pL,
incluyendo 200 ng de DNA complementario (cDNA), 10 uL de la mezcla “TagMan Universal
PCR Master” 2x (Applied Biosystems), 1 uL de la sonda de TagMan 20x y 7 yL de agua
libre de RNasa. El programa de ciclos sucesivos se llevo a cabo en el Rotor Gene (Corbett
Research, Sydney, Australia), de la siguiente manera: un ciclo de activacion a 50 °C durante
2 min, seguido de 95 °C durante 10 min, luego 40 ciclos sucesivos con un periodo de
desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos y un periodo de hibridacion/extension a 60
°C durante 1 min. La medicion de la expresidn génica se realiz6 mediante curvas de
calibracion, construidas a partir de una mezcla de cDNAs de tumores realizando diluciones
seriadas con un factor de dilucion descendente de 10; los puntos de la curva van desde 500
a 0.05 ng/ L. Las curvas para cada gen se probaron en tres experimentos diferentes, se
corrieron por triplicado y los promedios de los coeficientes de correlacion (r) fueron mayores
que 0.98. La expresion de CDKN3 se normalizé en cada muestra de tumor y control con la
intensidad del gen utilizado como referencia interna (GAPDH) utilizando un método descrito
previamente [21]. Los valores de intensidad normalizados se midieron en ng/mL. Se llevo a
cabo una prueba de normalidad (Shapiro Wilk) para comprobar que los datos de expresion
génica seguian una distribucién normal. El “fold change” (FC) de la expresiéon de CDKN3
se calculo dividiendo la mediana de la intensidad normalizada del tumor entre la mediana
de la intensidad normalizada de todos los controles. El valor de significancia estadistica
entre las medianas de los casos y controles fue calculado con la prueba no paramétrica de

Mann-Whitney (MW).
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5.6 Identificacion de variantes de mRNA del gen CDKN3 mediante RT-PCR vy
secuenciacion de DNA

Las variantes del RNA del gen CDKN3 se identificaron en el DNA complementario de 45
tumores, 22 epitelios cervicales normales, y en tres lineas celulares (CaSki, Hela, y SiHa)
utilizando RT-PCR. Para la RT-PCR se utilizaron oligos reportados anteriormente [24] y
oligos disefnados especificamente para variantes ya reportadas [32] (Tabla 2). Los
productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa y se
secuenciaron usando el método fluorescente de ciclo de secuenciacion (Reaccion Kit
BigDye Terminator Ready; Applied Biosystems). La secuenciacién se genero corriendo los
fragmentos marcados de DNA en electroforesis capilar utilizando el analizador genético ABI
PRISM 3130x! (Applied Biosystems). Las secuencias se analizaron con la herramienta de
similitud de secuencias FASTA [13, 31], con el software SeqScape (Applied Biosystems), y
con el software de alineacion de secuencias Clustalw2

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).

Tabla 2. Lista de oligos utilizados para la identificacion
de las variantes del gen CDKN3.

Oligo ID Secuencia5 -3’
F1* ACT GGT CTC GAC GTG GGG CG
R1* GTT GAT AAC ACT GGT TTC
F2* CCA GCGATG AAG CCG CCCAG
R5 TGG TTT CAT TTC AAT ACA AAT TAT GCT
ROf GAC AAGCAGCTATGT ATTAAGGTTT
F5-e TGA AGC CGC CCA GTT CAATAC AA
F6-i GAT GAA GCC GGC TATCTT TGT CA
F4 GGA ACAATT ACACCAGTCTTC

* Oligos previamente reportados.
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5.7 Andlisis de sobrevida de las pacientes con cancer

En base al estadio clinico FIGO y las recomendaciones de la Sociedad Americana de
Cancer, cada pacientes recibio el tratamiento mas apropiado para su caso (Tabla 3, seccion
de resultados). Una vez completado el tratamiento, cada paciente fue evaluada
clinicamente cada 3 o 6 meses por un médico oncodlogo. Los datos clinicos del estudio de
seguimiento se obtuvieron a partir de la historia clinica de cada paciente. Ademas, una
trabajadora social realiz6 llamadas telefonicas y visitas domiciliarias a las pacientes cada 6
meses durante el estudio. Los casos registrados como vivas, fueron seguidos exitosamente
por mas de 2 afos, en promedio durante 63 meses, después del tratamiento inicial. El
numero de meses de seguimiento de las pacientes se indica en la Tabla 3 (seccién de
resultados). Los casos considerados como desconocidos se refieren a aquellas pacientes
que se perdieron durante el seguimiento clinico antes de 15 meses y no se pudo investigar
si aun estaban vivas o ya habian fallecido. Para el analisis de sobrevida, aquellas pacientes
con estatus de vivas o desconocidas, se consideraron perdidas del seguimiento o
‘censuradas a la derecha” cuando después del punto de censura (igual al nUmero de meses
del seguimiento) no asistieron a las citas médicas para el control de la enfermedad, no
respondieron las llamadas telefénicas o no se encontraron en las visitas domiciliarias. En
esta cohorte, las pacientes registradas como fallecidas fueron aquellas mujeres cuya causa
de muerte principal fue debida al cancer cervical. La causa de muerte de todas las
pacientes, a excepcion de una que fallecié durante el seguimiento (R221, cuya causa de
muerte no se conoce, y para el analisis de sobrevida, se consideré como “desconocida”
aunque se siguiera por mas de 15 meses), fue confirmada en la historia clinica y el
certificado de defuncién. De las 134 pacientes con CC incluidas en el analisis con gRT-

PCR, sélo se incluyeron 121 en el estudio de sobrevida. Las 13 pacientes excluidas del
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estudio no recibieron tratamiento, el tratamiento fue incompleto o no regresaron al Servicio
de Oncologia después del diagndstico inicial. El valor de la mediana del seguimiento de las
121 pacientes fue de 60 meses. Para el analisis de la sobrevida se utilizaron como variables
la expresion génica de CDKN3, el estadio clinico FIGO y la infeccién por VPH. Para
establecer el nivel de corte que permita diferenciar con la mayor sensibilidad y especificidad
las pacientes vivas y muertas en relacién a la expresion (Fold Change) del gen CDKN3, se
realizé un analisis “Receiver Operating Curve” (curva ROC). Para ello se establecieron 500
subgrupos de entrenamiento, cada uno con 44 casos seleccionados aleatoriamente. Se
calculo el promedio de los valores de corte obtenidos para cada grupo de entrenamiento y
posteriormente se analizé6 como grupo de prueba, el total de las muestras en su totalidad
(n=121). Las muestras con valores de expresion genética (FC) iguales o por encima del
valor de corte (FC = 17) se les asignd un valor de 1 y las que tuvieron valores por debajo
de la linea de corte, se les asigné un valor de 0. La sobrevida global acumulada fue
calculada con el método de Kaplan-Meier y la significancia estadistica de las
comparaciones entre las curvas se obtuvo con la prueba de log-Rank. A su vez, el estadio
clinico FIGO, el tipo de VPH y la expresiéon de CDKN3 se incluyeron como co-variables en

el modelo de riesgos proporcionales de Cox.

5.8 Lineas celulares

Se utilizaron las lineas celulares derivadas de cancer de cérvix positivas para VPH16
(CaSki, SiHa) y VPH18 (HeLa), las cuales fueron proporcionadas por el Dr. Juan Carlos
Godmora del Departamento de Biofisica del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad
Nacional Auténoma de México. Las células se cultivaron en medio Eagle modificado (Gibco

® DMEM Cat. 12100-038, Life Technologies) suplementado con suero bovino fetal (Gibco
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® Cat. 16000-044, Life Technologies) y una solucion de antibiotico-antimicotico (Gibco ®
Cat.15240-062, Life Technologies) a 37°C en incubadora de COz al 5%. Las lineas celulares
fueron autentificadas por perfiles de Repeticiones cortas en tandem (STR “Short Tandem

Repeats”).

5.9 Transfecciones con siRNAs en las lineas celulares CaSki, HeLa y SiHa

Para realizar las transfecciones con siRNAs en cada una de las lineas celulares, se
sembraron 2 x 10° células/pozo, en placas de doce pozos, y se cultivaron hasta obtener una
confluencia del 60-80% antes de la transfeccidn. Las células se transfectaron con un mezcla
de tres siRNAs especificos contra el RNA mensajero del gen CDKN3 o una mezcla de
siRNAs que contienen tres secuencias aleatorias que no son especificas de ninguna
secuencia de RNA mensajero, como control negativo de transfeccion (siRNA CDKN3: sc-
43877, siRNA-R: sc-37007, respectivamente, SantaCruz Biotechnology, Inc) utilizando el
reactivo de transfeccion de siRNAs (sc-29528; SantaCruz Biotechnology, Inc) de acuerdo
con las instrucciones del proveedor. Se probaron diferentes concentraciones de siRNAs
(80, 100 y 120 nM) para investigar la concentracidon mas apropiada para inhibir la mayor
cantidad del mMRNA de CDKN3 en las lineas celulares. Para determinar este valor, se
realizaron ensayos de qRT-PCR (descrito anteriormente) en cada linea celular 48 horas

después de la transfeccion.

5.10 Ensayos de inmunofluorescencia
La expresion de la proteina CDKN3 se determind en las tres lineas celulares transfectadas
con siRNAs especificos o siRNAs control. Las células se crecieron directamente en

cubreobjetos colocados en los pozos de una placa de 24 pozos. Las células se fijaron a las
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96 horas después de la transfeccién, utilizando etanol absoluto durante 20 min a -20 °C.
Posteriormente se adicion6 una solucion que contiene 5% de albumina de suero bovino en
PBS y Triton X-100 0,05% para la permeabilizacion de células y se incubd durante 30
minutos. El anticuerpo primario contra CDKN3 (Cat 118702; Abcam, Cambridge, MA), se
diluy6 1:200 en la solucién permeabilizadora utilizada anteriormente. Se afiadié un volumen
de 20ul a cada cubreobjetos, los cuales se incubaron durante la noche a 4 °C en camara
humeda. Después de lavar con PBS, los complejos antigeno-anticuerpo se detectaron
incubando los cubreobjetos con 20ul de anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con
FITC (1: 100; ZyMaxTM, Life Technologies Jackson Lab) 2 horas a temperatura ambiente.
Los nucleos celulares se contratifieron con DAPI [4', 6-diamidino-2-fenilindol, dihidrocloruro]
(1:1000; Invitrogen). Los ensayos se realizaron por triplicado, se incluyeron ensayos de
control del anticuerpo primario, para demostrar que el sistema de deteccién no da sefial de
fluorescencia por si solo. Las imagenes se observaron a un aumento de 60x utilizando un
microscopio confocal de fluorescencia Olympus (Olympus FV1000, Center Valley, PA), y
las imagenes digitales fueron adquiridas con una camara CCD. La intensidad de
fluorescencia se cuantifico en 140 campos de cada experimento utilizando el software

Imaged [33].

