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RESUMEN

El cancer cervicouterino (CaCu) representa el tercer cancer mas comun entre las mujeres a
nivel mundial. La participacion de la via de sefalizacion de Notch-1 en el CaCu es
controversial, ya que se ha descrito como una proteina supresora de tumor y como oncogen,
dependiendo del tipo de cancer. La via de Notch-1 esta regulada por diferentes mecanismos,
uno de ellos es la proteina Numb, la cual regula negativamente a Notch-1. Se ha considerado
a Numb como un supresor de tumor en diferentes tipos de cancer; sin embargo, su papel en
CaCu no esté claramente establecido, por lo cual el interés del presente trabajo fue investigar
la participacion de Numb y Notch-1 en la carcinogénesis cervical. Se analizaron un total de
144 muestras de tejido cervical, agrupadas en 96 muestras de CaCu y 49 biopsias de
neoplasias intraepiteliales cervicales (29 lesiones de bajo grado: NIC I, Il y 20 lesiones de alto
grado: NIC 1ll), se sometieron a tincion por inmunohistoquimica para las proteinas Numb y
Notch-1, se evaluaron los niveles de expresién como débil, moderado o intenso, asi como su
localizacion subcelular .Se observé una mayor frecuencia en la expresion de Numb en
muestras de CaCu, comparadas con las NIC (p=0.0138). No hubo diferencia
estadisticamente significativa en la frecuencia de casos positivos para Notch-1 entre CaCu y
NIC, pero su expresion disminuyo significativamente en CaCu (p=0.0001). La localizacién de
Numb fue nuclear en NICs; mientras que se acumulé en el citoplasma en la mayoria de las
muestras de cancer. Notch-1 también se localizé en el nucleo de las NIC y después de la
transformacion tumoral se concentré en el citoplasma. Se encontré que la positividad de
Numb (p=0.0003), y su expresion intensa (p=0.0097) se asocian con la malignidad. Con
respecto a la proteina Notch su inmunoreactividad intensa en el nlcleo se asocié con las

lesiones precancerosas (p=0.00082).

Nuestros resultados apoyan el papel de las proteinas Numb y Notch-1 como supresoras de
tumor, ya que la localizacion nuclear de ambas proteinas en lesiones premalignas, sugiere la
posibilidad de que la via de Notch-1 se encuentre activa en etapas iniciales de la
carcinogénesis. A diferencia del CaCu, donde ambas proteinas se acumularon en el
citoplasma, y disminuye la inmunoreactividad de Notch-1, lo que sugiere la pérdida de la
actividad de esta via de sefializacion, posiblemente por la regulacién de Numb.



INTRODUCCION

1. CANCER

A nivel mundial el 63% de las muertes anuales son causadas por enfermedades no
transmisibles (ENT) que generalmente son cronicas, es decir, son de larga duracién y
progresan lentamente; los cuatro tipos principales de ENT son: las enfermedades
cardiovasculares, enfermedades respiratorias cronicas, diabetes y cancer, juntas causan
aproximadamente 38 000 000 de muertes al afio, de las cuales 75% se concentran en paises

en vias de desarrollo [1, 2].

La Organizacion Mundial de Salud (OMS) en 2014, describe al cAncer como la enfermedad
cronico degenerativa de mayor incidencia entre los adultos. A nivel mundial, en 2015 los tipos
de cancer con mayor prevalencia, en hombres fueron: pulmén y préstata; mientras que en la

poblacion femenina fueron el de mama, colorrectal y cancer cervicouterino (CaCu) [3].

En 2015, la OMS define al cadncer como una alteracion celular que provoca un aumento
descontrolado de células anormales, que crecen en forma invasiva y se propagan a través

de los tejidos, lo que perturba el funcionamiento normal del organismo [3].

Otros autores, definen al cancer como un conjunto de enfermedades que comparten
alteraciones en la regulacién del crecimiento y la proliferacion. Estas células adquieren
capacidad invasiva y poseen rasgos funcionales y morfoldgicos diferentes a los de sus
precursoras. En el afio 2000, Hanahan y Weinberg describen caracteristicas que comparten

las células cancerosas, como la autosuficiencia de sefiales mitdogenas, bloqueo de sefiales



antiproliferativas, invasion de tejidos y metastasis, inmortalidad celular, induccién de
angiogénesis y evasion de la apoptosis [4]. En 2011, con los avances en la investigacion
genodmica Hanahan y Weinberg agregan otras caracteristicas promotoras del desarrollo
tumoral: inestabilidad gendmica y mutaciones, desregulacion metabdlica, evasion del sistema

inmune e inflamacion [5].

La IARC (International Agency for Research on Cancer), clasificd a los agentes carcinbgenos

en tres grandes grupos [6]:

1. Fisicos: radiaciones ionizantes y ultravioleta.

. _ 2. Quimicos: tabaco, alcohol, asbestos, arsénico, aflatoxinas.
Carcindgenos

3. Bioldgicos: infecciones causadas por ciertos virus, bacterias o
parasitos.

2. CANCER CERVICOUTERINO

El CaCu es el tercer cancer mas comun en mujeres y el séptimo en la poblacién general, con
un estimado de 528 000 nuevos casos en 2012. Para 2016, se estimaron 266 000 muertes
por este tipo de cancer en el mundo, lo que representaria un 7.5% de todas las muertes por
cancer en mujeres [7]. Alrededor del 85% de los casos ocurren principalmente en regiones
en vias de desarrollo, como en nuestro pais. En México, el CaCu en 2014 ocupo el segundo
lugar en mortalidad, con una tasa del 11.34%, en mujeres en edad reproductiva [8]. Para
nuestro pais, en 2015 se estimaron 15 988 nuevos casos y un total de 5 511 muertes

causadas por este tipo de cancer [9].



2.1 ANATOMIA E HISTOLOGIA DEL CERVIX

El cuello uterino es la parte fibromuscular inferior del Gtero, tiene forma cilindrica o conica,
esta estructura mide aproximadamente 3-4 cm de longitud y 2.5 cm de diametro, aunque su
tamafio varia segun la edad, el numero de partos y el momento del ciclo hormonal. El cérvix
esta anatdmicamente constituido por tres regiones: el exocervix recubierto por una mucosa
gue se encuentra en continuidad con la vagina, un endocervix, el cual recubre el conducto
cervical hasta la cavidad uterina y una zona de transformacion localizada en la union del endo

y exocervix (figura 1) [10, 11].

Trompa de Falopio

<

Cuerpo uterino

Cavidad uterina

Canal cervical

Ovario
Endocérvix

Cérvix

Zona de transformacion

Exocérvix
Vagina

Figura 1. Anatomia del aparato reproductor femenino. Modificado de
https://citopatologiageneral.wordpress.com/anatomia-y-fisiologia/. Se  observan las
estructuras que conforma al cérvix: exocervix, endocervix y la zona de transformacién (union
escamocolumnar) [12].



https://citopatologiageneral.wordpress.com/anatomia-y-fisiologia/

El endocervix se encuentra revestido por epitelio columnar o cilindrico secretor de moco,
formado por una sola capa de células altas, con nucleos oscuros. En su limite distal se fusiona
con el epitelio endometrial, en la parte inferior del cuerpo del utero, y en su limite proximal se
fusiona con el epitelio escamoso en la unién escamocilindrica (zona de transformacion) este
es un sitio de transicion, donde el epitelio endocervical es remplazado por escamoso
inmaduro, que eventualmente madura y es el sitio de origen mas frecuente del CaCu (figura

2) [10, 13].

