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RESUMEN
El cancer de cérvix es el segundo tipo de cancer con mayor incidencia y mortalidad en

mujeres no so6lo en nuestro pais sino en todo el mundo. Las células tumorales son
capaces de evadir el sistema inmunologico a través de un proceso dinamico llamado
inmunoedicion el cual consta de tres fases las cuales son: eliminacion, equilibrio y
escape. Es debido a este proceso que en este trabajo se proponen como posibles
marcadores moleculares proteinas involucradas en el sistema inmune que se
encuentran en la region del cérvix para su posible aplicacion en diagnostico las cuales

son: el interferén épsilon y la defensina beta 4 A.

En este trabajo se analizaron 29 muestras, de las cuales 2 son muestras de tejido
sano, 9 pertenecen a lesiones intraepiteliales de bajo grado, 9 lesiones intraepiteliales
de alto grado y 9 correspondientes a cancer de cérvix (CaCu). Se llevé a cabo una RT-
PCR semi-cuantitativa por medio de un analisis densitométrico para buscar los

transcritos de las moléculas antes mencionadas.

El tejido sano se utilizd6 para determinar la expresion basal de ambas moléculas de
estudio. Se obtuvo un valor p=0.0425 lo que significa que hay una diferencia
estadisticamente significativa en el aumento en la expresion del IFNe y en adicién se
obtuvo una valor p=0.928 indicando que no hay una asociacion de la expresion del
IFNe con la infeccién por VPH. En el caso de la DEFB4A, se obtuvo una p=0.5799 lo
que implica que no existe una diferencia estadisticamente significativa en los patrones
de expresion de la DEFB4A en los diferentes tipos de tejido que se analizaron. No se
encontré una relacion entre la expresion del transcrito de DEFBA4 con la presencia de

VPH en las muestras al obtener un valor p=0.872.

En conclusion, ElI IFNe se propone como un potencial marcador molecular de
progresion en CaCu, mientras que en el caso de la DEFB4A se sugiere como un
posible oncogén, aunque no se encontré una posible relacion entre la expresion de los
transcritos del IFNe y de la DEFB4A con la infeccion por VPH.



1 INTRODUCCION

El cérvix es la regidbn anatomica que comienza en la parte inferior del Utero y
desemboca en la parte superior de la vagina y esta constituido por dos secciones, el
exocervix que se caracteriza por poseer un epitelio escamoso estratificado no
queratinizado y el endocérvix cuyo epitelio estd formado por una capa sencilla de

células cilindricas (Wiebe et al., 2012).

En México y en el mundo, el cancer de cérvix es el segundo tipo de neoplasia de
mayor incidencia y mortalidad en mujeres. Se estima que en el 2012, 13,960 mujeres
fueron diagnosticados con cancer de cérvix (23.3% del total de todas las neoplasias)
(Jemal et.al, 2011).

Los estudios de la inmunidad del aparato reproductor femenino (principalmente la
region del cérvix), se han encontrado una serie de moléculas que confieren proteccion
frente a una gran gama de agentes infecciosos; entre los mas importantes encontramos
a las defensinas, de manera especifica, la defensina beta 4 A (DEFB4A) se encuentra
en el cérvix y tiene capacidad para formar poros en las membranas de bacterias,
ademas de afectar virus, hongos, algunos protozoos. Asi mismo existe una relacién en
el numero de copias del gen de esta molécula con la predisposicion de desarrollar
CaCu (Abe et al.,2013). Por otra parte, el interferén épsilon (IFNe) pertenece a la familia
de interferones del tipo I, los cuales se han reportado que tienen actividad antiviral. El
IFNe esta relacionado con la transcripcion de genes que codifican para proteinas pro
inflamatorias manteniendo asi un estado de inflamacion; ademas posee una expresion
constitutiva en la region del cérvix (Fung et al., 2013) lo cual la convierte en una
molécula de importancia en el combate contra agentes patdégenos y contra células

cancerosas.



Respecto a las caracteristicas que poseen las ceélulas tumorales descritas por
Hanahan y Weinberg (2011) se pueden mencionar dos que tienen relevancia con este
trabajo los cuales son: la capacidad para evadir al sistema inmunolégico y la promocién
de la inflamacion en el tumor. En el primero se puede mencionar al proceso dinamico
donde las células malignas evolucionan a variantes que son menos inmunogénicas lo
que les confiere la capacidad de escapar del reconocimiento y subsecuente eliminacion
por el sistema inmunologico, este proceso se le llama inmunoedicion (Dunn et al.,
2004). Por otro lado, las células tumorales son capaces de liberar al medio proteinas
pro-inflamatorias para mantener un estado de inflamaciéon cronico favoreciendo a la
liberacion de moléculas como factores de crecimiento, factores pro-angiogénicos,
enzimas modificadoras de matriz extracelular o especies reactivas de oxigeno que son
capaces de interaccionar con el DNA y provocar mutaciones que pueden favorecer la

aparicion de otras caracteristicas clave en la carcinogénesis (Colotta et al., 2011).

Es por lo anterior, que en este trabajo se estudiaron dos moléculas de la respuesta
inmune innata que se pueden encontrar en el cérvix: el interferon épsilon y la defensina
beta 4 A y su posible uso como marcadores moleculares de progresion en el cancer

de cérvix.



2 ANTECEDENTES

2.1 Cérvix

El Utero se puede dividir en dos segmentos , el segmento mayor o cuerpo Yy el caudal o
mejor conocido como cérvix. Estas dos partes se encuentra unidas por el istmo (Wiebe
et al.,2012).

El cérvix, también conocido como cuello uterino, es la parte fibromuscular que se
encuentra localizada en la parte inferior del Utero, ademas posee una forma cilindrica
con un diametro aproximado de 2.5 cm y un rango aproximado de 3 a 4 cm de largo.
En el contexto anatdmico encaja con la cupula vaginal por la pared anterior y es
sostenido por el ligamento redondo y el ligamento uterosacro. El conducto cervical
desemboca en la vagina por el orificio cervical externo. Cabe mencionar que el cérvix
se divide en dos partes anatomicas histologicamente diferentes, el exocérvix y el
endocérvix los cuales presentan caracteristicas histoldgicas particulares las cuales son
descritas mas adelante, que nos ayudarian a entender la propension al cancer de
cérvix y el entendimiento de su principal factor de riesgo la infeccion por el virus del

papiloma humano (VPH) (Zur Hausen, 2002).

El exocérvix esta cubierto por un epitelio plano estratificado no queratinizante rico en
glucogeno. Este tipo de epitelio se encuentra caracterizado por presentar multiples
capas celulares segun se encuentra reportado en la literatura se hablan de 15 a 20
capas de células ademas de presentar un tono rosa palido (figura 1). Este tipo de
epitelio presenta en el fondo una capa de células basales redondas que ostentan un
nacleo de gran tamafio y poco citoplasma; en adicion, la posicion del ndcleo se
encuentra en la parte inferior de la célula y se encuentra cerca de la membrana basal.
La membrana basal se encarga de separar el epitelio del estroma y su principal funcién

es servir como soporte (Geneser, 2003).



Por otro lado, el endocérvix esta cubierto por una capa sencilla de células cilindricas
cuya morfologia peculiar es la presencia de células largas ricas en citoplasma y nacleos
cerca de la membrana basal ademas de presentar una coloracion oscura (figura 1).
Este tipo de epitelio es el encargado de formar glandulas que secretan moco al medio
(Geneser, 2003).