5. 11 Inmunohistoquimica

Se explord la expresion de la proteina CDKN3 en 37 muestras de CC (22 positivas para
HPV16 y 15 positivas para otros tipos de VPH) y 21 muestras control por medio de la técnica
de inmunohistoquimica (IH). Se construyeron cinco microarreglos de tejidos (TMA), cada
uno incluyendo de 10 a 12 muestras de CC y 4 o 5 controles. Los ensayos se realizaron

como se ha descrito previamente [21]. Brevemente, los TMA se desparafinaron en xileno y
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se rehidrataron secuencialmente con concentraciones crecientes de alcohol. Cada
microarreglo se incubd con el anticuerpo primario contra CDKN3 (sc-475, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) preparado a una dilucion 1:100 en PBS 1x, se incubaron toda la
noche a 4°C, posteriormente se realizaron tres lavados con PBS 1x y se incubaron con el
anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa, se incubaron 1 hr a temperatura ambiente
en obscuridad. El revelado se realizé utilizando 3,3'-diaminobencidina-tetrahydrocloride
como un sustrato cromogénico (Cat. KO679 LSAB + Sys / HRP; Dako Cytomation-
Carpinteria, CA, EE.UU.). Cada microarreglo se contra tiio con hematoxilina. Los ensayos
se realizaron por triplicado. Se identifico la localizacién celular de la inmunorreaccién, y para
cada muestra, se califico la intensidad en escala de 0-4, donde 0 indica ninguna tincion y 4

la intensidad mas alta.

5. 12 Western Blot

Para comprobar la disminucién de la expresion de la proteina CDKNS3 en las lineas celulares
transfectadas con el sSiRNA-CDKN3, se utilizé la técnica de western blot. Las proteinas se
obtuvieron utilizando el buffer de lisis RIPA (Cat: 89.900, Life Technologies). La
concentracion de proteina de cada lisado se determiné mediante cuantificacion por Bradford
(Cat: B6916, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU.) utilizando una curva estandar de
albumina de suero bovino (BSA). De cada una de las muestras se tomaron 50 ug de
proteina para cargar en el gel de poliacrilamida preparado al 5% (gel concentrador) y al
12% (gel separador), posteriormente las proteinas se transfirieron electroforéticamente a
membranas de nitrocelulosa. Se bloquearon las membranas con solucion de leche
descremada al 5% en amortiguador Tris-Tween (TBST), las membranas se incubaron toda

la noche a 4°C con el anticuerpo anti-CDKN3 (sc-475 Santa Cruz Biotechnology, Inc.) y
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con el anticuerpo anti-Actina como control de carga (Amablemente donado por el Dr.
Manuel Hernandez, CINVESTAYV). Posteriormente se incubaron las membranas durante 1
h a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios. Después de lavar con TBST,
las proteinas se revelaron utilizando el kit de quimioluminiscencia (GE Healthcare Bio-

Sciences).

5.13 Ensayos de proliferacion

Los experimentos se realizaron dos veces por triplicado. Las células CaSki, HeLa y SiHa
transfectadas con siRNAs especificos contra CDKN3 y siRNAs control se sembraron por
triplicado en pozos de una placa de cultivo de 24 pozos y se cosecharon a las 24, 48, 72 y
96 horas después de la transfeccion. La proliferaciéon se midiod por el método colorimétrico
MTT (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium), basado en la conversion de las
sales de tetrazolio a cristales de formazan por las enzimas deshidrogenasas activas en las
mitocondrias, utilizando el ensayo comercial de proliferacion celular “Vybrant MTT” (V-
13154, Molecular Probes). De acuerdo al protocolo del fabricante, mezclar los siRNAs
previamente diluidos en medio de cultivo DMEM (especificos contra CDKN3 y siRNAs
control) con el reactivo transfectante e incubar a temperatura ambiente durante 45 minutos.
Eliminar el medio de cultico de cada pozo y se sustituir con 400 yL de medio de cultivo
fresco (DMEM sin rojo de fenol, Gibco, Life Technologies), adicionar a cada pozo 20 ul de
solucién de MTT e incubar a 37°C por 3 horas. Posteriormente, retirar el medio de cultivo,
excepto 50 pL, y sustituir con 350 yL de DMSO (dimetilsulféxido), agitar suavemente e
incubar a 37°C por 10 minutos. Las muestras se leyeron en un espectrofotometro a A = 560
nm (BioPhotometer Eppendorf). Las células se duplican siguiendo un modelo exponencial

dado por la ecuacion: y: = yo €™, en donde y: = absorbancia en el instante t > 0, x = tiempo
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de incubacion en horas, yo = absorbancia ent = 0, y r = tasa de crecimiento. El tiempo de
duplicacién celular (Td) se calcul6 utilizando la formula: Td = (t2-t1) x [log2/(log yt2 - log yt1)],
donde yt1 representa la absorbancia en t1 (24 h), yw representa la absorbancia en t2 (96 h).
La tasa de duplicacién se calculd dividiendo el tiempo de duplicacion de las células
transfectadas con siRNAs especificos contra CDKN3, entre el tiempo de duplicacién de las

células transfectadas con siRNAs control.

5.14 Ensayos de invasion y migracion

Los experimentos se realizaron dos veces por triplicado. Los ensayos de invasion se
realizaron en insertos de policarbonato (PET) con poro de 8.0 um con matrigel en placa de
24 pozos (BD BioCoat™ Matrigel™ Invasion Chamber #354480; Becton Dickinson). Las
células previamente cuantificadas y ajustadas en 500ul de medio libre de suero (5.0 x 10*
células), fueron sembradas por duplicado en los insertos, los insertos se colocaron en cada
uno de los pozos de la placa que contienen 750 ul de medio de cultivo enriquecido con
suero fetal bovino como quimio atrayente. Después de incubar 22 horas a 37°C en
atmosfera de CO:2 al 5%, se retiraron los insertos del pozo y se limpio la superficie de
Matrigel con un hisopo de algodén. Las células que migraron a través de la capa de Matrigel
del inserto se colectan y se cuantifican mediante el ensayo colorimétrico MTT descrito
previamente. Los ensayos de migracion se realizan de manera similar, las células fueron
sembradas en insertos de policarbonato sin Matrigel (BD BioCoat™ Control Inserts 24-well,
Cat#354578; Becton Dickinson) en pozos por duplicado. Las placas se incubaron durante
22 horas a 37°C en ambiente de CO:2 al 5%. Las células que migraron a través del inserto
poroso se colectan y se cuantifican mediante el ensayo colorimétrico MTT descrito

previamente.
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5.15 Anélisis estadistico

El valor de significancia estadistica de las diferencias en la expresion del gen CDKN3 entre
tumores y controles se calcul6 con la prueba no paramétrica de Mann-Whitney (MW). Se
realizd analisis de curvas ROC y se utilizo el indice de Youden [21] para seleccionar el
mejor punto de corte que establezca el valor en donde se considera un FC elevado
(considerando el nivel expresién de gen CDKN3 obtenido por RT-qPCR) y un FC bajo
(considerando el nivel expresiéon de gen CDKN3 obtenido por RT-gPCR) en el grupo de
pacientes seleccionadas. El tiempo de sobrevida global acumulada se calcul6 por el método
de Kaplan-Meier y se analizé mediante la prueba de log-rank. La estadificacion FIGO, la
expresion génica de CDKN3 y tipo de VPH fueron incluidas en los modelos de regresion de
riesgos proporcionales de Cox univariable y multivariable. El valor de significancia
estadistica entre las diferencias de medias en las lineas celulares de los experimentos se
calculo con la prueba t. Todas las pruebas fueron 2 colas, y los valores de “p” menores a

0.05 fueron considerados estadisticamente significativos. Los datos fueron analizados

utilizando los programas: Sigma Stat y SPSS ver. 17.
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6. RESULTADOS

6.1 Expresiéon del gen CDKN3 en pacientes con cancer de cuello uterino

En la Tabla 3 se muestran los datos clinicos completos y "fold Change" del nivel de
expresion del gen CDKN3 en cada una de las 134 pacientes con CC. En la grafica de “box
plots” (Figura 1A), se muestra claramente que la expresion del gen CDKN3 fue mucho
mayor en las mujeres con cancer que en el grupo control, y que esta diferencia es
estadisticamente significativa (FC = 6.4, P = 8 x 10°°, prueba MW). Por otra parte, cuando
las muestras de pacientes con CC se agruparon de acuerdo a la positividad del VPH16, la
diferencia en la expresion, con respecto al grupo control se mantiene tanto en el grupo de
CC positivas para VPH16 (FC = 6.6; P = 8 x 10-°, prueba MW) como en el grupo de CC
positivo para otros tipos de VPH (FC = 5; P = 8 x 106, prueba Mann Whitney) (Figura 1A).
Sin embargo, el gen CDKN3 se encontré sub expresado (FC < 1) o con un valor de FC
igual o menor de 1.5, en relacién con el grupo de control, en el 10.4% (n = 14) de los
tumores, principalmente de los tumores positivos para otros tipos de VPH (Figura 1B).
Estos datos permiten concluir que la expresién del gen CDKN3 esta aumentada en la

mayoria de los carcinomas de cérvix independientemente del tipo de VPH.
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Tabla 3. Datos clinicos y "fold Change" del nivel de expresion del gen CDKN3 en 134 pacientes con CC.