Figura 2. Fotomicrografia del cérvix, modificada de Sepulveda, 2013. Se muestra el
endocervix con epitelio cilindrico (1) y glandulas cervicales (2), la zona de transformacion (3)
y el exocervix con epitelio escamoso estratificado plano (4); por debajo del epitelio se observa
la lamina basal (5) [13].



El exocervix esta cubierto por epitelio escamoso estratificado queratinizado, en continuidad

con la mucosa vaginal y esta constituido por cuatro estratos celulares: el primero es el estrato

basal, formado por una membrana y células parabasales, estas células son altamente

sensibles a sefiales mitogénicas y de diferenciacién. El segundo, es el estrato espinoso,

formado por varias capas de células poligonales. El tercer estrato, consta de una capa

granulosa formada por 3 a 5 filas de células fusiformes o en forma de huso. Por ultimo, el

estrato superficial o cérneo esta formado por células muertas anucleadas, que protegen el

epitelio de lesiones e infecciones (figura 3) [10, 13, 14].
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Figura 3. Corte histoldgico del exocervix tefiido con latécnica de hematoxilinay eosina.
Se observa la arquitectura del exocervix, el cual estd formando por cuatro estratos de células.
Modificado de http://www.slideshare.net/jaifeqon2/tejidos-epiteliales-10086002 [15].



http://www.slideshare.net/jaifegon2/tejidos-epiteliales-10086002

3. PATOLOGIA CERVICAL

3.1 NEOPLASIA INTRAEPITELIAL CERVICAL (NIC)

La enfermedad premaligna del cérvix se denomina Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) y
se dividen en NIC | (displasia leve), NIC II (displasia moderada) y NIC Il (displasia
severa/carcinoma in situ), lo que finalmente podria evolucionar a CaCu (figura 4) [16, 17].

En NIC |, las alteraciones citoldgicas han afectado el tercio inferior del epitelio escamoso, se
presenta una hiperplasia epitelial inicial, se puede observar la presencia de coilocitos y
alteraciones en la queratinizacion. En el caso de NIC II, se considera que las alteraciones
celulares modifican dos tercios inferiores del epitelio escamoso, se observan aneuploidias,
mitosis anormales y células con indice mitético elevado. En NIC IIl todo el epitelio se
encuentra afectado por células anormales, pero alun se conserva la membrana basal;
finalmente se desarrolla el CaCu, donde la pérdida de arquitectura celular es total y se

presenta la invasion (figura 4 y 8) [18, 19].

Los tipos histologicos més prevalentes en el CaCu son el carcinoma de células escamosas
(epidermoide), que comprende el 90% de los casos, y los adenocarcinomas que representan
el 10% aproximadamente. Existen algunos tipos menos frecuentes como: el carcinoma de

células adenoescamosas y de células pequefas [20].
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Figura 4. Cambios histologicos en la progresion de la Neoplasia Intraepitelial Cervical
(NIC). Se observa el epitelio escamoso normal, NIC | (células coilociticas), NIC Il (se
desarrolla mayor atipia en la membrana del epitelio) y NIC Il (carcinoma in situ), donde se
observa, pérdida de la diferenciacion y la estratificacion, anomalias nucleares en todo el
epitelio. Modificado de Kumar, 2013 [21].

3.2 CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS (EPIDERMIOIDE)

En la mayoria de estos céanceres, microscopicamente se observa la formacion de redes
infiltrantes, constituidas por células neoplasicas separadas por el estroma, con gran variacion
en el tipo celular, grado de diferenciacién y patrones de crecimiento. El estroma cervical que
separa las bandas de células malignas, muestra infiltracion por linfocitos y células
plasmaticas. Las células malignas pueden subdividirse en dos tipos, queratinizantes y no
gueratinizantes. El carcinoma escamoso queratinizante esta compuesto por células
epidermioides, que contienen perlas de queratina; los ndcleos son grandes e hipercromicos
y las figuras mitéticas visibles son escasas (figura 5A). El carcinoma escamoso no
gueratinizado posee una estructura muy similar, pero carece de perlas de queratina (figura

5B) [10].



T,

N0 W

oAt
St

Figura 5. Cortes histolégicos de carcinomas de células escamosas. En (A) se muestra
un corte histolégico de un carcinoma escamoso queratinizante, la flecha sefiala una perla de
queratina y en B) se observa un carcinoma escamoso no queratinizante [22].

Con respecto al estado de diferenciacion del tumor, los carcinomas pueden dividirse en: bien
diferenciados, moderadamente diferenciados o indiferenciados. La mayoria de los casos (50-
60%) son carcinomas poco diferenciados y los restantes se distribuyen por igual entre las

otras dos categorias [10].

3.3 ADENOCARCINOMA

El adenocarcinoma in situ (AIS) se desarrolla a partir de una lesion precursora originada en
el epitelio cilindrico glandular, aunque su origen es controversial, debido a que algunos
autores postulas que son escamosos muy avanzados. Se caracterizan por células y ndcleos
de mayor tamafio, con hipercromasia nuclear, actividad mitética elevada, menor produccion
de mucina citoplasmatica y pérdida de la polaridad celular. También pueden observarse
ramificaciones glandulares anormales y glandulas arracimadas con proyecciones epiteliales

papilares intraluminales sin islotes de estroma (figura 6) [10].



Figura 6. Cortes histolégicos de adenocarcinomas. En (A) se observa adenocarcinoma
cervical no diferenciado y en (B) adenocarcinoma cervical con buena diferenciacion glandular
[23].

4. VIRUS DE PAPILOMA HUMANO

El factor etiolégico del CaCu es la infeccion persistente por el Virus de Papiloma Humano
(VPH), ya que el genoma del virus se ha detectado en el 99% de los canceres cervicales [24].
Estos virus se dividen epidemiol6gicamente debido a su capacidad oncogénica en tipos de
bajo y alto riesgo, los primeros asociados al desarrollo de verrugas benignas en los genitales
(condylomata acuminata), en el ano o alrededor de ellos, de estos los mas comunes son los
tipos 6 y 11, que causan el 90% de todas las verrugas genitales [25]. Los VPH de alto riesgo
(VPH-AR) estan involucrados en la carcinogénesis, siendo los tipos 16 y 18, los mas

prevalentes, ya que juntos se encuentran en el 70% de los casos de CaCu [26, 27].
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Los VPH, son pequefios virus de ADN de doble cadena, sin envoltura, su genoma esta
constituido por aproximadamente 7200-8000 pb y se divide en tres regiones: la region de
expresion temprana E (Early), la cual codifica para las proteinas virales (E1, E2, E4, E5, E6
y E7), necesarias para regular la trascripcidon y replicacion viral, asi como la transformacion e
inmortalizacion de la célula huésped. Una regidén de expresién tardia L (Late), que codifica
para proteinas estructurales que forman la capside (L1 y L2) y una region reguladora conocida
como regiodn larga de control o LCR (Long Control Region), que no codifica para proteinas,
pero contiene las secuencia de ADN que controla la replicacion y la expresion del genoma
viral (figura 7) [28]. La capacidad oncogénica de los VPH-AR, recae principalmente en la
actividad de las oncoproteinas E6, E7 y E5, ya que interactian con un sin nimero de blancos
celulares que modulan efectos biolégicos como la proliferacion celular y la apoptosis [16, 27].