Es de vital importancia mencionar a la zona de transformacién ya que en esta zona
existe una mezcla de los dos tipos de tejido que han sido descritos con anterioridad.
Esta zona presenta una alta tasa de crecimiento y puede ser infectada por VPH y asi
comienza su ciclo de replicacion, ya que puede alcanzar de una forma mas rapida a las
células basales las cuales presentan una tasa de proliferacion alta y son capaces de
diferenciarse (Geneser, 2003).

Figura 1. Microfotografia de un fragmento de cérvix. La letra A sefiala la
zona del exocérvix, B la zona de transicion epitelial y C la zona del
endocérvix. Imagen editada del Atlas de Histologia Fac. Med. UNAM.
Fotoarafia: Dr. Enriaue A. Sampedro Carrilo.
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2.2 Cancer de Cérvix

El cancer cérvix es la neoplasia ginecoldgica mas frecuente después del cancer de
mama, en nuestro pais representa uno de los problemas que tienen un mayor impacto
en las mujeres (figura 2). Es el estadio final de una serie de lesiones precursoras bien
definidas por sus caracteristicas histolégicas, en el caso de las LIEBG se caracteriza
por una displasia leve y la LIEAG por una displasia que va de severa a un carcinoma in
situ (tabla 1). EI CaCu representa el segundo lugar en incidencia y mortalidad,
precedido solo por el cancer de mama tanto a nivel mundial asi como a nivel nacional.
Segun se ha reportado en la literatura, posee una incidencia del 15.5% (13960
pacientes) y una mortalidad de 12.8% (4769 defunciones) del total de muertes por

neoplasias (Jemal et.al, 2011).
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Figura 2. Niveles de incidencia y mortalidad de cancer en mujeres de
Meéxico. El cancer de cérvix es el segundo tipo de cancer a nivel nacional, el

primer lugar lo tiene el cancer de mama, GLOBOCAN 2012.



Caracteristicas lesion intraepitelial

escamosa de bajo grado (LIEBG)

Caracteristicas lesion intraepitelial

escamosa de alto grado (LIEAG)

El nicleo es 3 6 mas veces el tamafio de

un nucleo de célula intermedia normal.

Las células con citoplasma delicado o

denso; ocasionalmente se encuentra

densamente queratinizado.

Las células binucleadas o multinucleadas

No SoOn comunes.

Los bordes nucleares son irregulares.

Hipercromasia con cromatina
uniformemente distribuida. La cromatina
puede aparecer degenerada o borrosa si

se asocia con cambios por VPH.

Hipercromasia en los ndcleos y la

cromatina es granular y esta

uniformemente distribuida (fina o gruesa).

Nucleolos son poco frecuentes.

Las células aparecen de forma individual o

agrupadas en laminas o0 en grupos

similares al sincitio.

Presencia de coilocitos (células con un halo
perinuclear bien definido y &pticamente

vacio y citoplasma periférico denso).

Citoplasma disminuido.

Displasia leve, maduracion de los dos

tercios superiores del epitelio.

Displasia grave.

Mitosis confinada en capa basal.

Mitosis en todo el espesor del epitelio.

Tabla 1. Caracteristicas histologicas de las lesiones precursoras cervicales
(LIEBG Yy LIEAG). (WHO 2013)




Existen varios subtipos de esta neoplasia, entre los mas frecuentes se encuentra el
carcinoma de células escamosas cervicales el cual es el mas predominante ya que
comprende el 80% de los casos de CaCu y se origina en el exocérvix. EI segundo
subtipo con mayor frecuencia es el adenocarcinoma con una predominancia del 15% y
se presenta en las células secretoras de moco del endocérvix. (Fernandez et al., 2013).

El 5% restante lo ocupan los tipos raros de cancer de cérvix (Ostor A., 2000).

Los factores de riesgos para desarrollar esta neoplasia son diversos ya que, existen
multiples factores de riesgo para poder desarrollar un cancer de cérvix, entre los que
podemos mencionar son: numero de parejas sexuales, tabaquismo, uso de
anticonceptivos hormonales, inmunosupresion, numero de partos, inicio de vida sexual
a edad temprana e infeccion con VPH (Cancer Research UK, 2015). La infeccion con
VPH es considerado como el principal factor de riesgo ya que se le ha encontrado en el
90% de pacientes con CaCu, si bien la infeccibn con este virus no implica,
necesariamente, el desarrollo del cancer de cérvix (figura 3), esto se debe a que existen
tipos virales con un alto poder oncogénico y otros con un bajo poder oncogénico
(Amador et al., 2013). En la poblacién mexicana los tipos virales de VPH con alto poder
oncogeénico son: 16,18,31,33,45,52 y 58 (Salcedo M. et al., 2014).

Es importante mencionar que algunos de los factores de riesgo antes mencionados se
relacionan con la inmadurez del epitelio cervical ya que este tipo de tejido deja de
crecer en las mujeres a una edad aproximada entre los 21 a los 25 afios lo que podria
derivar en un aumento en la tasa de crecimiento de las células que residen en dicha
parte anatomica. Otro factor a considerar es el aumento en la probabilidad de
contagiarse con un tipo viral de alto poder oncogénico a una edad temprana y tener
mayor tiempo para que ocurran los cambios moleculares necesarios para la aparicion y
desarrollo de la neoplasia cervical (International Collaboration of Epidemiological
Studies of Cervical Cancer, 2009).
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Figura 3. Ciclo de replicacion del virus del papiloma humano. El ciclo de
replicacion del VPH depende directamente de la diferenciacion celular de las células
epiteliales ya que este virus tiene un gran tropismo por este tipo de estirpe celular. El
DNA viral se puede encontrar en las células basales mientras que la expresion de los
genes tempranos se da en el estrato espinoso; por ultimo, las proteinas de la capside
se encuentran en los queratinocitos diferenciados (Mufioz et al., 2006). Imagen tomada
y editada de Zur Hausen, 2002 .
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Asi mismo, el tabaquismo también se ha asociado como un factor de riesgo para el
desarrollo del cancer de cérvix, esto se debe a que los productos generados como la
cotinina y benzopirenos (McCann et al., 1992 ) son capaces de viajar en el torrente
sanguineo y de esta forma llegan a las células epiteliales del cérvix donde estos
productos pueden ser encontrados en el moco cervical (McCann et al., 1992 ). Otro
mecanismo que se le ha asociado al tabaquismo, es la induccion indirecta de
inmunosupresion en la region cervical provocando de esta manera un mayor riesgo de

contraer una infeccion por VPH (Acladious et al., 2002).

Por otra parte, el uso de anticonceptivos orales también ha sido asociado como un
factor de riesgo ya que se ha reportado que las mujeres que consumen este tipo de
farmacos por un periodo mayor a los 5 afios tienen un incremento de 4 veces de riesgo
en desarrollar este tipo de neoplasia en mujeres portadoras de VPH (Cruz L. Et al.,
2004). Se ha visto que los esteroides se unen a regiones de DNA especificas del
genoma del VPH, las hormonas esteroideas también pueden ser capaces de
incrementar la expresion de los oncogenes E6 y E7 del VPH 16 los cuales interactian
con los productos proteicos de p53 y Rb lo que lleva a una falla en la apoptosis y a un
aumento en el ciclo celular (Moodley M. et al., 2003). Otro factor que se asocia con el
uso de anticonceptivos orales tiene que ver mas con la disminucién del uso del condon
lo cual aumenta la probabilidad de contraer una infeccion con VPH (Cruz L. et al.,,
2004).