Muestra® Histologia® Estadio Edad Tratamiento® Seguimiento Estatus? Tipo Fold
(afios) (meses) viral  Change®

R0O15 CCE IIB 42 TELE+HT 66 Viva VPH16  11.93
R035 CCE IB2 48 TELE+QUIMIO+HT 73 Viva VPH16 3.37
R052 ACC 1B 54 TELE+BRAQUI+HT 19 Muerta VPH16  6.79
RO57 ACC IB1 32 HT 93 Viva VPH16  8.69
RO70* CCE IIB 74 TELE+BRAQUI+QUIMIO 4 Desconocido VPH16 7.47
RO72 CCE IB1 61 HT+TELE+BRAQUI 86 Viva VPH16  4.36
R081 ACC IB1 41 HT 62 Viva VPH16 5
R093 ACC IB1 57 HT 53 Viva VPH16 10.76
R094 CCE IB1 45 HT 62 Viva VPH16 5.08
R170 CCE 1IB 67 TELE+QUIMIO+HT 82 Viva VPH16  5.03
R183 CCE IB1 64 TELE+BRAQUI 61 Viva VPH16 5.52
R221 CCE IB2 41 TELE+BRAQUI+QUIMIO 33 Muerta**  VPH16 5.57
R232 CCE B2 45 TELE+BRAQUI+QUIMIO 33 Muerta VPH16 21.98
R240 CCE B 31 TELE+BRAQUI+QUIMIO 11 Muerta VPH16  30.47
R245* CCE IB1 64 SIN TRATAMIENTO 19 Muerta VPH16  14.19
R251 CCE IB1 61 TELE+BRAQUI 14 Desconocido VPH18  6.44
R254* CCE IB1 23 HT 5 Desconocido VPH45 4.14
R255 CCE 1A 45 TELE+BRAQUI+QUIMIO 42 Muerta VPH16 4.8
R256 CCE IIA 78 TELE 21 Muerta VPH51 7.35
R257 CCE IB1 61 TELE+BRAQUI 2 Muerta VPH16 4143
R258 CCE IB1 36 HT+TELE+BRAQUI 68 Viva VPH16 5.49
R259 CCE IVA 46 TELE+BRAQUI+QUIMIO 67 Viva VPH16 325.34
R260 CCE IB2 24 TELE+BRAQUI 66 Viva VPH16 2.2
R261 CCE IB1 43 HT 77 Viva VPH18 3.6
R262 CCE 1B 54 TELE+BRAQUI+QUIMIO 9 Muerta VPH16 1,203.75
R264 CCE 1B 49 TELE+BRAQUI+QUIMIO 64 Viva VPH16 16.9
R265 CCE IB1 46 TELE+BRAQUI 67 Viva VPH16 12.78
R266 CCE 1A 51 TELE+BRAQUI+QUIMIO 77 Viva VPH18 3.34
R268 CCE 1B 34 TELE+BRAQUI+QUIMIO 58 Viva VPH16 5.92
R269* CCE IB1 66 SIN TRATAMIENTO 0 Desconocido VPH16  2.01
R271 CCE 1B 56 TELE+BRAQUI+QUIMIO 64 Viva VPH31 1.52
R275 CCE 1B 54 TELE+BRAQUI+QUIMIO 70 Muerta VPH16 485.91
R276 CCE 1B 49  HT+TELE+BRAQUI+QUIMIO 21 Muerta VPH16 111.92
R278 CCE IB1 54 HT 13 Desconocido VPH45  4.35
R282 CCE B 41 TELE+BRAQUI+QUIMIO 70 Viva VPH16 1.99
R284 ACC IB2 33 TELE+BRAQUI+QUIMIO 63 Viva VPH16 17.56
R289 CCE 1B 44 TELE+BRAQUI+QUIMIO 12 Desconocido VPH31 3.55
R291* CCE 1B 55 SIN TRATAMIENTO 33 Muerta VPH16 2.14
R296 CCE IB2 48 TELE+BRAQUI+QUIMIO 69 Viva VPH16  6.37
R297 CCE 1IB 47 TELE+BRAQUI+QUIMIO 64 Viva VPH16 302.39
R307 ACC 11B 74 TELE+BRAQUI 50 Viva VPH58 13.7
R308 ACC IB1 45 TELE+BRAQUI 61 Viva VPH16 13.97
R312 ACC IB2 34 TELE+BRAQUI+QUIMIO 68 Viva VPH16  8.72
R315 CCE B 41 TELE+BRAQUI+QUIMIO 10 Muerta VPH16  6.32
R316 CCE IB1 67 TELE+BRAQUI 65 Viva VPH51 4.79
R319 CCE IB1 47 TELE+BRAQUI 74 Viva VPH68  8.28
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Muestra? Histologia® Estadio (Egsg) Tratamiento® Se(%:Jégéz?to Estatus® -\I/-ilfaol Chzorlngee
R322 CCE B 74 TELE+BRAQUI 60 Viva VPH16 18.95
R323* CCE B 78 SIN TRATAMIENTO 1 Desconocido VPH33  5.37
R324 CCE IB2 28 TELE+BRAQUI+QUIMIO 14 Muerta VPH16  30.48
R326 CCE 1B 66 TELE+BRAQUI+QUIMIO 37 Muerta VPH33 10.99
R330 CCE IB1 72 TELE+BRAQUI 54 Viva VPH16 16.36
R333 CCE IIB 56 TELE+BRAQUI+QUIMIO 66 Viva VPH16  5.71
R335 ACC IB1 37  HT+TELE+BRAQUI+QUIMIO 65 Viva VPH16  10.47
R336 CCE IB2 36 TELE+BRAQUI+QUIMIO 64 Viva VPH16  4.48
R338 CAE IB1 44 TELE+BRAQUI+QUIMIO 64 Viva VPH16  3.62
R339 CCE IB2 31 TELE+BRAQUI+QUIMIO 13 Muerta VPH16  5.82
R340 CCE IB1 29 HT 63 Viva VPH45 0
R343 CCE IB1 49 HT+TELE+BRAQUI 66 Viva VPH31 219
R352 CCE IIB 43 TELE+BRAQUI+QUIMIO 44 Muerta VPH16 37
R354 CCE 1B 56 TELE+BRAQUI 65 Viva VPH16  2.51
R359 ACC IB2 34 TELE+BRAQUI+QUIMIO 17 Muerta VPH16  18.44
R361 CCE IB2 28 TELE+BRAQUI+QUIMIO 65 Viva VPH16 10.13
R366 CCE IB2 41 TELE+BRAQUI+QUIMIO 62 Viva VPH16  3.13
R367 CCE IB2 45 TELE+BRAQUI+QUIMIO 42 Muerta VPH16 5.7
R368 CCE B 36 TELE+BRAQUI+QUIMIO 70 Viva VPH16  2.39
R369 CCE IB1 50 HT 65 Viva VPH16  6.13
R373 CCE IIB 41 TELE+BRAQUI+QUIMIO 9 Muerta VPH16 96.59
R374 CCE 1B 60 HT+TELE+BRAQUI+QUIMIO 65 Viva VPH16  3.03
R375 ACC IB1 54 HT 63 Viva VPH16  3.15
R376 CCE IB2 46 TELE+BRAQUI+QUIMIO 63 Viva VPH16 1.32
R378 CCE IB2 42 TELE+BRAQUI+QUIMIO 56 Viva VPH16  6.46
R379 CCE IB2 59 TELE+BRAQUI 12 Desconocido VPH18  7.17
R380* CCE B 64 SIN TRATAMIENTO 12 Muerta VPH16  6.37
R381 CCE IB2 46 TELE+BRAQUI+QUIMIO 60 Viva VPH31 14.86
R385 CCE IB2 47 TELE+BRAQUI 48 Muerta VPH45  8.13
R386 CCE IB1 73 TELE+BRAQUI 56 Viva VPH16  6.53
R390 CCE IB1 51 TELE+BRAQUI+QUIMIO 64 Viva VPH16  8.27
R392 CCE B 69 TELE+BRAQUI 61 Viva VPH16 1.5
R393 CCE IB1 42 TELE+BRAQUI 58 Viva VPH33 1.36
R394 ACC 1B 49 TELE+BRAQUI+QUIMIO 11 Muerta VPH33 0.12
R396* ACC IB2 53 TELE+BRAQUI+QUIMIO 7 Desconocido VPH16  4.21
R397 CCE IB2 42 TELE+BRAQUI+QUIMIO 63 Viva VPH16  7.91
R398 ACC IB2 46 TELE+BRAQUI+QUIMIO 64 Viva VPH45  5.83
R399 CCE 1B 42 TELE+BRAQUI+QUIMIO 58 Viva VPH16  5.46
R400 CCE IB2 32 TELE+BRAQUI+QUIMIO 54 Viva VPH59  7.48
R401 CCE A1 73 HT 71 Viva VPH16 7.05
R403 CCE ]2} 34 TELE+BRAQUI+QUIMIO 64 Viva VPH16  7.27
R405 CCE IB1 51 TELE+BRAQUI+QUIMIO 71 Viva VPH33  3.99
R407 ACC IIB 53 TELE+BRAQUI 43 Muerta VPH51  20.17
R409 CCE IB2 68 TELE+BRAQUI+QUIMIO 42 Viva VPH16 11.08
R411 CCE IB1 34 HT+TELE+BRAQUI 60 Viva VPH16 12.65
R412 CCE IB2 33 TELE+BRAQUI+QUIMIO 63 Viva VPH16  8.31
R413* CCE IB2 54 SIN TRATAMIENTO 0 Muerta VPH31 4.89
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Muestra? Histologia® Estadio (Egsg) Tratamiento® Se(%:Jégéz?to Estatus® -\I/-ilfaol Chzorlngee
R415 CAE I1B 55 TELE+BRAQUI+QUIMIO 59 Viva VPH16  8.75
R418 ACC IIB 61 TELE+BRAQUI+QUIMIO 3 Muerta VPH16  14.04
R420 CCE 1B 46 TELE+BRAQUI+QUIMIO 32 Viva VPH59 22.67
R421* CCE B 61 TELE+BRAQUI 4 Desconocido VPH51 0.42
R422 CCE VB 57 TELE 29 Muerta VPH16 1.51
R425 CCE IB1 64 TELE+BRAQUI 72 Viva VPH59  5.02
R426 CCE 1B 67 TELE+BRAQUI+QUIMIO 23 Muerta VPH16  0.38
R428 CCE IB1 45 HT 61 Viva VPH16  4.01
R429 CCE IB2 46 TELE+BRAQUI+QUIMIO 27 Viva VPH52  7.17
R430 ACC IB1 64 HT 59 Viva VPH16  8.28
R432* CCE B 57 TELE 7 Desconocido VPH45  0.04
R434 ACC IB1 34 HT+TELE+BRAQUI 61 Viva VPH16  7.57
R437 CCE A 72 HT 65 Viva VPH16  3.25
R440 CCE IB2 45 TELE+BRAQUI+QUIMIO 70 Viva VPH16 15.44
R441 ACC 1IB 24 TELE+BRAQUI+QUIMIO 11 Desconocido VPH16  15.21
R443 CCE IB1 34 HT+TELE+BRAQUI 61 Viva VPH16  7.08
R444* CCE IIB 71 SIN TRATAMIENTO 26 Muerta VPH16 1.32
R446 ACC IB1 43 HT 59 Viva VPH16  5.73
R451 CCE IB2 36 TELE+BRAQUI 59 Viva VPH45 1.14
R455 CCE A 67 TELE+BRAQUI 60 Viva VPH16 49.97
R457 CCE B 60 TELE+BRAQUI 15 Muerta VPH31 34.4
R458 CCE 1IB 76 TELE+ HT 64 Viva VPH59 219
R460 CCE 1IB 77 TELE+BRAQUI 29 Muerta VPH16  2.56
R462 CCE IVB 76 CUIDADOS PALIATIVOS 2 Muerta VPH53  0.17
R465 CCE IIB 45 TELE+BRAQUI+QUIMIO 64 Viva VPH35 4.22
R466* CCE B 89 SIN TRATAMIENTO 39 Muerta VPH33 1.23
R468 CCE IB2 62 TELE+BRAQUI 67 Viva VPH33  9.49
R469 CCE IVB 60 CUIDADOS PALIATIVOS 1 Muerta VPH58 17.17
R470 IND IIB 51 TELE+BRAQUI+QUIMIO 3 Muerta VPH58  3.01
R475 CCE B 73 TELE+QUIMIO 14 Muerta VPH52  2.02
R478 CCE IB1 46 TELE+BRAQUI 60 Viva VPH16 18.64
R481 CCE IIB 77 TELE 6 Muerta VPH16 1,158.26
R482 CCE IB2 61 TELE+BRAQUI+QUIMIO 60 Viva VPH16  6.42
R483 CCE IVB 51 CUIDADOS PALIATIVOS 11 Muerta VPH16  5.32
R485 CCE A 60 TELE+BRAQUI 59 Viva VPH16  0.02
R487 CCE IB1 73 TELE+BRAQUI 14 Muerta VPH45  6.71
R488 CCE A 55 TELE+BRAQUI+QUIMIO 29 Muerta VPH58  5.27
R493 CCE IIB 50 TELE+BRAQUI+QUIMIO 67 Viva VPH45  6.55
R495 CCE I1B 68 TELE+BRAQUI 62 Viva VPH16  0.06
R496 CCE B 52 TELE+BRAQUI+QUIMIO 63 Viva VPH16  6.77
R503 CCE 11B 35 TELE+BRAQUI+QUIMIO 13 Muerta VPH45 20.42

