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RESUMEN

El cancer cérvico uterino (CaCU) es la segunda causa de muerte por cancer en mujeres en México y
el factor etioldgico para su desarrollo es la infeccion persistente por VPH de alto riesgo. El CaCU es
precedido por lesiones precursoras de bajo y alto grado. En trabajos previos realizados en nuestro
laboratorio se identificd el incremento gradual en la expresién de las proteinas HOXB13 y HOXC9 en
lesiones precursoras y CaCU. Los genes HOX, son factores de transcripcion relacionados con
diferentes tipos de cdncer, y el incremento de expresion en CaCU, podria estar implicado en el
desarrollo de la enfermedad, lo mismo que sus blancos génicos. Sin embargo se desconocen los
blancos de estos factores de transcripcion en el modelo de CaCU. Por lo que en este trabajo se
identificaron los blancos génicos de HOXC9 y HOXB13 en lineas celulares derivadas de CaCU, Hela
(VPH18+) y CaSki (VPH16+), por medio de inmunoprecipitacién de cromatina e hibridacién en
microarreglos de promotores. Se identificd el posicionamiento de HOXB13 en 549 y 517 secuencias
promotoras en las lineas Hela y CaSki respectivamente. HOXC9 se identific6 en 2012 y 912
secuencias promotoras en las lineas Hela y CaSki respectivamente. Las principales anotaciones
enriquecidas por los genes blanco de HOXB13 y HOXC9 fueron factores de transcripcién, polaridad
y adhesidn celular, las vias Cadherinas y WNT de los cuales, siendo mas enriquecidos los blancos
génicos de HOXC9. Los genes identificados fueron validados por medio de gPCR con lo cual
podemos plantear que HOXB13 y HOXC9 ocupan regiones regulatorias de la transcripcion en genes

involucrados en las vias moleculares de WNT y cadherinas en lineas celulares de CaCU



ABSTRACT

Cervical cancer (CC) is the second leading cause of cancer death in women in Mexico and the
etiological factor for development is the persistent infection with high-risk HPV. The CC is preceded
by precursor lesions of low and high grade. 'In previous work in our laboratory we identified the
gradual increase in Hoxc9 and HOXB13protein expression related to progression of cervical cancer
and precursor lesions. HOX genes, are transcription factors associated with different types of cancer,
alterations in expression levels in cervical cancer, may be involved in development of the disease,
therefore, this paper Hoxc9 gene targets were identified and HOXB13 CC cell lines using chromatin
immunoprecipitation and Hoxc9 HOXB13 and microarray analysis of promoters in cell lines derived
from cervical cancer, HeLla (HPV18 +) and CaSki (HPV16 +). HOXB13 positioning in promoter
sequences 549 and 517 in lines CaSki and Hela respectively identified. Hoxc9 was identified in 2012
and 912 promoter sequences in HelLa and CaSki lines respectively. The main annotations enriched
genes targeted by Hoxc9 were HOXB13 and transcription factors, cell polarity and adhesion,
cadherin and wnt pathways which, as many molecular pathways related genes were identified as
targets Hoxc9 gene. The genes identified as gene targets HOXB13 and Hoxc9 by analysis
micriarreglos were validated by qPCR with which we can argue that HOXB13 and Hoxc9 take
regulatory regions of transcription of genes involved in molecular pathways of WNT and cadherins

in cell lines CC..



INTRODUCCION

Cancer Cervico Uterino (CaCU)

A nivel mundial, el cancer cervicouterino (CaCU) ocupa el tercer lugar en incidencia
en mujeres’ siendo mas frecuente en paises en vias de desarrollo?. En México el
CaCU ocupa el segundo lugar de mortalidad por cancer en mujeres soélo después
de cancer de mama de acuerdo a la Organizacion Panamericana de la Salud?.

El Virus de Papiloma Humano (VPH) es el factor etiolégico para el desarrollo de
CaCU, sin embargo no es suficiente para conducir el establecimiento de esta
neoplasia®. La mayoria de las infecciones por VPH se resuelven por la respuesta
inmune ante la infeccion en un lapso de 6 a 12 meses® . En algunos casos se ha
determinado que la infeccion puede persistir generando lesiones precursoras de
bajo grado, alto grado y CaCU, en un periodo aproximado de 10 afios a partir de la
infeccidn viral®. Los tipos virales asociados al desarrollo de cancer se consideran de
alto riesgo oncogénico (VPHar) siendo los tipos mas comunes VPH16 y 18, mientras
que los de bajo riesgo (VPHbr) son asociados al desarrollo de lesiones benignas
como verrugas, siendo los tipos VPH6 y VPH11 los mas comunes 7.

El VPH es un virus de DNA circular de doble cadena con longitud de
aproximadamente 8 kb, contiene un marco de lectura de 6 genes tempranos (E1,
E2, E4, E5, E6 y E7) denominados asi por su expresion en las etapas tempranas
de la infeccion; dos genes tardios (L1 y L2) codificantes para las proteinas de la
capside que se expresan en etapas tardias del ciclo infeccioso y una region larga

de control (LCR). 8.



El potencial oncogénico de VPH esta directamente relacionado con la expresion de
las oncoproteinas E6 y E7 de VPHar, las cuales, en infecciones persistentes
aumentan su nivel de expresion. La principal causa de alteraciones en la regulacion
de las oncoproteinas, es debido al rompimiento del genoma viral en la secuencia
codificante del gen E2 de VPHar y su posterior integracion en el genoma del
hospedero® ya que la proteina producto del gen E2 es la responsable de reprimir la
transcripcion de E6 y E7. De este modo, la desregulacion de E6 y E7 promueve la
transformacién celular. El principal mecanismo descrito por el cual E6 y E7 favorece
el desarrollo de cancer, es la interaccion directa de E6 con p53 y el secuestro de
pRB por parte de E7 para su degradacion por proteosoma, esto trae como
consecuencia la activacion de genes involucrados al ciclo celular, blancos de E2F
(inhibido en presencia de pRB) y la pérdida de p53 como supresor de tumor® ™

(Figura 1).
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Figura 1. VPHar promueve alteracion del ciclo celular por la inhibicion de p53 y pRB. La integracion
del ADN viral en infecciones persistentes se da por la ruptura del genoma viral en la region codificante E2
que tiene la funcion de regular la expresion de las oncoproteinas E6 y E7 promoviendo la progresion del ciclo
celular al secuestrar a pRB y evitar la reparaciéon del ADN mediante p53.



Alteraciones en la expresion de factores de transcripcidon se asocian con
diferentes tipos de cancer y CaCU

Ademas de la infeccidn por VPH, existen alteraciones moleculares frecuentes en
CaCU como las translocaciones, ganancias cromosomicas, mutaciones vy
alteraciones en el nivel de expresion a nivel ARN o proteina. Una de las
aproximaciones para identificar genes involucrados en el desarrollo de cancer se
basa en identificar los genes cuya expresion este presente s6lo en CaCU y ausente
en epitelios sin alteraciones neoplasicas, o bien, genes con expresion
significativamente superior en cancer respecto a epitelios sin alteraciones
neoplasicas. Con esto se ha logrado identificar grupos de genes que son activados
s6lo en cancer, por tanto, potencialmente pueden estar relacionados en el
desarrollo de la neoplasia. Ejemplo de algunos genes que incrementan su expresion
en células transformadas respecto a células sin alteraciones neoplasicas son;
CCNDg3, LRPS, TCF7, FZD3, E2F1, asi mismo se han reportado genes que su
expresion se ve disminuida en tumores respecto a tejido normal como es el caso de
ESR1, ZNF447, CCND2, WNT7A, TCF3'? 13, En este sentido, la identificacién de
alteraciones en el perfil global de expresion y el uso de herramientas bioinformaticas
han permitido agrupar estos a los genes, en vias moleculares relacionadas con la
proliferacion celular, adhesién celular y la via de WNT vy ciclo celular (figura 2).
Dichas vias potencialmente estan siendo alteradas en su regulacién, favoreciendo
el desarrollo de CaCU sin dejar de lado otras alteraciones moleculares como son

mutaciones y alteraciones epigenéticas 4 15 16 17 18,
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Figura 2. Alteraciones en el perfil de expresién en CaCU. a) Mapa de calor del analisis de expresion por
microarreglos en tejido normal, lesiones precursoras de alto grado y CaCU, en amarillo son sefialados
HOXC6, HOXC10 y HOXD3 que fueron identificados como sobre expresados en CaCU en relacion al tejido
normal. Para mayor detalle en la informacion se puede consultar el articulo completo en
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17974957. b) A partir del analisis de expresion que se muestra a la
derecha, los genes sobre expresados (rojo) y sub expresados (verde) en CaCU y fueron agrupados en vias
moleculares por medio de KEGG, la imagen y el articulo completo pueden ser revisados en

www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17822553. Tomados y modificados de a) Zhai, 2007 y b) Pérez, 2007.

Dentro del grupo de genes diferencialmente expresados se encuentran los factores
de transcripcion, los cuales pueden regular la expresion de multiples genes
involucrados en procesos celulares relacionados con el desarrollo de cancer, entre
ellos; ciclo celular, apoptosis, proliferacion, crecimiento celular y reparacion del dano
al ADN. Se ha reportado que algunos de los oncogenes y genes supresores de
tumor son factores de transcripcion, cuyas alteraciones en su patrén de expresion
son causadas por mutacién o translocacion y que estas alteraciones juegan un
papel importante en el desarrollo de cancer’ 2021 22 Ejemplo de ello es E2F como
factor de transcripcién el cual esta relacionado con la regulacion del ciclo celular,

proliferacion, diferenciacion y desarrollo de distintos tipos de cancer. E2F es



regulado negativamente por pRb mediante dominios de interaccion proteina-
proteina, mutaciones en este dominio en E2F o la pérdida en la expresion de pRb
permiten que E2F se transloque al nucleo y promueva la progresién del ciclo
celular?d 24 25,

Dentro de los factores de transcripcion diferencialmente expresados en tejido
tumoral respecto a tejido normal, se encuentran los factores de transcripcion

hormonales tales como el receptor de estrogeno (ER) en cancer de mama> y el
receptor de androgenos (RA) en cancer de prostata®’. Otro grupo de factores de

transcripcion involucrados con el desarrollo de cancer son las proteinas nucleares
como JUN el cual puede ser fosforilado por cinasas y su fosforilacion, promueve
que sea activado como factor de transcripcion. Un ejemplo mas, son las proteinas
STAT, estas pueden interactuar con proteinas modificadoras de histonas como
p300 capaz de alterar la regulacion transcripcional de los genes blanco de STATZ.
Alteraciones en la expresion de los factores de transcripcion homeadticos como los
genes HOX estan relacionadas con el desarrollo de leucemias y tumores sélidos,
entre ellos; cancer de mama, colon, préstata, pulmoén glioblastoma, tiroides, vejiga,
ovario y rindén?’. En particular, en CaCU se han identificado varios miembros de la
familia HOX cuya expresion a nivel de ARNm se ve alterada en lesiones precursoras
de alto grado, cancer e invasion, tal es el caso de los genes HOXB2, HOXB13,
HOXC9, HOXC10, HOXC11, HOXC1228 29 30 31 32 33 34 gin embargo hasta el
momento no se ha estudiado el impacto que puede tener la alteracion en la

expresion de estos genes.



Genes HOX

Los genes HOX son una familia de factores de transcripcibn que se expresan
esencialmente durante el desarrollo embrionario y son conservados evolutivamente
desde las esponjas hasta mamiferos®®. La descripcion de estos genes se dio a partir
de 1978 por Lewin, quien nombré complejo bitorax a los genes que controlan la
segmentacion toracica y abdominal en Drosophila sp.36, posteriormente este grupo
de genes se dividio en dos complejos, antenapedia y bitorax; el primer complejo
asociado a la formacion y desarrollo de la region anterior de Drosophila sp., mientras
que el segundo complejo se asocia al desarrollo posterior del organismo. Los 8
genes Hox de Drosophila sp. se encuentran en un solo cluster a diferencia del
humano, donde existen 39 genes HOX ubicados en cuatro clusters con 9 a 13 genes
cada uno, denominados cluster -A, -B, -C y -D en los cromosomas 7, 17, 2 y 12
respectivamente3” . Al igual que en Drosophila sp., los genes HOX son sub-
clasificados de acuerdo a su relacion morfogénica y a su posicion dentro de cada
cluster, en genes anteriores (HOX1-8) y posteriores o abdominal B (HOX9-13)3®
(figura 3).

Los genes HOX pertenecen al grupo de genes Homeaticos debido a la presencia
de un homeodominio conformado por tres alfa hélices que a su vez generan una
estructura de hélice-giro-hélice en el extremo amino de la proteina. El
Homeodominio es conformado por 60 aminoacidos altamente conservado en
diferentes especies. A través del homeodominio, las proteinas HOX interactuan con
el ADN en secuencias comunes (dominio TAAT) (figura 3), sin embargo la

especificidad para reconocimiento de sus elementos de respuesta, se debe a la



interaccidn con co-factores de transcripciéon como las proteinas de la familia TALE,

MEIS y PBX®.
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Figura 3. Estructura de los clusters y proteinas HOX. a) Homologia del cluster hox en drosofila sp. y
humano, tomado y modificado de Lapping, 2006. b) Estructura de los genes HOX y las regiones y el
homeodominio que reconoce la secuencia conservada TAATT por medio en los surcos mayor y menor de
ADN, tomado y modificado de Svingen y Tonissen, 2006. La revision completa puede ser consultada en
www.nchi.nlm.nih.gov/pubmed/16721389.