De acuerdo con el trabajo de Hannahan y Weinberg (2011), las células cancerosas
tienen la capacidad de modular la respuesta inmunoldgica, esto es a través de citocinas
que pueden afectar la respuesta inmune tanto celular lo que le permite a éstas células
la capacidad de seguir creciendo sin ser eliminadas por los mecanismos de defensa
que posee el cuerpo (figura 4). Por otro lado, las células malignas son capaces de
mantener un estado de inflamacion cronico siendo este el inicio de la carcinogénesis,
cuyo efecto secundario es provocar un dafio en el genoma por medio de la formacion

de especies reactivas de oxigeno y de nitrdgeno que son capaces de interaccionar con
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el DNA y de esta manera podria aumentar el nimero de mutaciones en el genoma de
las células (DeNardo et al., 2010; Grivennikov et al., 2010; Qian and Pollard, 2010;
Colotta et al., 2009).

Sefales de Evasion de senales
proliferacion supresoras de
sostenidas crecimiento

Desregulacion
del metabolismo

Evasion de la

energético destruccién
inmune
Evasion de la POT_EM!al
muerte celular F.EIP I.CatIVB
ilimitado

Inestahilidad Promocién de
gendmicay la inflamacién
mutacion en el tumor

Potencial Potencial invasivo
angiogénico y metastasico

Figura 4. Hallmarks del cancer. La inflamacién cronica tiene un papel importante en
la carcinogénesis, esto es por la liberacion de especies reactivas de Oxigeno y
Nitrégeno  que pueden daflar al DNA provocando inestabilidad del genoma
(Grivennikov et al., 2010). La evasién del sistema inmune esta relacionada con las
estirpes celulares de macrofagos M2 y células Treg los cuales liberan citocinas que
inhiben la activacion de células T citotoxicas CD8 y células NK evitando asi la
destruccion de las células malignas (DeNardo et al., 2010) .Imagen editada de Hanahan
& Weinberg, 2011.
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2.3 Inmunologia del cérvix

Como se ha mencionado anteriormente, existe una relacion entre las células
cancerosas Y el sistema inmunolégico; en este apartado se abordara la inmunologia del
cérvix primero en condiciones normales y posteriormente se explicara el proceso de

inmunoedicion.

El tracto genital de la mujer posee una serie de mecanismos de defensa para combatir
infecciones por bacterias, hongos, protozoos y virus. La primer herramienta con la que
cuenta es la barrera fisica compuesta por las células epiteliales que son capaces de
secretar moco el cual posee una serie de moléculas que ayudan a la destruccion de
patogenos. Ademas, las células epiteliales poseen receptores tipo Toll (TLR’s) que les
permiten reconocer una gran variedad de moléculas presentes en agentes infecciosos
los cuales permiten despertar una respuesta inmunolégica adecuada (Horne et
al.,2008), y que promueven la sintesis de péptidos antimicrobianos como las
defensinas (figura 5). (Hickey et al., 2011).

Otro mecanismo de defensa es el pH acido (4-4.5) de la vagina. Esta caracteristica del
medio dificulta que muchos agentes infecciosos no proliferen de manera adecuada.
Este pH se mantiene en niveles acidos gracias a las bacterias comensales de esta
region ya que producen acido lactico el cual excretan al medio. Las principales
bacterias que promueven este efecto protector son aquellas que pertenecen al género
Lactobacillus (Hickey et al., 2011).

En el cérvix, se encuentran una serie de moléculas que también son capaces de
destruir agentes infecciosos como los péptidos antimicrobianos naturales como las
defensinas alfa y beta, interferén épsilon, quimiocinas, antiproteasas y enzimas (Ganz,
2013).
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Figura 5. Inmunologia del tracto genital femenino ,receptores TLR's y los

efectos fisiolégicos provocados por las defensinas, elafina y SLP1. (Horne et

al.,2008)

Las células tumorales son capaces de evadir el sistema inmunologico a través de un

proceso dinamico llamado inmunoedicion el cual consta de tres eventos clave los

cuales son: eliminacion, equilibrio y escape. La fase de eliminacion es el paso donde el

sistema inmune destruye a las células tumorales; sin embargo, hay células que no son

eliminadas y entran en un estado de equilibrio con el sistema inmune donde se

contribuye a la formacion de nuevas subpoblaciones de células tumorales con menor

inmunogenicidad. Por ultimo, la fase de escape se da cuando las variantes celulares

gue son resistentes al ataque inmunoldgico logran crecer incontroladamente y es en

este momento cuando el tumor es clinicamente detectable (Dunn & Schreiber, 2004).
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2.4 Interferon épsilon

Los interferones son glicoproteinas pequefias de una sola cadena peptidica cuya
funcién principal es fungir como una segunda linea de defensa contra las infecciones
producidas principalmente por virus y bacterias (Gonzélez et al., 2012) (Kalliolias et al.,
2010). Ademas, se ha reportado que también tienen un papel importante en la
inhibicion del crecimiento de tumores y como moduladores de la respuesta inmune
(Cheon et al., 2012 ). Se clasifican en tres grupos de acuerdo con el tipo de receptor
con el que interaccionan. La familia de interferon tipo | comprende a las siguientes
citocinas: IFNa, IFNb, IFNe, IFNk, IFNt e IFNw (Pestka et al.,2004). Estas moléculas
interaccionan con los receptores IFNAR1 e IFNAR2 . En la familia de interferdn tipo Il
podemos encontrar al IFNy. La familia de interferdn tipo Ill tiene como integrantes a |
IFNA-1, IFNA-2 e IFNA-3 los cuales interaccionan con los receptores IFNLR1 e IL10R2
(Uze et al., 2007).

En este trabajo se hablara del IFNe, el cual se le ha clasificado como un interferén de
tipo | debido a la similitud del tipo de receptor, por la estructura de su proteina y por el
locus del gen que se encuentra dentro del cluster de la familia de IFN tipo 1(Hardy et
al, 2004). El gen del IFNe se encuentra en el cromosoma 9 ( region 9p21.3), posee un
exon y a nivel de proteina contiene 209 aminoacidos, ademas, sufre de glucosilacion
como modificacion post-traduccional (Genecards). Por otro lado, la proteina posee solo
el 30% de similitud con las secuencias de aminoacidos del IFNa e IFNb (Fung et al.,
2013). A pesar de tratarse de un interferén de tipo I, se descubri6 que no posee una
buena actividad antiviral (Peng et al.,, 2007) y de acuerdo con la literatura, es
producido por células epiteliales del tracto genital femenino y masculino (Peng et al.,
2006), cerebro, pulmdn e intestino, (Xi et al., 2012). Ademas, es el Unico interferon de
tipo | que posee una regulaciéon hormonal ya que sus niveles son mas altos en la fase
proliferativa del ciclo menstrual y se reducen en mujeres posmenopausicas. Otra
caracteristica importante de esta molécula es que su expresion no es inducida por
PRR’s ya que es expresado de forma constitutiva por células epiteliales del utero,
cérvix y ovarios (Fung et al., 2013). Cabe mencionar, que no hay informacién reportada

en la literatura de esta citocina en cancer.
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2.5 Defensina beta 4 A

Las defensinas, son una familia de péptidos antimicrobianos cationicos de tamafo
pequefio que son capaces de formar poros en las membranas de las bacterias, hongos
y virus (Garcia et al., 2001), en adicion, gracias a la distribucion de los residuos de
cisteina y los puentes disulfuro se pueden clasificar en dos categorias las defensinas
alfa, las cuales se encuentran en granulocitos (Nakatsuji et al., 2012) y en células
epiteliales del intestino delgado, y las defensinas beta que son expresadas por muchas

células epiteliales (Ganz et al., 2013).

El gen DEFB4A, se encuentra en el cromosoma 8p23.1, es un gen expresado en el
tracto reproductivo de mujeres no embarazadas, especialmente en Utero, cérvix y
vagina (Horne et al., 2008). El gen esta conformado por 2 exones, los cuales codifican
para una proteina que posee 64 residuos de aminoacidos (NCBI). La proteina no tiene

procesamiento post-traduccional (Genecards).

