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RESUMEN

El cancer cervicouterino (CaCU) continua siendo un problema de salud publica en
México y en paises en vias de desarrollo. La infeccidn persistente por virus del
papiloma humano de alto riesgo (VPH-AR) es el factor etiol6gico necesario para el
desarrollo de CaCU, sin embargo la sola infeccion no es suficiente, por lo que
diferentes eventos celulares participan en la transformacion. La via de sefializacion
Notch, es una forma de comunicacion entre células en contacto y su participacion
en el desarrollo de CaCU es controversial. Ademas, poco se sabe del papel de

NUMB, regulador negativo de NOTCH, en esta neoplasia.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la asociacion de la expresion de las
proteinas NOTCH1 y NUMB con el desarrollo de CaCU, para lo cual se analizé la
expresion génica Yy proteica de NOTCH1 y NUMB en las lineas de CaCU Hela,
C33A y Caski. Ademéas se evaludé la expresion inmunohistoquimica de estas
proteinas, en 144 tejidos provenientes de mujeres atendidas en el Instituto Nacional
de Cancerologia, México, en el periodo 2004-2017. Las muestras fueron divididas

en 49 neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) y 95 CaCU.

Se encontré que las lineas celulares Hela, C33A y Caski expresan el transcrito
NOTCH1. Se evalué la porcidbn activa del receptor NOTCH1 (NICD1),
encontrandose que las células Caski fueron las de mayor expresion de la proteina.
En el caso de NUMB, las tres lineas expresan diferentes transcritos que
corresponden a las isoformas conocidas NUMB 1-4, las cuales también fueron
evidentes a nivel proteico. Con respecto a los tejidos, la expresion de NICD1
disminuye en CaCU en comparacion con NIC, ademas de que ésta se relocaliza
del nucleo al citoplasma de las células tumorales. Lo anterior concuerda con el
hecho de que existe un aumento en la expresion de NUMB en CaCU comparado

con NIC, y al igual que NICD1, la proteina pasa de ser nuclear en la lesiones
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precursoras, al citoplasma de los casos de CaCU. Al evaluar la correlacion en la
expresion y localizaciéon de NICD1 y NUMB, se encontré que en CaCU, hay un
aumento de casos donde ambas proteinas son positivas y co-existen en el

citoplasma celular, ademas de coincidir en las mismas areas de tejido.

Por otro lado, existe una asociacion negativa de la expresion nuclear de NICD1 con
la malignidad y ésta, es independiente de la edad, uso de anticonceptivos
hormonales o inclusive de la expresion citoplasmica de NUMB. Sin embargo,
aquellos casos de CaCU que presentaron una expresion nuclear de NICD, la
tendencia fue que las pacientes tuvieran una menor sobrevida. En el caso de NUMB,
la expresion citoplasmica de esta proteina se asocia de manera positiva con la
malignidad independientemente de la edad o el uso de anticonceptivos hormonales,
sin embargo la asociacion se pierde cuando se considera la expresion nuclear de
NICD1.

Los resultados aqui presentados sugieren que la via de sefalizacion Notchl se
encuentra inactiva en CaCU, ya que la porcion activa del receptor, NICD1, no se
localiza en el nucleo celular, sin embargo este fendbmeno no pareciera estar
relacionado con la regulacién negativa por parte de la expresion citoplasmica de
NUMB. Por lo anterior, pareciera que NICD1 se comporta como una proteina
supresora de tumor en el contexto de CaCU; por lo que se propone que, la pérdida
nuclear de NICD1 es un marcador bioldgico de prediccion para el de desarrollo de
CaCu.



ABSTRACT

Invasive Cervical Cancer (ICC) remains as a public health problem in Mexico and
other developing countries. The persistent infection with high-risk human papilloma
viruses (HPV) it's the etiological factor need for ICC development. Even thought,
the solely infection is not enough, so different cell pathways participates in cell
transformation. The Notch pathway mediates cell-cell communication and its
participation in the development of ICC remains controversial. Moreover, little is

known about its negative regulator NUMB, in this neoplasia.

The objective of the present study was to determine the association between the
expression of NOTCH1 and NUMB in the development of ICC. In order to achieve
the objective, the genetic and protein expression of NOTCH1 and NUMB was
evaluated in the cervical cell lines Hela, C33A and Caski; as well as the
immunohistochemical expression in 144 tissues from women attended in the
Instutito Nacional de Cancerologia, Mexico, from 2004 to 2017. The samples were

divided into groups: 49 Cervical Intraepithelial Neoplasias (CIN) and 95 ICC.

We found that the cell lines Hela, C33A and Caski express NOTCH1 mRNA. The
active form of the NOTCH1 receptor, known as NICD1, was express in the three cell
lines with higher expression in the Caski cells. In the case of NUMB, different mMRNAs
corresponding to the NUMB 1-4 isoforms, were detected in the three cell lines as
well as the different proteins. The ICC patient sample’s showed a diminished
expression of NICD1 in comparison with CIN cases, and the protein tended to be
located at the cytoplasm instead that at the nucleus, as it happened in CIN.
Accordingly, there is an increase in NUMB expression in ICC and the protein was
found in the cytoplasm rather that in the nucleus. Even more, we found that in ICC,
there is an increase in cases where both proteins, NICD1 and NUMB, were positive

and those co-exist in the cell cytoplasm in the same tissue areas.



On the other hand, NICD1 had a negative association with cervical malignancy, and
that association is independent of the patient's age or the use of hormonal
contraceptives, even of NUMB cytoplasmic expression. Additionally, the patients
positives to nuclear NICD1 expression, tended to have a shorter overall survival. On
the contrary, cytoplasmic NUMB expression showed a positive correlation with
cervical malignancy, independently of the age and use of hormonal contraceptives,
but the association was lost when NICD1 nuclear expression was taken into

consideration.

The data presented here suggest that the Notchl pathway is inactive in ICC, since
the active domain, NICD1, is not present in the cell nucleus, and this phenomenon
seems to be independent of cytoplasmic NUMB negative regulation. So, NICD1
might behaves as a tumor suppressor in ICC and the loss of nuclear NOTCH1 could

be and independent predictor of cervical malignancy.



INTRODUCCION

1. EL CANCER CERVICOUTERINO (CaCU)

El cérvix o cuello uterino, es el 6rgano fiboromuscular que conecta al utero con la
vagina [1]. Este se divide en el portio vaginalis o ectocervix el cual se proyecta hacia
la vagina y esta constituido por tejido escamoso estratificado; y el endocervix que
esta cubierto de un epitelio columnar también llamado muciparo o glandular, el cual
secreta moco [2]. El punto de contacto entre ambos epitelios (escamoso y columnar)
se conoce como la union escamocolumnar. Durante la pubertad, por influencia de
los estrégenos, se da el crecimiento del cérvix, lo que provoca que el epitelio
columnar eversione, con lo que parte del endocervix queda expuesto sobre el
ectocervix. A este proceso se le conoce como ectropion [3]. El epitelio columnar
expuesto es afectado debido a las condiciones vaginales acidas, lo que provoca que
este epitelio sea remplazado por un proceso denominado metaplasia, en el que
parte del tejido escamoso recubre al tejido columnar. Esta zona de recambio es
conocida como la zona de transformacion la cual se piensa pudiera ser la zona de

inicio del proceso carcinogénico [3, 4].

El crecimiento de células neoplasicas en el cérvix es conocido como cancer
cervicouterino (CaCu). Este tipo de cancer es el cuarto mas comun entre las mujeres
a nivel mundial con 527,624 nuevos casos anuales, presentandose la gran mayoria
de casos (80%) en paises subdesarrollados [5]. Es el segundo cancer de mayor
incidencia para mujeres mexicanas con aproximadamente 13,960 nuevos casos al
afo [6]. Alrededor del 80% de los casos de CaCu se presentan en el epitelio
escamoso, 10% en el tejido columnar provocando lo que se conoce como
adenocarcinoma,; el restante 10% de los casos se debe al tipo neuroendocrino [7,
8].

Las manifestaciones clinicas previas al desarrollo de este tipo de cancer son

conocidas, segun la terminologia de Richart de 1967[9], como neoplasia cervical
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intraepitelial (NIC), las cuales van desde NIC 1 hasta NIC 3, haciendo referencia al
tercio del epitelio escamoso que se ve afectado por la lesion: ElI NIC 1 afecta las
capas mas profundas del epitelio (tercio inferior), el NIC 2 en donde se afectan los
dos tercios inferiores y se caracteriza por presentar cambios celulares displasicos y
finalmente en el NIC3 donde se pierde la diferenciacion y estratificacion por
completo. Una vez que se rompe la membrana basal donde descansa el epitelio
escamoso, se considera un cancer invasor (Figura 1). Las lesiones precursoras en

el epitelio columnar se denominan adenocarcinoma in situ (AIS) [7, 10].

Existen otros sistemas de clasificacion para las lesiones precursoras de CaCU,
ademas de la terminologia NIC, como lo es el sistema Bethesda, el cual solo tiene
dos niveles: lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LIEBG) que incluye a los
condilomas, y las displasias moderadas o NIC1; y la lesion intraepitelial escamosa
de alto grado (LIEAG), que incluye a las lesiones moderadas y severas que

corresponden a los NIC 2y 3, asi como el cancer in situ [2].

Epirenie NIC1 NIC2 NIC3 k]

Rebintdstielidentos ____'_v
Tejido conjuntivo © @

Figura 1. Lesiones precursoras de CaCU. La proliferacion de células neoplasicas
del cérvix, conlleva a diferentes grados de NIC, las cuales pueden evolucionar hasta
cancer. Tomado de Carretero Colomer 2008 [11].

Con respecto a la progresion de NIC a CaCU, se ha visto que el 88% de las lesiones
NIC 1 revierten espontdneamente, motivo por el cual no requieren ninguna
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intervencion clinica, a menos que éstas persistan por mas de dos afio. En el caso
de las lesiones NIC 2, la probabilidad de progresion a CaCu es del 5%, mientras
que para NIC 3 es del 12%-31% por ello, todas estas lesiones deben de ser

quirdrgicamente removidas [12].

Entre los factores de riesgo asociados al desarrollo de NIC y consecuentemente de
CaCU, destaca la infeccidn persistente por virus del papiloma humano de alto riesgo
(VPH-AR). Debido a que este patdégeno es de transmision sexual, aspectos
relacionados al comportamiento sexual son factores de riesgo para la adquisicion
de la infeccion por VPH, como lo son la temprana edad de inicio de la vida sexual,
el nimero de parejas sexuales y el comportamiento sexual de la pareja, todos estos
aspectos relacionados a la probabilidad de la adquisicion de la infeccion por VPH
[3, 13]. Cabe sefialar que la infecciéon por VPH es la infeccion de transmision sexual
mas comun, con una incidencia del 80% a nivel mundial y una mayor presencia en
la poblacion entre los 15 a los 24 afios [5]. Sin embargo, del total de las mujeres
infectadas, solo entre el 1%-2% llegan a desarrollar CaCU [14].

Pese a que la infeccion por VPH es necesaria para el desarrollo de CaCU, ésta no
es suficiente, y es por ello que algunos otros cofactores son requeridos para el
desarrollo de esta neoplasia como lo son: nimero de partos, uso de anticonceptivos
orales, tabaquismo, alcoholismo, aspectos nutricionales, coinfecciones con
Chlamydia o virus de inmunodeficiencia adquirida (VIH) e inclusive un nivel socio-

econdémico bajo [3, 13, 15].



2. EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH)

El VPH es un virus pequefio de ~55 nm de didmetro, no envuelto con un genoma
circular de doble cadena de ADN de aproximadamente 7900 pares de baes (pb).
Estos virus, pertenecen a la familia Papillomaviridae, la cual agrupa cinco géneros
(o,B,y, M Y V) con 49 especies diferentes, siendo los VPH que infectan epitelios

cutdneos y mucosos, pertenecientes al género a [16].

Segun la asociacion de los VPH con el desarrollo de cancer, estos se dividen en
dos grupos: virus de bajo riesgo (VPH-BR), los cuales no provocan el desarrollo
carcinogénico, pero si lesiones como verrugas, entre los que destacan el tipo VPH6
y VPH11; y virus de alto riego u oncogénicos, los cuales se encuentran tacitamente
presentes en todos los casos de CaCU [10]. En todo el mundo, el VPH16 es el de
mayor prevalencia, seguido por el VPH18, siendo estos dos responsables de
alrededor del 70% de los casos de CaCU. Los VPH52, VPH58, VPH39, VPH56 y
VPH51 son también frecuentes a nivel mundial [17] [18, 19]. En el caso de la
poblacion mexicana se ha visto que los VPH33 y VPHA45 son los de mayor incidencia
[20].

El genoma viral esta dividido en tres regiones: 1) la regién larga de control, la cual
contiene el origen de replicacion y los sitios de unién para factores de transcripcion
gue modulan la expresion de los genes del VPH. 2) la region de expresion temprana
(E: early) que contiene a los oncogenes E6 y E7, que se encuentran bajo la
regulacion del promotor temprano (p97) y los genes virales E1, E2, E4 y E5
regulados por el promotor tardio de diferenciacion (p670). 3) La regién de expresion
tardia (L: late) la cual codifica para los genes de las proteinas de la capside L1y L2
(Figura 2) [10, 21].



p97

Figura 2. Genoma del VPH. ElI VPH codifica para genes de expresion temprana
(Early) (mostrado en rojo los oncogenes virales y en verde el resto de los genes
tempranos); y genes de expresion tardia (Late) (mostrados en color naranja). La
transcripcion de genes y la replicacion viral son controlados por la region larga de
control (LCR). En VPH16 el promotor temprano (p97) se encuentra en la LCR y el
promotor tardio (p670) dentro del marco de lectura de E7. Tomado de Egawa et al.
2015 [22, 23].

La expresion de los genes virales esta intimamente relacionada a la diferenciacion
del epitelio cervical, en dos escenarios diferentes: una infeccion productiva en donde
se produciran mas virus o una infeccion abortiva, en la cual se lleva a cabo la
integracion del genoma viral al del hospedero, pudiendo provocar el desarrollo de

CaCuU debido a la expresion de los oncogenes virales [24].

2.1 ENTRADA DEL VPH AL EPITELIO CERVICAL

Durante la relacion sexual con una pareja infectada con VPH, el epitelio cervical
puede sufrir abrasiones, las cuales son la puerta de entrada del virus a las células
basales del epitelio. En esta capa, se encuentran las conocidas como células
troncales que dan origen a las células transitorias, las cuales son mitéticamente

activas pero que, a diferencia de las células troncales, llegaran a diferenciacion
9



terminal [22]. La membrana basal, la cual esta constituida de matriz extracelular,
contiene laminina, a la cual se unira el virus. Después, el VPH se adherira a las
moléculas de heparan sulfato (HPSP: heparan sulfate proteoglycans) tipo sindecan
1, presentes en la membrana del queratinocito. Este molécula reconoce la proteina
L1 de la capside viral y provoca un cambio conformacional que expone un sitio de
corte mediado por Furina en la proteina L2 de la capside. Esto permitira el paso a
un receptor de entrada hasta ahora desconocido, pero que se ha propuesto podria
ser del tipo de integrinas (oo ), el cual permitira la endocitosis del tipo de

macropinocitosis con la participacion de actina y clatrina (Figura 3) [25, 26].

Tras la entrada del virion a la célula basal infectada, éste ingresa al trafico
endolisosomal, en donde se lleva a cabo el desensamblaje de la capside. Primero
L1 se degradada proteoliticamente en condiciones acidas, con lo que el complejo
L2 con DNA viral llega hasta la red trans-Golgi, donde residiran hasta que se lleve
a cabo la mitosis, en donde tanto la membrana nuclear, como el aparto de Golgi se

fragmentan, lo que permite que el DNA viral llegue a los cromosomas celulares [27].
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Figura 3. Infeccion de las células basales por VPH. Las abrasiones del epitelio
cervical exponen a la membrana basal y a los queratinocitos basales. EL virus se
une a proteoglicanos de heparan sulfato a través de la proteina de la capside L1, lo
gue provoca cambios conformacionales que exponen el sitio de corte por Furina en
la proteina L2. Esto ultimo permite el paso del viribn a un receptor de entrada que
permite la internalizacion. Modificado de Aksoy 2017[25].

2.2 INFECCION PRODUCTIVA

Tras la infeccion de las células basales, se lleva a cabo la amplificacion de un bajo
namero de copias del genoma viral, lo cual es dependiente de la expresion de las
proteinas virales tempranas E1 y E2, las cuales se encuentran bajo la regulacion
del promotor temprano (p97 en VPH-16) (Figura 2) [24]. La proteina E1 es una
helicasa dependiente de ATP, mientras que la proteina E2 es un factor de
transcripcion, el cual regula a E1 aumentando su especificidad de union al origen

de replicacion viral, todo esto durante la fase S y G2 del ciclo celular [28]. Durante
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la citocinesis, la proteina E2 mantiene el episoma viral unido al cromosoma celular
[24].

En las capas parabasales del epitelio cervical, ya no hay divisién celular, ya que
aqui es donde se inicia la diferenciacion de los queratinocitos; sin embargo, ante la
presencia de VPH, y por la expresion coordinada de las oncoproteinas virales E6 y
E7, se da la reentrada al ciclo celular, con lo que se provoca la expansion de las
NICs [24]. Tanto la proteina E6 como E7 tiene la capacidad de unirse a una gran
variedad de blancos celulares, con lo que modulan diversos procesos bioldgicos
como el ciclo celular y la proliferacion [29]. En particular, destaca la capacidad de
E7 para unirse a miembros de la familia Rb, lo que permite la liberacion del factor
de transcripcion E2F, el cual modula la expresion de genes como CDK2 y las ciclinas
Ay E importantes para la progresion del ciclo celular de G1 a S [30]. Por otro lado,
el principal blanco de degradacion de E6 de los VPH-AR es la proteina supresora
de tumores p53, a la cual se une a través de la proteina conocida como E6AP
(proteina asociada a E6), que es una ligasa de ubiquitina tipo E3 que media la
degradacion proteosomal de p53, comprometiendo la respuesta al dafio del genoma

celular y la apoptosis [30].