Especificamente, los genes Abdominal B del cromosoma 7 o cluster A (HOXAS9,
HOXA10, HOXA11 y HOXA13), participan en el desarrollo embrionario de
estructuras genitales y reproductivas femeninas, ademas, su expresion continta en
la vida adulta con el mismo patrén que durante el desarrollo embrionario®, sin
embargo la expresion y regulacion de los genes HOX de otros clusters (B, C y D)
en el desarrollo embrionario como en la etapa adulta, es poco descrita. Actualmente,
se sabe que la expresion de los genes HOX durante el desarrollo, es altamente
regulada de manera espacio-temporal por modificaciones epigenéticas por medio
de los complejos Polycomb (PC) y Trithorax (TX) como reguladores clasicos de los

genes Homeodticos*! 42.

Activacioén y represion de los genes HOX por Policomb y Tritorax

La compactacion de la cromatina es un mecanismo mediante el cual se puede
regular la expresién de genes, de manera general se conocen dos procesos para
llevar a cabo esta regulacion; las modificaciones postraduccionales de las histonas
y el remodelamiento de la cromatina por medio de ATP. Con estos mecanismos la
célula es capaz de asegurar la regulacion de grupos completos de genes sin
modificar la informacion genética a lo largo de generaciones celulares, a este
proceso se le denomina memoria epigenética. Los complejos PC y TX participan
en el mantenimiento del patron de expresion de los genes, favoreciendo la
compactacion y relajacion de la cromatina por la modificacion de histonas en
diferentes aminoacidos lo cual genera un cédigo de activacion y represion (codigo

de histonas). Como se menciond, los genes HOX son genes en cluster que se
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expresan de manera organizada, temporal y espacialmente, este patron de
expresion es mediado por los complejos PC y TX43 44 45,

En mamiferos se conocen dos principales complejos del grupo PC, Policomb
Represive Complex 1 y 2 (PRC1 y PRC2). Las proteinas esenciales para el
funcionamiento de PRC1 son: PCGF, CBX, PHC, SCML, L3MBTL y RING1, de las
cuales RING1 posee la funcion de ubiquitin-ligasa sobre el residuo de Lisina 119 de
la histona H2A (H2AK119ub), cuya marca es asociada a genes inactivos por
compactacion de la cromatina. Respecto a PRC2, las proteinas principales del
complejo son: SUZ12, EDD, EZH1 y EZH2, estas ultimas involucradas con la
trimetilacién de la lisina 27 de la histona 3 (H3K27me3). El mecanismo general
mediante el cual los dos complejos favorecen la compactacién de la cromatina es
por el reconocimiento de secuencias con dinucleétidos CpG metilados en el ADN
por parte de PRC2, lo cual permite el marcaje de H3K27me3 en las histonas
asociadas al ADN, esta marca posteriormente es reconocida por PRC1 que se
encarga de mantener el estado represivo por la ubiquitinacion de la lisina119 de la
histona 2A. Por su parte el complejo TX se encuentra conformado principalmente
por las proteinas SWI/SNF, NURF y MLL1-3. De manera general se plantea que
SWI/SNF y NURF favorecen el reclutamiento de factores de transcripcion mediante
el desplazamiento de nucleosomas por medio del consumo energético de ATP,
mientras que MLL (enzima con actividad de histona metil-transferasa) promueve la
relajacion de la cromatina a través de la trimetilacién del residuo 4 de lisina en la
histona 3 (H3K4me3), en consecuencia promueve la activacion de los genes
situados en esa regién citogenética de la cromatina, tal como ocurre en las regiones

cromosomicas donde se encuentran los genes HOX 434445 (figura 4).
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Figura 4. Funciéon de Polycomb en la represion por compactacion de cromatina. Representacion de la
funcién represora de la cromatina por Polycomb mediante modificaciones de histonas para generar el
silenciamiento de la cromatina y represion de la transcripcion. PRC2 reconoce secuencias de dinucleotidos
CpG metilados para establecer la marca de histonas H3K27me3 que sirve posteriormente como sefial de
reconocimiento para PRC1 que establece la marca de represion H2K119ub en la cromatina. La imagen fue
editada y puede ser consultada al igual que la revisibn completa sobre la funcién de polycomb en
http.//www.nature.com/nsmb/journal/v20/n10/full/nsmb.2669.html

Alteraciones moleculares en los genes HOX en cancer

Alteraciones moleculares en los genes HOX (HOXA1, HOXA2, HOXA11, HOXA13,
HOXC13, HOXD4, HOXD10 y HOXD13) entre ellas mutaciones germinales, se
asocian al desarrollo de sindromes y malformaciones. Por ejemplo, la insercién 175-
176insG en HOXA1 se relacionan con el sindrome de Bosley-Salih-Alorani, el cual
es caracteristico por la pérdida en la motilidad ocular, malformaciones en el oido
interno, anormalidades cerebrovasculares y alteracion en las capacidades

cognitivas*®. Mientras que en el caso de HOXD13 la expansion de codones de
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alanina en el extremo terminal se asocia con la sinpolidactilia, cuyos individuos
portadores presentan la unién tisular entre los dedos de los pies y/o manos*’.

Por otra parte, incremento en la transcripcion de genes HOX (HOXA4, HOXAS,
HOXA7 HOXA9, HOXA10 y HOXD13) y translocaciones estan asociadas con
leucemias. HOXA9 y la nucleoporina nup98 forman una proteina quimérica debida
a la translocacion t(7-11)(p15-p15), cuya proteina promueve la actividad
transcripcional de genes como HOXB6, HOXC6 y HEY1, ademas, su expresion se
asocia con el incremento en la proliferacion y supervivencia celular en Leucemia
Mieloide Aguda (AML)*8. Adicionalmente alteraciones en el perfil transcripcional por
activacién o inactivacion de los genes HOX se encuentra relacionada con el
desarrollo de cancer en diferentes 6rganos y epitelios (HOXA1, HOXA5, HOXA7,
HOXA10, HOXB2, HOXB5, HOXB6, HOXB8, HOXB9, HOXC4, HOXC5, HOXCS®,
HOXC8, HOXC9, HOC10, HOXC11, HOXC13 y HOXD13), entre los cuales
destacan algunos tipos de cancer mas estudiados como cancer de prostata, mama,

pulmon y colon. Algunos ejemplos se muestran en la tabla 1.

Cancer de pulmén Genes HOX 5° -HOXD, Sobre -expresion Asociado con tumores primarios
HOXA1, HOXC5, HOXA7 vy
HOXA9
Neuroblastoma HOXD1, HOXD8, HOXC6, Expresion y reduccion en el Expresados en células susceptibles a
HOXC11 y HOXC9 nivel de expresion diferenciacién
Cancer de prostata HOXB13 Reduccion en el nivel de Pérdida de la diferenciacion, la co-expresion
expresion con AR se asocia a la proliferacion celular
Cancer de mama HOXAS, HOXB13 y HOXA10  Desregulacion epigenética por Se asocia con la desregulacion de p53 en
metilacion del promotor tumores primarios
Leucemia HOXa9, HOXA10, HOXC6 y Sobre -  expresion por Indicados de mal prondstico en AML. Promueve
HOXA9 translocaciones proliferacion la proteina de fusion NUP98-
HOXA9
Cancer cervicouterino HOXC10- HOXC13 Sobre- expresion Asociado a tumores primarios y a invasion

Tabla 1 Genes HOX en Cancer.Se presentan algunos ejemplos de genes HOX relacionados con cancer de
diferente origen epitelias asi como el efecto relacionado a estos genes. Para consultar la tabla completa asi
como el texto completo consultar en http://www.nature.com/nrc/journal/v10/n5/abs/nrc2826.html.
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Adicionalmente la sustitucion de residuos de amino acidos como Glicina por Acido
glutamico G84E en HOXB13 se ha encontrado en pacientes con diagnostico
temprano de Cancer de prostata (CP). Dicha mutacién G84E se localiza en el
dominio de interaccion de HOXB13 con su co-regulador MEIS y se relaciona con
la progresion y agresividad del tumor*®. También, se ha reportado que HOXB13
participa como co-regulador del Receptor de Andrégenos por la interaccion
proteina—proteina favoreciendo la expresion y represion de genes relacionados con
proliferacion y migracion en lineas celulares de CP.

A partir de ensayos de expresion de genes reportero, mediante el uso de los
respectivos elementos de respuesta mutados de AR y HOXB13 (ARE-mut y
HOXRE-mut) los autores proponen tres mecanismos por los cuales se logra la
colaboraciéon entre HOXB13 y AR para regular sus blancos génicos. El primer
mecanismo es el colaborativo, en el cual los dos factores de transcripcién se unen
a sus elementos de respuesta dentro de la secuencia del mismo gen, como sucede
en TMPRSS2 y NKX3.1. El segundo mecanismo es el de atadura o cebo, el cual
consiste en el reconocimiento del dominio HOXRE por HOXB13, esto sirve como
sefal para el reclutamiento de RA en genes como ORM1. Por ultimo, el tercer
mecanismo propuesto es el represivo, en el cual HOXB13 se une al dominio de
interaccion de ADN de AR, evitando asi, que AR sea capaz de reconocer sus
elementos de respuesta y de este modo no se logre la activacion de genes blanco
de AR como PSA, STEAP4 y FASN®,

En cancer de mama se ha estudiado a HOXB13 y se ha demostrado que activa la

transcripcion de Interleucina—6 (IL6) y reprime la expresién del Receptor de
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Estrégenos alfa (ESR1), por su interaccion directa con los promotores de estos
genes. Con ensayos de resistencia farmacos en cultivos celulares vy
xenotransplantes, se observa que la represion de ESR1 por HOXB13 genera
resistencia a tratamiento con Tamoxifeno (TAM) y la expresion de IL6 promueve la
activacion de la via AKT-mTOR, favoreciendo de este modo la proliferacion celular
y el reclutamiento de fibroblastos®'.

En CaCU se ha identificado un grupo de genes HOX cuya expresion a nivel de
ARNmM es sobre activada en cancer en contraste con el tejido normal: HOXB13,
HOXC9, HOXC11, HOXC12, HOXC13, HOXD9 y HOXD10, mientras que la
expresion de los genes HOXAbdB del cluster A (HOXA9, HOXA10, HOXA11 y

HOXA13) no mostro diferencias en la expresion en CaCU respecto a epitelio normal

3132

Genes HOX en cancer CaCU y regulacion de su expresion

A la fecha son escasos los trabajos donde se ha estudiado a los genes HOX en
CaCU, mientras que la mayoria de los trabajos se enfocan en describir perfiles de
expresion del tumor respecto de su epitelio adyacente libre de alteraciones
neoplasicas?s 29 30 3132 33 34,

En contraste, en el trabajo realizado por Zhai en 2007 se analiza funcionalmente la
participacion de HOXC10 en el proceso de invasién de la linea celular HelLa
derivada de CaCU. A partir del analisis masivo de expresion por microarreglos,
comparando muestras de tejido normal, lesiones precursoras de alto grado y tumor
de cancer cervical escamoso: Se identificod el incremento significativo en el nivel de

expresion de HOXC10, cuyo resultado fue validado por gqRT-PCR e hibridacién in-
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situ, mientras que funcionalmente, a través de ensayos de transfeccidén de la
secuencia codificante de HOXC10 (en células Hela), se demostré incremento en
la formacion de colonias asi como incremento en la capacidad de invasion’®.