a. Un total de 134 muestras fueron seleccionadas para evaluar la expresion de CDKN3 por RT-gPCR, pero soélo 121
pacientes fueron incluidos en el estudio de sobrevida. Los pacientes que no recibieron tratamiento (n = 8) o se
perdieron durante el seguimiento en los primeros 10 meses (n = 5) no se incluyeron en el analisis de sobrevida

(marcados con un asterisco).

b. ACC, Adenocarcinoma. CCE, Carcinoma de células escamosas. CAE, Carcinoma Adenoescamoso. IND,
Indiferenciado.

c. HT, Histerectomia radical. Tele, teleterapia. Braqui, braquiterapia. Chimio, Quimioterapia con Cisplatino.
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d. El estatus viva se registré en aquellas pacientes en el ultimo seguimiento, el estatus muerta, se registré cuando la
muerte fue causada por el tumor primario de cancer de cérvix, excepto el caso marcado con doble asterisco (R221),
y los casos registrados como desconocidos fueron aquellos que se perdieron durante el estudio de seguimiento. La
causa de la muerte de la paciente marcada con doble asterisco se desconoce.

e. Se calcul6 el fold change (FC) de la siguiente manera: expresién de CDKN3 de cada tumor / mediana de la
expresion de CDKN3 en el grupo de controles.

Expresitn genica (o)
\
\
\
|

[=}
L

o
.

FC=6.6

{n=90)

B CCHPVLE
1 ©CotrosyPHs

15 1

% de tumores

0-15 =»15-3 =3-5 =5-7 =»7-0 =0-11 »11-13 »13-15 =15-17 =17

Exprasion de CODKMN3
{Foldchange)

Figura 1. Expresion del gen CDKN3 en el epitelio cervical normal y en muestras de cancer de cuello
uterino. En el panel A se muestran los graficos de caja de las intensidades de la expresion génica, expresado
en valores de Logz. Los limites superior e inferior de las cajas representan los percentiles 75 y 25,
respectivamente. Las lineas negra y punteada dentro de los recuadros representan los valores de la mediana
y la media respectivamente, y los bigotes representan los valores maximos y minimos que se encuentran
dentro del rango intercuartil. Los valores fuera de este rango estan representados por circulos negros. El “fold
change” (FC) se calculé dividiendo la mediana de cada grupo de CC entre la mediana del grupo control. Las
diferencias estadisticas entre los grupos se calcularon utilizando la prueba no paramétrica de Mann-Whitney.
El panel B muestra la frecuencia (%) de la distribucion del FC de CDKN3, que se calcula en cada tumor
teniendo en cuenta la media del grupo control.
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6.2 Asociacion entre la expresion génica de CDKN3, el estadio clinico y el tipo viral
con la sobrevida de las pacientes con CC

Se investigo si la sobre expresion de CDKN3 esta asociada a un menor tiempo de sobrevida
en 121 pacientes con CC, y si es independiente del estadio clinico y el tipo de VPH de los
tumores. De las 121 muestras, 83 fueron positivas para el VPH 16 y 38 para otros tipos
virales (Tabla 3). La mediana del tiempo de seguimiento de las pacientes fue de 60 meses
a partir del diagnéstico inicial. Los estadios clinicos (FIGO) de las 121 pacientes fueron los
siguientes: IA1 (n=1), IB1 (n =35),1B2 (n =29), lIA (n=7), lIB (n = 35), llIB (n=9), and IV
(n = 5). La supervivencia global de todas las pacientes fue de 71.9% y para cada uno de
los estadios clinicos FIGO 1A1/IB1, I1B2, lIA, IIB, llIB y IV fue del 94.4%, 79.3%, 57.1%,
57.1%, 55.6% y 20% respectivamente. Estas diferencias fueron estadisticamente
significativas (P = 1.2 x 10, log-rank test, Figura 2A). Cuando se analizé la expresion de
CDKN3 con las curvas de Kaplan-Meier, se observo que las pacientes con alta expresion
del gen CDKN3 (FC > 17) tuvieron una menor sobrevida que las que tuvieron una expresion
baja de CDKN3, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (P = 1.8 x 107, log-
rank test; Figura 2B). La supervivencia global de las pacientes con niveles altos de
expresion de CDKNS3 (FC > 17) fue de solo 31.8 % y la mediana del tiempo de sobrevida
de las pacientes fallecidas (68.2%) fue de 14 meses. En contraste, la sobrevida global de
las pacientes con niveles de expresion bajos de CDKN3 (FC < 17) fue de 80.8% vy la
mediana del tiempo de sobrevida de las mujeres fallecidas (19.2%) fue de 19 meses. Por
otra parte, se realizé un analisis de sobrevida considerando el nivel de expresién CDKN3
segregando a las pacientes en dos grupos de acuerdo a la positividad para el VPH16. En
los dos grupos de pacientes, la sobrevida global fue mucho menor en los pacientes con alta

expresion de CDKN3 (P<0.01, prueba de log-rank; Figuras 2C, 2D). Esto indica que la
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menor sobrevida asociada a la sobre expresion del gen CDKNS3 se presenta no sélo en los
CC positivas para VPH16 (Figura 2C), sino también en CC positivas para otros tipos de
VPHs (Figura 2D). Por otra parte, no hubo diferencia en el nivel de sobrevida entre
pacientes positivas para VPH16 y otros tipos de VPH (Figura 2E), ni entre los pacientes
infectados con los tipos de VPH de la especie 9 (grupo relacionado con el VPH16) y
pacientes infectadas con virus de otros especies (Figura 2F). El FC de la expresion de
CDKNS, el estadio clinico FIGO y el tipo de VPH se analizaron individualmente y en conjunto
a través de un modelo de riesgos proporcionales de Cox. Debido al tamafio pequeio de la
muestra en algunos estadios clinicos FIGO, estos se reagruparon en 3 grupos. El grupo |
(n =65) incluye a los estadios clinicos IA1, IB1y IB2, el grupo Il (n =42) incluye los estadios
clinicos lIIA y 1IB, y el grupo lll (n = 14) incluye los estadios clinicos IlIB y IV. La razon de
riesgo (HR) para el FC = 17 en la expresion del gen CDKN3 fue de 5.1 (IC 95%: 2.6-10, P
= 3 x 10°% Tabla 4). A su vez, tomando el grupo | como referencia, el HR del FIGO
reagrupado fue de 4.2 (IC 95%: 1.8-9.6, P =7.7 x 104) y de 6.8 (IC 95%: 2.5-18.1, P = 1.4
x 10*) para los grupos Il y lll, respectivamente. Considerando al grupo de pacientes
positivas para VPH16 como referencia, el HR para el grupo de pacientes con otro tipo vial
fue de 0.6 (IC 95%: 0.3-1.3, P =2.1 x 10", Tabla 4), lo que confirma no hay diferencia entre
estos dos grupos de tumores. Cuando el estadio clinico FIGO re-agrupado y la expresion
de CDKNS se incluyeron dentro del mismo modelo de COX, el HR para CDKN3 se mantuvo
significativo (HR = 3.4, IC 95%: 1.7-6.8, P = 7 x 104, Tabla 4). Cuando el tipo viral y la
expresion de CDKN3 se incluyeron en el modelo de Cox, el HR para CDKN3 se mantuvo
significativo (HR = 5.6, IC 95%: 2.8-11.2, P = 1.1 x 10%; datos no mostrados). Estos datos
indican que la menor sobrevida en las pacientes con CC que presentan altos niveles de