El promotor tardio o de diferenciaciéon (Figura 2), se activa en las capas
suprabasales del epitelio, permitiendo la expresion de los genes intermedios E1, E2,
E1AE4, E5 que permiten la amplificacion del genoma viral; asi como los genes
tardios L1y L2 cuyos productos forman la capside viral [31]. La abundante expresion
de la proteina viral E4, es responsable de la liberacién de los viriones de las células
descamadas del estrato cérneo del epitelio cervical, debido a su capacidad de
colapsar las estructuras de queratina [32]. Por su parte, la proteina E5, se ha visto
gue se expresa en las células diferenciadas y es también considerada una
oncoproteina, ya que regula la respuesta mitogénica mediada por el receptor del
factor de crecimiento epidermal (EGFR por sus siglas en inglés) a través de la via
de MAPK [22, 24].
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Las Ultimas proteinas en expresarse durante la infeccion productiva son las
proteinas de la capside viral L1 y L2, las cuales, como ya se mencion0, también
estan bajo la regulacion del promotor tardio [10]. La capside viral estd compuesta
por 72 capsomeros organizados de forma icosaédrica, cada uno conteniendo cinco
mondmeros de la proteina mayor L1 y doce mondémeros de la proteina menor L2
[33]. El empaquetamiento del genoma viral se da por el reclutamiento de L2 al lugar
de la replicacion, esto mediado por la proteina E2; y subsecuente expresion de L1
para la formacion de la particula viral en el nucleo celular [10]. La infeccidn

productiva por VPH se ilustra en la figura 4.
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Figura 4. Infeccién productiva por VPH. Tras la infeccion de las células basales,
el genoma viral se amplifica en un bajo nimero de copias (hasta 200 episomas) que
seran segregados en las células hijas tras la division celular. Las oncoproteinas E6
y E7 permiten la proliferacion celular continua, sentando las condiciones para que
E1l y E2 dirijan la replicacion viral. La diferenciacion terminal de las células en las
capas superiores desencadena la expresion de E4, L1 y L2, para llevar a cabo el
empaquetamiento del DNA viral y la liberacién de los nuevos viriones debido al
colapso de los filamentos de queratina, lo cual es provocado por E4. Modificado de
Roden 2018 [34].
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2.3 INFECCION ABORTIVA

La infeccion persistente por VPH-AR es el factor clave para el desarrollo de cancer,
en donde ya no se presenta la infeccion productiva y se da la integracion del genoma
viral al celular [10, 34]. Aunque la integracion es azarosa, se ha visto que ésta ocurre
con mayor frecuencia en sitios fragiles de los cromosomas o también conocidos
como “hot spots”. La integracién estabiliza la transcripcion de E6 y E7, debido a la
perdida de la region codificante de E1 y E2 [10, 35]. Ademas de los ya mencionados
efectos sobre p53 y pRb, la sobreexpresion de E6, E7 y E5 afectan otras vias
consideradas necesarias para el desarrollo de cancer, y las cuales son conocidas
como caracteristicas del cancer, descritas por Hanahan y Weinberg [36], quienes
postularon seis caracteristicas basicas de una célula cancerosa [36, 37].:

1. Auto suficiencia en la sefializacion para la proliferacion
Insensibilidad a los supresores de la proliferacién
Resistencia a la muerte celular
Potencial de replicacion ilimitado
Angiogénesis sostenida

Invasion y metastasis

N o o A~ WD

Modificacion del metabolismo energético
8. Evasion inmune

En el particular caso del desarrollo de CaCU, son las oncoproteinas virales las que
modulan las vias de sefalizacion que controlan estas caracteristicas transformantes
(Figura 5). Por ejemplo E6 de VPH-AR es capaz de unirse y provocar la degradacion
de proteinas con dominios PDZ, lo que favorece la invasion y metastasis asi como
la desregulacion de la sefalizacion celular mediada por proteinas PDZ como lo son
las pertenecientes a la familia MAGUK (membrane-associated guanilate kinase),
por mencionar alunas [38]. E6 también es capaz de provocar la inmortalizacion
celular al favorecer la expresion de la telomerasa (hTERT) y estabilizar su funcion
[39]. Ademas, E6 impide la degradacién del factor inducible por hipoxia HIF-1q, lo
cual a su vez repercute en la reprogramacion del metabolismo energético en lo que

se conoce como efecto Warburg, caracterizado por un alto ingreso de glucosa a las
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células transformadas, pero con un compromiso de la oxidacién completa de ésta
[40].
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Figura 5. Transformacién maligna por las oncoproteinas virales E5, E6 vy E7.
Los VPH-AR regulan diversos efectos bioldgicos involucrados en el desarrollo de
cancer, esto incluye la proliferacion sostenida mediada por E5 y E7, la
inmortalizacion, la invasion y metastasis mediada por E6. La inhibicion de la
diferenciacion y reprogramacion metabolica también inducida por E6. En el proceso
de angiogénesis y en la evasion de la apoptosis participan tanto E6 como E7. En
este escenario sentado por estas interacciones, se provoca la ruptura de dobles
cadenas de ADN (dsDNA), inestabilidad cromosdmica y mutaciones que actian de
manera aditiva al desarrollo de cancer. Modificado de Roden 2018 [34].

Por su parte, E7 puede afectar la expresion de genes celulares debido a su
interaccion desacetilasas de histonas (HDACs) y provocar inestabilidad
cromosodmica debido a la replicacion supernumeraria de centrosomas, lo que induce
ruptura de la doble cadena de DNA [41]. Asi mismo regula la respuesta inmune a
través de su interaccion con elementos de la via de interferén (INFk) y promueve

inflamacion mediada por la expresion de IL-6 [34, 41].
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Finalmente E5, ademas de favorecer la proliferacion a través de la regulacion de
EGFR, esta implicada en la evasion inmune, ya que disminuye la expresion del
antigeno leucocitario de histocompatibilidad, con lo que altera la presentacion de

antigenos por los complejos de histocompatibilidad 1y 11 [14, 34].

Ademas de todas las interacciones previamente descritas, la transformacion
maligna de los queratinocitos en respuesta a la infeccién por VPH, se acompafa de
muchas otras modificaciones de la biologia celular. Alguno de estos cambios se
desconoce si son provocados por la infeccion y por lo tanto promotores de la
carcinogénesis, 0 son consecuencia de la transformacion. Entre estos se encuentra

la desregulacion de la via de sefializacién Notch, la cual se describe a continuacion.

3. VIA DE SENALIZACION Notch

La via de sefalizacion Notch es una de las siete vias basicas del desarrollo
embrionario. Las primeras evidencias de la participacion de Notch en el desarrollo
datan de los afios 30"s cuando se demostré que las Drosophilas con mutaciones en
Notch, carecian de tejido de las capas embrionarias mesodérmica y ectodérmica;
ademas de que el tejido nervioso se producia a expensas de las células
hipodérmicas, motivo por el cual a este fenotipo se le conoce como “neurogénico”
[42]. Sin embargo, el descubrimiento de esta via se dio alrededor de veinte afios
antes. En 1914, Dexter describiria un fenotipo en el cual, se pierden los margenes
de las alas de la mosca apareciendo “notches” (muescas por su traduccion del
inglés) y por lo que se dio nombre a esta via de sefializacién [42, 43]. En 1917,
durante los experimentos de Thomas Hunt Morgan sobre cromosomas, este
identifico los alelos mutantes del gen Notch [44]. En los 80’s, Artavanis-Tsakonas y
Michel Young, de forma independiente, secuenciaron y clonaron el receptor Notch
[44]. Fue hasta 1991, momento en que se evidenci0o la existencia de esta

sefalizacion en humanos, cuando se descubrid una translocacion entre los
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cromosomas 7 y 9, comun en la leucemia linfoblastica de células T (T-ALL), la cual
afectaba al homodlogo del receptor Notch de Drosophila [43]. Por esto,
histéricamente la via ha sido reconocida como oncogénica, sin embargo, en los
recientes afios, aumenta la evidencia de su participacion como proteina supresora

de la carcinogénesis [45].

Ademas de su participacion en cancer, la desregulacion de esta via se ha visto
fuertemente implicada en diversas patologias como en el sindrome pediatrico de
Alagille [43], el desorden vascular conocido como CADASIL (del inglés: cerebral
autosomal dominant arteriopathy  with subcortical infarcts and

leukoencephalopathy), el sindrome Adams-Oliver y Alzheimer [46, 47].

3.1 SENALIZACION CANONICA DE LA VIA Notch

La via de sefalizacion Notch es una forma de comunicacion entre células vecinas,
es decir, es una regulacion yuxtacrina, donde la célula inductora expresa el ligando
que interacciona con el receptor de la célula efectora [48]. Tanto el ligando como el
receptor son proteinas transmembranales tipo 1. En mamiferos, la célula inductora
expresa uno de los cinco ligandos DSL (Delta, Serrata y Lag2) descritos: Delta-like
1,3y 4;yJagged 1y 2; los cuales son paralogos de los dos ligandos en Drosophila.
Por su parte, la célula efectora expresa uno de los cuatro receptores NOTCH 1- 4.
[49].

La activacion de la via Notch se da cuando el ligando y el receptor interaccionan
(Figura 6.1), lo que provoca una serie de cortes proteoliticos sobre el receptor
NOTCH:
1. La union del ligando provoca un cambio conformacional del receptor, ya que
ejerce una fuerza de traccién por parte de la célula transmisora [50]. Lo

anterior, permite que la region reguladora negativa (NRR: negative regulatory
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region) localizada en la porcidon extracelular del receptor, se abra dejando
expuesto el sitio de corte S2, sobre la porcidén juxtamembranal del receptor,
donde las metaloproteasas de la familia ADAM (particularmente ADAM 10 y
17/TACE) llevan a cabo el corte entre los residuos Ala 1710 y Val 1711,
dando origen a un péptido unido a la membrana conocido como NEXT (Notch
Extracellular Truncation) (Figura 6.2) [51].

2. El segundo corte es llevado a cabo por el complejo y-secretasa, el cual es un
complejo de alto peso molecular compuesto por cuatro subunidades, de las
cuales la aspartil-proteasa presenilinia corta en el porcion transmembranal
de NEXT, en el sitio S3 entre los residuos Gly 1743 y Val 1744; liberando la
porcién carboxilo terminal del receptor Notch (NICD: Notch intracelular
domain) (Figura 6.3) [52].

Una vez liberado el NICD de la membrana, éste se transloca al nacleo ya que NICD
cuenta con al menos una sefial de localizacion nuclear (NLS: nuclear localization
signaling), la cual interacciona con proteinas del tipo de las importinas o/ en la

membrana nuclear, permitiendo el ingreso del NICD al nucleo [53].

En el nudcleo, el factor de transcripcion RBPJ-k (también conocido como CSL:
CBF1/RBPJ, Su (H), Lag-1) regula toda la respuesta mediada por la via Notch [54,
55]. En ausencia de NICD, RBPJ-k se encuentra unido al DNA y recluta co-
represores, como: NCoR, MINT y KyoT, que varian dependiendo del contexto y tipo
celular; ademas de reclutar desacetilasas de histonas y desmetilasas, lo que implica
remodelacion de la cromatina haciéndola més condensada debido a la unién con
las histonas, evitando la transcripcion de genes blancos [49, 56]. Sin embargo, tras
el acceso de NICD al nucleo, el complejo co-represor, unido a RBPJ-k, es
intercambiado por un complejo activador de la transcripcion (NTC: NOTCH
transcriptional complex), el cual estd compuesto basicamente por el co-activador
MAML1 (Mastermind-like transcriptional co-activator 1), la acetilasa de histonas
p300/CBP, SKIP, entre otros. Esto provoca un aumento en la acetilacién de histonas
y, por lo tanto, aumento de la transcripcién (Figura 6.4) [49, 56].
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De los blancos transcripcionales de la via destacan los genes pertenecientes a la
familia HES (Hairy of Enhancer of Split), los cuales codifican para proteinas
nucleares del tipo hélice-bucle-hélice (bHLH: basic helix-loop-helix), los cuales son
supresores de la transcripcion [49] y la familia de HERP (Hes-related proteins) mejor
conocida como Hey [57]. En mamiferos los blancos de estas familias mejor descritos
son Hes1, Hes5 y Heyl. Otros blancos de esta via son c-myc, ciclina D1, p21/Wafl,
bcl-2, entre muchos otros (Figura 6.4) [58].
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Figura 6. Via candnica de sefializacién Notch vy su regulacién. 1) La activacion
de la via se da cuando un receptor NOTCH interacciona con algun ligando DSL en
la célula emisora. 2) La interaccion ligando-receptor provoca un cambio
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conformacional a nivel del receptor lo que permite el primer corte (S2)
juxtamembranal por metaloproteasas de la familia ADAM. 3) El segundo corte (S3)
es llevado a cabo en la porciéon transmembranal por el complejo y-secretasa,
liberando la porcion activa del receptor conocida como NICD. 4) El dominio NICD
es traslocado al nacleo en donde desplaza a los co-represores que se encuentran
unidos al factor de transcripcion RBPJ-k y permite el reclutamiento de los co-
activadores MAML y p300/CBP con lo que favorece la transcripcion de los genes
blancos (familia de genes HES y HEY, c-myc, ciclina D, entre otros). A) La
disponibilidad de ligandos y receptores en la membrana se debe al reciclaje
endosomal. B) La activacion de la via depende de la endocitosis del ligando y de la
porcion extracelular del receptor por la célula emisora. C) La interaccion ligando-
receptor esta regulada por glicosilaciones del receptor. D) Las ligasas de ubiquitina
Fbw7, Itch y Deltex ubiquitinan a NICD haciéndolo susceptible de degradacion
proteosomal. E) La proteina NUMB se une directamente al receptor NOTCH, asi
como a NICD con lo que modifica la vida media de este, ya que regula su trafico
vesicular, la interaccion con otras proteinas (como la ligasa Itch) o su translocacion
nuclear. F) En el ndcleo la actividad de la via depende de los co-represores y co-
activadores presentes en ese momento (contexto dependiente) asi como las
interacciones entre estos, se muestra el secuestro de MAML por la proteina
supresora de tumores p53, lo que inhibe la actividad de NOTCH. Tomado de
Vazquez-Ulloa 2018 [59].

3.2 SENALIZACION NO CANONICA DE LA VIA NOTCH

Como ya se menciond, los elementos basicos de la via de sefalizaciéon Notch son
los ligandos (DSL), los receptores (NOTCH1-4) y el factor transcripcional RBPJ-k
[60], a través de los cuales se lleva a cabo la transcripcion de los genes blanco,
tras el corte proteolitico del receptor y su subsecuente translocacion nuclear [49].
Ahora bien, cualquier modificacion a este modelo simple de sefalizacion, se le
considera una sefializacion no canonica, de la cual se reconocen dos: Tipo |, en la
cual existe activacion del receptor NOTCH por parte de alguno de los ligandos DSL
pero la transduccién de la sefalizacién es independiente de RBPJ-k; senalizacién
Tipo I, en la cual se da la expresion de los blancos transcripcionales
independientemente del corte proteolitico del receptor NOTCH o de la actividad de
RBPJ-k y Tipo Ill que se da cuando se da la transcripcion de los genes blancos por
parte de RBPJ-k pero independiente de NOTCH [61].
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Todo lo anterior implica una serie de entrecruzamientos entre vias. Por mencionar
algunos ejemplos, se ha visto que NOTCH puede provocar la expresion de genes a
través de los factores transcripcionales NF-kB, YY1 e HIFla [62]. También, la
activacion de NOTCH por parte de Jagged1, provoca la actividad de la via PI3K/Akt

pero esto independientemente a la actividad de RBPJ-k [63].

Ahora bien, también se ha visto que el receptor NOTCH completo, no activo para
Su propia via, se puede unir a B-catenina lo que evita la translocacion nuclear de
ésta, y por ende, la regulacion negativa de la via de Wnt [64]. Similar a lo anterior,
el receptor NOTCH membranal, asi como NICD citoplasmico, son capaces de
activar la via PI3K/Akt a través de la interaccion con mTOR, lo que resulta en
resistencia a la apoptosis [65]. Los anteriores ejemplos, son solo algunos de los
diferentes entrecruzamientos de NOTCH con otras vias, y cuya descripcion sale del
objetivo del presente trabajo.

3.3 REGULACION DE LA VIA DE SENALIZACION Notch

Pese a la supuesta simplicidad de la via, debido a que carece de intermediarios que
amplifiguen la sefal, ésta se encuentra finamente regulada por eventos post
traduccionales como glicosilaciones, ubiquitinacién y trafico celular [60]. A nivel de
membrana, la endocitosis mediada por clatrina, tanto de los ligandos como de los
receptores, determina la disponibilidad de ambos en la superficie celular (Figura
6.A). Ademas, tiene efectos en la activacion de la via, ya que la endocitosis del
ligando (mediado por las ligasas de ubiquitina Mindbomb y Neuralized) permite la
fuerza de traccion requerida para disociar el heterodimero compuesto por el
receptor NOTCH vy el ligando, antes de su procesamiento proteolitico (Figura 6.B)
[50, 66].

La glicosilacion determina la interaccién entre el receptor y los ligandos: los

receptores NOTCH son glicosilados en su porcion extracelular (especificamente en

los repetidos tipo EGF) por la O-fucosiltranferasa 1 y posteriormente, esta
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fucosilacién es elongada por la transferasa Fringe (en mamiferos se conocen tres
enzimas: Fringe: Lunatic, Manic y Radical) [67]. El receptor ya glicosilado sale del
aparato de Golgi en direccion a la membrana plasmatica, en donde debido a esta
glicosilacion en especifico, se favorece la sefializacion NOTCH-Delta y no asi la
mediada por los ligandos Jagged (Figura 6.C) [68]. Cabe sefialar que pese a que
los ligandos DSL también cuentan con diversos repetidos tipo EGF, los cuales son
glicosilados. EI significado funcional de estas modificaciones no ha sido
determinado [67].

A nivel del citoplasma, diferentes proteinas determinan la vida media de Notch. Las
ligasas de ubiquitina Itch, Fbw7 y Deltex; favorecen la degradacion de NICD con lo
gue se disminuye la actividad de la via (Figura 6.D) [55]. Por su parte la proteina
NUMB, puede funcionar como adaptadora para la ligasa Itch o puede unirse

directamente a NICD secuestrandolo en el citoplasma (Figura 6.E) [69].