Cabe mencionar que han sido publicados solo 2 trabajos que abordan la
participacion de factores de transcripcion HOX en CaCU ¢ 3 En nuestro laboratorio,
se realizado el andlisis en la expresiéon de diferentes proteinas HOX en
microarreglos de tejidos de lesiones precursoras de bajo grado, alto grado y CaCU.
Con lo cual se observé el incremento gradual en la expresion de las proteinas

HOXB2, HOXB13 y HOXC9 de acuerdo a la progresion de la neoplasia (figura 5) 3

52
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Figura 5. Expresién de las proteinas HOX en lesiones cervicales y CaCU. a), en las imagenes de epitelios
se muestra el incremento en la expresion de HOXB2 y HOXB13, las graficas representan la cuantificacion
relativa de expresién, en epitelio sin neoplasia (control), neoplasia intraepitelial cervical | (NIC1), neoplasia
intraepitelial cervical II-lll (NIC 2-3) y cancer cervical (CeCa). b), se observa el incremento gradual en la
expresion de HOXCY, en tejido sin alteraciones neoplasicas, la expresion sélo se presenta en la regién basal
del epitelio y su expresion incrementa conforme la progresion de lesiones precursoras y CaCU. En la gréfica
de abajo se muestra en la expresion relativa de HOXC9 mostrada en la imagen asi como la expresion de
HOXC12 y HOXD9, los cuales no presentaron incremento progresivo en su expresion. BG, bajo grado. El
articulo completo sobre la expresion de HOXB2 y HOXB13 puede ser consultado en
www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25743797 y la tesis sobre la expresion de HOXC9, HOXC12 y

HOXD9 en http://148.206.53.84/tesiuami/UAMI15759.
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Algunas de las aproximaciones metodoldgicas que se han realizado para identificar
la alteracion en el patron de expresion de los genes HOX en CaCU han sido estudiar
su regulacion por medio del complejo represivo Policomb (CRP) ya que como se
mencionod con anterioridad, los genes HOX son regulados transcripcionalmente a
nivel de cromatina por medio de modificaciones en las histonas a través del
complejo Policomb. En este sentido, se ha demostrado el incremento en el nivel de
expresion de la histona metil tranferasa EzH2 (sub-unidad enzimatica del complejo
Policomb) en CaCU por la presencia de la oncoproteina E7 de VPH16%, sin
embargo, al evaluar la presencia de la marca H3K27me3 generada por EzH2 en
queratinocitos de prepucio de humano transfectados con la secuencia codificante
de E7, el incremento en la expresion de EzH2 no se asocia con el efecto esperado
de su actividad enzimatica, ya que se observd disminucion en la marca represiva
de histonas H3K27me3. De manera conjunta, también en queratinocitos, se reporto
que en presencia de las oncoproteinas E6 y E7 de VPH16, se promueve el
incremento en la expresion de las des-metilasas de histonas KDM6A y KDM6B%*
(figura 6). Los autores de estos trabajos plantean que la infeccién por VPHar puede
generar alteraciones en el patron de expresion de los genes HOX en el modelo de
CaCuU por la sobre expresion de las oncoproteinas virales E6 y E7, lo cual puede
generar como consecuencia, alteraciones en la regulacion de los genes HOX a nivel
de cromatina por la inactivacion de EzH2 y la activacion de KDM6A y KDMG6B, ya
que al evaluar la expresion de los 39 genes HOX a nivel de ARNm por RT-PCR, se
identificaron diferencias en el perfil de expresién de los genes HOX. Los genes que
presentaron mayores diferencias en su expresibn en presencia de las

oncoproteinas virales E6 y E7 respecto células sin las oncoproteinas fueron;
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HOXA1-HOXA7, HOXA9-HOXA11, HOXB1, HOXB4, HOXB9, HOXC4-HOXCE6,

HOXC8, HOXC11, HOXC12 y HOXD10%.
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Figura 6. Reprogramacién genética por oncoproteina E7-VPH16. a) La interaccién de E7 con proteinas
del complejo Polycomb y E2F6 favorecen la reprogramacion genética generando un nuevo patrén de
modificaciones de histonas (H3K27me3) ademas de la asociacion de E7 con el incremento en el nivel de las
histona desmetil-tranferasas KDM6A/B como activadoras de la cromatina en los genes HOX identificados
como genes maestros en la regulaciéon genética como se muestra en b y c. c) La presencia de E6 —
VPH16promueve la activacion de las desmetilasas de histonas KDM6A y B lo cual tiene impacto en
proliferacion e identidad celular. La imagen de a, como el texto completo del articulo puede ser consultado
en jvi.asm.org/content/82/17/8695.full. la imagen de C, fue traducida a partir del trabajo de

McLauughlin en 2011; www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21245294.

Blancos génicos de HOX

Los genes HOX son factores de transcripciéon involucrados en la regulacion de
diferentes procesos biolégicos como organogénesis, diferenciacion morfoldgica,
ciclo celular, adhesion y migracion celular principalmente durante el desarrollo
embrionario, aunque su expresion también se mantiene en etapas adultas de

manera localizada tejido especifico. En cancer, alteraciones en la expresién de los
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genes HOX respecto al tejido normal, se han relacionado con angiogénesis,
invasion celular y alteraciones en el ciclo celular (figura 7)%. La mayoria del
conocimiento sobre los blancos génicos de HOX se relaciona al desarrollo
embrionario® %8 y es poco lo que se sabe al respecto de los genes que regulan en

humanos y en particular en cancer.
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Figura 7. Blancos génicos de HOX en mamiferos. Se representan algunos de los blancos génicos de los
genes hox en mamiferos y el proceso biolégico con el cual se relacionan. Tomado y traducido de la revision

de Svingen y Tonissen 2006, www.nchbi.nlm.nih.gov/pubmed/16721389.

En Drosophila sp. se han identificado los blancos génicos de la proteina Ultrabitorax
(Ubx) por ChIP-chip en las células del disco alar del tercer estadio larval. Al realizar
el analisis de las funciones moleculares enriquecidas por los blancos de Ubx se
encuentran entre las principales: enzimas metabdlicas, genes involucrados en la
regulacion de la transcripcion y traduccion de ARNm, asi como genes de las vias
Wnt, Notch y EGFR. De acuerdo a la funcién celular, ciclo celular y reparacion por

dafno a DNA, proliferacién — apoptosis, citoesqueleto, adhesién celular, transporte
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celular y fagocitosis son las principales anotaciones relacionadas a los blancos

génicos de Ubx®® (figura 8).

Moduladores de la Cromatina
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Figura 8. Andlisis de anotaciones de Ubx. Funciones moleculares enriquecidas por posicionamiento de
Ubx en discos alares de drosofila. La lista de genes de cada categoria se encuentra disponibles en
http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/with accession number GSE28778. Tomado y modificado de Agrawal, 2011

En embriones de ratén de 13.5 dias se identificé que Hoxc9 regula la diferenciacién
de neuronas motoras las cuales durante el desarrollo embrionario proyectan sus
axones de la medula espinal hacia los musculos y glandulas. Esta regulacion implica
el posicionamiento de Hoxc9 sobre la region anterior de los clusteres Hoxa y Hoxc,
en particular de Hox4 — 6 promoviendo su represion. En contraste, en ratones
mutantes Hoxc9 -/- se observo la desorganizacion de los axones de las neuronas
motoras y el incremento en la expresién de Hox4 — 6.

En cuanto a los blancos génicos de HOX en cancer, se han identificado los blancos
génicos de HOXC9 en la linea celular BE derivada de neuroroblastoma por medio
de ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina para HOXC9 y secuenciaciéon
masiva del ADN inmunoprecipitado (ChIP — seq) y analisis de expresion por micro

arreglos de expresion para identificar los genes regulados por HOXC9. 4,992 genes
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presentaron enriquecimiento de lecturas por secuenciacion, de los cuales, 879 se
clasificaron como sobre expresados y 1491 sub expresados. Por medio de
herramientas como Database for Annotation Visualitation and Integrated Discovery
(DAVID), GeneOntoly (GO) y Ingenuity Pathway Analysis (IPA) se realiz6 el analisis
de anotaciones de los genes sobre y sub expresados con lecturas por
posicionamiento de HOXC9, con lo cual se determin6 que los procesos bioldgicos
como ciclo celular, reparacion del ADN vy la diferenciacion neuronal son
potencialmente regulados por HOXC9 en neuroblastoma mediante la regulacion de
genes como CDC45L, MCM3, CCNB1, CDCAS8, FANCM, FEN1, ASCL1, GFRA3,
RET y NTN3, entre otros. Adicionalmente en este trabajo se reviso el papel de E2F6
como co-regulador de HOXC9 favoreciendo la represion de genes relacionados con
el ciclo celular y la diferenciacion en la linea celular BE de neuroblastoma®’.

En cuanto a HOXB13 no hay reportes globales de sus genes blanco, sin embargo
un estudio realizado con su gen paralogo HOXA13 en 2008 por Rinn y
colaboradores, permitié analizar el perfil de expresién de fibroblastos primarios
derivados de pie e ingle de humano por medio de micro arreglos de expresion
enfocandose principalmente en un grupo de 44 genes previamente identificados por
su grupo como genes que se expresan en regiones distales. En el mismo modelo
celular se llevaron a cabo ensayos de ChIP — chip de HOXA13 en microarreglos de
promotores. De este modo lograron identificar los potenciales blancos génicos de
HOXA13 que estuvieran siendo regulados de manera positiva o0 negativa de acuerdo
a los datos obtenidos de los micros arreglos de expresion. Algunos de los blancos
identificados fueron; HOXA13, HOXB6, BMP2, y MAB21L1. Dentro de los datos

obtenidos, sobresale la correlacion en la expresion de HOXA13 y WNT5A, este
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ultimo a pesar de no ser reconocido como gen blanco de HOXA13, es parte del
grupo de 44 genes relacionados con el desarrollo de regiones distales, por tanto los
autores plantean que WNT5A es un gen regulado indirectamente por HOXA13 que
participa en el desarrollo de estructuras distales durante el desarrollo®2.

A pesar de la constante generacion de informacion sobre los genes regulados por
los genes HOX aun permanecen sin ser identificados los blancos génicos y el efecto
bioldgico de la alteracion en la expresion de estos genes ademas de su posible

participacion en el desarrollo de cancer, particularmente en CaCuU.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A la fecha la mayor parte del conocimiento que se tiene sobre los blancos génicos
de los genes HOX ha sido generado a través de su estudio durante el desarrollo
embrionario, donde se ha demostrado su importancia en la regulacion de multiples
procesos bioldgicos. En las ultimas dos décadas, se han identificado modificaciones
en el perfil de expresion de algunos miembros de la familia HOX en distintos tipos
de Cancer, asi como en CaCU. En nuestro grupo de investigacion se ha realizado
el analisis en la expresién de algunas proteinas HOX en biopsias de lesiones
precursoras de bajo, alto grado y CaCU con lo cual, se ha logrado identificar el
incremento gradual en la expresion de HOXB13 y HOXC9 conforme la progresion
de lesiones precursoras y CaCU. Sin embargo se desconocen los blancos génicos
de estos dos factores de transcripcion y cuales son los procesos biolégicos que
pueden ser afectados por la alteracidon en la expresién de HOXB13 y HOXC9 en
tejido tumoral respecto a tejido libre de alteraciones neoplasicas.

Con base a lo anterior en este trabajo se pretende identificar los genes
potencialmente regulados por estos dos factores de transcripcion mediante el
analisis genémico por microarreglos de promotores y de este modo contribuir al
conocimiento de los posibles mecanismos moleculares asociados con el desarrollo

de CaCuU.
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OBJETIVO GENERAL

» |dentificar los genes potencialmente regulados por los factores de

transcripcion HOXC9 y HOXB13 en lineas celulares de CaCU.

Objetivos particulares
1. Identificar a las proteinas HOXB13 y HOXC9 en lineas celulares derivadas

de CaCuU.

2. ldentificar los blancos génicos de los factores de transcripcion HOXC9 y

HOXB13 en lineas celulares derivadas de CaCU.

3. ldentificar los blancos génicos susceptibles de regulacion por HOXC9 y

HOXB13, asi como los blancos diferencialmente regulados.

4. Identificar los blancos génicos de HOXB13 y HOXC9 potencialmente activos.

5. ldentificar si existen diferencias en los blancos génicos de acuerdo al tipo

viral presente (VPH16 y 18).

6. Realizar la validacién de los genes blanco mas significativo mediante Chip-

PCR.
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METODOLOGIA

Inmunocitoquimica

A partir de citologias en capa fina de lineas celulares HeLa y CaSki donadas por el
Dr. Alberto Monroy Garcia (UIMEO-Centro Médico Siglo XXI) colocadas en spots,
se realizd la cuantificacion relativa de la expresién de las proteinas HOXC9 y
HOXB13 por medio de inmunohistoquimica utilizando el sistema automatizado de
VENTANA (ROCHE). Se utilizaron los anticuerpos HOXC9 (Santa Cruz, sc-82913)
en la dilucion 1:200, para HOXB13 (Santa Cruz, sc-28333) dilucion 1:50. De cada
spot se obtuvieron 4 fotografias de distintos campos, las cuales, fueron analizadas
con el software ImagedJ considerando el promedio de cuatro campos 6pticos (40x,
Leica DM750) de cada spot de células. Se realizaron cultivos de 1x10 7 células.
Estas lineas celulares ya han sido certificadas por la ATCC en octubre de 2013. Las
células HelLa son derivadas de adenocarcinoma con VPH18, CaSki, son células

derivadas de cancer escamoso de cérvix con VHP16.