expresion de CDKNS3 es independiente del estadio clinico FIGO y el tipo de VPH.
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Figura 2. Analisis de sobrevida de las mujeres con cancer de cuello uterino de acuerdo a la
estadificacion de la FIGO, el tipo de VPH, y la expresion de CDKN3. Se muestran las curvas de Kaplan-
Meier de las pacientes con CC, considerando el tipo viral, el estadio clinico y la expresién del gen Inhibidor
de la cinasa dependiente de ciclina 3 (CDKN3). Las pacientes fueron seguidas durante al menos 60 meses.
Se muestran las graficas de sobrevida global analizada con curvas de Kaplan-Meier en las pacientes con CC
clasificadas por estadio FIGO (Panel A), por nivel de expresion de CDKN3 (en el Panel B se observa el grupo
completo de pacientes con CC, el panel C muestra solo las pacientes con CC VPH16 positivas, el panel D
muestra las pacientes con CC positivas para otros tipos de VPH), por tipo de VPH (Panel E) y por especie de
VPH (Panel F). En todos los paneles, el valor P se calculé6 comparando las curvas con la prueba de log-rank.
El numero de pacientes en riesgo en cada intervalo de tiempo se observa en los cuadros que se encuentran
debajo de cada panel. Las pacientes censuradas estan representadas con barras verticales (ver materiales y
métodos). FC, Fold change.
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Tabla 4. Analisis univariado y multivariado de la sobrevida de las pacientes con CC incluyendo la expresion de
CDKNS3, el estadio clinico y el tipo de VPH.

Variable n Univariado pb Ir::’fr:\f/iaalr?zge Multivariado ob Intgrvalo de
(HR)2 95% (HR)® confianza 95%

Expresion de CDKN3 (FC)?

Baja (< 17) 99 1 1

Alta (= 17) 22 5 3.3x10° 25-10.0 3.3 9.2x10* 1.6-6.8
FIGO

1B1/1B2 65 1 1

HA/IIB 42 4.1 1.0x 103 1.8-9.3 3.1 9.6 x 103 1.3-7.3

[11B/IVB 14 6.9 1.2 x10* 26-184 4.5 3.9x103 1.6-12.7
Tipo viral

VPH16 83 1

Otros tipos virales® 38 0.6 1.9 x 10" 0.3-1.3

a. Hazard Ratio no ajustado. El analisis univariado se realizd para cada variable.

b. Modelo de riesgos proporcionales de Cox.

c. Hazard Ratio ajustado. El andlisis multivariado se realiz6é considerando la expresion de CDKN3 (FC) y la clasificacion FIGO.
d. FC, fold change, expresion de CDKN3 en los tumores en relacion con el promedio de la expresion del grupo control.

e. Tumores positivos para los VPH 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 53, 58, 59 y 68.
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6.3 Efecto de la inhibicion de la expresién génica de CDKN3 en la proliferacién, la
migracion y lainvasion de lineas celulares derivadas de CC

La asociacion del elevado nivel de expresion del gen CDKN3 con una menor sobrevida en
los pacientes con CC sugiere que este gen puede estar involucrado en la progresion
tumoral. Para investigar si este gen es esencial para la proliferacién, la migracion y la
invasion de células cancerosas, se inhibio la expresion del gen CDKN3 en lineas celulares
derivadas de CC (HelLa, CaSki y SiHa) utilizando siRNAs especificos. Como ya se
menciono en materiales y métodos, se evaluaron diferentes concentraciones de siRNAs
especificos contra el gen CDKNS3, para utilizar aquella en donde se obtuviera la maxima
reduccion del mRNA de CDKNS3; las concentraciones optimas de siRNAs fueron: 80 nM
para SiHa y 100 nM para CaSki, y HeLa. Con estas concentraciones, se obtuvo en promedio
una reduccion del 47% en el mMRNA de CDKN3 (P < 1 x 104, prueba de t, Tabla 5) y en
promedio una reduccién del 53% en la expresion de la proteina de CDKN3, considerando
la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia (P < 1 x 10-°, prueba de t; Figuras 3A vy
3B) en las tres lineas celulares; ademas se demostrd que el anticuerpo contra CDKN3 es
especifico (sefal positiva FITC, Figura 3A) ya que en el ensayo donde solo se incuban las
laminillas con el anticuerpo secundario (Figura 4) no se observa sefal positiva. En el ensayo
de Western blot, se observa que en las lineas transfectadas con siRNAs especificos contra
CDKNS3, la cantidad de proteina disminuye, principalmente en las lineas celulares CaSki y
HelLa (Figura 3C), comprobando el efecto de la disminucion de la expresién al inhibir el

MRNA con siRNAs contra CDKNS3.
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Tabla 5. Disminucién de la cantidad de mRNA de CDKN3 en células
transfectadas con siRNAs especificos contra CDKNS.

Nivel de mRNA#2

Promedio + S.D. % of
(o]

(L;'erl‘jg . SiRNA Control> siRNA CDKN3® disminucion?  Valor de p®
CaSki 21.6%2.1 8.6+24 60.2 3x 105
Hela 211.3+£171  109.1+15.4 48.3 8 x 107
SiHa 2649315 1731+17.3 34.7 8 x 107

a. Nivel de mRNA normalizado con el control interno (GAPDH).

b. Células transfectadas con una mezcla de 3 siRNAs aleatorios.

c. Células transfectadas con una mezcla de 3 siRNAs especificos contra CDKN3.
d. % of Disminucién= 100 - (siRNA CDKN3/siRNA Control)*100

e. Prueba de T.
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Figura 3. Deteccion de la proteina CDKN3 por inmunofluorescencia y Western blot en lineas celulares
derivadas de CC transfectadas con siRNAs especificos contra CDKN3 o siRNAs control. Las lineas
celulares derivadas de cancer cervical (CC) positivos para el VPH16 (CaSki, SiHa) y VPH18 (HelLa) se
transfectaron con siRNAs especificos contra CDKN3 o siRNAs aleatorios control. (A) Se observa la tincion
por inmunofluorescencia para la proteina CDKN3 en las lineas celulares usando un anticuerpo primario anti-
CDKN3 y un anticuerpo secundario-FITC. Las imagenes fueron fotografiadas a 60x (Microscopio de
fluorescencia Olympus FV 1000, camara CCD). (B) Cuantificaciéon de la intensidad de fluorescencia de las
células tefidas con anticuerpo anti-CDKN3. Los valores representan la media + S.D. de 140 campos medidos
en cada experimento. (C) Expresion de la proteina CDKN3 mediante western blot en las lineas celulares
transfectadas con siRNAs control (-) y especificos contra CDKN3 (+), su utilizdé actina como control interno.
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Figura 4. Especificidad del anticuerpo secundario. Las lineas celulares derivadas de cancer cervical (CC)
positivos para el VPH16 (CaSki, SiHa) y VPH18 (HelLa) se transfectaron con siRNAs especificos contra
CDKNB3 y siRNAs aleatorios control. Las células se cosecharon a las 96 h después de la transfeccion. Como
control negativo de la técnica de inmunofluorescencia, las células se tifieron como en la Figura 3, pero sin el
anticuerpo primario contra CDKN3. Las imagenes fueron fotografiadas a 60 x magnificaciéon utilizando el
microscopio de fluorescencia Olympus VF 1000.
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Las lineas celulares transfectadas con siRNAs control mostraron un crecimiento
exponencial tipico, lo que indica que la transfeccion con los siRNAs control no afecta el
crecimiento celular (diamantes azules en la figura 5A, 5B y 5C). En contraste, la
proliferacion de las células disminuyd significativamente en las tres lineas celulares
después de que fueron transfectadas con siRNAs especificos contra CDKN3 (diamantes
rojos en la Figura 5A, 5B y 5C). La inhibicién del crecimiento celular se observé a partir del
primer tiempo considerado (24 horas) en las lineas celulares CaSki y SiHa (Figura 5A 'y 5C,
pero no en la linea celular HeLa (Figura 5B), esta inhibicién incrementa de manera lineal
conforme incrementa el tiempo de incubacion (Figura 5D). El nivel mas alto de inhibicion se
alcanza a las 96 horas, el ultimo punto de tiempo medido. El mayor porcentaje de inhibicion
se observé en SiHa (80%), a continuacion en CaSki (79%) y finalmente en HelLa (43%)
(Figura 5D). En consecuencia, el tiempo de duplicaciéon celular aumento en las tres lineas
celulares, principalmente en la linea celular SiHa, en donde el tiempo de duplicaciéon se
triplica (Tabla 6), por lo tanto se puede concluir que el gen CDKN3 participa en la

proliferacion de las lineas celulares estudiadas.
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Figura5. Curvas de proliferacion celular de lineas celulares derivadas de CC transfectadas con siRNAs
especificos contra CDKN3 o siRNAs control. Las lineas celulares derivadas de cancer cervical (CC)
positivos para el VPH16 (CaSki, SiHa) y VPH18 (HelLa) se transfectaron siRNAs especificos contra CDKN3
(diamantes azules) o siRNAs aleatorios control (rombos rojos). Las células se cosecharon a las 24, 48,72,y
96 horas post transfeccion. La proliferacion celular se midié utilizando el método de MTT, y se leyeron las
placas con un espectrofotometro a 540 nm. En cada panel se muestran la media + desviacion estandar de
triplicados, la linea de tendencia de crecimiento, y las ecuaciones del modelo de crecimiento exponencial para
CaSki (panel A), HeLa (panel B) y SiHa (panel C). El crecimiento celular sigue una tendencia exponencial
predicha por la ecuacion Yt = Yo * €™, donde Yyt = absorbancia a un tiempo especifica, x = tiempo de incubacion
en horas, Yo = constante de la absorbancia en el tiempo = 0, y r = tasa de crecimiento. En el panel D, se
calculd el porcentaje de inhibicidn de la proliferacion celular de las lineas celulares CaSki, HeLa y SiHa a las
24, 48, 72 y 96 h después de la transfeccion. En cada punto de tiempo, se grafica la absorbancia promedio
de triplicados de las células transfectadas con siRNAs especificos contra CDKN3, considerando las células
transfectadas con siRNAs control, como proliferacion del 100%.
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Tabla 6. Incremento en el tiempo de duplicacién en las células

transfectadas con siRNAs especificos contra CDKNS3.

