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1. Resumen

El cancer de pene representa el 8% d e |l os tumores androldgicos en
México, la literatura reporta una sobrevida maxima de tres afos si no se tiene
un diagnodstico y tratamiento adecuado. Generalmente del tipo epitelial, el
cancer d e p ene tiene b aja incidencia e n p aises desarrollados, p ero é sta
aumentae nl os p aisese nv iasd e desarrollo. L a ap aricién d e cé lulas
transformadas converge con alteraciones genéticas como la alteracion de la
expresion y s ilenciamiento de ge nes, | abor que pue de s er r equlada po r
factores de trascripcion. Krippel-like factors, es una familia de 17 factores de
transcripcion con amplia gama de genes regulados, y con repercusiones en
actividades tales como angiogénesis, proliferacion, maduracion, entre otras.
En particular KLF5 y KLF6 han sido estudiados en varios tipos de cancer dénde
sobresalen | os tumores malignos de tejido e pitelial como cancer de colon,
cabeza y cuello, c érvix, e ntre o tros, mo strando un pa tron di ferente c on
respecto a tejidos normales e incluso asociando mutaciones de los genes. En
el presente trabajo se evalud el patron de expresion de KLF5 y KLF6 en cancer
de pene. Se evaluaron un t otal de 64 muestras clinicas, de los cuales, 57
corresponden a cancer de peney 7 a lesiones benignas, con las cuales se
construyeron microarreglosd et ejidos, € stosf uerons ometidos a
inmunohistoquimica ¢ on a nticuerpos po liclonales ¢ ontra KL F5y KL F6,
finalmente los tejidos fueron evaluados mediante un microscopio éptico. KLF5
presenta inmuno senal en las células basales del epitelio en lesiones benignas,
los e stratos s uperiores s 6lo e xpresidon n uclear. En contraste, los t umores
tuvieron expresion nuclear y citoplasmica en todas las células transformadas.
Por otro lado, KLF6 tuvo una e xpresidon nuclear en estratos su periores del
epitelio en lesiones benignas, los tumores malignos, en cambio, presentaron
inmunosefial nuclear y citoplasmica enel 64% delas muestras, el 36%
restante t uvo poca o nula e xpresion de KL F6. E| presente t rabajo a porta

evidencias iniciales que demuestran alteraciones de KLF5 y KLF6 en CaPe, las



observaciones r evelan cam bios d e e xpresion a n ivel proteico e n C aPe

generando diferentes patrones de localizacidon de las proteinas estudiadas.

2. Introduccion

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo, los
tumores malignos epiteliales son el tipo de cancer mas comun. El cancer de
pene representa el 8% de los tumores malignos androlégicos en México. Es
un tumor poco estudiado por su baja incidencia pero que comparte factores
de riesgo y eventos celulares y moleculares con otros tipos de cancer, como
la exposicion al virus del papiloma humano. La transformacion celular maligna
conlleva, entre otros procesos, cambios en la regulacién génica por parte de
los factores de transcripcion. Los factores de transcripcion pueden silenciar o
promover | a e xpresion d e d iversos g enes. L os f actores d e t ranscripcidn
Krippel-like factors (KLF), han sido e studiados e n cancer con una a mplia
gama d e act ividades co mo p roliferacién, an giogénesis, ar resto ce lular,
diferenciacién, m igracion, e ntre o tras. K LF c omprende u na f amilia de 17
miembros que comparten un dominio de unién a DNA a través de una triada
de dedos de zinc en el carbonilo terminal. El amino terminal es variable y
concede la vasta actividad de sus miembros. De esta familia, los miembros
KLF5 y KLF6 son los mas estudiados en procesos de transformacion. Capaces
de regular la transcripcion de CDKN1A, CDKN1B, NOTCH1, CDK4, MAPK1,
VEGF entre otros, que culminan en la regulacidon de procesos como apoptosis
y angiogénesis (Andreoli, Gehrau, & Bocco, 2010; Gao, Ding, Chen, Chen, &
Zhou, 2015). La expresion de KLF5 y KLF6 ha sido ampliamente estudiada en
cancer de ma ma, pul moén, e soéfago, c oldn, e ntre o tros, mo strando un a
sobrexpresion (Tetreault, Yang, & Katz, 2013). Es por ello que se tiene como
objetivo e | r ealizar u n p erfil d e e xpresién proteica delo s f actores d e

transcripcion KLF5 y KLF6 en cancer de pene y lesiones benignas.



3. Antecedentes

El pe ne e s un é rgano ge nital e xterno ubi cado e n | a z ona pé lvica
conformado por tres regiones: proximal, cuerpo cilindrico y extremidad distal.
En particular el cuerpo cilindrico esta conformado por el cuerpo cavernoso, el
cuerpo esponjoso y recubiertos por el prepucio. Por otro lado, la extremidad
distal esta formada por el glande que se limita por la corona que forma un
surco alrededor del mismo, finalmente la uretra es el conducto que atraviesa
todo el pene. Varias capas envuelven el pene, en la zona mas externa se
encuentra la piel del pene, seqguida de la fascia superficial, el tejido subcutaneo
y la fascia profunda del pene que tiene contacto con el cuerpo cavernoso y
esponjoso q ue rod ean | a uretra. El tejido e pitelial e xterno e s d e e special

importancia en el cancer de pene por lo que se describe brevemente.
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Figura 1. Anatomia del pene. Recuperado de www.vigrxplus-review.com, 2016.

La piel estd conformada por dos estratos, la epidermis (estrato superior)
que consiste e n tejido e pitelial e scamoso ( queratinizado en el caso de las

regiones expuestas secas y no queratinizado en regiones humedas como el



revestimiento de la boca) y la dermis (estrato inferior) que es tejido conectivo.
La e pidermis se caracteriza por | os siguientes segmentos: a) basal, es un
estrato germinativo encargado de mantener el epitelio plano estratificado, b)
espinoso, contiene queratinocitos que se aplanan en la seccién mas superficial
y ¢ ) gr anuloso, f ormado po r que ratinocitos a planados que e xperimentan

apoptosis. (ver figura 2).

Estrato cérneo

Estrato lucido

Estrato granuloso

Estrato espinoso

Estrato basal

Membrana basal

Dermis

Figura 2. Principales capas de la epidermis. Las células del estrato espinoso son las afectadas en el
CCE, este estrato estd formado por ocho a 10 capas de células poliédricas. Gerard J. Tortora.
Recuperado de Principios de Anatomia y Fisiologia. 2006.

3.1. Cancer

Al conjunto de eventos producidos por un dafio genético no letal que se
origina por la expansion clonal, que prolifera de forma anormal y que puede
infiltrarse a tejidos proximos o alejados es conocido como cancer. Se puede
presentar e n c ualquier 6rg ano. Los tumores s on he terogéneos e ntre | os
diferentes tip 0os, e incluso in tratumoralmente, a pesarde ello, e s p osible

generalizar varias caracteristicas resumidas por Hanahan y Weinberg (2011).



3.1.1. Proceso molecular del cancer

Segun Hanahan y Weinberg (2011) la célula debe adquirir por lo menos
las siguientes caracteristicas para poder convertirse en una célula maligna:

1. El primero de los eventos es la adquisicion de sefiales de crecimiento,
es decir que produzca autoestimulacién del crecimiento y no de pender de
sefalizacion externa, como ejemplo tenemos la sobreexpresion de receptores
como EGFR/erbB/Her2/neu (Epidermal Growth Factor Receptor).

2. El segundo e vento e s | a i nsensibilidad a s efales que i nhiban e |
crecimiento, e sto estd da do po rl a pérdida del a funcidon de pr oteinas
reguladoras de ciclo como la proteina de Rb (Retinoblastoma).

3. El tercer evento involucra la resistencia a apoptosis, esto mediado por
la deplecidn y/o insensibilidad de la célula a proteinas como p53.

4. La adquisicién de los tres eventos anteriores y la replicacién completa
de los teldmeros conlleva a la cuarta caracteristica que es el potencial de
replicarse sin limites.

5. El quinto de los eventos es la neo angiogénesis por la expresion de
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) y su receptor, entre otros.

6. Por otro lado, otra caracteristica importante es la capacidad de invadir
otros t ejidos o me tastasis de rivado de una interferencia en la funcién de
caderinas y CAM’s (Cell Adhesion Molecules).

