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RESUMEN

El cancer de ovario es una de las principales causas de muerte dentro de los
canceres ginecoldgicos en el mundo, con tasa de mortalidad mayor al 60%.
En México, ocupa el segundo lugar en frecuencia dentro de las neoplasias
ginecoldgicas.

El cancer de ovario se diagndéstica en mas del 75% de los casos en etapas
avanzadas y con metastasis distales. El 25% de las pacientes que reciben
tratamiento tienen una sobrevida de 5 afos aproximadamente.

Yin Yang 1 (YY1) y Yin Yang 2 (YY2) son proteinas que tienen la capacidad de
regular distintos procesos celulares, mediante la activacion o represion de
genes involucrados en los procesos normales y tumorogénicos.

YY1 es un factor de transcripcién que tiene un papel fundamental en procesos
bioldgicos. Se ha propuesto que YY1, puede actuar como un iniciador de la
tumorogénesis y ademas servir como un marcador prondstico y/o diagndstico.
Se ha mostrado que la expresion de YY1 esta asociada con algunos tipos de
cancer.

YY2 tiene homologia estructural y funcional con YY1. Aunque no hay muchos
estudios sobre esta proteina, se ha reportado que YY2 tiene la capacidad de
interactuar con secuencias de DNA a las que se une YY1.

Debido a la carencia de marcadores prondstico en el cancer de ovario, asi
como la frecuencia, la mortalidad y la baja repuesta al tratamiento estandar,
es necesario buscar nuevos marcadores para ésta enfermedad. El papel de
las proteinas YY en la regulacién de los procesos tumorales y sus posibles
implicaciones en la respuesta a los antineoplasicos, sugieren que pueden
tener un papel en el desarrollo del cancer de ovario o como un marcador en
esta enfermedad.

En este trabajo se analizé la expresion de YY1, YY2 y pl6 en cancer de
ovario usando microarreglos de tejido. El andlisis de la expresion se hizo con
inmunohistoquimica y se evalué el nivel de expresion de cada una de las
proteinas para realizar una correlacion con las variables clinicas. Para

conocer mas sobre el papel de YY1 y YY2 in vitro se midid el nivel de



expresion de las proteinas Yin Yang en células de cancer de ovario,
posteriormente se uso la técnica de RNA de interferencia para inhibir de forma
especifica la expresion de cada una de las proteinas Yin Yang. Se comprobd
la eficiencia de la inhibicion en las células transfectadas a nivel de mensajero
y para conocer si hay cambios en la sensibilidad a los farmacos se realizaron
pruebas de viabilidad con taxol y cisplatino.

Los resultados muestran que no hay una expresion significativa de YY1 en las
muestras cancer de ovario, la expresion de YY2 estd asociada al subtipo
histologico seroso en 80% de los casos. Este subtipo de cancer es el de peor
pronostico y el mas agresivo, por lo tanto la expresion de YY2 podria ayudar a
diagnosticar este tipo de cancer. Finalmente encontramos una alta expresion
de pl1l6 en la mayoria de las muestras, pero no hay correlacion entre la
expresion de esté proteina con las variables clinicas.

La inhibicién de la expresion de los factores Yin Yang en las células SKOV3
se comprob6 con los niveles de mensajero y no se encontré diferencia
significativa en la sensibilidad a los farmacos en las células transfectadas, es
probable que los niveles de expresion basal de YY1 y YY2 en esta linea
celular sean tan bajos que al inhibir la expresion de estas proteinas no hay un

efecto en la viabilidad celular y en la sensibilidad al taxol y al cisplatino.



Abstract

Ovarian cancer is one of the main causes of death in gynecological cancers
worldwide, with a mortality rate above 60%. In Mexico, it has the 2" place in
frequency of all gynecological neoplasies.

Ovarian cancer is diagnosed in advanced stages in more than 75% of the
cases and with distant methastesis 25% of the patients that receive treatment
have a 5 year survival rate.

Ying Yang 1 (YY1) and Ying Yang 2 (YY2) are proteins that can regulate
different cellular processes, by of genes activation or repressions that are
involved in normal and tumorogenic processes.

YY1 is a transcription factor that has a fundamental role in biological
processes like embryogenesis, cellular differentiation, replication and
proliferation. It has been proposed that YY1 may act as a tumor initiator, and
also can be useful as a prognostic and/or diagnostic marker. It has been
showed that YY1 expression is associated with some cancer types.

As the role of YY1 in ovarian cancer, a previous study shows that this protein
modulates the taxane response in vitro. Previous obtained data of microarrays
show a correlation between YY1 expression and genes and regulate the
survival rate in patients treated with taxol.

YY2 share a structural and functional homology with YY1. Even though there
are few studies about this protein, it's been reported that this molecule can
interact with the same DNA sequences that YY1 binds to.

The lack of prognosis and diagnostic markers in ovarian cancer, as well as the
high mortality and the poor response to the standard treatment in this disease
points to the necessity of new markers and therapeutical targets for the
treatment of patients. The role of the ying yang proteins in the tumor process
regulation and their possible implications in the neoplasic response, suggest
that they may have an important roll in ovarian cancer development or as a
marker for this type of cancer.

The results show that there is no significant expression of YY1 in the ovarian

cancer, the expression of YY2 is associated with the serous subtype in 80% of



the cases. This cancer subtype has the worse prognosis and is the most
aggressive cancer type, therefore the expression of YY2 may help in the
diagnosis of this cancer type and to determine the treatment course. Finally,
we found a high expression of p16 in many of the samples, but there is no
correlation between the expression of this protein and the clinical features.

The inhibition of Ying Yang proteins expression in the cell line SKOV3 was
analyzed at the level of the messenger of this protein, and no significant
difference was observed related the drug sensibility in transfected cells.
Therefore, it is likely that the constitutive expression of YY1y YY2 in this cell
line may be extremely low that when the expression of the protein is inhibited
no effect in their functions, in this case, viability and sensibility to cisplatine and

taxol were observed.



INTRODUCCION

El cancer de ovario

El cancer de ovario ocupa el segundo lugar en frecuencia y es la segunda
causa de muerte de los canceres ginecoldgicos en el mundo, con una tasa de
mortalidad mayor al 60% [1, 2]. En México, ocupa el segundo lugar en
frecuencia y es causante de 340000 muertes por afio dentro de las neoplasias
ginecoldgicas y se presenta principalmente en mujeres menores a los 60 afios
[3]. (Rizo y col., 2007).

El cancer de ovario es una enfermedad heterogénea con respecto a su
histopatologia, a su biologia molecular y en los resultados clinicos [4]. En
estadios tempranos la enfermedad es asintomatica y mas del 75% de los
diagnodsticos se hacen cuando la enfermedad ya esté en etapas avanzadas y
con metastasis distales [5]. En las pacientes con estadios avanzados
aproximadamente el 25% tienen una sobrevida de 5 afios después del

tratamiento [4, 5].

Los factores clinicos como la edad, el estadio, las complicaciones posteriores
a la primer laparotomia, el grado de diferenciacion y la respuesta a la
quimioterapia son empleados como marcadores pronosticos, sin tener los

resultados 6ptimos en el tratamiento de esta enfermedad [6].

El cancer de ovario es clasificado en diferentes estadios, el sistema mas
empleado es el de la FIGO (Federacién Internacional de Ginecologia y
Obstetricia), (Ver anexo 1). Esta clasificacion se basa en los hallazgos

encontrados durante la exploracién quirdrgica [6].



Clasificaciéon histopatoldgica del cancer de ovario

La determinacion del tipo histolégico en las muestras de las pacientes es
importante, el tipo histologico determina la morfologia del tumor, las
manifestaciones clinicas, el tratamiento clinico y las alteraciones genéticas
que presenten. El cancer de ovario se divide en 3 tipos histologicos: cancer de
ovario de células germinales (oocitos), cancer de ovario de células del
estroma y cancer de ovario epitelial. EI mas frecuente es el cancer de ovario
epitelial, este tipo de cancer es heterogéneo y se clasifica en cuatro subtipos
histologicos [7].

Los subtipos histolégicos del cancer de ovario epitelial son los siguientes:
seroso, endometrioide, mucinoso y de células claras, estos difieren en la

morfologia tisular como se puede observar en la figura 1 [8]. (Ver anexo 2).