Se ha reportado en la literatura que las defensinas pueden inducir el reclutamiento de
células dendriticas a través de la union con CCR6 (Gallo et al., 2002) cuando existe una
infeccion por VPH en keratinocitos. Se ha demostrado que poseen un efecto inhibitorio
en la angiogénesis y en la infeccion por este virus (Hubert et al., 2007). Por otro lado, se
ha visto que existe una posible relacion entre el namero de copias del gen DEFB4A, y
la susceptibilidad para desarrollar cancer de cérvix (Hollox et al., 2003), las pacientes
con un numero de copias menor a 4 tienen un mayor riesgo de desarrollar CaCu,
ademas en estudios in vitro se ha observado que a mayor numero de copias del gen
hay mayores niveles del transcrito después de la induccion por TNFa que tiene como
finalidad una mejor actividad antimicrobiana (Abe et al., 2013). En contraste, esta
reportado en la literatura los efectos que provocan las defensinas a nivel de
proliferacion celular (Markeeva et al., 2005), quimioatrayente de células dendriticas

(Hubert et al., 2007), e interaccionar con metaloproteasas (Tjabringa et al., 2003).

15



3 JUSTIFICACION

El CaCu es un problema de Salud publica debido a que presenta una incidencia del
15.5% de pacientes con neoplasias y una mortalidad de 12.8% del total de muertes por
neoplasias. En el proceso de desarrollo del CaCu ocurre un desbalance en la respuesta
del sistema inmune, ya que pasa de una respuesta pro-inflamatoria hacia una
inmunosupresion local, esto mediado por distintas moléculas. En adicion, el nimero de
copias del gen de la DEFB4A esta relacionado con la propension a desarrollar cancer
de cérvix, sin embargo, aun no hay mucha informacién acerca de este péptido
antimicrobiano y se espera que con este trabajo se encuentre mas informacién acerca

de la funcion de esta molécula en el cérvix.

Asi mismo, se propone al interferon épsilon como un marcador molecular debido a que
se ha reportado que posee una expresion constante en el cérvix; en adicion, es un
interferon que ha sido estudiado en menor proporcién con respecto a los IFNa e IFNb
y su participacion en el desarrollo de CaCu. Ademas, se ha reportado que sus niveles
de expresion aumentan al existir una mayor concentracion de TNFa el cual es una
molécula que puede ser encontrada en un ambiente tumoral, favoreciendo asi la

inflamacion cronica y la tumorigénesis del tejido cervical.

Este trabajo aportara informacion sobre la expresion de las moléculas que estan
asociadas con los procesos de inmunoedicion en CaCu como la DEFB4A y el IFNe y

que en adicion se pueden proponer como marcadores moleculares de progresion.
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4 HIPOTESIS

En el tejido cervical con un grado mayor de lesién presentara niveles mas altos del
transcrito del IFNe y menos del transcrito DEFB4A que el tejido sano o aquel con
niveles menores de lesion.

5 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la expresion de los genes IFNe y DEFB4A en tejido cervical sano y con

distintos grados de lesion.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

L)

S

X/
L X4

0

Disefar los primers utilizando herramientas bioinformaticas para IFNe y DEFBAA4.

Evaluar la expresion del IFNe y DEFB4A en tejido sano por medio de la técnica
de RT-PCRpf.

Evaluar la expresion del IFNe y DEFB4A en tejidos con LIEBG y en LIEAG por
medio de la técnica de RT-PCRpf.

Evaluar la expresion del IFNe y DEFB4A en lesiones invasoras por medio de la
técnica de RT-PCRpf.
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6 METODOLOGIA

6.1 Material biol6gico

Se utilizaron 29 muestras de tejido cervical, las cuales fueron recolectadas en la
clinica de displasias del Hospital General de México, México, D.F., México. Las
muestras fueron autorizadas bajo consentimiento informado de las pacientes y el

protocolo de trabajo fue aprobado por el comité de ética del hospital.

Se establecieron tres grupos con 9 muestras respectivamente con base en el
diagnéstico de las pacientes, el primer grupo pertenece a 2 muestras de tejido sano, el
segundo son aquellas que presentaron una lesion de bajo grado, el tercer conjunto de
pacientes con lesion de alto grado y por ultimo aquellas pacientes con un diagndstico
de CaCu.

Por otro lado, las muestras que se utilizaron en este trabajo cumplen con los requisitos
de exclusion e inclusion que consta de un diagndstico histopatoldgico y por estudios de
colposcopia, el tejido sano esta libre de infeccion por VPH, y no presenta alteraciones a

nivel histolégico y por colposcopia.

6.2 Disefio de primers para DEFB4A

Para el disefio de los primer fue necesario utilizar la base de datos del NCBI. Lo primero
fue buscar la secuencia del gen de la defensina beta 4A (DEFB4A) en Homo sapiens,

una vez que se encontré el gen se busco la secuencia del mRNA (NM_004942.3) para

posteriormente utilizar el programa de Primer-Blast® y poder disefiar los primers
especificos para esta citocina. Para tener una mayor especificidad se buscé que los

primers reconocieran las uniones exon-exon del mRNA.

18



Una vez que se obtuvieron los primers, se eligio el primer par que es arrojado como
resultado en el programa. Después por medio de Oligo Calc® se buscoé que las
secuencias de los primers no presentaran estructuras secundarias ni sean

complementarias entre si.

6.3 Disefo de primers para IFNe

Para el disefio de los primers correspondientes al IFNe se utilizé la secuencia de su
MRNA (NM_176891.4) en la base de datos del NCBI y fueron disefiados siguiendo los

pasos anteriormente mencionados y con las caracteristicas previamente descritas.

6.4 Extraccion de RNA

Lo primero que se llevd a cabo fue la extraccion a partir de las biopsias (tejido cervical)
a partir de un fragmento de aproximadamente 35 mg de tejido. Una vez que se
obtuvieron fragmentos del tamafio homogéneo del tejido se colocaron en unos tubos
Eppendorf especiales para TissueLyser y posteriormente se llevaron al equipo
TissueLyser 1l de QIAGEN. Una vez que se obtuvo una mezcla homogénea de
tejido/TRIZOL se colocaron en hielo y se procedio a la extraccion del RNA. Para el
siguiente paso se utilizo el KIT de extraccion RNeasy® Mini kit de QIAGEN y se
siguieron los pasos que vienen en el inserto del kit el cual se explica brevemente a
continuacion: el primer paso que se efectuo fue agregar en un tubo Eppendorf una
mezcla que consistié del lisado con cloroformo para poder separar la parte acuosa para
ello, se centrifugd durante 15 minutos a 12500 rpm. Posteriormente, se recupero la fase
acuosa y se transfirid a un tubo nuevo y se le agregd etanol al 70%, después se
transfirieron 700 pL de la muestra incluyendo cualquier precipitado a una columna
RNeasy Mini spin de 2 mL de capacidad y se llevo a centrifugar a 8000 x g durante 15
s. Una vez que se termino el tiempo de centrifugado, se desechd el liquido que se

encontraba en el tubo, luego se agregaron 700 pL de Buffer RW1 a la columna RNeasy
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spin y se centrifugd a 8000 x g por 15 s y se volvio a descartar el liquido del tubo.
Después se agregaron 500 pL del Buffer RPE a la columna y se centrifugd como en el
paso anterior. Posteriormente, se colocaron 500 pL del Buffer RPE y se centrifugo
durante 2 min a 8000 x g. Por ultimo, la columna RNeasy spin se coloco en un tubo de
1.5 ml de coleccion y después se agregaron directamente a la membrana, 30 pL de

agua libre de RNasay se llevo a centrifugar 1 min a 8000 x g para eluir el RNA.