7. La evasidn del sistema inmune, en la cual las células de respuesta
inmune fallan en la id entificacion, resistencia y erradicacion de las células
tumorales en etapas iniciales, asi como en etapas avanzadas.

8. La inflamacidon promovida por el tumor que genera la acumulacion de
factores de crecimiento, factores de supervivencia, factores proangiogénicos
entre otras moléculas que aportan caracteristicas oncogénicas.

Asi mismo se describen como caracteristicas de la célula maligna, la
inestabilidad gendmica, la cual hace referencia a la presencia de mutaciones

inactivantes e n g enes su presores d e t umor asi co mo | as m utaciones d e



ganancia de actividad en oncogenes. La alteracion del metabolismo energético
dela célula,la cualserefierea | aa lteracion e n e | m etabolismo d e

carbohidratos y moléculas involucradas en la produccidén de energia celular.

3.2. Cancer de pene

Los tumores malignos de pene, en su mayoria son carcinomas, es decir
gue se producen e n el tejido e pitelial. La principal e stirpe de CaPe es el
carcinoma de cé lulas e scamosas (CCE) presente en el 95% de |os casos,
afectando principalmente al surco coronal, el glande y el prepucio. O tras
estirpes que s e han r eportado s on melanomas (cancer de me lanocitos),
sarcomas (cancer de tejido conectivo) y carcinomas de células basales, que
en conjunto representan menos del 5% de los casos. El CCE de pene comparte
una p atologia si milar con | os C CEs o rofaringeos, cervicales, v aginales, d e
vulva, y ano, por lo que se puede deducir que comparten al menos parte de
su historia natural. El cancer de pene se clasifica como se muestra en la figura
3, macroscopicamente forman desde una ulcera enrojecida hasta crecimientos
tipo “coliflor” de hasta 14 centimetros, generalmente con una coloracién de
blanca a gris. L os CCE de tipo ba saloide, verrucoso y papilar han sido
asociados con VPH, destacando VPH16 y VPH18. Se han descrito al menos 30
variantes a las g ue e stan e xpuestos los h ombres aso ciadas a i nfecciones
transitorias, si endo V PH6y V PH11 | os m as f recuentes, e stos g enotipos

clasificados de bajo riesgo.

En el cancer de pene se han descrito lesiones precursoras, como lo son
las neoplasias de bajo grado que en general suelen terminar en un CCE:

= Neoplasia intrepitelial grado III. Caracterizado por cambios en el

tamano, forma y polaridad celular en todo el espesor epitelial.



= Enfermedad de Bowen. Ademas de la alteracién de la morfologia
normal, p resencia d e acan tosis y g ueratinocitos at ipicos car acterizan e sta
lesidn precursora.

= Eritroplasia d e Q ueyrat. E sta d enominacion s e o torga a la
enfermedad de B owen c uandos e presentae ne | gl ande, c arcinoma
epidermoide in situ con caracteristicas histoldgicas particulares y que puede
desencadenar un carcinoma invasivo.

= Enfermedad de Paget. Es una lesidon mas agresiva, con células

atipicas, citoplasma granuloso, nucléolo prominente y nucleo vesicular.

Cancer de
pene

Otros
tumores

Tumores
malignos
epiteliales

Lesiones Tumores
precursoras melanociticos

poco
l l frecuentes

>Neoplasia >Nevo
Carcinoma Otros intraepitelial melanocitico
de células carcinomas >Tumores
grado Il >Melanoma g
escamosas poco Enf dad Mesenquimales
T RER >Enfermeda
de Bowen >Tumores

Hematopoyeticos

>Eritroplasia

>Basaloide .
candil X >Células de de Queyrat
>Candilomatoso
Merkel >Enfermedad
>Verrucoso >Células de Paget
>Papilar pequefias de tipo

. neuroen rin
>Sarcomatoide euroendocrino

>Mixto >Sebaceo

>Células claras

>Adenoescamosoj

>Células basales

Figura 3. Subclasificacion del cancer de pene segtn el origen celular y lesiones precursoras.

Finalmente, los t umores d e t ejido co nectivo so n e scasos, p ero m as
agresivos que CCE y suelen tener caracteristicas similares a sarcomas de otras
regiones d el cu erpo, e n | os cu ales d estacan an giosarcomas, q ue su ele

generarse cerca del tejido endotelial, sarcoma de Kasposi, relacionado con

7



herpes virus humano 8, y |eiomiosarcoma, que puede alcanzar hasta dos

tercios de la porcién distal del pene.

3.2.1. Epidemiologia del cancer de pene

En E uropa y E stados U nidos de N orteamérica, e | c ancer de pe ne
representa el 1% de los tumores malignos en hombres, en Sudamérica éste
porcentaje se eleva a alrededor de 18-20% afectando principalmente a paises
como Brasil y regiones donde el virus del papiloma hu mano, tiene mayor

incidencia.

En 2006, se reportaron en México 344 casos nuevos, ese mismo ano,
hubo a | me nos 1 06 f allecimientos por e ste pa decimiento, e s de cir u na
incidencia de 0. 67 y u na m ortalidad 0. 21 p or c ada 1 00,000 h ombres

respectivamente.
3.2.2. Factores de riesgo del cancer de pene

Los principales factores etioldgicos incluyen habitos socio-culturales y
factores bioldgicos. Dentro de los cuales se encuentra la fimosis, que consiste
en un pr epucio no r etractil que |leva a | a pr esencia de inflamaciony |a
acumulacion de bacterias. Se ha reportado que la circuncisidén en los recién
nacidos disminuye la probabilidad de contraer cancer de pene, debido a que
facilita la higiene disminuyendo considerablemente la poblacién bacteriana,
ademas r educe | a h umedad, | @ mucosay | ap resenciad e cé lulasd e
Langerhans (células blanco del VIH), finalmente la capa queratinizada es mas
delgada en el interior del prepucio para hombres no circuncidados. La falta de
higiene puede llevar a |l a inflamacién crdnica a través de la acumulacién de
esmegma e i nfeccion d e v irusy bacterias. L a balanitis y p ostitis so n

inflamaciones de glande y prepucio respectivamente que en casos crénicos



pueden ser pro-oncogénicos por la presencia de moléculas de sefalizacién que
contribuyen a la proliferaciéon, supervivencia c elular y a ngiogénesis. E |
tabaquismo, | os m etabolitos producidos y ab sorbidos tras el consumode
tabaco pueden generar dafio genético y ha sido asociado epidemioldégicamente
con el desarrollo del cancer de pene. La infeccién por VPH puede alterar las
vias supresoras de tumores de Rb y p53 por accién de las proteinas virales E6
y E7.

Biologia celular y molecular del cancer de pene

La p atogénesis
Metilacién del promotor de p16

molecular del cancer
depe nes eha

pl6 pl4 Mutaciones en p14 estudiado de manera

separada, un gr upo

Ciclina D/CDK MDM deC aPec onl a

presencia de VPHy

E7 m p53 Mutaciones en p53 otro grupo donde no
se h aid entificado

EG [ este v irus.
Arresto de ciclo celular Primeramente, para

Apoptosis
los t umores

Figura 4. Dos vias moleculares alteradas en CaPe. Modificado de M. Bleeker y C. Meijer

(2008). asociadosco nl a

infeccién de VPH, se
ha propuesto que siguen un desarrollo similar al cancer cervical, donde las
oncoproteinas E6 y E7 se unen a los supresores p53 y Rb respectivamente,
generando una perturbacién en las vias p14ARF/MDM2/p53 y p 16INK42/ciclina
D/Rb, en consecuencia, una desregulaciéon de la division celular y apoptosis.
Finalmente, t ambién se h an r eportado aso ciaciones inversas e ntrel a

presencia de VPH de alto riesgo y la estabilizacion de p53. Para los tumores



no dependientes de la infeccidon por VPH, se ha reportado la sobrexpresion de
BMI-1 que pue dei nhibir| a e xpresion de pl 4ARF y p1l 6INK4a | av ia
pl6INK4a/ciclina D/Rb puede ser silenciada por la hipermetilacion del promotor
de p16!NK4a particularidad que ha sido ubicada en al menos 15% de los casos.
Mutaciones somaticas de p53, sobrexpresion de MDM2 y la mutacion de p14ARF
han sido reportados en cancer de pene. Genes como Myc, TWIST, ZEB 1,
SOX2, entre otros, son factores de transcripcion que se han reportado con
expresiones a lteradas e n c ancer de pe ne, a unque no s e ha d ilucidado
totalmente el papel que juegan en la génesis y el desarrollo del cancer, en
general los factores de transcripcién han producido interés en todo tipo de

tumor.
3.3. Factores de transcripcion

Son un grupo de proteinas que junto a la ARN polimerasa II producen
el complejo de pre-iniciacion de la transcripcidn, este conjunto indica el inicid
de t ranscripcién paralos genesen general, porloquelosfactoresde
transcripcidon g enerales: T FIIA, T FIIB, T FIID, T FIIE, T FIIFy T FIIH so n

indispensables para la transcripcidn de los genes (Thomas & Chiang, 2006).