Figura 1. Fotos representativas de los cuatro subtipos histoldgicos del cancer
de ovario epitelial con tincién de hematoxilina y eosina [9]. El carcinoma seroso
es de células de la salpinge en las que se observa solo el nicleo; el carcinoma
endometrioide es parecido a las glandulas endometriales, las células se
caracterizan por atipia nuclear; el carcinoma mucinoso se asemeja al epitelio
endocervical, las células presentan moco en el citoplasma y el nicleo es chico,
por ultimo el carcinoma de células claras contiene células de alto grado de
diferenciacion y el citoplasma es claro.



Etiologia del cancer de ovario epitelial

El modelo tradicional que explica la etiologia del cancer de ovario epitelial
propone que todos los subtipos de este cancer tienen el mismo origen, que es
la superficie del epitelio ovérico [10]. Durante la ovulacion, la ruptura folicular y
la liberacion del oocito involucran un trauma fisico en la superficie de los
ovarios, generando una ruptura en el epitelio la cual tendria que ser reparada
[11, 12]. Durante el ciclo reproductivo de la vida de las mujeres este proceso
de dafio y reparacién se repite en multiples ocasiones, pero este mecanismo
genera la produccién de citocinas inflamatorias y especies reactivas del
oxigeno que son capaces de dafiar el DNA. El dafio generado al DNA puede
favorecer la transformacion asi como la presencia de hormonas como la
gonadotropina, estrogenos y androgenos que favorecen la proliferacion de las
células epiteliales y dar como resultado que la transformacién neoplasica se

convierta en un carcinoma (Figura 2) [10-13].

En el 2004, Shih y Kurman propusieron un segundo modelo que explica el
origen del cancer de ovario epitelial. En este modelo se integran las variables
clinicas e histopatolégicas con marcadores genéticos como TP53 y KRAS, en
base a estos marcadores genéticos se divide al cancer de ovario epitelial en
dos grupos, dependiendo de su origen genético. En el Tipo | se agrupan los
tumores que presentan alteraciones en KRAS y en BRAF. Los subtipos
histologicos que estan en este grupo son: seroso, endometrioide, mucinoso y
de las células claras. En el tipo Il estdn agrupados aquellos tumores que
presentan severas mutaciones de TP53 (50-80%) y que sobreexpresan Her2
y AKT2. En este grupo estan los tumores benignos y los tumores del limite
poco diferenciados; también los tumores muy diferenciados como los

carcinomas mixtos y los indiferenciados [14].
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Figura 2. Modelo més aceptado de la etiologia del cancer de ovario epitelial.
A) Ovario normal. Una capa de células epiteliales cubre los ovarios. B) La
ovulaciébn mas factores inductores de transformacion como las citocinas
inflamatorias, las hormonas y los ROS (Especies Reactivas del oxigeno)
inducen estrés en las células epiteliales. C) El estrés constante genera dafio al
DNA originando células de cancer de ovario epitelial, las cuales proliferan y
pueden generar metastasis locales.




Marcadores tumorales en el cancer de ovario

El Unico marcador aprobado en la clinica para el diagnéstico del cancer de
ovario es CA125, aunque no tiene la sensibilidad ni la especificidad
necesarias, actualmente se miden los niveles en suero de esta proteina [15,
16]. CA-125 es una glicoproteina transmembranal de alto peso molecular que
es expresada por epitelio derivado de Mdllerian y celémicos, incluyendo el
tejido de las trompas de falopio, endometrio y endo-cérvix y no se expresa en
epitelio de ovario normal [17]. CA-125 es expresada en bajos niveles, <35
U/mL en el suero de pacientes sanas, es elevada en aproximadamente el
50% de pacientes con cancer de ovario en estadio | y aproximadamente el
90% de las pacientes en estadio avanzado expresan niveles altos [18]. Los
niveles de CA-125 no tienen mucha sensibilidad en la deteccion de los
estadios tempranos de la enfermedad y en los estadios avanzados se utiliza
como marcador diagnostico. Los valores de CA-125 permiten valorar la
respuesta a quimioterapia y determinar el tiempo libre de la enfermedad
después del tratamiento [19]. Lamentablemente, los niveles elevados de
CA125 pueden ser falsos positivos en el cancer de ovario debido a que

pueden estar asociados a otra enfermedad como la endometriosis [20].

Se han propuesto diversos marcadores como método diagndstico y prondstico
para el cancer de ovario (Ver anexo 3), entre ellos se encuentra Her2, p53,
BRCA1 y p16 [21, 22]. Dichos marcadores aun estan siendo valorados para
su aplicacion clinica. La expresion de pl6 esta asociada a los estadios
avanzados del cancer de ovario [21]. El gen de pl6 se localiza en el
cromosoma 9p21, codifica para un inhibidor de cinasas dependiente de
ciclinas. El p16 actGa como un regulador del ciclo celular. Esta proteina esta
frecuentemente alterada en diferentes tipos de céancer y es el gen mas
importante en la susceptibilidad en melanoma [21].En el cancer de ovario la
expresion de pl6 se asocia a la respuesta a la quimioterapia dependiendo de

la localizacién celular de la proteina. Cuando p16 se localiza en el citoplasma



es resistente a los farmacos como el cisplatino y cuando se localiza en el

nucleo es sensible al mismo farmaco.

Tratamiento en el cancer de ovario

El tratamiento del cancer de ovario depende del estado de la enfermedad, el
tipo y grado histologico. El tratamiento estandar para esta enfermedad es la
cirugia citoreductiva seguida de varios ciclos de quimioterapia sistémica. La
guimioterapia de primera linea combina taxanos como el paclitaxel o el

docetaxel con cisplatino [23].

Paclitaxel

El paclitaxel es un antineoplasico de origen natural de la familia de taxanos,
aislado de arbol del Tejo Pacifico [24]. Es usado actualmente como
tratamiento eficiente en cancer de mama y cancer de ovario [25]. El paclitaxel
es un estabilizador de microtubulos, promueve su unién, inhibiendo que se
desacoplen y que se den los cambios dindmicos para que progrese la mitosis.
Las células tratadas con paclitaxel se arrestan en G2/M [26]. Ademas de este
mecanismo se han descrito sus efectos en la sefializacion celular y en la
expresion de genes, en la activacion de proteinas cinasas (MAPKS), Raf-1 y
de proteinas tirosinas cinasas (PTK) [27, 28]. Se ha reportado que el

tratamiento con paclitaxel en distintos tipos de tumores induce apoptosis [29].

Docetaxel

El docetaxel es un antineoplasico semisintético obtenido del Taxus baccata,
Es usado en la clinica en quimioterapias combinadas como tratamiento en el
cancer de prostata, el cancer de mama y el cancer de ovario [30]. El docetaxel
ademas de estabilizar los microtubulos y evitar la progresion del ciclo celular,

inhibe la fosforilacion de Bcl2 induciendo muerte celular [31].
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Cisplatino

El cisplatino es uno de los antineoplasicos mas empleados en la clinica. Este
compuesto fue descubierto en 1965 por Rosenberg y col., [32], es un potente
electréfilo que reacciona con varios compuestos organicos como los grupos
sulfhidrilo de las proteinas y partes nucleofilicas de los acidos nucleicos. El
cisplatino genera dafio al DNA produciendo ductos en el DNA, que pueden ser
intra e intercatenarios principalmente entre guaninas y adeninas-guaninas
[33]. Entre los mecanismos de accion del cisplatino se encuentran: la
inhibicion de la sintesis de DNA, impidiendo el crecimiento celular; inhibicién
de la sintesis de RNA, impidiendo la formacion de proteinas indispensables
para las células y la induccion de la muerte celular por apoptosis [34].

El cisplatino tiene otros efectos como son la produccién de radicales libres
mediante la interaccion con el DNA; y la participacion de las proteinas del
grupo de alta movilidad (HMG) asi como los mecanismos de reparacion del
DNA [33].
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Las proteinas Yin Yang
Yin Yang 1

Yin Yang 1 (YY1) es un factor de transcripcion que tiene un papel fundamental
en los procesos biolégicos como la embriogénesis, la diferenciacion, la
replicacion y la proliferacion celular. YY1 regula genes involucrados en los
procesos antes mencionados mediante su habilidad para iniciar, activar o
reprimir la transcripcion dependiendo del contexto en el que se den las
interacciones [35]. Se ha propuesto que YY1, ademas de regular los procesos
bioldgicos normales, puede actuar como un iniciador de la tumorogénesis y
ademas servir como un marcador pronostico y/o diagnéstico; asi mismo

puede ser un blanco efectivo para la quimioterapia y la inmunoterapia [35, 36].

