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RESUMEN

El cancer cervicouterino (CaCU) es la segunda causa de muerte por
cancer en mujeres en el mundo y en México. EI CaCU es precedido de
lesiones precursoras conocidas como lesiones intraepiteliales escamosas de
bajo grado (LIEBG) y de alto grado (LIEAG). El principal factor etiologico es la
infeccion por el Virus del Papiloma Humano (VPH), el cual se encuentra en
mas del 99% de los casos de CaCU. La infeccion por VPH es una causa
necesaria pero no suficiente para el desarrollo de CaCU, ya que no todas las
mujeres infectadas con VPH desarrollan cancer, por lo que se ha sugerido la
participacion de otros factores. En este sentido es necesario identificar el
conjunto de alteraciones moleculares que caracterizan al CaCU y a las lesiones
precursoras que potencialmente progresaran a CaCU. Para ello diversos
estudios se han enfocado a identificar las alteraciones cromosémicas y a nivel
transcripcional en el CaCU. Dentro de los cambios transcripcionales, se han
reportado a los factores de transcripcion HOX. Los genes HOX se encuentran
involucrados en procesos de proliferacién y diferenciacion durante el desarrollo
embrionario. Sin embargo, diversos estudios han mostrado alteraciéon en la
expresion de genes HOX en varios tipos de cancer, tales como ovario, colon,
higado préstata, pulmén, glioblastomas y leucemias, entre otros. Sin embargo,
a la fecha existen ocho reportes sobre alteraciones en la expresion de genes
HOX en CaCuU, de los cuales, solo en 2 se han identificado la presencia de las
proteinas HOXC10 y HOXD13. Lépez y cols. (2006a) analizaron la expresion
(mRNA), de 16 genes HOX en biopsias de tejidos de cérvix normal y con
CaCU, encontrando expresion de RNAm en tejido con cancer de HOXB13,
HOXC9, HOXC11, HOXC12, HOXC13, HOXD9 y HOXD10. Sin embargo, hasta
el momento no existen estudios que hayan reportado la presencia de las
proteinas HOXC9, HOXD9 y HOXC12 en CaCU, por lo que es importante
confirmar o descartar la presencia de proteina de los genes diferencialmente
expresados, ya que se han reportado mecanismos de regulacion post-
transcripcional (RNA no codificantes) que impiden la sintesis de proteinas. Por
lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar la expresion de las proteinas
HOXC9, HOXD9 y HOXC12 en CaCU y sus lesiones precursoras, ya que no
existen reportes de la expresidon de estas proteinas en CaCU.
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Se colectaron un total de 351 biopsias embebidas en parafina, con los
siguientes reportes histopatolégicos: 65 muestras sin alteraciones neoplasicas,
36 muestras con LIEBG, 143 muestras con LIEAG y 107 muestras con CaCU.
Se realizo la deteccion de VPH por PCR y se construyeron 5 microarreglos de
tejidos (MAT) en los cuales se realizo la deteccidén de las proteinas HOXC9,
HOXD9 y HOXC12 mediante inmunohistoquimica (IHQ) con anticuerpos
especificos.

En general, se detect6 a la proteina HOXC9 en 89% de los casos de
tejidos sin neoplasias, 85% de tejidos con LIEBG, 100% de los tejidos con
LIEAG y 83% de los tejidos con CaCU. En epitelio cervical sin neoplasia, la
expresion se encontrd en nucleos de células basales y parabasales; mientras
que en LIEBG y LIEAG la expresion aumentd conforme avanzaba al grado de
lesion hasta CaCU, aunque no necesariamente se asocié a la presencia de
VPH. El analisis semicuantitativo mostré sobreexpresion nuclear de HOXC9 en
LIEAG y CaCU,

La expresion nuclear de la proteina HOXD9 en muestras sin alteraciones
neoplasicas se encontré en 27% y en 19% de los tejidos con CaCU. En cuanto
a la proteina HOXC12, se detectd expresion nuclear en 79% de tejidos sin
alteraciones neoplasicas y en CaCU sélo el 49%. Las proteinas HOXD9 vy
HOXC12 también se localizaron en citoplasma, sin embargo se desconoce si
llevan a cabo una funcién en particular en citoplasma. Previamente se reporté
expresion de RNAm de HOXD9 y HOXC12 en CaCU en mas del 80% de los
casos; sin embargo, nuestros resultados mostraron baja expresion de la
proteina de HOXD9 y HOXC12, por lo que podrian estar implicados
mecanismos de regulacion post-transcripcional.

Finalmente, nuestros resultados sugieren que la sobreexpresion nuclear
de HOXC9 podria estar implicada en los procesos de transformacion
neoplasica, por lo cual es necesario identificar los genes blanco que son
regulados por este factor de transcripcion. Por otra parte, la baja expresiéon de
HOXD9 y HOXC12, respecto a lo reportado previamente en RNAm, sugiere

posibles mecanismos de regulacidn postranscripcional.
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ABSTRACT

Cervical cancer (CC) is the second leading cause of cancer death in
women worldwide and in Mexico. The CC is preceded by precursor lesions
known as squamous intraepithelial lesions of low grade (LSIL) and high grade
(HSIL). The main etiological factor is infection with the Human Papilloma Virus
(HPV), which is over 99% of cases of cervical cancer. HPV infection is a
necessary but not sufficient for development of cervical cancer, since not all
women infected with HPV develop cancer, as has been suggested the
involvement of other factors. In this regard it is necessary to identify all the
molecular alterations that characterize the CaCU and potential precursor
lesions progress to cervical cancer. To this end, various studies have focused
on identifying chromosomal alterations in transcriptional level and the CC.
Within the transcriptional changes have been reported to HOX transcription
factors. HOX genes are involved in proliferation and differentiation processes
during embryonic development. However, several studies have shown altered
expression of HOX genes in various cancers such as ovarian, colon, liver,
prostate, lung, glioblastoma and leukemia, among others. However, to date
there are eight reports on alterations in the expression of HOX genes in CC, of
which only 2 have identified the presence of proteins HOXC10 and HOXD13.
Lopez et al. (2006a) analyzed the expression (mMRNA) of 16 HOX genes in
biopsies of normal cervical tissue with cervical cancer, and found expression of
mRNA in cancer tissue HOXB13, Hoxc9, HOXC11, HOXC12, HOXC13,
HOXD9 and HOXD10. However, to date no studies have reported the presence
of proteins HOXC9, HOXD9 and HOXC12 in CC, so it is important to confirm or
exclude the presence of protein in differentially expressed genes, as
mechanisms have been reported post-transcriptional regulation (non coding
RNA) that prevent protein synthesis. So the aim of this study was to evaluate
the expression of proteins HOXC9, HOXD9 and HOXC12 in CC and its
precursor lesions, as there are no reports of expression of these proteins in CC.
We collected a total of 351 paraffin-embedded biopsies, histopathology reports
the following: 65 samples without neoplastic changes, 36 samples with LSIL,
143 HSIL samples and 107 samples with cervical cancer. We performed HPV
detection by PCR and constructed 5 tissue microarrays (MAT) was performed in
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which the detection of proteins Hoxc9, HOXC12 HOXD9 and
immunohistochemistry (IHC) with specific antibodies.

In general, the protein was detected in 89% HOXC9 cases of tissues
without tumors, 85% of tissues with LSIL, 100% of tissues with HSIL and 83%
of tissues with cervical cancer. Cervical epithelium without neoplastic, the
expression was found in nuclei of basal and parabasal cells, whereas in LSIL
and HSIL expression increased with the degree of injury to CC, but not
necessarily associated with the presence of HPV. The semiquantitative analysis
showed nuclear overexpression of Hoxc9 in HSIL and CC,

Nuclear expression of the protein HOXD9 in samples without neoplastic
changes were found in 27% and 19% of tissues with cervical cancer. As
HOXC12 protein, nuclear expression was detected in 79% neoplastic tissue
and unchanged in CC only 49%. HOXC12 HOXD9 proteins and also localized
in the cytoplasm, however it is unknown if they perform a particular function in
the cytoplasm. Previously reported mRNA expression in CC HOXC12 HOXD9
and over 80% of cases, however, our results showed low expression of the
protein HOXC12 HOXD9 and therefore mechanisms might be involved post-
transcriptional regulation.

Finally, our results suggest that nuclear overexpression of HOXC9 could
be involved in neoplastic transformation processes, so it is necessary to identify
target genes that are regulated by this transcription factor. Moreover, the low
expression of HOXD9 and HOXC12 respect to those reported previously in

MRNA, suggesting possible posttranscriptional regulatory mechanisms
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1. INTRODUCCION

a. Histologia y anatomia del cérvix uterino

El cérvix es la porcion fibromuscular mas baja del utero. Su forma es cilindrica
o conica y mide de 3 a4 cm de longitud y 2.5 cm en diametro. La mitad inferior
del cérvix es llamada “porcion vaginal” y penetra en la vagina por su pared
anterior, mientras que la mitad superior queda por encima de la vagina (Figura
1, Sellors et al., 2003).

Fundus

Fallopian tube
-  Body of uterus
- Supravaginal cervix

Internal os

Portio vaginalis Endocervix

Endocervical canal —— - Lateral fornix

—— External os

T~ Ectocervix

Wagina

Cervix - Uterus

Bladder —_

- Posterior fornix
Anterior fornix ——no— 1 3 - Rectum
Pubic bone —— Sacrum

Urethra ———M— N —— Vagina

Figura 1. Esquema de la anatomia del cérvix uterino. Tomado de Sellors et al.,
2003.

El conducto cervical desemboca en la vagina por el orificio cervical
externo. La porcion exterior del cuello se denomina exoceérvix y es la porcidon
mas visible del cérvix y la porcidon del cuello uterino interior al orificio externo se
denomina endocérvix (Sellors et al., 2003).

El exocérvix tiene de 15 a 20 capas de células formando el epitelio
escamoso no queratinizado similar al epitelio vaginal. Este epitelio se divide en
tres estratos:

o El estrato basal / parabasal o estrato germinal, constituido por una

linea de células basales que presentan nucleos alargados dispuestos en forma
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perpendicular a la membrana basal. Las células parabasales constituyen dos
hileras superiores y son células con mayor cantidad de citoplasma mas
grandes que las células basales, estas son las encargadas del crecimiento y
regeneracion epitelial.

o El estrato medio o estrato espinoso, formado por células que estan
madurando, se caracteriza por el aumento del tamafio del citoplasma, los
nucleos son redondos con cromatina finamente granular. Estas células son las
llamadas intermedias en la citologia exfoliativa. Ellas pueden tener glucégeno
en su citoplasma y dar la imagen caracteristica de una vacuola clara en el
citoplasma.

o El estrato superficial, es el compartimento mas diferenciado del
epitelio. Las células son alargadas, presentan abundante citoplasma y nucleo
picnotico caracteristico. La funcién de estas células es de proteccion y evitar
las infecciones. Su descamacion se debe a la escasez de desmosomas
(Kurman, 2002) (Figura 2).

Superficial cell layer

g

— Intermediate cell layer —__ == i
—_——

faJo ———— Parabasal layer \ 2
™~ Basal cell layer =
Basement s

membrane

Stromal
N papilla

Figura 2. Esquema del epitelio escamoso estratificado (20 x). Tomado de Sellors et al.,
2003.

El canal endocervical o endocérvix esta formado por una hilera de
células cilindricas que revisten la superficie y las estructuras glandulares. El
epitelio escamoso y el glandular se unen en la uniébn escamocolumnar
(Kurman, 2002) (Figura 3). Es precisamente en esta zona donde se inician las

lesiones que dan origen al cancer cervicouterino (CaCU).
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Basement
membrane

Figura 3. Esquema del epitelio columnar (40 x). Tomado de Sellors et al., 2003.

b. Epidemiologia del cancer cervicouterino (CaCU)

A nivel mundial el CaCU es la segunda causa de muerte por neoplasias
malignas en la mujer. EI CaCU es el segundo tipo de cancer mas comun en
mujeres alrededor del mundo, con una incidencia de 529,828 nuevos casos y
275,128 muertes reportadas en el afio 2008 (GLOBOCAN, 2008. En términos
generales el CaCU es mucho mas frecuente en paises en vias de desarrollo

donde se presenta el 83% de los casos (Figura 4) (Parkin et al., 2005).
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Figura 4. Incidencia y mortalidad de cancer en mujeres a nivel mundial. Tomado de
GLOBOCAN, 2008.