En el cuadro 1 se muestran las principales funciones de las proteinas virales.

A \CR
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Figura 7. Genoma viral del VPH 16 con ADN de doble cadena, modificado de Stanley,
2012. Se muestran las regiones de expresion temprana, en azul (E1-7), las regiones de
expresion tardia, en verde (L1 y L2) y la region larga de control, en amarillo (LCR) [29].

11



Cuadro 1. Principales funciones de las proteinas virales del VPH.

Proteina Funcién

Region Larga | Enestaregion se encuentra el origen de la replicacién y los elementos
de Control gue regulan la expresion génica viral [30].
(LCR)

Forma complejos heterodiméricos con E2 para controlar la replicacion
El viral [28].

Regula promotores que transcriben genes virales como E6-E7, y junto
E2 con E1 regula la replicacion del ADN viral [28].

Participa en la liberacibn de particulas virales, mediante la
E4 desestabilizacion de las redes de citoqueratina del citoesqueleto [28].

Estimula sefales mitogénicas, mediante su interaccion con factores
ES5 de crecimiento como EGF y PDGF [28].

Interactia con diversas proteinas celulares involucradas en la
E6 regulacion de procesos biolégicos importantes como apoptosis,
proliferacion e inmortalizacion, diferenciacion, polaridad celular e
inestabilidad gendémica [28, 31].

Interactla con una gran variedad de proteinas celulares, que afectan
E7 diversos procesos biolégicos, como en la proliferacion celular activa,
apoptosis e inestabilidad genémica [31].

L1 Proteina que se encuentra en mayor proporcién formando la capside
viral [28].

L2 Proteina que se encuentra en menor proporcion formando, la capside
[28].

4.1 CICLO VIRAL

Se ha postulado que la entrada del VPH es a través de microlesiones en el epitelio cervical,
especificamente en la zona de transformacion. El virus se une a las células basales mediante
los polisacaridos HSPG (Proteoglicanos y heparan sulfato) presentes en la membrana celular
del huésped , posteriormente se produce la internalizacion del virus al citoplasma mediante

endocitosis, que puede ser mediada por clatrina o caveolina [32], dentro de la vesicula la
12



capside se desintegra, el ADN queda libre y se transporta al ndcleo de la célula huésped,
donde puede ser integrado al genoma o mantenerse en forma de episoma. Este ciclo viral
puede dividirse en dos etapas: una no productiva y otra productiva [27, 28, 31, 33, 34]. La
fase no productiva se lleva a cabo en el estrato basal, se mantiene el genoma en forma de
episoma, con un numero bajo de copias, para poder evadir la respuesta del sistema inmune.
Debido a la actividad de las proteinas E1 y E2 es posible mantener esta fase episomal, ya
gue inhiben la transcripcion de los oncogenes E6 y E7, que de manera complementaria
inducen la replicacion del virus, la transformacion y sobrevivencia de las células hospederas

[27, 28, 31, 33, 34].

La fase productiva se inicia con la integracion del genoma viral al de la célula huésped y es
necesaria para que se produzcan viriones infecciosos, se expresan las proteinas E5, E6 y
E7, ya que se pierde expresion de E1 y E2, se sintetizan las proteinas L1 y L2 de la cépside
viral y junto con el ADN se forman viriones. Se retarda la diferenciacion celular por las
funciones de E6 y E7, por otra parte la actividad de la proteina E4 induce alteraciones en el
citoesqueleto, provocando el colapso de las queratinas localizadas en los filamentos
intermedios del citoplasma, seguido de la liberacion de los viriones por descamacion de las
células del estrato corneo (figura 8). Las fases no productivas y productivas pueden llevarse

a cabo dentro de la misma célula [27, 28, 31, 33, 34].
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Figura 8. Carcinogénesis cervical, modificado de Woodman, 2007. El virus entra a las
células basales mediante endocitosis y su ADN llega al nacleo, donde se mantiene durante
la infeccién no productiva (nucleos morados) con un numero bajo de copias en forma de
episoma, mediante la expresion delas proteinas E1 y E2. En la infeccién productiva se
expresan los genes tempranos E5, E6 y E7 y se inhiben E1 y E2 (citoplasmas rosa claro), las
células infectadas proliferan verticalmente, por lo que migran al estrato granuloso, se
producen las proteinas de la capside y se lleva a cabo el ensamblaje de los viriones. Las
lesiones de bajo grado no siempre progresan a cancer, pero algunas infecciones causadas
por VPH-AR avanzan a NIC de alto grado. La progresion de NIC hacia cancer esta asociada
con la integracion del genoma viral (ndcleos rojos) [27].

La infeccion persistente con VPH-AR es necesaria, pero no suficiente para la progresion a
cancer [16], por lo que actualmente se han propuesto otros factores que podrian cooperar en
la tumorigénesis cervical, entre estos se encuentra: la amplificacion de genes como: c-myc
[35], pik3ca [36], erbB [37]y c-iapl [38], la disminucidén en la expresion de PTEN [39] y la

desregulaciéon de diferentes vias de sefalizacion como: Akt/PI3K [40], Wnt [41], la

degradacion de proteinas con dominio PDZ [42] y Notch [43].
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5. ViA DE SENALIZACION NOTCH

La via de sefalizacion Notch fue descrita por primera vez en Drosophila, y esta
evolutivamente conservada en los organismos multicelulares, controla diversos eventos
durante el desarrollo como la diferenciacién, la decision del linaje celular, el crecimiento
celular, la proliferacion, la migracién y la apoptosis [43]. Mantiene la homeostasis del tejido
adulto, esta via estd involucrada en la formacion de vasos sanguineos de novo y en la

morfogénesis durante el desarrollo vascular [44].

En mamiferos, a la fecha se han caracterizado 4 receptores y 5 ligandos: 3 designados como
“Delta-like” (DII1, DII3 y DIl4) y 2 llamados “Serrate-like” conocidos como Jagged (JAG1
JAG2), basado en la homologia estructural con los ligandos Delta y Serrata de Drosophila
respectivamente [45]. Los genes de Notch codifican para receptores transmembranales de
aproximadamente 300 kDa altamente conservados, los productos de cada gen se expresan
como un solo polipéptido precursor (pre Notch), que es procesado proteoliticamente en el
aparato de Golgi, dando lugar a un heterodimero que se procesa endosomalmente [46]. El
precursor heterodimérico se ancla posteriormente a la membrana y esta constituido por 3
dominios: el intracelular (NICD), que regula la actividad del receptor, el transmembranal
(TMD), que le permite anclarse a la membrana y el dominio extracelular (ECD), que contiene

los sitios de union a su ligando (figura 9) [44, 45].
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Figura 9. Estructura del receptor Notch, modificado de Andersson, 2011. Se
esquematizan los tres dominios que forman al receptor: un dominio extracelular (ECD), el
dominio transmembranal (TMD) y el dominio intracelular (NICD) [44].