Fragmentacion de cromatina

Se realizé fragmentacién de cromatina a partir de 10 millones de células, para el
entrecruzamiento de la cromatina durante 10 minutos, utilizando 10ml PBS 1x con
270ul de formaldehido (concentracion final 1%). La reaccidén de entrecruzamiento
se detuvo agregando 0.98g de glicina (SIGMA ALDRICH) para mantener una
concentracion final de 0.125M. Posteriormente, se realizaron dos lavados con
PBS1x estéril para retirar los restos de formaldehido y glicina. Finalmente para
recuperar las células, se agregaron 5ml de PBS 1x a cada caja de cultivo con el fin

de recuperar las células utilizando un scraper. Las células obtenidas se
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centrifugaron durante 10 minutos a 4000rpm, se retird el sobrenadante y el boton
de células fue re-suspendido en 600ul de buffer de lisis celular (HEPES-KOH 50nM
pH 7.5, NaCl10mM, EDTA 1 mM pH8, Triton x-100 1%, Deoxicolato de Sodio 0.1%
y SDS 0.1%) para posteriormente colocar las muestras en hielo y realizar la
fragmentacidén de cromatina, aplicando 20 pulsos de 15 segundos con amplitud de
onda de 60% y descansos de 10 segundos entre cada pulso con sonicador (Vibra
Cell), de este modo se obtuvieron fragmentos de ADN en el rango de 200 —1000 pb.
Se toméd una alicuota de cromatina fragmentada en dilucion 1:100 para utilizarse
posteriormente como Input para la posterior hibridacion en micro arreglos de cada

linea celular y se almacen¢ a -20°C.

Inmunoprecipitacion de cromatina

Se realizé inmunoprecipitacion de cromatina con 2ug de anticuerpo, HOXC9 (Santa
cruz, sc-8293) y HOXB13 (Santa cruz, sc-28333) con el kit de Millipore EZ
MagnaChip (Millipore, 17-409) incubando a 4°C durante la noche de acuerdo a las
instrucciones de fabricante a partir del equivalente a 10ug de cromatina de cada
linea celular, HeLa y CaSki. En el caso de la linea celular Hela se realizd
adicionalmente la Inmunoprecipitacién de RNApol Il utilizando el anticuerpo Anti-
RNApol llp que es capaz de reconocer la RNA polimerasa con el extremo carboxilo
fosforilado en residuo 5 de serina (04-1571, Millipore) mismo que se asocia al estado
activo de la enzima. Se llevo a cabo la cuantificacion del ADN inmunoprecipitado
del cual se tomaron 30ng para realizar la validacion del experimento mediante PCR

punto final con primers GAPDH (Millipore).
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Ampilificacion genémica del DNA inmunoprecipitado

A partir de 10ng de DNA inmunoprecipitado se realizé la amplificacidn gendmica
completa mediante el sistema WGA1 (SIGMA, WGA1-50RXN) para su posterior re-
amplificacion gendmica completa por WGA3 (SIGMA, WGA3-50RXN). El producto
de inmunoprecipitacion re-amplificado se dividié en alicuotas de 1ug de DNA y se

almacend a -20°C.

Marcaje y amplificacion para hibridacion en microarreglos 3x720k

Se realizé la identificacion de los blancos de HOXB13 y HOXC9 por medio de
microarreglos de promotores de Nimblegen (ROCHE), los cuales contienen 720,000
sondas de ADN de 50 — 75pb cada una abarcando en conjunto regiones de
4000pbs; 3,200pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion de 22,542
promotores y 800pb rio abajo del sitio de inicio de la transcripcién correspondientes
a 30,893 transcritos. El disefio de los microarreglos fue generado en base a la

construccion 18 del genoma humano.

Con el ADN inmunoprecipitado y re-amplificado se realizdé el marcaje de 1ug de
cada muestra (HeLa HOXB13, HOXC9, RNApol llp y CaSki HOXB13 y HOXC9) e
Input de acuerdo a las instrucciones del Nimblegen, con lo cual se llega a obtener
hasta 20pg de ADN marcado. La unica modificacion realizada en el protocolo
fuecombinar la quimica de marcaje de Agilent para aumentar la intensidad de
fluorescencia (Cy3-Input y Cy5-IP-HOX) mediante el sistema de dUTP-Cy3, Cy5.

Las muestras se purificaron por columna y cuantificaron.
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La hibridacion se realiz6 de acuerdo a las indicaciones de Nimblegen utilizando
15ug de DNA marcado con Cy5 y Cy3 (con ratio de 260/280 en el rango de 1.8 — 2)
experimental e input respectivamente. Para poder identificar el alineamiento y
corroborar la correcta hibridacion de los microarreglos se utilizaron los sample
tracking numero 20 para las hibridaciones de HOXB13/Input, nUmero 5 para las
muestras de HOXC9/Input y numero 1 para las muestras de RNA pol llp/Input para
ambas lineas celulares Hela y CaSki. El tiempo de hibridacién fue de 17 horas y los

lavados se realizaron sin modificacion alguna al protocolo original del fabricante.

Obtencion de la Imagen (Escaner de imagen) a partir de microarreglos de
secuencias promotoras (3x720k Nimblegen ROCHE)

La captura de imagen por scanner se llevo a cabo utilizando los parametros default
del software de Roche en el equipo ms 200 Microarray Scanner con la mayor
resolucidn en area de captura de imagen de 2um con ajuste automatico de ganancia

en la adquisicion de imagen.

Analisis deimagen de microarreglos para la Identificacion de blancos génicos
de HOXB13 y HOXC9

Para la extraccion de los datos a partir de las imagenes obtenidas de cada micro
arreglo se utilizé el software DEVA 1.2 de Roche ya que este software permite
alinear de manera automatica las imagenes de micro arreglo evitando que en cada
alineamiento se acumule el error manual. Con el mismo software se generaron los
archivos .GFF que contienen los datos de intensidad para cada sonda hibridada.
Los archivos .GFF fueron analizados con el software NimbleScan 2.6 de Roche

considerando longitud de sonda de 50pb, Cy3/Cy5 (IP/Input). El analisis estadistico
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considero validas aquellas probes que tuvieran como longitud al menos 100pb con
valor de p=99. Finalmente se gener6 mapa de picos de los probes con valor de
FDR<0.05 con el cual se obtuvieron las listas de promotores enriquecidos por

posicionamiento de las proteinas HOXB13, HOXC9 y RNApol llp.

Adicionalmente se realizé el analisis de anotaciones de los genes identificados
como posibles blancos génicos de HOXB13 y HOXC9 mediante el empleo del

programa de analisis bioinformatico DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/). A partir

de los resultados generados, se tomaron en consideracion para este trabajo el
agrupamiento de anotaciones a través de las siguientes herramientas en linea Gene
Ontology, KEGG y PANTHER. Las anotaciones de un gen, son los atributos que se
han descrito en trabajos previamente publicados, sean como la funcion molecular
que tiene cada gen o la participacion que tienen en procesos biolégicos o vias
moleculares. Mediante el analisis por el programa PANTHER se decidio llevar acabo
el analisis final de los datos el cual permite agrupar los genes identificados de
acuerdo a su relacién evolutiva asi como en funcion de su participacion funcional a

nivel molecular, procesos bioldgicos y vias de sefalizacion celular.
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RESULTADOS

Expresién de HOXB13 y HOXC9 en las lineas celulares de CaCU: HeLa y CaSki
Se identifico la expresién nuclear de las proteinas HOXB13 y HOXC9 en lineas
celulares HelLa y CaSki derivadas de CaCU. Nuestro analisis del valor promedio de
cuantificacion relativa de HOXC9 en células HelLa fue casi 5 veces mayor que la
expresion de HOXB13. En células CaSki la expresion de HOXB13 y HOXC9
mostraron valores cercanos al 50% de nucleos, sin embargo la expresion de
HOXB13 presentd6 mayor variabilidad respecto del numero de nucleos HOXB13

positivos (figura 9).
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Figura 9. Expresion de HOXB13 y HOXC9 en lineas celulares derivadas de CaCU, HeLa y CaSki. a),
Analisis del porcentaje de expresion nuclear de HOXB13 y HOXC9 en HelLa y CaSki a partir de 4 campos
opticos de imagen, en café se muestra la expresion de HOXB13 y HOXC9 identificada por el software y en
color azul la tincién por hematoxilina, se suman ambos conteos y se divide entre el conteo café, mediante el
uso del programa Imaged. En b), Analisis de datos obtenidos de las microfotografias que fueron graficados
como expresion relativa de HOXB13 y HOXC9. Las lineas en cada barra representan la desviacion estandar.

Con los productos inmunoprecipitados se realizé la identificacion de los blancos
génicos para los factores de transcripcion HOXB13 y HOXC9, empleando valores

de FDR <0.05 mediante el programa NimbleScan con lo cual se obtuvieron 549
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potenciales blancos génicos para HOXB13, 2,212 blancos de HOXC9 en células

Hela y 517 secuencias promotoras para HOXB13 asi como 912 blancos del factor

transcripcional HOXC9 en células CaSki (figura 10).
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Figura 10. Genes identificados como posibles
blancos génicos de HOXB13, HOXC9y RNApol llp
en Hela. Las graficas muestran los genes
enriquecidos por posicionamiento cada
inmunoprecipitacion realizada con los respectivos
anticuerpo HOXB13 (a), HOXC9 (b) y RNApol Il (c),
en Hela, el recuadro en rojo indica los genes
considerados como potenciales blancos génicos de
acuerdo el FDR, en el caso de HOXB13 (a) y HOXC9
(b) <0.05 y RNApol 11<0.25 (c).

Analisis de anotaciones enriquecidas para los blancos génicos Identificados

de HOXB13 y HOXC9 en Células HelLa

Para el analisis de anotaciones de blancos génicos identificados para cada factor

de transcripcion se utilizé el listado de genes totales, siendo este de 549 genes para

HOXB13 y 2,212 para el caso de HOXC9 (figura 11) considerando los valores
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asignados por default en el programa bioinformatico DAVID como se indica en

material y métodos.

HOXC9

HOXB13

Figura 11. Genes identificados como potenciales blancos génicos de HOXB13 y HOXC9 en células
HelLa. Los circulos representan al numero de promotores identificados con picos de fluorescencia que indican
posicionamiento de HOXB13 (circulo azul) y HOXC9 (circulo naranja), mediante el analisis con valores de
FDR<0.05.

Funciones moleculares asociadas a los blancos génicos de HOXB13 y
HOXC9 en células HelLa

Las principales funciones moleculares enriquecidas por los blancos génicos de
HOXB13 fueron: receptores asociados a proteinas G, moléculas de adhesion
celular, proteinas de union selectoras de calcio, cadherinas, proteinas estructurales,
filamentos intermediario, proteinas transportadoras y acarreadoras. Para HOXC9,
las principales funciones identificadas fueron: factores de transcripcién, moléculas
de adhesion celular, factores de transcripcion Homedticos, proteinas de union a
DNA, cadherinas, factores de transcripcion hélice-vuelta-hélice basico, axidasas,

histonas, transportadores de amino acidos y receptores GABA. En base al analisis
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independiente, tanto HOXB13 como HOXC9 estan involucrados en la regulacion de

genes asociados a funciones moleculares como cadherinas y moléculas de

adhesién celular (figura12).

Funcion molecular de potenciales blancos de HOXB13
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Figura 12. Funciones moleculares de genes blanco de HOXB13 y HOXC9. Graficas de genes
identificados como blancos génicos de HOXB13 y HOXC9, agrupados en funciones moleculares enriquecidas
por el andlisis de los programas DAVID-PANTHER. Los valores a la derecha de las barras representan el
valor estadistico de p, de acuerdo a la relacién de los genes con las anotaciones de funcién molecular.

Proceso bioldgicos asociados a los blancos génicos de HOXB13 y HOXC9 en
células HelLa

Al realizar el analisis de anotaciones con los genes regulados HOXB13 los procesos
bioldgicos enriquecidos fueron; transduccion de sefales, procesos de desarrollo,
desarrollo de ectodermo, desarrollo de mesodermo, percepcion sensorial, adhesion

celular, sefalizacion mediada por adhesion celular, percepcion quimisensorial,
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olfato, vision, embriogénesis, patron antero-posterior, otras proteinas de trafico

intracelular y union de lipidos y acidos grasos. Los procesos biolégicos enriquecidos

por los genes regulados por HOXC9 fueron; metabolismo de nucledsidos,

nucleotidos y acidos nucleicos, procesos de desarrollo, transcripcion de ARNm,

regulacion de transcripcion de ARNm, adhesidén celular, actividad neuronal,

neurogénesis, sefalizacion mediada por adhesion celular, empaquetamiento y

remodelacion de cromatina, otras actividades neuronales, desarrollo de esqueleto,

fosforilacién oxidativa, metabolismo de ARNm y desarrollo de corazon. De manera

independiente tanto HOXB13 como HOXC9 regulan genes involucrados con

senalizacion mediada por adhesion celular y procesos del desarrollo (figura13).
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Figura 13. Procesos biologicos relacionados con genes blanco de HOXB13 y HOXCO9. Gréficas de los
genes identificados como blancos génicos de HOXB13 y HOXC9, agrupados en procesos biologicos
identificados por el analisis de las herramientas bioinformaticas DAVID-PANTHER. Los valores a la derecha
de las barras representan el valor estadistico de p, de acuerdo a la relacion de los genes con las anotaciones

de funcién molecular.
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Vias moleculares en las cuales se identificaron involucrados los blancos
génicos de HOXB13 y HOXC9 en células HelLa