En México, en el afio 2002, se presentaron 12,512 nuevos casos de
CaCU, de los cuales 5,777 (46%) fueron decesos. Esta enfermedad fue la
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primera causa de muerte entre las mujeres mexicanas con cancer, ocupando
un 16.6% (Figura 5). La mayoria de las mujeres que desarrollan este cancer
tienen entre 40 y 50 afios de edad. Sin embargo, cada vez es mas frecuente en

mujeres jovenes (20 a 30 afos) (Ferlay et al., 2004).

o 20 -~y < I r"
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Figura 5. Mortalidad en mujeres con cancer en México para el afo 2002. El 16.6% de
los casos, fueron decesos por cancer cervicouterino. Esta enfermedad fue la primera
causa de muerte entre las mujeres mexicanas con cancer. Fuente GLOBOCAN 2002,
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Datos del INEGI en el afio 2009 muestran que los tres primeros tipos de
cancer que causaron mayor numero de muertes en la poblacion femenina
fueron el de mama (13.8%), cuello del utero (12.1%) e higado (7.6%) (INEGI,
2009); es importante senalar que en las mujeres, desde 1998 y hasta 2005, el
cancer del cuello del utero ocupd el primer lugar de causa de muerte por

cancer; a partir de 2006 es el cancer de mama (Figura 6) (INEGI, 2010).
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Figura 6. Porcentaje de defunciones en mujeres debidas a tumores malignos 1998-
2008. Fuente: INEGI, 2010.
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c. Clasificacion y tipos histolégicos del CaCU

Uno de los avances mas importantes en el tratamiento de la neoplasia
de cérvix ha sido la identificacién de las lesiones precursoras, las cuales han
sido objeto de diferentes clasificaciones.

La primera clasificacién se realizé en 1930 y se designé con el término
de displasia. De acuerdo a su gravedad se denominaba: leve, moderada o
severa. En 1968 se acuid el concepto de Neoplasia Cervical Intraepitelial
(NIC), con diferentes grados: NIC I, NIC Il y NIC Il o carcinoma in situ (Barron
et al., 1968; Richart et al., 1969). Esta clasificacion se da con base en el
espesor de la invasidén por parte de las células escamosas. Sin embargo la
clasificacion mas reciente es la desarrollada en 1988 y posteriormente
modificada en el afio 2001 (Solomon et al., 2002; Berek et al., 2003; Bergeron
et al., 2003; Fidda et al., 2004) y se conoce como el Sistema Bethesda. Con
ella se origind el concepto de lesiones escamosas intraepiteliales,
subdividiéndose en lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado (LIEBG)
y lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado (LIEAG).

Existen diversas clasificaciones histolégicas del CaCU pero en la
actualidad se consideran tres tipos fundamentales conforme se ilustra en la
Tabla 1.

Carcinoma de Células escamosas epidermoide (60-80%).
- Queratinizante
- No queratinizante
- Verrugoso
- Condilomatoso
- Papilar
- Similar a linfoepitelioma
Adenocarcinoma (15%)
- Mucinoso
- De tipo endocervical
- De tipo intestinal
- Endometrioide
- De células claras
- Seroso
- Mesonéfrico
Carcinoma adenoescamoso (10.4%)

El carcinoma escamoso constituye la forma histolégica mas frecuente

del tumor maligno del cérvix, representando mas del 75%, en la mayoria de los
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estudios, sin embargo otros autores opinan que este tipo histologico esta
presente en 78.9% de los casos (Bened et al, 2001) o en hasta el 83.8%
(Shingleton et al., 1995).

En la figura 7 se muestran los tejidos representativos de cada
diagnostico. En los tejidos de cérvix uterino sin alteraciones neoplasicas se
observa una hilera de células basales con nucleos alargados dispuestos en
forma perpendicular a la membrana basal. Hileras de células parabasales con
mayor cantidad de citoplasma y mas grandes que las células basales. Células
con citoplasma de mayor tamafo, nucleos redondos con cromatina finamente
granular formando el estrato medio y células chatas con abundante citoplasma
y nucleo picnético formando el estrato superficial (Figura 7A). En los tejidos con
lesion de bajo grado se observan alteraciones celulares confinadas al tercio
inferior del epitelio escamoso, los cambios consisten en pérdida de la madurez
epitelial; reduccion moderada de la polaridad; anormalidades nucleares como
anisonucleosis leve (células con nucleos de forma y tamafio muy diferente
entre ellas), se observa la presencia de coilocitos (células atipicas con
cavitaciéon o halo perinuclear en el citoplasma, que indica cambios citopaticos
debidos a la infeccion por VPH) (Figura 7B).Tejido de cérvix uterino con lesion
de alto grado se observa proliferacion de células basales atipicas; cuando
ocupan mas de dos terceras partes del espesor epitelial. Las células son
inmaduras, con pérdida de la polaridad; ademas el citoplasma es muy escaso
en las capas (Figura 7C) y tejido de cérvix uterino con cancer donde se
observa invasion de las células epiteliales hacia el estroma (Figura 7D) (Alonso
et al., 2005).
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Figura 7. Cortes histolégicos de cérvix uterino tefidos con H-E. A) Tejido de cérvix
uterino sin neoplasia. B) Tejido de cérvix uterino con lesién de bajo grado. C) Tejido de
cérvix uterino con lesion de alto grado. D) Tejido de cérvix uterino con cancer.

d. Desarrollo del CaCU

El CaCU es precedido de lesiones precursoras conocidas como LIEBG,
en donde aparecen en un tercio del epitelio, células con citoplasma de aspecto
vacio y nucleos hipercromaticos (coilocitos), otra caracteristica importante es
que la membrana basal continua intacta mientras que hay pérdida de la
maduracion de células epiteliales escamosas de la superficie. Las LIEBG
pueden progresar y avanzar a LIEAG, donde se pueden encontrar un gran
numero de células displasicas en dos tercios o en la totalidad del epitelio,
segun la clasificacion de Bethesda (Figura 8) (Castellsagué et al, 2002;
Solomon, 2002).

Figura 8. Lesiones precursoras del epitelio cervical. En LIEBG se encuentran células
con citoplasma de aspecto vacio y nucleos hipercromaticos en un tercio del epitelio y
en LEIAG se observan células con estas caracteristicas en dos tercios o la totalidad
del epitelio (Tomado y modificado de Alonso, 2000).

Desde la década de los ochenta se identificé al Virus del Papiloma
Humano (VPH) como una causa necesaria pero no suficiente para desarrollar
CaCU (Bosch et al, 2002; Munoz, 2000; Burd et al., 2003); asi mismo,
previamente Walboomers y col. han informado que el CaCU invasor se asocia
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con la presencia de VPH en 99.7% de los casos (Walboomers et al., 1999),
siendo la infeccién por VPH el principal factor de riesgo para desarrollar este
tipo de cancer. Sin embargo, no todas las mujeres que son infectadas con VPH
desarrollan lesiones precursoras y CaCU ya que la mayoria de las lesiones
leves o0 moderadas revierten espontaneamente en  individuos
inmunocompetentes (Holowaty et al., 1999). Por lo que, sélo el 20% de las
mujeres infectadas con VPH pueden desarrollar lesiones precursoras, de las
cuales aproximadamente el 54% tienen regresion sin tratamiento. En el caso
de LIEAG, del 12% a 70% progresan a CaCU (Figura 9) (Chakrabarti et al.,
2003), mientras que otros autores afirman que esta cifra s6lo representa 30%
(McCrede, 2008) lo cual sugiere que hay otros factores que intervienen en el
desarrollo de esta neoplasia (Hildesheim et al, 2002).

En general, se estima que so6lo 1/10 000 mujeres infectadas con VPH
desarrollan CaCU (Mayran, 2000) en un lapso de 10 a 20 anos, desde la

infeccion con VPH hasta el desarrollo del CaCU.

54%

1/10000 (Mayran 2000)

Figura 9. Progresion del CaCU en donde se muestra el porcentaje de mujeres que
infectadas por VPH progresan a lesiones neoplasicas, observando que no todas las
mujeres infectadas por VPH desarrollan cancer (Tomado de Alonso, 2000; Mayran,
2000).

e. Factores de riesgo en el desarrollo de CaCU

Factores tanto ambientales como genéticos deben coincidir con la
infeccion de VPH para el desarrollo de CaCU, ya que se ha detectado hasta un
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38% de infeccion por VPH en mujeres sanas jévenes (Collins et al., 2002),

misma que puede remitir con el tiempo (Moscicki et al., 2004; Woodman et al.,

2001). Dentro de los factores asociados al riesgo a desarrollar CaCU, se

encuentran:

f.

Promiscuidad. Alto numero de parejas sexuales e inicio temprano de
actividad sexual (Burk et al., 1996).

Antecedentes de cancer de pene o cérvix o verrugas genitales en su pareja
sexual.

Tabaquismo. Componentes quimicos como los benzopirenos en el humo del
tabaco tienen efectos carcindbgenos (Hildesheim et al., 2001; Szarewski et
al., 1998; Alam et al., 2003).

Edad. Infeccién mas comun en mujeres jévenes sexualmente activas, de 18
a 30 anos de edad, después de los 30 afios decrece la prevalencia. El
CaCU es mas comun después de los 35 afos, lo que sugiere infeccion a
temprana edad y progresién lenta a cancer (Adam et al., 2000; Burk et al.,
1996).

Uso prolongado de anticonceptivos hormonales (mas de 5 afios) (Moreno et
al., 2002).

Co-infeccibn con otros agentes infecciosos como el virus de
inmunodeficiencia adquirida humana (VIH), Chlamydia trachomatis o virus-2
de herpes simple (HSV-2) (de San José et al.,, 2002; Clarke et al., 2002;
Smith et al., 2002).

Multiparidad (Brinton et al., 1993; Mufioz et al., 2002).

Predisposicién genética afecta la susceptibilidad a la infeccion por VPH, la
capacidad para resolverla y el tiempo de desarrollo de la enfermedad.
(Magnusson et al., 2000).

Inmunosupresion (supresion de la respuesta inmunoldgica), explicando
recurrencias o persistencia del VPH hasta desarrollar cancer (Launay et al.,
2003; Nobbenhuis et al., 1999; Remmink et al., 1995).

Virus del Papiloma Humano

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae, son virus de DNA

circular de doble cadena de aproximadamente 7,200-8,000 pb, el tamafio de su

virion es de aproximadamente 55 nm de diametro, estos virus son
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epiteliotrépicos y especificos en cada especie los cuales pueden inducir desde
lesiones hiperproliferativas benignas comunmente conocidas como verrugas,
hasta tumores epiteliales malignos (Garnett y Duerksen-Hughes, 2006; Zheng
et al., 2006; Lenselink et al., 2008).

Se han reportado mas de 200 tipos de VPH de los cuales100 tipos de
VPH han sido aislados y secuenciados completamente (Ulrich, 2005). De
acuerdo a su capacidad oncogénica los VPH se clasifican en alto riesgo
(VPHar) por encontrarse asociados al CaCU en mas de 95% de los casos,
siendo los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68 los mas
comunes (Clifford et al., 2003; Munoz et al., 2003). Por otra parte, los VPH
como el 6, 11, 42, 43 y 44 muestran una débil asociacion con el CaCU
denominandose, tipos de bajo riesgo (VPH-br) (Clifford et al., 2003).

La mayoria de los tipos de VPH que infectan la mucosa genital son
agrupados como a-papilomavirus, mientras que los que infectan la piel estan
principalmente agrupados dentro de B-papilomavirus (Ulrich, 2005). Los VPH
también han sido clasificados dentro de subtipos cuando hay diferencias del 2
al 10% con otros tipos en su secuencia nucleotidica y en variantes cuando
muestran unicamente diferencia del 2% en regiones codificantes y diferencias
en la secuencia del 5% en regiones no codificantes de un tipo particular (Ulrich,
2005).

El genoma de los VPH puede ser dividido en tres principales regiones:
una region temprana E (Early) con ORFs (Open Reading Frames) o marcos de
lectura abierta E1, E2, E4, E5, E6 y E7, la cual codifica para las proteinas
virales necesarias para la replicacion del DNA viral, la regulacion de la
trascripcion y la transformacién e inmortalizacion celular, una region tardia L
(Late), que codifica dos proteinas estructurales L1 la cual es la principal
proteina de la capside y L2 la menor proteina de la capside y una regidn
reguladora de aproximadamente 1 Kb conocida como region larga de control
LCR (Long Control Region), que contiene la secuencia de DNA que permite el
control de la replicacion y de la expresion del genoma viral (Figura 10)
(McMurray et al., 2001). Las funciones de los ORFs son descritas en la Tabla 2
(Stanley et al., 2007).
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Figura 10. Genoma del VPH. Los ORFs EG6, E7, E1, E2, E4 y E5 codifican proteinas
requeridas para la regulacion de la replicacién del DNA viral y expresion génica viral.
Los ORFs L1 y L2 codifican proteinas de la capside viral. Tomado de McMurray, 2001.