Existen m uchos o tros factores d e transcripcion que tienen un f uerte
efecto en la regulacion transcripcional de sus genes blanco, también, pueden
tener varios blancos y un gen puede ser regulado por diferentes factores de
transcripcidon. Para llevar a cabo sus actividades (T. Will, 2015), los factores

de transcripcion tienen varios dominios como son:

1. Dominio de unién a DNA. Facilita la capacidad de unirse a su region
blanco. A Igunos f actores de t ranscripcidén t ienen do s diferentes
regiones de unién a DNA.

2. Dominios d e a ctivacion. Capacitan al factor d e t ranscripcion p ara

llevar a cabo sus funciones reclutando a otras proteinas.

10



3. Dominios de uni 6n a | igando. Pe rmiten que | os f actores de
transcripcion sean susceptibles al estimulo externo y poder llevar a
cabo sus funciones cuando es requerido.

4. Dominios de transporte. Para alcanzar su forma activa los factores
de transcripcion deben ser transportados al nucleo, este dominio les

esta actividad.

Los f actores d e t ranscripcién so n usualmente cl asificados p or s u
dominio de unidon de DNA. Aproximadamente 13 familias han sido identificadas
en células e ucariontes. Dentro d e e stas familias podemos e ncontrar a los

Factores de Transcripcién Tipo Krippel (KLF por sus siglas en ingles).
Kruppel-like factors (KLF)

Los Krluppel-like factors (KLF) son una familia de factores de
transcripcion, inicialmente descritos por su funcién en el desarrollo y
diferenciacién de Drosophila spp (Schuh et al., 1986). La familia en
mamiferos esta caracterizada por tres dedos de zinc que se encargan de la
union a DNA. La familia estd conformada por 17 miembros con una amplia
gama de genes blanco que repercuten en actividades de diferenciacion,
proliferacidon, control de ciclo celular, entre otras. Los miembros son
enumerados en orden ascendente con numeros arabigos y con las siglas
KLF, desde KLF1 hasta KLF17 (T. Will 2015).
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Estructura proteica general de KLFs

Dedos de zinc ¥ | Sitio de acetilacion

(D | sitio de union a CtBP @D | Sitio de union a Sin3A

Figura 5. Representacion de la estructura proteica de la familia KLF. Modificado de B. McConnell (2010).

Los KLF’s se caracterizan por un do minio de unién a ADN altamente
conservado, que esta conformado por tres “dedos de zinc - Cysz/Hys>” que le
permite plegarse en su estructura Bpa, cada dedo de zinc coordina un ion zinc,
los dos primeros dedos de zinc contienen 25 residuos mientras el Ultimo sélo
23, y cada uno de ellos es capaz de reconocer tres pares de bases por lo que
los miembros de KLF interactian con nueve pares de bases en total (Nagai,
Friedman, & Ka suga, 2 009). E ste d ominio e sta lo calizado e n e | c arboxilo
terminaly cada dedo d e z inc e std i nterconectado p or u na se cuencia,
altamente co nservada e n | af amilia, f ormada p or si ete am inoacidos:
TGEKP(Y/F)X. Este dominio de dedos de zinc, contiene también sefiales de

localizacion nuclear de los KLF's 1, 4, 6, 8 y 11, especificamente para KLF4
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una region inmediatamente aledafia a los dedos de zinc es la encargada de la

localizacion nuclear.

La familia de KLF’'s comparte similitud en los dedos de zinc con la familia
Specifity proteins (SP) por lo gue algunos autores agrupan ambas familias
como SP/KLF siendo todos factores de transcripcion. La familia SP contiene en
la r egion a mino t erminal una c aja | lamada “ Bottomhead ( BTD)” con | a
secuencia consenso: CXCPXC y la cual es la principal distincién entre KLF y
SP. En general, fuera de los dedos de zinc, hay poca similitud entre estas dos

familias de factores de transcripcién (Suske, Bruford, & Philipsen, 2005).

Fuera de la region de los dedos de zinc existe una menor similitud entre
los miembros de la familia KLF, es decir, la regidon del amino terminal produce
las diferencias entre los miembros. Este mismo dominio brinda la posibilidad
de reclutar co-activadores, co-represores y modificadores que se reflejan en
una variedad funcional y especificidad de los KLF's. A través de la identificacidn
de | os pa trones d onde pue de ha ber uni 6na o tras proteinass e ha n
caracterizado subgrupos de KLF’'s y se ha auxiliado en la identificacion de la
funcién particular de cada miembro de la familia. Por ejemplo, KLF3 y KLFS,
comparten un do minioe nel amino t erminal c on una s ecuenciad e 74
aminoacidos, dentro de la cual hay una secuencia consenso: PXDLS, que es
capaz de unirse a " C-terminal amino binding protein (CtBP)”, que es un co-
represor t ranscripcional. E sta interaccionledaa losKLF's3,8 y 12su
actividad como potenciales represores transcripcionales (Mcconnell & Yang,
2010).

Existe otro dominio que también ha auxiliado en la clasificacién de los
KLF’s, el dominio de interaccién a Sin3A (SID) cuya secuencia consenso €s
AA/VXXL y produce un plegamiento tipo a-hélice altamente hidrofébico donde
se da la interaccién con Sin3A que es un co-represor. De este modo se han
agrupado KLF's 9, 10, 11, 13, 14, y 16. KLF1 también recluta a Sin3A, pero
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no tiene SID, lo hace a través de un dominio en el carboxilo terminal en los
dedos de zinc (Mcconnell & Yang, 2010).

Ya s e ha n me ncionado, u n do minio para un irse e specificamente a
secuencias de ADN y un dominio que ayuda a regular la expresion de genes,
algunos miembros de la familia de KLF’'s también son cap aces de reclutar
modificadores de cromatina, cofactores, maquinaria de transcripcion para los
promotores de los genes especificos a los que se unen y sufrir modificaciones

postraduccionales.
Modificaciones Postraduccionales de KLFs

Existen v arias m odificaciones p ostraduccionales p ara KLF, é stas
modificaciones permiten que los factores de transcripcion lleven a cab o sus
actividades, a co ntinuacion, se d escriben al gunas modificaciones q ue

repercuten en las actividades de la familia de los KLF.

KLF1 puede reclutar la maquinaria p3 00/CBP, que tiene actividad de
acetiltransferasa, p roduciendo mo dificaciones e n K2 88 y K3 02 de KL F1,
mientras la ace tilacion d e K288 e std aso ciada as u transactivacion, la
acetilacion en K302, es necesaria para la interaccién de KLF1 con el represor
transcripcional S in3A, e stelU Itimotie nec apacidadde r eclutar
metiltransferasas, demetilasas, a cetilasas, e ntre otras, que a través de la
remodelacién de la cromatina pueden reprimir o promover la expresién de un
gen (Mcconnell & Yang, 2010).

La f osforilacion juega un pa pel c omo r egulador de | a a ctividad
transcripcional de algunos KLF’s. S e sabe que | a f osforilacién de c iertos
residuos de serina y treonina en KLF1 aumentan la transcripciéon de los genes
asociados a este factor. En KLF5 la fosforilacion/desfosforilacion proporciona

cambios estructurales que afectan la union a las proteinas efectoras que suele
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reclutar. En KLF13 la fosforilacidon incrementa su localizacidn nuclear y activa
la tr anscripcidn del gen CCL5, e n contraste, KLF11 s ufre f osforilacion p or
sefalizacion extracelular y esta rompe la unidén con Sin3A reprimiendo el gen
Smad7 (Mcconnell & Yang, 2010).