YY1 es un miembro de la familia de proteinas Polycomb. Esta familia tiene un
papel fundamental en la hematopoyesis y en el control del ciclo celular [37-
39]. El YY1 fue descubierto y caracterizado por dos grupos independientes de
forma simultanea. EIl grupo de Shi [38, 40] y el grupo de Park y Atchison [38,
40], investigaban la union de una proteina que regulaba la activacion y la
represion transcripcional de la proteina AAV. Finalmente, cuando pudieron

caracterizarla, la denominaron Yin Yang 1.

El gen de yyl se localiza en el cromosoma 14 en el segmento 32.2 [41],
consta de cinco exones conservados que codifican para una proteina de 414
aminoacidos, con un peso molecular de 68 kDa [39]. Se han descrito ocho
isoformas de YY1 en humanos, originadas por Splicing alternativo. Las
isoformas de YY1 se han denominado de la siguiente manera: a, b, c,d, e, f, g
y h, a la fecha no se ha descrito la funcion ni la relevancia biolégica de estas
isoformas [42].

Estructuralmente YY1 tiene cuatro motivos de dedos de zinc (C2 H2) con dos
de estos motivos especificos caracteriza su funcion como activador o represor
de la transcripcion. Usando un sistema reportero con una proteina de fusion a
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GAL4, se mostro que el dominio carboxilo terminal (298-397 aa) reprime la
actividad transcripcional y que la region amino terminal (43-53 aa) actia como
un dominio de activacion [39, 43]. La localizacion subcelular de YY1 es
nuclear o citoplasmatica dependiendo de la fase del ciclo celular en la que se
encuentre. Durante la fase de sintesis (S) se localiza en el nucleo y en la fase
G1 se localiza en el citoplasma [36].

La funcién de YY1 en la regulacién de distintos procesos celulares se da por
el reconocimiento y la union a la secuencia consenso CGCCATNTT. La
secuencia consenso se encuentra presente en 1664 sitios de union al
promotor de 2540 genes analizados en vertebrados y en 93 sitios de
promotores virales [44]. YY1 puede activar o reprimir la expresion de muchos
genes dependiendo del contexto especifico y de las interacciones con
diversos factores celulares [45]. El papel de YY1 en la regulacion del ciclo
celular esta implicado en la tumorogénesis [46]. YY1 interactia con efectores
de la regulacion del ciclo celular como Rb, cMyc y p53, entre otros [47], estas
proteinas regulan la expresion de genes que participan en la respuesta

celular a sefiales de estrés, como dafio al DNA [48].
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Yin Yang 2

La proteina YY2 fue caracterizada por Nguyen y col., en el 2004. En este
estudio se utilizé una base de datos en la que se encontré una gran similitud
en la secuencia de cDNA de yy2 con yyl. El analisis de la secuencia de esta
proteina muestra que tiene una secuencia rica en serina y cuatro motivos de
dedos de zinc (C2 H2), los cuales tienen un 86% de similitud con los de YY1
(Figura 3), [43].

El gen de yy2 es el resultado de la retroposicion del gen de yyl y solo esta
presente en los organismos placentarios [49]. El gen de yy2 se localiza en el
cromosoma X, codifica una proteina de aproximadamente 58 KDa. La
proteina YY2 estructuralmente tiene un dominio de activacion y un dominio de
represion [43]. Los patrones de expresion del gen de yy2 se estan dilucidando
a partir de los datos conocidos del gen de yyl y se cree que el control de la
transcripcion es diferente del gen original debido a la insercion en otra
secuencia [49]. La proteina YY2 puede unirse a la misma secuencia consenso
de DNA a la que se une YY1, esta caracteristica puede sugerir que las
proteinas Yin Yang tienen una funcidn sinérgica o de competencia si actian

en la misma célula [49-51].

Wl

< 56%

W

Dedosde Zinc

Figura 3. Homologia en las estructuras de las
proteinas YY1y YY2 [43].
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Yin Yang 1y el cancer

Se ha mostrado que la expresion de YY1 esta correlacionada a la ocurrencia
de diversos canceres, tales como, el cancer de mama, cercivouterino,
osteosarcoma, el cancer de la prostata, leucemia mieloide aguda (AML),
entre otros [52-55].

Liebertahal y su grupo [56] con estudios in vitro demostraron que la
sobreexpresion de YY1 en las células HS578T, con capacidad invasiva,
suprimié la migracion de éstas. Ademas, realizaron un knock-out de esta
proteina y vieron que las células HS578T tuvieron un fenotipo aun mas

invasivo [56].

En estudios realizados en muestras de cancer de mama se ha encontrado
una asociacion entre la sobreexpresion de YY1 y el mal prondstico de las
pacientes, ademas, esta sobreexpresion correlaciond con la expresién de
HER2 [52].

Baritaki y col, realizaron un estudio en donde los tejidos con cancer
cervicouterino sobreexpresaron a YY1, mientras que los tejidos controles
tenian niveles minimos. Ademas, esta sobreexpresion la asociaron con la
presencia del virus del papiloma humano (VPH), sugiriendo una posible
participacion de YY1 en la transformacion neoplasica por infeccion de VPH
[53].

En osteosarcoma se ha demostrado la sobreexpresion de YY1, tanto en
lineas celulares como en tejido comparado con células de osteoblastos
normales y esta sobreexpresion se encontrd principamente en el nucleo.
Basandose en ésto, los autores sugieren que la activacion YY1 se da en el
inicio de la transformacion maligna en el osteoblasto y por lo tanto, YY1 podria
ser un marcador diagnéstico de esta enfermedad [54].

En cancer de prostata, YY1 se ha propuesto como un biomarcador confiable.
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Bonavida y col., observaron que la sobreexpresion de YY1 es detectable en
las muestras de estadio tempranos. Y la baja expresion en el nicleo de esta
asociada a la recurrencia a corto palazo en los pacientes. En este trabajo
proponen a YY1 como un posible marcador prondstico y diagnéstico del

cancer de prostata [55].

Finalmente, como un antecedente directo para nuestro estudio, Matsumura y
col., reportaron que la inhibicion de YY1 en lineas celulares de cancer de
ovario aumentaba la resistencia a los taxanos. Después, realizaron un
microarreglo con muestras de pacientes de este mismo tipo de cancer y que
ya habian tenido tratamiento. Observaron que las pacientes que habian sido
sensibles a los taxanos, tuvieron una sobrexpresion en el mensajero de YY1
[57].

En la tabla 1 se muestran los diversos tipos de cancer en los que se ha
analizado la sobreexpresion de YY1y su relevancia para cada uno de ellos.
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Tabla 1. Expresiéon de YY1 en céancer

Tipo de céancer

Sobre expresion YY1

Referencias

Cancer de mama Por inmunohistoquimica se encontré6 una [52].
correlacion entre la sobreexpresién de YY1
con la sobreexpresion se HER2.

Neoplasias Usando RT-PCR se demostré la correlacion [53].

cervicales de la sobreexpresion de YY1 con la
progresion de la enfermedad.

Osteosarcoma Correlacion de la sobreexpresion de YY1 y [54].
los tipos histologicos mas agresivos, usaron
RT-PCR, EW e inmunohistquimica.

Cancer de prostata | La sobreexpresion de YY1 en las muestras [55].
de pacientes correlaciona con la metastasis y
con el mal pronéstico.

Cancer de ovario Mediante  microarreglos  mostraron la 1 [58].
correlacion entre la sobreexpresion de YY1 2[57].
con una sobrevida mas larga ** y con la
respuesta a taxanos 2.

Leucemia mieloide La sobreexpresion de YY1 correlaciona con t [59].
(8;22).

Linfoma de Hodgkin | No se encontrd ninguna correlacion. [60].

Linfoma no Hodgkin | Analisis bioinformaticos, Western Blot e [61].

inmunohistoquimica muestran la correlacién
entre la sobreexpresion de YY1 con los
fenotipos histolégicos mas agresivos y con el
mal prondstico.

17




RNA de interferencia

La década pasada surgi® un mecanismo natural para silenciar genes
denominado RNA de interferencia (RNAI). Este mecanismo se ha conservado
durante la evolucién, esta presente en diversos organismos como: levaduras
[62], hongos [63], plantas [64], insectos [65], nematodos [66, 67] y mamiferos
[62, 68]. El mecanismo por el cual actia el RNAI es altamente especifico y se
basa en la degradacion del RNA mensajero a partir de la instruccion de un
RNA de doble cadena [62];[69, 70].