Tiempo de duplicacion?

(horas)
Linea siRNA Control® siRNA CDKN3° Tasa de q
celular duplicacion
CaSki 33.2 95.0 2.8
HelLa 29.9 42.0 1.4
SiHa 32.9 106.6 3.2

a. Calculado usando la ecuacion de crecimiento exponencial proveniente en cada
célula de la figura 4.

b. Células transfectadas con una mezcla de 3 siRNAs aleatorios.
c. Células transfectadas con una mezcla de 3 siRNAs especificos contra CDKN3
d. Tasa de duplicacion = (siRNA CDKN3/siRNA Control).

La capacidad de migrar e invadir observada en cada una de las lineas celulares
transfectadas con siRNAs especificos contra CDKNS3 fue similar a la capacidad de migrar e
invadir en las células transfectadas con siRNAs control (Figura 6). Esto indica que la
disminucién de la expresion génica CDKN3 no afecta a la capacidad de migracién e

invasion, al menos en estas tres lineas celulares exploradas.
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Figura 6. Migracion e invasién celular de lineas celulares derivadas de CC transfectadas con siRNAs
especificos contra CDKN3 o siRNAs control. Las lineas celulares fueron transfectadas con siRNAs
especificos contra CDKN3 (barras negras) o siRNAs aleatorios control (barras blancas). Las células se
cosecharon a las 48 horas post transfeccion. Los ensayos de migracion celular (panel A) e invasion celular
(panel B) se realizaron en placas de 24 pozos con insertos de policarbonato y con insertos de Matrigel,
respectivamente. Después del tiempo de incubacién, las células que migraron a través de los filtros o
invadieron a través de las membranas de Matrigel se cosecharon y se cuantificaron con el ensayo
colorimétrico MTT. La figura muestra la media + SD de los experimentos.
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6.4 Analisis de las variantes de mRNA y proteina de gen CDKN3

Las variantes del mMRNA del gen CDKN3 fueron analizadas en 45 tumores, 22 controles, y
las tres lineas celulares con RT-PCR. Los diferentes transcritos que se obtienen por
“splicing” alternativo (transcritos variantes) se identificaron por electroforesis o
secuenciacion de las bandas de cDNA amplificado, o ambos. El producto de transcripcion
normal del gen CDKN3 (WtCDKN3) se encontré en todos los tumores y lineas celulares, asi
como la mayoria de los controles (86.3%) analizados (Tabla 7). El transcrito wtCDKN3
corresponde a la banda superior de 756 pb (variante "a") en el panel A de la Figura 6. Se
detectd una segunda banda justo debajo de la banda del transcrito wtCDKN3 pero no
corresponde a ningun producto de transcripcion del gen CDKN3 de acuerdo al analisis de
alineacion de secuencia de este producto de cDNA (datos no mostrados). Por debajo de
estas bandas, se observaron bandas tenues en algunas muestras y lineas celulares (panel
A de la figura7). Para amplificar estas bandas, se realizé una RT-PCR anidada utilizando
oligos internos (F2 y R5 en la Tabla 2, panel B). En el panel B se observa el transcrito del
gen wtCDKN3 (721 pb) como banda principal, pero en muchas muestras, incluyendo las
lineas celulares, se observan varias bandas de tamafio mas bajo. Cinco de estas bandas
(<200, 200, 400, 450, y 500 pb) fueron secuenciadas (Figura 7) y nombradas como
variantes cx2, cx1, cx3, cx4, cx5 y, respectivamente, en la Figura 7. Tres de estas variantes
excluyen los exones VIl y VIII del marco de lectura abierto (ORF); uno por splicing (cx1) y
dos por la presencia de codones de terminacion temprano (cx4 y ¢cx5, figura 8A). La variante
cx2 excluye al exon VIl por splicing y solo la variante cx3 presenta los exones VIl y VI
dentro del ORF. Estos dos exones, junto con la porcion N-terminal de la proteina CDKN3
estan involucrados en la interaccion con la proteina CDK2 [25]. Aunque se observaron

diferencias en cuanto a las frecuencias de éstas cinco variantes entre tumores con CC y
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controles, y entre las pacientes vivas y muertas, estas diferencias no fueron

estadisticamente significativas (Tabla 7).

De los transcritos previamente reportados ([28], Tabla 7), solo se identificaron, ademas del
transcrito wtCDKN3, el transcrito "f* (panel C en la Figura 7), el transcrito "i" (panel D en la
figura 7), y el transcrito "k" (panel E en la Figura 7) tanto en tumores, como en controles, y
en las lineas celulares. Junto con el transcrito "f* (453 pb), en la mayoria de las muestras y
lineas celulares, se detectd una segunda banda de 370 pb (cx6, Figura 8) que no habia
sido reportada previamente, esta banda se observa con una intensidad similar a la
intensidad de la banda "f". El transcrito correspondiente a esta banda, presenta un codén
de terminacion temprano que excluye los exones V, VI, VI, y VIII del ORF (Figura 8). La
frecuencia de todos los transcritos encontrados fue similar en los tumores y controles, no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo, la intensidad de
sefal de todos los transcritos, principalmente el transcrito wtCDKN3 y exceptuando el

transcrito "i", fue mas débil en los controles respecto a los tumores (Figura 7 paneles A, B,

C, y E). Laintensidad de sefial en el transcrito "i* fue similar en los tumores y los controles
(Figura 7 Panel D). Los oligos y la sondas TagMan utilizados para la qPCR se localizan en
los exones VI y VIl de la secuencia del gen CDKN3, y estos exones estan presentes
solamente en los transcritos "a" e "i"; por lo tanto, la diferencia en la expresion encontrada
en CDKNS3 entre los tumores y controles mediante qPCR representa principalmente las
variaciones debidas al transcrito “a". Los transcritos del gen CDKN3 se exploraron en las
lineas celulares transfectadas con siRNAs inespecificos (bandas marcadas como "-" en la
Figura 7) o siRNAs especificos contra CDKN3 (bandas marcadas como "+" en la Figura 7).
En estos experimentos, solo la banda del transcrito wtCDKN3 (marcado con una flecha en

la Figura 7A) disminuy6 después de la transfeccion con siRNAs especificos contra CDKN3
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en comparacion con los siRNAs inespecificos. La proteina de CDKN3 se analizé mediante
western blot en las tres lineas celulares transfectadas con siRNAs e inespecificos y
especificos contra CDKN3; solo se detectd la banda correspondiente a la proteina “wild
type” en estos experimentos (34 kDa, Figura 3C). Igual que en el caso de la medicion del
MRNA de CDKN3, observamos que la proteina wtCDKN3, disminuye después de la
transfeccion con siRNAs especificos (Figura 3C). Estos datos coinciden con los resultados

observados en el analisis de inmunofluorescencia (Figura 3A).

Tabla 7. Frecuencia de las diferentes variantes de mRNA del gen

CDKNa3.
Frecuencia (%)
Tumores Epitelio
Variantes  Pacientes Pacientes Todas las Lineas normal
de muertas vivas pacientes celulares cervical
mRNA? (n=16)  (n=29)  (n=45) (n=3)° (n=22)
ac 16 (100) 29 (100) 45 (100) 3 (100) 19 (86.3)
b 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
c 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
e 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
f 16 (100) 26 (89.6) 42 (93.3) 3(100) 19 (86.4)
i 13(81.3) 29 (100) 42 (93.3) 3(100) 21 (95.5)
k 13(81.3) 26 (89.6) 39 (86.7) 3(100) 15 (68.2)
cx1 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(33.3) 1(4.5)
X2 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(33.3) 0 (0)
cx3 0(0) 4(13.8) 4(8.9) 0 (0) 2(9.1)
cx4 5(31.3) 4(13.8)  9(20) 0 (0) 1(4.5)
x5 1(6.3) 8(27.6)  9(20) 0 (0) 3 (13.6)
cx6 14 (93.3) 24 (88.9) 38 (90.5) 3(100) 19 (86.4)

a. Las variantes a, b, ¢, e, f, i, y k han sido reportadas previamente en otros tipos de cancer,
mientras que las variantes cx1-cx6 se reportan por primera vez. Las variantes cx1—-cx5
fuéron amplificadas en una RT-PCR anidada usando una dilucién 1:5 del product de RT-
PCR de la variante a. La variante cx6 fue amplificada simultaneamente usando el mismo
juego de oligos que para la variante f.

b. Las lineas celulares exploradas fueron CaSki, HeLa, and SiHa.