Cuando el receptor Notch se une con alguno de sus ligandos que se encuentra generalmente
en otra célula, el dominio transmembranal es procesada proteoliticamente, generando un
fragmento NICD que se transloca al nicleo y se une con factores de transcripcion de la familia
CLS (CBF-1/ lag-1/ Suppressor of Hairless) (figura 10) [45]. Al unirse CBF-1 con el NICD, se
disocia la histona deacetilasa 1 (HDAC-1) y recluta coactivadores nucleares como SKIP y
MAMAL1 (mastermind), lo que hace a CBF-1 actuar como activador de la transcripcion [45].
Por ultimo, los genes blanco incluyen factores de transcripcion que pertenecen a la familia de

genes hes y hey (figura 10) [45].
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Figura 10. Via de sefializacion de Notch. Modificado de Vézquez, 2013. La via de
sefalizacion Notch se inicia tras la union del ligando al receptor (Notch 1-4) (1), esto induce
la activaciéon dos complejos enzimaticos (2 y 3) que liberan el fragmento intracelular del
receptor (NICD: Notch Intarcellular domain) (4), el cual se transloca al nucleo y regula la
transcripcion de diversos genes (5). EI NICD es regulado negativamente por la proteina Numb
[47].

Debido a que el rol de Notch-1 en la carcinogénesis cervical es controversial, en el cuadro 2
se muestran algunas evidencias, que apoyan la funcidon oncogénica y de supresor tumoral de

la proteina Notch-1 en la carcinogénesis cervical [47].
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Cuadro 2. Papel de la proteina Notch-1 en la carcinogénésis cervical.

Notch como supresor de tumor Autor y referencia

La reduccion de Notch-1 es importante en estadios tardios de | Allenspach 2007 [43]
CaCu para que se pueda llevar a cabo la progresion tumoral.

La expresion de Notch-1 se reduce en las neoplasias | Sakamoto 2012 [48]
escamosas, en comparaciéon con tejido normal. La reduccion
de Notch-1 evita la diferenciacion terminal y por lo tanto
permite la formacion de epitelios inmaduros.

Notchl afecta la expresion del receptor nuclear NR4A2. Sun 2016 [49]
(inductor de la proliferacién) con lo que induce el arresto del
ciclo celular en la fase G1.

Notch como oncogén

En tumores escamosos y adenocarcinomas se encontré una
intensa expresion por IHQ.
Zagouras 1995 [50]

NICD sinergiza con los oncogenes virales (E6 y E7) para la
transformacion e inmortalizacién, ademas de generar
resistencia a la anoikis. Rangarajan 2001 [51]

NICD induce la proliferacion a través de la ciclina D1 y genera
resistencia a la apoptosis.
Nair 2003 [52]

La expresion de Notch-1 y Jagged-1 en CaCu fue mayor que Yousif, 2015 [53]
en tejido sano y correlacionado con un peor pronostico.

Modificado de Vazquez 2013 [47].

6. NUMB EN LA ViA DE SENALIZACION NOTCH-1

La proteina Numb esta evolutivamente conservada en mamiferos y esta asociada a la
membrana; juega un papel critico en la determinacion del destino celular en D. melanogaster,
en mamiferos muestra un mayor grado de complejidad estructural, y por consiguiente tiene

un complejo rol de funciones, como la endocitosis, el control de la division celular asimétrica,
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la eleccion del destino celular, modula la actividad del receptor Notch y de cadherinas e
integrinas, para controlar la adhesion celular y la migracion [54, 55]. Esta proteina tiene un
dominio PTB (Ligando fosfotirosina terminal) y dos sitios ricos en prolinas (PRR). En la figura
11 se muestra el dominio PTB en azul, un sitio PRR en verde (PRR1) y el otro en rosa (PRR2)
[56]. El dominio PTB tienen funcion de tirosina cinasa en la transduccion de sefiales y las
PRR se encuentra relacionado con la transduccion de sefales intracelulares.

Numb codifica cuatro splicings alternativos que generan cuatro isoformas proteicas, que van
desde 65 hasta 72 kDa [54]. Karaczyn y colaboradores en 2010 demostraron la existencia de
dos isoformas adicionales (Numb5 y Numb6) las cuales no cuentan con la region PRR; estas
formas son transitorias y escasas en tejidos normales, pero abundantes en células

transformadas y cancerosas [57]

Cuando actua como modulador en la actividad de Notch-1, regula esta via de sefalizacion al
unirse con la region NICD de Notch-1, a través de su dominio PTB, mientras que por su
extremo C-terminal se une a la ligasa de ubiquitina Itch y otros componentes de la maquinaria
de degradacioén, por lo que promueve la ubiquitinacion y degradacion del dominio NICD de
Notch-1, antes de ser translocado al nucleo. Se ha demostrado la funcion de modulacion
negativa de Numb sobre Notch-1, durante la division asimétrica en el desarrollo del sistema

nervioso de Drosophila y de ratones [58, 59].

LT L

Figura 11. Estructura modular de la proteina Numb, modificada de Flores, 2014. Se
muestra el dominio PTB (en azul) y los sitios PRR1 (en verde) y PRR2 (en rosa) [56].
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6.1 NUMB EN CANCER

Debido a la habilidad de la proteina adaptadora Numb, de tener diferentes funciones
celulares, dependiendo las interacciones que forme con distintas proteinas y de la
localizacion celular se le ha atribuido funcién supresora en varios tipos de cancer, como el de
mama, colon, pulmén, glandulas salivales, meduloblastoma y leucemia mielégena [55, 60,
61], de forma contraria en astrocitoma y carcinoma de células escamosas se ha visto que
actla oncogénicamente [60]. Por lo que Garcia y colaboradores concluyen, que la proteina
Numb actia de diferente forma, dependiendo del contexto tisular o de las funciones que
pueda tener en diferentes vias de sefalizacion [60].

En 2015 Wang y colaboradores observaron que en lineas celulares de endometrio (HEC-1B)
la localizacion de la proteina Numb es nuclear [62], posteriormente Wang y colaboradores en
2015 justifican dicha translocacion mediante la posible interaccion de Numb con la proteina

p53 [63].