El mecanismo por el que se lleva a cabo el silenciamiento por RNAI puede ser
dividido en dos pasos. Durante el primer paso se procesan los RNA de doble
cadena (dsRNA), en la ribonucleasa de la familia tipo Il llamada Dicer, que
produce RNA interferentes pequeios (SIRNA) formados de 21-25 nucleotidos,
los cuales actian como secuencias guia para la secuencia blanco del RNAm
gue se va a degradar. En el segundo paso los siRNA se unen a un complejo
silenciador inducido por RNA (RISC), el cual tiene una helicasa que separa las
dos cadenas del siRNA, posteriormente se libera una de las cadenas,
mientras que la otra es degradada, finalmente una proteina con actividad de

nucleasa se encarga de degradar el RNA blanco [65].

Se han usado diferentes estrategias para llevar el silenciamiento por RNAIi a
modelos in vivo (ratén [71, 72], puerco [72, 73] y primates [72, 74, 75]), entre
las estrategias se encuentran: la conjugacion directa de los siRNA con un
ligando natural como el colesterol [76] inyeccidn directa del siRNA desnudo en
enfermedades del sistema nervioso central y del sistema respiratorio [71] y
liposomas que encapsulan a el siRNA [77-79] y actualmente se ha visto que
pueden ser usados como una poderosa herramienta terapéutica para el
tratamiento de algunas enfermedades [69, 70]. La investigacién biomédica ha
aportado grandes avances usando RNAI en el tratamiento de enfermedades
tales como el VIH (Virus de inmunodeficiencia adquirida) [62], hepatitis [80],
enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares [81], enfermedades

metabolicas, desdérdenes neurodegenerativos y cancer [82-84].
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Antecedentes directos y Justificacion

El cancer de ovario es una enfermedad que se diagnostica en etapas
avanzadas en la mayoria de los casos y la respuesta de las pacientes a los
tratamientos no es buena. Los marcadores que se emplean en la actualidad
para el diagndstico y prondstico del cancer de ovario son ineficientes y otros
estdn en pruebas clinicas, por lo tanto es necesario encontrar nuevos
marcadores moleculares que permitan una deteccion temprana y un manejo
adecuado de esta enfermedad en base a las caracteristicas clinicas de las
pacientes.

Las proteinas Yin Yang intervienen en diferentes procesos normales y
tumorogénicos de las células. Estos factores regulan diversos genes que
participan en procesos como apoptosis, proliferacion, metastasis, entre otros.
Se ha visto que la sobreexpresion de YY1 se relaciona con el cancer de
prostata, el cancer de mama, AML y las neoplasias cervicales. Creemos que
las proteinas Yin Yang podrian servir como marcadores prondsticos en el

cancer de ovario, si su expresion correlaciona con las variables clinicas.

Hipdtesis

La expresion de las proteinas Yin Yang pueden estar asociadas con los
estadios y los subtipos histologicos del cancer de ovario.
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OBJETIVO GENERAL
Determinar la expresion de YY1 y de YY2 en muestra de cancer de ovario y
analizar si esta expresion tiene alguna relacion con las caracteristicas clinicas
de la enfermedad.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar la expresion de YY1 y YY2 en muestras de pacientes con

cancer de ovario por medio de Microarreglos de Tejidos.

2. Determinar si existe alguna relacion entre la expresion de YY1, de YY2

y de pl6, con las variables clinicas.

3. Analizar la expresion de YY1y YY2 en una linea celular de cancer de
ovario por RT-PCR.

4. Determinar si la inhibicion de los factores Yin Yang, mediante RNA de
interferencia, modifica la sensibilidad a los antineoplasicos y a la

viabilidad celular.
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METODOLOGIA

Lineas celulares

SKOV3. Linea celular derivada de ascitis de adenocarcinoma de ovario
epitelial (NGmero ATCC HTB-77).

HelLa. Linea celular derivada de adenocarcinoma de cérvix (NUumero ATCC
CCL-2). Se ha reportado que esta linea celular contiene el virus del papiloma
humano tipo 16.

HEK-293. Linea celular derivada de rifion embrionario de humano (Numero
ATCC CLR-1573). Esta linea contiene el adenovirus tipo 5.

Cultivo celular

La linea celular SKOV3 se cultivé en medio DMEM (Gibco) suplementado con
10% de Suero Fetal Bovino (FSB) (PROMEGA), piruvato 0.11 % y antibiotico
antimicético Gibco (Gibco). Las lineas HeLa y HEK293 se cultivaron en medio
DMEM (Gibco) suplementado con 5% de Suero Fetal Bovino (FSB)
(PROMEGA) y antibidtico antimicotico Se incubaron a 37°C en una atmosfera
con 5% de CO; (V/v).

Criopreservacion.
Se prepard una suspension de 2 x 10° células/ml/criovial en Suero Fetal
Bovino (PROMEGA) con DMSO (10%), se congelaron gradualmente y se

conservaron a -70°C.

Transfeccion

La transfeccion se realizé con liposomas ESCORT (Sigma). Un dia antes de
la transfeccion, las células se sembraron a una concentracién de 2x10° por
caja de 35 mm. Las células se transfectaron con el vector control (pSIREN
/Luc) y con los RNA de interferencia dirigido contra el Yin Yang 1(pSIREN
/RNAI/YY1) y contra el Yin Yang 2 (pSIREN /RNAI/YY2), disefiados
previamente en el laboratorio. Para las transfecciones se utilizaron 4ug de

DNA. Finalmente las células fueron seleccionadas con 2 ug puromicina
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(SIGMA) durante dos semanas.

Viabilidad celular

La viabilidad celular se realizé con cristal violeta en las células SKLuc,
SKRNAIYY1 y SKRNAIYY2 tratadas con cisplatino y taxol. Se sembraron 3 x
10% células por pozo, en cajas de 96 pozos. Para el cisplatino (Sigma) se
utilizaron las siguientes concentraciones: 10, 30, 50, 60 y 75 uM durante 24h.
El taxol (Sigma) se uso6 con las concentraciones de: 2.5, 3.5, 5, y 7 uM por
48h. Posteriormente, las células se fijaron con etanol 70%, se tifieron con
cristal violeta y se leyo la absorbancia a 560 nm. El experimento se realizé por

triplicado.

Extraccion de RNA total

Se realizo la extraccion de RNA total de la linea celular SKOV3 con la técnica
de Trizol (Invitrogen). Las células se homogenizaron con Trizol, se agrego
cloroformo, se centrifugaron y la fase acuosa se precipitd con isopropanol.
Posteriormente se lavé con etanol 70%, se cuantificd y se verifico la pureza e
integridad del RNA en el NanoDrop (absorbancia 260/280) y con electroforesis
en gel de agarosa al 1.5%.

RT-PCR

La sintesis se hizo a partir de 2 ug de RNA total usando hexameros al azar, y
la enzima transcriptasa reversa de la siguiente manera: el RNA total se
desnaturaliz6 a 65°C durante 5 minutos, se agregaron los hexameros
sintetizados al azar, desoxinucledtidos (dNTPs) (BIO-RAD) y la enzima
transcriptasa reversa en el buffer adecuado. La reaccion se incubo de la
siguiente manera: 25°C 10 min, 50°C 50 min, 85°C 5 min y 37°C 20 min con
RNAsa H.

El DNA complementario (DNAc) se amplific6 con los dNTPs, el buffer, la
enzima polimerasa DNA termoestable (Invitrogen) y los primers especificos

para el gen de interés.
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La expresion del RNA mensajero se normalizé con la expresion de
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

GAPDH
Sentido 5" CCCCTTCATTGACCTCAACT 3,
Antisentido 5" TTGTCATGGATGACCTTGGC 3’

Condiciones: 94 °C 10 min. (1 ciclo); 94 °C 30 seg., 60 °C 30 seg., 72 °C 30

seg. (25 ciclos).

YY1

Sentido: 5 TGCACGAGATCGAGGTGGAGA 3’

Antisentido: 5° TCTGCACCAGGATCACCTCCT 3’

Condiciones: 95 °C 10 min. (1 ciclo); 95 °C 30 seg., 62 °C 30seg., 72°C 1
min. (40 ciclos).

YY2

Sentido: 5" AACTAGAATTCAGCCATGGCCTCCAACG 3

Antisentido: 5° GAGGGGGTCCTCCTTTCACGGGTTGTTT 3’

Condiciones: 95 °C 10 min. (1 ciclo); 94 °C 30 seg., 68 °C 2 min. (3 ciclos); 94
°C 30 seg., 60 °C 2 min. (60 ciclos); 72 °C 5 min. (1 ciclo).