c. La variante "a" es el transcrito normal (wild type, wt) del gen CDKN3.
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Figura 7. Andlisis de los transcritos de CDKN3. La figura muestra la electroforesis en gel de las variantes
del mRNA del gen CDKN3 identificadas en muestras con CC, controles y lineas celulares mediante PCR
inversa (RT-PCR). En los paneles A y B se observa la variante normal (wt) del mMRNA de CDKN3. (A) Esta
RT-PCR se realizé con los oligos externos F1/ R1 (756 pb, flecha negra). (B) Se observa el producto de RT-
PCR re-amplificado de la PCR anterior utilizando los oligos F2 / R5 (RT-PCR anidada); en algunas de las
muestras, se observan otras bandas débiles debajo del transcrito wtCDKN3 (721 pb) denominadas variantes
cx1, cx2, cx3, cx4, y cx5 (200, <200, 400, 450, y 500 pb, respectivamente). (C) Producto de RT-PCR utilizando
los oligos F1 / ROf que corresponde a la variante "' (453 pb); en la mayoria de las muestras se observa una
banda inferior adicional (variante cx6, 370 pb). (D) Producto de RT-PCR utilizando los oligos F6i / R5 que
corresponde a la variante "i" (633 pb). (E) Producto de RT-PCR utilizando los oligos F4 / R5 que corresponde
a la variante "k" (392 pb). En el panel inferior se observa el producto de RT-PCR correspondiente al gen
“gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa” (GAPDH) como control interno. Las lineas celulares fueron
transfectadas con siRNAs inespecificos (-) o especificos contra CDKN3 (+). La RT-PCR en las lineas celulares
se realizd en RNAs extraidos 48 h después de las transfecciones.
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Figura 8. Andlisis de secuenciacion de transcritos de CDKN3. Todas las variantes del gen CDKN3
encontrados en las muestras analizadas fueron secuenciadas. (A) Representacion grafica de los resultados
de secuenciacion de las variables detectadas en las muestras; se incluyen exones, intrones, splicings
alternativos, y codones de terminacion. La variante "a" representa el transcrito normal “wild type” (wt) del
mRNA de CDKNS3, las variantes f, i, y k son transcritos previamente reportadas que también fueron detectadas
en nuestras muestras. Se muestran también las representaciones de las variantes que se detectaron en
nuestras muestras y que no habian sido reportadas previamente (cx1, cx2, cx3, cx4, cx5 y cx6), estos
esquemas se construyeron de acuerdo a la secuenciacion que se muestra parcialmente en (B). Los
rectangulos grises representan los extremos 3'UTR, 5'UTR y las secuencias no traducidas, los rectangulos
azules representan exones codificables, las lineas continuas representan a los intrones, las lineas punteadas
representan los empalmes alternativos. Se muestran los codones de inicio (AUG) en cada caso y los codones
de terminacién normal (UAA) y aquellos generados por splicing alternativo (*). La regién sombreada con un
rectangulo rosa en el extremo 5' representa la region codificante de los primeros 34 aminoacidos necesarios
para la interacciéon con CDK2. La regiéon sombreada con un rectangulo verde en el extremo 3' representa la
porcion carboxilo terminal de CDKN3, que participa en la estabilizacion de la interaccion CDK2. Las barras
verdes, azules y rojos mostradas arriba de las variantes en (A), representan los sitios de reconocimiento de
las sondas TagMan, el sitio de reconocimiento del anticuerpo anti-CDKN3 vy los sitios de reconocimiento de
los siRNA contra CDKN3, respectivamente.

6.5 Localizacion celular de la proteina CDKN3 en lineas celulares, muestras de CCy

muestras normales de cérvix, mediante inmunofluorescencia e inmunohistoquimica

Es muy interesante notar que la proteina CDKN3 se encontro localizada exclusivamente en
el citoplasma de las células en las tres lineas celulares exploradas por inmunofluorescencia
(Figura 3A). Para investigar la localizaciéon celular de la proteina en los tumores invasores
y en muestras de cuello uterino normal, se realizé la busqueda de la proteina CDKN3 por
inmunohistoquimica en 37 tumores invasores y en 21 controles. El porcentaje de tumores
positivos para CDKN3 fue de 89,2%, aunque la mayoria de los controles presentaron senal
de CDKN3 (80%), las sefales fueron mucho mas débiles de lo que se observa en los
tumores (< 1 +). Esta diferencia en la positividad fue consistente con los datos obtenidos
con la qRT-PCR. Se observé senal tanto en el citoplasma, como en el nucleo; sin embargo,

en los tumores positivos para el virus VPH16 (n = 22) la senal fue mas fuerte (3+ vs. 1+) y
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fue predominantemente en el citoplasma en lugar de en el nucleo (64,5 + 33,2 vs. 39 £ 37%,
p <0,05, prueba t, Figura 9, paneles A-F). En los tumores positivos para otros tipos de VPH
(n = 15), la sefial fue mas débil de lo que se observa en los tumores positivos para VPH16
(1+ vs. 3+); sin embargo, la distribucion fue similar en el citoplasma y el nucleo (66,7 + 42

y 74 + 27%, Figura 9, paneles G-I).
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Figura 9. Anédlisis histoldgico de la expresidn de la proteina CDKN3. Se determiné la expresion de la
proteina CDKN3 por inmunohistoquimica utilizando secciones de tejido incluidas en parafina fijado en formol.
Se muestran experimentos representativos en carcinomas de células escamosas positivos para VPH16 (A-D)
y en adenocarcinomas (E y F); también en carcinomas de células escamosas positivos para otros tipos de
virus (G-l). La sefal especifica para la proteina CDKN3 se observa de color marrén (contra tefiido con
hematoxilina, aumento original x800; barras 20 micras). Se muestran lesiones intraepiteliales escamosas de
alto grado (J), epitelio cervical normal (K 'y L) y los controles experimentales sin anticuerpo primario (M-O).
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7. DISCUSION

En este estudio, hemos demostrado que alrededor del 70% de las pacientes con CC que
presentan sobre expresion del gen CDKN3 mueren dentro de los dos afios siguientes al
diagndstico, independientemente de la etapa clinica en la que se encuentren y el tipo de
VPH identificado. También se encontré que la inactivacion o inhibicion parcial de la
expresion génica de CDKN3 disminuye drasticamente la proliferacion de lineas células
derivadas de CC in vitro. Con base en los resultados del estudio, podemos concluir que el
nivel de expresion de mRNA de CDKN3 podria ser un buen marcador predictivo para
evaluar la sobrevida de las pacientes, asi como la agresividad del tumor. También podemos
concluir que el gen CDKN3, a nivel de mRNA, podria ser un buen blanco terapéutico para
la inhibicién del crecimiento tumoral. En otros estudios, se han identificado varios genes,
como probables marcadores y se han asociado con una disminucion en la sobrevida de las
pacientes con CC, entre ellos se encuentran: cinasa LIM 1 [34], galectina 7 [35], miRNA-
224 [36], NF-kB [37] y caspasa 3 [38]. Sin embargo, ninguno de estos marcadores se ha
asociado con una tasa de mortalidad global mayor del 45%, en comparacién con el 70%
reportado para CDKN3 en este estudio, aunque estas diferencias podrian depender de las
diferentes poblaciones estudiadas, la variacidén entre los marcadores propuestos y CDKN3
es grande.

La asociacion de CDKN3 con una disminucién de la sobrevida en las pacientes con CC y
la relacion con la observada funcidén indispensable de proliferacion celular indican
claramente que este gen podria estar implicado en la progresion del CC. La inhibicion
parcial de este gen (35-50%) sugiere que su implicacion en la progresion tumoral puede
deberse a la induccion de la proliferacién celular a través de una accion directa sobre el

ciclo celular. Aunque nuestros resultados no hayan mostrado efecto de la participacion del
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gen CDKNS3 en la migracion y la invasion tumoral, no podemos descartar completamente
su participacion en estos eventos, ya que otras sefales, no relacionados con CDKN3,
pueden ser fundamentales para la regulacion de la migracién celular y la invasion en el CC
[39, 40]. El gen CDKN3 se ha encontrado sobre expresado en diferentes tipos de cancer,
incluyendo cancer de mama, prostata, ovario, pulmén, renal, glioblastoma, higado,
neuroendocrino y canceres orales [24, 41 - 48]. De acuerdo con nuestros datos, la sobre
expresion de CDKN3, junto con otros genes, se ha asociado con una menor sobrevida en
los pacientes con cancer de pulmon [43] y con astrocitoma [26]. Ademas, la inhibicion de
CDKNS3 en muchas lineas celulares disminuye la proliferacion celular, lo que sugiere que
este gen actua como un oncogén [49]. Sin embargo, también se ha asociado la
sobreexpresion de CDKN3 con la inhibicién de la proliferacién celular en glioblastoma [23,
45] y en lineas celulares derivadas de leucemia [50]. Ademas, CDKNS3 se ha propuesto
como un gen supresor de tumor en tumores cerebrales [23, 26] y se ha reportado su
participacion en el control de la mitosis [23]. De hecho, la proteina CDKN3 se une a Cdk2 y
la desfosforila en la posicion Thr160 degradando la subunidad ciclina asociada. Debido a
que la fosforilacion de Thr160 es necesaria para la actividad completa de Cdk2 y la
consecuente progresion del ciclo celular, la desfosforilacion de Thr160 inhibe la progresion
del ciclo celular [23]. Sin embargo, en algunos tumores, algunas proteinas aberrantes de
CDKN3 generadas por splicing alternativo, pueden competir con la proteina wtCDKN3 por
el sitio de unién a Cdk2, evitando asi la desfosforilacion de la posicion Thr160 [25, 26]. En
el presente estudio, no encontramos transcritos mutados de CDKN3 y en todas las
muestras de CC y lineas celulares analizadas, encontramos predominantemente el
transcrito wtCDKNS3; sin embargo, en algunas muestras y en las lineas celulares derivadas

de cancer de cérvix, se identificaron transcritos variantes del mRNA reportados previamente
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(variantes f, i, y k) y nuevas variantes de mRNA generados por splicing alternativo, con
codones de terminacion tempranos. Sin embargo, fueron escasos y se detectaron sélo
después de realizar una PCR anidada. De hecho, en el analisis de proteina por western blot
en las lineas celulares, solo se detectd la proteina “wild type”. Aunque no pudimos explorar
la proteina CDKN3 en muestras tumorales por western blot, los datos observados en las
lineas celulares y el predominio de la variante del mMRNA wtCDKN3 en los tumores, sugiere
que era la proteina CDKNS3 sera la que se encuentre predominantemente en las muestras
de CC y en las lineas celulares. Por lo tanto, el mecanismo de la inhibicion mediada por la
competencia entre las variantes de mRNA pareceria estar ausente en CC. Por otro lado,
las oncoproteinas del VPH de alto riesgo estimulan a las células para salir de la fase G1y
entrar en el ciclo celular mediante la promociéon de la inhibicion o degradaciéon de las
proteinas RB, p53, y p27. Sin embargo, no hay evidencia de que estas proteinas virales
también inhiban a la proteina CDKN3.