Finalmente, una vez que el NICD ha sido traslocado al nucleo, su actividad depende
de los co-represores y co-actvadores presentes en el ndcleo, mencionados
anteriormente, lo que esta determinado por el contexto celular y finalmente dicta la
especificidad de la respuesta de esta via segun el tipo y momento de la célula [49,
55, 60]. La interaccion de los elementos que componen el NTC modifica la actividad
de la via, por ejemplo, la proteina MAML puede unirse a la proteina supresora de

tumores p53, con un efecto negativo sobre la via (Figura 6.F) [70].

3.4 PARTICIPACION DE LA ViA DE SENALIZACION NOTCH
EN CANCER

Como ya se mencion6 anteriormente, la via de sefalizacion Notch fue

histéricamente definida como oncogénica, esto debido a una mutacion en T-ALL
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gue provoca una activacion independiente de ligando del receptor NOTCH [43, 55].
Sin embargo, existen otros escenarios en donde la via Notch se comporta de
manera supresora y esto se da principalmente en diversos canceres de tipo
escamoso. En la figura 7, se muestra un resumen del comportamiento de la via

Notch en diferentes tipos de cancer [55].

Tumores provocados por mutaciones de la via Notch o por su desregulacion

Mutaciones supresoras de Notch Mutaciones oncogénicas de Notch

(hipo actividad de Notch)

Cancer escamoso de cabezay
cuello

Céncer escamoso de piel y
pulmén

Cancer escamoso de esofago

Cancer de células pequefias
de pulmén

Céncer de vejiga

NOTCH1

NOTCH1, NOTCH2

NOTCH1, NOTCH2,
NOTCH3

NOTCH1, NOTCH2,
NOTCH3, NOTCH4

NOTCH1, NOTCH2,

NOTCH3, MAML.,
NICASTRIN

(hiper actividad de Notch)

T-ALL

Leucemia linfoblastica cronica

Linfoma ocular tipo MALT de la
zona marginal

Linfoma esplénico de la
zona marginal

Linfoma de células del manto
Carcinoma quistico adenoide

Miofibroblastoma infantil

NOTCH1, NOTCH3, FBXWT

NOTCH1

NOTCH1, NOTCH2

NOTCH2

NOTCH1, NOTCH2

HOTCH1, NOTCH2

NOTCH3

Desregulacién de la via (no mutagénico)

- NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3
Adenocarcinoma ductal de pancreas Cancer de mama

NOTCH1, NOTCH2,
NOTCH3 rearrangements

Tumor cerebral Tumores glomicos
Céncer hepatico

Cancer de préstata

Figura 7. Via de sefializacion Notch en cancer. De lado izquierdo se muestran los
tipos de cancer en donde la via se comporta de manera supresora (hipo-actividad);
del lado derecho se muestran aquellos canceres en donde se presentan mutaciones
oncogénicas (hiper-actividad de la via Notch). En la esquina inferior izquierda, se
muestran los tipos de cancer en donde no se presentan mutaciones y aun asi, la via
se encuentra desregulada. Modificado de Siebel (2017) [55].

Como se puede observar, en el caso de los tumores de tipo escamoso, los cuales
son tumores comunes de amplia distribucién en el cuerpo, se tiende a perder la
actividad de la via Notch, esto ya que las mutaciones comunmente encontradas en
estos tipos de cancer se relacionan a mutaciones que provocan un mal plegamiento

del péptido o que afectan la interaccion con los ligandos DSL [71].
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Ahora bien, esta relacién de la perdida de la funcién de Notch con desarrollo de
canceres de tipo escamoso, se debe a la funcion que esta via tiene en este tipo de
tejido. Los epitelios estratificados, como los son la piel o el cérvix, estan formados
por varias capas de queratinocitos. Es en la capa basal de este tipo de epitelios, es
donde las células adquieren el compromiso con un destino celular. Las células
troncales, tras una divisidn asimétrica, daran origen a las conocidas como células
amplificadoras transitorias, las cuales estaran comprometidas a una diferenciacion
terminal. Lo anterior se logra a través de la inhibicion lateral, la cual provoca que
una célula dentro de un grupo de células iguales tenga un destino celular diferente
[59, 72]. En el caso del epitelio estratificado, las células troncales expresaran
abundantemente el ligando Delta, provocando la activacion de los recetores NOTCH
presentes en las células circundantes. Estas células, ahora efectoras de la via,
empezaran la diferenciacion, por lo que de los primeros eventos que sufriran sera
el arresto del ciclo celular debido a la expresion de p21 (inhibidor de complejo
ciclina-cinasa), posteriormente en un estrato superior del epitelio (en el estrato
espinoso), comenzara la expresion de marcadores de diferenciacion temprana

como son las proteinas queratina 1y 10, asi como involucrina [73].

La pérdida de la actividad de Notch en la piel, provoca hiperplasia del estrato basal
y corneo del epitelio, seguido del desarrollo de tumores; acompafiado de un
aumento en la actividad de la via de Wnt y Hedhehog, las cuales debido a su papel
en renovacion de células troncales, deberian estar reprimidas en células en
diferenciacion [74]. Asi pues, Notch se comporta como un supresor tumoral en la

mayoria de los casos de cancer escamoso [71, 73, 74].

24



3.5 PARTICIPACION DE LA ViA DE SENALIZACION NOTCH
EN CaCU

En el caso de CaCuU, la participacidon de la via Notch continta siendo controversial,
ya que no se ha determinado un comportamiento oncogénico o supresor en este
tipo de cancer. Los primeros trabajos mostraron la tendencia de un comportamiento
oncogénico de la via Notch en CaCU: Zagouras en 1995 y Daniel en 1997,
mostraron que existia una elevada expresion de NICD en CaCU, en comparacién
con las lesiones precursoras [75]. En este mismo sentido, Rangarajan (2001)
reporta que NICD es capaz de hacer sinergia con las oncoproteinas E6 y E7 y
promover la resistencia a la anoikis, todo esto mediante la activacion de la via de
PKB/Akt [76].

De manera contraria, Talora et al. (2002) reporta que los tumores cervicales asi
como las lineas celulares provenientes de éstos, carecen de la expresion de NICD
[77]. Este mismo grupo demostré que es necesaria la supresion de la expresion de
NOTCH para permitir la expresion sostenida de los oncogenes virales E6 y E7, ya
que éstos se encuentran bajo la regulacion del factor transcripcional AP-1, mismo
qgue es regulado por la via Notch [77]. Por su parte, Lathion (2003) sugiere que la
actividad de la via en esta neoplasia es dosis dependiente, a altas concentraciones
inhibir4 la expresion de E6 y E7 ademas de inhibir la proliferacion; pero niveles
moderados de NICD favorecen la transformacion de células en donde se encuentra
activa la via de PI3K [78]. Reportes recientes demuestran que la expresion de NICD
es retardada en células que expresan el oncogén E6, esto debido a la disminucién
en la expresion de p53 quien regula a su vez la transcripcion de Notch; lo anterior
tiene como resultado el retardo en la diferenciacion acompafado de una mayor

capacidad de proliferacion [79].
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4. LA PROTEINA NUMB

Como ya se habia mencionado anteriormente, la proteina NUMB es capaz de
regular de manera negativa la via de Notch (Figura 6. E); sin embargo, ésta proteina
tiene importantes funciones fuera de solo regular esta via: NUMB patrticipa en la
division asimétrica y compromiso del destino celular, endocitosis, adhesion celular,
migracion celular, andamio para ligasas de ubiquitina y regula también otras vias

como los son p53 y Hedgehog (Shh) [80].

La proteina NUMB debe su nombre al hecho de que la pérdida de su expresion
provoca un marcado “entumecimiento” (del inglés numb) o letargo en el organismo,
esto definido en Drosophila en donde se estudid inicialmente por su papel en la
neurogénesis [80]. Estructuralmente, la proteina NUMB contiene dos dominios de
interaccidn proteina-proteina, un dominio amino terminal de union a tirosinas
fosforiladas (PTB: phosphotyrosine-binding) y una regién carboxilo terminal rica en
prolinas (PRR: proline-rich region), que en el caso de mamiferos, estas regiones
pueden sufrir procesamiento alternativo dando origen a varias isoformas con funcion
y localizacion diferente [80, 81]. En 1999 y casi al mismo tiempo, Joseph Verdi y
Sascha Dho describieron las primeras cuatro isoformas de NUMB en mamiferos
[82, 83], una insercion de 48 aminoacidos en la RRP distingue a las isoformas
NUMB1 y NUMB3 (también llamadas p72 y p73 por su peso molecular) de las
isoformas NUMB2 (p66) y NUMB4 (p65). Ademas, las isoformas NUMB1 y 2

contienen una insercion de 11 aminoacidos en la region del PTB (Figura 8).
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Figura 8. Proteina NUMB. En mamiferos se conocen varias isoformas de la
proteina NUMB. En verde se muestra el dominio PTB, el cual presenta una insercion
de 11 aminoéacidos en las isoformas NUMB 1y 2. En morado se muestra la RRP la
cual se conoce como PRRL (long: larga) a aquella que contiene un insercion de 48
aminoacidos como en las isoformas NUMB 1y 3, o PRRs (short: corta) presente
en las isoformas NUMB 1y 4. Tomado de Wei (2014) [84].

Con respecto a las funciones de las diferentes isoformas, Verdi mostré que la
expresion de las isoformas PRRS, es decir NUMB 2 y 4, estan relacionadas a
diferenciacion; mientras tanto, las isoformas PRR- (NUMB 1 y 3) se relacionan a
proliferacion, esto durante la neurogénesis [83]. Por su parte, las diferencias en el
PTB determinan la localizacion de la proteina, aquellas isoformas con el PTB largo
(PTBY) se ubican en la membrana plasmatica, mientras que las isoformas con PTB
corto (PTBS) son principalmente citoplasmicas. Ademas, solo las PTB' pueden ser

ubiquitinadas por la ligasa LNX (Ligand of NUMB protein) [85].

Cabe sefialar que se han descrito mas isoformas para la proteina NUMB, las
isoformas 5y 6, las cuales son mas pequefias que NUMB4 y se expresan muy poco
en tejido normal, por lo que se propone que pudieran ser formas dominantes
negativas de las isoformas NUMB1-4 [86], sin embargo poco se ha estudiado hasta

el momento.
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Ademas de los ya mencionados dominios PTB y PRR, todas las proteinas NUMB
cuentan en su extremo carboxilo terminal con dos motivos de union conservados,
uno a a-adaptina y un segundo dominio de unién a Eps15, ambos necesarios para

su participacion en endocitosis y trafico celular [87].

4.1 NUMB: ANTAGONISTA DE LA VIA DE SENALIZACION
NOTCH

La proteina NUMB pude regular de diferentes maneras a la via de sefalizacion
Notch [88]:

1. Endocitosis: como ya se habia mencionado, NUMB contiene los motivos de
union a Eps15, que forma parte de la maquinara de endocitosis; y a-adaptina
gue forma parte del complejo AP-2, uno de los mayores componentes de las
vesiculas de clatrina [87]. De esta manera, NUMB es una proteina que regula
la endocitosis del receptor NOTCH y por ende su disponibilidad a nivel de
membrana [81, 85] (Figura 6.A).

2. Division asimétrica: Esta forma de regulacion de NUMB sobre NOTCH fue
descrita inicialmente en las células precursoras de los 6rganos sensoriales
(SOP: sensory organ precursor) de Drosophila, en donde la proteina NUMB
guia la localizacién y actividad de NOTCH tras la division, que en este caso
gue es una divisién asimétrica, las células hijas son diferentes entre ellas:
una célula heredara NOTCH y la otra no [80]. En Drosophila, lo anterior se
logra ya que NUMB determina la localizacibn de NOTCH a través de
proteinas transmembranales como Sanpodo; la cual es capaz de unirse tanto
a NOTCH como a NUMB, pero la union con ésta ultima, provoca la
deslocalizacion de Sanpodo de la membranay por lo tanto la de NOTCH [89].
Previo a la division asimétrica, NUMB se polariza en la membrana de la célula

a dividirse (regulado por fosforilacion mediada por aPKC) con lo que se logra
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gue los polos difieran en cuento a la presencia de NUMB, Sanpodo y NOTCH
[81, 89, 90].

3. Inhibicién de NICD: Tras la activacion de la via y una vez liberado NICD de
la membrana celular, NUMB se puede unir directamente a NICD, evitando su
translocacion nuclear [91]. Ahora bien, esta interaccion es dependiente del
dominio PTB de NUMB [92], y no todas las isoformas tienen esta funcion
antagonica, ya que se ha propuesto que aunque todas las isoformas se unen
aNOTCH, son las de PTB", principalmente p66 (NUMB 2), las que provocan
la disminucion de la actividad de la via [82, 86, 93]. Esta disminucion de la
concentracion de NICD se logra ya que NUMB funciona como una proteina
adaptadora para la union de la ligasa de ubiquitina Itch promoviendo la

degradacion via proteosoma de NICD (Figura 6. E) [69].

4.2 NUMB EN CANCER

Las diferentes funciones de NUMB, ademas de ser un regulador negativo de la via
de sefializacion Notch, hacen de esta proteina un elemento esencial en el
mantenimiento de la homeostasis; motivo por el cual, su alteraciéon se ha visto
implicada como un supresor tumoral en diversos tipos de cancer [81]. Por ejemplo,
en cancer de mama, se ha reportado que existe pérdida de la expresiéon de NUMB
en alrededor del 50% de casos, esto debido a que existe una constante degradacién
proteosomal de NUMB [94]. Ademas, los tumores carentes de NUMB tienden a ser
menos diferenciados y con peor prondstico clinico, que aquellos que si expresan la
proteina [81] . Al ser NUMB capaz de regular la estabilidad del supresor tumoral p53
(esto debido a que NUMB a su vez regula a la ligasa Mdm2, responsable de la
degradacion de p53), la pérdida de NUMB en tumores mamarios, se relaciona con

resistencia a la terapia antitumoral [95].
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En el caso de tumores de células pequefias de pulmon, también se ha observado
perdida de la expresiéon de NUMB y activacion de la via de Notch [81]. Sin embargo,
un estudio reciente reporta que no existe relacion entre la expresion de NUMB y
NOTCH en este tipo de cancer, pero es necesario llevar a cabo analisis sobre la
expresion especifica de las isoformas de NUMB [96].

En contraste, existen algunas evidencias que sugieren el papel oncogénico de
NUMB: en cancer esofagico se ha visto que NUMB se sobre-expresa y esto tiene
una relacioén con un mal prondstico clinico [97]. De igual forma, en glioblastoma se
ha visto que NUMB es un marcador de invasividad [98]. En cancer de endometrio,
también se ha reportado la sobre expresion de NUMB, particularmente la isoforma
p72, que debido a la presencia de un PTB' deberia tener una localizacion
membranal; sin embargo, se reporta una localizacién nuclear que pudiera ser un

nuevo evento patogénico, no reportado anteriormente [99].

4.3 NUMB EN CaCU

Existen pocos reportes sobre la participacion de NUMB en CaCU. Tomando la
informacion disponible del Atlas de proteinas, éste reporta que la expresion de
NUMB por inmunohistoquimica en tejido cervical sano es intensa en el componente
escamoso y media en el glandular. En CaCU, la expresion va de moderada a
intensa, tanto en el citoplasma como en la membrana de las células tumorales
[100]. Chen y colaboradores en el 2009 reportaron que existe un aumento en la
expresion de NUMB conforme avanza la lesibn a cancer invasor, con mayor
presencia de las isoformas PRR-[101]. Finalmente, Cai y colaboradores en el 2017,
obtienen un resultado similar en donde las isoformas PRR"son las que se expresan
en mayor proporcion en tumores cervicales, sin embargo, la expresion de estas
isoformas tuvo correlacidén con la expresion de genes blancos de la via Notch como

son Hesl y Hey2, dejando de manifiesto el comportamiento opuesto de las
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isoformas de NUMB; ya que las isoformas largas de NUMB pueden contribuir a la

activacion de NOTCH y no asi las isoformas cortas [102].
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JUSTIFICACION

El cancer cervicouterino continta siendo un problema de salud publica en México y
en otros paises en vias de desarrollo. Ademas de la infeccidn persistente por VPH-
AR, existen otros factores asociados al desarrollo de CaCu; entre ellos, la
desregulacion de la via de sefalizacion Notch, cuyo papel continGa siendo
controversial en el establecimiento y desarrollo de este tipo de cancer. Por ello,
determinar la posible asociacién de NICD y su regulador negativo NUMB en lesiones
precursoras y CaCu, permitird aclarar la participacion de esta via en la

carcinogénesis cervical, asi como su posible valor prondéstico.
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HIPOTESIS

La pérdida de la expresion de la proteina NOTCH1 por la presencia de su regulador

negativo NUMB se asociara al desarrollo de CaCu.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la asociacion de la expresion de las proteinas NOTCH1 y NUMB con el

desarrollo de CaCu.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Caracterizar la expresion y localizacion del dominio activo de NOTCH1
(NICD1) y NUMB en muestras de pacientes con lesiones premalignas y
CaCu.

2. Determinar la correlacion entre la expresion y localizacion de las proteinas
NICD1 y NUMB.

3. Establecer la asociacion entre la expresion de las proteinas NICD1 y NUMB
con el desarrollo de CaCu.
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MATERIALES Y METODOS

1. _CLASIFICACION DEL ESTUDIO

Se realiz6 un estudio observacional retrospectivo de tipo transversal de cohorte
[103].

2. SELECCION DE CASOS Y OBTENCION DE MUESTRAS

Se incluyeron 144 pacientes del Instituto Nacional de Cancerologia atendidos en el
departamento de ginecologia en el periodo de 2004 a 2017 y que cumplieran con
los siguientes criterios: virgenes a tratamiento y no estar embrazadas; no se
incluyeron en el estudio pacientes con otra neoplasia agregada y se eliminaron los
casos en los que no se contara con material biolégico suficiente para el analisis. De
estos casos se obtuvieron biopsias embebidas en parafina del departamento de
patologia del Instituto, de los cuales ya existe el consentimiento informado firmado

por las pacientes.

Se llevé a cabo la consulta de expedientes clinicos para obtener los datos
demograficos y clinico-patolégicos de todas las pacientes. Aunado a lo anterior, se
revisaron las laminillas tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E) para determinar el
area con mayor tejido neoplasico. Con lo anterior las muestras fueron agrupadas
como premalignas (49 casos), incluidas 12 NICI, 17 NICIl y 20 NICIIl; y cancer
invasor del cérvix (95 casos) incluidos 11 adenocarcinomas y 84 canceres

€SCamaosos.