En o tra modificacién po straduccional, la u biquitinacion de a Igunos
miembros de KL F’ss efaliza pa ra degradar pr oteinas ¢ uando e stan
poliubiquitinadas o s e a lterala f uncidon d e la s p roteinas c uando e stan
monoubiquitinadas. La ubiquitinacion de KLF1 produce su acumulacién por la
inhibicion del complejo que la degrada. Los niveles de KLF4 y KLF6 también
son regulados por ubiquitinacién, KLF4 produce arresto del ciclo celular y es
inhibido via ubiquitinacién para que el ciclo celular continle, por otro lado
KLF6 auxilia para decidir entre arresto del ciclo celular o muerte, dependiendo
del dafo en ADN (Banck et al., 2006; Sun et al., 2014). Estos son sélo algunos
eventos de la ubiquitinacién en KLF’s para demostrar los papeles que puede
llevar a cabo. Existe también un rol de la ubiquitinacién en otros miembros
como KLF2, 5y 10 (Xie et al., 2011).

Existe un proceso conocido como sumoilacion, que es una modificacion
en las proteinas llevada a cabo por “Small ubiquitin-like modifier (SUMQ)”,
una pequefa proteina de unos 12 kDa la cual se une covalentemente a otras
proteinas para modificarlas. La sumoilacién de KLF3 compromete su capacidad
represora, mientras en KLF8 evita que éste regule positivamente al promotor
CDN1, disminuyendo la ciclina D1 y produciendo como consecuencia el arresto
celular. KLF1 es regulado por sumoilacion d urante la diferenciacién de |os
megacariocitos, ya que KLF1 estd encargado de bloguear la senalizacién para
esta diferenciacién, la sumoilacién de KLF1 inhibe su actividad represora en la
megacariopoiesis. KLF5 tiene una funcién de interruptor de la transcripcion de

genes e ncargados de la oxidacion de lipidos, forma parte del complejo de
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represion cuando esta sumoilado y en caso de perder esta marca, permite la

transcripcion de estos genes (Du, Bialkowska, McConnell, & Yang, 2008).

Con lo anterior mencionado se puede observar la variedad de funciones
en las que estan involucrados a nivel molecular los miembros de la familia de
KLF'sasi co mosu sd istintasf uncionese nb ase a m odificaciones

postraduccionales.

A nivel celular estos factores de transcripcion participan en proliferacion,
crecimiento, apoptosis, m etabolismo, su pervivencia, r espuesta a e strés

externo, diferenciacion celular, entre otras.

De vital importancia en estados homeostaticos, y por consecuencia, es
punto clave entender que pasa con estos factores en estados de enfermedad.
Se h an d escrito algunas car acteristicas d e los m iembrosd e K LFe n
enfermedades de tipo cardiaco, del sistema digestivo, en patologias de tejido
muscular, en el sistema h ematopoyético, e n el sistema r espiratorio, en el
sistema inmune, y entre otras, el cancer. El presente estudio se centrd en los
miembros KLF5 y KLF6 en cancer de pene, a continuacidon, se muestra un

contexto de estos factores de transcripcién en cancer.

KLF5
En ocasiones la literatura utiliza
los s indbnimos B TEB2, I KLF o CKLF,
aunque e | titulo estandarizado e s
KLF5. Este genseen cuentra en el
cromosomal 3e ne Il ocusg2 1
(Kaczynski et al., 2003), comprende
Figura 6. Nagashima, T. (2008). Representacion de los 185k b y es ta c ompuesto p or 4
dominios de dedos de zinc de KLF5 (flechas azules), muestra el )
rango de 363 a 457 de los resiudos. Recuperado de exones( Dong y C heng 2009)
’

http://www.rcsb.org/pdb.
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Codifica para un transcrito de 3350 nts, con 324 de 5'-UTR, 1652 pb 3’-UTR y
un marco de lectura abierto de 1374 pb, se transcribe a un polipéptido de
~466 aa conteniendo 3 dominios dedos de zinc hacia su C-terminal (Figura
6). Tiene afinidad por la secuencia CACCC 2 (Dang, Pevsner, & Yang, 2000).
Sus mayores niveles de expresion se encuentran en el intestino, a diferencia
de KL F4/GKLF que tiene un a e xpresion e n c élulas | uminales de | e pitelio
intestinal, este se expresa primordialmente en las células de la cripta, siendo
su expresion complementaria con KLF4 en este epitelio (Dang et al., 2000),
estando t ambién presente e n di stintos t ejidos como | o son | a e pidermis,
endotelio vascular, tejido adiposo blanco (Mcconnell & Yang, 2010). Se ha
propuesto como un mediador de la respuesta a estimulos mitéticos (Dang et
al., 2000). T eniendo ¢ omo bl anco di stintos ge nes r elacionadosal a
proliferacion c elular como la ciclina D 1, ciclina B 1, f actor d e c recimiento
derivado de plaquetas a (PDGFa) y proteina de union al factor de crecimiento
de fibroblastos (FGF-BP), a su vez puede reprimir la expresion de genes como
p27 y p15 (Mcconnell & Yang, 2010) promoviendo la proliferacion, involucrado
al igual que KLF4 e nlaregulacion de i nmunomoduladores como lo s on

miembros de la familia PSG entre otros.
KLF5 en neoplasias.

En cancer el estudio ha sido amplio y diferentes patrones de expresion

han sido descritos, teniendo diferencias segun el tipo de cancer y el estadio.

Estas alteraciones han sido escritas en cdncer de mama, cérvix, esofago,
intestino, p ulmoén, na sofaringeo, e stdbmago, pa ncreas, pr 6stata, t umor
estromal gastrointestinal, leucemia y melanoma, para algunos de ellos se ha
explorado | a act ividad a n ivel molecular d escubriendo variadas v ias d e
intervencion para este factor de transcripcién (Limame, Op de Beeck, Lardon,
De Wever, & Pauwels, 2013; Tetreault et al., 2013).
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En t umores g astrointestinales las mutaciones m as f recuentes se
encuentran en HRAS y KRAS, estos a su vez tienen como blanco final a KLF5,
se ha reportado que, otra de las rutas que se ve alterada, es la ruta WNT,
activandoa KL F5,y estea suvezregula la expresion de B-Catenina
(Bialkowska, Crisp, Bannister, & Screening, 2011), en biopsias se encuentra
mayor expresion en tejido malignizado que en aquellos normales (Kwak et al.,
2008).

En tejido normal del colon se aprecia la expresion de KLF5 en la parte
correspondiente a las células de la cripta, mientras que en cancer de colon se
puede observar la expresidon en todo el epitelio, esto soportando que KLF5
actla como un inductor de la proliferacion celular. De las vias reportadas de
KLF5 en cancer de colon es la relacionada con B-Catenina, la sobre expresiéon
de acido lipofosfatidico estimula la expresion de KLF5 que interactia con B-
Catenina activandola y localizandola en nucleo promoviendo la transcripcion
de genes como c-MYC y cliclina D1 (Lin, Wani, Whitsett, & Wells, 2010).

En cancer de mama se ha observado que aquellos que son positivos a
receptor de progesterona (PR) muestran también una mayor e xpresion de
KLF5, y se ha reportado que KLF5 es una molécula blanco en la via del PR.
KLF5 promueve el ciclocelularencancerde mama PR+ at ravés dela
regulacion de genes como ciclina A, CDT1 y E2F3 (Liu, Zhou, Zhao, & Chen,
2011), t ambién s e ha r eportado pr omueve | a e xpresidon de f actor de
crecimiento de fibroblastos (Zheng et al., 2009). Ademas, se ha demostrado
que en general mantiene una alta tasa de expresion en comparacion con su

contraparte normal.

En cancer pancreatico (CaPa) se ha reportado una sobre expresion de
KLF5, s in e mbargo, e sta ne oplasia no s e e ncuentra r egulada por la v ia
KRAS/RAF/MAPK/ERK, que es una de las rutas alteradas mas frecuentemente,

en este tejido KLF5 se vio regulado directamente por IL-1B3, p38 y por el factor
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inducible por hipoxia 1a (HIF1a) y se encontrdé regulando genes como la
survivina (BIRCS) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)(A.
Mori et al., 2009).