6.2 NUMB EN LA CARCINOGENESIS CERVICAL.

El papel de la proteina Numb en la carcinogénesis cervical ha sido poco estudiado, ya que
existen pocos trabajos, uno de ellos fue realizado por Chen y colaboradores en 2008, donde
se evalud la expresion y la division simétrica de la proteina Numb en carcinomas de células
escamosas de etapas tempranas de CaCu, donde concluyen que algunas células tienen
aumento en la divisién simétrica a causa de alteraciones en la orientacion y la proliferacion
celular, con respecto a la expresion de Numb, observaron un incremento en las isoformas

gue contienen dominio rico en prolinas que promueven la proliferacién celular [64].
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JUSTIFICACION

Aunque ha disminuido la incidencia y mortalidad por CaCu en paises desarrollados, en
México esta neoplasia sigue siendo un problema de salud publica [1], se sabe que la infeccion
persistente por VPH-AR es un factor necesario, pero no suficiente para el desarrollo de este
tipo de cancer, por lo que se han propuesto otros factores que podrian cooperar como la
desregulacién de vias de sefializacién importantes en el control de la proliferacion y la
apoptosis como Notch-1, con respecto al papel de esta via en el establecimiento de la
carcinogénesis cervical, las evidencias son controversiales, por lo que es de importancia
realizar estudios que nos permitan determinar si existen cambios en los niveles y la
localizacion de la proteina Notch-1 y su regulador negativo Numb, en lesiones premalignas y

cancer cervical.

HIPOTESIS

La via de sefializacion Notch-1 actia como oncogen en algunos tipos de cancer, por lo que
se esperaria un aumento en la expresiéon del NICD en CaCu, lo que podria correlacionar con

la disminucién en la expresion de Numb.
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OBJETIVOS

General:

Evaluar la expresiéon y localizacién de las proteinas Notch-1 y Numb mediante la
técnica inmunohistoquimica, en muestras de pacientes con Neoplasias Intraepiteliales
Cervicales y de <cancer de cérvix, para correlacionarlo con aspectos

clinicodemograficos de las pacientes.

Particulares:

Determinar los niveles de expresion y la localizacion de las proteinas Numb y Notch
en Neoplasias Cervicales Intraepiteliales y de cancer cericouterino.
Correlacionar la expresion y localizacion de Numb y Notch con aspectos

clinicodemogréficos de las pacientes.
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MATERIALES Y METODOS

1. Revision de historia clinica

De los expedientes clinicos se colectaron datos demograficos y algunos aspectos de la
conducta sexual que se consideran factores de riesgo para el desarrollo de CaCu [65]como:
la edad, indice de masa corporal (IMC), alcoholismo, tabaquismo, tipo histolégico, edad de
menarca, numero de parejas sexuales, uso de anticonceptivos hormonales (ACH), paridad,

tipo viral.

2. Muestras bioldgicas

En este trabajo, se analizaron un total de 144 muestras, incluyendo 95 casos de CaCu (11
adenocarcinomas y 84 carcinomas de células escamosas) y 49 de lesiones premalignas del
cérvix, que incluyen 29 lesiones de bajo grado (NIC I, II); y 20 lesiones de alto grado (NIC 111).
Las muestras fueron obtenidas del Departamento de Patologia del Instituto Nacional de
Cancerologia (INCan). El diagndstico histopatoldgico fue confirmado mediante la tincion con

hematoxilina y eosina (H y E).

3. Inmunohistoquimica

La presencia de las proteinas Numb y Noch-1, se determind mediante el método de
inmunohistoquimica (IHQ), para lo cual se obtuvieron cortes de 5um, de muestras
previamente fijadas con formol y embebidos en parafina. Posteriormente las muestras se
desparafinaron por calor a 60°C, durante 30 min y se sumergieron en xilol para eliminar los
residuos de parafina. Se rehidrataron en alcohol a concentraciones descendentes (96°, 80°,
70° y agua). La recuperacion de antigenos de cada una de las proteinas, se realizé en buffer

de citrato de sodio (pH=6). Para el bloqueo de la actividad enddgena, de la enzima
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peroxidasa, se empled la solucion bloqueadora del kit DakoCytomation EnVision+® System-
HRP (Dako), se lavo el exceso de H202 con buffer de fosfatos (PBS) y se incubo con los

anticuerpos primarios especificos:

Numb policlonal, que reconoce las isoformas: p65/p66 y p71/p72 (No. Cat. sc-15590, Santa
Cruz Biotechnology Inc), a una concentracion de 1:30.
Notch-1 monoclonal, que reconoce el dominio intracelular activo (NICD) (No. Cat. 07-1231,

Millipore, Merck) a una concentracion de 1:100.

Los anticuerpos se incubaron durante toda la noche a 4°C, posteriormente, se realizaron
lavados con PBS para eliminar el exceso de anticuerpo no unido al tejido, posteriormente, las
muestras fueron incubadas con el anticuerpo secundario respectivo (biotinilado y acoplado a

HPR) durante 45 min del mismo Kit de Dako.

Para revelar el complejo antigeno-anticuerpo, se emple6 diaminobencidina contenida en el
kit DakoCytomation EnVision+® System-HRP (Dako), las muestras se contrastaron con la
tincion de hematoxilina de Harris (Merck) y se deshidrataron en concentraciones de alcohol
ascendentes (70%, 80%, 96% vy xilol). Finalmente se montaron con medio rapido Entellan ®

(Merck).

La intensidad de la inmunoreactividad se evalué como leve, moderada e intensa, con respecto
al control positivo, que en el caso de la proteina Numb fue una muestra de cancer de ovario
y para Notch-1, un hepatocarcinoma. Con respecto a la localizacidon se evalué como: nuclear,

citoplasmico, membranal y las combinaciones: membrana/citoplasma y membrana/nucleo.
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4. Andlisis estadistico

El analisis de resultados se realizé con el uso del programa GraphPad Prism 5.01 para
obtener las medidas de tendencia central (media y mediana), asi como sus respectivas
medidas de variabilidad. La asociacion de la expresion de Notch-1 o Numb con las variables

categoricas fueron analizadas utilizando la prueba de chi cuadrada (X?). Un valor de p<0.05.

25



RESULTADOS

1. Aspectos clinicosdemograficos de las pacientes con NIC y CaCu, atendidas en

el Instituto Nacional de Cancerologia (2004-2017).
Con el fin de evaluar la expresion y localizacion de las proteinas Notch-1 y Numb de las
proteinas Numb y Notch-1 en lesiones premalignas y de CaCu y poder correlacionar estos
datos con datos clinicopatoldgicos de los pacientes, se analizaron un total de 144 muestras
embebidas en parafina, incluyendo 49 lesiones premalignas (CIN I-1ll) y 95 casos de CaCu
(11 adenocarcinomas y 84 carcinomas de células escamosas), se sometieron a tincién por

IHQ.