3. INMUNOHISTOQUIMICA

La inmunohistoquimica es una técnica de tincién basada en el uso de anticuerpos

especificos, que se emplea para visualizar in situ la expresion de alguna proteina.
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En este caso, se empled esta técnica para determinar la expresion y localizacion de

las proteinas NOTCH1 (NICD) y NUMB en lesiones premalignas y CaCU.

De los bloques de parafina, se realizaron cortes secuenciales de 3 ym. Para
desparafinar, las laminillas se colocaron en estufa a 60 °C durante 1 hr, y
posteriormente, se pasaron por Xxilol para eliminar totalmente la parafina. El tejido
fue re-hidratado en concentraciones decrecientes de alcohol (96°, 80°, 70°). La
recuperacion de antigenos se realizd en una vaporera de uso domeéstico, hirviendo
el tejido durante 30 minutos en buffer de citrato de sodio (0.1 mol/L pH=6).
Posteriormente, se realizé el bloqueo de la peroxidasa endbégena del tejido, con el
perdxido de hidrégeno (H202) contenido en el kit DakoCytomation EnVision+®
System-HRP (DAB). Finalmente, se realiz6 un lavado con PBS (pH=7.4) y se
incubaron con los diferentes anticuerpos primarios, a la concentracion que se

muestra en la tabla 1.
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Tabla 1. Concentracion de anticuerpos utilizada para la técnica de
inmunohistoquimica.

1:50

1:30

1:50

Las muestras con los anticuerpos primarios fueron incubadas toda la noche a 4° C
en cadmara humeda. Pasado este tiempo se realizo un lavado con PBS y se agrego6
el anticuerpo secundario incluido en el mismo kit; y éste se incubd durante 30

minutos a temperatura ambiente.

El revelado se realiz6 con 3.3 -diaminobencidina (DAB) también incluidos en el kit.
Las laminillas se contrastaron con hematoxilina de Harris (Merck, Alemania), se
lavaron en agua corriente y deshidrataron en concentraciones decrecientes de
alcohol (70°, 80°, 96° y xilol). Las muestras se montaron con medio Entellan ®
(Merck, Alemania). Como control positivo fue incluido tejido cervical sano y el
anticuerpo primario fue reemplazado por PBS como control negativo.

Para demostrar que el anticuerpo de NICD1 empleado a lo largo de todas las
tinciones inmunohistoquimicas fuera especifico, se llevé a cabo la validacion de la
tincion en un grupo de 10 muestras representativas, para lo que se realizo la tincion
con el anticuerpo NOTCH1 de la marca Millipore (y que fue empleado para todas
las muestras) y el anticuerpo NOTCH1 de Santa Cruz. De las 10 muestras
analizadas, 9 coincidieron en el resultado con ambos anticuerpos, lo que denota
que el anticuerpo elegido es confiable para llevar a cabo el analisis
inmunohistoquimico. En la figura 9 se muestra la imagen representativa de lo

anteriormente descrito.
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Figura 9. Comparacion de latincion con diferentes anticuerpos para NOTCH1.
Tincion positiva empleando el anticuerpo NOTCH1 C-20 de Santa Cruz
Biotechnology (A, C y E). Tincion positiva con el anticuerpo NOTCH1 Millipore (B,
DyF).
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3.1 EVALUACION DE LA TINCION INMUNOHISTOQUIMICA

La tincion inmunohistoquimica fue evaluada por dos patélogos expertos del Instituto
Nacional de Cancerologia. Se emple6 un microscopio 6ptico (Nikon ECLIPSE E200
con objetivos 10X y 40X). La intensidad de la tincion fue definida como débil
(incluidas + y ++) cuando la reaccién fuera visible solo a un aumento de 40X; e
intensa (+++) cuando la tincién fuera observable usando el objetivo 10X. La
localizacion subcelular de la tincion se determind como membranal, citopldsmica,

nuclear o combinacion de las anteriores.

4. CULTIVO CELULAR

Por otro lado, en este trabajo se emplearon las lineas celulares: HEK 293 (células
epiteliales fetales de rifibn humano); Hela (adenocarcinoma de cérvix, positivas a
VPH-18), Caski (carcinoma de cérvix positiva para VPH-16) y C33A (carcinoma de
cérvix sin VPH). Estas lineas celulares se crecieron en medio de cultivo (DMEM
GIBCO), suplementado con 10% de Suero Bovino Fetal (SBF, GIBCO). Se
mantuvieron en una atmésfera humeda al 5% de CO2 y a una temperatura de 37°C.

5. EXTRACCION DE ARN Y ENSAYOS DE EXPRESION

Para evaluar la expresion génica de Notchl y NUMB en lineas derivadas de CaCU,
se llevo a cabo la extraccion de ARN con ayuda del kit RNeasy mini kit (Quiagen).
Los restos de DNA fueron eliminados empleando DNasa libre de RNasa (Ambion).
La concentracién de ARN se determind con nanodrop (Thermo Fisher Scientific). 2
pg de ARN fueron reverso transcritos a cADN, usando oligonucleétidos al azar con
el sistema de sintesis para RT-PCR Superscript (Invitrogene Life Technologies).
Posteriormente el cADN se amplificd con los oligonucledtidos especificos para cada

transcrito (Tabla 2).
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Tabla 2. Oligonucledtidos para evaluar la expresion de Notchl y NUMB.

5’CAACATCCAGGACAACATGGYZ
ITTGTTAGCCCCTTCTTCAGS Mittal et al. (2009) [104]

5AGGAATGCACATCTGTGAAG3’
3’ CTCAGAGGGAGTACGTCTATYS’ Karaczyn et al. (2010) [86]

6. EXTRACCION DE PROTEINAS Y WESTERN BLOT

Para evaluar la expresion de las proteinas NOTCHL1 (NICD) y NUMB se realizaron
ensayos de Western blot con proteinas extraidas de lineas celulares y muestras de
pacientes, con anticuerpos especificos. Para esto, las células se crecieron en cajas
de 75 cm? hasta alcanzar una confluencia aproximada del 90%. Posteriormente, las
células se lavaron con PBS y la monocapa se despeg6 de manera mecanica con

gendarme.

La obtencion de las proteinas totales se realizo en un buffer de lisis RIPA (3mM tris
pH 8, 50 mM NacCl, 0.5% Nonidet P-40) con 10% de inhibidores de proteasas
(Proteasa inhibitor Cocktail, SIGMA). Los lisados celulares se pasaron 10 veces por
una jeringa de insulina y se dejaron incubar por 30 minutos en hielo. Posteriormente,
las muestras se centrifugaron a 10 000xg, durante 10 min. a 4°C. El sobrenadante

fue recuperado y almacenado a -20°C hasta ser utilizado.

Con respecto a los tejidos, las proteinas totales se obtuvieron de tejidos congelados
en buffer de almacenamiento (RNAlater, Thermo Fisher Scientific). El tejido fue
disgregado con un homogeneizador en buffer de lisis RIPA. Posteriormente, las
muestras se centrifugaron a 10 000xg, durante 10 min. a 4°C. y se conservo el

sobrenadante que fue almacenado a -20°C hasta ser utilizados.
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La cuantificacion de proteinas se realizd por el método de acido Bicinconinico
(Bicinchonilic Acid solution/ Copper(ll) sulfate solution, Sigma-Aldrich), en el cual la
unién entre Cu?*y los grupos amino presentes en las proteinas resulta en una
coloracion purpura que correlaciona con la concentracion de proteinas presentes en
la muestra. La absorbancia se midié en espectrofotdmetro a una longitud de onda
de 560 nm.

Las proteinas se separaron en geles de acrilamida-SDS a una concentracion del
10% y se electro-transfirieron (60 min a 200 mA) a membranas de nylon-
nitrocelulosa (Hybond-C Amersham, LIFE Science). Posteriormente se bloquearon
los sitios no especificos libres de la membrana con 10% de leche. Las membranas
se incubaron con los anticuerpos primarios especificos para cada proteina durante
toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se realizaron 3 lavados de 15 minutos con
TBS-tween. Las muestras se incubaron con los anticuerpos secundarios por 1 hora
a temperatura ambiente y se lavaron de la misma manera que los primarios. Los
anticuerpos y las concentraciones empleadas de cada uno de ellos se muestran en
la tabla 3.
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Tabla 3. Anticuerpos utilizada para la técnica de Western blot

2: 1000 Conejo 1:10 000

1:1000 Conejo 1:10 000

Para la deteccion del complejo antigeno-anticuerpo, se empled una reaccion de
guimioluminiscencia (Amersham, LIFE Science). La membrana, previamente
incubada con el anticuerpo secundario, se incub6 por 1 min con luminol y la emisién
de luz se detectd, exponiendo la membrana a placas de rayos X (Hyper film ECL,

Amersham, LIFE Science).

7. ANALISIS ESTADISTICO

La diferencia en las distribuciones entre grupos, asi como la expresion
inmunohistoquimica de NOTCH1 (NICD) y NUMB, se determiné mediante la prueba
estadistica de ji-cuadrado (x?) con un Intervalo de Confianza de 95% (IC=95%) y
un valor de alpha de 0.05 (a=0.05). La correlacion en la expresion de ambas
proteinas fue determinada mediante el coeficiente de Pearson. La asociacion de la
expresion de NOTCH1 y NUMB con céancer, se determin6 mediante un analisis
multivariado, empleando el criterio de informacion Akaike (AIC) para evaluar la
bondad del ajuste. Finalmente, el efecto de la expresién de NOTCHL1 en la sobrevida
de las pacientes se evalué mediante el método de Kaplan-Meier. Para los andlisis

se empled el software R (R Project for Statistical Computing, Wien).
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8. ANALISIS DENSITOMETRICO

Se utilizo el software libre ImageJ para llevar a cabo el andlisis densitométrico de
los resultados de los Western blots. Brevemente, se seleccion6 una de las bandas
del Blot y se analiz6 la densidad Optica por area, y esto se repitidé por cada una de
las bandas. Los resultados se normalizaron con respecto al control de carga
(GAPDH).
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RESULTADOS

1. 1. EXPRESION DE NOTCH1 Y NUMB EN LINEAS
CELULARES DE CaCU

La participacion de la via de sefializacion Notch en la carcinogénesis cervical,
continua siendo controversial. Mas aun, poco se ha estudiado a la proteina NUMB
en el contexto de CaCU. Por lo anterior, se evalud la expresion tanto génica como
proteica de Notchl, NICD1 (porcion activa del receptor NOTCH1) y su regulador
NUMB, en lineas celulares derivadas de CaCU y en la linea conttrol HEK 293 (Figura
10y 11).

La expresion génica de Notchl y NUMB se muestra en la Figura 10. Se observa
que todas las lineas celulares expresan el gen Notchl, siendo aparentemente C33A
la que lo expresa menos (Figura 10.A). Para el caso de NUMB, es evidente la
expresion de varias isoformas; con los oligonucleétidos empleados para la
amplificacion del transcrito, los productos esperados son los siguientes[86]:

e NUMB1 de 1,159 pb

e NUMB2 de 1,015 pb

e NUMB3de 1,126 pb

e NUMB4 de 982 pb

e NUMBS de 688 pb

e NUMBG6 de 721 pb
Dado el nimero de pb de cada isoforma, las bandas se encuentran muy cercanas
una a la otra y se observan como dobletes. Todas las lineas celulares claramente
expresan la isoforma NUMB4 (982 pb). En el caso de las lineas C33A y Caski, éstas
muestran una banda alrededor de las 1000 pb que corresponde a NUMB2. Las
isoformas NUMB5 y NUMB6 que por longitud deberian de separarse notoriamente,
no fueron detectadas (Figura 10.B).
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Figura 10. Expresion génica de Notchl y NUMB en lineas de CaCU. A) RT-PCR
de la expresion de Notchl. B) RT-PCR de la expresion de las diferentes isoformas

de NUMB.
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A continuacién se analizo la expresion de la proteina NICD y fue evidente que todas
las lineas la expresan, siendo en la linea celular Caski en donde se tiene la mayor
presencia; similar a lo sucedido con la proteina NUMB (Figura 11.A). Notese que en
el caso de NUMB se observan dos bandas intensas entre los pesos moleculares de
75 a 65 kDa y una tercera banda inferior, alrededor de los 50 KDa, en la linea Caski.
Lo anterior sugiere la expresion de las isoformas de NUMB 5y 6, las cuales no han
sido anteriormente descritas en lineas de CaCU [86]. Como es evidente en el
andlisis densitométrico (Figura 11.B), en ninguno de los casos hay una menor

expresion de NICD1 con respecto a NUMB.
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Figura 11. Expresién de las proteinas NICD1 y NUMB en lineas de CaCU. A)
Western blot que muestra la expresion proteica de NICD y NUMB, se observan
varias bandas correspondientes a las diferentes isoformas de NUMB.
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2. 2. CARACTERIZACION DE LAS PACIENTES

Para determinar si existia alguna diferencia en la expresion de NOTCH1 y su
inhibidor NUMB, durante la evolucién del CaCU, en el presente trabajo se llevo a
cabo el analisis de la expresion inmunohistoquimica de las proteinas NICD1 y
NUMB en muestras de pacientes con lesiones precursoras y CaCU. En la tabla 4
se muestran las caracteristicas de las 144 pacientes incluidas, de las cuales 49
presentaron alguna lesion precursora (NIC1 a 3) y 95 CaCU.

La edad de las pacientes fue agrupada como menores o mayores de 30 afios y esta
caracteristica presenté diferencia estadistica entre los grupos de NIC y CaCU, con
un 97.8 % de mujeres mayores de 30 afios en el grupo de cancer, contra el 69.39%
en el grupo de NIC (p= <0.001). El indice de masa corporal también mostré
diferencias entre ambos grupos, con un mayor porcentaje de casos de obesidad en
el grupo premaligno. A su vez, el uso de anticonceptivos hormonales, un importante
factor de riesgo para la carcinogénesis cervical, también revelé diferencia entre
grupos siendo las mujeres del grupo premaligno las que mas consumian
anticonceptivos (58.62% vs 32.50%, p=0.05). En el caso del tipo viral, no se
encontré diferencia entre ambos grupos, y los tipos 16 y 18 (VPH-AR) fueron los

mas prevalentes en la poblacion estudiada.

45



Tabla 4. Caracteristicas clinicas y demogréaficas de pacientes con NIC y CaCU (n=144)
atendidas en el Instituto Nacional de Cancerologia en el periodo de 2004 a 2017

Variable NIC (n=49) CaCU (n=95) Valor de p
n (%) N (%)

Edad

<30 15  (30.61%) 2 (2.11%) <0.001

=30 34  (69.39%) 93 (97.89%) '
Tabaquismo?

Fumadoras 5 (10.20%) 11 (11.57%) 1.00

No fumadoras 44 (89.80%) 84 (88.43%) '
Alcoholismo®

Positivo 0 (0.00%) 4 (4.21%)

Negativo 49  (100%) 91  (95.79%) 0.36

indice de masa corporal, kg/m?2
Normal (18.5-24.9) 4 (15.38%) 31 (39.24%)
Sobrepeso (25-29.9) 7 (26.92%) 27 (34.18%)
Obesidad (=30) 15 (57.70%) 21 (26.58%) 0.01
Desconocido® 23 16
Uso de anticonceptivos hormonales

Si 17 (58.62%) 13 (32.50%)
No 12 (41.38%) 27 (67.50%) 0.05
Desconocido® 20 55

NUmero de parejas sexuales
1 16  (38.10%) 22 (64.71%)
22 26  (61.90%) 12 (35.29%) 0.61
Desconocido® 7 61

Virus del Papiloma Humano (VPH)
16 12 (63.15%) 48 (51.06%) 0.49
18 3 (15.80%) 14 (14.90%)
Otros¢ 4 (21.05%) 32 (34.04%)
Desconocido® 30 1

a El tabaquismo fue considerado como consumo de tabaco durante el periodo de vida. ? El consumo
de alcohol fue considerado como positivo cuando se consumia alcohol al menos una vez por
semana. ¢ Datos no contenidos en el expediente clinico y que no fueron considerados en las
comparaciones. ¢ En otros tipos de VPH se incluyen: 6, 11, 31, 43, 42, 45 y 58. Se muestra resaltado
en negro los datos estadisticamente signficativos.
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3. 3. EXPRESION Y LOCALIZACION DE LA PROTEINA
NICD1 EN PACIENTES CON NIC Y CaCU

La expresion y localizacion de NICD1 se muestra en la tabla 5. El grupo de lesiones
precursoras presenta una mayor expresion de NICD1 comparado con el de CaCU,
ya que el 22.45% de las lesiones premalignas tuvieron una tincién intensa, mientras
que en cancer solo el 3.16% fue intensa (p=0.001). Lo anterior sugiere que existe
una disminucién en la expresion de NICD1 en CaCU, sin embargo, no se pierde
totalmente la expresion de esta proteina, ya que solo el 27.37% de los casos son
negativos. En el caso del tejido de cérvix normal, las células basales presentaron
tincion intensa y moderada a lo largo de todo el epitelio cervical. Se muestran

imagenes representativas de la intensidad de la tincion de NICD1 (Figura 12).

Tabla 5. Expresion y localizacion de la proteina NOTCH1 (NICD) en muestras de
pacientes con NIC y CaCU (n= 144) atendidas en el Instituto Nacional de Cancerologia
en el periodo de 2004 a 2017.

Variable NIC (n=49) CaCuU (n=95) Valor de p
n (%) n (%)
Intensidad?
Negativa 10 (20.41%) 26 | (27.37%)
Débil 28 (57.14%) 66  (69.47%) 0.001
Intensa 11 (22.45%) 3 (3.16%)
Localizacion
Negativa 10 (20.41%) 26 | (27.37%)
Citoplasma 0 (0.00%) 42 (44.21%) <0.001
Nucleo 38 (77.55%) 15  (15.79%)
Cito/nuc 1 (2.04%) 12 (12.63%)

aLaintensidad fue definida como débil (incluidas +y ++ e intensa a aquella con tincién +++). Se muestra
resaltado en negro los datos estadisticamente signficativos.
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Epitelio cervical sano

Neoplasia Cervical

Figura 12. Expresién de NICD1 en lesiones precursoras y CaCU. A) Epitelio
cervical sano que muestra tincién intensa en las células basales (+++) y moderada
(++) en los estratos parabasales (10X). B) Caso representativo de NIC con una
expresion moderada a lo largo del epitelio (10X). C) Muestra representativa de
CaCU que presenta una tincion débil (40X).