En cancer de endometrio se pudo observar en datos de microarreglos
de e xpresién que KL F5 a umenta s u expresion e n t ejido ma lignizado c on

respecto al tejido normal (Simmen et al., 2010).

KLF5 ha sido identificado con sobreexpresion tanto en tejido tumoral
como e n | ineas c elulares de p ulmoén, a demas un knockdown ge nerd una
disminucion de la proliferacion celular, es decir que KLF5 actla como oncogén

en cancer de pulmén (Q. Li et al., 2014).

En c ancerc ervical K LF5f uere portadoc ons obreexpresion,
proponiéndolo ¢ omo ma rcador de di agndsticoy p rondsticop ors u
comportamiento homogéneo en los tumores malignos del epitelio cervical, el
mismo trabajo propone que no hay una relacién entre la alteracidon de KLF5 y
el VPH (Marrero-Rodriguez et al., 2014).

KLF6

Aunque e | no mbre o ficial por | a
HUGO es KLF6 es posible encontrar los
siguientes sinénimos: Z F9 (Z inc-finger
transcription f actor-9), C PBP (Core
promoter binding protein), GBF (G-box

binding factor), entre otros.

Este ge ns e e ncuentra en el

cromosomal 0O ene | locuspl 5
Figura 7. Nagashima, T. (2008). Representacion de los

dominios de dedos de zinc de KLF6, muestra el rango de (Kaczynski, Coo k, & U rrutia, 2 0033), el
178 a 282 de los resiudos. Recuperado de

http.//www.proteinmodelportal.org gen se compone por 4 exones separados
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por tres intrones (Andreoli et al., 2010). Puede dar lugar a 9 isoformas de las

cuales solo 3 se han aislado in vivo.

La isoforma normal o “wild type” (WtkKLF6) codifica para un péptido de
~283 aa, las isoformas 1 (KLF6-SV1) y 2 (KLF6-SV2) pierden una porcion del
exon 2, KLF6-SV1 codifica un péptido de 195 aa, KLF6-SV2 codifica para 241
aa mientras que la isoforma 3 (KLF6-SV3) pierde el exdn 3 por completo y
codifica un péptido de 237 aa. El polimorfismo de nucleétido unico (SNP) IVS1
-27G/A se ha relacionado con el aumento en el corte y empalme alternativo y
generacion de KL F6-SV1, t ambién se h a aso ciado | a presencia d e e ste
polimorfismo con la generacidon de un sitio blanco para SRp40 que es un factor

de splicing en cancer de préstata (G. Narla, 2005).

Su estructura se encuentra altamente relacionada con KLF7 (Dang et
al., 2000). Tiene afinidad hacia las secuencias ricas en GT/GC y CACCC (D. Li
et al., 2005). Se encuentra presente en una variedad de tejidos como lo son
placenta, corazon, pulmoén, higado y pancreas. Se encuentra estrechamente
relacionado a la expresidn de distintos genes como lo son pregnancy-specific
glycoprotein 5 (PSG5), colageno a-1, el inhibidor de quinasas de pendientes
de ciclinas p21C®1 y el factor de crecimiento tumoral beta (TGFB) asi como sus

receptores I y II entre otros (Andreoli et al., 2010; Dang et al., 2000).
KLF6 en neoplasias

KLF6 ha sido e studiado e n v arios t ipos d e can cer: h ueso, ce rebro,
mama, cabeza y cuello, intestino, higado, pulmon, ovario, pancreas, préstata
y estdbmago. KLF6 estd involucrado en un amplio espectro de procesos, por lo

que presenta un comportamiento heterogéneo en distintos tipos de cancer

En cancer hepatico se reportd que disminuye la expresién de KLF6 con

respecto al tejido normal, a su vez se observd la disminucidén en la expresion
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de ge nes como p2 1Pl que e s un i nhibidor de qui nasas de pendiente de
ciclinas, y asi también se observd un aumento en la expresidon del antigeno de
proliferacion nuclear (PCNA) que promueve el ciclo celular de G1/S, asi como

la presencia de mutaciones inactivantes (Kremer-Tal et al., 2007).

En c dncer de pr 6stata s e r eporta | a di sminucién e n general de |a
expresion de KL F6, s u f orma w tKLF6 pr esentaba un a disminucién e n
comparacion de KLF6-SV1, la cual aumenta y aln mas claro es este fendmeno
en te jido metastasico (Goutham N arlae tal., 2 008), p resenta ta mbién
mutaciones que introducen un codon de paro en las regiones codificantes para
el dominio de transactivacién, por lo que la proteina queda trunca (G Narla et
al., 2001), la pérdida de heterocigocidad es otro de los eventos frecuentes
que i nactivaa KL F6 e n c ancer de proéstata (Bureau etal.,, 2009) . E |
polimorfismo de nucledtido Unico (SNP) IVS1 -27G/A se ha relacionado con el
aumentoenelcortey e mpalme a lternativo y ge neracion de KL F6-SV1
aumentando asi el riesgo de contraer cancer de préstata (Goutham Narla et
al., 2008), asi mismo se ha asociado la presencia de este SNP con cancer de
pulmon (Spinola et al., 2007) entre otros. Se ha propuesto que la presencia
de este SNP en el intrén 1 del gen, promueve la utilizacidon de sitios cripticos
de corte y empalme alternativo en el exdn 2, promoviendo asi la generacion
del transcrito KLF6-SV1 preferentemente en comparacién del KLFéwt (DiFeo
et al., 2006).

Por su lado en cancer gastrico se han identificado 4 mutaciones que
afectan la funcién de KLF6, estas mutaciones (S155R, P172T, S180K y R198K)
las c uales s e e ncuentran e n e | dominio de transactivacion po siblemente
afectando sitios de fosforilacién mediados por GSK3B (Y. G. Cho et al., 2005).
Por su parte Sangodkar y col (2009) reporta a su vez 4 mutaciones (T179I,
R198G, R71Q y S180L) de igual manera en el dominio de transactivacién, LOH

y disminucién de la expresion de KLF6 en cancer ga strico, teniendo como
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consecuencia la disminucién de p21¢®1 y el aumento de cMYC contribuyendo

a la proliferaciéon celular y carcinogénesis.

En cancer de células no pequefias de pulmdn (NSCLC) se ha observado
que WtKLF6 disminuye su expresion con respecto a tejido sano, sugiriendo
que esto es un evento comun en esta neoplasia, mientras que el aumento en
la e xpresion de KL F6-SV1 se r elaciona co n u na m enor s obrevida y u na
resistencia a quimioterapia en los pacientes que la presentan (Sangodkar et
al., 2009)

En cancer de ovario disminuyd hasta en un 75% la expresion de KLF6
en comparacién de su tejido normal, siendo en su mayoria por LOH, de igual
manera se observd que wtKLF6 es la que sufre la drastica reduccion mientras
que KLF6-SV1 aumenta su e xpresion y mue stra a sociaciéon con una po bre
diferenciacién del tejido, asi como una resistencia a cis-platino (DiFeo et al.,
2006).

4. Justificacion

El cancer es un problema de salud de alto impacto en la sociedad, desde
todas las perspectivas representa una afectacion severa. EI CaPe, segun el
registro histopatolégico de neoplasias malignas del afio 2006, hubo en México
344 nuevos casos y 106 decesos. Estudios han demostrado que mas del 90%
de las personas afectadas con CaPe fallecen en los préoximos 3 anos si no
tienen el tratamiento adecuado. Su estudio es relevante cuando se toman en
cuenta las similitudes con otros tipos de cancer de origen epitelial estratificado
(cérvico-uterino, cabeza y cuello), donde la neoplasia de células escamosas

es el principal tipo generado y potencialmente son tejidos blanco para VPH.

El cancer tiene un origen multifactorial, en los ultimos afios, amplios

esfuerzos en investigacién s e h an r ealizado e n la b Usqueda de a quellos
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elementos b ioldgicos i nvolucrados e n | a t ransformacién c elular, como | a
infeccion por VPH de alto riesgo y la alteracion de expresiéon de genes que
puedan r epresentar m arcadores m oleculares, r esaltando e ntre e stos lo s
factores de transcripcidon, capaces de controlar el silenciamiento y la expresion
de genes especificos. Kriippel-like factor (KLF) es una familia de factores de
transcripcion involucrados en diversos procesos celulares como proliferacién,
diferenciacién, m igracion, i nflamacion y p luripotencialidad. L a literatura
reporta alteraciones de varios miembros de KLF en diferentes tipos de cancer,
pero hasta ahora no se han documentado alteraciones de KLF en cancer de
pene, por lo que es importante la caracterizacidn molecular y celular de esta

neoplasia.