Solo una cadena de la doble hebra del DNA sirve como molde para la
expresion génica viral codificando un numero de RNAm policistronicos. La
transcripcion es regulada por secuencias potenciadoras localizadas en la LCR,
la cual se une a factores celulares y al producto de E2. El sitio de inicio de la
transcripcion de varios promotores difiere dependiendo del tipo de virus, pero

en todos los tipos el promotor es dependiente de la diferenciacion de los

queratinocitos (Stanley et al., 2007).

ORF Funcién
Se une a p53, dirige la degradacion de p53 mediante ubiquitinacién. Con E7

E6 inmoviliza los queratinocitos primarios.

Se une a la proteina retinoblastoma (pRB), desregula el punto de control
E7 . . . . n

G1/S. Copera con E6 para inmortalizar las células primarias.
E1 Helicasa, ATPasa, proteina de unién a ATP esencial para la replicacién del

DNA viral.
Factor de transcripcion viral.

E2  SeuneakE1 para facilitar la iniciacion de la replicacién viral importante en la
encapsidacion del genoma.

gs  Débil actividad transformante, sobre regula los receptores de factores de
crecimiento.

E4  Interactua con proteinas del citoesqueleto, permite el ensamble viral.

L1 Principal proteina de la capside.

L2 Menor proteina de la capside.
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g. Infecciéon del VPH

El VPH entra a las células basales a través de micro abrasiones en el
epitelio cervical. Los virus infectan a los queratinocitos de las capas basales del
epitelio escamoso estratificado. Sin embargo, la expresion y replicacion génica
viral es regulada exclusivamente durante la diferenciacion de los queratinocitos
(Woodman et al., 2007). El mas alto nivel de expresion y ensamblaje de las
proteinas virales ocurre Unicamente en las capas mas superiores del estrato
espinoso y granuloso del epitelio escamoso (Doorbar, 2005). El VPH infecta un
grupo de células basales con un bajo numero de copias, después de algun
tiempo la replicacion del DNA parece ser independiente al ciclo celular el cual
amplifica aproximadamente de 50 a 100 copias/célula. En su forma episomal o
de plasmido el mantenimiento de la expresion génica es minima y en particular
la expresion de los oncogenes E6 y E7 es apenas detectable. Cuando los
queratinocitos infectados entran al compartimento de diferenciacion al ciclo
celular hay una masiva sobre-regulacion de la expresién génica viral, hay una
integracion del genoma de VPH dentro de los cromosomas del hospedero, con
una pérdida asociada o disrupcién de E2 y subsecuente sobre-regulacion de la
expresion de los oncogenes E6 y E7, al menos 1000 copias/célula (Figura 11)
(Middleton et al., 2003).

En particular, E6 y E7 son dos oncoproteinas virales que inactivan,
respectivamente a p53 y pRb, proteinas supresoras de tumores (Munger et
al.,2002). Existen aproximadamente 24 proteinas celulares ya identificadas que
pueden interactuar con las oncoproteinas virales, modificando su funcién y

contribuyendo al desarrollo neoplasico (Pim et al., 2010).

Cervical intraepithelial neoplasia
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Figura 11. Progresién a cancer cervical mediada por VPH. Esquema de la expresion
espacial y temporal de las diferentes proteinas del VPH la cual comienza en la capa
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de células basales del epitelio para su posterior migracion a las capas superficiales del
epitelio. Tomado de Woodman, 2007.

h. Caracterizacion de alteraciones moleculares en CaCU: desarrollo
de biomarcadores

Aunque la gran mayoria (99.7%) de los carcinomas escamosos del
cuello uterino, como se menciond anteriormente, estan asociados a infeccién
por VPH, éste no es el unico factor para explicar la etiologia del cancer de
cuello uterino, por lo cual, la deteccion vy tipificacion de VPH, no seria suficiente
para determinar si una lesién precursora avanza hasta carcinoma invasor o
tiene regresion. Por ello es necesario caracterizar las alteraciones moleculares
que se presentan en la progresién del CaCU, de esta manera es posible
identificar potenciales marcadores moleculares para determinar el riesgo de
progresion de las lesiones precursoras y/o marcadores de pronésticos y
predictivos en CaCU. Actualmente, el unico marcador (en cuanto a expresion)
en CaCU aprobado en U.S.A. por la Administracién de Drogas y Alimentos
(FDP, por sus siglas en inglés) es p16. El inhibidor de cinasas dependiente de
ciclinas p16INK4a (CDKN2A) participa en el ciclo celular, éste se ha definido
como marcador tumoral en el desarrollo del CaCU y se encuentra sobre-
expresado en lineas celulares infectadas con VPH, determinandose mas util
que la presencia del VPHar en el diagndstico citolégico (Rocha et al., 2007).

En la actualidad, gracias a los avances y el desarrollo de nuevas
tecnologias como los microarreglos de expresion, se ha logrado describir un
gran numero de genes que son alterados en la progresion de diversas
neoplasias, como el CaCU (Zhai et al., 2007; Pérez et al., 2007; Vazquez et al.,
2007; Scotto et al., 2008; Rajkumar et al., 2009; Pereira et al., 2010; Imadome
et al., 2010), por lo cual actualmente, se tiene un gran numero de potenciales
biomarcadores en esta enfermedad, aunque es necesario validarlos y
demostrar su papel funcional en el desarrollo neoplasico. Dentro de estos
estudios cabe destacar la participacion de diversos factores de transcripcion,
los cuales tienen un papel preponderante en el desarrollo neoplasico, como ya
se ha demostrado por la inactivaciéon de genes supresores de tumores como
TP53y/o por la activacion de oncogenes como c-myc. Otros factores de

transcripcion que no son catalogados como oncogenes o0 genes supresores de
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tumor son también relevantes en el desarrollo neoplasico, tal es el caso de la

familia de factores de transcripcion HOX.

i. Genes HOX

Los genes HOX son una familia de factores de transcripcion
involucrados en procesos de proliferacién y diferenciacion durante el desarrollo
embrionario (Krumlauf, 1994). Estos factores de transcripcion contienen una
region de 61 aminoacidos formando 3 a-hélice (homeodominio), altamente
conservada en diversas especies, las cuales se unen a secuencias especificas
del DNA en varios genes blanco, regulando su expresion (Gehring et al., 1994).
Al menos 39 genes HOX han sido descubiertos en humanos, los cuales estan
organizados en 4 grupos homoélogos (A-D), y localizados en las regiones
7p15.3, 17921.3, 12913.3 y 2931 respectivamente en el genoma (Apiouet al.,
1996). Cada grupo contiene de 9 a 11 genes (paralogos) de acuerdo a su
secuencia de nucledtidos, similitud y posicidén en el locus. La contraparte de los
genes HOX(ort6logos) en Drosophila es el complejo HOM-C el cual consiste de
los complejos Antennapedia (ANT-C) dentro del cual estan los subgrupos lab
(labial), pb (proboscipedia), Dfd (Deformed), Scr (Sex combs reduced) y Antp
(Antennapedia) y el complejo Bithorax (BX-C)con sus subgrupos Ubx
(Ultrabithorax), abd-A (abdominal-A) y Abd-B (Abdominal-B) (Figura 12).

Figura 12. Conservacion entre el cluster HOM-C y HOX. Los cuatro clusters de los
genes HOX encontrados en mamiferos son conservados en el complejo Hom-C en
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Drosophila en términos de secuencia de nucledtidos y expresion colinear. Durante el
desarrollo embrionario, los genes se expresan correlacionandose a su posicién
cromosdémica. Los genes 3’ son expresados mas tempranamente y anteriormente que
los 5’. Tomado de Daftary et al., 2008.

Durante el desarrollo embrionario, cada gen HOX es expresado bajo las
reglas de colinearidad espaciotemporal de acuerdo a su posicion dentro de
cada grupo; es decir, los genes localizados en el extremo 3’ son expresados
tempranamente en la region anterior del eje rostro-caudal en el cuerpo del
embridn, mientras que los genes localizados en el extremo 5’ son expresados
mas tarde en la region caudal del embrion y la region distal de las
extremidades (Krumlauf, 1994; McGinnis et al., 1992). Los genes del extremo
5 (paralogos 9-13) homdlogos al tipo Abdominal-B (Abd-B) en Drosophila
melanogaster (Zeltser et al., 1991)estan involucrados en la diferenciacion de
estructuras genitourinarias en la regién lumbosacra (Krumlauf, 1994; McGinnis
et al., 1992) y parece que juegan un papel importante en el mantenimiento y
funcionamiento de algunas estructuras genitales adultas (Figura 14).La
expresion de los genes HOX Abd-B como el Hoxd10, Hoxd11, Hoxd12, Hoxd13
(Dollé et al., 1991) y Hoxa9, Hoxa10, Hoxa11, Hoxa13 (Taylor et al., 1997) han
sido reportadas en estructuras genitales de embriones de ratdn, persistiendo la
expresion de los genes Hoxa9, Hoxa10, Hoxa11, Hoxa13 en tejidos adultos
(Taylor et al., 1997; Ma et al., 1998).

La expresion de los genes HOXA11 y HOXA13 ha sido reportada en
cérvix humano sugiriendo que la persistente expresion de estos genes en
adultos puede jugar un importante papel en la plasticidad del tejido cervical
durante el ciclo menstrual (Taylor et al., 1997). También se ha sugerido que
HOXAT10 (Taylor et al., 1998; Cermik et al., 2001) y HOXA11 (Taylor et al.,
1999) juegan un importante papel en el desarrollo del endometrio y miometrio

bajo la regulaciéon de hormonas sexuales esteroides (Figura 13).

HOX Code of the Developing Mullerian System Alteration of the HOX Code by DES
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Figura 13. Expresion espacial de los genes homedticos homologos HOXA9, HOXAT10,
HOXA11 y HOXA13. Desarrollo de los ductos paramesonéfricos humanos, donde
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observamos las caracteristicas de colinearidad de los genes del extremo 3
expresados anteriormente en el desarrollo de los oviductos mientras que los genes
ortdlogos del extremo 5° expresados posteriormente en el desarrollo vaginal (Daftary et
al., 2006).

Dicha expresiéon se sabe es controlada mediante los diferentes
mecanismos de regulacion entre otros factores enddgenos hormonales, asi

como factores de regulacion epigenética (Soshnikova et al., 2009)

j- Regulaciéon de los genes HOX: Estrogenos, ncRNA, policomb y
tritorax.

Actualmente, se sabe que la expresiéon de los genes HOX durante el
desarrollo es altamente regulada de manera espaciotemporal en parte
mediante modificaciones quimicas de histonas con capacidad de remodelacion
de la cromatina. Particularmente los productos de los genes del complejo
policomb (PcG) y del complejo tritorax (TrxG) mantienen la apropiada expresion
de los genes HOX durante subsecuentes estadios del desarrollo (Schwartz et
al., 2007).

Mientras las proteinas PcG mantienen a los genes HOX reprimidos
(Simon et al.,, 1992), los productos de los genes TrxG son requeridos para
contrarrestar el silenciamiento mediante PcG y mantener a los genes HOX
activos, si fuera necesario (Klymenko et al., 2004).

Otro mecanismo que regula la expresion de los genes HOX es mediante
la expresion de pequefios RNA no codificantes (ncRNA) entre ellos los micro
RNAs (miRNAs), los cuales se unen a secuencias complementarias en la
region no traducida (3° UTR) de los RNAm blancosinhibiendo la expresion
mediante el bloqueo de la traduccion de la proteina o induciendo la
degradacion del RNAm, de esta manera actuan como reguladores post-
transcripcionales, modulando procesos fisioldégicos y patolégicos. Dentro del
locus HOX se ha identificado la presencia de los miRNA, miR-196-1,2 y miR-
10, los cuales regulan la expresiéon algunos genes HOX (Chopra et al,
2006).En la actualidad se sabe que el miRNA-196 regula la expresion de
HOXA?7 y los paralogosHOXB8, HOXC8, HOXDS8 (Yekta et al., 2004) y HOXB7
(Braig et al., 2010), mientras que el miR10 regula la expresiéon de HOXAT,
HOXA3y HOXD10 (Ma et al., 2007; Garzon et al., 2006; Han et al., 2007)
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Estudios recientes han dado evidencia de otros ncRNAs dentro del
grupoHOX. Muchas de estas unidades de transcripcion son antisentido a los
genes HOXy contienen secuencias complementarias a los transcritos de HOX.
Algunos de los transcritos primarios son policistronicos (Mainguy et al., 2007,
Sessa et al., 2006).