Se obtuvieron los datos clinicodemograficos del expediente de las pacientes y se tomaron en
cuenta los parametros que se muestran en el cuadro 3, en este se resumen algunos factores
de riesgo que se han postulado para el desarrollo del CaCu; como la edad, el indice de masa
corporal (IMC), edad de la menarca, el consumo de tabaco, de alcohol y aspectos de la
conducta sexual como: el numero de parejas, el consumo de anticonceptivos orales, el
numero de gestas, y la presencia de la infeccidén por VPH [65-67]. La edad y el IMC fueron
los unicos aspectos que tuvieron diferencias significativas entre los dos grupos, ya que la
edad promedio para los casos de NIC fue de 38 afos, comparado con los de CaCu, en donde
fue de 44 afos (p>0.001), lo que concuerda con la literatura, porque se sabe que el tiempo
promedio de evolucion de una lesion precursora a cancer es de entre 10 a 20 afos [66, 68,
69]. Con respecto al sobrepeso, este ha sido ampliamente reportada como un factor de riesgo
para el desarrollo del cancer [67], en este trabajo se present6 una diferencia estadistica entre

los pacientes con lesiones premalignas y los casos de CaCu (p>0.05), para el caso con NICs
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solo el 12.24% tenian sobrepeso, mientras que en los pacientes con CaCu el 26.32% estaban
en esta categoria . Dentro del rubro de la conducta sexual, solo se encontré una diferencia
significativa entre ambos grupos en el consumo de anticonceptivos hormonales (ACH)

(p<0.01), el 28.57% de las pacientes usaron ACH, mientras que solo el 10.2% no los empleé.

Finalmente, con respecto a las caracteristicas clinicas de los casos con CaCu como el tipo
histolégico y el estadio clinico (cuadro 4). El tipo histologico mas frecuente fue el de tipo
escamoso con un 88.42% (84/95 casos) comparado con los adenocarcinomas que ocuparon
el 11.58% (11/95 casos) del total de los casos. Con respecto al estadio clinico, la mayoria de
los casos (49.47%) se encontraban en un estadio clinico avanzado, lo cual refleja la
problematica de nuestro pais, donde la gran mayoria de las pacientes son diagnosticadas en

estadios avanzados de la enfermedad.
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Cuadro 3. Caracteristicas demograficas y clinicas de pacientes con NIC y CaCu

atendidas en el INCan (2004-2016).

Numero y % de Numero y % de casos  Valor
casos con NIC (n=49) con CaCu (n=95) de P
Edad <30 15 (30.61%) 2 (2.11%) <0.001
230 34(69.39%) 91 (95.79%)
ND 2 (2.1%)
Tabaquismo Si 12 (24.49%) 46 (48.42%) >0.05
No 3 (6.12%) 11 (11.58%)
ND 30 (61.22%) 61 (64.21%)
IMC Desnutricion (<18.5) 0 2(2.11%)  <0.05
Normal (18.5-24.9) 4 (8.16%) 31 (32.63%)
Sobrepeso (25-29.9) 6 (12.24%) 25 (26.32%)
Obesidad | (30-34.9) 5 (10.2%) 17 (17.89%)
Obesidad Il (35-39.9) 2 (4.08%) 3 (3.16%)
Obesidad morbida (240) 6 (6.12%) 1 (1.05%)
ND 29 (59.18%) 16 (16.84%)
Alcoholismo  Si 0 4 (4.21%)  >0.05
No 15 (30.61%) 52 (54.74%)
ND 34 (69.39%) 39 (41.05%)
Menarca 10-13 24 (48.98%) 52 (54.74%)  >0.05
214 8 (16.33%) 34 (35.79%)
ND 17 (34.69%) 9 (9.47%)
ACH Si 14 (28.57%) 13 (13.68%) <0.01
No 5 (10.2%) 27 (28.42%)
ND 30 (61.22%) 55 (57.89%)
Paridad No 1 (2.04%) 6 (6.31%)  >0.05
1-2 9 (18.37%) 15 (15.79%)
23 14 (28.58%) 56 (58.95%)
ND 25 (51.01%) 18 (18.95%)
HPV 16 12 (24.49%) 48 (50.53%) >0.05
18 3 (6.12%) 14 (14.74%)
Otro 4 (8.16%) 32 (33.68%)
ND 30 (61.22%) 1 (1.05%)

IMC=indice de masa corporal.
ACH=Anticonceptivos hormonales.
PS= Parejas sexuales.

ND= No dato
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Cuadro 4. Caracteristicas clinicas de pacientes con CaCu atendidas en el INCan (2004-
2017).

Numero y % de casos

CaCu (n=95)
Tipo

histolégico Escamoso 84 (88.42%)
Adenocarcinoma 11 (11.58%)

Estadio
clinico Bajo (I-11) 37 (38.95%)
Alto (I11-1V) 47 (49.47%)
ND 11 (11.58%)

2. Aumento de casos positivos para la proteina Numb en CaCu

Los resultados muestran patrones de positividad diferencial de las proteinas Notch-1 y Numb
entre las NIC y CaCu (figura 12). Se observé una mayor frecuencia de casos positivos para
Numb en CaCu (55 casos de 95, que corresponde al 57.89%) que en muestras de NIC
(34.69%, con 17 casos de 49) (p<0.01) (cuadro 5).

Cuadro 5. Analisis de positividad para las proteinas Numb y Notch-1 en NIC y CaCu de
pacientes atendidas en el INCan (2004-2016) (n=144).

NIC Numb  CaCu Numb NIC Notch-1 CaCu Notch-1

n=49 n=95 n=49 n=95
17 55 39 69
Positivo (+) (34.69%) (57.89%) (79.59%) (72.63%)
32 40 10 26
Negativo (-) (65.31%) (42.11%) (20.41%) (27.37%)

La positividad de la proteina Numb aumenté significativamente en las muestras de CaCu en relacion
a NIC (p<0.01).
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Figura 12. (A) Inmunohistoquimica para las proteinas Numb y Notch-1 en NIC y CaCu, tomadas
a 40x. Se muestra un ejemplo representativo de casos negativos de la proteina Numb en NIC (panel
a) y positivos CaCu (panel b). Se observa la inmunoreactividad negativa en CaCu (panel ¢) y positiva
en NIC (panel d) para Notch-1 en CaCu. (B) Porcentaje de casos positivos para las proteinas
Numb y Notch-1 en NIC y CaCu. EXxistié una diferencia significativa en la positividad de la proteina
Numb (p<0.05).
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3. Los niveles de la proteina Notch-1 disminuyen en el cancer cervical.

A diferencia de lo que se ha reportado en tejido sano, donde la expresion de la proteina Numb
es intensa en células del epitelio escamoso y moderada en células glandulares. La
inmunoreactividad para la proteina Notch-1 se reporta como moderada en epitelio escamoso
y leve en tejido glandular [70, 71], en este trabajo nosotros encontramos que la
inmunoreactividad para la proteina Numb fue generalmente leve en ambos grupos (76.47%
en las NIC y el 70.91% en los casos de CaCu). Sin embargo, se observé una
inmunoreactividad intensa en el 10.9% de las muestras de CaCu para Numb, en comparacién
con el 0% de las muestras de NIC (cuadro 6).

Cuadro 6. Niveles de inmunoreactividad para las proteinas Numb y Notch-1 en NIC y
CaCu de pacientes atendidas en el INCan (2004-2016) (n=144).