El presente estudio generara conocimiento sobre la expresidon proteica
de KLF5 y KLF6, y potencialmente arrojara los indicios para marcadores que
serviran para evaluar su diagndstico y dilucidar si existe una desregulacion de
la expresidn la cual influya en el desarrollo de la patologia que pueda conducir
a una personalizacidon y o ptimizacién de | os métodos de diagndstico y las

terapias de los pacientes.
5. HipoOtesis

= Las células malignas de epitelio transformado de pene, mostraran
un patrén de expresion proteica diferente para KLF5 y KLf6, en comparacion

con lesiones benignas de prepucio.
6. Objetivos

Objetivo general

[1]

Determinar el patron de expresion a nivel proteico de los factores
de trascripcion Krippel-like factors 5 y 6 en muestras de CaPe y en lesiones

benignas de prepucio.
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Objetivos particulares

—

= Analizar localizacion, m orfologia y d iferenciacién c elular con
respecto a la expresion de KLF5 y KLF6

= Comparar el patron de expresidon entre CaPe y lesiones benignas
de pr epucio para evaluar u na posible a lteracibn d e KLF5y K LF6 en la

transformacion celular.

7. Materiales y métodos
7.1. Recolecciéon de tejido, analisis histoldgicos y preparacion

de laminillas histoldgicas

Se pr esenta un estudio descriptivo, e xperimental, tr ansversal, y
retrospectivo de la expresion proteica de KLF5 y KLF6 dénde se colectaron en
total 64 muestras de pene, los cuales se utilizaron para conformar el grupo
problema (CaPe) y nuestro grupo control (lesiones benignas). Para el primer
grupo s e r ecolectaron 5 7 mue stras de CaPe del ba nco de t ejidos de |
Departamento de Pa tologia del H ospital d e O ncologia, CMN, SX XI-IMSS.
Mientras que n uestro gr upo control se conformé de 7 tejidos de |esiones
benignas de prepucio. Posteriormente se realizo la tincion hematoxilina-eosina
para la confirmacién histopatoldgica y seleccién de areas representativas de
la lesién, realizado por la Dra. Alejandra Mantilla, patéloga del Hospital de
Oncologia del CMN SXXI.

Todos | os caso s cuentan co n co nfirmacion y diagndstico cl inico-

histopatoldgico.

En ambos casos los tejidos se encontraban embebidos en parafina para
su co nservacion y se construyd un microarreglo d e t ejidos con las zonas

representativas de las lesiones.
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7.2. Construccion del arreglo de tejidos

La c onstruccion d el a rreglo d e t ejidos f ue re alizada con | os tejidos
previamente e mbebidos e n pa rafina. E | a rreglo de t ejido f ue r ealizado
mediante el empleo del Tissue-Arrayer ATA 100 de chemicon, siguiendo las

instrucciones del equipo.

Fue preparado el Tissue Arrayer colocando dos agujas de puncion, la
donante y la receptora con una seccidon de 2 mm en la torreta. Fue localizada
el area de interés en el bloque de tejido donante en parafina y fue construido
un bloque de parafina en blanco, que fue utilizado como bloque receptor del
arreglo de tejido. Fue colocado el bloque receptor en su receptaculo y fue
seleccionado el punto de inicio en la posicidén cero para los dos micrémetros X
y Y. Posteriormente fue realizada una pe rforacion en el bloque receptor y

retirado el cilindro blanco de parafina sobrante de la aguja receptora.

Asi mismo, fue colocado el bl oque do nante en su receptaculo y fue
perforada el area seleccionada, con la aguja del donante. Fue deslizado el
receptaculo receptor hasta la posicién de la aguja donante y fue colocado el
cilindro de tejido donante en el orificio previo que fue efectuado en el bloque
receptor. Se avanzé la torreta del Tissue Arrayer a una distancia de 3mm del
orificio a nterior ha ciendo u na nueva perforacién con la aguja de puncién
receptoray f ueron r epetidos los p asos an teriores su cesivamente, h asta
completar la primera fila de orificios y oclusidon con cilindros tisulares donantes
en el bloque receptor. Fueron repetidos los pasos descritos para la segunda y
siguientes filas. Hasta completar los arreglos de tejidos. Al terminar el arreglo
este fue incubado en una estufa a 60°C durante 10 min. Para homogeneizar
los posibles espacios creados en la parafina de los bloques receptores de los
arreglos tisulares entre orificio receptor y orificio de tejido donante. Una vez
terminado los arreglos fueron realizados los cortes histoldgicos de 4 micras,

para realizar la inmunohistoquimica (IHQ).
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7.3. Deteccion de las proteinas KLF5 y KLF6 por THQ

La de terminacidon d e | a e xpresion de | as proteinas KLF5 y KLF6 fue
realizada mediante la técnica de inmunohistoquimica. Al arreglo de tejidos se
le realizaron cortes de 4 um, fueron incubados a 37°C toda la noche,
posteriormente fue desparafinado y re-hidratado mediante una incubacion a
60°C por 20 minutos seguido de dos bafios de xilol 100% por 10 min. cada
uno y ba fios e n s oluciones graduales de e tanol 1 00% ha staa gua. L a
exposicién del antigeno fue realizada en una olla de presiéon utilizando un
amortiguador de Tris-EDTA a pH 9, seguida de un lavado con agua bidestilada
por 3 min. La deteccidn de la proteina fue realizada mediante la técnica de
Biotina/Estreptavidina amplificada (BSA), utilizando el protocolo de tincidén de
DAKO E nvision. Pa ra | a de teccidon de | as pr oteinas KL F5 y KL F6, f ueron
utilizados los an ticuerpos p oliclonales p rimariosa nti-KLF5y K LF6
(GTX103289, GTX81821; Genetex, CA, USA), a una dilucion de 1:100 y 1:200
respectivamente. La incubacidon con el anticuerpo primario fue realizada por
12 hrs a 4°C, posteriormente fue realizada la contratincién con hematoxilina
y finalmente fue colocado el cubre objetos con la resina Permount (Fischer).
Como control positivo fue utilizado testiculo con alta expresién para la proteina
KLF5 y KLF6, asi como fueron | levados a cab o | os controles d e r eaccion
negativa, a estos tejidos fue dado el tratamiento previamente descrito, pero
en v ez de i ncubarse c on e | a nticuerpo pr imario f ueron i hcubados c on
albumina, esto para evitar falsos positivos (véase Apéndice). Las reacciones
fueron evaluadas por 3 observadores independientes en distintos momentos,
fueron considerados como negativos y positivos. Esto fue analizado utilizando

un microscopio Optico a una amplificacién de 20X.
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8. Resultados y discusion de resultados

Se r ealizd la i nmunodeteccion
Clasificacion de las

de KLF5 y KLF6 utilizando anticuerpos muestras de CaPe por

policlonales; ésta se llevd a cabo en el grado de diferenciacion
arreglo d e te jidos ¢ onteniendo la s Poco

de | 5 ¢ q diferenciados
muestras de |os 2 grupos f ormados
segun el diagnéstico, CaPe y lesiones Moderadamente

diferenciados
benignas de pene. Las muestras de

CaPe se clasificaron por su grado de Bien

diferenciados
diferenciacién para su estudio.

Figura 8. Grado de diferenciacion en CaPe.