Asi mismos la regulacién de los genes HOX también es mediante lo
estrogenos. Estos son necesarios para el desarrollo embrionario del tracto
reproductivo femenino. La sefalizacion de los estrogenos en los genes HOXes
dependiente del ligando. Por ejemplo dietilstilbestrol (estrégeno no esteroide
sintético) causa perturbacion de la expresion de los genes HOX, resultando en
anormalidades en el desarrollo tracto reproductivo (Daftary, 2006). Los
estrogenos ejercen sus efectos por la union a los receptores de estrégenos
(ER), los cuales actuan como factores de transcripcion. De esta manera se
sugiere que la expresion de los genes HOX es regulada por la combinacién de

ER, coactivadores y estrogenos (Block et al., 2000).

k. Genes HOXy el desarrollo del Cancer

En general, los genes HOX, estdn involucrados en procesos de
proliferacién, diferenciaciéon y apoptosis durante el desarrollo, asi como en
algunos tejidos adultos, controlando la identidad celular, por lo cual pueden
actuar como genes maestros (Daumas et al., 2003; Gaurang et al., 2006).
Dichos procesos estan relacionados con la carcinogénesis, por lo cual se
sugiere que podrian tener un papel importante en el desarrollo del cancer
(Svingen et al., 2006; Zhai et al., 2007).

Se han descrito la participacion de los genes HOX en diversos tipos de
cancer (De Grier, 2005; Abate-Shenet al., 2002), tales como leucemias
(Starkova et al., 2010), ovario (Hong et al., 2010; Morgan et al., 2010), colon,
higado (Kanaiet al., 2010) prostata (Miller et al., 2003), pulmén (Plowright et al.,
2009), dlioblastomas (Okamoto et al, 2007). Algunas de las alteraciones
descritas en los genes HOX en cancer van desde sobre-expresion, disminucién
de la expresion y metilacion de sus secuencias promotoras (Tabla 3).

La expresiéon de algunos miembros de esta familia esta asociada con un
mal prondstico en algunos tipos de cancer o como candidatos terapéuticos
para erradicar el tumor, tal es el caso de la expresion deHOXB13, cuya

expresion se encuentra relacionada a mal prondstico en cancer de préstata
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(Schulz y Hatina, 2006). También se ha asociado con la proliferacion e invasion

en lineas celulares de cancer de ovario (Miao et al.,, 2007) y es un fuerte

candidato comofactor de mal prondstico en el cancer de mama (Xiao-Jun et al.,

2006).Pacientes con cancer de mama con sobre-expresion de HOXB13

presentan baja respuesta al tratamiento con tamoxifeno, lo cual indica que la

proteina HOXB13 puede ser usado como marcador predictivo para respuesta

al tratamiento (Jerevall et al., 2010). Por otro lado, la expresion de HOXC9 en

glioblastomas se asocia al fenotipo de célula iniciadora o troncal de cancer, lo

cual podria ser usado como blanco terapéutico para erradicar el tumor

(Okamoto et al., 2007).
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. Genes HOX en CaCU

A la fecha solo ocho reportes han descrito alteraciones en la expresion
de los genes HOX tanto en lineas celulares derivadas de cancer cervical como
en tejidos de CaCuU.

Shim y cols. (1998) mediante arreglos de expresion de cDNA detectaron
varios genes expresados solo en muestras con CaCU. EI RNAm de dos genes
HOX se encontraron expresados en CaCU. El RNAm de HOXA1 se detectd
sobre-expresado en muestras con cancer, mientras que HOXA7 se encontrd
sub-expresado en las mismas.

Alami y cols. (1999) determinaron que en la linea celular SiHa derivada
de CaCU, el mensajero de HOXA5 y HOXA8por RT-PCR se encuentran
silenciados, por lo que podrian estar involucrados en el proceso de desarrollo
de esta neoplasia.

Li y cols. (2002) mediante librerias de cDNA de la linea celular HelLa,
derivada de un adenocarcinoma, detecto al transcrito HOXD9.

Hung y cols. (2003) encontraron que el RNAm deHOXA1, B2, B4, C5,
C10 yD13unicamente en lineas celulares de CaCU y no en tejidos cervicales
normales; HOXA9, A11, A13, B5, C4, D3 yD9en ambos grupos y el RNAm de
HOXA2, A3, A5, A6, A7, B1, C6, C8, C9, C12, C13, D1 yD12 estuvo ausente
en ambos grupos. Por otro lado, mutaciones somaticas en los genes HOX han
sido reportadas en cancer. En este estudio se encontré mutaciones en los
exones 1 y 2 de los genes HOXA10 y HOXA13, estas regiones estan
asociadas a la activacion transcripcional mediante la unién al DNA. Asi mismo,
sus resultados mostraron una insercion de una base y/o sustitucion en el intrén
1 de HOXA13 en 4 de las 11 lineas celulares derivadas de cancer

Lépez y cols. (2006) Determinaron por PCR en punto final la expresion
de los genes HOXB13, C9, C11, C12, C13, D9, y D10a nivel de RNAm en
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tejidos con cancer comparados con tejidos de cérvix normales en donde no se
detectd el mensajero. Asi mismo en ese mismo afio, ese mismo grupo de
trabajo encontr6 a los genes HOXB2, HOXB4 y HOXB13, otros miembros de
esta misma familia, expresados a nivel de RNAm y sugiriendo su posible papel
en el desarrollo de esta neoplasia (Figura 14).

Zhai y cols. (2007) realizaron la deteccion de 171 genes sobre-
expresados en CaCU, dentro de los cuales se encontr6 a HOXC10. Se
determind la presencia de RNAm vy proteina por PCR tiempo real e
inmunohistoquimica, respectivamente. Asi mismo, en ensayos funcionales se
demostré que la expresion de esta proteina participa en la invasion.

Cantile y cols. (2009) determinaron mediante microarreglos de tejidos e
inmunohistoquimica, la expresién de HOXD13 en 4000 tejidos de 79 tipos de
tumores entre los que se encontraban cancer mama, prostata, melanoma,
astrocitomas y CaCU; asi como sus correspondientes tejidos sin alteraciones
neoplasicas. Los resultados obtenidos especificamente en cérvix, mostraron
expresion de la proteina en tejidos con cancer en contraste con tejidos
normales.

De esta forma se ha postulado la expresion diferencial entre tejidos
normales y con cancer como un evento importante en la transformacion y
desarrollo del CaCU (Tabla 4).

HOX Expresion Técnica Referencia
cDNA de Sobre- . .
tumores ﬁ; expresion M'C;?(z;fggons EE Shl;nggeé al,
primarios Sub-expresiéon
Tejido con
CaCUy lineas :
celulares de %58 efpig;?én RT-PCR Ala;rgg%t 2e
carcinomay :
normales.
Linea celular D9 Sobre- Libreria de cDNA Li. et al.,
HelLa expresion RT-PCR 2002.
Lineas A1, B2,
celulares de B4, C5, Sobre- RT-PCR Hung et al.,
carcinomay C10, expresion 2003.
adenocarcinoma D13
B13,
Tejidos con DD190 Sobre- RT-PCR, Hibridacion  Loépez et al.,
CaCU c9 ’ expresion in situ 2006a
C11,
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Ci12,

C13
Tejidos con B2, B4, Sobre- RT-PCR, Hibridacion Loépez et al.,
CaCU B13 expresion in situ 2006b
Tejidos con oo Asociadoa Inmunﬂi‘gg%mca Zhai et al,
LIEAG y CaCU invasion. qu 2007
Ensayos funcional
Tejido con Sobre- . Cantile et
cancer D13 expresion IHQ y MAT de tejidos al., 2009

Sin embargo, el patrén de expresion in situ de los genes HOX en
tumores primarios permanece poco conocido (Lopez et al., 2006a). Inclusive en
el caso de la expresion diferencial del HOXC12 el unico reporte que hay es el
de Lépez y cols. (2006) en CaCU, por lo que el conocimiento de éste es muy
escaso. Con la finalidad de describir el patron de expresion de los genes HOX
en lesiones precursoras y en CaCU, asi como de determinar su papel como
marcadores de progresion de las lesiones precursoras y/o marcadores de
prondsticos y predictivos en CaCU, asi como validar su probable implicacion en
el cancer cervical; se evalud la expresion de las proteinas de tres miembros de
la familia Abd-B, HOXC9, HOXD9 y HOXC12 en tejidos libres de lesion

(normal), lesiones precursoras y con carcinoma cervicouterino.
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Figura 14. Expresion de los genes HOX del grupo Abd-B en tejidos normales y con
carcinoma invasivo. Tomado de Lépez et al., 2006a.
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2.  JUSTIFICACION

Actualmente, el CaCU es un importante problema de salud. En México y
en el mundo es la segunda causa de muerte por cancer en mujeres. Aunque el
VPH es el principal factor etiolégico involucrado en el desarrollo de esta
neoplasia, son necesarios otros factores y alteraciones moleculares para el
desarrollo de cancer. Por este motivo es necesario identificar las alteraciones
moleculares que caracterizan a la transformacion neoplasica, dichas
alteraciones ademas puedan ser de utilidad diagnéstica y/o prondstico. Los
genes HOX codifican a factores de transcripcion involucrados en el desarrollo
embrionario, y se ha observado alteracion en su expresion en diferentes tipos
de cancer como: mama, pulmon, préstata, ovario, entre otros; sin embargo, la
expresion de estos factores de transcripcion en CaCU ha sido muy poco
estudiada. Estudios previos mostraron expresion diferencial del RNAm de
HOXC9, HOXC12y HOXD9 (RT-PCR en punto final) en CaCU vy tejido cervical
normal. Sin embargo, a la fecha no se ha estudiado la expresion y localizacion
de las proteinas codificadas por dichos genes en lesiones precursoras y CaCU,
por lo cual es necesario identificar dichas proteinas en las diferentes etapas de
ésta neoplasia. En este trabajo se propone identificar a las proteinas HOXCS9,
HOXD9 y HOXC12 en epitelio sin alteraciones neoplasicas, lesiones
precursoras y CaCU, asi como su posible relaciéon con VPH, lo cual permitira
conocer las alteraciones en la expresidon de estos factores de transcripcion, asi

como su posible papel como biomarcadores en el desarrollo del CaCU.

3.  HIPOTESIS
La expresion de las proteinas HOXC9, HOXC12 y HOXD9 aumentara en
la progresion del CaCU.

4. OBJETIVOS
a. Objetivo General

Identificar la expresion de las proteinas HOXC9, HOXD9 y HOXC12 en
lesiones precursoras de cancer cervical y cancer cervicouterino y su posible

asociacion con el VPH.
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b. Objetivos particulares
v Identificar la expresion de las proteinas HOXC9, HOXC12 y HOXD9 en

epitelio cervical sin alteraciones neoplasicas, lesiones precursoras y

CaCuU.

v Identificar la presencia de VPH.

v Determinar si hay alguna asociacion entre la expresion de las proteinas
HOXC9, HOXD9 y HOXC12 y el VPH.

v Determinar la asociacion entre la expresion de las proteinas HOXC9,

HOXD9 y HOXC12 y el diagnéstico histopatologico.

5. MATERIALES Y METODOS

a. Tipo de estudio: Estudio retrospectivo, observacional de casos y
controles. Un estudio de casos y controles, es un estudio
observacional. Donde se define a un caso como: biopsias con
diagnodstico histopatologico de LIEBG, LIEAG y CaCU; y como control
tejidos del cérvix uterino libres de alteraciones neoplasicas o
histopatol6gicamente normales

b. Criterios de inclusion

o Como control: Biopsias incluidas en parafina con diagnéstico

histopatoldgico libre de alteraciones neoplasicas.

o Como casos: Biopsias incluidas en parafina de lesiones precursoras con

diagndstico histopatolégico LIEBG o NIC | y LIEAG o NIC 1I-NIC Il y carcinoma

cervicouterino tipo epidermoide.

o Que en ambos casos (casos y controles) el material biolégico ya haya

sido utilizado para el diagndstico histopatoldgico.

c. Criterios de exclusioén

o Que hayan recibido tratamiento previo a la toma de biopsia.
o Diagndstico histopatoldgico adenocarcinoma.

o Que la cantidad de material sea escaso.

d. Aspectos éticos

Este estudio es de tipo retrospectivo a partir de muestras de archivos de
patologia y se desarrollé bajo las recomendaciones de diversas organizaciones
internacionales (Human Genome Organization (HUGO), UNESCO -
International Bioethics Committee, Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
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Council of Europe), las cuales aprueban el uso de material de archivos de
patologia bajo los siguientes criterios sin necesidad de consentimiento
informado:

¢ Que el material usado no comprometa el diagndstico.