NIC Numb CaCu Numb NIC Notch-1 CaCu Notch-1
n=49 n=95 n=49 n=95

13 39 10 42

Leve (26.53%) (41.05%) (20.41%) (44.21%)
4 10 18 24

Moderado (8.16%) (10.53%) (36.73%) (25.26%)
6 11 3

Intenso 0 (6.32%) (22.45%) (3.16%)

Los niveles de la proteina Notch-1 disminuyeron significativamente en las muestras de CaCu en
relacion a NIC (p<0.001).
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Debido al aumento significativo observado en la positividad para Numb en los casos de CaCu,
se esperaba una disminucion en la expresion de Notch-1 en estas muestras. Sin embargo, el
analisis de IHQ reveld que no habia diferencia significativa en el numero de casos positivos
para Notch-1, entre el CaCu y los casos de NIC (figura 12 y 13), ya que en ambos grupos se
presentd un alto numero de muestras positivas (79.59% y 72.63%, para NIC y CaCu

respectivamente) (figura 12).

Leve Moderado Intenso

Numb

Notch-1

Figura 13. Intensidad de inmunotincién para las proteinas Numb y Notch-1 en muestras
de NIC y CaCu, tomadas a 40x. Expresion leve en NIC (A), moderada e intensa en CaCu (B
y C, respectivamente) para la proteina Numb. Se ejemplifica la tincién para Notch-1 leve (D),
moderada (E) en CaCu e intensa en NIC (F).
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Resulta interesante que a pesar de que no hubo un cambio significativo en el numero de
casos positivos para Notch-1 entre NIC y CaCu, se observd una reduccion significativa
(p<0,0001) en la intensidad de la inmunoreactividad para esta proteina, en los casos de
CaCu, ya que solo 4.35% mostraron una expresion intensa (3 de 95 casos), en contraste con

el 28.21% de los casos de NIC (11 de 49 casos) (cuadro 6, figura 13).

4. Las proteinas Numb y Notch-1 se acumulan en el nucleo en NIC, mientras que en

CaCu se localizan en citoplasma.

Numb se ha descrito como una proteina ubicua con diferentes funciones de acuerdo con su
localizacion celular [72]. En este estudio, se encontré que 16 de 17 casos positivos para Numb
en NIC, mostraron una localizacién exclusivamente nuclear (94.12%); mientras que en CaCu,
Numb se acumula significativamente en el citoplasma (61.8%) (p<0.001). La localizacion
nuclear de Numb sélo se encontré en 6 de los 55 casos positivos de CaCu (10.9%) (cuadro

7 y figura 14).

El receptor Notch-1 es una proteina transmembranal de tipo 1, que posterior a la union con
su ligando se corta para generar el fragmento intracelular (NICD), que se transloca al nucleo
para activar la transcripcion de sus genes blanco [43, 44, 73]. En casi la totalidad de las
muestras de NIC, Notch-1 present6 una localizacion nuclear (97.44%), pero en CaCu esta
proteina disminuyo en el nacleo (23.19%) y se acumulé en el citoplasma. A pesar de que la
mayoria de muestras de CaCu fueron citoplasmicas (44.93%), de estos casos solo el 3.22%
mostrd niveles intensos, el 41.94% niveles moderados y el 54.84% leves, por lo que se

observa una tendencia a que los niveles de Notch-1 se pierdan en los caso de CaCu.
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Cuadro 7. Localizaciéon de las proteinas Numb y Notch-1 en NIC y CaCu de pacientes
atendidas en el INCan (2004-2016) (n=144).

NIC Numb CaCu Numb  NIC Notch-1 CaCu Notch-1

n=49 n=95 n=49 n=95
2

Membrana 0 (2.1%) 0 0
1 34 31

Citoplasma (2.04%) (35.79%) 0 (32.63%)
16 6 38 16

Nucleo (32.65%) (6.32%) (77.55%) (16.84%)
8 10

Membrana/citoplasma 0 (8.42%) 0 (10.53%)
5 1 12

Citoplasma/nucleo 0 (5.26%) (1.05%) (12.63%)

La expresion de Numb y Notch-1 en NIC es nuclear, mientras que se acumula en citoplasma en los
casos de CaCu (p<0.001).
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Figura 14. Localizacion de las proteinas Numb y Notch-1 en muestras de NIC y CaCu,
tomadas a 40x. Las proteinas Numb y Notch-1 se localizaron principalmente en el nacleo en
NIC (A y C), mientras que en CaCu, se acumularos en el citoplasma tanto Numb (B) como
Notch-1 (D).

Es importante sefialar que algunas funciones de Numb en el nucleo celular se han
caracterizado previamente. Especificamente en cancer, se ha propuesto que Numb nuclear
induce un arresto en G1/M, estabiliza a p53 y disminuye la proliferacion [74, 75]. En el caso

de Notch-1, la porcion intracelular NICD se transloca al nacleo y favorece la transcripcion de

genes blanco [44, 76].
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Se encontré una fuerte asociacion entre la positividad citoplasmica de Numb con la
malignidad (p<0.001), por el contrario, la inmunotinciéon nuclear para Notch-1, se asocio
negativamente con la malignidad (p<0.0001). Estos resultados sugieren que la expresion
nuclear de Notch-1 es un factor pronéstico favorable, mientras que la expresion citoplasmica

de Numb es un factor desfavorable para la carcinogénesis cervical.

Estimado IC 95% valor de p
Expresion citoplasmica
de Numb 3.286 5.31,1.262 0.001
Expresién nuclear de
Notch-1 -4.125 -1.041, -7.288 0.004
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DISCUSION

Las alteraciones en la via de Notch-1 se han asociado a la tumorigénesis, pero su
comportamiento difiere entre diversos tipos de cancer [76-79]. En cancer de cuello uterino, el
papel de esta via es controversial [80-82]. Algunos estudios proponen que los niveles de
expresion de Notch-1 se modulan segun el estadio de la enfermedad; es decir, en lesiones
tempranas su expresion se encuentra aumentada; mientras que en cancer disminuye [49].
Pocos son los estudios que han abordado el papel de la regulaciéon negativa de esta via
mediante la proteina Numb, que antagoniza la sefial de Notch-1 por interaccion directa o
indirecta [73]. En el presente estudio determinamos, mediante analisis de IHQ el patrén de
expresion y localizacion de Numb y Notch-1, tanto en muestras de NIC, como en CaCu, con

el fin de determinar su participacion en la carcinogénesis cervical.

Se analizaron algunos factores clinicodemogréficos que se han postulado como factores de
riesgo para el desarrollo de cancer como la edad, el tabaquismo, el consumo de alcohol y la
del IMC, asi como aspectos de la conducta sexual como: el nimero de parejas, gestas y
partos, entre otros. Con respecto a la edad, se encontré una diferencia significativas entre
ambos grupos, ya que la mayoria de los pacientes con cancer estaban en el rango de edad
de 230 afios, lo cual concuerda con el tiempo de evolucion de una lesion premaligna del
cérvix y con lo reportado por otros autores [69]. Con respecto al sobrepeso y la obesidad son
claramente factores de riesgo en el desarrollo del cancer [67], especificamente en CaCu
existen estudios que han demostrado que existe asociacion entre el sobrepeso y el desarrollo
de adenocarcinomas, el mecanismo no es claro, sin embargo esta podria ser por accién

hormonal, pero puede ser afectado por la edad [83]. En cuanto a los factores de riesgo
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relacionados con la conducta sexual, solo se encontro diferencia significativa en el consumo
de ACH, ya que la mayoria de las pacientes con CaCu reportaron el uso de ACH, esto
concuerda con lo reportado por el International Collaboration of Epidemiological Studies of
Cervical Cancer en 2007, ellos concluyen que el uso de anticonceptivos hormonales por mas
de 5 afios junto con otros factores aumenta el riesgo para desarrollar CaCu [84]. El nUmero
de parejas sexuales no mostré diferencias significativas en ambos grupos, sin embargo se
considera como un claro factor de riesgo el tener mas de 2 parejas sexuales para el desarrollo
de CaCu, esto debido a que el factor etiol6gico para este tipo de cancer es el VPH, el cual se
sabe se transmite por via sexual y que al aumentar el nimero de parejas sexuales aumenta
el riesgo de la infecciéon persistente [66, 85]. En parametro no se encontrado diferencias
significativas que se podrian atribuir a que las pacientes no responden con verdad a este tipo

de preguntas, debido a que la considera una intromisién a su intimidad.