Bloques de Parafina

Se obtuvieron 132 muestras de pacientes con cancer de ovario del Instituto
Nacional de Cancerologia (INCan), en un periodo comprendido entre los afios
2000 al 2002. Los criterios de inclusion de las pacientes fueron: pacientes sin
tratamiento previo y el tipo histolégico correspondiente a cancer de ovario

epitelial.

Microarreglos de tejidos
Se construyeron microarreglos de tejidos con muestras de cancer de ovario

(100), ovario normal (1) y como controles positivos las lineas celulares HelLa y
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HEK-293. Para construir los microarreglos de tejidos se utilizé el equipo
CHEMICON’s Advanced Tissue Arrayer. Con este equipo se obtuvieron
cilindros de 1 mm de diametro de cada uno de los bloques de cancer de
ovario. Estos cilindros se colocaron en un bloque vacio de parafina para
formar los microarreglos de tejidos. Las muestras se colocaron por triplicado y
se ordenaron aleatoriamente. Finalmente, se utilizé el microtomo para obtener

cortes de 5 micras de espesor.

Inmunohistoquimica.

Las inmunohistoquimicas para YY1, YY2 y pl6, se estandarizaron en la linea
celular SKOV3 y en los microarreglos de tejidos de cancer de ovario y de
ovario normal.

Los controles positivos que se establecieron para la inmunohistoquimica
fueron: para YY1 y pl6 las células HeLa y para YY2 las células HEK293.
Brevemente, las lineas celulares se cultivaron y al 80% de confluencia se
tripsinizaron, lavaron y contaron. El boton obtenido (4 millones de células) se
fijo con formalina, se deshidraté con gradientes de etanol y se incluyé en
parafina. Finalmente, se procesaron para inmunocitoquimica.

Las laminillas de los microarreglos se desparafinaron y se deshidrataron con
xilol y con etanol. El antigeno se expuso con Buffer de citratos 10 mM pH 6
por 10 min a 94°C. Se bloqueo la peroxidasa enddgena con peréxido al 3%
por 10 min a T.A. Las laminillas se permeabilizaron con Tritdbn 1X y se
bloquearon con albimina al 4% durante 1 h, posteriormente se incubaron con
los anticuerpos especificos para YY1 (anti-YY1; Cell Signaling) y pl16 (anti-
pl6; Santa Cruz Biotechnology). Las laminillas se incubaron con Universal link
(BIOCARE MEDICAL) durante 30 min, se lavaron con PBS 1X. Se incubaron
con la estreptavidina-biotina y se revel6 con diamino-benzidina (DAB)
(DAKO).

Para la inmunohistoquimica de YY2 (anti-YY2; Santa Cruz Biotechnology), se
utilizé el Vectastain Elite Kit ABC-Peroxidasa Kit Goat IgG (Vector). Se incubd

con el suero de blogueo durante 30 min, posteriormente se incubaron con el
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anticuerpo de YY2. Posteriormente se incubd por el anticuerpo secundario
acoplado a biotina y finalmente se reveld.

Una vez concluida la inmunohistoquimica de los microarreglos se realizo la
contratincion con hematoxilina de Mayer (Lillies’s Modification) y se monté con

Permount (Fisher Scientific).

Revisiéon de laminillas

Las laminillas de los microarreglos de tejidos fueron revisadas en un
microscopio Zeiss. La determinacion de la expresion de YY1, del YY2 y de
pl6, se realizd ciego simple por tres personas de forma independiente. Los
niveles de la expresion de las proteinas en las muestras se establecieron

como: expresay no expresa.

Andlisis estadistico.

Se realizé un andlisis de estadistica descriptiva de las muestras de las
pacientes. Se determind la frecuencia de las variables clinicas para conocer
las caracteristicas de las muestras de las pacientes. Se determind la
correlacion entre la expresion de YY1, de YY2 y de pl6 con los diferentes
estadios del cancer de ovario, los subtipos histoldgicos, la edad y con las
otras variables clinicas de las pacientes utilizando las pruebas de Pearson y

Ji-cuadrada.
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RESULTADOS

Caracteristicas clinicas de las muestras de cancer de ovario

Para conocer las caracteristicas de las muestras de las pacientes se organizé
la base de los datos clinicos y se realizé un andlisis de estadistica descriptiva.
Los datos que incluimos en este analisis fueron: la edad de las pacientes, la
edad de la menarca, el estatus de la menopausia, el estadio clinico, el tipo

histologico y el grado de diferenciacion.

La edad de las pacientes con las que trabajamos tiene una distribucion amplia
gue va desde los 13 afios hasta los 80 aflos. Como se puede observar en la
grafica 1, el intervalo de edad que tiene mayor frecuencia es el de los 49 a los

56 afos con 30 pacientes y la media fue 52.36 afos.

Edad

30 -

Frecuencia

009-16 17-24 25-32 33-40 41-48 49-56 57-64 65-72 73-80

Edad

Grafica 1. Histograma de las edades de las pacientes.
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En la menarca hay cambios hormonales en la mujer, se incrementan los
niveles de estrogeno para iniciar esta etapa. Algunas hipétesis sustentan que
los niveles elevados de los precursores de estrégenos y el estrégeno
incrementan el riesgo de padecer cancer de ovario debido a que estimulan la
proliferacion del epitelio del ovario y la posible transformacion de éste a
células de cancer [85-87].

El rango de edad de la menarca de las pacientes es de los 9 hasta los 18
afios, en la grafica 2 se muestra que las edades que tienen una mayor
frecuencia fueron los 12 y los 14 afios de edad. La media que se obtuvo fue

13.27 afos para esta variable.

Menarca

30 -

Frecuencia

Edad

Grafica 2. Distribucion de la edad de la menarca de las pacientes
con céncer de ovario

En la menopausia se dan cambios hormonales (modificaciones en los niveles
de andrégeno/progesterona). Se ha reportado que el incremento en los
niveles de progesterona y las alteraciones en el gen del receptor de esta
hormona estan asociados al cancer de ovario y al mal prondéstico de esta
enfermedad [87-90].
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En la grafica 3 se muestra que el 58% de las pacientes habian tenido o
cursaban la menopausia y el 36% de las pacientes aun no la habian

presentado.

Menopausia

Se desconoce
6%

No menopausicas
36%

Menopausicas
58%

Grafica 3. Porcentajes de pacientes que presencia o ausencia
de menopausia.

El estadio clinico de las pacientes es una variable importante para el
tratamiento y para pronosticar la respuesta de las pacientes. Los porcentajes
de los estadios clinicos se observa en la gréafica 4: estadio |, 30%; estadio II,
2%; estadio Ill, 44%; estadio IV, 8% y el 16% de las muestras no cuenta con la

estadificacion de la enfermedad.
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Estadio clinico

Y Desc.
8% 16%

Il
44%

2%

Grafica 4. Distribuciébn de los estadios clinicos de las
muestras de las pacientes con cancer de ovario.

El subtipo histolégico de las pacientes permite determinar la respuesta, el
pronéstico y tipo de tratamiento que se da a las pacientes y cada tipo
histolégico presenta diferentes modificaciones a nivel molecular.

En la grafica 5 se observa que el subtipo histolégico mas frecuente es el
seroso con 43% de los casos, en segundo lugar se encuentran los tumores
mixtos con 19%, y el tipo endometrioide con 17% de los casos. Finalmente, el
subtipo histolégico que presenta menor frecuencia es el mucinoso con el 13%

de los casos.
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Subtipos Histoldgicos

Mixto
19%

Seroso

No determinado 43%

8%

Endometrioide
17% Mucinoso

13%

Grafica 5. Porcentaje de los tipos subtipos histoldgicos de las
muestras de las pacientes con céncer de ovario.

El grado de diferenciacién esta asociado a la respuesta a la terapia y al
pronostico de las pacientes y hace referencia a qué tanto las células de

cancer se parecen a las células normales.

Las muestras de poco grado de diferenciacion fueron el 55% vy las
indiferenciadas el 1% del total, estos datos clinicos nos indica que tienen un
mal pronostico debido a son los tumores mas agresivos; el 30% de las
muestras estaban moderadamente diferenciadas y el 14% esta bien
diferenciada, ambos grados de diferenciacibn generalmente son poco

agresivos y presentan una mejor respuesta a la terapia (ver grafica 6).
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Grado de diferenciacion

Indiferenciado  Bjen diferenciado
1% 14%

Moderadamente
diferenciado
30%

Poco diferenciado
55%

Grafica 6. Porcentajes de los grados de diferenciacién
de las muestras de las pacientes.
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Andlisis de la expresién de YY1, YY2 y pl6 en muestras de cancer de
ovario.