¢ Que se mantenga la identidad de las pacientes en confidencialidad.
Este protocolo esta aprobado por el Comité Local de Investigacion en Salud
con No. de Registro R-2008-3602-3.

e. Colecta de muestras

Se colectaron 514 biopsias de tejido cervical embebidas en parafina de
los archivos de patologia, de las cuales 97 fueron muestras sin alteraciones
neoplasica, 81 muestras de LIEBG, 211 muestras con LIEAG y 125 muestras
con CaCuU.

Se realizaron cortes histolégicos a 4 ym en un micrétomo marca Leica
modelo RM 2125, éstos se desparafinaron a 60° C por 20 minutos, después se
colocaron en xilol por 10 minutos. Posteriormente se hidrataron con una serie
de alcoholes graduales (etanol absoluto, etanol al 96%, etanol al 70% y agua
destilada), por 2 minutos cada uno. Los tejidos se tifieron con Hematoxilina-
Eosina (HE) para identificar la region de interés. Los tejidos se introdujeron en
hematoxilina de Harris por 1 minuto y después se lavaron con agua corriente
hasta virar, se contrastaron con Eosina por 1 minuto, se enjuagaron en agua
corriente y posteriormente se deshidrataron con alcoholes graduales (agua
destilada, etanol al 70%, etanol al 96%, etanol absoluto), cada uno por 2
minutos y xilol. Finalmente se realiz6 el montaje con resina sintética y
cubreobjetos. El diagndstico histopatologico fue corroborado y la seleccion de

las zonas de representativas fue seleccionada por un patdélogo.

f. Construccion de microarreglos de tejidos (MAT)

Después de identificar la region de interés, se realizod la construccion de
los microarreglos de tejidos con el equipo marca CHEMICON ATA-100. Para
ello se obtuvieron cilindros de 1 mm de diametro, los cuales fueron
representativos de la lesién de interés (bloque donador). El cilindro fue
colocado en un cubo de parafina blanco (bloque receptor) el cual poseia una
matriz de perforaciones previamente disefiada. Una vez que se insertaron

todos los cilindros de tejidos en el microarreglo, se sellaron cubriendo con una
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capa de parafina la superficie del bloque sobre los cilindros. Posteriormente, se
realizaron cortes histolégicos a 4 ym con el micrétomo y se colocaron sobre

laminillas electrocargadas para realizar la inmunohistoquimica.

g. Deteccion de las proteinas HOXC9, HOXD9 y HOXC12 por
inmunohistoquimica.

Para llevar a cabo la técnica de inmunohistoquimica, se realizé la
estandarizacién de la concentracion de los anticuerpos monoclonales HOXC9
clona HOXCAGEG6 (1:100), HOXD9 clona H-2 (1:100) y HOXC12 clona LX-O
(1:100) de Santa Cruz Biotechnology en tejidos de cérvix.

Los cortes obtenidos de los microarreglos fueron desparafinados e
hidratados como anteriormente se describié. Los cortes ya hidratados se
colocaron en amortiguador de fosfatos salino (PBS) pH 7.2, posteriormente se
realizé la recuperacion antigénica con Trilogy 1X (CellMark) en una olla de
presién (aprox. 100° C) por 15 minutos. Los cortes se lavaron con amortiguador
PBS, se incubaron a 37° C durante 1 hora con el anticuerpo primario. El
sistema de deteccion utilizado fue de peroxidasa de rabano acoplada a un
anticuerpo secundario el cual fue revelado con diaminobenzidina (DAB). Los
tejidos fueron contrastados con Hematoxilina, y deshidratados con alcoholes
graduales (agua destilada, Etanol al 70%, 96%, Etanol Absoluto), cada uno por
dos minutos, aclarados en xilol y montados con resina sintética.

Posteriormente se hizo el analisis de la reaccidn, valorada como positiva
0 negativa. Dados los resultados, posteriormente se realizé6 un método
semicuantitativo para evaluar la expresion de las proteinas, reportado
previamente por Saegusa (1999) que consiste en asignar valores por
porcentaje (%) de células positivas y por intensidad de reaccion:

Para el % de células positivas
0= Tincidén totalmente negativa
1= Tincion esporadica menor de 10% de células.
2= Tincion heterogénea menor de 30% de células
3= Tincion en mas del 30% y menor del 70% de células.
4= Tincion positiva en mas del 70% de células.
Para la intensidad
0= Negativa
1= Leve
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2= Moderada

3= Intensa
El valor final se asignd, multiplicando los valores de ambos parametros
tomando en cuenta la reaccién obtenida en los epitelios, donde el valor maximo
es 12. La evaluaciéon se hizo comparando los resultados de dos observadores.
Para determinar las diferencias entre los grupos se realizé un analisis de
ANOVA.

f. Extraccion de DNA

Se utilizé el estuche comercial Wizard de Promega. Se realizaron cortes
histolégicos de 10 um, los cuéles se colocaron en tubos eppendorf de 1.5 ml
para la extraccion de DNA. Se desparafinaron e hidrataron como se describi6
previamente. Se agregd 300 ul de Buffer de lisis nuclear y 20 ul de proteinasa
K para desnaturalizar las proteinas, se incubaron a 55° C durante toda la
noche. Se agregaron 3 pl de RNAsa por 15 minutos. Posteriormente se
adicionaron 200 pl de solucion de precipitacion de proteinas y se centrifugé a
10000 gravedades por 15 minutos. El sobrenadante se recuperé y se
agregaron 600 pl de isopropanol para la precipitacion del DNA, para después
centrifugar a 16000 gravedades por 5 min. Se descarté el sobrenadante, se
lavo el botdon de DNA con etanol al 70% y centrifugd a 16000 gravedades por 2
min. (2 repeticiones) y se dejaron secar. Una vez seco el DNA se hidraté con
50 pl de agua libre de DNAsas.

g. Cuantificacion y verificacion de DNA

La integridad del DNA obtenido de cada una de las muestras fue
verificada en un gel de agarosa al 1%. Se cuantific6 el DNA en el equipo
Nanodrop (Spectrophotometer ND 1000) a una absorbancia de 260/280. Las

muestras con DNA mayor a 30 ng/uL fueron incluidas para el analisis de VPH.

h. Detecciéon de VPH

Para la deteccion genérica del VPH, se realizé6 PCR con los iniciadores
GP5+ (S) 5 TTTGTTACTGTGGTAGATACTA 3 y GP6+ (A) 5
GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC 3, los cuales amplifican una region del
gen L1 de 150 pb. Las concentraciones finales utilizadas fueron Amortiguador
de Taq pol 1X, dNTPs 0.2 mM, MgCl,1.5 mM, iniciadores 25 pmol, Taq
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polimerasa 1U y 150 ng de DNA. Las condiciones de amplificacion fueron 1
ciclo a 94°C durante 4 minutos (desnaturalizacion), 40 ciclos a 94°C por 40
segundos, 40°C por 1 minuto y 72°C por 40 segundos (alineacién) y 1 ciclo a
72 °C por 4 minutos (extension final). Los productos de la PCR se analizaron
por electroforesis en gel agarosa al 1.5%, tefido con bromuro de etidio y
visualizado con transiluminacién por UV. Como control positivo se utilizd DNA
de la linea celular inmortalizada Hela, en cuyo genoma hay sitios de
integracion de secuencias del VPH-18 y como control negativo la mezcla de la
PCR solamente.

En las muestras positivas para VPH, se realizo tipificacion viral por PCR
convencional de la region de 126 pb del gen E6 del tipo viral 16, ya que segun
lo reportado en la literatura este tipo de VPH es el de mayor frecuencia en
CaCU vy sus lesiones precursoras (Zehbe y Wilander, 1997; Nakagawa et al.,
2002). VPH16 iniciadores: (S) 5 ATCATCAAGAACACGTAGAG 3 vy (A) 5
GATCAGTTGTCTCTGGTTGCAAAT 3'. Las concentraciones finales utilizadas
fueron Amortiguador de Taq pol 1X, dNTPs 0.2 mM, MgCl; 1.5 mM, Iniciadores
25 pmol, Taq polimerasa 1U y 150 ng de DNA. Las condiciones de
amplificacion fueron 1 ciclo a 95°C durante 3 minutos (desnaturalizacién), 39
ciclos a 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos
(alineacién) y 1 ciclo a 72 °C por 5 minutos (extension final). Los productos de
la PCR fueron analizados por electroforesis en gel agarosa al 1.5 %, tefiido con
bromuro de etidio y visualizado con transiluminador UV. Como control positivo
se utiliz6 DNA de la linea celular CaSki, en cuyo genoma hay sitios de
integracion de secuencias del VPH-16 y como control negativo la mezcla de la
PCR.

Se realizé una PCR por tercera ocasion para determinar si el DNA de los
casos VPH negativos era amplificable o no. Los iniciadores usados fueron de
DNA mitocondrial de la region D-Loopmt3F3 (5'-
CGTACATTACTGCCAGCCACCAT -3') y mt3R3 (5'-
GGTGGCTTTGGAGTTGCAGTTG-3'). Las concentraciones finales utilizadas
fueron Amortiguador de Taq pol 0.2X, dNTPs 0.2 mM, MgCl, 0.5 mM,
Iniciadores 0.25 pmol, Taq polimerasa 0.1 U y 150 ng de DNA. Como control
positivo se usé DNA de CaSki (VPH-16) y como control negativo la mezcla de
PCR solamente. Las condiciones de amplificaciéon fueron 1 ciclo a 94°C
durante 4 minutos (desnaturalizacion), 33 ciclos a 94°C por 35 segundos, 63°C
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por 21 segundos y 72°C por 1 min (alineacion) y 1 ciclo a 72 °C por 4 minutos
(extension final). Los productos amplificados (166pb) fueron analizados en un
gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio y visualizado por UV en
un transiluminador. Las muestras que resultaron negativas fueron excluidas del

estudio por la mala calidad del DNA.

i. Analisis de datos
Se determind la presencia y/o ausencia de las proteinas en las muestras
de las diferentes lesiones precursoras del cérvix y se realizd un analisis
estadistico de X2 (Ji cuadrada) para determinar diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos estudiados con ayuda del paquete estadistico
SPSS v15.0.
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RESULTADOS

a. Recoleccion de muestras

Se realizé la busqueda y recoleccion de las muestras de tejidos de
cérvix uterino incluidos en parafina, en los archivos de patologia del Hospital de
Gineco-Obstetricia No. 4 “Luis Castelazo Ayala”, IMSS.

Un total de 514 muestras fueron colectadas, de acuerdo con el
diagnéstico histopatologico 97 (19%) son epitelios sin neoplasia, 81 (16%)
epitelios con LIEBG, 211 (41%) epitelios con LIEAG y 125 (24%) epitelios de
CaCU. También se colectaron tejidos incluidos en parafina de cancer de

mama, ovario, pulmoén y prdostata para utilizarse como tejidos control.

b. Cortes histolégicos

Se realizaron cortes histolégicos de 4 um de grosor de las muestras
colectadas por duplicado, para tincion con hematoxilina y eosina (H-E) y para
extraccion de DNA.

Los cortes histolégicos para la tinciéon de H-E fueron tefidos y fueron
analizados por un patoélogo identificando la region representativa de acuerdo al

diagndstico dela muestra de tejido o bloque.

c. Extraccion de DNA vy tipificacion de VPH

Se realizé la extraccion de DNA de todas las muestras colectadas. La
integridad del DNA fue verificada por electroforesis en geles de agarosa al
1.5% vy visualizados en un transiluminador. EI DNA obtenido de las muestras
incluidas en parafina aunque son de bajo peso molecular debido al método de
fijacion de los tejidos es de buena calidad (Figura 15). Se cuantificé el DNA con
ayuda del espectrofotometro NanoDrop 1000 a una absorbancia de 260/280 y

una pureza obtenida de 1.7-2.1 indicando que la mayoria de las muestras de

DNA son de buena calidad.
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Figura 15. Electroforesis de DNA de las muestras procesadas por el método de formol-
parafina. Se observan los pozos enumerados del 1-21 de algunas muestras escogidas




al azar que se analizaron, en el pozo M se observa el marcador de peso molecular.
Gel de agarosa al 1.5%.

Se excluyeron 191 muestras debido a baja concentracion de DNA menor
a 30 ng/uL. Para la amplificacion de DNA por PCR se eligieron 65 muestras de
tejido sin alteraciones neoplasicas, 37 muestras con LIEBG, 114 muestras con

LIEAG y 107 muestras con CaCU, los datos se pueden observar en la Tabla5.