8.1. Inmudeteccion de KLF5 en CaPe y lesiones benignas de

prepucio

El total d e las muestras d e C aPe co rrespondieron a car cinomas d e
células escamosas. En los carcinomas poco y moderadamente diferenciados
(66.7% d e t otal de m uestras), todas la s c élulas e piteliales mostraron
inmunosefal positiva para KLF5 en nucleo y citoplasma. Por otro lado, los
carcinomas bien diferenciados (33.3%) mostraron una mezcla con células
inmunopositivas e i nmunonegativas. E | gr upo de | esiones be nignas
presentaron un p atron ho mogéneo, dé nde e | e strato ba sal tuvo una
inmunosefal fuerte, positiva en citoplasma y nucleo, los estratos superiores
mostraron una s efal po sitiva pr incipalmente nuc lear c on c itoplasmas
visiblemente claros. A continuacién, se muestra una tabla con el resumen de

los resultados obtenidos.
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Expresion de KLF5
Grado de _
) Cantidad de muestras Nucleo | Citoplasma
diferenciacion
12 CCE con Patron de
. . g (+) (+)
Bien mezcla de celulas | expresion 1
diferenciados con dos patrones | Patron de
L g () (-)
de expresion expresion 2
Moderadamente |19 CCE (+) (+)
diferenciados 0 CCE X X
Poco 5 CCE (+) (+)
diferenciados 0 CCE X X
Lesiones 7 Lesiones benignas de prepucio
. (+) (-)
benignas

Tabla 2. Resumen de resultados obtenidos por inmunodeteccion de KLF5 en Cape y lesiones benignas.

El epitelio cervical normal, tiene intensa expresion proteica de KLF5 en

las células que se encuentran en constante division, el estrato parabasal tiene

una e xpresidon nu clear, m ientras el e strato su perior co n cé lulas m as

diferenciadas son negativas a KLF5. Las lesiones benignas analizadas en el

presente estudio tienen un pa tréon de expresidn proteica parecida al cérvix

normal, las regiones basales que contienen células proliferativas, presentan

una fuerte inmunosefal positiva, las células en el estrato parabasal tienen una

expresion exclusivamente nuclear.
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Figura 9. Inmudeteccidon de KLF5 en lesiones benignas y tejido normal de
cérvix. A, Lesidn benigna de pe ne con f uerte e xpresion nuc lear y
citoplasmatica e n c élulas b asales, | as cé lulas su prabasales p resentan
fuerte e xpresion e xclusivamente nuc lear. B , Marrero-Rodriuguez D .
(2014). Epitelio normal de cérvix, el estrato proliferativo muestra sefal
positiva, el estrato diferenciado presenta inmunosefal negativa.

En can cer e | n ivel d e d iferenciacion e n | as cé lulas del p arénquima e s
considerado un m arcador de ma lignidad, asi ag uellost umores p oco
diferenciados estan asociados a mayor malignidad. El 66.7% de los tumores
malignos de pene estudiados se clasificaron como poco o moderadamente
diferenciados. Todos ellos mostraron un patrén homogéneo, dénde se observéd
una considerable inmunosenal positiva a KLF5 en citoplasma y una fuerte
sefial positiva en el nucleo, en todo el e pitelio maligno. El cancer e pitelial
glandular es el principal tipo en cancer gastrico. Un estudio de la expresion de
KLF5 realizado en Taiwan con 74 muestras, correlacioné una menor sobrevida
con la expresion nuclear de KLF5 (Soon et al., 2011). CaPe y cancer gastrico

compartieron parte del patrén de expresion.
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\, Micrografia de un c arcinoma
epidermoide mo deradamente
diferenciado i nvasord e f ascia. L as
células co nservan moderadamente | a
arquitectura del epitelio con una senal
positiva nuclear y citoplasmica.

100 pm

Carcinoma e scamoso i nvasor p 0cCo
diferenciado. Los limites y arquitectura
del e pitelios e hanpe rdidoy Ia
v estructura c elulare sto talmente
anaplasica. L as cé lulas tienen f uerte
inmunosefial po sitivaennldcleoy en
menor proporcion en citoplasma.

100 pm

Adenocarcinoma gastrico. La inmusenal
esn ucleary ci toplasmica.L a
arquitectura difiere con CaPe ya que es
un tumor epitelial gl andular. Soon M.
(2011).

et LN S S0 ooum

Figura 10. Inmunodeteccién de KLF5e n carcinomasd eb aja
diferenciacién. Se pr esentan c arcinomas po coy m oderadamente
diferenciados representativos de CaPe, y se compara con la expresion en
adenocarcinoma gastrico PARA KLF5.
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La literatura define a los tumores bien diferenciados por presentar células mas

parecidas a aquellas del tejido normal. Los tumores de CaPe mas diferenciados

mostraron un patron celular, intratumoralmente, heterogéneo de expresion

proteica de KLF5. Células atipicas con nucleos pleomdérficos manifiestan una

sefal positiva a KLF5 en citoplasma y una fuerte sefal positiva en nucleo. Por

otro lado, algunas células atipicas y otras mas con morfologia normal con

conservada a rquitectura y po laridad mostraron i nmunosefial negativaal a

proteina.

@

100 pm

100 pm

negra) y células negativas diferenciadas (flecha blanca).

Figura 1 1. C arcinomas de pe ne bi en di ferenciados. A, carcinoma
epidermoide v errucoso bi en di ferenciado e i nvasor de f ascia. B,
carcinoma epidermoide in situ bien diferenciado no invasor. En ambos
casos se o bservan cé lulas at ipicas i nmunopositivas a KLF5 ( flecha
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3.1.

prepucio

Inmudeteccion de KLF6 en CaPe y lesiones benignas de

KLF6 se expresa ubicuamente en los tejidos del ser humano, siendo un factor

de transcripcion, su localizacidn es nuclear. Las lesiones benignas mostraron

un comportamiento parecido a epitelios normales como mucosa oral y cérvix.

Inmusenfal fuertemente positiva se muestra en las células basales del epitelio,

por otro lado, la expresion exclusivamente nuclear esta presente en estratos

parabasales. A continuacién, se mue stra unr esumen de | os r esultados

obtenidos.
KLF6
Grado de
_ o Cantidad de muestras
diferenciacién Nucleo | Citoplasma
4 CCE con mezcla de células ) )
Bien mayoritariamente negativas
diferenciados |5 CCE (+) (+)
3 CCE (+) )
Moderadamente |6 CCE () (-)
diferenciados |13 CCE (+) (+)
Poco 2 CCE (-) )
diferenciados | 3 CCE (+) (+)
Lesiones 7 Lesiones benignas de
. . (+) (-)
benignas prepucio

Tabla 3. Resumen de resultados obtenidos por inmunodeteccion de KLF6 en Cape y lesiones benignas
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100 pm 100 pum

Figura 12. Inmudeteccidn de KLF6 en lesiones benignas y tejido normal
de mucosa oral. Lesidn be nigna de pene (A) y mucosaoral (B).La
inmunosefial positiva e sf uerte e n estratos b asales, los e stratos
superiores presentan expresidon exclusivamente nuclear (flechas negras).
B, H uman Pr otein A tlas (2017). Muc osa o ral, r ecuperado de
http://www.proteinatlas.org/cancer

En CaPe la inmunosefal contra KLF6 fue heterogénea. Se observaron tumores
con e xpresién principalmente nuclear, inmunosefial po sitiva e n n Ucleo y
citoplasma, y tumores negativos a lo largo de los estratos con malignidad. Las
muestras de CaPe presentarone n un 6 4% una inmunosefal po sitiva
principalmente nuc lear y un 3 6% f ueron ne gativas o mezcla d e cé lulas
mayoritariamente negativas. En otros tipos de cancer epitelial como cancer
de piel y gastrico se han observado ambos casos, positivos y negativos a

expresion proteica de KLF6 (Human Protein Atlas 2017).
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Figura 13. Inmunosefal de KLF6 en diferentes muestras de CaPe. Ay B,
Carcinoma e pidermoide con e xpresion principalmente nuclear.C y D,
carcinomas invasores poco diferenciados con fuerte sefal positiva contra
KLF6 en nucleo y menor intensidad en citoplasma. E, Human Protein Atlas
(2017). Carcinoma de células escamosas de piel y cérvix respectivamente
con e xpresibn de KL F6e n nucleoy c itoplasma, r ecuperado de
http://www.proteinatlas.org/cancer. F, Carcinoma de células escamosas
de c érvix con i nmunosefial po sitiva e n nucleo y citoplasma. Marrero-
Rodriuguez D. (2014).
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Los carcinomas de CaPe estudiados con inmunsenal negativa contra KLF6,
tenian caracteristicas histoldgicas variadas. Se incluian carcinomas con perlas
de queratinizacion, con células atipicas pleomdérficas, invasores, no invasores
y carcinomas con células mayoritariamente negativas y esporadicas positivas
a KLF6, asi como carcinomas bien y poco diferenciados. La literatura reporta
varios tumores epiteliales con casos negativos y positivos para la expresion
proteica d e K LF6, asi co mo t umores co n m ezcla d e c élulas p ositivas y
negativas.