Numb fue detectada tanto en muestras de NIC, como en CaCu, pero la frecuencia de casos
positivos fue significativamente mayor en CaCu. Este dato concuerda con los hallazgos de
Chen et al, (2008), quienes mostraron que Numb incrementa durante el proceso de
transformacion [64]. Numb se ha identificado como una proteina supresora de tumor [55] y
su pérdida ha sido reportada en cancer de mama y en carcinomas de pulmon de células no-
pequefas, donde la proteina Numb presenta un aumento en su proceso de degradacion [86,
87]. En carcinoma escamoso de esoéfago, de glandula salival y astrocitoma, la expresion del
ARN mensajero de Numb disminuye en relacién a tejido sano [88-90], aunque el mecanismo
de esta desregulacion no se conoce. Por otra parte, se ha reportado un incremento en la

expresion de Numb en carcinoma oral [77], hepatocelular [54] y de endometrio [62], por
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mecanismos tampoco esclarecidos. Este panorama en la expresion de Numb entre los

diferentes tipos de tumor refleja una regulacion compleja de la via de notch-1.

Por su parte, Numb contrarresta la funcidén de Notch-1 por diferentes mecanismos, ya sea por
su interaccion directa, o en su papel de proteina andamio para reclutar proteinas endociticas

y ligasas E3 de ubiquitina [73].

En este estudio observamos un aumento en el numero de casos positivos para Numb, asi
como una tendencia a incrementar la sefial de inmunotincion de Numb en los casos de CaCu,
en comparaciéon con NIC. Debido a esto, se esperaba un cambio en la expresion de Notch-1;
sin embargo, aunque la frecuencia de muestras positivas para Notch-1 fue similar en ambos
grupos, si existid una disminucion significativa de la intensidad de la sefal positiva para
Notch-1 en el grupo de CaCu (cuadro 6). Esto concuerda con los hallazgos obtenidos por
Talora et al., (2002), quienes encontraron que en lineas celulares derivadas de cancer cervical

y en muestras de CaCu disminuye la expresién del gen Notch-1 [81, 91].

Por otra parte, se sabe que en el tejido cervical normal, Numb se encuentra en la membrana
y el citoplasma de la célula [70] donde regula la vida del receptor Notch-1[92-94]. En el cancer
de endometrio, Numb se acumula en el nucleo [62] y tanto Notch-1 como Hes-1 aumentan su
expresion [95], lo que sugiere un papel como oncogen para en este tipo de cancer. Sin
embargo, nuestros resultados contrastan con estas observaciones, ya que muestran que
Numb se localiza en el nucleo en los casos de NIC; mientras que en CaCu se acumula en el
citoplasma. Se ha reportado anteriormente que la funcion nuclear de Numb es arrestar el ciclo

celular e inducir la apoptosis [74]. Dado que esta proteina no contiene una senal de
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localizacion nuclear, se ha demostrado que su translocacion depende de su interaccion con
p53 [63]. En el caso de las lesiones premalignas, infectadas con el VPH, como es el caso de
los NIC estudiados, la expresién del oncogen viral E6 se encuentra controlada por E2 [96],
por lo que no podria ser suficiente para impactar en los niveles de la proteina p53 e impedir
la translocacion de Numb al nucleo [63]. A pesar de que no hay reportes que aborden la
relacion entre el VPH y Numb, se sabe que en el CaCu, la alta expresion del oncogén E6
promueve la degradacion de p53 [97], reduciendo la posibilidad de que Numb se transloque
al nucleo. Este mecanismo podria explicar la acumulacion de Numb en el citoplasma en las

muestras de CaCu.

Es importante sefalar, que el gen Numb puede generar al menos seis isoformas producto del
procesamiento alternativo, con diferencia en el tamafio del dominio de PTB y la PRR, todas
con diferente localizacion y funcion. Solamente las isoformas con el dominio PTB largo son
capaces de degradar a Notch-1 [57] y se encuentran en membrana. El cambio en la
localizacion de Numb en nuestras muestras, se podria explicar por cambios en el
procesamiento alternativo que favoreciera la expresion de las isoformas de Numb capaces
de degradar a Notch-1 en CaCu; la presencia de estas isoformas en lesiones neoplasicas del

cérvix, ya ha sido reportada anteriormente [64].

La localizacion nuclear de ambas proteinas en casi todos los casos positivos de NIC, podria
sugerir: 1) que Notch-1 podria estar activando la transcripcion de genes implicados en el
control del ciclo celular, tales como p21 [49, 98]; y 2) que, debido a su localizacion nuclear
Numb no tendria una funcién como regulador negativo de Notch-1, pero en cambio, podria

estar impidiendo la progresion del ciclo celular e induciendo apoptosis [74]. Estos resultados
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apoyan un importante papel de la via de sefalizacion Notch-1 como supresor de tumor en el
tejido cervical, donde esta via se encuentra activa en las primeras etapas de la carcinogénesis

cervical, y se pierde en cancer cervical ya establecido.

La disminucién y localizacion citoplasmica de la proteina Notch-1 podria estar promoviendo
un estado indiferenciado en CaCu y a pesar de estar presente podria no ser funcional.
También se promueve un estado proliferativo, debido a que la proteina Notch-1 induce el
arresto celular, mediante el incremento en la expresion de la proteina p21, cuando esta via

se encuentra activa [99].

Debido a que Notch-1 induce el arresto celular, mediante el incremento en la expresion de la
proteina p21, su disminucién podria promover un estado proliferativo, asi como un estado
indiferenciado debido a que regula genes que estan implicados en el mantenimiento de un
estado celular diferenciado en epitelio escamoso estratificado mediante la expresion de

queratina 1y 10 [99].
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CONCLUSIONES

Las proteinas Numb y Notch-1 se localizan en el nicleo de lesiones premalignas del cérvix.

En cancer cervicouterino las proteinas Numb y Notch-1 se encuentra en citoplasma.

La intensidad de la inmunotincion para Notch-1 disminuye en cancer cervical.

Los resultados de este trabajo sugieren una pérdida de la actividad de Notch-1 en CaCu

posiblemente por la accion de su regulador negativo Numb.
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