Con respecto a la localizacién subcelular de NICD1 (tabla 5), es sobresaliente el
hecho de que en lesiones premalignas, practicamente todos los casos positivos
presentan a la proteina en el nucleo (77.55%), lo que sugiere que la via Notch se
encuentra activa. En cambio, en CaCU solo el 15.79% de los casos son positivos
para NICD1 en el nucleo (Figura 13), con un importante aumento en el citoplasma
(44.21%). La diferencia entre ambos grupos es estadisticamente significativa
(p=<0.001). Aunado al resultado de intensidad, la pérdida de la localizacién nulclear
de NICD, sugiere gue esta via podria estar inactiva en una alta proporcion de los

tumores cervicales.

NIC: nuclear

CacCu: citoplasmica

Figura 13. Localizacion de NICD1 en lesiones precursoras y CaCU. A) NIC en

donde se observa una intensa tincion nuclear (40X). B) Tumor en donde se aprecia
una débil tincién citoplasmica (40X).
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Con la finalidad de corroborar los resultados obtenidos por la técnica de
inmunohistoquimica para la expresion de NICD1; de una muestra representativa de
tumores, se llevo a cabo la extraccidon de proteinas y se evalud la expresion de ésta
por la técnica de Western blot. Se obtuvo una concordancia entre ambas técnicas
(Figura 14). Como se puede observar en el Western blot y el andlisis densitométrico
de éste (Figura 14.A y B), el tumor numero 1 fue el de mayor expresion proteica lo
gue corresponde al tejido que presentod una tincion intensa (Figura 14. C). En el caso
de la muestra numero 8, la cual no presento expresion de NICD, el tejido también
fue negativo a la tincion de esta proteina. Los resultados anteriores confirman que
la evaluacion inmunohistoquimica de NICD1 es similar a la obtenida por la tecnica
de Western blot.

Analisis densitométrico de la expresion de

A B NICD1 en CaCU

Sample 1 2 3 4 5 6 7 8

NOTCH1 W 120k0

GAPDH

Figura 14. Determinacién _de la expresién _de la proteina NICD1, mediante
ensayos de Western blot e inmunohistoquimica en tumores del cuello uterino.
A) Western blot que muestra la expresion de NICD1 en 8 tumores derivados del
cérvix B) Analisis densitométrico de la expresion proteica. La expresion fue
normalizada con respecto al control (GAPDH) expresado en unidades arbitrarias. C)
Tincion inmunohistoquimica de 8 tumores derivados del cérvix en donde se muestra
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una tincion intensa (1), una moderada (6) y cinco casos leves (2,3,4,5y 7) asi como
un caso negativo (8).

4. EXPRESION Y LOCALIZACION DE LA PROTEINA NUMB
EN PACIENTES CON NIC Y CaCU

Una vez conocida la expresion y localizacion de la porcion activa del receptor
NOTCH1, se evaluaron también estos aspectos de la proteina NUMB, regulador
negativo de la via. En la tabla 6, se puede observar que hubo un aumento en la
expresion de esta proteina en los casos de CaCU comparado con los de NIC, tanto
en la frecuencia de positividad como en la intensidad de la expresion, ya que en NIC
no hubo casos con una tincién intensa, mientras que en CaCU el 6.31% de los casos
presentaban esta tincion y esta diferencia fue estadisticamente significativa
(p=0.014). En la figura 15, se muestran imagenes representativas de la intensidad
de la expresion de NUMB, en tejido cervical sano la tincion fue intensa tanto en el

epitelio escamoso como glandular (Figura 15.A).
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Tabla 6. Expresion y localizacion de la proteina NUMB en muestras de pacientes
con NIC y CaCU (n=144) atendidas en el Instituto Nacional de Cancerologia en el

periodo de 2004 a 2017

Variable

Intensidad?
Negativa
Leve
Intensa

Localizacion
Negativa
Membrana
Citoplasma
Nucleo
Mem/cito
Cito/nuc

NIC (n=49)
N (%)
32 (65.31%)
17  (34.69%)
0 (0.00%)
32 (65.31%)
0 (0.00%)
1 (2.04%)
16 (32.65%)
0 (0.00%)
0 (0.00%)

N

40
49
6

40
2
34

6
8
5

CaCU (n=95)
(%)

(42.11%)
(51.58%)
(6.31%)

(42.11%)
(2.10%)
(35.79%)
(6.32%)
(8.42%)
(5.26%)

Valor de p

0.014

<0.001

ala intensidad fue definida como débil incluidas + y ++ e intensa a aquella tincién +++. Se muestra
resaltado en negro los datos estadisticamente significativos.
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Neoplasia Cervical

Cancer Cervicouterino

Figura 15. Expresion de la proteina NUMB en lesiones precursoras y CaCU. A)

Epitelio cervical sano que muestra tincion intensa (+++) del epitelio cervical y
glandular (10X). B) NIC que muestra expresion leve a lo largo del epitelio (10X). C)
CaCU que muestra una tincion intensa (40X).

En la mayoria de los casos positivos a NUMB del grupo de NIC, esta proteina se

localiz6 en el nucleo (32.65%), con una importante disminucion de esta localizacion

en los casos de CaCU (6.32%); en donde la proteina fue encontrada principalmente

en el citoplasma celular (35.79%, p=<0.001) (Figura 16). Ademas, cabe sefialar que

una baja proporcion de casos de CaCU presentaron tincion membranal (2.10% en
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membrana y 8.42% en la combinacion de membrana y citoplasma). Por el
anticuerpo aqui empleado (panNUMB), el cual va dirigido al extremo C-terminal, no

nos es posible discernir entre las isoformas presentes.
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NIC nuclear CaCU citoplasmico CaCU membranal CaCU mem/cito

Figura 16. Localizacion de NUMB en lesiones precursoras y CaCU. A) Caso
representativo de NIC, en donde se observa una tincion nuclear moderada (40X).
B) Tumor que muestra una tincion moderada en el citoplasmica (40X). C) Tincion
de membrana intensa (40X). D) Combinacion de la localizacion membranal y
citoplasmica (en el recuadro rojo).

5. RELACION DE LA EXPRESION DE NICD1 Y NUMB

Para determinar si existe alguna relacion entre la expresion y lo calizacion de NICD1
y NUMB, se llevd a cabo un andlisis de las posibles combinaciones de estos
parametros (Tabla 7). En las lesiones precursoras, la condicion mas frecuente fue
gue NICD1 fuera positivo y NUMB negativo (44.90%), seguido por la combinacién
en que ambas proteinas son positivas (34.69%). Mientras tanto en CaCU, las
condiciones predominantes fueron que ambas proteinas tuvieron tincién positiva
(46.32%), asi como que NICD1 fue positivo y NUMB negativo (26.32%). La

diferencia entre ambos grupos fue estadisticamente significativa (p=0.014).

La presencia nuclear de NUMB no se asocia a degradacion de NICD1 y como se
puede observar en la tabla 7, en el 32.65% de los casos de NIC, ambas proteinas
se encuentran en el nucleo y solo un caso en donde NICD1 fue nuclear y NUMB

citoplasmico. En cambio, en CaCU hay una disminucién en los casos en donde
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ambas proteinas se encuentran en el nacleo con solo el 6.32% de los casos y se
hace manifiesta la condicion donde ambas proteinas se encuentran citoplasmicas
con el 30.52% (p=0.001). Cabe aclarar que para el andlisis de la localizacion, se
reagruparon las localizaciones de la proteina NUMB, ya que la tincibn membranal y

la combinacion membrana/citoplasma se consideraron citoplasmicas.

Adicional a lo anterior, se evaluo la correlacion en la distribucién de NICD1 y NUMB
en cortes histolégicos seriales. Para esto, el porcentaje de tejido tumoral positivo a
cada una de las dos proteinas fue determinado y la correlacién entre ambas fue
evaluada. Como se puede observar en la Figura 18.A, en el caso de los NICs no
existe una correlacion entre la expresion de ambas proteinas (r=0.23, p=0.116), Sin
embargo, en el caso de los tumores de cérvix, existe una correlacion marginalmente
positiva (r=0.31) y estadisticamente significativa (p=0.003) entre el porcentaje de

tejido tumoral que expresa a ambas proteinas (Figura 18.B).
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Tabla 7. Relacion en la expresion y localizacion de las proteinas NICD1 y NUMB en
pacientes con NIC y CaCU (n=144) atendidas en el Instituto Nacional de Cancerologia

en el periodo de 2004 a 2017
Variable

Expresién proteica
NOTCH1 negativo y
NUMB negativo
NOTCH1 negativo y
NUMB positivo
NOTCHL1 positivo y
NUMB positivo
NOTCHL1 positivo y
NUMB negativo

Localizacion proteica *
Negativas

NOTCH1 nuclear y
NUMB nuclear
NOTCH1 nuclear y
NUMB citoplasmico
NOTCHL1 citoplasmico y
NUMB nuclear
NOTCHL1 citoplasmico y
NUMB citoplasmico

n

10

0

17

22

32
16

1

0

0

NIC (n=49)

(%)
(20.41%)
(0.00%)
(34.69%)

(44.90%)

(65.30%)
(32.65%)

(2.05%)
(0.00%)

(0.00%)

CaCU (n=95)
n (%)

15 | (15.79%)
11  (11.58%)
44 (46.32%)
25 (26.32%)
51 (53.68%)
6 (6.32%)
5 (5.28%)
4 (4.20%)
29 (30.52%)

Valor de p

0.014

<0.001

Para el andlisis de la localizacion, se tomaron en cuenta solo aquellos casos que fueron positivos a
ambas proteinas. Se muestra resaltado en negro los datos estadisticamente signficativos.
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Figura 17. Correlacion del porcentaje de tejido postivo ala expresién de NICD1
y NUMB. A) Lesiones precurosras. B) Casos de CaCU.

6. ASOCIACION DE LA EXPRESION DE NICD1 CON
MALIGNIDAD

A continuacion se determind la asociacion de la expresion nuclear de NICD1 con la
malignidad. Se tomo en consideracion solo la expresion nuclear, ya que esta sugiere
una activacién de la via [86]. Se llevo a cabo un analisis de sensibilidad incluyendo
como confusores la de edad de las pacientes, uso de anticonceptivos hormonales
y la expresién citoplasmica de NUMB. Esta dltima fue seleccionada ya que es a
nivel citoplasmico donde se espera pueda llevar a cabo la regulacion negativa sobre
NOTCH1 [59, 71].

En la tabla 8 se muestra el resultado del analisis multivariado: para el caso de la
expresion nuclear de NICD, éste tiene una asociacion negativa y estadisticamente
significativa con la malignidad (= -2.836, p=0.001). Esta asociacion negativa se
mantiene cuando se toma en consideracion la edad (= -3.122, p=0.001) y el uso
de anticonceptivos (= -3.790, p= 0.001). Cuando se toma en consideracion la
expresion citoplasmica de NUMB como variable, aumenta la asociacion negativa de
NICD1 nuclear con la condicién de malignidad (B= -3.428, p= 0.001). Lo anterior
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apunta a que en CaCU se pierde la expresion nuclear de NOTCH1 y que éste es un
factor predictor de malignidad independiente de NUMB.

7. ASOCIACION DE LA EXPRESION DE NUMB CON
MALIGNIDAD

También se evalud la asociacion de la expresion citoplasmica de NUMB con la
malignidad (Tabla 9). En el analisis univariado, la presencia de NUMB en el
citoplasma celular estuvo asociada de manera positiva con la malignidad (3= 3.286,
p=0.001). La asociacion se mantuvo en el andlisis bivariado considerando la edad
(B=3.487, p= 0.001) y en también cuando se incluyd el uso de anticonceptivos
(B=2.946, p=0.007). Sin embargo, cuando se consider6 la expresion nuclear de
NICD1, la asociacion de NUMB citoplasmico con la malignidad perdié la
significancia (B = 2.074, p =0.094), sugiriendo que la participacién de NUMB en el
citoplasma celular es dependiente de NOTCHL1.
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Tabla 8. Analisis de sensibilidad sobre la asociacion de la expresion nuclear de NICD1 con la malignidad en
pacientes con CaCu (n=95) atendidas en el Instituto Nacional de Cancerologia en el periodo de 2004 a 2017

Univariado Bivariado Multivariable 1 Multivariable 2
B 95% ClI p B 95% ClI p B 95% ClI p B 95% ClI p

NOTCH1* -2.836 (-3.694,-1.978) 0.001 -3.122 (-4.180, -2.063) 0.001 -3.790 (-5.459,-2.120) 0.001 -3.428 (-5.127,-1.728) 0.001

Edad 0.099 (0.055, 0.142) 0.001 0.088 (0.013, 0.162) 0.022 0.092 (0.015,0.168) 0.018

Uso de anticonceptivos -1.300 (0.209, -2.809) 0.091 0.973 (-0.595, 2.541) 0.223

NUMBP 2.074 (-0.358, 4.506) 0.094
AlIC 136.47 109.5 56.374 54,72

aExpresion nuclear de NICD1. ? Expresion citoplasmica de NUMB. AIC: Criterio de Infromacién de Akaike. Se muestra resaltado en negro los datos
estadisticamente signficativos.
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Tabla 9. Analisis de sensibilidad sobre la asociacion de la expresion citoplasmica de NUMB con la malignidad
en pacientes con CaCu (n=95) atendidas en el Instituto Nacional de Cancerologia en el periodo de 2004 a 2017

Univariado Bivariado Multivariable 1
B 95% CI p B 95% CI p B 95% CI p

NUMB# 3.286 (5.310, 1.262) 0.001 3.487 (5.548, 1.427) 0.001 2.946 (0.809, 5.082) 0.007

Multivariable 2
B 95% CI p

2.074 (-0.358, 4.506) 0.094

Edad 0.091 (0.129, 0.054) 0.001 0.072 (-0.024, 0.076) 0.005 0.092 (0.015,0.168) 0.018
Uso de anticonceptivos -0.844 (-2.027,0.339) 0.162 -0.973 (-2.541, 0.595) 0.223
NOTCH1°® -3.428 (-5.127,-1.728) 0.001
AlC 162.63 128.77 75.546 54.722

aExpresion citoplasmica de NUMB. ° Expresion nuclear de NICD1. AIC: Criterio de Infromacién de Akaike. Se muestra resaltado en negro los datos

estadisticamente signficativos.
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8. EFECTO DE LA EXPRESION DE NOTCH1 CON EL
PRONOSTICO CLINICO

Finalmente y conociendo que la expresion de NOTCH1 (NICD1) tiene una
asociacion negativa con el CaCU y no asi NUMB cuya participacion en la malignidad
es dependiente de NOTCH, se evalud cual es el efecto de NOTCHL1 en la sobrevida
de las pacientes. En la figura 19 se muestra la curva de tipo Kaplan-Meier, en donde
aguellas pacientes que expresaron a NICD1 en el citoplasma tuvieron una sobrevida
mayor en comparacion con aquellas que expresaron a la proteina en el ndcleo. Sin

embargo la asociacion no fue estadisticamente significativa (p=0.08).
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Figura 18. Localizacion de NOTCH1 y sobrevida de pacientes con CaCU. Se
evalu6 la sobrevida de pacientes con CaCU (n=95) atendidas en el Instituto
Nacional de Cancerologia en el periodo de 2004 a 2017, con respecto a la
localizacion de NOTCH1 (citoplasma o nucleo).
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DISCUSION

El CaCU continta siendo un problema de salud publica en México, en donde pese
a los esfuerzos de diagndstico temprano y a los programas publicos de vacunacion
comenzados en el afio 2012, aun estamos lejos de una cobertura total y existen
poblaciones adultas no beneficiadas con la vacuna [20]. Ademas, se espera que
sea hasta dentro de 30 afios que se observen los beneficios de los programas de
vacunacion, cuando las nifias inmunizadas alcancen la edad de mayor incidencia
del CaCU, que es entre los 40-50 afios [20, 105]. Por lo anterior, resulta importante
identificar factores que aunados a la infeccion por VPH participen en el desarrollo
del CaCuU.

La participacion de la via de sefializacion Notch en la evolucion del CaCU es
controversial y hasta la fecha no se ha podido determinar su papel como oncogen
0 supresor en ese contexto [65, 67]. Por ello, en el presente trabajo se evalug, tanto
la expresion como la localizacion de NOTCHL1 y su regulador negativo, la proteina
NUMB. Se encontré que lineas celulares derivadas de CaCU expresan el transcrito
y la proteina NOTCH1, ademés de varias isoformas de NUMB, que pudieron ser
observadas por western blot. Por otro lado, en muestras de pacientes, la proteina
NOTCH1 activa (NICD1) disminuyé en CaCU comparado con las lesiones
precursoras; ademas de que no se encontro en el nucleo de las células tumorales.
En contraste, los casos de CaCU tuvieron mayor expresion de NUMB con una
localizacion mayoritariamente citoplasmica, comparado con los casos de NICs, en
donde esta proteina se encontraba en el nucleo. Los analisis de sensibilidad
permitieron determinar que la expresion nuclear de NICDL1 tiene una asociacion
negativa con la malignidad, pero no asi NUMB, la cual mostré que su expresion
citoplasmica tiene una asociacion positiva con la malignidad y depende de
NOTCH1. Por lo tanto, nuestros resultados proponen que la pérdida nuclear de

NOTCH1 es un predictor independiente de malignidad en CaCU.
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La poblacién incluida en el presente estudio fue dividida en dos grupos de edades,
siendo los 30 afios el punto de corte. Tal como era de esperarse, hubo mas mujeres
mayores de los 30 afios en el grupo de cancer, en comparacion con las pacientes
con lesiones precursoras (97.89% en CaCU vs 69.39% en NIC). Cabe mencionar
que en el afio 2012, la incidencia de CaCU en México fue de 1123 nuevos casos en
las edades comprendidas de los 15 a los 29 afios; en contraste, el grupo de edades
de 30 a 34 afos presentd una incidencia de 1200 casos en el mismo periodo de
tiempo [20]. De esta manera, nuestra poblacion de estudio se comporta segun las

estadisticas nacionales.