Los microarreglos de tejidos es una técnica que nos permite analizar una gran
cantidad de muestras de tejidos en una sola laminilla, evitando variaciones
durante la inmunohistoquimica y permitiendo una adecuada comparacion
entre las muestras. Ademas reduce el tiempo para procesar las muestras y
requiere poco tejido. En los microarreglos de cancer de ovario analizamos los

niveles de expresion de YY1, YY2 y pl6, y la correlacion con las variables
clinicas.

i l".#' -.'- .f‘!

Figura 4. Inmunocitoquimica de YY1. (A-B) Control 20x y 40x. (C-D) Expresion
de YY1 en células SKOV3 20x y 40x. YY1 se expreso6 tanto en nicleo como en
citoplasma, la intensidad fue mayor en el nicleo.
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Como primera parte estandarizamos en lineas de cancer. Utilizamos a la linea
HelLa como control positivo de la expresion de las proteinas YY1 (ver figura
4) y pl6 (figura 6) y a la linea HEK293 para YY2. En este ultimo caso, las
células se desprendian, asi que utilizamos una laminilla con cortes de
esferoides de HEK293 (figura 5).

Figura 5. Inmunocitoguimica de YY2. (A-B) Control 20x y 40x. (C-D) Expresién
de YY2 en células SKOV3 20x y 40x. (E) Control 20x (F) Expresion de YY2 en
células HEK 293. En las células HEK-293 la expresion de YY2 fue intensa y en
citoplasma. En el caso de las células SKOV3 tuvo un patrén difuso en el
citoplasma y de baja intensidad.
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Posteriormente, utilizamos a la linea SKOV3, de cancer de ovario, como un
primer acercamiento, y observamos que las tres proteinas se expresaron en

esta linea. Finalmente, realizamos los microarreglos de tejidos.

Figura 6. Inmunocitoquimica de p16. (A-B) Control 20x y 40x. (C-D) Expresion
de pl6 en células SKOV3 20x y 40x. La expresién de pl6 fue de intensidad
moderada y con una localizacion predominantemente en citoplasmatica, y en
algunas células en el nucleo.
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En los microarreglos para YY1 encontramos que soélo 2/100 muestras
expresaban a esta proteina. Como se observa en la figura 7 la expresion de
YY1 es baja y se encuentra en una region localizada de las muestras. La

expresion es predominantemente citoplasmatica y algunas células la

expresan también en nucleo.

Figura 7.Expresion de YY1 en cancer de ovario. A) Inmunohistoquimica de
microarreglos de cancer de ovario (2x). B-C) Muestra con expresion de YY1
en area sélida de adenocarcinoma (10x y 40x). D-E) Muestra con expresién
negativa de YY1 en adenocarcinoma mucinoso area glandular (10x y 40x).
La expresién fue baja, se localiza tanto en el nacleo como en el citoplasma.
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En cuanto a la expresion de YY2, encontramos que la mayoria de las
muestras (83/100) tienen una expresion moderada o alta. En la figura 8 se
muestra que la expresion de YY2 es predominantemente citoplasmatica
65/100 y que en algunas células se expresd tanto en nlcleo como en
citoplasma (25/100).

Figura 8. Expresion de YY2 en cancer de ovario. A)
Inmunohistoquimica de microarreglos de cancer de ovario (2x) B-G)
Muestras con expresion de YY2 (10x y 40X). Seroso papilar de alto
grado (B,C, F y G) y adenocarcinoma mucinoso (Dy E) La expresion
tuvo un patron predominantemente citoplasmatico solo algunas
células presentaron la proteina en nlcleo, la intensidad fue
moderada a alta.
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En el andlisis de la expresion de pl6 encontramos que 96/100 muestras
expresaron a esta proteina y que se expresa de forma diferencial en las
muestras. Se ha reportado que la localizacién subcelular de pl6 es un
marcador prondéstico en la sensibilidad a farmacos, cuando esta en el nucleo
indica incremento en la resistencia y si se localiza en el citoplasma es
sensibilidad a los farmacos. En la figura 9 se aprecia la localizacion de p16
preferentemente citoplasmatica. En 60/100 muestras se presentd en

citoplasma y el resto en nucleo.

Figura 9. Expresion de P16 en céncer de ovario. A) Inmunohistoquimica de
microarreglos de céncer de ovario (2x) B-E) Muestra con expresion de P16
carcinoma seroso papilar de alto grado (10x y 40x). F-G) Muestra con expresién
negativa de P16 carcinoma seroso papilar de alto grado (10x y 40x). La
expresion fue de una intensidad alta en la mayoria de las muestras, se localiz6
tanto en nucleo como en citoplasma, ésta ultima fue predominante.
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Correlacion entre la expresion de YY1, YY2, pl6 con las variables

clinicas.

Utilizamos la prueba de Pearson y la prueba Ji-cuadrada para saber si habia
alguna correlacion entre la expresion de YY2 y pl6 con las variables clinicas.
La n inicial de nuestro proyecto fue de 132 muestras. En la revision de los
expedientes de las pacientes no se pudo obtener toda la informacion
necesaria para el analisis estadistico. Por lo tanto, la n en algunas de las

variables disminuyé mas del 50%.

En el caso de YY1 no se realizaron pruebas estadisticas ya que el nimero de
las muestras que expresaron esta proteina no era suficiente (2/100). La Unica
caracteristica en comun de estas dos muestras fue que estaban poco
diferenciadas, indicando que se trata de una enfermedad mas agresiva.

Los resultados de las correlaciones de YY2 y de las variables se muestran en
la tabla 2. Como se puede observar no hubo ninguna correlacién significativa,
sin embargo en el tipo histolégico, observamos una tendencia entre la

expresion de YY2 y el subtipo seroso (35/41).
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Tabla2. Correlacion de la expresion de YY2y las variables clinicas

Variable

Estadios FIGO
I (A, B, C)
Il (A, B, C)
(A, B, C)
v

No determinados

Tipos Histolégicos
Seroso
Mucinoso
Endometrioide
Mixtos

No determinado

Grado de diferenciacién
Bien diferenciado
Moderadamente diferenciado
Poco diferenciado

Indiferenciado

Progresion
No presentd

Present6

Recurrencia
No presento

Presento

No. Pacientes

(n=92)
28
2
40
7
15

(n=98)
41
13
17
19

(n=84)
12
25
46

(n=93)
62
31

(n=100)
77
23

Expresién YY2

(expresién positiva)

24
2
31
5
15

35
12
15
14

11
22
37

49
27

65
18

0.259

0.313

0.099

0.343

0.490
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La expresion de YY2 en los subtipos histologicos, se muestra en la gréfica 7.
El subtipo seroso 35/41 muestras expresaron YY2, fue el subtipo de mayor
frecuencia, mientras que los subtipos con menor frecuencia tuvieron la

siguiente expresion: mucinoso 12/13, endometrioide 15/17 y mixto 14/19.

O Porcentaje total

a0 4 O Expresion de YY2

% de Expresion de YY2
[l g |
[}

0 =

Serosn fucinoso Endometricide  Indeterminado Mito

Gréfica 7. Expresion de YY2 en los subtipos histolégicos de cancer
de ovario.

En el caso de pl6 las muestras que expresaron esta proteina tampoco
correlacionaron con las variables clinicas. En la tabla 3 se observan los datos
de la expresion de pl6 y las variables clinicas analizadas. Cabe mencionar
que aunque no hubo correlacion entre los estadios y la expresion de pl16 (p=
0.878), todas las muestras del estadio IV expresaron a pl16. Asi mismo todas
las pacientes que presentaron recurrencia expresaron a la proteina.

Finalmente se analizo si la expresion de YY2 correlacionaba con la expresion

de p16 pero no fue asi p= 0.45.
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Tabla 3. Correlacion de la expresién de pl6 y las variables clinicas

Variable

Estadios FIGO
I (A, B, C)
Il (A, B, C)
(A, B, C)
v

No determinados

Tipos Histolégicos
Seroso
Mucinoso
Endometrioide
Mixtos

No determinado

Grado de diferenciacién
Bien diferenciado
Moderadamente diferenciado
Poco diferenciado

Indiferenciado

Progresion
No presentd

Present6

Recurrencia
No presento

Presento

No. Pacientes

(n=92)
28
2
40
7
15

(n=198)
41
13
17
19

(n=100)
12
25
46

1

(n=93)
62
31

(n=100)
77
23

Expresiéon pl6

(expresién positiva)

27
2
38
7
15

40
12
16
18

11
24
45

60
29

73
23

0.878

0.867

0.777

0.470

0.265
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Expresion de Yin Yang en células de cancer de ovario

Para analizar la expresion de los Yin Yang en las células SKOV3 y HelLa
utilizamos RT-PCR para YY1 y YY2. Se realizaron las curvas de saturacion
para cada una de las lineas como se muestra en la figura 10 Ay B.