Diagnéstico Muestras totales Muestras DNA>30ng/ul

Normal 97 65
LEIBG 81 37
LIEAG 211 114
CaCuU 125 107
TOTAL 514 323

LIEBG: Lesién escamosa intraepitelial de bajo grado.
LIEAG: Lesién escamosa intraepitelial de alto grado.
CaCU: Cancer cervicouterino.

La amplificacion del DNA con iniciadores Gp5+/Gp6+ se observan en la
figura (Figura 16), se obtuvo la banda esperada de 150 pb indicando presencia

de VPH en las muestras.
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Figura 16. Deteccion de VPH por iniciadores consenso GP5+/GP6+. Marcador de
peso molecular (200 pb). Control positivo DNA de la linea celular Hela (VPH-18).
Control negativo (Mezcla de PCR). Producto amplificado de 150 pb.

Posteriormente, se realizé una PCR para las muestras positivas a VPH
para determinar si las muestras positivas a VPH tenian el tipo 16 ya que segun
lo reportado en la literatura este es el mas comun en lesiones precursoras y
CaCU (Zehbe y Wilander, 1997; Nakagawa et al., 2002). En la figura (Figura
17) se observan los productos de 126 pb amplificados para E6 de HPV16, lo
cual nos indica que las muestras positivas estan infectadas con VPH16.
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Figura 17. Deteccién de HPV-16 por iniciadores de E6 del tipo viral 16. Marcador de
peso molecular (200 pb). Control positivo DNA de la linea celular CaSki (VPH-16).
Productos amplificados de 126.

Finalmente se realizé una PCR con iniciadores de DNA mitocondrial de
la region D-Loop a las muestras que resultaron negativas para VPH-16 y VPH,
para verificar que las muestras realmente son negativas o la calidad del DNA
no es buena (Figura 18). Las muestras que resultaron negativas en esta PCR

fueron excluidas del estudio.

Figura 18. Fragmentos amplificados (166 pb) de DNA mitocondrial de la region D-
Loop. Marcador de peso molecular (200 pb). Control positivo DNA de CaSki (VPH-
16).

En general, la presencia de VPH en tejidos sin alteraciones neoplasicas
se detectd en 25% (16/65), en LIEBG 65% (24/37), en LIEAG 70% (77/114) y
en CaCU 96% (103/107).

En tejidos sin alteraciones neoplasicas el 2% (1/65) son positivas a
VPH16 y el 23% (15/65) tienen otro tipo viral. En tejidos con LIEBG el 30%
(11/37) son positivas a VPH16 y el 35% (13/37) tienen otro tipo viral. En tejidos
con LIEAG el 31% (44/142) son positivas a VPH16 y el 39% (55/142). En
tejidos con CaCU el 58% (62/107) son VPH16 y 38% (41/107) son positivas

otro tipo viral (Grafica 1).
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Grafica 1. Presencia de VPH en tejidos sin alteraciones neoplasicas, LIEBG, LIEAG y
CaCu,

d. Construccion de microarreglos de tejidos (MAT)

Para la construccion de microarreglos de tejidos se seleccionaron 174
muestras: 28 sin alteraciones neoplasicas, 44 LIEBG, 9 LIEAG y 93CaCU
tomando en cuenta que la cantidad de tejido fuera suficiente. Se marcaron los
tejidos para la construccion de microarreglos de tejidos (Figura 19). Se disefid
una matriz con sistema de coordenadas para la facil deteccion de los tejidos,
también se afiadieron tejidos control de tejidos incluidos en parafina de cancer
de prostata, cancer de pulmén, cancer de mama y cancer de ovario (Figura

20). En total se realizé la construccion de 5 microarreglos de tejidos.

8 =

Figura 19. A) Construccion de los microarreglos de tejidos construidos donde se
observa la organizacion de los tejidos en los bloques los cuales son de
aproximadamente 1 mm de diametro y se encuentran colocados en hileras. B)
Microarreglador de tejidos ATA-100 de Chemicon con el cual se realizo6 la construcciéon
de los mismos.
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1

MICROARREGLO G4-2
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

BO6- |BO6- |B05- |B05- | B02- |BO2- 'BO2- ' BO2- |BO6- |BO6- |B06- | BOG6-
6825- | 6825- | 8382- |8382- |1748- |1748- | 1748- | 1748- 6825- | 6825- |6825- |6825-

29

29 7 7 1 1 1 1 36 36 36 36

B06- |BO6- |B06- |B06- |B05- | BO5- | BO5- | BO5- |B08- |B08- |B08- | BO6-
4801- | 6825- | 6825- |6825- |8382- |8382- | 8382- 8382- 6114- 6114- |6114- |6559-

21

10 10 10 1 1 1 1 2 2 2 1

B06- |BO6- |B06- |BO06- | BO6- |BO6- |BO6- |BO6- |(BO6- |BO1- |BO1- |BO1-

4801- 1 4801- |4801- |6559- | 6559- 6559- 2618- |2618- |2618- | 3102- 1 3102- |3102-
21 21 21 14 14 14 1 1 1 1 1 1
B06- | B06- B06- | BO6- B06- |B06- |B02- |BO2-
B08- B0O1- | BO1- B02-
2618- | 2618- 4768 6825- | 6825- 1229 | 1229 2018- | 2018- | 8680- | 8680- 5353
4 4 1 1 1 1 3 3
cT cT B0O1- |BO01- | BO1-
CcT cT B02- |B02- |BO02-
g:nOE I(1:‘|aBOes Mama  Mama 2065- 2065- 2065- 4112 4112 4112
B06 BO7- | BO7- B02- ' B02- |B02- |B02- |B05- |BO05- | BO5-
6559- 7756 | 7756 1748- |1748- | 1748- | 1748- 1 8680- K 8680- | 8680-
3 8 8 8 8 1 1 1
B06 B06- | B06- | BO06- B01- | BO1-
B01- |BO1- B06- |BO08-
6559- 1135 | 1135 2018- 1 2018- | 6825- 682-3 | 6341 5065- | 5065-
3 2 2 3 1 1
B08- | B08- | BO1- BO1-
CT CT CT CT BO8- B08-
Mama Pulmén Ovario mama 6114- 16114~ | 3102- 10422 | 10422 5065-
1 1 26 1
CT CT CT

Mama Pulmén Cérvix

Figura 20. Matriz de un microarreglo de tejidos. Se indica el nombre del microarreglo
en la parte superior de la tabla, el numero de identificacién de la muestra de donde
proviene el tejido y los controles (color naranja) incluidos en el microarreglo con base
en un sistema de coordenadas.

e. Expresion de las proteinas HOXC9, HOXC12 y HOXD9.

Se realizaron cortes histolégicos de los microarreglos de tejidos a 4 ym,
se realizd la técnica de inmunohistoquimica a cada uno de éstos con
anticuerpos especificos para HOXC9 clona HOXCAG6E6 (Santa Cruz
Biotechnology Inc.), HOXC12 clona LX-O (Santa Cruz Biotechnology Inc.) y
HOXD9 clona H-2 (Santa Cruz Biotechnology Inc.). En todos los casos la
dilucion 6ptima fue 1:100.

Se tomdé como positiva (color café) la expresion de las proteinas HOX de
cada una de las pruebas de inmunohistoquimica cuando la expresion de éstas
se encontré en al menos 10% de las células epiteliales. El resultado de la
expresion de las proteinas HOXC9, HOXC12 y HOXD9 en tejido sin
alteraciones neoplasicas, LIEBG, LIEAG y en CaCU se describen a

continuacion.

13
BO6-
6825-
36
B06-
6559-

BO2-
1748-

BO2-
5353
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o EXRESION DE LA PROTEINA HOXC9
Como control de la expresion de la proteina HOXC9 se utilizé la linea
celular derivada de CaCU (HelLa) (Figura 21).

Figura 21. Expresion de la proteina HOXC9 en linea celular de cancer de cérvix
HelLa (VPH-18).

Se evaluo la expresion de HOXC9 en los diferentes grados de lesién. La
expresion de la proteina en muestras sin alteraciones neoplasicas se encuentra
en el 89% de las muestras, en LIEBG en el 85%, en LIEAG en el 100% y en

CaCuU en el 83% de las muestras analizadas (Grafica 2).

Expresion de HOXC9 en lesiones del
cérvix uterino
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Grafica 2. Expresion nuclear de la proteina HOXC9 en lesiones del cérvix uterino. Se
considero baja y alta expresion.
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Contrario a lo esperado en los tejidos sin alteraciones neoplasicas
identificamos expresion de la proteina HOXC9 principalmente en los nucleos
de las células basales, parabasales y algunas células del estroma, sin embargo
hubo casos en los que la expresion de la proteina fue negativa en el epitelio
(Figura 22). En general 89% de las muestras analizadas sin alteraciones

neoplasicas fueron positivas a la proteina HOXC9 y 11% fueron negativas.
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Figura 22. Expresmn nuclear de la proteina HOXC9 en tedeOS sin aIteramones
neoplasicas. A) Expresion positiva nuclear. B) Baja expresion. C) Expresion negativa
nuclear.

Por otro lado se determind la presencia de VPH en las muestras con
expresion positiva y negativa de la proteina HOXC9. El 32% de las muestras
positivas a HOXC9 también fueron positivas a VPH. El 57% de las muestras

negativas a HOXC9 fueron negativas a VPH (Tabla 6; Grafica 3).

n=28 VPH+  VPH-
HOXC9+ 5 9
HOXC9- 1 2
HOXC9 Baja Expresion 4 7
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Expresion nuclear de la proteina HOXC9
en tejidos sin alteracion neoplasicay VPH
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Grafica 3. Expresién nuclear de la proteina HOXC9 en muestras sin alteracion
neoplasica, asociadas a VPH. Los datos no resultaron estadisticamente significativos
p=0.584* (*Correccion de Yate’s).

En tejidos con LIEBG se identifico la expresién de la proteina HOXC9
principalmente en los nucleos de las células basales, parabasales, superficiales
y algunas células del estroma, sin embargo hubo casos en los que la expresion
de la proteina fue negativa en el epitelio (Figura 23). En general 85% de las
muestras analizadas fueron positivas a HOXC9 y 15% fueron negativas
(Gréfica 2).
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Figura 23. Expresion nuclear de la proteina HOXC9 en LIEBG. A) Expresion positiva
nuclear. B) Baja expresion nuclear. C) Expresion negativa nuclear.

En LIEBG el 73% de las muestras que son positivas nucleares a la
proteina HOXC9 ademas de positivas a VPH. Mientras que el 12% de las
muestras positivas a HOXC9 son negativas a VPH (Tabla 7) (Gréfica 4).
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n=41 VPH+  VPH-
HOXC9+ 23 3
HOXC9- 5 1
HOXC9 Baja Expresion 7 2

Expresion nuclear de la proteina
HOXC9 en LIEBGy VPH
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Grafica 4. Expresion nuclear de la proteina HOXC9 en LIEBG y VPH. Los datos no
fueron estadisticamente significativos p=0.249* (*Correccion de Yate’s).

En tejidos con LIEAG se identifico la expresion de la proteina HOXC9 en
casi todos los nucleos de las células epiteliales y algunas células del estroma,
sin embargo hubo casos en los que la expresién de la proteina fue negativa en
el epitelio (Figura 24). En general 100% de las muestras analizadas fueron
positivas a HOXCO9.
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Figura 24. Expresio

En LIEAG el 89% mostré infeccion por VPH mientras que 11% de las

muestras fueron negativas a VPH (Tabla 8) (Grafica 5).
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n=9 VPH+  VPH-
HOXC9+ 8 1
HOXC9- 0 0
HOXC9 Baja Expresién 0 0

Expresion nuclear de la proteina HOXC9
en LIEAG y VPH
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Grafica 5. Expresion nuclear de la proteina HOXC9 en LIEAG y VPH. Los datos fueron
estadisticamente significativos (p<0.05).

Finalmente del 83% de las muestras positivas a la proteina HOXC9, el
60% mostré alta expresion (figura 25A) en todas las células neoplasicas en los
tejidos de CaCU, mientras que en el 23% de los casos hubo baja expresion

(Figura 25B) y 17% fue negativa (Figura 25C).

Figura 25. Expresion nuclear de la proteina HOXC9 en CaCU. A) Expresion positiva
nuclear. B) Baja expresion nuclear. C) Expresion negativa nuclear.