Ademas de las funciones moleculares y procesos bioldgicos en los cuales estan
involucrados los genes potencialmente regulados por HOXB13 y HOXC9, se
identificaron las potenciales vias moleculares en las cuales participan los blancos
geénicos de los dos factores de transcripcion HOX. Las vias enriquecidas por los
blancos de HOXB13 son; la via Wnt, sefalizacion de cadherinas, via de FGF y la
via de PI3K. Las vias enriquecidas por los blancos de HOXC9 son; la via Whnt,
sefalizacion por cadherinas, sefalizacion por integrinas y la via de preseniilinas de
la enfermedad de Alzheimer. De manera independiente, tanto HOXB13 como
HOXC9 regulan genes involucrados en las vias de Wnt y sefalizacion por

cadherinas (figurai14).
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Figura 14. Vias moleculares relacionadas con blancos génicos de HOXB13 y HOXC9. Gréficas de los
genes identificados como blancos génicos de HOXB13 y HOXC9, agrupados en vias moleculares
identificados por el analisis de las herramientas bioinformaticas DAVID-PANTHER. Los valores a la derecha
de las barras representan el valor estadistico de p, de acuerdo a la relacion de los genes con las anotaciones
de funcién molecular.
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Analisis de anotaciones de los blancos génicos exclusivos de HOXB13 HOXC9
asi como los genes identificados con posicionamiento de ambos factores de

transcripciéon HOXB13 y HOXC9 en células HelLa

Para realizar el analisis de anotaciones de los genes diferencialmente regulados por
cada factor de transcripcion y ambos factores de transcripcion se consideraron,
blancos génicos exclusivos de HOXB13 y HOXC9, aquellos que unicamente
presentaron enriquecimiento por el posicionamiento de un factor de transcripcion,
ya sea HOXB13 o HOXC9 vy, se consideraron como genes con co-posicionamiento,
aquellos donde se identificaron ambos factores de transcripcion HOXB13 y HOXC9
en el mismo gen. En base a esta clasificacion, se identificaron424 blancos génicos
exclusivos de HOXB13, 2087 blancos génicos exclusivos de HOXC9 y 125 blancos

génicos con co-posicionamiento de HOXB13 y HOXC9 en Hela (figura15).

HOXB13
n=549  HOXCO

n=2212

Figura 15. Genes identificados como potenciales blancos génicos de HOXB13 y HOXC9 en células
HelLa de manera diferencial. Diagrama de Venn que incluye el nimero de genes identificados mediante el
andlisis de picos de posicionamiento exclusivos para HOXB13, HOXC9, asi como genes con co-
posicionamiento.
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Funciones molecular de los blanco génicos exclusivos de HOXB13, HOXC9 y
con co-posicionamiento de HOXB13 y HOXC9 en células HelLa

Al realizar la seleccion de los blancos génicos exclusivamente regulados por
HOXB13 en la linea celular Hela, se observo enriquecimiento en genes asociados
a las funciones moleculares de; receptores, proteinas G asociadas a receptores,
proteinas de union selectoras de calcio y otras proteinas transportadoras. Las
funciones moleculares enriquecidas por los genes potencialmente regulados
exclusivamente por HOXC9 son; unién a acidos nucleicos, factores de transcripcion,
factores de transcripcion Homeoticos, otras proteinas de unidn a DNA,
deshidrogenasas, cadherinas, histonas y receptores GABA. Por otra parte los con
co-posicionamiento de HOXB13 y HOXC9 estan involucradas con; moléculas de
adhesion celular, cadherinas, proteinas del cito esqueleto, matriz extracelular,
proteinas estructurales, filamentos intermediarios y otras proteinas de union

selectoras de calcio (figura16).
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Figura 16. Funciones moleculares de los blancos génicos de HOXB13 y HOXC9 de manera diferencial
en células HelLa. Se graficaron las anotaciones enriquecidas por el andlisis de DAVID-PANTHER. Los
valores junto a las barras representan el valor de p en el agrupamiento de cada anotacion.

Procesos biolégicos asociados los blancos génicos exclusivos de HOXB13,
HOXC9 y genes con co-posicionamiento por HOXB13 y HOXC9 en HelLa

Los procesos biolégicos enriquecidos por los blancos génicos exclusivos de
HOXB13 identificados son; transduccion de sefiales mediada por receptores de
superficie, proliferacion celular y diferenciacion, ciclo celular, sefializacion mediada
por proteinas G, desarrollo del ectodermo, desarrollo del mesodermo, percepcion
sensorial, percepcion quimiosensorial, olfato, embriogénesis, via de senalizacion de
proteinas tirosina-cinasa, patron antero-posterior, otras proteinas de trafico
intracelular y unién de lipidos y acidos grasos. En el caso de HOXC9, los procesos
bioldgicos enriquecidos son; metabolismo de nucledsidos, nucleétidos y acidos
nucléicos, transcripcion de ARNm, actividad neuronal, neurogénesis, remodelacion

y empaquetamiento de cromatina, otras actividades neuronales, metabolismo de
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lipidos, desarrollo de esqueleto, transmision sinaptica nervio — nervio, fosforilacién

oxidativa, metabolismo de ARNr, desarrollo de corazén y exocitosis regulada. Los

procesos enriquecidos por los blancos génicos con co-posicionamiento de HOXB13

y HOXCS9 son; transduccion de sefiales, comunicacion celular,

senalizacion mediada por adhesion celular (figura17).
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Figura 17. Procesos bioldgicos relacionados con los blancos génicos de HOXB13 y HOXC9 de manera
diferencial en células HelLa. Se presentan gréficas con las anotaciones enriquecidas por el posicionamiento
de HOXB13, HOXC9 y HOXB13/HOXC9. Fueron generadas a partir de los datos obtenidos por el analisis
de DAVID-PANTHER. Los valores numéricos junto a las barras representan el valor de p en el agrupamiento

de datos.
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Vias moleculares asociadas a los blancos génicos exclusivos de HOXB13,
HOX9 y con co-posicionamiento de HOXB13 y HOXC9 en células HelLa

En cuanto a las vias moleculares enriquecidas por los potenciales blancos
exclusivos de HOXB13 se encuentran; la via de sefializacién de FGF y la via de
PI3K. En el caso de HOXC9 las principales vias enriquecidas son; la via de Whnt,
sefalizacion por cadherinas, sefalizacion por integrinas y la via de presenilina de la
enfermedad de Alzheimer. Finalmente, los genes con co-posicionamiento de
HOXB13 y HOXC9 estan involucrados en las vias de Wnt y sefializacion por

Cadherinas (figura18).
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Figura 18. Vias moleculares relacionadas con los blancos génicos de HOXB13 y HOXC9 de manera
diferencial en células HelLa. Se graficaron las anotaciones enriquecidas por el andlisis de DAVID-
PANTHER. Los valores junto a las barras representan el valor de p en el agrupamiento de cada anotacion.

Analisis de anotaciones enriquecidas para los blancos génicos Identificados

de HOXB13 y HOXC9 en Células CaSki

En el analisis de anotaciones para cada factor de transcripcion se utilizaron las listas

de genes totales para cada HOX, 517 genes para HOXB13 y 912 en el caso de
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HOXC9 (figura19) considerando los valores predeterminados de la herramienta

bioinformatica DAVID.

HOXC9

HOXB13

Figura 19. Genes identificados como potenciales blancos génicos de HOXB13 y HOXC9 en células
CasSki. Los circulos representan al niumero de promotores identificados con picos de fluorescencia que
indican posicionamiento de HOXB13 (circulo azul) y HOXC (circulo naranja), mediante el analisis con
valores de FDR<0.05.

Funciones Moleculares asociadas a los blancos génicos de HOXB13 y HOXC9
en células CaSki

Las funciones moleculares enriquecidas por los genes blanco de HOXB13 en CaSki
son; factor de transcripcion, moléculas de sefializacion, factores de transcripcion
Homeoticos, otras proteinas de unién a DNA, moléculas de adhesién celular, matriz
extracelular, canales ionicos, cadherinas, proteinas estructurales, canales de
gradiente de voltaje, filamentos intermediarios, factores de transcripcion basicos
hélice — vuelta — hélice, cierre de canales de voltaje de potasio, citosinas, hormonas
péptido y receptores transmembranales regulador / adaptador. Las funciones
moleculares enriquecidas por los blancos de HOXC9 son; factores de transcripcion,
proteinas del citoesqueleto, moléculas de sefalizacidon, proteasas, moléculas de

adhesion celular, canales idnicos, factores de transcripcion homedticos, otras
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proteinas de union a DNA, proteinas estructurales, proteinas de defensa del sistema
inmune, cadherinas, filamentos intermediarios, proteinas de unién a calcio,
proteasas de serina, canales ionicos de voltaje, factores de transcripcion basicos
hélice — vuelta — hélice, hormonas péptido y canales de voltaje de potasio. De
manera independiente los blancos génicos de HOXB13 y HOXC9 comparten 13
funciones moleculares; hormonas péptido, canales de voltaje de potasio, factores
de transcripcion basicos hélice — vuelta — hélice, filamentos intermediarios, canales
ionicos de voltaje, proteinas estructurales, cadherinas, canales i6nicos, moléculas
de adhesidn celular, otras proteinas de unidon a DNA, factores de transcripcion

Homedticos, moléculas de sefializacion y factores de transcripcion (figura 20).
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Figura 20. Funciones moleculares de los blancos génicos de HOXB13 y HOXC9 en células CaSki.
Gréficas de genes identificados como blancos génicos de HOXB13 y HOXC9, agrupados en funciones
moleculares enriquecidas por el analisis de los programas DAVID-PANTHER. Los valores a la derecha de
las barras representan el valor estadistico de p, de acuerdo a la relacién de los genes con las anotaciones
de funcién molecular.

Procesos bioldgicos asociados a los blancos de HOXB13 y HOXC9 en
células CaSki

El analisis de los genes totales potencialmente regulados por cada factor de
transcripcion se asociaron diferentes procesos biolégicos, para HOXB13;
transduccion de sefales, procesos de desarrollo, transcripcion de ARNMm,
regulacion de transcripcion de ARNm, comunicacién celular, adhesion celular,
desarrollo del ectodermo, estructura celular, desarrollo del mesodermo,
neurogénesis, transporte de iones, senalizacion mediada por adhesion celular,
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transporte de cationes, desarrollo de esqueleto y contraccion muscular. En cuanto
a HOXC9 los procesos biolégicos enriquecidos por los genes blanco fueron;
transduccion de sefales, procesos de desarrollo, transcripcion de RNAm,
transduccion de sefiales mediada por receptores de superficie celular, regulacion
de transcripcion de ARNm, comunicacion celular, desarrollo de ectodermo,
sefalizacion mediada por proteinas G, actividades neuronales, adhesién celular,
estructura celular, transporte de iones, neurogénesis, sefializacion mediada por
adhesion celular, desarrollo de mesodermo, transporte de cationes, homeostasis,
otras actividades neuronales, embriogénesis y transporte de aniones. Los procesos
bioldgicos enriquecidos por los blancos génicos de HOXB13 y HOXC9 son;
transporte de cationes, sefalizacion mediada por adhesion celular, transporte de
iones, neurogénesis, desarrollo de mesodermo, estructura celular, desarrollo de
ectodermo, adhesion celular, comunicacién celular, regulacion de transcripcion de
ARNmMm, transcripcién de ARNm, procesos del desarrollo y transduccién de sefales

(figura 21).
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Figura 21. Procesos bioldgicos relacionados con los blancos génicos de HOXB13 y HOXC9 en células
CaSki. Gréficas de genes identificados como blancos génicos de HOXB13 y HOXC9, agrupados en procesos
biolégicos enriquecidos por el analisis de los programas DAVID-PANTHER. Los valores a la derecha de las
barras representan el valor estadistico de p, de acuerdo a la relacién de los genes con las anotaciones de

funcién molecular.

Vias moleculares asociadas a los blancos génicos de HOXB13 y HOXC9 en
células CaSki

Tanto para HOXB13 como para HOXC9 el resultado del anélisis de anotaciones de
vias moleculares fue el miso, los dos factores de transcripcion regulan genes

asociados a las vias de senalizacion por Wnt y cadherinas (figura 22).
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Figura 22. Vias moleculares relacionadas a los blancos génicos de HOXB13 y HOXC9 en células
CaSki. . Graficas de los genes identificados como blancos génicos de HOXB13 y HOXC9, agrupados en
vias moleculares identificados por el analisis de las herramientas bioinformaticas DAVID-PANTHER. Los
valores a la derecha de las barras representan el valor estadistico de p, de acuerdo a la relacion de los genes
con las anotaciones de funcion molecular.

Analisis de anotaciones de los blancos génicos exclusivos de HOXB13,
HOXC9 asi como los genes identificados con posicionamiento de ambos

factores de transcripcion HOXB13 y HOXC9 en células CaSki

Para realizar el analisis de anotaciones de los genes diferencialmente regulados por
cada factor de transcripcion y ambos factores de transcripcion se consideraron 239
genes blanco de HOXB13, 634 genes blanco de HOXC9 y 278 genes regulados por

los dos factores de transcripcion HOXB13 y HOXC9 (figura23).
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HOXB13 HOXC9

n =517 n=912

Figura 23. Genes identificados como potenciales blancos génicos de HOXB13 y HOXC9 en CaSki de
manera diferencial. Diagrama de Venn con los genes que fueron identificados con picos de posicionamiento
de manera exclusiva por HOXB13 o HOXC9 y genes con posicionamiento de los dos factores de transcripcion
con valores de FDR<0.05.