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), una tercera parte de las
muertes por cancer se deben a alguno de los cinco factores de riesgo relacionados
con héabitos de vida y la dieta, estos son: alto indice de masa corporal, una dieta
pobre en frutas y vegetales, sedentarismo, consumo de alcohol y tabaco [106].
Algunos de los aspectos anteriormente mencionados se revisaron en nuestra
cohorte de estudio y se encontrd que no existe diferencia entre los grupos de NIC y
cancer con respecto al consumo de tabaco o alcohol (p=1.00 y p=0.36
respectivamente). Resulta interesante el hecho de que del total de las 144 mujeres
estudiadas, solo 16 fueran fumadoras (11.11%) y 4 (2.77%) consumian alcohol, ya
gue segun la Encuesta Nacional de Consumo de Drogas, Alcohol y Tabaco
(ENCODAT) 2016-2017, el consumo de alcohol se ha duplicado en la poblacion
femenina con respecto a datos del afio 2011 [107]; mientras que en el caso del
tabaco, se estima que el 8.7% del total de las mujeres mexicanas son fumadoras
[108]. En relacion al tabaquismo, nuestra poblacion pareciera comportarse segun lo
esperado; sin embargo, es bajo el nimero de mujeres que contestaron de manera
positiva al consumo de alcohol, lo que pudiera deberse a una cuestion cultural
donde se estigmatiza el consumo de alcohol y el comportamiento sexual que fueron
datos que también se preguntaron a las pacientes. Seria recomendable llevar a
cabo la recoleccion de datos de las historias clinicas en una modalidad de auto-
llenado, ya que se ha visto que los pacientes estdn mas dispuestos a contestar

cuando escriben ellos mismos la informacion en lugar de ser entrevistados [109].
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El indice de masa corporal es otro factor de riesgo para el desarrollo no solo de
cancer, sino también de otras enfermedades como diabetes, hipertension arterial,
enfermedades cardiovasculares, entre otras [110]. De las pacientes estudiadas,
57.70% de las mujeres del grupo de lesiones precursoras fueron obesas en
comparacion con el 26.58% de las mujeres con cancer. Esta disminucion en el
namero de mujeres obesas en el grupo de cancer puede ser un reflejo del deterioro
por la enfermedad e inclusive una manifestacién del estrés por un diagnéstico de

este tipo.

Aunado a los factores de riesgo anteriormente mencionados, el factor etiol6gico
para el desarrollo de CaCuU, es la infeccion persistente con algun VPH-AR [13, 111].
Al ser ésta una infeccidon de trasmision sexual, son también co-factores de riesgo
aguellos aspectos relacionados al comportamiento sexual como lo son, inicio
temprano de la vida sexual, elevado nimero de parejas sexuales, alto nimero de
partos, uso de anticonceptivos hormonales y co-infecciones con otros agentes
biologicos como el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), Chlamydia
trachomatis o Herpes virus [13, 112]. Contrario a lo que se esperaba, en la poblacion
estudiada el nUmero de parejas sexuales y el uso de anticonceptivos hormonales
no presentaron diferencia entre los grupos (NIC vs CaCU). Cabe sefialar que en
muchos de los expedientes no se contaba con la informacion completa y, por ser
este un estudio retrospectivo, no fue posible recabar la informacion faltante.
Ademas, como ya se habia mencionado, pudiera ser que los datos con los que se
contaba en la historia clinica, no fueron del todo ciertos por que las pacientes no

contestaron honestamente a las preguntas relacionadas con su vida sexual.

De los VPH clasificados como de alto riesgo, los tipos VPH16 y VPH18 son
responsables de alrededor del 70% de los casos de canceres escamosos, mientras
gue en conjunto con el VPHA45, causan el 94.2% de adenocarcinomas [105]. Liu y
colaboradores, en el 2017, reportan que el tercer VPH mas comun es el tipo VPH58
para la poblaciéon mundial [18]; sin embargo, segun datos de la poblacion mexicana
los VPH33 y VPH31 se encuentran entre los de mayor incidencia, variando segun

se trate de una lesion precursora o CaCU [20]. De los tejidos obtenidos para el
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presente estudio, una porcién fue empleada para la tipificacién viral, con lo que se
determinaron los tipos virales del grupo de mujeres estudiadas. Los VPH16y VPH18
fueron los de mayor incidencia, sin diferencia entre ambos grupos. Cabe sefalar
que dentro de los otros tipos virales detectados también estaban incluidos virus de
bajo riesgo como lo son los tipos VHP6 y VPH11.

Desde los afios 90's se ha estudiado la participacion de NOTCH en la
carcinogénesis cervical [75] y desde entonces se han llevado a cabo diferentes
trabajos en donde se ha evaluado la expresion de NOTCHL1 en lineas derivadas de
CaCuU. Talora et al (2002) analiz6 la expresion de NOTCHL1 y 2 en queratinocitos de
diferente origen y en una serie de lineas de CaCU, reportando que la linea celular
Hela no presenta expresion del transcrito ni de la proteina, y en el caso de las células
Caski, éstas presentan niveles apenas detectables [77]. Esto difiere de lo aqui
encontrado, ya que como se muestra en la figura 10, las tres lineas cervicales
estudiadas (Hela, C33A y Caski) expresan al transcrito Notchl y en el caso de los
niveles de la proteina (figura 11), en las células Caski se encontré la mayor
abundancia. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Sun et al en 2015,
que al estudiar lineas derivadas de CaCU, encontraron que la proteina NOTCHL1 se
expresa en niveles similares en Hela y C33A , mientras que en las células Caski
eran mayores los niveles de NOTCH1 [113]. Es de notar que los dos trabajos citados
emplearon el mismo anticuerpo: Notch C-20 de la marca Santa Cruz Biotechnology,
el cual va dirigido al extremo C-terminal del receptor y que, por lo tanto, detecta
tanto el receptor completo como NICD. En ninguno de los dos trabajos se aclara si
se esté reportando el receptor completo (de 300 kDa) o NICD (120 kDa). En el caso
del Western blot aqui presentado, el anticuerpo usado va dirigido especificamente
a NICD. Quiza la discrepancia en los resultados se deba a que se estan reportando
diferentes péptidos (completo y cortado). Ademas se debe considerar que las

condiciones del cultivo pueden cambiar los resultados.

La proteina NUMB ha sido vagamente estudiada en el contexto de CaCU. De los
que se tiene conocimiento, son los trabajos de Chen et al. 2009 [101] y Rong et al.
en 2017 [102], que en ninguno de los dos incluye el analisis de lineas celulares
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derivadas de CaCU. Aqui se muestra que las lineas Hela, C33A y Caski expresan
diferentes transcritos de NUMB (Figura 10), que corresponden a las cuatro
isoformas tipicamente descritas de NUMB (1-4). Aunque los oligonucledtidos
empleados podrian amplificar isoformas adicionales, no se observaron bandas por
debajo de las 900 pb. Con respecto a las isoformas y la abundancia de la proteina
NUMB, se aprecian dos bandas en las tres lineas cervicales revisadas (Hela, C33A
y Caski), una alrededor de los 75kDa y la segunda aproximadamente 10 kDa abajo
(Figura 11), una tercera banda inferior se aprecia alrededor de 55 kDa en Caski, la
cual pudiera corresponder a las isoformas 5 o 6 [86]. Esta tercera banda ha sido
consistentemente observada en otros experimentos. Es necesario confirmar la
expresion de estas isoformas en CaCU, ya que la funcion hasta ahora descrita para
estas es de inducir la migracion [86], por lo que su expresion en células

transformadas podria favorecer la metastasis.

Hablando de la expresion de NOTCH1 (NICD1) y NUMB en las muestras de
pacientes, como se puso de manifiesto en la tabla 5, la expresiéon de NICD1 se ve
disminuida en las muestras de CaCU, ya que hay un menor porcentaje de casos
con tincién intensa (solo 3.16% de los tumores). Como ya se habia mencionado
anteriormente, se evalué la expresion del fragmento NICD1, ya que éste es liberado
tras la interaccion entre el ligando y el receptor, translocadndose al ndcleo para
activar a genes blancos (Figura 6) [49, 60]. Asi, la presencia de NICD en el ndcleo,
sugiere que la via se encuentra activa. En esta muestra, se encontré que solo el
28.42% de los casos de CaCU tuvieron una tincién nuclear comparado al 79.59%
de los NICs. Ademas, en CaCU el NICD se encontraba preferentemente en el
citoplasma (44.21%). Esto podria deberse a que el receptor esta siendo activado,
pero que el NICD es secuestrado en el citoplasma, por la proteina NUMB, ya que

ésta se puede unir directamente a NOTCH1 [114].

Para corroborar los resultados de la técnica de inmunohistoquimica, se evalué la
expresion proteica por western blot en un grupo representativo de 8 tumores. Como
se observa en la figura 14 la cantidad de proteina no fue la misma en cada caso,

esto se observa en el control de carga (GAPDH), el cual no se encuentra equilibrado
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entre muestras, y que podria ser un indicativo de degradacion de proteinas por el
tiempo de almacenaje de las muestras. Aun asi, fue posible detectar a la proteina
NICD1 y llevar a cabo la comparacion entre técnicas con lo que se encontré que la
evaluacion inmunohistoquimica arroja resultados similares a los de western blot,
pero con la bondad de conocer la localizacién de la proteina que ademés esto refleja

la actividad de la misma [96].

Los resultados al momento sugieren que la via de sefializacién Notchl se encuentra
inactiva en los casos de CaCU, ya que no se observa NICD en el nucleo de las
células tumorales, y pareciera que la proteina se queda en el citoplasma. Para
conocer si existe alguna relacion con la proteina NUMB, se evalud la expresion y
localizacion de esta en NICs y CaCU (Tabla 6). La expresion de NUMB aumento en
los casos de CaCU, en donde 6.31% tuvieron una tincion intensa y hubo una
disminucién del nimero de casos negativos del 65.31% que habia en NICs a
42.11% en las muestras de CaCU. Ahora bien, la proteina se localiza
principalmente en el ndcleo de las lesiones precursoras y se relocaliza en el
citoplasma de los tumores, similar a lo que sucede con NOTCHL1. Lo anterior sugiere
gue existe alguna relacibn entre ambas proteinas, particularmente alguna
regulacion negativa de NUMB sobre NOTCH1, ya que el aumento en la expresion
de NUMB se relacion6 a una disminucion en la expresion de NOTCH1 en los
tumores del cérvix y la presencia de la proteina NUMB en el citoplasma coincide

con la presencia de NOTCH1 en esta misma localizacidén subcelular.

Con la finalidad de determinar una posible correlacién en la expresion y localizacion
de ambas proteinas, se llevaron a cabo dos analisis diferentes: en primer lugar se
analizé la coexistencia de ambas proteinas, tanto en expresion como en
localizacion; en segundo lugar se determind la correlacion de la presencia de ambas
proteinas por areas de tejido. El primer analisis (Tabla 7), muestra que en los casos
de NIC la condicién imperante fue que NOTCH1 fuera positivo cuando NUMB fue
negativo (44.90%), esta condicion disminuyd en los tumores a solo el 26.32%. En la

misma linea de pensamiento, de una regulaciéon negativa de NUMB sobre NOTCH1,
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se observa que no existe ningun caso en donde NOTCHL1 fuera negativo y NUMB
positivo en NIC, mientras que el 11.58% cumplieron esta condicion en CaCU. Lo
anterior era de alguna manera lo esperado, ya que existen varios reportes de que
la expresiéon de NUMB provoca la degradacion proteosomal de NOTCH1 [59, 70,
78]. En contraste, existen algunas casos en donde ambas proteinas son positivas
el 34.69% en NICs y el 46.32% en CaCU. Esto apunta a que una proporcion de
NOTCH1 no esta siendo regulada por NUMB y esto se puede deber en parte a la
localizacion de esta proteina, ya que las interacciones conocidas entre NUMB y
NOTCH1 que modifican la vida media de este Ultimo, se dan a nivel tanto de
membrana, como de citoplasma y hasta la fecha no existen reportes de alguna

regulacion a nivel nuclear [66, 80, 87, 99].

Al revisar la localizacién de ambas proteinas, para determinar una coexistencia en
alguna area subcelular en particular, se reagrupé la localizacibn de NUMB
considerando la tincion membranal y la membrana/citoplasmica como tincién
citoplasmica. Este analisis mostro que en el 32.65% de los casos positivos a ambas
proteinas, estas residen en el nicleo de las lesiones premalignas y no asi en el caso
de CaCU, en donde el 30.52% de los casos dobles positivos, ambas proteinas estan
en el citoplasma. Apoyando los resultados anteriores, cuando se determiné la
correlacion en la expresion de ambas proteinas por area de tejido (Figura 18) se
observé que en los NIC, no hay correlacién positiva, lo que sugiere que aunque
NICD1 y NUMB se encuentran en el nucleo (como ya se vio en la tabla 7) no se
encuentran en las mismas células, ya que no coinciden (no existe correlacion) en el
area del tejido. En cambio, en CaCU existe una correlacién positiva (r=0.31,
p=0.003), que como ya sabiamos, muestra que ambas proteinas se localizan en el

citoplasma y en la misma area de tejido de acuerdo a los analisis de correlacion.

Los resultados anteriores dejan ver diversas cuestiones: 1) En los NICs, la via de
sefalizacion Notchl pudiera estar activa como lo sugiere la presencia del NICD en
el nucleo y posiblemente no existe una regulacion negativa de la misma por parte
de NUMB; 2) en CaCU, se disminuye la actividad de la via de Notchl, ya que NICD

se localiza en el citoplasma coexistiendo con NUMB. 3) Existe una proporcién de
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tumores en donde pareciera que se pierde la regulacion negativa de NUMB sobre
NOTCHL.

Ahora bien, reportes previos han evaluado la actividad de la via de NOTCH en
CaCuU con resultados similares. De los trabajos mas recientes esté el de Tripathi,
2014 [115], quien muestra que en casos de cancer cervical del tipo escamoso hay
una reduccion de la proteina NOTCH1, tanto en el ndcleo como en el citoplasma;
aunado a este trabajo esta el de Talora, 2002 con resultados similares [77]. De
particular interés es lo analizado en el trabajo de Tripathi 2014 con respecto a la
relacion de VPH y expresiéon de NOTCH1, muestra que las lesiones precursoras y
tumores que fueron negativas a VPH16 presentaron expresion de NOTCHL1,
sugiriendo una asociacion entre VPH16 y la degradacion de NOTCHL1 [115]. Esto
quiza podria explicar una proporcién de tejidos que se encontraron negativos a
NOTCH1 y a NUMB, en donde la ausencia de NOTCH1 fuera un efecto mediado
por VPH y no por NUMB. Evidencias sugieren que esta disminucién en la expresion
de NOTCH1 es mediada por la expresion E6 de VPH-AR [116]; sin embargo, lo

anterior es una asociacion epidemiologica que requiere confirmacion experimental.

En el presente trabajo, la presencia citoplasmica de NUMB se asocia a una posible
regulacion negativa de NOTCH1 (Tabla 7). Lo anterior es importante, ya que el
grueso de los reportes hablan de la actividad de NUMB en la membrana y el
citoplasma celular, ya sea asociada a la regulacion sobre NOTCH o independiente
a esta, como lo es la de ser una proteina implicada en endocitosis [77], una proteina
adaptadora para ligasas de ubiquitina [106] e inclusive un modulador de otras vias
de sefializacion como lo son Hedgehog y p53 [71, 85]. Sin embargo, poco se sabe
de la actividad de NUMB en el nicleo y como ya se demostro, una buena proporcién
de casos de NICs cumplen con esta caracteristica (Tabla 6 y 7). Algunos reportes
sugieren la presencia de NUMB en el nucleo debido a forsforilaciones de esta, con
una concomitante translocacion de p53 al ndcleo quien acarrea a NUMB. Asi pues,
es posible que en las muestras de NICs donde NUMB se encuentra preferentemente
nuclear, sea porgue aun no hay una marcada degradacion de p53 por parte de E6,

condicion que cambia tras la transformacion. Es importante mencionar, que la
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presente muestra de pacientes ha sido previamente empleada para estudiar la
expresion de p53, PTEN y hDIg [107] y que se contempla como perspectiva de
trabajo evaluar la relacién entre estas proteinas y la via de Notch, particularmente
la posible participacién de hDIg (proteina PDZ que es degradada por E6 de VPH-
AR) con la localizacion de NUMB.

Como parte final del presente trabajo, se evalud la asociacion de NOTCH1 y NUMB
con la malignidad a través de un andlisis de sensibilidad (Tablas 8 y 9). Como ya se
menciono, en el caso de la expresion nuclear de NOTCH1, esta tuvo una asociacion
negativa con la malignidad, es decir concuerda con lo observado en cuanto a su
expresion y localizacion. Pero lo que es mas importante, es que esta asociacion se
mantiene cuando se consideran las variables de edad, uso de anticonceptivos y la
expresion citoplasmica de NUMB (B= -3.428, p= 0.001), lo cual se traduce en que
la expresion de NOTCH1 es un factor predictor de malignidad independiente de a
expresion de NUMB. Asi pues, NOTCH1 podria ser empleado como marcador
biolégico de malignidad y posiblemente de prondstico clinico, ya que como se
muestra en la figura 19, aquellas pacientes con una expresion nuclear mostraron
una tendencia a tener una sobrevida menor, sin embargo se requiere aumentar la
muestra para poder alcanzar diferencia estadistica. El uso de NOTCH como un
factor pronostico ya ha sido evaluado en cancer de pulmon, en donde se vio que la
alta expresiéon de NOTCHL1 es un factor independiente de mal prondstico clinico; sin
embargo, este tiene diferente impacto si se trata de un cancer escamoso 0 un
adenocarcinoma [117]. En este trabajo los casos de CaCU no fueron divididos
segun su tipo histol6gico debido al bajo niumero de adenocarcinomas presentes en
la muestra (11 adenocarcinomas del total de 95 casos de CaCU), pero seria
importante aumentar la muestra y explorar si existen diferencias debido al tipo

histoldgico.