Finalmente, se cuantificd el material genético extraido por medio del espectrofotometro
Nanodrop®1000 para conocer la pureza y posteriormente se preparé un gel de

agarosa al 1.5% para conocer la integridad del RNA.

6.5 Sintesis de DNA complementario (cCDNA)

Para poder efectuar los analisis de expresion de los transcritos de las moléculas a
estudiar en este trabajo se llevd a cabo la técnica de técnica de la retro-transcripcion

acoplada a reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR).

Para cada una de las reacciones, se agregaron 4 puL SuperScript® VILO™ master mix
Life Technologies™ (CA,USA), el cual contiene: random primers, proteina cooperadora,
inhibidor de ribonucleasas recombinante, MgCl,, dNTP’s, RNaseOUT™ vy el
SuperScript® 1l RT. Posteriormente se agregé 1 ug de RNA a retrotranscribir y por
altimo se vertio H,O libre de RNAsas c.b.p. 20 L.

El programa que se utilizo para la realizacion de la retrotranscripcion fue el siguiente: 10
minutos a una temperatura de 25 °C para activar a la enzima, posteriormente se llevo la
extension a 42 °C durante un tiempo de 120 minutos y para terminar la reaccion se

elevo la temperatura a 85°C por 5 minutos. El ultimo paso del programa de
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retrotranscripcion esta conformado por una disminucion en la temperatura hasta los 4°C

por tiempo indefinido para conservar el material genético recién sintetizado.

6.6 Programa de PCR

Antes de empezar la reaccion, es necesario realizar una dilucion de los primers hasta
llegar a una concentracién de 20 pM. Para poder realizar la PCR, se prepararon 20 pL
de reaccion en tubos Eppendorf de los cuales se adicionaron 10 uL de Go Taq® Green
Master Mix Promega™ (WI,USA) cuya composicion es de 2X de buffer de reaccion
Green GoTag® (pH 8.5), 3 mM de MgCl,, 400 uM de dATP, 400 puM de dGTP, 400 uM
de dCTP y 400 uM de dTTP. Ademas se agrego 1 pL de primer Forward (F), 1 uL del
primer Reverse (R), 7 uL de H;O libre de RNAsas y por ultimo se le agrego 1 ug de
cDNA.

El programa de PCR que fue utilizado para esta parte del trabajo consistio en una
desnaturalizacion inicial de 95°C durante 5 minutos; sin embargo, durante los demas
ciclos de la reaccion este paso solo tendra una duracion de 30 segundos. Para la fase
de alineamiento se utiliz6 una temperatura de 60°C por un intervalo de 30 segundos y
posteriormente, para la fase de extensidon se aumento la temperatura hasta los 72°C
durante 30 segundos. Una vez que se cumplieron los 30 ciclos se llevo a cabo una
extension final para la reaccion, la cual tuvo una duracion de 5 minutos. El paso final del
programa de PCR consiste en disminuir la temperatura hasta los 4°C. Este programa

fue el mismo para la amplificacién de los transcritos de IFNe y de DEFB4A.
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6.7 Programa de PCR para deteccion de VPH

La reaccion de PCR se llevo acabo con los reactivos y cantidades descritas
anteriormente. La reaccion de PCR se realiz6 con las siguientes condiciones: 94°C
5min, seguido de 40 ciclos con 30 s a 95°C, 60 s a 44°C, 72°C por 90 s con una
etapa de extension final de 10 min. a 72°C. Para llevar a cabo esta reaccion de PCR
fue necesario utilizar los primers GP5 y GP6, en la siguiente tabla se resumen sus

caracteristicas.

Primer Secuencia Tamario de

o producto
(5°-3)

(pb)

GP-5 Sentido - TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC 150

GP-6 Antisentido - GAA AAA TAA ACT GTA AAT CATATTC

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados como primers para la PCRpf en la deteccidon
de VPH.

6.8 Programa de PCR para gen ribosoma 18s

La reaccion de PCR se realizé con las siguientes condiciones: 94°C 5min, seguido de
40 ciclos con 30 s a 95°C, 60 s a 44°C, 72°C por 90 s con una etapa de extension final
de 10 min. a 72°C. Para llevar a cabo esta reaccion de PCR fue necesario utilizar los

primers FRPS18 y RRPS18, en la siguiente tabla se resumen sus caracteristicas.
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Primer Secuencia Tamario de

o producto
(5°-3)

(pb)

FRPS18 Sentido - AAT CCA CGC CAG TAC AAG ATC CCA 240

RRPS18 Antisentido - TTT CTT CTT GGA CAC ACC CAC GGT

Tabla 3. Oligonucledétidos utilizados como primers para la PCRpf del ribosoma
18s.

6.9 Electroforesis

Una vez que se obtuvo el producto de PCR se preparo un gel de agarosa al 2%. Para
ello se pesaron 0.7 g de agarosa grado biologia molecular y 75 mL de TBE, se
mezclaron y se disolvio la agarosa. Una vez que se obtuvo una solucion transparente
sin grumos ni cristales se procedio a enfriar la mezcla y una vez que llegé a una
temperatura aceptable se agregd BrEt. Se verti6 la agarosa a una camara de
electroforesis y se esperd a que se polimerizara el gel. Las condiciones a las cuales se

efectud las electroforesis fueron a 75V durante 30 minutos.

6.10 Analisis densitométrico

Las imagenes de la electroforesis se obtuvieron por medio de un transiluminador GEL
DOC™ XR System de Bio-Rad Laboratories (CA, EUA). El andlisis por densitometria

se realizo utilizando el programa ImageJ.

6.11 Genotipificacion de VPH

Para la genotipificacion, se utilizd el equipo CAR® y el kit CLART® Papillomavirus
huma 2 de la compafiia GENOMICA (M, Espafa) siguiendo las recomendaciones del

fabricante.

23




6.12 Andlisis estadistico

El analisis estadistico para la comparacion de las medias de la expresion relativa se
realizo utilizando el software GraphPad Prism® version 6.0a. Se utilizo ANOVA para
analizar las diferencias entre grupos. Un valor p<0.05 fue considerado estadisticamente

significativo.

Se utilizé el software SPSS® version 22.0 para realizar el analisis estadistico para
determinar si existe una relacion entre la infeccion con VPH y la expresion de las
moléculas de estudio de este trabajo. Se utilizé una x? de Pearson. Un valor p<0.05 fue

considerado estadisticamente significativo.
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7 RESULTADOS

7.1 Disefio y estandarizacion de primers

Los primers para las moléculas en estudio se disefiaron de acuerdo con lo descrito en
el trabajo de Sambrok y Russel (2001). En el caso de los primers para IFNe se tienen
que el Primer IFN-F tiene una longitud de 21 pb (tabla 2) mientras que el primer IFN-R
posee una longitud de 20 pb. En adicion el contenido de G y de C 52.38 y 55
respectivamente, ademas de que la Tm de ambos primers son muy parecidos en
60.54 °C (figura 6). El tamafio de producto amplificado posee una longitud de 104 pb.
Asi mismo, para el caso de los primers de la DEFB4A se siguieron los mismos
parametros, en este caso, se obtiene un producto de 155 pb (tabla 2). En la figura 7 se
muestras las caracteristicas principales de este par de primers. Posteriormente, se
realizo la estandarizacion de los primers utilizando lineas celulares SiHa y Hela,
ademas se efectu6 como una PCR para el cDNA del ribosoma 18s (control interno)
para comprobar que se llevd a cabo la reaccion de retrotranscripcion de manera
adecuada. Una vez que se obtuvieron las condiciones ideales para llevar a cabo la
PCR, se utilizd el cDNA obtenido a partir de la linea celular HeLa del producto de PCR

de HeLa como control positivo.
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Primer Secuencia Tamafo de
producto