Funciones molecular de los blanco génicos exclusivos de HOXB13, HOXC9 y
con co-posicionamiento de HOXB13 y HOXC9 en células CaSki

Las funciones moleculares enriquecidas por los potenciales blancos génicos
exclusivos de HOXB13 son; factores de transcripcién, moléculas de sefializacion,
factores de transcripcion Homeoticos, otras proteinas de union a DNA, matriz
extracelular y proteinas estructurales de la matriz extracelular. Las funciones
moleculares de los blancos exclusivos de HOXC9 son; proteinas del citoesqueleto,
moléculas de senalizacion, proteasas, canales ionicos, proteinas de la defensa
inmune, otras proteinas de union a DNA, proteinas estructurales, factores de
transcripcion Homedticos, proteasas de serina, filamentos intermediarios,
cadherinas, canales ionicos de voltaje e interleucinas. Al considerar los unicamente
los genes con co-posicionamiento de HOXB13 y HOXCOlas funciones moleculares
asociadas son; factores de transcripcién, moléculas de adhesion celular,

cadherinas, canales ionicos, factores de transcripcion Homeoticos, proteinas
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estructurales, canales ionicos de voltaje, filamentos intermediarios, factores de

transcripcion basicos hélice — vuelta — hélice, hormonas péptido y miembros de la

familia del Factor Necrosis Tumoral (figura 24).
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Figura 24. Funciones moleculares de los blancos génicos de HOXB13 y HOXC9 de manera diferencial
en células CaSki. Se graficaron las anotaciones enriquecidas por el analisis de DAVID-PANTHER. Los
valores junto a las barras representan el valor de p en el agrupamiento de cada anotacion.

Procesos biolégicos asociados los blancos génicos exclusivos de HOXB13,
HOXC9 y genes con co-posicionamiento por HOXB13 y HOXC9 en células

CaSki

Al realizar la separacion de los genes exclusivamente con posicionamiento de

HOXB13 de manera independiente de HOXC9 se identificaron los procesos
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bioldgicos; procesos del desarrollo, transcripcion de ARNm, regulacion de la
transcripcion de ARNm, desarrollo de mesodermo, desarrollo del ectodermo,
neurogénesis, desarrollo del esqueleto y desarrollo de musculo. En cuanto a los
genes con posicionamiento exclusivamente por HOXC9 se identificaron los
procesos de; transducciéon de sefales, procesos del desarrollo, sefalizacidon
mediada por receptores de superficie celular, regulacion de la transcripcién de
ARNm, comunicacién celular, desarrollo del ectodermo, senalizacion mediada por
proteinas G, actividades neuronales, neurogénesis, estructura celular, transporte
idnico, sefalizacidn mediada por adhesiéon celular, otras actividades neuronales,
transporte de aniones y transmision sinaptica nervio — nervio. Al realizar el analisis
de los genes con co-posicionamiento de HOXB13 y HOXC9 se identificaron;
transduccion de sefales, transcripcidon de ARNm, regulacion de la transcripciéon de
ARNmM, comunicacion celular, adhesién celular, sefializacion mediada por adhesion

celular, transporte de cationes y embriogénesis (figura 25).
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Figura 25. Procesos biol6gicos relacionados con genes blanco de HOXB13 y HOXC9. Se graficaron las
anotaciones enriquecidas por el analisis de DAVID-PANTHER. Los valores junto a las barras representan el
valor de p en el agrupamiento de cada anotacion.

Vias moleculares asociadas a los blancos génicos exclusivos de HOXB13,

HOX9 y con co-posicionamiento de HOXB13 y HOXC9 en CaSki

En el caso de los genes exclusivamente regulados por HOXB13 se identificé la via

de senalizacion de Notch, mientras que para los genes exclusivamente regulados

por HOXC9 y ambos factores de transcripcion HOXB13 y HOXC9 las vias

enriquecidas fueron, la via Wnt y de las cadherinas (figura 26).
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Figura 26. Vias moleculares relacionadas con genes blanco de HOXB13 y HOXC9. Se graficaron las
anotaciones enriquecidas por el analisis de DAVID-PANTHER. Los valores junto a las barras representan el

valor de p en el agrupamiento de cada anotacion.

Identificacion de las diferencias en blancos génicos de acuerdo al tipo viral,

HPV18 (HeLa) y HPV16 (CaSki)

Para identificar las diferencias entre los blancos génicos de HOXB13 y HOXC9 de

acuerdo al tipo viral presente en cada linea celular se realizé la comparacion de los

genes identificados como blancos de HOXB13 en HPV18 (Hela-HOXB13) 523

genes y HPV16 (Caski-HOXB13) 491 genes, los blancos génicos de HOXC9 en

HPV18 (Hela-HOXC9), HPV16 (Caski-HOXC9) y finalmente los blancos HOX

totales de acuerdo a cada linea celular (HOXB13-HOXC9 / HPV18 y HOXB13-

HOXC9 / HPV16) como se muestra en la figura 27. Se realizé el analisis de

anotaciones utilizando la herramienta DAVID con los datos de Gene Ontology

PANTHER.

Analisis de anotaciones de los blancos génicos diferencialmente enriquecidos por

posicionamiento de HOXB13 en lineas celulares HPV18 y HPV16.
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Figura 27. Genes identificados como blancos génicos de HOXB13 y HOXC9 de manera diferencial en
relacion al tipo viral VPH16 y VPH18. Diagramas de Venn con los genes que fueron identificados con picos
de posicionamiento por HOXB13 al compararse en base al tipo viral, comparacioén entre los blancos de HOXC9
de acuerdo a VPH16 (linea de circulo en azul), VPH 18 (linea de circulo en rojo) y comparacién de la suma de
los blancos de HOXB13 y HOXC9 en relacion al tipo viral. Genes con posicionamiento de los dos factores de
transcripcién con valores de FDR<0.05.

Procesos Biologicos asociados a los blancos génicos de HOXB13 en
relaciéon a VPH16, VPH18 y VPH16-VPH18

Los procesos biolégicos enriquecidos por el analisis de anotaciones de HOXB13-
HPV18 son; transduccion de sefales, sefalizacion mediada por receptores de
superficie celular, comunicacién celular, ciclo celular, senalizacion mediada por
proteinas G, percepcion sensorial, adhesion celular, desarrollo de mesodermo,
senalizacion mediada por adhesion celular, percepcion quimiosensorial, olfato,
metabolismo de amino acidos, visidn, proteinas receptoras tirosina cinasa,
embriogénesis, patron antero — posterior y union a lipidos y acidos grasos. En el
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caso de los procesos potencialmente regulados por HOXB13-HPV16 se
identificaron; transducciéon de sehfales, procesos del desarrollo, transcripcién de
ARNm, regulacion de la transcripcion de ARNm, comunicacion celular, adhesion
celular, desarrollo del ectodermo, estructura celular, desarrollo del mesodermo,
transporte de iones, neurogénesis, sefalizacion mediada por adhesion celular,
transporte de cationes y desarrollo de esqueleto. En cuanto a los procesos
potencialmente regulados por HOXB13 en ambos modelos de lineas celulares
HPV18 y HPV16 los procesos bioldgicos enriquecidos fueron; procesos del

desarrollo, localizacién de proteinas blanco y embriogénesis (figura 28).
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Figura 28. Procesos bioldgicos relacionados con genes blanco de HOXB13 en relacion a VPH. Se

graficaron las anotaciones enriquecidas por el analisis de DAVID-PANTHER. Los valores junto a las barras
representan el valor de p en el agrupamiento de cada anotacion.
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Funciones moleculares asociadas a los blancos génicos de HOXB13 en
relacion a VPH16, VPH18 y VPH16-VPH18

Las funciones moleculares enriquecidas por los genes exclusivamente regulados
por HOXB13 en el modelo de HPV18 fueron; receptor, receptor asociados proteinas
G, moléculas de adhesion celular, cadherinas, proteinas de unién a calcio,
filamentos intermediarios, otras proteinas transportadoras y acarreadoras y otras
proteinas de unién a calcio. Para los blancos de HOXB13 en modelo de HPV16;
factores de transcripcion, moléculas de sefializacién, factores de transcripcion
homedticos, moléculas de adhesidn celular, otras proteinas de unién a DNA, matriz
extracelular, cadherinas, canales i6nicos de voltaje, canales de potasio de voltaje,
factores de transcripcidn basicos hélice — vuelta — hélice, citosinas, hormonas
péptido y receptores transmembranales de proteinas reguladoras y adaptadoras.
Ninguna funcion molecular se vio enriquecida por los blancos génicos de HOXB13

en los modelos HPV18 y HPV16 (figura 29).
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Figura 29. Funciones moleculares de genes blanco de HOXB13 en relacion a VPH. Se graficaron las
anotaciones enriquecidas por el analisis de DAVID-PANTHER. Los valores junto a las barras representan el
valor de p en el agrupamiento de cada anotacion.

Vias moleculares asociadas a los blancos génicos de HOXB13 en relacion a

VPH16, VPH18 y VPH16-VPH18

De acuerdo al analisis de anotaciones los genes regulados por HOXB13 — HPV18,

las vias enriquecidas son; sefializacion por Wnt, cadherinas y la via de PI3K. De los

genes regulados por HOXB13 — HPV16 las vias moleculares son; Wnt y cadherinas,

sin embargo, los genes regulados por HOXB13 en los dos modelos de VPH no

muestran enriquecimiento en alguna via (figura 30).
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Figura 30. Vias moleculares relacionadas con genes blanco de HOXB13 en relacion a VPH. Se
graficaron las anotaciones enriquecidas por el analisis de DAVID-PANTHER. Los valores junto a las barras
representan el valor de p en el agrupamiento de cada anotacion.

Analisis de anotaciones de los blancos génicos diferencialmente
enriquecidos por posicionamiento de HOXC9 en lineas celulares HPV18 y

HPV16.

Procesos Biologicos asociados a los blancos génicos de HOXC9 en relaciéon
a VPH16, VPH18 y VPH16-VPH18

Al realizar el analisis de anotaciones de los blancos génicos de HOXC9 en los tipos
virales HPV18 y HPV16 de los cuales los procesos biolégicos enriquecidos en
HOXC9 - VPH18 fueron; metabolismo de nucledsidos, nucledtidos y acidos
nucléicos, procesos del desarrollo, transcripcion de ARNm, regulacién de la
transcripcion de ARNm, actividades neuronales, re modelamiento y compactacion
de la cromatina, otras actividades neuronales, desarrollo de esqueleto, fosforilacion
oxidativa, metabolismo de ARNr y desarrollo del corazén. En el caso de HOXC9 —
HPV16 los principales procesos fueron; transduccion de sefales, procesos del

desarrollo, transcripcion de ARNm, senalizacion mediada por receptores de
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superficie celular, regulacién de la transcripcion de ARNm, comunicacion celular,

sefalizacion mediada por proteinas G, desarrollo del ectodermo, actividades

neuronales, estructura celular, transporte de iones, neurogénesis, sefalizacion

mediada por adhesion celular, gametogénesis, embriogénesis, otra actividad

neuronal, endocitosis mediada por receptores, transporte de aniones, otras

actividades de homeostasis y sensacién de dolor. En cuanto a los genes regulados

por HOXC9 en los modelos de VPH18 y VPH16 los procesos en los cuales los genes

blanco de HOXC9 son; transduccion de sefiales, comunicacion celular, senalizacion

mediada por adhesion celular, adhesion celular, actividades neuronales y transporte

de iones (figura 31).
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Figura 31. Procesos bioldgicos relacionados con genes blanco de HOXC9 en relacion a VPH. Se
graficaron las anotaciones enriquecidas por el analisis de DAVID-PANTHER. Los valores junto a las barras
representan el valor de p en el agrupamiento de cada anotacion.
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Funciones moleculares de los blancos génicos de HOXC9 en relacion a
VPH16, VPH18 y VPH16-VPH18

Los resultados del analisis de anotaciones para los genes regulados por HOXC9 en
el modelo de VPH18 las funciones moleculares enriquecidas fueron; factores de
transcripcion, factores de transcripcidn homeaticos, otras proteinas de unién a ADN,
cadherinas, oxidasas, transporte de amino acidos y receptores GABA. Para el
modelo de VPH16 las funciones moleculares enriquecidas fueron; factores de
transcripcion, receptores, proteinas del citoesqueleto, moléculas de sefalizacion,
receptor asociado a proteinas G, proteasas, canales de iones, proteinas de defensa
inmune, proteinas estructurales, otras proteinas de unién a DNA, factores de
transcripcion homeoticos, proteinas de unidn seleccion de calcio, filamentos
intermediarios, proteasas de serina, cadherinas, factores de transcripcién basicos
hélice — vuelta — hélice, hormonas péptido y canales de potasio de voltaje. Los
genes regulados por HOXC9 en los modelos de VPH18 y VPH16 estan asociados
a las funciones moleculares; adhesién celular, cadherinas, canales idnicos, factores
de transcripcidon homedticos, canales idnicos de voltaje y canales de calcio de

voltaje (figura 32).
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Figura 32. Funciones moleculares de genes blanco de HOXC9 en relacion a VPH. Se graficaron las
anotaciones enriquecidas por el analisis de DAVID-PANTHER. Los valores junto a las barras representan el
valor de p en el agrupamiento de cada anotacion.