Por ultimo, con respecto a la asociacion de NUMB con la malignidad, esta presento
una asociacion positiva, aun cuando se incluyeron en el analisis las variables de
edad y uso de anticonceptivos hormonales (f=2.946, p=0.007); pero se perdio la

significancia estadistica cuando se considero la expresion nuclear de NICD1 en el
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andlisis. Lo anterior sugiere que la asociacion de NUMB con la malignidad es
dependiente de NOTCH1, lo que le resta su poder como posible marcador biolégico
de malignidad. Ademas, deja entre ver una regulacion reciproca entre NOTCH1 y
NUMB y no solo de NUMB hacia NOTCH1. En este sentido, el grupo de Urban
Lendahl, demostré que la actividad de NUMB es dependiente de la concentracion
de NOTCH; ya que a baja expresion de NOTCH1, NUMB promueve su degradacion;
sin embargo, a altas concentraciones de esta proteina, NOTCH promueve la

degradacion proteosomal de NUMB, por un mecanismo aun no descrito [118].

Es importante resaltar que una variable que no fue considerada en el presente
andlisis fue la de las isoformas de NUMB, debido a que el anticuerpo empleado no
permitia discernir entre isoformas, ademas de ser un objetivo mas alla de los
alcances del presente estudio. Sin embargo, seria importante profundizar en este
hecho, ya que las funciones de NUMB, difieren segun las isoformas: aquellas con
PTB- se localizan en la membrana plasmética, mientras que las PTBS
preferencialmente en el citoplasma [82]. Se ha visto que el splicing alternativo de
NUMB es regulado en respuesta a diferentes oncogenes [93] y esto es importante
ya que las isoformas interactian con diferentes blancos. Por citar un ejemplo, esta
el caso de las isformas PTBY que se ha demostrado que son aquellas que pueden
promover la estabilizacion de p53 al interactuar con la ligasa Mdm2, asi pues en
cancer de mama se ha visto que existe una disminucién en la expresion de las
isoformas NUMB 1y 2 (PTBY) [119]. Las evidencias anteriores nos permiten pensar
que el cambio en la localizacion de NUMB reportado en esta muestra, pudiera ser
provocada por un cambio en la expresion de las isoformas, sin embargo, esto

requiere mayor investigacion.

Los resultados aqui presentados sugieren la perdida de la actividad de NOTCHL1, lo
gue apunta a un papel de supresor tumoral en CaCU; por ello sera importante
evaluar la expresion de genes blancos de esta via para poder determinar que
efectivamente se encuentra inactiva. Por lo anterior, se propone que la pérdida
nuclear de NOTCH1 es un predictor independiente de malignidad, titulo del articulo

cientifico producto de la presente investigacion y el cual se muestra en el Anexo |.
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CONCLUSIONES

e Existe una menor expresion de NOTCH1 en los casos de CaCu comparado
con las lesiones precursoras.

e En las muestras de CaCU hay un aumento en la expresién de NUMB
comparado con los casos de NICs.

e Se observdé una correlacion en cuanto a la presencia de NUMB vy la
disminucion de NOTCHL1 en los casos de CaCU.

e Solo una proporcion de NOTCH1 podria estar siendo regulada por la
expresion de NUMB.

e La traslocacion nuclear de NOTCHL1 tiene una asociacion negativa con el
CaCu.

e La asociacion de NUMB con la malignidad es dependiente de NOTCHL1.

e La pérdida nuclear de NOTCH1 es un predictor independiente de
malignidad.

PERSPECTIVAS

Una vez determinada la pérdida de la presencia nuclear de NOTCH1 en los casos
de CaCU y que la regulacion de esta proteina pudiera ser independiente de NUMB
en la carcinogénesis cervical, resulta importante identificar qué otras proteinas
pudieran estar regulando la actividad de NOTCH1. Ademas, ya se cuenta con la
informacion de la expresion y localizacion de la proteina hDIg en la misma muestra
de pacientes, y esta pareciera que coexiste con NOTCH1 en el nucleo celular. Por
lo que se propone evaluar la participacion de la proteina hDlIg, la cual es un conocido

blanco de degradacion de los VPH-AR, en la via de sefalizacion Notch en CaCU.
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ABSTRACT

The participation of NOTCH =ignaling in invasive cervical cancer (ICC) remains
controversial since both tumor suppressive and oncogenic properties have been
described. Additionally, the role of NUMB, a negative regulator of NOTCH, remains
unclear in ICC. We aimed to investigate the role of NOTCHL and NUMB expression and
their localization in cervical intraepithelial neoplasia {CIN) and ICC samples. A total
of 144 biopsies were obiained from the Instituto Nacional de Cancerclogia, México
from 2004 to 2017, and were subjected to immunohistochemistry for NOTCH1 and
NUME. We found that nuclear NOTCH1 expression was more frequently found in CIN
samples compared with ICC (77.55% ws. 15.79%, p = 0.001). NUMB was almost
exclusively found in the nucleus of CIN samples (32.65% vs. 6.31%, p = 0.001).
Cytoplasmic expression of NOTCHL (44.21%: ) and NUMB (35.79%:) was the most
frequent localization in ICC. Multivariable-adjusted analysis showed that the loss of
nuclear NOTCH1 expression was an independent predictor of malignancy (B = -3.428,
95% confidence interval [95% CI] = -5.127, -1.728, p = 0.001). In contrast, the
association betwesn cytoplasmic NUMB expression and cervical cancer was lost after
adjusting for nuclear NOTCH1 expression (B = 2.074, 95% [CI] = -0.358, 4.506,
P = 0.094). Additionally, patients with cytoplasmic NOTCH1 expression showed a
borderline association with longer overall survival {05) than those with nuclear
NOTCH1 expression (P = 0.08). Qur data suggest that the loss of nuclear NOTCH1
but not NUMB might be an independent predictor of malignancy in cervical cancer.

INTRODUCTION estrated 528 000 new cases and 266,000 deathis im 2012
and with 874 of cervical cancer desths occumng m less

levamve cervical cancer (ICC] = the foerth maost developed regions [1]. Among Mexican women, ICC
common malignancy among women workdwade, with an ix the second most comman neoplasia, just afler brens
v onoatanget.com 18916 Omncotarget
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cancer [2]. Infection with human papillomavireses (HPYs)
has been well documenied as the masn ctiologscal factor
fiar 1CC sance the viral genome is peesent in practacally all
cervical cancer tumors |1]. To date, 13 HPY genotypes
have been defined 3 carcinogenic or high-risk (HR) viral
types for cervical cancer [4]. The HPFV viral oncoproteins
IS, E6 and E7 can disrupt several how signaling patheays;
fior example, E6 can deregulate p33 and PDZ protesns and
enhance the activation of cellular pathways such as PBK,
Wat and Notch [5]

The Noich pathway is a heghly conserved sgnaling
system that plays a key role in cell differentistion,
survival and proliferation [6]. In the cananical Match
patheay, 3 iransmembrane Noich receptor (NOTCH 1-4)
imteracts with Dela-Serrate-Lag-type (DI, IMI3, DI,
Jagged] or Jagpedl) lEgands, This interaction triggers
the sequential projeolytic cleavage of the Noich neceptar,
releasing the mtracellular domain (NICD), which
translocaies o the nucleus and activates the fraascnption
of target genes, including Hesl, HesS, Heyl, Cyclin DY
and e [T-9].

The participation of Moich signaling in cervical
cancer femain:  controversml since both jwmor
sapprexsive [ 10-12] and oncogenic properiies [13, 14]
have been described. Talorn e ol (2002) showed a lack
of MOTCH I expression in 10C samples and in cervical
well Imes [11]. In contrast, Lagouras of al. {[995) and
Yousaf er al [2015) found an morease wm WOTCHI
expressipn  throughout cervical cancer progression
(14, 15]. Moreover, Jagged- | and Delta-1 ligands have
been reported as overexpressed in I0C and in cervical
adenocarcmoma [ 16],

Several reports have sugeested that NUMB i a
negative regulator of NOTCHI signaling [7-9]. The
inicrachon of NUMB with XOTCH] may result in
incremsed NOTCH wbaqustination [17]. NUMB may also
act as a scaffold for the E3 hgases lich and Suppressor of
Dieltex Se(Dix) [7, 18, 19] and cooperates with a-adaptin
{part of the endocytic AP2 complex), thereby promoting
NOTCHI endocytosis [8, 20, In breast cancer, NUMB
has been defined as a lumor sppressor protein [21-23];
nevertheless, its role in 10C & not clesr, Chen e ad, (2009
reporied NUMB overexpreszion im cervical makignant
lessons compansd with normal epithelia, supgesting a role
for NUMB in cervical cancer progression [ 24]. However,
the relationship between NOTCHI a2nd NUMB = 10C is
not clear.

To understand the role of NOTCHI and n= negative
regulstor NUMB in cervical cancer, we investigated the
expression and localization of MOTCHI and NUMB in
samples from |44 patients with cervical imiraepeibelial
neoplasiz (CIN} amd WOC obtined from the Imstibuo
Naciomal de Cancerologiz-Meéxico from 2004 0 2017
usmg immunphistochemistry and determimed thewr role as
predictors of mahgrancy m 10C
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RESULTS

Characteristics of patients

We recruited cases with availabde paraffine
embedded samples from women dizsgneaed with CIN or
IOC at the Instiwio Macional de Cancerologia, Mexico
from Apnl 2004 o Jansary 2007, A total of 49 CIN
and 95 WOC paraffin-cmbedded tssue sanaples and their
clmical data were collected. The demographic and clmical
characteristics of the patients are shown n Table 1. Most
patients were older than 30 vears old m both groups,
correspondeng to 63397 in the CIN group and 97 809 in
the 1CC growp (7= 0.001). Smaking { 10.20% va. 11 57%)
and alcohol comsuenption (000G vs. 4.21%) wene not
different among groups. A higher frequency of obesity was
observed in CIN patients than n ICOC patients (57.70% vs.
26.58%, P =0.01). Addstsanally, hormone contraception
u=ge wis mone common o the CIN group (58.62%)
than in the ICC growp (32 50%, F = 0.01). The number
of previows sexual partners and the type of HPY were not
different among groups. HPFV types 16 and 18 were the
miosl conemaon in both groups (CIN va. IOC: 63.15% vs.
51.06% for type 16; and 15.80%% vs. 14.90% for type 1E).

NOTCHI and NUMB expression and
localiration in CIN and 1CC

Mormnal cervacal epitheliuvm was used 25 pasitive
control for NOTCOHI and NUMB  expression in
immuonahisochemical snalysis Besides, confirmation of
immunohisiochomical resulix was dome in o represen@iive
set af WOC samgples with an aliemative NOTCHI antibody,
obtaming 0% of concordance between antibodees,
which confirms that the antshody used in this sudy s
relevalde (Supplementary Figure | and Supplementary
Table 3). Accordingly o the protain Atlas daishase, the
immunoestaining of MOTCH] in normal sguamous cells
is moderste with 3 homopenous dstribuiion in the cell
[25], similar io what we observed in normal epithelium
(Figure 1AL [niense NOTCHI expression was more
froquently observed m CIN samples (22.45%) than mn
ICC samples (3.16%, P = 0.000) (Table 2 and Figure
1A). NOTCH] nuckear stmming was more froquently
observed in CIN samples than in 10T samples (77.55%
ve, 15.79%) Additionally, i IOC samples, NOTCHI
profein expression was mainky ohserved in the oyioplasm
{44 21%), while no ic case wa observed in CIN
P = 00Dy { Table 2 and Figure 1H).

NOTCH]  protemn  exprescion was  evaluabed
by Weslern Bl in cight representatives 100 cases
{Figure 2A) The demsmometric analysis showed that
immunestaming  intensity  correlates  with  protem
expression (Figure 2B). Relapve NOTCHE protemn
expression is higher n intense immunostyined cames
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of nuclear NUMB in 1CC vs. 3579% of cvioplasmic
NUMB) (Table 3 2ad Figure 38)

Relationship between NOTCHI and NUMB
cxpression

To determine 1f ®ere was @ relationship between
the of NOTCHL and NUMB (negabive
regulaor of NOTCHI1), we evalsated the expression,
localization and posstive temoral arca of
NOTUHI aad NUMB peoteins m both CIN and 1CC
samples (Table 4). In CIN samples, the mest fraguent
condition was NOTCH I-positive and NUMEB-negatve
expression (44900 va 26.32% for the same comdaion
in ICC). In comtrast, @ 1CC samples, the most fregeent
condinon was NOTCHI-pasiive sad NUMB-positive
expression (34 9% in CIN vs. £46.32% in ICC). We also
evalusted NOTUHI and NUMBE localeaton and we
found that the most frequest combination was ssclear
NOTCHI aad suclear NUMBE in CIN samples (75 51%
va. 1684% n JCC) The most fregquent cosdeion
observed in 1CC samples was cytoplasane NOTCHI
and nuclear NUMB (22.448% = CIN vs. 4736% for the
same condtion in 10C), The distridation of frequencies
for both expeession and localizauos among the CIN and

CC grosgs were statistically significant (£ = 0014 for
expression; and F = 0.001 for lecalizanoa) (Table 4).
Addionally, we evabaated the corelition between
the distnbutios of NOTCHI and NUME throughoes
serial hissological sections and found Lo be stanstically
significant m 1CC bt not i CIN (7 = 0.226, F = 0.116
in CIN v r = 0.306, £ = 0.002 & 10C) (Supplementary
Figures 2 and 3)

Association of NOTCHI expression with
malignancy status

Multivansble-adjusied analysis Sor @ assocation
between meclear NOTCHI expression and malignascy
staws showed 2 negative and signithcast assocation (i =
2836 95% Cl= 3654 1 975 P = 0.001) (Table S and
Supplementary Table 1) This sssociation was consisten
Saough sessitivity analyses, icluding age (ff = -3.122,
95% C1 = 4180, -2.063 7 = 0.001) and comtmaceptive
conmumpton (| = 3790, 95% Cl = -5459, 2120, F =
0.001) as covanimes (Supplemestary Table 1), Moseoves,
S scgative sssociatos of nmeclear NOTCHI with
malipuacy persisted even afier adjustment for cyloplaama:
NUMB expression ( = -3 428, 95% coafidence interval
[95% Cl| =~$327, 1.728 P = 0.001) (Table £)

Figure 1: NOTCHI immsunostaining in CIN and FCOC. (A) Conpariion of NOTCHT sty intenoty (wodk v istenac)
1= CIN s OO sarrplen. (B) NOTCHI imeressoissning locakositon in the ool sucless (CIN) asd oy boplasn (1CC)
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Table 2: NOTCHI protein expression intensity and cellular Jocalization in samples of patients (# = 144) with CIN
and HOC trested st the Institute Nacional de Cancerologis-Mexico from 2004 e 2017

CIN (0= 49 10C (0 = 95)
" (%e) " - (%) i

lmensity*

Negative 10 (2041%) pJ (2T37%)

Weak 28 (57.14%) &6 (6947%) ool

Intesse 1l (2245%) 3 (3.16%)
Localizastion

Negative 10 (20.41%) % (2737%)

Cytoplasm 0 0 00%) 42 (#421%) <0001

Nuckus 3N (77.55%) 15 11579%)

Cytomec” I (204%) 12 (1263%)

CIN: Cervical mtmzepithelial neoplasia 100 lavasive cervical cancer Intensity was categorized os wesk = + mad ++,
and intense = +++ by meesclustochamestry. "Presence of the protein in the cytoplasm med sscless. Bold: statistcally
mrdsatian

Association of NUMB expression with 1CC smvenable regression moded,  cysoplasmic  NUMB

expressie  win asocksed with cervical  malignancy

We also explored @ assocabion betwean NUMB (f = 32% 95% C1 = S310, 1262, P = 0001), s this

expression and maligeancy sutus though scasmivity assocution was persstent @ the moltivarable model

analyses (Tabde 6 and Sepplementury Table 2) In o adpsted by age () = 3487, 95% (1 = 5548, 1427,
A

pa__ 93 _IF a7 10 20 d4 O

~ £

:

Figure 2: NOTCHI protein exprosion and correlation with immsunostaining in MOC. (A) NOTCHI protan expressson
szalyocd by Westorn Blot in 2 et of cervacal tamoes showing inficse (hoes | 6) moderate (hanes 3 s 51 and wenk (2, 4 med T) cxproscn

s well 28 neptove cxprosion (ko 3). | B) lirersssoslainang of correponding samplos showing irtonsc (erupes | and §) moderale (imagey
3 and 5), weak timenacs 2, 4 mad 7) v negalive (snage §) snmsoodsinemg of NOTCHI
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Table 3: NUMB protein expression inteasity and cellular localization in samples of patients (n = 144) with CIN and

1CC treated at the lnstituto Nacloaal de Cancerobogia-México from 2004 to 2017
CIN (= 49) 1CC (n=49)
Poalue
n (%) " (%)
Intensty*
Negative 12 (63.31%) 40 (42 11%)
Weak 17 (34.69%) 49 (51.58%) nois
Intense 0 (0.00r) 6 (6.31%)
Localization
Negative 32 (63.31%) 40 (42.11%)
Membaune 0 (00P%) 2 (2.10%)
Cytoplasm 1 (204%) 34 (35.79%)
Nucleus 16 (32.65%) 6 (6.32%) <0001
Mem/'cywr Q0 (0.00P:) 8 (8.42%)
Cyto/nuc 0 (00P%) 5 (5.26%)

CIN: Cervical intracpethelial neoplasia. JCC: Invasive cervical cancer. “Intensty was categorized as weak = + and +=; and
miense = +++ by immunochistochemestry. *Presence of the protesn at the memibwane and in the cytoplasm. “Presence of the
peotem m the cytoplasm and nucleus. Bold: satistically signaficant

Figure 3: NUMB immusestaining in CIN and 1CC. (A) Companson of NUMB sssuncetusing intensty (weak va stessc) in
CIN and ICC samples (B) NUMB immunossaining Jocalization in @e cell mackews (CIN); cyoplasm, messdrane and membane/'cyoplasm
(e
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Tahle 4: Demagraphic amd clinical charscieristics of patiends (r = 144) with CIN and 1O irested a ibe Institois

Sachonal de Camcerologis-México from D04 o 2007

Variable CIN (m = 4%) IO = 49) Povalme
o ] n 1%l
PFroiein expression
Negative! HIOTCEN mad nepptie 10 (20.41%) 15 (15.79%)
NUMBA
LRI
Megatives MOTCHI and positive® .
NUMBE 1] (] Il {11.58%)
Posstive® MOTCH I and positive® )
NUME 17 | 54 65% 44 4 31
Positive” NOTCH] and negative* - . _
NUME 23 [EEN )Y 25 (265 THG)
Proizin localization
Muclear MOTCH ] and nusclesr )
NUME 5 {75.51%) 16 1 ot
Muclear MOTCHI and
-.l »
eyoplasmict NUMB ' (2.04%) o (0.0}
Cytoplasmict NOTCH| and - _
naclear NUME 11 22 44%) L (4T LE0sy
Cytoplasmic? NOTCH1 and _
eyinplasmict NUMEB L (EIEIT L 34 (35 TE%)

CIN: Cervical imtraepithelizl neoplasia. 100 Invasive cervical cancer. “The negative condition was defined as an absence of
immunostaming in the sample. *The positve condition was defined as the presence of any immuncsiaining in the sample.
“Muclear expresseon was defined as any positive noclear immunesiaining. “Cytoplasmic expression was defined as any
pasitive immunostaming owiside of the cell micleus. Bold: satistically significant.