A
HelLa SKOV3
30X 35X 40X 30X 35X 40X
B

HelLa SKOV3
45X 50X 55X 60X 50X 55X 60X

Figura 10. Curvas de saturacion de las proteinas Yin
Yang en células de cancer. A) Expresion de YY1 en
células HeLa y SKOV3 a 30,35 y 40 ciclos. B) Expresion
de YY2 en células HeLa y SKOV3 a 45, 50, 55 y 60
ciclos.
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Efecto de la inhibicion de los Yin Yang en la sensibilidad a

antineoplasicos.
Inhibicion de YY1y YY2 por RNA de interferencia.

El RNA de interferencia es un mecanismo altamente conservado en la
evolucién en diversos organismos. El mecanismo por el que actia el RNAI es
altamente especifico y logra el silenciamiento a nivel del mensajero [62, 69].
Se utilizé este sistema para inhibir a los Yin Yang, y de esta manera poder
determinar si su inhibicion modificaba la sensibilidad a los antineoplasicos.
Cada RNA de interferencia fue especifico para cada una de las proteinas:
PSIREN/RNAI/YY1y pSIREN /RNAI/YY2.

Por medio de RT-PCR semicuantitavo se analizo la expresion de los YY1 y
YY2. Como puede observarse los RNAis fueron efectivos, hay una
disminucion en la expresion del mensajero de YY1 y YY2, de

aproximadamente el 50%. (Ver figura 11).

A

SKRMAIYY1

o
-
-
£
7]

245
1

400 GAPDH

SKRMAIYY2

1118

Y2

400 GAPDH

Figura 11. Inhibicién por RNAi de YY1 y de YY2. A) Inhibicion de
YY1 en células SKRNAIiYY1. B) Inhibicion de YY2 en células
SKRNAIYY2.
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Sensibilidad al taxol y al cisplatino

Una vez que se comprobd la eficiencia en la inhibicibn de los RNAis
especificos para los mensajeros de los Yin Yang, las células SKLuc
SKRNAIYY1 y SKRNAIYY2 fueron tratadas con cisplatino y taxol para

determinar si habia cambios en la sensibilidad a estos farmacos

Con respecto a la sensibilidad al cisplatino entre las células SKLuc, y
SKRNAIYY1 no se observé cambio alguno (p= 0.1), mientras que con el taxol

las células SKRNAIiYY1 aunque mostraron mas resistencia que las células

SKLuc esta no fue significativa p= 0.57 (ver gréafica 8).

A
s 105 = —
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15 | Wi
0
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B
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® 90 |
]
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Q2
L 60
>
g B ——Luc
< 30
15 |
0 YY1
0 2.5 3.5 5 7
Taxol uM

Gréfica 8. Sensibilidad en las células SKLuc, y SKRNAiYY1.
A) Células tratadas con cisplatino por 24 h. B) Células
tratadas con taxol por 48 h
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En el caso del tratamiento con el cisplatino las células SKRNAIiYY2 se
comportan como las células SKLuc (p= 0.1), de la misma forma no hubo
cambios en la sensibilidad al taxol entre las células SKLuc y SKRNAIiYY2 (p=
0.54) como se muestra en la gréafica 9.

A

< 105
3 90 -
H 75
2 60 |

s 5 ——LUC
X 30
15 1

0 —8—YY2

0 10 30 50 60 75
Cisplatino uM
B
105
® 90 -
©
= 75
]

8 60 -
> -

g 45 —— Luc
e 30
15 1

0 —8—YY2

0 2.5 3.5 5 7
Taxol M

Gréfica 9. Sensibilidad en las células SKLuc, y
SKRNAIiYY2. A) Células tratadas con cisplatino por 24 h.
B) Células tratadas con taxol por 48 h.

45



Discusion
El cancer de ovario ocupa los primeros lugares en frecuencias y mortalidad de
los canceres ginecoldgicos a nivel mundial y en México, con 125 000 muertes

por afio [91, 92]. Este tipo de cancer se presenta en mujeres menores a las 60

afos [92].

El cancer de ovario es una enfermedad asintomatica en los estadios
tempranos y se diagndstica en los estadios avanzados (Ill y 1V) en mas del
75% de los casos [5]. En las pacientes con estadios avanzados
aproximadamente el 25% tienen una sobrevida de 5 afios posterior al

tratamiento [4, 5].

Los factores clinicos como la edad, el estadio, el grado de diferenciacion y la
respuesta a la quimioterapia son empleados como marcadores prondsticos,
sin tener resultados 6ptimos en el tratamiento de las pacientes [6]. El cancer
de ovario epitelial es el que se presenta en mas del 90% de los casos, este
tipo de cancer es heterogéneo y se clasifica en cuatro subtipos histolégicos:

seroso, endometrioide, mucinoso y de células claras. [32, 33].

El tratamiento estandar para esta enfermedad es la cirugia citoreductiva
seguida de varios ciclos de quimioterapia sistémica. La quimioterapia de

primera linea combina paclitaxel o docetaxel con carboplatino [23]

Actualmente en la clinica se miden en suero los valores de CA-125, ya que
niveles elevados de esta proteina se han asociado a los estadios avanzados
de ésta enfermedad. Lamentablemente su especificidad y confiabilidad no es

muy buena [17].

Debido a la carencia de marcadores prondsticos para el cancer de ovario y la
participacion de las proteinas Yin Yang en los procesos tumorales, decidimos

analizar la expresion de estas proteinas en muestras de pacientes con este
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tipo de céncer.

Yin Yang 1y Yin Yang 2 son factores de transcripcion que tienen la capacidad
de regular distintos procesos celulares, mediante la activacion o la represion
de genes involucrados en los procesos normales y tumorales [35]. YY1 es
miembro de la familia Polycomb [38].Estructuralmente YY1 tiene dedos de
zinc con los que regula activando o reprimiendo la transcripcion de genes de
los distintos procesos celulares [39, 44]. YY2 es una proteina con homologia
estructural y funcional a YY1. YY2 tiene un domino de activacion y un dominio
de represion [43]. El YY2 puede unirse a las mismas secuencias consenso de
DNA a las que se une YY1, sugiriendo que puede tener una funcién sinérgica
o de competencia si actian en la misma célula [49-51].

Se ha mostrado que la expresion de YY1 correlaciona con la ocurrencia de
diversos tipos de cancer, tales como la AML, el cancer de mama y el cancer
de prostata [5, 52, 55]. En este trabajo analizamos la expresion de YY1y YY2
como posibles marcadores de cancer de ovario epitelial de pacientes
mexicanas, ya que no se cuenta con marcadores eficientes y confiables para

el prondstico de esta enfermedad.

El cancer de ovario es una enfermedad heterogénea con respecto a su
histopatologia, a su biologia molecular y a sus variables clinicas [4]. Las
caracteristicas clinicas de las pacientes que analizamos fueron heterogéneas
y las resumimos a continuacion; el rango de edad de las pacientes fue de los
9 hasta los 80 arfios; la edad de la menarca fue de los 9 a los 18 afios y
observamos que mas del 50% de las pacientes ya cursaban la menopausia.
En cuanto a la caracterizacion histopatoldgica, encontramos que el 43% de
las muestras son del subtipo seroso y mas del 50% de las muestras
corresponden a un grado poco diferenciado y a los estadios avanzados de la
enfermedad (lll y IV).
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En un reporte previo [57], en donde analizaron la expresion de YY1 en
muestras de pacientes por medio de microarreglos, encontraron una
correlacion entre la expresion de YY1 y genes que regulan la respuesta a
taxanos. En nuestro estudio utilizamos la técnica de microarreglos de tejidos,
gue nos permite colocar un gran nimero de muestras en un solo bloque y

analizar con las mismas condiciones en la inmunohistoquimica.

Analizamos la expresion de YY1 es estas muestras, desafortunadamente la
expresion de YY1 en los tejidos fue minima (2/100), por lo que no pudimos
realizar ninguna correlacion con las variables clinicas. Hasta la fecha no se ha
hecho algun estudio sobre la expresion de YY2 en cancer. También
analizamos la expresion de YY2 en los microarreglos de tejido y observamos
que YY2 se expreso en 83% del total las muestras, el patrén de expresion fue
diferencial y fue preferentemente citoplasmatico (65/100). Aungque no
encontramos correlaciones significativas, observamos que la expresion de
YY2 estd asociada al subtipo histolégico seroso (45 %), este es el subtipo de

mayor frecuencia, el mas agresivo y de peor prondstico en la clinica [9].