(Pb)

(5°-3)

IFN-F Sentido - CCAAAAAGC ACACAC TCT GGC 104

IFN-R Antisentido - CCG TGT GGT TTT CCT CCC AA

DEFB-F Antisentido - ACC AGG GAC CAG GACCTT TA 155

DEFB-R Sentido - ACC ACC AAAAACACCTGG AAG

Tabla 4. Secuencias de los oligonucledtidos disefiados para la PCRpf de las

moléculas de interés.
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Primer pair 1

Sequence (5->3') Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer  CCAAAAAGCACACACTCTGGC 21 60.54 52.38 3.00 3.00
Reverse primer CCGTGTGGTTTTCCTCCCAA 20 60.47 55.00 3.00 0.00

Products on target templates
>NM_176891.4 Homo sapiens interferon, epsilon (IFNE), mRNA

product length = 104
Forward primer 1 CCARARAGCACACACTCTGGC 21

Template 835 ........ Geivennnnnnnss 855
Reverse primer 1 CCGTGTGGTTTTCCTCCCAR 20
Template 1 919

Figura 6. Caracteristicas del par de primers para IFNe. Resultados obtenidos a

través del programa Primer-BLAST de la pagina del NCBI.

Primer pair 1

Sequence (5-»3") Length Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer ACCAGGGACCAGGACCTTTA 20 59.80 5500 5.00 2.00
Reverse primer ACCACCAAAAACACCTGGAAG 21 58.80 4762 3.00 1.00

Products on target templates
>NM_004942.3 Homo sapiens defensin, beta 4A (DEFB4A), mRNA

product length = 155
Forward primer 1  ACCAGGGACCAGGACCTTTA 20
Template BB iiiiiiiiaiiaaiiaaaas 85

Reverse primer 1 ACCACCARRAACACCTGGAAG 21
Template 220 sieurecmarenansananas 200

Figura 7. Caracteristicas del par de primers para DEFB4A. Resultados obtenidos a

través del programa Primer-BLAST de la pagina del NCBI.



7.2 Expresion de IFNe y DEFB4A en tejido sano

En la figura 8, se muestra la fotografia de la electroforesis para observar la expresion
del gen no solo del IFNe, sino también de la DEFB4A en las dos muestras de tejido
sano. Se tomarad como una expresion basal para estas moléculas siendo ligeramente
mayor en el caso del IFNe, se puede observar y comprobar por medio de un analisis

densitométrico que existe una menor expresion para la defensina.
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Figura 8. Fotografia de la electroforesis en gel de agarosa al 2% para los
amplicones correspondientes a IFNe y para |la DEFB4A en tejido sano. Carril 1
se muestra el amplicon para el ribosoma 18s como control interno. Donde M es el
marcador de pares de bases. En carril 2 esta la banda correspondiente a IFNe,

mientras que en el carril 3 se encuentra la banda para DEFB4A.
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7.3 Expresion de IFNe en los diferentes tipos de tejido

A continuacion, se presentan los resultados correspondientes a la expresion del IFNe
en los tres grupos de muestras (figuras 9,10 y 11). En la figura 12 se exhiben tres
muestras seleccionadas al azar para observar el aumento de intensidad en la expresion
del gen de IFNe con el fin de tener una mejor visualizacion del transcrito. Se llevo a
cabo un analisis densitométrico de las imagenes de los geles y posteriormente se
realizO un ANOVA de una via, y se determin0 que existe una diferencia
estadisticamente significativa con un valor p= 0.0425 (p<0.05) lo que implica que si hay
un aumento de la expresion de la molécula conforme entre el tejido sano y la lesion
invasora. Por otro lado, no se encontré una asociacion entre la expresion de IFNe con

la infeccion con VPH, ya que se obtuvo una p=0.928.

La figura 9 muestra los niveles de transcrito de IFNe en las muestras con lesion
intraepitelial escamosa de bajo grado (LIEBG). Se detectd el transcrito en 7 de las 9
muestras (77.8%) y en promedio se encontré un incremento de 1.07 con respecto al

tejido sano.
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Figura 9. Fotografia de la electroforesis en gel de agarosa al 2% para los
amplicones correspondientes a IFNe en LIEBG. En la tabla se pueden observar la
intensidad de expresion obtenida por densitometria y el valor de expresion relativa es
la comparacion entre la densidad de expresion del tejido normal (N) respecto al valor de
la densidad de cada muestra. Los valores cercanos a uno implican que la densidad es

semejante en las muestras.
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Las lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (LIEAG) son mostradas en la
figura 10. Se encontré un aumento en las muestras que presentan el transcrito de IFNe
(8/9) con un incremento de su promedio de 4.13 con respecto a las muestras con

LIEBG.
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Figura 10. Fotografia de la electroforesis en gel de agarosa al 2% para los
amplicones correspondientes a IFNe en LIEAG. En la tabla se pueden observar la
intensidad de expresion obtenida por densitometria y el valor de expresion relativa es
la comparacion entre la densidad de expresion del tejido normal (N) respecto al valor de
la densidad de cada muestra. Se logra observar un ligero aumento en los valores
correspondientes a la expresion relativa en estas muestras en comparacion con las
pertenecientes a LIEBG. Las muestras de los carriles 4 y 5 poseen los valores mas
altos de densidad de expresion. En promedio se obtuvo un aumento del 4% respecto al

tejido sano.
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Por dltimo en la figura 10 se presentan las muestras con lesiones invasoras (CaCu). Se
detectd el transcrito de IFNe en todas las muestras (100%); ademas, se obtuvo un
incremento en el promedio de intensidad del 6% (6.0), siendo asi las muestras con una
mayor expresion relativa respecto al tejido sano y a las muestras con lesiones

precursoras.
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Figura 11. Fotografia de la Electroforesis en gel de agarosa al 2% para los
amplicones correspondientes a IFNe en CaCu. En la tabla se pueden observar la
densidad de expresion obtenida por densitometria y el valor de expresion relativa es la
comparacion entre la intensidad de expresion del tejido normal (N) respecto al valor de
la densidad de cada muestra. Se puede observar que existe una mayor intensidad en
las bandas, asi mismo, los valores de expresion relativa son mas altos en comparacion
con los obtenidos en las lesiones precursoras. Solo la muestra del carril 2 es aquella
que posee la menor densidad de expresion respecto a las demas. El promedio de

expresion aumenté al 6% respecto al tejido sano.
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Figura 12. Diferencia en intensidad de las bandas de IFNe en las
diferentes etapas de la neoplasia. Donde 1 pertenece a un espécimen con
LIEGB, 2 una muestra con LIEAG y por altimo, a una muestra con CaCu. Las
muestras 1, 2 y 3 fueron seleccionadas al azar y se corrieron en un gel de

agarosa al 2%.