En este estudio, hemos demostrado de manera concluyente que la proteina CDKN3 se
encuentra exclusivamente en el citoplasma de las tres lineas celulares derivadas de CC
exploradas. En los tumores de CC, también se observo principalmente en el citoplasma,
aunque la senal de la proteina también puede observarse en el nucleo. El agotamiento de
CDKNS3 en el nucleo o su reubicacion hacia el citoplasma, pareceria ser un mecanismo
compensatorio para evitar la desfosforilacién de CDK2 por CDKN3; de hecho, los resultados
preliminares no mostraron cambios en la proporcion de proteina fosforilada y no fosforilada
en la posicion Thr160 de CDK2 en las lineas celulares transfectadas con siRNAs
especificos contra CDKN3 o con los siRNAs no especificos (datos no mostrados). No se

sabe si este traslado de CDKN3 al citoplasma esta relacionada con las proteinas virales o
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es un mecanismo de regulacion de las células cancerosas que confiere una ventaja
selectiva de crecimiento.

Es relevante que el transcrito wtCDKN3 fue el que disminuy6 después de transfectar las
lineas celulares de cancer cervical con los siRNAs especificos, como se muestra en la
Figura 6. Estos resultados sugieren que la disminucién del transcrito wtCDKN3 y la proteina
correspondiente, que se encuentra principalmente en el citoplasma, este relacionada con
la inhibicidon o disminucién de la proliferacion celular in vitro; aunque no se descarta que
otras funciones no relacionadas con la inhibicion de CDK2 puedan estar involucrados. De
hecho, la proteina CDKN3, que es una proteina fosfatasa de doble especificidad
perteneciente al grupo de fosfatasas Cdc14, también parece ser esencial en la regulacion
de la salida de mitosis; interactua con CDK1 (CDC2) e inhibe su actividad, y desfosforila
muchas de las proteinas fosforilados por CDK1 [23, 49]. CDKN3 vy otras fosfatasas Cdc14
parecen ser esenciales como antagonistas de la actividad de CDK en la fase tardia de la
mitosis, permitiendo que las células salgan de mitosis y entren a citocinesis. La regulacion
de la citocinesis puede ser una funcién conservada de las fosfatasas Cdc14 [23]. Por lo
tanto, la inhibicion del gen CDKN3 impediria la salida de la fase M, para iniciar un nuevo
ciclo celular. Sin embargo, todavia es necesario demostrar citometria de flujo (FACs), cual
de las fases del ciclo celular se altera cuando se disminuye la expresion de CDKN3. En los
modelos en donde CDKN3 funciona como un gen supresor de tumores, como por ejemplo,
en la linea celular leucémica K562, la sobre expresion de wtCDKN3 retrasa la transicion
G1/S, pero no tiene efecto significativo en la transicion de G2/M/G1 [50]. Es importante
esclarecer el papel de CDKNS3 en el cancer de cuello uterino para poder disefiar estrategias

adecuadas en donde se proponga como blanco terapéutico.
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Es muy prometedor el uso potencial del perfil de expresion de CDKN3 para seleccionar
aquellas pacientes que necesitaran de tratamientos mas agresivos, por ejemplo, a aquellas
pacientes con altos niveles de expresion de CDKN3 (FC = 17), se podrian proponer tres
opciones de tratamiento adicionales. En primer lugar, la inclusion de la quimioterapia
neoadyuvante con paclitaxel y carboplatino [51, 52], en segundo lugar, el uso de
bloqueadores de angiogénesis, tales como bevacizumab [53, 54], y en tercero, el uso de
inhibidores del receptor de factor de crecimiento epidérmico como erlotinib [55] . Sin
embargo, se requiere de los ensayos clinicos pertinentes para investigar el valor clinico de
la medicion del mMRNA de CDKN3 y considerarlo como un indicador para el uso de la
quimioterapia neoadyuvante o la terapia adicional especifica en CC.

Varios factores hacen de CDKN3 un blanco potencial para el tratamiento de CC. En primer
lugar, CDKN3 se sobre expresa en los tumores de pacientes con CC, en promedio 6 veces
mas que en mujeres con epitelio cervical sano. En segundo lugar, CDKN3 esta involucrado
en la mitosis. En tercer lugar, la inhibicion de la expresién génica de CDKN3 reduce la
proliferacion celular en un promedio de 67% en las lineas celulares derivadas de CC. Es
importante senalar que a pesar de haber obtenido una reduccién en aproximadamente la
mitad del mMRNA de CDKN3 y en la expresion de la proteina, al inhibir con siRNAs
especificos, la reduccion de la proliferacion fue en promedio de 67%. Esto sugiere que una
mayor inhibicion de CDKN3 aumentaria la reduccion en la proliferacion. Aunque la inhibicion
de CDKNS3 no parece tener efecto sobre la migracion y la invasion de las lineas celulares
derivadas de CC, el efecto en la disminucion de la proliferacion celular por si solo hace de
CDKNS3 un potencial blanco terapéutico. De hecho, si pudiéramos bloquear la proliferacion
celular al 100%, de manera secundaria bloqueariamos la migracién y la invasion, ya que no

habria células para migrar e invadir. Por otra parte, no hay farmacos contra el cancer que
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bloquen especificamente todos los procesos biolégicos relacionados con el cancer, sin
embargo, pese a baja especificidad, muchos se usan actualmente para tratar a los
pacientes [56, 57]. Sin embargo, no sabemos si el efecto de la inhibicion de CDKN3 en la
proliferacion celular in vitro, se podra reflejar en la reduccion del crecimiento tumoral en un
modelo de ratéon. Por otra parte, tampoco se conoce el efecto de la inhibicién de CDKN3 en
la proliferacion de células normales (no neoplasicas), aunque, debido a que CDKN3 se
sobre expresa en las células cancerosas, se espera que su efecto en las células normales
sea minimo. El uso de siRNAs especificos para bloquear o inhibir la actividad de genes, es
una metodologia bien establecida en modelos in vitro, particularmente usados para
investigar la funcion de genes [58 - 60]; sin embargo, el uso de siRNAs como agentes
terapéuticos en modelos de tumor no ha sido satisfactorio, especialmente en modelos de
canceres invasivos o metastasicos [61, 62]. La primera etapa para disefar o identificar
farmacos selectivos o especificos contra el cancer es identificar blancos presentes en
tejidos cancerosos y ausentes en los tejidos normales; claramente, CDKN3 parece ser un
buen blanco en el caso de pacientes con CC, pero se necesitan mas estudios para
identificar o desarrollar ya sea un farmaco que inhiba especificamente a CDKN3 en las
células neoplasicas o0 una estrategia para la administracién sistémica efectiva para

introducir siRNAs especificos contra CDKN3 en células cancerigenas [63].
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8. CONCLUSIONES

Los resultados que se presentan en este estudio pueden ayudar a desarrollar nuevas
estrategias para el tratamiento del CC. Se ha demostrado que alrededor del 70% de las
pacientes con CC que sobre expresan el gen CDKN3 mueren dentro de los dos afios
posteriores al diagnodstico, independientemente de la etapa clinica y el tipo de VPH.
También se encontré que la inactivacion o inhibicion parcial de la expresion génica de
CDKNS disminuye drasticamente la proliferacion de células derivadas de CC in vitro. El uso
potencial del perfil de expresion de CDKN3 para seleccionar los pacientes que necesitan
ser tratados con un tratamiento mas agresivo es muy prometedor. Por otro lado, como
CDKNS parece ser indispensable para la proliferacion de células de cancer, podria ser un

buen blanco terapéutico para la inhibicion del crecimiento tumoral.
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9. PERSPECTIVAS

Ademas de los trabajos realizados por nuestro equipo de trabajo [21, 64], solo se encuentra
un reporte en donde se asocia la sobreexpresion de CDKN3 y CC [65]. Sin embargo, es un
hecho que el gen CDKN3 se puede utilizar como biomarcador de sobrevida, ya que en este
estudio se muestra como disminuye la sobrevida de manera significativa en las pacientes
con CC independientemente del estadio clinico y el tipo viral. Para determinar si
dependiendo del nivel de expresidon del gen CDKN3 las pacientes con CC pueden verse
beneficiadas con tratamientos alternativos o mas agresivos comparados con las terapias
convencionales, sera necesario hacer los ensayos clinicos correspondientes. Del mismo
modo, para evaluar el papel del gen como blanco terapéutico, es necesario realizar modelos
en raton, que permitan conocer si el efecto de la inhibicion del mensajero de CDKNS3 se
mantiene en condiciones in vivo, y desarrollar estrategias experimentales que permitan
introducir los siRNAs de manera sistémica o desarrollar farmacos que inhiban
selectivamente a CDKN3. Asi como también se debera evaluar el efecto que tiene la

inhibicion del gen CDKN3 en células normales.
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Abstract

The cycin-dependont kinase inhibitor 3 (COKNG) gene, Involved in mitosis, & upreguiaied
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12. ANEXOS

Como parte del desarrollo académico, se generaron las siguientes publicaciones. No se

anexan en la presente como parte principal de la tesis doctoral.

12.1 Amplified genes may be overexpressed, unchanged, or downregulated in

cervical cancer cell lines.

http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0032667
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12.2 Impact of gene dosage on gene expression, biological processes and survival in
cervical cancer: a genome-wide follow-up study.

http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0097842
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