El 100% de las muestras de CaCU analizadas para inmunohistoquimica,

fueron positivas a VPH, de las cuales el 84% mostré expresion nuclear de la
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proteina, el 16% fueron negativas a la expresién nuclear de la proteina (Tabla
9) (Gréfica 6).

n=91 VPH+  VPH-
HOXC9+ 54 0
HOXC9- 15 0
HOXC9 Baja Expresién 22 0

Expresion nuclear de la proteina HOXC9
en CaCU y VPH

100 - 84
, 80 -
B v
=
B w0 / 16 m HOXCO-
= /
2
20 - o 0
>
0 T T
VPH+ VPH-

Grafica 6. Expresion nuclear de la proteina HOXC9 en CaCU y VPH. Los datos
fueron estadisticamente significativos (p<0.05).

Como se muestra en la figura 26, en todos los tejidos se tomd como
positiva la expresion de HOXC9, sin embargo la intensidad de la expresion y el
% de las células positivas en el epitelio cervical fue diferente entre cada
diagnostico.

Debido a las diferencias en cuanto a la intensidad y porcentaje de
células positivas en los tejidos analizados, se realiz6 un analisis
semicuantitativo para evaluar la expresion de las proteinas, reportado
previamente por Saegusa (1999) que consiste en asignar valores por
porcentaje (%) de células positivas e intensidad de reaccion. El valor maximo
de referencia es 12. Se realiz6 un andlisis estadistico de ANOVA de una sola

via.
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NORMAL LIEBG LIEAG CaCuU

Figura 26. Diferencia de intensidad y % de células positivas de la expresién positiva
nuclear de HOXC9 en tejidos sin alteracion neoplasica, LIEBG, LIEAG y CaCU.

A partir de este anadlisis, la expresion nuclear de la proteina HOXC9
aumento conforme avanza el grado de lesion (Grafica 7). El valor minimo de la
expresion de la proteina en tejidos sin alteraciones neoplasicas fue de 6,
mientras que el valor maximo de la proteina en LIEAG y CaCU fue de 10.

Los datos de la expresion semicuantitativa de esta proteina fueron
estadisticamente significativos (p< 0.05).
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Grafica 7. Expresion semicuantitativa de las proteinas HOXC9, HOXC12 y HOXD?9.

. EXRESION DE LA PROTEINA HOXC12

La expresion positiva nuclear (color café) de HOXC12 se evalud la

expresion de HOXC12 en los diferentes grados de lesion. La expresion de la

proteina en muestras sin alteraciones neoplasicas se encontré en el 79% de
éstas, en 45% de LIEBG, en 13% de LIEAG y en 49% de CaCU (Gréfica 8).
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Grafica 8. Expresion nuclear de la proteina HOXC12 en lesiones del cérvix uterino.

La expresion de la proteina HOXC12 en tejidos libre de alteraciones

neoplasicas, se observa principalmente en los nucleos de las células

parabasales y del estrato intermedio, incluyendo algunas células que forman

parte del estroma (Figura 27).
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Figura 27. Expresion de HOXC12 en tejido sin alteraciones neoplasicas. A) Expresion
positiva. B) Expresién negativa.

En tejido libre de neoplasia el 32% de las muestras mostraron expresion
nuclear de la proteina y fueron positivas a VPH. Mientras que 7% de las

muestras fueron negativas nucleares a HOXC12 pero positivas a VPH (Tabla

10) (Grafica 9).

n=28 VPH+ VPH-
HOXC12+ 9 13
HOXC12- 2 4

Expresion de HOXC12 en tejidos
sin alteracion neoplasica
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10 A

VPH+ VPH-

Gréfica 9. Expresion de la proteina HOXC12 en tejido sin alteracion neoplasica y VPH.
Los datos no fueron estadisticamente significativos p=0.89* (*Correccion de Yate’s).

En tejidos con lesiones de bajo grado se puede observar que la
expresion positiva de la proteina HOXC12 se encuentra en el primer tercio del
epitelio cervical. Sin embargo, en algunos casos la expresion de la proteina fue

negativa (figura 28).
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Figura 28. xresih e proteil HOXCZ en LIEBG.
nuclear. B) Expresion negativa
En tejido con LIEBG el 35% de las muestras con expresion nuclear de la

proteina fueron positivas a VPH. El 10% de las muestras fueron positivas

nucleares a HOXC12 pero negativas a VPH (Tabla 11) (Grafica 10).
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Grafica 10. Expresion de la proteina HOXC12 en LIEBG y VPH. Los datos no
fueron estadisticamente significativos p=0.22* (*Correccion de Yate’s).

En LIEAG, la expresion nuclear de la proteina HOXC12 se perdi6 y solo

el 12% fue positivo. (Figura 29).

mC12+
nC1z-
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Figura 29. Expresioén de la proteina HOXC12 en LIEAG. A) Expresioén positiva,

B) Expresién negativa nuclear.

En tejido con LIEAG solo 12% mostraron expresion nuclear de la
proteina y fueron positivas a VPH. El 88% de las muestras fueron negativas

nucleares a HOXC12 pero positivas a VPH (Tabla 12) (Grafica 11).
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Gréfica 11. Expresion de la proteina HOXC12 en LIEAG y VPH. Los datos
fueron significativamente estadisticos (p<0.05).

Finalmente los tejidos con cancer mostraron expresion de la proteina en
todos los nucleos de las células epiteliales, pero al igual que en las muestras

con lesiones de menor grado hubieron muestras negativas a la expresion de la

proteina HOXC12 (Figura 30).
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Figura 30. Expresion de la proteina HOXC12 en CaCU. ) Expresion positiva, B)
Expresion negativa.

En tejido con CaCU 48% mostraron expresién nuclear de la proteina y
fueron positivas a VPH. El 51% de las muestras fueron negativas nucleares a

HOXC12 pero positivas a VPH (Tabla 13) (Grafica 12).
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Gréfica 12. Expresion de HOXC12 en CaCU y VPH. Los datos son estadisticamente
significativos p<0.05.

El analisis semicuantitativo de la proteina HOXC12 mostré en lesiones
sin alteraciones neoplasicas un valor promedio de 5, mientras que CaCU es
apenas 2. En general, la expresion nuclear de la proteina HOXC12 muestra un
comportamiento contrario a la proteina HOXC9, la expresiéon nuclear se pierde
conforme avanza el grado de lesiéon (Grafica 7). Los datos de la expresién

semicuantitativa de esta proteina son estadisticamente significativos (p<0.05).
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. EXRESION DE LA PROTEINA HOXD9

La expresion nuclear de HOXD9 se detecté en 27% de muestras libre de
alteraciones neoplasicas, en 23% de LIEBG, 0% en LIEAG y en 19% de CaCU
(Grafica 13).También se detectd la proteina HOXD9 en citoplasma y/o
membrana en 80%, 61, 73% y 80% de los tejidos sin alteraciones neoplasicas,
LIEBG, LIEAG y CaCU, respectivamente.

Expresion de HOXD9 en lesiones
del cérvix uterino
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0 T T T

NORMAL LEIBG LEIAG CaCU

Grafica 13. Expresion de la proteina HOXD9 en lesiones del cérvix uterino.

En tejidos libre de alteraciones neoplasicas identificamos expresién de la
proteina HOXD9 en los nucleos de las células basales, parabasales y algunas
células del estroma, sin embargo hubo casos en los que la expresion de la
proteina fue negativa en el epitelio pero con algunas células del estroma que

mostraron expresion (Figura 31).

.‘ Y Y
Figura 31. Tejido libre de alteraciones neoplasicas. A) Expresion positiva en
células basales y parabasales y fuerte expresiéon en células del estroma B)
Expresion negativa de la proteina HOXD9.

En tejido libre de alteraciones neoplasicas solo 4% de las muestras que

mostraron expresidén nuclear de la proteina son positivas a VPH, mientras que
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el 18% de las muestras que no mostraron expresion de la proteina son
positivas a VPH (Tabla 14) (Grafica 14).
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Grafica 14. Expresion de la proteina HOXD9 en tejido sin alteracion neoplasica y VPH.
Los datos no fueron estadisticamente significativos p=0.87* (*Correccion de Yate’s).

En tejidos con LIEBG se puede observar que la expresion nuclear
positiva se perdié en la mayoria de los casos, sin embargo hubo algunos casos
en donde se observd expresion nuclear en células basales y parabasales del
epitelio cervical (Figura 32). El 20% de las muestras que mostraron expresion
nuclear de la proteina tienen infeccién por VPH, mientras que 71% de las
muestras negativas a la proteina, fueron positivas a VPH (Tabla 15) (Grafica
15).

5 < ) ars i (e it B i
Figura 32. Tejido con lesiones de bajo grado con expresion positiva y negativa
de la proteina HOXD?9.
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Grafica 15. Expresion de HOXD9 en LIEBG y VPH. Los datos no fueron
estadisticamente significativos p=0.78" (*Correccién de Yate’s).

En tejidos con LIEAG, la expresién de la proteina HOXD9 se observé en
las células epiteliales y en algunas células del estroma. Ninguna muestra

presentd localizacion nuclear de la proteina, ésta fue encontrada en citoplasma

o membrana nuclear (figura 33) (Tabla 16) (Grafica 16).

Figura 33. Expresion de la proteina HOXD9 en LIEAG. Expresion negativa nuclear. Se
observa reaccién positiva en membrana, sin embargo, negativa en nucleos.
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Expresion de HOXD9 en LIEAGy
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Grafica 16. Expresion de HOXD9 en LIEAG y VPH. Los datos fueron estadisticamente
significativos (p<0.05).

En tejido con CaCU el 78% de las muestras no mostraron expresion de
la proteina, sin embargo fueron positivas a VPH. El 20% de las muestras

fueron positivas a ambos, proteina e infecciéon por VPH (Tabla 17) (Figura 34)

(Gréfica 20).
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Figura 34. Expresion de la proteina HOXD9 en CaCU. A) Expresion positiva. B)
Expresion negativa. Linea punteada delimita a la izquierda el estroma y a la derecha
las células tumorales.
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Expresion de HOXD9 en CaCUy

/o
il

80 -
w
g 60 A
§ e m D9+
g4 T 20 DO-
< v
£ 20 A 0 2

-
0 T T
VPH+ VPH-

Grafica 17. Expresion de la proteina HOXD9 en CaCU y VPH. Los datos no fueron
estadisticamente significativos p=0.48* (*Correccion de Yate’s).

Mediante el andlisis semicuantitativo de expresion de la proteina HOXD9
se pudo observar el mismo comportamiento para la proteina HOXC12,
conforme avanza la lesidon hay una pérdida en la expresion nuclear de dichos
factores de transcripcion (Grafica 8). El valor promedio del andlisis
semicuantitativo en lesiones sin alteraciones neoplasicas fue 0.8, mientras que
en CaCU el valor fue de 0.2. Los datos de la expresion semicuantitativa de
esta proteina no fueron estadisticamente significativos (p=0.053). Cabe sefalar
que estos resultados fueron exclusivamente considerando la presencia nuclear

de la proteina.
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6. Discusidn

Siendo el VPH el principal factor etiolégico para desarrollar CaCU, se
determiné la presencia de infeccidn por este virus en tejidos libre de
alteraciones neoplasicas, lesiones precursoras (LIEBG y LIEAG) y CaCU. La
presencia de VPH aumenté conforme avanzoé el grado de lesidén. En tejidos
control sin alteraciones neoplasicas se detectd infeccion en 25% de las
muestras y en CaCU, 96%. Los resultados que obtuvimos concuerdan con lo
reportado en la literatura a nivel mundial ya que este virus en CaCU se ha
detectado en aproximadamente el 91% de las muestras analizadas (Mufioz et
al, 2003). Aunque Walboomers y cols. (1999) afirman que en el 99.7% de las
muestras analizadas hay presencia del VPH y nosotros hayamos obtenido sélo
el 96% con VPH es posible que se haya debido a una subdeteccion del VPH
causante por el bajo numero de copias o a la presencia de tipos virales no
detectados facilmente por el método empleado.

Debido aque analizamos muestras de archivo del departamento de
Patologia fijadas en formaldehido, se obtuvo DNA de bajo peso molecular, por
lo cual amplificamos por PCR una regién del D-loop mitocondrial de 166 pb
como gen endogeno de referencia (Agorastos et al., 2005), para determinar si
el DNA extraido en las muestras negativas era amplificable o no. Algunas de
las muestras fueron excluidas debido a que no se logré amplificar el gen
endogeno. Por lo cual en este tipo de muestras seria necesario llevar a cabo la
amplificacion de un gen endégeno con un producto de PCR mas pequefo, lo
mismo para la identificacion de VPH. Al respecto los iniciadores SPF10, que
amplifican una region del gen L1 con un producto de 65 pb podrian utilizarse en
estudios posteriores (Van Hammont et al., 2006).