En este estudio incluimos al marcador pl6 por estar relacionado con
pronéstico de las pacientes y a la respuesta a los farmacos dependiendo de la
localizacion celular de pl16 [21]. Por lo que quisimos analizar la correlacion
entre la expresion de pl6 y los Yin Yang. Encontramos que 96/100 de las
muestras analizadas expresaron a pl6. La expresion de esta proteina fue de
moderada a alta y su localizacibn fue preferentemente citoplasmatica
(75/100), lo cual nos sugiere que estas pacientes posiblemente eran
resistentes a la quimioterapia. No encontramos una correlacion entre las
expresiones de las proteinas p16 y YY2. Se ha reportado la expresion de p16
en los estadios avanzados del cancer de ovario [21], sin embargo no
encontramos una correlacion significativa entre las variables clinicas y la

expresion de ésta proteinas.
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Es posible que los resultados del andlisis no hayan sido significativos por el
tamafio de la muestras, que aunque nuestra n inicial era de 132, el numero
total de muestras para cada andlisis, se redujo considerablemente. Esto se
debi6 a que no pudimos contar con los datos clinicos suficientes de las
muestras (reincidencia, metastasis, respuesta al tratamiento). Creemos que si
se aumentara el tamafio de la muestra la diferencia entre la expresion de las
proteinas Yin Yang y las caracteristicas clinicas de las pacientes podria ser

significativa en este tipo de cancer.

El tratamiento de las pacientes con cancer de ovario es la cirugia y
guimioterapia que combina taxol y cisplatino. Debido a que los Yin Yang son
factores de transcripcibn que regulan genes involucrados en el proceso
tumoral y a la expresion que tuvo YY2 en la muestras de cancer de ovario,
decidimos realizar un experimento in vitro. Analizamos si la inhibicion de los
Yin Yang modificaba la sensibilidad a la apoptosis inducida por el taxol y el
cisplatino.

Los resultados mostraron que en el caso del cisplatino no hubo diferencias
significativas en la sensibilidad a este farmaco, inhibiendo a cada uno de los
factores Yin Yang.

En cuanto al taxol, solamente las células con el YY1 inhibido, tuvieron un
incremento ligero a su resistencia al taxol pero no fue significativo. Este
aumento correlaciona con lo reportado en la literatura, donde demuestran que
la inhibicion de YY1 en las lineas celulares HEY y BG1 incrementa la
resistencia a taxanos y que YY1 regula genes involucrados en la respuesta a
taxol [57].

Con respecto a YY2, es probable que no participe en la regulacién de los
genes involucrados con los mecanismos de accion del taxol y por lo tanto no

hay ningan efecto en la sensibilidad a este farmaco.
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Lo cual nos sugiere que YY1 y YY2 tienen distintos papeles en la apoptosis
inducida por el taxol y el cisplatino en las células SKOV3, y podrian no

participar en los mecanismos de citotoxicidad en estas células.
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Conclusiones

La proteina YY1 no se expreso significativamente en las muestras de

cancer de ovario.

La proteina YY2 se expreso en un 86% de las muestras y su patron fue

predominantemente citoplasmatico.

No se encontrd correlacion con la expresion de la proteina YY2 con la

expresion de pl6.

La expresion de YY2 correlacion6 con el subtipo seroso del cancer de

ovario epitelial, pero no fue significativo.

Comprobamos la eficiencia de la inhibicion de los RNA de interferencia

de YY1y YY2 a nivel de mensajero.

No encontramos cambios en la sensibilidad al cisplatino entre las
lineas SKLuc, SKRNAIiYY1 y SKRNAIiYY2.

Las células SKLuc y SKRNAIYY2 tienen la misma sensibilidad al taxol,

mientras que las células SKRNAIiYY1 mostraron un ligero incremento

en la resistencia sin haber sido significativo
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ANEXO 1

Tabla 1. Estadios del cancer de ovario (FIGO) [23].

Estadio Caracteristicas

0 Sin evidencia del tumor primario.

| Tumor confinado a ovarios

1A Tumor limitado a un ovario, capsula intacta.
No hay tumor en la superficie del ovario

No hay células de cancer en el ascitis 0 en el lavado peritoneal.

IB Tumor limitado a ambos ovarios, cdpsula intacta.
No hay tumor en la superficie de los ovarios.

No hay células de cancer en el ascitis 0 en el lavado peritoneal.

IC Tumor limitado a uno o ambos ovarios, con alguna de las siguientes
caracteristicas:
Ruptura de la capsula, tumor en la superficie del ovario, presencia de

células de cancer en el ascitis o en el lavado peritoneal.

Il Tumor en uno 0 ambos ovarios con extension pélvica.

A Extension y/o implantes en Gtero o en “tubes”

No hay células de cancer en el ascitis 0 en el lavado peritoneal.

1B Extension a otros érganos pélvicos

No hay células de cancer en el ascitis 0 en el lavado peritoneal.

IHcC IIA/B con presencia de células de cancer en el ascitis o en el lavado

peritoneal.

1 Tumor en uno o ambos ovarios con confirmacion microscopica de
metastasis peritoneal fuera de la pelvis y/o metastasis a los nddulos

linfaticos regionales.
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A Metastasis peritoneal microscopica mas alla de la pelvis.

1B Metéastasis peritoneal macroscopica méas alla de la pelvis 2 cm o
menos en su mayor dimension.

nc Metéastasis peritoneal mas alla de la pelvis mas de 2 cm en su mayor
dimension y/o metastasis en los nédulos linfaticos regionales.

v Metastasis distales més alla de la cavidad peritoneal.
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ANEXO 2

Tabla 2. Tipos histolégicos del cancer de ovario (FIGO) [23].

Células germinales

Disgerminosa

No-disgerminosa

5% de los casos de
cancer de ovario. Se
presenta en mujeres

menores de 20 afios.

Cancer de ovario

Células del estroma

Células de la

granulosa

Células de sertoli-

leydig

5% de los casos de
cancer de ovario. El 70%
de los casos se detecta en

el estadio I.

Células epiteliales

Seroso

50% de los casos

Es el subtipo mas
agresivo, es una
neoplasia de alto grado
gue disemina rapido en

toda la pelvis

Endometrioide

25% de los casos
Es de bajo grado y se

confina a los ovario

Mucinoso

10% de los casos
Es de bajo grado y se

confina a los ovarios

Células claras

5% de los casos
Es agresivo y altamente
resistente a la

guimioterapia.
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ANEXO 3

Tabla 2. Marcadores tumorales en el cancer de ovario

Marcador tumoral

Tipo de marcador

Referencias

Haptoglobina Estadios tardio [22]
Osteopontina Estadios tempranos [16]
avanzados
HE4 Estadios tempranos [16]
avanzados
Mesothelin (SMRP) | Estadios tempranos [22]
avanzados
Factor de | Estadios tempranos [19, 22]
crecimiento del | avanzados
endotelio vascular
(VEGF)
Apolipoprotein AL Estadios tempranos [22]
(APOAL)
BRCA1 Estadios tempranos y tardios [22]
p53 Usualmente en estadios [19, 22]
avanzados
ARH1 Indefinido [20, 22]
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ANEXO 4

ABREVIATURAS
AML Leucemia Mieloide Aguda
DAB Diamino-benzidina
DMEM Eagle's Basal Medium
DNA Acido desoxirribonucleico
DNAc DNA complementario
dNTPs Desoxirribonucleotidos
FIGO Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia
FSB Suero Fetal Bovino
GAPDH Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa
HMG Grupo de alta movilidad
IVSA Inicio de vida sexual activa
RISC Complejo silenciador inducido por rna
ROS Especies reactivas del oxigeno
RNA Acido ribunucleico
RNAI RNA de interferencia
RNAM RNA mensajero
RT-PCR Transcriptasa reversa- reaccion en cadena de la polimerasa
T.A. Temperatura ambiente
VPH Virus del papiloma humano
WB Western Blot
YY1l Yin Yang 1
YY2 Yin Yang 2
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Abreviaturas de medidas

ul Microlitro
ml Mililitro
uM Micromole
mM Milimol
seg Segundo
min Minuto
h Hora
pb Pares de bases
mm Milimetro
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