A continuacion se presenta una grafica donde se refleja el aumento en la expresion del
transcrito del IFNe (figura 13), esto se llevo a cabo al dividir el valor densitométrico de
cada una de las etapas de la neoplasia con respecto al tejido sano y posteriormente se
calculo el promedio y con este valor se procedio a elaborar la grafica. Cabe sefialar,

gue se tomo como valor de 1 a la expresion basal del transcrito en el tejido sano.
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Figura 13. Aumento en la expresion del transcrito del IFNe. Para la construccion de
esta gréafica se utilizé la media de cada grupo Yy se tomo6 como 1 el valor basal del
tejido sano. Se puede observar el aumento en la media de expresion relativa respecto
al tipo de tejido. Se tomo el valor del tejido sano como 1 para que se pudiera notar el
ligero aumento de la media de expresion relativa en LIEBG, el promedio de expresion
en LIEBG fue de 1.07, en LIEAG 4.13 y en CaCu se obtuvo un promedio de 6.0. El valor
obtenido fue de p=0.0425. (*) Diferencia significativa entre estos dos tipos de tejido.
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7.4 Expresion de la DEFB4A en los diferentes tipos de tejido

Para la DEFB4A se obtuvo una expresion heterogénea en los diferentes tipos de tejido
donde los promedios de intensidad dando como resultado la formacion de dos grupos
un grupo positivo y otro negativo para la expresion del transcrito (figuras 14, 15y 16).
Ademas la intensidad de expresion en la mayoria de los ejemplares fue mayor en

comparacion con la expresion obtenida en el tejido sano.

Al igual que en el caso del IFNe, se llevo a cabo un analisis densitométrico y un ANOVA
de una via donde se obtuvo un valor p=0.5799 lo que implica que no hay una diferencia
estadisticamente significativa en los niveles de expresion de la molécula. En adicion,
no se encontré asociacion entre la expresion de DEFB4A con la infeccion con VPH, ya

que se obtuvo una p=0.872.

La figura 14 presenta los niveles de transcrito de DEFB4A en LIEBG. Se observa que el
transcrito en el 66.6% de los ejemplares y se encontré un incremento del promedio de

expresion relativa del 5.80%.
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Figura 14. Fotografia de la electroforesis en gel de agarosa al 2% para los
amplicones correspondientes a DEFB4A en LIEBG. Se puede observar que existe
una expresion heterogénea en la expresion de esta molécula en las diferentes

muestras.
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En la figura 15 se muestran los niveles del transcrito de DEFB4A LIEAG. Se encontro
un aumento en la deteccion del transcrito de 77.8% de las muestras; ademas, existe
una disminucién en el promedio de expresion (3.80) con respecto al tejido con una

lesion de bajo grado.
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Figura 15. Fotografia de la electroforesis en gel de agarosa al 2% para los
amplicones correspondientes a DEFB4A en LIEAG. Al igual que en las muestras
con LIEBG se puede notar que la expresion de la DEFB4A de forma heterogénea sin
presentar un patron. Por un lado se puede observar que hay muestras que lo sobre-
expresan ( carriles 7y 8), los carriles 1y 6 no presentan una banda correspondiente a
la molécula de interés esto observar los valores correspondientes a la densidad de

expresion. En los carriles 2 y 3 hay muestras que presentan una expresion muy baja.
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Las lesiones invasoras (CaCu) se presentan en la figura 16. Se encontré que el 77.8%
de las muestras presentan la banda correspondiente al transcrito de DEFB4A,; se tiene
un incremento en el promedio de expresion de (6%) 6.70.
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Figura 16. Fotografia de la electroforesis en gel de agarosa al 2% para los
amplicones correspondientes a DEFB4A en CaCu. En este caso, se puede apreciar
que la expresion de la molécula tiene un aumento en las muestras con lesiones
invasoras. En los carriles 2 y 6 se presentan las muestras con la mayor densidad de
expresion y , por lo tanto, aquellas que presentan un valor mayor de expresion relativa;

en el caso de los carriles 4 y 7 se tienen las muestras que no expresan la DEFB4A.
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Figura 17. Niveles de expresion del gen de DEFB4A. Se tomo el valor del tejido sano
como 1, el promedio de expresion en LIEBG fue de 5.80, en LIEAG 3.80 y en CaCu se
obtuvo un promedio de 6.70. El valor obtenido fue de p= 0.5799.
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7.5 Deteccion y genotipificacion de VPH

Cada una de las muestras con CaCu se analizaron para detectar la presencia de VPH.
Esto se realiza de forma rutinaria a cada muestra que llega al laboratorio ya que como
se menciono en la parte de antecedentes la infeccion por este virus es el factor principal
para el desarrollo del cancer de cérvix. Para efectuar estas reacciones, se utilizaron los
General Primers (GP5 y GP6) y que se encargan de amplificar la region
correspondiente al gen de la proteina L1 de VPH. El porcentaje mas alto de muestras
que son positivas para VPH son aquellas que pertenecen al grupo de especimenes con

CaCu con un 90%.

Después de la deteccion de VPH en las muestras, se procedid a realizar la
genotipificacion para conocer los tipos virales que se encuentran en los especimenes
que resultaron ser positivos en el tejido invasor. En la figura 17 se puede observar que
el tipo viral con mayor frecuencia es el 16 con un 50% de frecuencia en las muestras,
seguido por el tipo 18 con el 25%. Por otro lado, se encontré que existen muestras que
presentan una infeccion multiple con dos o tres tipos virales, en donde se puede notar

la presencia del tipo viral 16 en una de las muestras.
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Figura 18. Frecuencia de los genotipos virales en las muestras de CaCu. Se puede
apreciar que el tipo viral 16 es el mas frecuente en las muestras con lesion invasora en
un 50% de frecuencia, mientras que el genotipo 18 se encuentra en el 25% de las
muestras; en adicion, se encontraron infecciones multiples con genotipos 16/31 con un
12%, en un 13% la triple infeccién con los genotipos 24/58/66.
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8 DISCUSION

Se ha reportado en la literatura que la expresion de los interferones tipo | esta
estrechamente relacionada con moléculas PRR’s como los receptores TLR en cérvix;
sin embargo, el IFNe es el unico IFN tipo | que no requiere de estas moléculas para
expresarse, en cambio son las células epiteliales cervicales las encargadas de
expresar esta citocina de manera constitutiva (Wijesundara et al.,2014), esto se puede
corroborar con los resultados que se tienen en la figura 8. Ademas, al no existir una
diferencia molecular entre las células del tejido sano respecto a las células del tejido
con LIEBG (International Collaboration of Epidemiological Studies of Cervical Cancer,

2009) se puede observar que las bandas poseen una intensidad similar.

Se ha visto que el interferon épsilon aumenta su expresion al existir una mayor sintesis
de TNFa (una molécula que es capaz de promover proliferacion, diferenciacion,
sobrevivencia celular e incluso muerte celular esto es dependiendo de la cascada de
sefalizacion que active) y esto puede indicar el porqué hay un aumento en la expresion
del transcrito conforme la neoplasia va progresando, ya que las células cancerosas,
células dendriticas, keratinocitos (Amador-Molina et al., 2013), células NKT invariantes
(INKT) y macrofagos asociados a tumor (TAMs) son capaces de liberar al
microambiente tumoral TNFa (Gomes et al., 2013) ya sea forma autocrina o paracrina y
de este modo, a interactuar con su receptor TNF-R y posteriormente inducir la
expresion de no solo el MRNA del IFNe sino también de factores de transcripcion como
NFkB y AP-1 (Grivennikov et al., 2010) que pueden ayudar a que las células puedan
presentar un fenotipo maligno, ademas se ha visto que pueden fomentar diferenciacion
a macrofagos M2 y a células te reguladores los cuales suprimen la respuesta inmune

contra las células malignas Grivennikov et al., 2010).