®

100 pm 100 pm

100 pm 100 pm

Figura 1 4. Carcinomas n egativos a| a p roteina K LF6. A, Carcinoma
epidermoide v errucoso bi en d iferenciado e invasor de fascia con una
mezcla de c élulas mayoritariamente n egativas a KLF6. B, Carcinoma
escamoso bien diferenciado no invasor con inmunosefial negativa a KLF6.
C, Carcinoma escamoso invasor poco diferenciado negativo a KLF6. D,
Human Protein Atlas (2017). Carcinoma de células escamosas de piel con
inmusefal ne gativa ¢ ontra KL F6, recuperado de
http://www.proteinatlas.org/cancer.
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Los f actores de t ranscripcion j uegan un pa peli mportantee nl a
adquisicion y progresion del cancer. Distintas vias de transduccién de sefnales
se encuentran alteradas en neoplasias culminando en eventos carcinogénicos
con la activacion de factores de transcripcidn y consecuente regulaciéon de la
expresion g énica mediada p or e stos ( Nerbert, 2 002). Los f actoresd e
transcripcion tipo Krippel son una familia que comprende hasta el momento
17 miembros de scritos, e stos no mbrados segun su descripcién cronoldgica
(KLF1-KLF17), estos juegan un papel importante dentro de la biologia celular
ya que se encuentran involucrados en procesos como la proliferacién celular,
diferenciacién celular, angiogénesis, apoptosis e inmunomodulacién (Bureau
et al., 2009). Asi mismo se ha descrito la importancia de los miembros de la
familia KLF dentro de la biologia celular al regular distintos genes constitutivos
con secuencias ricas en GC o GT y al competir por los elementos de respuesta
en regiones promotoras reguladas por los miembros de la familia SP1 (Nagai
et al., 2009).

Por su parte los miembros de la familia KLF de mayor objeto de estudio
han sido los miembros KLF5 y KLF6 por su participacion crucial dentro de la
célula normal, asi como en diversas patologias como el cancer. Estos pueden
actuar como elementos activadores o represores dependientes del contexto
celular (Kaczynski, Cook, & Urrutia, 2003b).

Se asocia la expresién de KLF5 con células de alta tasa de proliferacion
en comparacion con aquellas en proceso de diferenciacién (Dong & Chen,
2009).

Se ha reportado la expresion de KLF5 en distintos tipos de neoplasias
malignas como lo son cancer de mama, en el cual se encontrdé una relacién
positiva con la agresividad y pobre diferenciacién (Zheng et al., 2009), asi
como gastrico (Kwak et al., 2008; Soon et al., 2011), de pancreas (Akira Mori
et al., 2009), esofago y vejiga (Chen et al., 2006) entre otros. La importancia
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de la e xpresion d e e ste factor d e transcripcion e n neoplasias radica en |a
regulacion de genes asociados a ciclo celular, angiogénesis, migracion celular,
diferenciacién, inmunomodulacién y d e r esistencia a ap optosis, t odas
caracteristicas del cancer, ademas regula a otros miembros de la familia KLF
como a KLF4 (Hanahan & W einberg, 2011; Mcconnell & Y ang, 2010). Lo
anterior h ace ev idente el p otencial papelquellevaa caboKLF5en |a
carcinogénesis, asi pues, las alteraciones observadas a nivel proteico podrian

perturbar los procesos mencionados durante el desarrollo tumoral.

Las muestras de CaPe menos diferenciados tuvieron basta presencia de
KLF5 en nucleo y en poco menor proporcidon en citoplasma, a pesar de ser un
factor d e transcripcidon. La sumoilacién en los residuos 151 y 202 ha sido
mostrada co mo una m odificaciéon p ostraduccional necesariap ara la
localizacion nuclear de KLF5, mutaciones en estos residuos o lugares cercanos
podrian alterar la localizaciéon de KLF5 (Du et al., 2008). Ademas, un analisis
de hibridacion genémica comparativa (CGH) demostrd aberraciones en todos
los cromosomas, las mutaciones en la region 13q21-22 fueron de las mas
comunes en el analisis (Alves et al., 2001), regién donde se ubica el gen que
codifica a KLF5.

KLF6 tiene interacciones co n genes tales co mo c -Jun, p21 y p53
culminando en la alteracidon de procesos importantes para la carcinogénesis

como apoptosis y arresto del ciclo celular.

La importancia de la expresion de KLF6 y sus isoformas radica en la
regulacion transcripcional y por c onsiguiente e n la r epercusién enla s
respectivas actividades ce lulares. KLF6 es cap az de interactuar con genes
relacionados a ci clo celular como p 21, ciclina D1, cMYC, p53, cJUN; genes
asociados a invasion como MMP9, E caderina; genes relacionados a apoptosis
como D APK2, N OXA, AT F3; a angiogénesis como V EGF, E ndoglina, ge nes
asociados a metabolismo como el receptor del factor de crecimiento parecido

37



a insulina (ILGFR); genes asociados a transporte de drogas como |los genes
de m ultiresistencia a d rogas M DR1 y M DR3 asi co mo g enes aso ciados a

inmuno modulacion como TGFB, a-PI (DiFeo, Martignetti, & Narla, 2009).

El gen que codifica KLF6 puede dar origen a 4 transcritos por corte y
empalme alternativo, siendo los mas estudiados la forma silvestre KLF6éwt y
la variante 1 KLF6sv1, pudiéndose encontrar ambas isoformas tanto en tejido
normal como en neoplasias siendo nuclear con presencia en citoplasma (DiFeo
et al., 2009). En particular KLF6sv1 pierde precisamente la secuencia conocida
como " sefial d e lo calizacién nuclear (NLS)”, g ue se co nserva e n K LF6wt
(Andreoli et al., 2010). Potencialmente este evento podria estar involucrado
en a quellos c arcinomas que mo straron e xpresiéon de KL F6 e n nuc leo y
citoplasma. Ademas, | a e xpresién de KL F6svl ha sido reportada c on un
aumento considerable en varios tumores malignos de glioblastoma, ovario,

pulmon y carcinoma de préstata (Andreoli et al., 2010).

De i gual manera s e ha reportado que el 63% d e | os c arcinomas
colorectales presentan una expresién de KLF6, el mismo estudio muestra un
36% con expresion perdida o reducida de KLF6, un evento concordante con
los r esultados o btenidos (Y.-G. Choetal., 2006). Ademas del e mpalme
alterno, se ha reportado otras alteraciones capaces de alterar la expresion de
KLF6: pérdida de heterocigosidad y el silenciamiento por hipermetilacion del
promotor. En ambos casos la expresion de KLF6 disminuye. Estas alteraciones
han s ido r eportadas e n | ineas c elulares o bi en e nt umores ma lignos
colorectales, g lioma a strocitico, car cinomas n asofaringeos, car cinoma
hepatocelular, can cer g astrico, can cer d e cé lulas e scamosas de cabeza y

cuello, cancer epitelial de ovario, entre otros (DiFeo et al., 2009).
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9. Conclusiones

= La expresion proteica de KLF5 y KLF6 es principalmente nuclear
en lesiones benighas de prepucio.

= La e xpresion p roteica d e KLF5 se p uede aso ciar al gradode
diferenciacion.

= No e xiste una relacién de la expresion proteica de KLF6 con el

grado de diferenciacién o invasividad en CaPe.

[1]

El patréon de expresion de KLF5 y KLF6 es diferente en lesiones
benignas de prepucio y CaPe. Esto es indicador de que potencialmente estos

factores de transcripcién participan en el proceso carcinogénico.
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11. Apéndice

A. Como control positivo se realizé la inmunohistoquimica en tejido de testiculo con
alta expresion de KLF5 y KLF6. El control negativo fue tejido epitelial con el anticuerpo

primario intercambiado por albumina. A continuacion, se muestran las micrografias.
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A, B, Micrografia de inmunohistoquimica en testiculo para KLF5 y KLF6
respectivamente. C, D, Inmunohistoquimica en tejido epitelial utilizado como

control negativo.
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