Vias moleculares asociadas a los blancos génicos de HOXC9 en relacion a
VPH16, VPH18 y VPH16-VPH18

De acuerdo al analisis de anotaciones de vias moleculares para los blancos génicos
de HOXC9 en VPH18 los genes regulados por el factor de transcripcion se
encuentran involucrados en la via Wnt, sefalizacién por integrinas, via de las
cadherinas y la via de presenilina en la enfermedad de Alzheimer. Para el modelo
de VPH16, HOXC9 regula genes involucrados con las vias de Wnt, cadherinas y en
la via de proteinas G heterotrimericas Gi y Gs alfa. Por ultimo, los genes regulados
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por HOXC9 en los dos modelos de VPH estan involucrados en las vias de Wnt y de

las cadherinas (figura 33).
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Figura 33. Vias moleculares relacionadas con genes blanco de HOXC9 en relacion a VPH. Se graficaron
las anotaciones enriquecidas por el analisis de DAVID-PANTHER. Los valores junto a las barras representan
el valor de p en el agrupamiento de cada anotacion.

Identificacion de los potenciales blancos génicos activos

transcripcionalmente de HOXB13 y HOXC9 en Hela

Con la finalidad de identificar los blancos génicos de HOXB13 y HOXC9
potencialmente activos transcripcionalmente se analizaron los promotores de genes
con valores de FDR<0.05 para HOXC9 (2212) y HOXB13 (549) y compararlos con
los promotores ocupados por la RNApol llp FDR<0.25 (7581) se encontré que 313
de los blancos génicos de HOXB13 se encuentran ocupados por la RNA pol lip,
1033 promotores blanco de HOXC9 y RNApol llp y finalmente 107 promotores

ocupados por HOXB13-HOXC9-RNApol llp (figura 34).
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Figura 34. Genes blanco de HOXB13y HOXC9 potencialmente activos por posicionamiento de RNApol
lip. Diagrama de Venn con los genes que fueron identificados con picos de posicionamiento de manera
exclusiva por HOXB13 o HOXC9 y genes con posicionamiento de los dos factores de transcripcion y
comparacion con los genes identificados con posicionamiento de RNApol llp. Los valores de FDR para los
blancos de HOX es <0.05 y de RNApol llp <0.25.

Vias moleculares asociadas a los blancos génicos potencialmente activos

transcripcionalmente de HOXB13, HOXC9 y HOXB13-HOXC9 en células HelLa
Posteriormente se realiz6 el analisis de anotaciones con PANTHER PATHWAY y
se determind que los blancos génicos de HOXB13 potencialmente activos por
presencia de la RNApol llp se encuentran dentro de la via de FGF. En el caso de
los blancos potencialmente activos de HOXCO9 las vias enriquecidas fueron WNT vy
Cadherinas. Por ultimo los genes regulados por ambos factores de transcripcion y

la RNApol llp muestran enriquecimiento de la via de WNT y Cadherinas (figura 35).
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Figura 35. Vias moleculares relacionadas con genes blanco de HOXC9 potencialmente activas
transcripcionalmente. Se graficaron las anotaciones enriquecidas por el anélisis de DAVID-PANTHER de
los genes identificados con picos de posicionamiento para HOXB13, HOXC9 y RNApol llp. Los valores junto
a las barras representan el valor de p en el agrupamiento de cada anotacion.

Validacién de resultados

Se realizo la validacion de los resultados por ChIP-PCR de genes relacionados con
la via WNT (WNT1, WNT2, HOXA5, HOXA4) y KRAS utilizando ADN
inmunoprecipitado con HOXB13, HOXC9 y RNApol llp para compararlo con su
respectivo input. Los datos fueron consistentes con analisis estadistico y mapa de
picos para cada microarreglo de promotores. Ejemplo de los resultados se muestran
en la figura 36¢ donde se presentan los picos de posicionamiento por HOXC9 en el
promotor de WNT1 de CaSki y en 33d el mapa de picos de HOXB13 sobre el
promotor de HOXAS con enriquecimiento y abajo el mapa de picos de RNApol lIp
en el mismo promotor, lo cual concuerda con los datos obtenidos por ChiP-PCR

(figura 36).
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Figura 36. Ensayos de validacién del enriquecimiento en secuencias promotoras como blancos
génicos de HOXB13 y HOXC9 en lineas celulares de CaCU, HeLa y CaSki. En A, se muestran la
comparacioén entre los valores de amplificacién por PCR en tiempo real a partir del ADN inmunoprecipitado
por los factores de transcripcion HOXB13 y HOXC9 en HelLa y CaSki respecto al ADN Input de cada linea
celular. B, comparacioén entre el ADN inmunoprecipitados por HOXB13, HOXC9 y RNApol Illp en Hela, se
observa un mayor enriquecimiento de RNApol lip en las secuencias promotor de WNT2 y KRAS en contraste
con el promotor de HOXA5. C, mapas de posicionamiento en la regién promotor de WNT1 generado por
andlisis de microarreglos donde se observa el enriquecimiento por posicionamiento de HOXC9 en Hela
(barras en color naranja) lo cual concuerda con los resultados mostrados en el inciso a). En d) se puede
observar en el panel superior, enriquecimiento por el ADN inmunoprecipitado de HOXB13 (barra en rojo) en
contraste con el inmunoprecipitado de RNApol llp donde no se observa enriquecimiento, lo cual concuerda
con los resultados de B.
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En general de los datos obtenidos se pueden relacionar entre si al revisar las
funciones moleculares que tienen los blancos de HOXB13 y HOXC9 asi como las
vias asociadas con procesos biolégico vinculados con cancer, en este caso en
particular a CaCU considerando las diferencias en las lineas celulares analizadas,
sea epitelio escamoso o glandular y tipo viral presente, VPH16 o VPH18

respectivamente.

En el caso de Hela, en células de origen epitelial glandular con VPH18 las funciones
moleculares enriquecidas por los genes regulados de manera exclusiva por
HOXB13 son proteinas con funcidn de receptor y proteinas de unién a selectores
de calcio, mientras que los principales procesos bioldgicos con enriquecimiento de
anotaciones son receptores de superficie y ciclo celular. En cuanto a HOXC9, las
principales funciones moleculares factores de transcripcién, en particular
homeadticos, cadherinas e histonas, mientras los principales procesos bioldgicos
fueron el metabolismo de nucleétidos, regulacion de la transcripcion a nivel de
ARNmM, empaquetamiento de la cromatina y neurogénesis. En ambos caso HOXB13
y HOXC9 regulan blancos génicos con funcion de moléculas de adhesion, proteinas
del citoesqueleto, matriz extracelular y proteinas de seleccion de calcio y los
procesos bioldgicos relacionados con los genes regulados por los dos factores de
transcripcion fueron procesos del desarrollo, en particular del mesodermo y

ectodermo, transduccién de sefiales, comunicacion celular y adhesion celular.

En relacion a CaSki, en células de origen epitelial escamoso con VPH16 las
funciones moleculares reguladas por blancos de HOXB13 fueron factores de

transcripcion y proteinas de matriz extracelular. En cuanto a HOXC9 funciones
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moleculares como proteinas de citoesqueleto, proteasas, y cadherinas resultaron
con enriquecimiento por los genes con estas anotaciones. Particularmente en el
caso de CaSki los procesos biologicos enriquecidos por los blancos de HOXB13 y
HOXC9 resultaron ser muy similares; transduccién de sefales, procesos del
desarrollo, neurogénesis, comunicacion celular, regulacion de la transcripcion a

nivel de ARNm y adhesion celular.

En los dos modelos celulares y de manera independiente al origen epitelial y tipo
viral las principales vias moleculares de relacionadas con HOXB13 y HOXCO fueron

cadherinas y WNT.
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DISCUSION

En el laboratorio se ha identificado incremento gradual en la expresion de las
proteinas HOXB13 y HOXC9 en lesiones precursoras y CaCUiError! Marcador no definido.
34 las cuales son factores de transcripcion, cuyos blancos génicos se desconocen
en dicho modelo se desconocen. En el presente trabajo llevamos a cabo la
identificacion de los potenciales genes blanco de estas proteinas por medio de

ChIP-chip.

Se logro identificar los blancos génicos de HOXB13 y HOXC9 ademas de realizar
el analisis de anotaciones para determinar de manera bioinformatica como pueden
estar involucrados en el fenotipo neoplasico de lineas celulares derivadas de
epitelios escamoso y glandular de CaCU infectadas con los dos tipos virales mas

frecuentes en este cancer, VPH16 y VPH18.

Los blancos génicos identificados para HOXB13 y HOXC9 en las lineas celulares
de CaCU estan relacionados principalmente con las vias WNT y Cadherinas, por
ejemplo WNT8B, WNT1, WNT2, WNT4, WNT5A y WNT5B fueron identificados con
picos de posicionamiento con valores de FDR<0.05, sin embargo otros genes de la
familia WNT también mostraron posicionamiento con valores de FDR>0.05 como
WNT2B, WNT3, WNT3A, WNT6B, WNT7A, WNT9B, WNT10B y WNT16. Es
importante destacar que hasta el momento no hay reportes de WNT2, WNT4,
WNT5A, WNT5B, WNT8B y WNT9B en CaCU, ademas a pesar de que tanto
HOXB13 como HOXC9 tienen como genes blancos a miembros de la familia WNT,
existen diferencias y similitudes en el posicionamiento como se muestra en la tabla

2 donde ademas de organizarse los 19 genes de la familia WNT en humanos
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respecto al posicionamiento de HOXB13 y HOXC9, los genes se agrupan de
acuerdo a su participacion en la via candnica y no canonica de WNT, ejemplo de
esto es que HOXB13 se posiciona sobre el promotor de WNT8B (via canonica),
HOXC9 en WNT2, WNT4, WNTS5A , WNT5B (via candnica y no candnica) y en

conjunto HOXB13 y HOXC9 se posicionan sobre WNT1 (via candnica).

La via WNT esta asociada con diferentes procesos celulares como proliferacion,
destino celular y al mantenimiento de la homeostasis en el tejido por lo cual las
alteraciones en la via se han vinculado con el desarrollo de cancer®? 4. De manera
general la via WNT regula diferentes procesos biolégicos por medio de la via
canonica que involucra a B-Catenina y la no-canonica®® que no esta del todo definida
pero se asocia con la adhesién y polaridad celular ademas de mecanismos
dependientes de Ca+%®. La regulacién de la via candnica se lleva a cabo por la
acumulacion o degradacién de la B-catenina en citoplasma. Este proceso es
mediado por el complejo AXIN/APC/GSK3/CK1, de los cuales GSK3 y CK1
fosforilan a B-catenina permitiendo que sea reconocida por B-TRCP y ubiquitinada
por U3 para finalmente ser degradado mediante proteosoma. La activacion de la via
depende de la union de WNT con el dominio extracelular de las proteinas de
membrana Frizzled (Fz) y LRP5-6, esto permite la asociacion LRP5-6/WNT/Fz, de
este modo, CK1 y GSK3 en el citoplasma pueden fosforilar el dominio intracelular
de LRP5-6 generando el reclutamiento de AXIN junto con DVL para evitar la
fosforilacion de B-catenina por el complejo de AXIN. La acumulacién de B-catenina
en el citoplasma permite su translocacién a nucleo donde se asocia a TCF para

activar sus genes blanco en colaboraciéon con proteinas relacionadas con el

68



remodelamiento de la cromatina (SWI/SNF, MLL1/2, p300/CBP)iError! Marcador no

definido.'
Via candnica Via no candnica No determinado
HelLa - HOXB13 WNT8B** WNT6* WNT2B*
WNT2** WNT4** WNT2B*
Hela - HOXC9 WNT3A* WNT5A* WNT9B*
WNT7A*
HeLa - RNApol lip WNT6* WNT2B*
. WNT1** WNTO9B*
CaSki - HOXB13 WNT3*
WNT10B*
CaSki - HOXC9 WNT1** WNT5B** WNTOB*
WNT16*
No identificados WNTS8A WNT7B WNT9A
WNT10A WNT11

Tabla 2. Promotores de genes WNT identificados como blancos de HOXB13 y HOXC9 y su clasificacién
en las vias candnicay no canénica. Se enlistan los 19 genes dela familia WNT en humanos de los cuales 14
presentaron picos de posicionamiento por HOXB13, HOXC9 y RNApol llp. **Picos con valores de FDR<0.05,
*Picos con valores en el rango de FDR>0.05 y 0.25. En rojo se indican los genes que ya han sido reportados
en el modelo de cancer de cérvix.