Se esperaba que las lesiones de bajo grado y tejido sano estuvieran dentro de un rango
similar de expresion del transcrito del IFNe debido a que esta etapa de la neoplasia no
hay diferencias moleculares entre ambos tipos de estados (International Collaboration

of Epidemiological Studies of Cervical Cancer, 2009).
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Por otro lado, se puede observar que las muestras con lesiones invasoras (CaCu)
presentan la banda correspondiente al IFNe con una mayor intensidad comparadas con
las lesiones tanto de bajo como de alto grado, lo cual podria sugerir que esta citocina
esta siendo expresada, por lo menos a nivel transcripcional. La posible importancia del
aumento en la expresion del IFNe se pueda deber a que esté favoreciendo un estado
de inflamacion crénico, esto se promueve a través de la interaccion del IFNe con su
receptores IFNAR1 o IFNAR2 y esto podria generar una cascada de sefalizacion via
STAT-1 que podria interaccionar con secuencias activadoras gamma (GAS) que
promueve la expresion de proteinas inflamatorias; ademas, los interferones de tipo |
promueven re-modelamiento de cromatina a través de STAT-1 e ISGF3 alterando asi
el panorama epigenético. Por otro lado se ha reportado que STAT-1 participa en los
procesos de diferenciacion o polarizacion de células T y macréfagos (lvashkiv et al.,
2013). En adicion, es el unico interferon de tipo | que es regulado por hormonas ya que
se ha reportado que los niveles mas altos de IFNe son mas altos en la fase proliferativa
del ciclo menstrual y sus niveles de expresion son mas bajos en mujeres
posmenopausicas (Fung et al.,, 2013), lo que podria explicar la incidencia de esta

neoplasia en mujeres en edad reproductiva.

Se ha reportado que las defensinas confieren una proteccion contra microorganismos;
ademas de que se ha visto que pueden funcionar como agentes quimioatrayentes de
células dendriticas (Hubert et al., 2007). Ademas algunos tipos de estas moléculas
pueden controlar el ciclo celular dependiendo de las concentraciones que las células
epiteliales puedan liberar (Markeeva et al., 2005). Por otro lado, se ha descrito que las
defensinas beta pueden interaccionar con el EGFR y , por lo tanto, inducir proliferacion
celular, ademas también se ha visto que pueden interaccionar con las metaloproteasas
(Tjabringa et al., 2003) , las cuales tienen un papel importante para la degradacion de la
matriz extracelular y permitir que las células cancerosas puedan migrar e invadir otros
organos. Como se ha mencionado anteriormente, se ha reportado que el nimero de
copias del gen de la DEFB4A puede estar relacionado con la predisposicion al
desarrollo de cancer de cérvix (Abe et al., 2013); sin embargo, la evidencia reportada en

la literatura parece reforzar la idea de que la DEFBA4 podria tener un papel en la
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carcinogeénesis debido a los efectos que han sido reportados en la proliferacion celular
(Markeeva et al., 2005).

En la literatura se ha reportado que algunos tipos de péptidos antimicrobianos poseen
actividad contra virus envueltos; sin embargo, no esta bien reportado su efecto en
contra de virus no envueltos (Buck,2006), en este trabajo se encontré que no hay una
asociacion entre la infeccion con VPH y la expresion de la DEFB4A. Posiblemente al
no tener un efecto relacionado con la presencia del VPH debido a que no es un
mecanismo apropiado para eliminar dicha infeccion (Meng et al., 2013). Al igual que en
el caso del IFNe, se ha descrito que el TNFa tiene un papel importante en el aumento
en la expresion de la DEFB4A (Joly et al., 2005).

El gen de la DEFB4A se encuentra en la region citogenética 8p23.1, la cual es una zona
donde se presenta un porcentaje alto de genes con un menor numero de copias, es

decir hay deleciones en los genes que componen dicha regién, (www.progenetix.org) lo

gue nos podria decir que al existir un menor nimero de copias de este gen se tiene una

mayor propension al desarrollo de cancer cervical.

Se ha mencionado anteriormente que el fendmeno de inmunoedicion tiene como primer
paso la eliminacion de las células tumorales (Dunn & Schreiber, 2004) y esto se podria
corroborar con los efectos que tienen los interferones de tipo | para combatir infecciones
virales y ayudar a la polarizacion de macréfagos y células T a través del transductor de
seflal STAT-1; sin embargo, se ha reportado que las infecciones virales o microbianas
cronicas, en este caso podria ser la infeccion con VPH, tienen un efecto de

inmunosupresion (Ivashkiv et al., 2013).

Las caracteristicas del microambiente tumoral, como la disminucion de oxigeno en
tumores solidos (hipoxia), promueve que exista una alteracion del equilibrio entre el
sistema inmunoldgico y las células tumorales. La hipoxia en el tejido es una respuesta
inflamatoria no especifica y esta reportado que aumenta la expresion de defensinas
(Nickel et al., 2012), otra caracteristica de la hipoxia es su capacidad para reclutar
macrofagos (Murdoch et al., 2005) y las células tumorales son capaces de expresar
HIF-1 un factor de transcripcion que promueve la angiogénesis, inhibe apoptosis y

sobre-expresa factores de crecimiento (Mantovani et al., 2006).
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La inflamacion juega un papel importante en la carcinogénesis y se le podria considerar
como un mecanismo de inmunoedicidén ya que las células tumorales por un lado inhiben
la respuesta inmunoldgica al secretar TGF-B el cual es capaz de diferenciar monocitos
a macréfagos M2 (Colotta et al., 2009) los cuales son inmunoreguladores y ayudan a la
angiogénesis y metastasis (correspondiente a la fase de escape de la inmunoedicion)

de las células tumorales (Qian and Pollard, 2010).

Con los resultados de este trabajo, se puede observar que el gen de IFNe incrementa
su expresion durante la progresion de la neoplasia y esto podria indicar su posible uso
como marcador molecular. Para saber el papel que juega esta molécula, es necesario
realizar un seguimiento a las pacientes y ver si la citocina puede brindar informacion
para un buen o un mal prondstico; es importante mencionar que el IFNe puede
interaccionar con RIG-1 el cual es un gen supresor de tumores y que se encuentra
disminuida su expresion en CaCu (Matsumiya et al., 2007); ademas, RIG-1 su
expresion puede ser inducida por retinoides y éstos ultimos actian de manera sinérgica
con la quimioterapia induciendo apoptosis en las células tumorales, teniendo asi un

mejor pronaostico para las pacientes (Altucci et al., 2001).

Para la DEFB4A la evidencia reportada en la literatura (Wang & Li, 2008) parece
indicar que la molécula actia como un oncogén. Se esperaba que las muestras con
CaCu tuvieran la menor expresion del gen o bien que no se expresara; sin embargo,
fueron las que mas presentaron el gen de la DEFB4A, lo que podria indicar que este
gen esta teniendo un papel en el CaCu que al aumentar la expresion del gen podria
reforzar la idea de actuar como un oncogeén; empero, es necesario realizar mas trabajo
para conocer el papel de esta molécula en el desarrollo de CaCu y las posibles

implicaciones que tengan en el prondstico de las pacientes.
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9 CONCLUSIONES

El IFNe se propone como un potencial marcador molecular de progresion en
CaCu.

No existe una asociacion entre la infeccion con el VPH y la expresion de IFNe y

DEFBA4A a nivel transcripcional.

Se sugiere que la DEFB4A actia como un posible oncogén.

Posiblemente la expresion de estas dos moléculas estén participando en

procesos de inmunoedicion en tejido transformado.

10 PERSPECTIVAS

Para contar con informacién a nivel de traduccién , es decir proteina, se llevarian
a cabo experimentos por la técnica de inmunohistoquimica para ambas

moléculas.

Se propone realizar una PCR especifica de metilacion para ver los factores
epigenéticos de silenciamiento para la DEFB4A con el objetivo de esclarecer el

papel que desempefia y la importancia esta molécula en el desarrollo de CaCu.

Realizar la deteccion de ambas moléculas a partir de raspados cervicales con el

fin de proponer un método de diagndstico menos invasivo.
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