# = [} ) 2nd contraceptive consumption (= 2 946, 939%
Cl = 0.80%, 5082, P = L00T} as covanaies. Remarkably,
when the model was adjusied by nuclear ROTCHI
expresseon, the significance of the axsocialion was bast
(ff = 2074, %5% Cl = =0 358, 4506, F = 0.094) | Table ).

EfMect of NOYTUH] expression on prognosis

Ta determine the polentisl effect of NOTCHI on
cervical cancer prognosis. we explored the associEbion
of MOTCH] expression with owerall servival (O8] in
patients with malignant lesions. Patiemts with cytoplasmic
MOTCHI exgpression showed a longer O1F than those with
nuclear WOTCH ] expression, bl it was only a barderfine
assocEiman {F = [L08) | Figare 4).

DISCUSSION

I the present siudy, we showed that 10O samples
exhibied lower KOTCHI expression than CIM samples
and thai this differential expression & also relsied o
higher MLUME expression. We also showed that nuclear
MOTCHI expression is negatively associated with

malignancy mdependent of known risk factors for KOO,
mcluding age and use of hommonal contraceptives as
well as WUMMB expression. In condrast, the assocmation of
NUMB with malignancy was not mmdependent; it relied
on MOTCHI expression. Hased an these findings, we
conclude that the loss of nuclear ROTCHI might be a
key factor invalved in cervical carcinogenesis. To our
knowledge, this is the first study bo clanfy the expression
and kocalization of ROTCHI and NUMB & cervical
CAfer

It is well known that a persistent mfection with high-
risk HPY is an etiological facior for cervical cancer [36]
All oo samples were positive for HPY infection according
to menlecular examenation, and the main HPY fypes wene
I and I8, as expecied for the Ddewican i
with no differences between groups [27]. The HPFY type
was not related o the expresson of either BOTCHL or
MUMB. Concomitant factors for HFY mdection and C1M
development include: age, menarche, parnity, age of first
imiercourse, numsher of sexoual parimers, use of hormonal
conraceptives, body mass index, smoking and aloohol
conmempisan [ 28], Accordingly, we found that women in
the cancer growp were odder than those in the CIN group.
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Takle 5: Multivariable-adjusted model for the asocintion between naclear NOTCH I expression and 10T dingmosis
in patienis with cervical cancer treated af the Instituio Nacional de Cancerologis-Mexico from 20604 i 32007 (o = 95)

Varishle B (98% CT) Foyvalue
MOTCHI expression* =348 (=527, =1.TEE) LT
Age sz (0005, O L& s
HC [ L] (=505, 3540 0233
MUAMB expression* Xiat4 (= 358, 4.506) e

Muchear WOTCH] expression was defined & any positive nuclear emmuncsininimg & the cell nucleus. "NUMB
expression was defined & any positive immunostaining at the cell oyioplasm. Age was incloded as a contimuous
variable. HC: Hommaonal contmception use. [§ = Estimate for the associaion between KOTCH | expression and patiend
characierisiics. 95% C1 = 95% confidence interval. Baold: sististically significani

Tahle 6: bMuliivarisbbe-adjusied madel for the sssociation between cytoplasmic MUMB expression and mslignascy in
patients with cervical cancer treated at the imstitute nacional de cancerologis-mexice from 2004 o 2007 (o= 95)

Variahbe B (9% 1)

MUMB expression® 1074 (0358, 4.506)
Age 0092 {0015, 0. 168)
HC 0973 (=2 541, 0.585)
NOTCHI expression® 3428 {=3.525, 1.T28)

WUMH expresaon was defined & any positive IMEMOSIAIMNE I H'h&:ellr_l.i-rmhsm'HﬂT-E‘Hl expression was defined as
any positive immunostaming, m the cell mcleus. Age was mcloded as a contimoous vansble HC: Hormonal contmcepison
use. i = Estimaie for the association beiween MUIMB expression and paient characiensiies. 95% Cl = 3% confidence
imerval. Bold: statistically significana

o
- —— cytoplasmic NOTCH1
=== nuclear NOTCH1
=
E h
T o
®
® =
=
rg p=0.08
k|
L =]
=
=
r T T T
0 20 a0 &0
Tima [maniths)

Figure 4: Kaplan-Meier survival analysis of the MOTCH1 localizstion status. Ovenall servinvsl sceosdeg e e NOTCHI
lioealizanesn il i paricrs with BOC weated i the i Nacionl de Caneenobegis-Megono from 20048 w2007 {6 = 95]
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Thiz finding i= expecied since I0C has a peak &ge incidence
arcamed the fourth decade of life [2%].

Abemtions in MOTCH signaling have been
associaied with pemorigenesis, bud iis activity is dissinmlar
ameang cancer types [22, 30-32]. In ICC, the role of the
MOTCH pathway is controversal [10, 12, 13] Some
authors have proposed that MOTCHI expression levels
are stage-specific: 1) m early lesions, MOTCH | expression
5 wpregulaled:; and Z) momalignand kmons, NMUFICHLD
expression is downregulasied [33]. In our samples, the
distrbution of positive cases was not different hetween
groaps, but ROTCH] immunesiaining was weaker in
maligrant lesions, suggesiimg a reduciion of the expression
od MOTCHI protein.

In order b0 condirm the ob@amed resulis, NOTCHI
prodein expression was evaluaied by Western blot in
T availahle cazes, demonsirsting coincidence with the
immumnohisiochenmical analysis which sopporis the loss of
MOTCHI expression m 10C

Mareover, MOTCHI localizaison has been used as
a marker of activaison [34], since signaling iransduction
relies om MIC puclear iramslocatom. [n our samples, the
bnss of nuclear immunoreactivity in ICC samples, oould
b related i inactivabion of the canonical pathway. This
could be confirmed by the analysis of the expression of
MOTCH target genes, such as those belonging o the Hes
or fey family [7, ).

Chen ef al. | 20049 showed that MUMB expression
increased during cervical carcinogenesis [24). Increased
MIUME expression has also been reporied in ol squamous
cell carcinoma ((SCC) [31 ], bepaiocellular cancer (HCC)
[35] and endometrial cancer [36] In ocontrast, other
studies have suggesied WUMB az a tumor suppressar
prodein [37]. NLUMB dowrnregulation has been reporied
in breast cancer and non-small-cell lung carcimomas
(MSCLCs) probably due io extersive degmadation [21,
4. We found an incresse m NUMB expression m 10C
compared o CIM, and this overexpression of NUMB
correlsies with a decrease im MOTCH expression. Even
more, we found that premalignant lestons tended io
express WUME in the nucleus which is upregulsisd in
cervical cancer with a cyioplasmic localicaton. Besides,
cytoplasmic WUMEB expression was asociated with a
devrease in nuclear MOTCHI expresson in cervical
cancer samples, suggesimg the polential regulation of
MUMB over MOTCHI, 2 previously sugeesied [17, 39]
In the comelation analysis, we expected that tissue areas
with MUMB positive expression would correlaie with
megative MOTCHI areas In ClN samples, we did not
find a cormelation, bt we found bow positive correlation
bertween the expressing aress of MOTCH and NUMB
im 10T reflecting that both proteins are present i the
cytoplasm im the tnmsformed tissoe. This could asgpesi,
thai a cyioplasmic HUMB =oform expressed m 1CC,
could avoid KICD nockear transhocation and thus, inhihit
its activity [19, 40],

Az previously menisoned, the differences in
NMUME kocalization m car groaps (CIN vs KOC) might
be due 1o differeni isodomm expression. ALUWE mBEMA
can be aliematively spliced, giving nse to at least six
maforms of the protein with differences in the sioe of the
phensphotyrosine-hinding domain (FTH) and the prolme-
rich regiom (PRR) [41]. However, smalysis of the NUMB
informs is hevond the aims of oor shedy since there are no
Eaborm-speciiae MUMHE anbibodies avaalable.

The expression of another suppressor as ph3 [33,
47] 1t is worth 1o memisom that the proiein Aths databhace
reqoat 2 moderate MOTCH] immunoexpression in cervical
cancer, wilth a heterngeneous localization i the cell [25];
this is opposiie 0 our resulis since we fioand a diminished
MOTCHI expression in cervical cancer. We are moi able
to distinguish the membranal prodein since oor aniibody
ix agairsl the miracel lular domain, On the other hand, oar
resuliis of MUMEB expression agree with those reporied
im the Protein Atlas since in hoth cases the expression is
siromg with a cytoplasmic becalicaison.

MOTCHI expression has been proposed as a poor
progmostic facior for many iypes of cancer, such as
breast, gastric and bung cancer [42=34]. In this shedy, we
showed that nuclear NOTCH expression was negatively
cormelsied with malignancy sistus, this means thai bkoss
of muckear BOTCH] expression, the presumashly active
projein. muight f@vor neoplastic progression from precorsor
cervical kesions (CINp to cancer (HOC). Semilar findings
weere recently observed in & study of small cell bong cancer,
im which high ROTCH | expression was an mdependent
favorable progmastic factor [45]

Besides, we found that paieents with 1CC and
cytoplasmic ROTCHI expression iended o exhihit
bonger (¥5 compared with those with nuclear NOTCHL
expression. Our findimgs related o (85 are limited by
the low number of ICC samples used for this analysis.
Poor survival of patienis with nuclear KOTCHI and 3
expressions has already been desonbed in non-small cell
lung cancer and cervical carcimoma [44, 46

The data showed here, support the resubis of
Talora et al (2002) that MOTCHI & downregulsied in
later siages of cervical carcinegenesis. Thuos, NOTCHL
seems io have a suppressive function m [OC. Moreover,
Sun ¢ al. (3000) found a simmlar behavior for KOTCHIL,
demnansirating iis suppressive rode through the induction
of We acknow ledge that the presemt analysis has seveml
limitatsons, includimg that this is a retrospective stody
based mainly m paraffin embedded tmsue; therefore,
wee lack enough fresh hioklogecal maierial to perform
mmmunofluorescence for co-localimiion confirmation.
Moreover, since our Instiboison B & cancer reference
cenier, we could collect anly & relatively low momber
of samples in the CIM group. Soill, the consisiency of
the resulis from our semsitivity analysis suggests thai
the sample sire was not a lmistion. Addionally, we
civained & himited number of 1O samples exhibiting
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nuclear MOTCHI expression. Monetheless, the present
study & distinctively unigue dwe to the analyse of
MOTCH znd MUME expression and localeation in CIN
and 100 sannples.

In comchesion, nuclear MOTCHI = highly expresed
m premalignand lesions, while the lack of nuclear
MOTCHL is an independent predictor of malignancy.
Additeonally, the association of NUMB with maligmancy
i dependent on NOTCH] expression. We propose that
the loss of nuchear KOTCHI may coniribube io cervical
carcimogenssis. These resulis point o @rget the KOTCH
pathway as a therapeutic in cervical cancer

MATERIALS AND METHODS

Thsne specimens

A il of 144 biopsy tissoe samples were collected
from Japuary 2004 o December 2016 in the Pathology
Deparimeni of the Instio Macional de Cancemologia in
Méxioo City: 95 ICC samples (11 adenocarcinomas and 84
squamous Cefl carcinomas) and 49 cervical premalignant
lezions (mcludimg % low-grade squamows imiraepithelal
besions: CIN [ and [I; and 30 high-grade lesioms: CIM I
and s sify carcimoma). Hemaioxylm and eosin siamming,
confirmed  hisiopathological diagnoses. Clinical and
pathological parmmeters were collecied from: the medical
files. This project was approved by the Instiutional
Review Board (INCARODCEISTH 5L

Anmtibodies

The amihodies vsed for immunohisiochemcal
stiming were polyclonal antibodies agamst the C-ieminus
of human MUME isoforms {péS/pés and pT 1/p72) | Santa
Cruz Beotechnology Inc. Dallas, Texas. so- 359409 1:30)
and acirvated BOTCHI {against the cleaved miracelbolar
fregment, NICDH (Millipore, Merck, New Jersey, UISA
071230 ) {1500 The KOTCH] C-20 polyclonal antibody
(Sama Cruz Bistechnology Ine. Dallas, Texas, sc<6kl4)
{ 1:50) was used for immunasiaineng validation.

Immumrhistochemical nssays

Immunchisinchemical siaming was performed in
serial sections of paraffin-embedded tsswes. The slides
were incubaied at &0F C for | b, dewaxed in xylene and
rehiydrated m alcohaol. Antigen retrieval was performed by
banilimg the tsues for | min in 0.0 molL citrate buffer
(pH = &) at 807 C, incubating fior 30 min in a water bath,
and cooling down for 5 min Sohsequendly, the slides
were incubated for 20 min i 0.3% HO, blocking buffer
(EnVisio System-HEP, Dako, ['llll'nl'u:l.l.. Lsay Slides
were incubated with the comesponding antibody overnight
at 4" C in 2 wel chamber and laster washed with phosphaie-
buffered salme (FRS pH 7.4} prioe a0 incubaiion with

antismouse  secondary  amtibody | DakoCyiomation
EnVisio Systemn-HRP, California, USA) for 300 min
Positive staining was detected with 3 3 -diaminobenriding
and then, the slides were counierstamed with Mayer's
hematoxylin (Merck, Rew Jersey, USA) Fmally, the
shides were preserved with ragid n'l:luiu:gn'ln:]:.nll.{en:ﬂ
and covered with a glass coverslip. Kormal cervacal
epithelmm was included as a conirod, accordingly o the
protein Atles daiabase ([hitps:www proiematlas org)
that showed positive immumoreaction for KOTCHI and
MUBE proicms. Primary antthodies were replaced with
PHS fior the negative cominols
Evaluation of immunohistechemical staiming

The immunchisochemical evaluaison  was
perfiommed by a senior pathologsi and an expenienced
examiner of the Insiduin Macional de Cancerologia-
hdéxico in a douhlesblind fashion. A Kikon ECLIPSE
ENM optical microscope with a 10x evepiece and [0x
and 40k ohjective lens was vsed. The staming miensity
wis defined as- weak (including <+ and ++), when the
mmmaunaresction was visible only with a $0x ohjective;
and imense {<+++) when smiming was visible even
uxing a [0x objective. Localcation was categonered as
mezmitranal, cytoplasmic, nuclear, or combinalions among
them. Percentage of positivity was assessed by quartiles.
Technique validation was performed using an alternative
MOTCHI antibody in a represeniainve set of samples.

Wiestern hlotting

MOTCHI -aniithody specificity was assessed by
‘Westemn Blod analysis in 22 random paraffin embedded
tismees. Prodein extraction was performed osimg  the
Cproieome FFPE Tissee Kit (Quagen, Hilden, Germamy)
Briefly, 5 semal sections from the same block were cut
with a thickness of up io |5 pm and placed in a 15 ml
colllection mobe. For depamffinizaiion, | ml xylene was
added indp the tube and voresed vigorousky for 10 =
and mcuhaied for [0 mim ai room emperabre | 15325
i, 100 pl of extracison boffer was added and heaied
Afier cenirifisgation, the supemaiant weas ransfersd mio
a neew twhe. Todal prodein quantification was detenmined
with hicnchonmic aced Affter proiein electrophoresis,
proteins were transferred o a nitrocellubose membrane
and tested with NOTCHD (Millipore, Merck, New Jersey,
USa, 071231y and GAPDH anttbodies |Santa Cnoe
Biotechnology, Dallas, Texash Clarity kit (Bio Rad,
Califormia, USA) was used for chemiluminescent projein
detection. Densilometiric analysis was performed using
Image] software {Image Processimg and smalykis m Java)

HPY detection

HPV typing was performed & previously desonbed
[27]. Primers feom the L1 region were used (MY
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MY II/HMBO! and LICULIC2. ELIC2.2). DNA from
Hela and CaSk: cells was used as a pasitive comtrol.
Products were analyzed by electrophoresis on 2% agarose
gels stamed with ethidium bromide. PCR products were
direcdy sequenced with the BigDye Termimator v3-1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Buosystems) HPV sequences
were aligned using BLAST software (http/www.nehi.
nim.nsh gov, NCBI GenBank).

Statistical unalysis

We evaluated the different destibutions of NOTCH I
and NUMB expression, mtensity and localization
among groups (CIN vs. 1CC) using the chi-squared test.
We also explored cormrelations between NOTCHI and
NUMB expresson im histological sections using Pearson
coctficients. Multivarate analysis was conducted to
determine the association between NOTCHINUMB
expression and cancer status. For the association between
NOTCH! and NUMB in malignancy, we inchaded the
following confounders: age (contmuows) and hormone
contmception (categorical), We used three sets of models:
umadjusted; adpasted for age; and adpusted for age and
hormmone contraception. We used the Akake infoemation
criterion (AIC) to evaluate goodness-of-fit. The effect of
nuclear NOTCHI expression on OS was observed using
the Kaplan and Meier method, and the log-rank test was
used to compare groups. All analyses were performed
using R software (R Project for Statsstical Computing,
Wien)

Abbreviations

WO Imasive cervical cancer, CINS Cervicad
mtraepithelial neoplasa; HPV: Human papalloma viras;
HR: High risk; NICD: Notch intracellular domain; OS:
Overall survival, OSCC: Oral squamous cell carcemoma,
HCC: Hepatocellular carcinoma; PTB: Phosphotyrosine-
bending domain; PRR: Proline.rich region; NSCLC: Non-
small cell hang carcinoema.
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