Alteraciones en la via WNT en CaCU ya han sido reportadas'® 67, Uren en 2005
plantea que ademas de la infeccién de VPH es necesaria la activacién de la via
candnica de WNT para que se genere la transformacién en CaCU ya que en cultivos
primarios de keratinocitos de prepucio inmortalizados con E6 de VPH16 y
transformados por el antigeno T de SV40, se observé incremento en el nivel de 3-
catenina citoplasmatica asociada al incremento en el numero de unidades
formadoras de colonias en los cultivos. El mismo efecto se observé al inducir la via
WNT por transfeccion de WNT1%8. En contraste, Ramos en 2015 reporta que la
activacion de la via candnica de WNT es un evento posterior a la inactivacion de la

via no canonica, ya que en lineas celulares derivadas de CaCU; SiHA (VPH16+) y
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HelLa (VPH18+) identifico la regulacién a la alta y a la baja de 15 y 23 genes
respectivamente, involucrados en la via WNT, dentro de los cuales, el nivel de
expresion de WNT7A (gen relacionado con la via no candnica) fue disminuido en
comparacion con los controles normales (linea celular inmortalizada derivada de
keratinocitos y citologias cervicales sin alteraciones neoplasicas VPH-),
adicionalmente se observo el incremento en la metilacién del promotor de WNT7A
lo cual pudiera estar relacionado con la inactivacion del gen. Cuando se restauro la
expresion de WNT7A por la expresion constitutiva inducida vector Tet-On, la
expresion de WNT7A se asocio al decremento en la proliferacion y en la migracion
celularikrror! Marcador no definido. e gcuerdo a estos antecedentes, alteraciones en la
activacién o inactivacion de la via WNT sea de manera canodnica o no canonica es
un mecanismo asociado a la presencia de VPH de alto riesgo oncogénico y con los
datos obtenidos por microarreglos de promotores en este trabajo, se aporta
informacion util para dilucidar los posibles mecanismos que pueden estar

favoreciendo la activacion o represion transcripcional de los genes de la via WNT.

A revisar a detalle el mapa de picos de HOXB13 y HOXC9 sobre los 19 genes de la
familia WNT en Humano se observo el posicionamiento en 14 promotores de los
cuales WNT6 y WNT2B también presentaron el posicionamiento de la RNApol lIp
sugiriendo que pueden estar activos transcripcionalmente, la expresion de estos
genes ya ha sido reportada en HelLa a nivel de RNA®® 70 por otra parte, en el
promotor de WNT7A de Hela no hay posicionamiento por RNApol-lIp indicando que
probablemente no se esté llevando a cabo la transcripcion tal como fue reportada

por Ramos (Tabla 1).
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Los reportes sobre la funcién especifica de WNT en CaCU son pocosiError! Marcador no
definido. jError! Marcador no definido. jError! Marcador no definido. 71 72 sin embargo, trabajos
realizados en embriones de ratén han permitido conocer la funcién que desempefan
durante el desarrollo del tracto reproductivo femenino (TRF) en conjunto con los
genes HOX del cluster A7 74, La expresion de WNT4 es requerida para el inicio en
la formacién de los ductos de Mduller que dan origen al aparato reproductor
femenino, la expresion se mantiene en células mesenquimales del utero al
nacimiento y durante la diferenciacidén post - natal en células epiteliales escamosas.
La expresion de WNT7A en los recién nacidos se da en epitelio estratificado del
utero, cérvix y vagina, en la diferenciacion post — natal WNT5A es necesario para la
formacion de glandulas en TRF vy, al igual que WNT7A es expresado en las trompas
de Falopio y células del estroma para continuar con la diferenciacion y generar el
patrén anteroposterior en colaboracion con HOXA10, HOXA11 y HOXA13. En los
datos presentados en este trabajo; WNT4, WNTS5A, WNT5B, WNT6 y WNT7A
fueron identificados con picos de posicionamiento por HOXC9 en HelLa. Estos
genes estan clasificados en la via no candénica de WNT que se relaciona con la
modulacidon del movimiento celular, activacion de mecanismos dependientes de
Calcio y polaridad celular. Cabe destacar que el analisis por DAVID para procesos
biolégicos y funcién molecular de los blancos de HOXC9 y HOXB13 en Hela y
CaSki, muestran enriquecimiento en anotaciones como procesos del desarrollo
embrionario, proteinas tirosina cinasas, receptores acoplados a proteinas G,
proteinas G selectoras de Ca+, proteinas de unidn a Ca+, proteinas de
citoesqueleto y moléculas de adhesiéon celular. Esto abre el panorama de los

posibles mecanismos celulares potencialmente regulados por HOXB13 y HOXC9
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en CaCU, ya que WNT participa en la organizacion de los epitelios promoviendo la
polarizacion de las células a través de sefiales generadas por receptores tirosina
cinasa y proteinas G que permiten la transduccién de informacion para generan la

reorganizacion del citoesqueletoiError! Marcador no definido. 75 76,

Como se ha revisado en este trabajo, los genes HOX son esenciales durante el
desarrollo embrionario para generar la identidad celular y epitelial regulando o
colaborando con factores de transcripcion (receptores de hormonas), activadores
de vias moleculares (WNT) que se asocian a procesos bilogicos; proliferacion y
migracion celular por la expresion de genes como las Cadherinas’’. Con los analisis
de expresion realizados en el modelo de CaCU se han logrado reconocer procesos
moleculares que se activan o inactivan diferencialmente en lesiones precursoras y
CaCu respecto a tejido normal?28 32 33 jError! Marcador no definido. jError! Marcador no definido. jError!
Marcador no definido. Con |os datos generados por analisis de anotaciones que hemos
realizado, se observa que HOXB13 y HOXC9 pueden estar involucrados en la
regulacion de estas alteraciones. Con esto se resalta la importancia de continuar
explorando el papel de los genes HOX en la biologia del cancer de cérvix ya que
como se ha demostrado en nuestro laboratorio3# iError! Marcador no definido. o jncremento
en la expresion de estas proteinas es gradual durante el desarrollo de la
enfermedad. En este sentido, HOXB13 y HOXC9 al incrementar su expresion
pueden estar favoreciendo el desarrollo de tumores Alterando la regulacion de sus
genes blanco los cuales en este trabajo se han identificado y asociado a procesos
biolégicos como ciclo celular, adhesién celular asi como vias moleculares

relacionadas con la proliferacion y diferenciacion ya que en otros tipos de cancer
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como en neuroblastoma y mama el incremento en su expresion ha sido util para su

uso como marcadores pronéstico jError! Marcador no definido. jError! Marcador no definido._

En CaCuU el factor etiologico para el desarrollo de la enfermedad es la infeccion de
VPH en particular por la expresion de la oncoproteinas E6 y E74°. El secuestro de
pRB por E7 lo favorece que E2F active la transcripcion de genes relacionados con
la progresién del ciclo celular'®. En un analisis bioinformatico validado por PCR en
células troncales de humano se ha propuesto que E2F1 regula genes involucrados
en la via candnica de WNT y cadherinas’®, asi como en otros reportes se relaciona
con la regulacidn de la transcripcion, proteinas nucleares y moléculas de
adhesionjError! Marcador no definido.. En keratinocitos se ha observado que E7
interactua con E2F6 y proteinas de PRC, esta interaccién se traduce en el
incremento de cuerpos Polycomb (acumulados de proteinas de PRC en regiones
de heterocromatina) en el nucleoiError! Marcador no definido. - Posteriores trabajos en
keratinocitos transfectados con E6 y E7 de VPH16, demuestran que la expresion de
las oncoproteinas promueve la expresion de KDM6A / KDM6B y se reduce la
actividad de histona metil transferasa de EzH2 promoviendo la alteracion en el
patron de expresion de genes HOX que son regulados por Polycomb?53 iError! Marcador
no definido. Dg este modo, la expresion desregulada de las oncoproteinas E6 y E7
tiene impacto en la regulacion de diferentes procesos moleculares dentro de la

célula a distintos niveles jerarquicos de regulacion.

En este estudio, identificamos por primera vez, genes potencialmente regulados
por los factores de transcripcion HOXB13 y HOXC9 en el modelo de CaCU,

identificando genes enriquecidos en vias como WNT, por lo que es necesario
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realizar estudios funcionales para la caracterizacion del efecto de la sobreexpresion

de los genes HOX y la via WNT en el contexto de la infeccion por VPH.

Por otra parte, las Cadherinas son una superfamilia de proteinas dentro de la cual
se encuentra la subfamilia de las Protocadherinas (PCDH). Estas, son moléculas de
adhesion organizadas en clusters en el cromosoma 5 cada cluster es regulado por
diferentes promotores que a su vez regulan diferentes regiones variables, las cuales
mediante diferentes sitios de splicing pueden generar mas de mil variantes de las
PCDH. El mayor nivel de expresion de las PCDH se lleva a cabo durante la
neurogénesis y son utilizadas por la célula como clave de reconocimiento para
interactuar con células vecinas por medio de la unién con integrinas’®. En CaCU se
analizé el perfil genédmico de metilacidn por micro arreglos con los cuales se
identificaron metilados y silenciados 12 miembros de la subfamilia de PCDH de los
cuales PCDHA4 y PCDHA13 resultaron incrementar su nivel de metilacién conforme
el grado de progresion de lesiones precursoras y CaCU (199 muestras incluyendo
controles). Al analizar la deteccién de Neoplasias Intraepiteliales Cervicales Il (NIC
[lI) y CaCU en combinacién con la deteccion de VPH, el nivel de metilacion de
PCDHA4 incrementd los niveles de especificidad para el diagnostico®® en
comparacion con la deteccion de VPH de manera independiente. Considerando los
resultados previos y los obtenidos en nuestro laboratorio, sobre el incremento en la
expresion de HOXB13 y HOXC9 conforme el grado progresion de CaCU vy lesiones
precursoras, es probable que tanto HOXB13 como HOXC9 estén relacionados con

la represion de algunas de las protocadherinas analizadas en el reporte mencionado
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ya que PCDHA4 y PCDHA13 fueron identificados como blancos génicos de

HOXB13 y HOXC9 en Hela.

Se sabe que existen similitudes y diferencias en las alteraciones moleculares entre
los epitelios escamoso y glandular de CaCU, une ejemplo de esto son los resultados
obtenidos por Wright en 2013. En su trabajo utilizaron la plataforma Oncomap para
analizar 1250 mutaciones conocidas en 139 genes de 89 muestras
(adenocarcinoma y cancer escamoso) donde se determinG que en epitelio
escamoso, la mutacion mas frecuente es en EGFR, en epitelio glandular en KRAS,
mientras que mutaciones de PIK3A se encontraron en ambos tipos epiteliales, estos
datos fueron confirmados por secuenciacion masiva®' dejando claro que existen
diferencias en las caracteristicas moleculares de los tejidos epitelial y glandular de
CaCU a nivel de mutacion. En el presente trabajo encontramos diferencias en las
vias moleculares enriquecidas por los genes regulados HOXB13 ya sea en base a
los diferentes tipos virales VP18 y VPH16 o por los diferentes origenes epiteliales
de las lineas celulares HelLa y CaSki respectivamente. En HelLa (VPH18), la
principal via molecular asociada a los blancos de HOXB13 fue KRAS y en CaSki la
via de Notch. Las mutaciones de KRAS en CaCU se han asociado a tumores en
etapas avanzadas, incremento en el riesgo de metastasis a distancia y menor
probabilidad de sobrevida®. La via de Notch esta relacionada con la diferenciacion
celular®®y en CaCU se ha asociado a la baja probabilidad de sobrevida (60 meses)
en tumores estadio 1V#, incluso se ha reportado que la activacion de esta via por
VPH ocurre a través de mecanismos relacionados a E6%. En contraste, los genes

blanco de HOXC9 en HelLa y CaSki no presentan relacién con alguna via en
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particular de acuerdo al tipo viral u origen epitelial de las células, ya que en ambos
casos las vias moleculares con mayor numero de genes involucrados son
Cadherinas y WNT. Estas dos vias también muestran enriquecimiento por los
blancos de HOXB13 pero con menor numero de genes relacionados con las vias

moleculares.

CONCLUSIONES

De acuerdo al analisis realizado en este trabajo los blancos génicos de HOXB13 y
HOXC9 tienen funciones moleculares como factores de transcripcion, proteinas
asociadas a la regulacién en los niveles de Ca+, proteinas de adhesién, proteinas
de transduccidn de sefales y proteinas asociadas a la regulacién de la transcripcion,
ademas, estos genes participan en diferentes vias moleculares como EGF, AKT,

NOTCH, Cadherinas, WNT.

En base al analisis realizado en el presente trabajo y resultados previos reportados
sobre la alteracion en el nivel de expresion de HOXB13 y HOXC9, es probable que
estos dos factores de transcripcion estén relacionados con la modulacion de la via
candnica y no canonica de WNT por la regulacion de genes como WNT1, WNT2,
WNT4, WNT5A, WNT5B y WNT8B de los cuales aun no hay reportes sobre su

funcion en el modelo de CaCU.
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