Segun los ultimos reportes de la OMS, en México el 67.5% de CaCU es
atribuido a los VPH tipo 16 y 18 (OMS/ICO et al., 2010). Nuestros resultados
son congruentes con estas cifras ya que en CaCU se encontré la presencia de
VPH16 en el 58% de las muestras analizadas y 38% de las muestras poseen
otro tipo de VPH.

Si bien, la infeccién por VPH es el principal factor etiolégico existen otros
factores asociados al desarrollo de esta neoplasia. Existen mecanismos
fundamentales que llevan a una célula a convertirse en neoplasica tales como,
autosuficiencia en senales de crecimiento, angiogénesis sostenida, invasion de

tejidos y evasioén de la apoptosis (Hanahan-Weinberg, 2000). Se ha propuesto
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asi mismo, que proteinas con capacidad reguladora involucradas en la
embriogénesis y mantenimiento de células en condiciones de normalidad
fisiologica pueden ser potenciales candidatos como reguladores oncogénicos
(Castronovo et al., 1994; Ford, 1998; Cillo et al., 1999; Hanahan-Weinberg,
2000; Cillo et al., 2001).

Se ha reportado que los genes HOX son inapropiadamente expresados
en el fenotipo maligno, indicando que estos factores de transcripcion son
directamente o indirectamente involucrados en la transformacion oncogénica.

Por lo tanto, los genes HOX constituyen puntos focales que permiten
explicar el descontrol genético en el desarrollo de la carcinogénesis. Si bien,
estos genes codifican proteinas que se unen al DNA mediante su
homeodominio especificando la orientacion anterior-posterior de una variedad
de érganos durante el desarrollo embrionario y regulando la diferenciaciéon en
tejidos adultos, también estas proteinas reguladoras pueden estar involucradas
en varios aspectos del desarrollo del cancer.

En otros tipos de cancer se han identificado alteraciones en la expresion
de HOXCY, aunque a la fecha sélo hay ocho reportes donde se analiza a nivel
de RNAm. Este transcrito se encuentra en neoplasias derivadas de la cresta
neural y tumores mesenquimales derivados del mesodermo intermedio
(Redline et al., 1999). En cancer de esdfago se ha encontrado diferencialmente
expresado (Guet al., 2007). En astrocitomas se encuentra sobre-expresado en
poblaciones celulares con fenotipo de células tipo troncal o iniciadoras del
cancer “cancer stem cell” (CSC) (CD133+, CD34+) por lo cual posiblemente la
expresion de ese gen esté relacionado a la quimiorresistencia (Okamoto et al.,
2007).

Sin embargo, a la fecha no existe ningun reporte en cuanto a la
expresion de la proteina, incluso analizando base de datos de proteinas no hay
datos al respecto. Por lo cual, este trabajo es el primero realizado sobre la
deteccion in situ de las proteinas HOX, en lesiones del cérvix uterino (Figura
35).
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SUMMARY Gene name HOXC9
Description homeobox C9
Protein class. Transcription factors
This gene belongs to the homeobox family of genes. The homeobox genes encode a highly
conserved family of transcription factors that play an important role in morphogenesis in all
multicellular organisms. Mammals possess four similar homeobox gene clusters, HOXA, HOXB, HOXC
and HOXD, which are located on different chromosomes and consist of 9 to 11 genes arranged in
tandem. This gene is one of several homeobox HOXC genes located in a duster on chromosome 12.
EXPRESSION [provided by RefSeq]

2iin total

No of splice variants 0 with predicted TM region
0 with predicted signal peptide

INFO
GENE/PROTEIN

Entrez gene summary

RNA
ANTIBODY SUMMARY
Pending antibodies.

SUBCELLULAR LOCATION SUMMARY
Pending subcellular analysis

NORMAL TISSUE & ORGAN SUMMARY
Pending normal tissue analysis

Pending cancer tissue analysis

CELL LINE SUMMARY

RNA level category Substantially different RNA levels in the three cell lines

Cellline Cell origin RNA abundance IH staining 1F intensity
A-431 Skin Low

U-20S Bone Medium

U-251 MG Brain Low

Figura 35. Base de datos de la proteina HOXCO.

En este trabajo se detectd la expresion de la proteina HOXC9 tanto en
tejido normal como en lesiones precursoras y CaCU, evaluandose inicialmente
como positiva o negativa, aunque estadisticamente no existieron diferencias
entre los grupos de estudio (89% N vs83% CaCU), se observo que la expresiéon
de la proteina aumenta conforme avanza la lesion. Aparentemente estos datos
fueron contradictorios, respecto al antecedente de Loépez y cols. (2006a),
donde no reportaron deteccion de RNAm de HOXC9 mediante RT-PCR en
tiempo final en tejidos control. Esta discrepancia puede deberse a que las
muestras de tejido empleadas por los autores fueran con diagnéstico normal,
mientras que las incluidas en el presente estudio fueron también epitelios
normales sin alteraciones neoplasicas, pero adyacentes a tejido con cervicitis.
Otra posibilidad es que haya transcritos en baja cantidad y por tanto de baja
deteccion por RT-PCR convencional de tiempo final, por lo que seria necesario
evaluar en tejidos control mediante un método mas sensible y cuantitativo
como RT-PCR en tiempo real.

En general, 100% los tejidos con LIEAG expresaron la proteina HOXC9
mientras que 83% de los CaCU (incluyendo baja expresién), este ultimo dato
es consistente con lo reportado por Lépez y cols. (2006a) quienes reportan

80% aunque exclusivamente en muestras con VPH 16. Especificamente, en
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nuestro trabajo 89% de las muestras de CaCU positivas a VPH16 tuvieron
expresion positiva de HOXC9, por lo que los resultados tanto de RNA como de
proteina son similares aun en muestras independientes.

Respecto a la disminucion de casos positivos a HOXC9 en CaCU
respecto a LIEAG este comportamiento es similar a lo previamente reportado
con la proteina p16, la cual actualmente permanece como el unico marcador
biologico de células con cambio displasico o maligno inducido por VPH
aprobado por la FDA, donde se ha reportado en 100% de los casos de LIEAG
y 43% en CaCU (Jin et al., 200). Esta disminucion de la expresion de la
proteina p16 en CaCU se debe principalmente a silenciamiento por metilacion
del promotor (Dong et al, 2001).

En cuanto a la metilacion de HOXC9 poco se sabe al respecto, el unico
estudio que existe es en cancer de pulmén, en donde HOXC9 se encuentra
metilado en carcinomas de células no pequefias estadio |, mientras que la
metilacion en lesiones precursoras es baja (Lin et al., 2009). Por lo que se
sugiere que aquellos CaCU negativos a HOXC9 pudieran estar metilados. Otra
posibilidad seria la perdida de material genético, sin embargo se ha reportado
que menos del 20% de los <casos de CaCU (Progenetix

http://www.progenetix.net/cgi-bin/pgHome.cqi) presentan alteraciones

cromosomicas en la regidn donde se encuentra este gen.

El analisis semicuantitativo mostré6 aumento gradual en la expresion de
esta proteina HOXC9 a medida que avanza la lesion, debido a que la
intensidad de la proteina aumenta en tejidos con cancer sugiriendo una
asociacion con el desarrollo de cancer (Grafica 8).

En glioblastomas se ha reportado la expresion de HOXC9 en
poblaciones celulares CD133+, CD34+, las cuales son caracteristicas de
células tipo Cancer Stem Cells (CSC). Este tipo de células tienen alta
capacidad proliferativa y habilidad de iniciar y dirigir la progresién del tumor en
modelos animales (Singh et al., 2004). Por lo cual, en CaCU seria necesario
analizar la expresion de esta proteina en relacion a la etapa clinica de los
tumores, asi como con respuesta a terapia, en comparacion con los casos que
son negativos.

En CaCU es poco lo que se sabe sobre las CSC, sin embargo un grupo
de células subcolumnares han sido las mejores candidatas para formar parte
de las CSC o células iniciadoras de tumor en CaCU, las cuales proporcionan
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un deposito de regeneracion de epitelio que forma la mucosa cervical. La
longevidad de tales células los hace potenciales blancos de transformacion y
malignidad, jugando un papel en el desarrollo del cancer (Martens et al., 2005).
La hipdtesis de la existencia de este tipo de células tiene grandes implicaciones
clinicas, las cuales podrian explicar la falla en la terapia y reincidencia de la
patologia como resultado de la capacidad de resistencia de estas células a
diversos tipos de tratamientos entre ellos quimio y radioterapia.

Las caracteristicas bioldgicas de las CSC tales como, quiescencia, alta
capacidad de proliferacion y resistencia a los farmacos las hace blancos para el
desarrollo de terapias para la erradicacion de la rapida division celular. Mas
aun, la identificacion y caracterizacion de éstas para prondstico y tratamiento
de CaCU.

A la fecha, los factores de transcripcion Nanog, nucleostemina vy
musashi han sido identificados como los primeros marcadores de CSC en
CaCU (Ye at al., 2008). Un reciente estudio usé marcadores de superficie
celular como CD44 y CD17 para enriquecer la poblacion celular de las CSC.
Actualmente, se ha aportado a la caracterizacion de estas células su capacidad
tumorigénica y expresion de genes expresados en la etapa embrionaria y
adulta entre otros factores Oct-4 el cual pertenece a la familia de genes
homebox, asi como Piwil2, C-myc,Stat3y Sox2 (Feng et al., 2009).

Por otro lado, en cuanto al gen HOXC12 en cancer, solo existen dos
reportes al respecto. En linfoma folicular este gen se encuentra hipermetilado
acompanado de represién transcripcional (Bennett et al., 2009). En contraste
en CaCU se observé expresion diferencial a nivel de RNA (20% normales vs
100% CaCU) (Lopez et al., 2006a). En cuanto a la expresion de la proteina no
existe informacion en las bases de datos (Figura 36). En nuestro trabajo
determinamos la presencia de esta la proteina HOXC12 tejidos sin alteraciones
neoplasicas, LIEBG, LIEAG y CaCU, encontrando disminuciéon de los casos

que presentan la proteina.

72
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[ ][ search ][ clear |Field

Gene: HOXC12 GENE AND PROTEIN SUMMARY

SUMMARY Gene name HOXC12
Deseription homeobox C12

D Protein class. Transcription factors, UniProt - no evidence at protein level

CENE/PROTEIN This gene belongs to the homeobox family of genes. The homeobox genes encode a highly
d conserved family of transcription factors that play an important role in morphogenesis in all

multicellular organisms. Mammals possess four similar homeobox gene dusters, HOXA, HOXB, HOXC
and HOXD, which are located on different chromosomes and consist of 9 to 11 genes arranged in
tandem. This gene is one of several homeobox HOXC genes located in 3 duster on chromosome 12.
EXPRESSION [provided by RefSeq)

1in total

No of splice variants 0 with predicted TM region
0 with predicted signal peptide

ANTIBODY SUMMARY
Pending antibodies

SUBCELLULAR LOCATION SUMMARY

Pending subcellular analysis

NORMAL TISSUE & ORGAN SUMMARY

Panding normal tissue analysis

CANCER TISSUE SUMMARY
Pending cancer tissue analysis

RNA level category Slightly different RNA levels in the three cell lines

Cell line Cell origin RNA abundance IH staining IF intensity

A-431 Skin Low
U208 Bone Low
U-251 MG Brain Not detected

Figura 36. Base de datos de la proteina HOXC12.

En tejido sin alteraciones neoplasicas la proteina se expresa en 79%
mientras que en CaCU la expresion nuclear sélo en 48%. Por lo que es
necesario determinar porque no hay una correlacion entre el mensajero de
HOXC12 y proteina en CaCU con el fin de determinar los posibles mecanismos
de regulacién post-transcripcional tales como la expresion de RNAs no
codificantes tales como micro RNAs (miRNAs). Sin embargo, hasta el momento
no existe informacion sobre posibles miRNAs cuyo blanco sea el transcrito de
HOXC12.

En cuanto a su relacién con el VPH, se puede observar que la expresion
de HOXC12 en tejidos libres de alteraciones neoplasicas y LIEBG se da en
mayor medida en aquellas muestras en donde se encuentra presencia de VPH;
sin embargo, tanto en LIEAG como en CaCU disminuye el numero de casos

positivos a HOXC12 en presencia de VPH.

Finalmente, analizamos la expresion de la proteina HOXD9. En primer
lugar, buscando en la base de datos HUMAN PROTEIN ATLAS
(http://www.proteinatlas.org/) no encontramos ningun reporte de la expresion
de la proteina en CaCU o algun otro tipo de cancer (Figura 37). Sin embargo,
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en la base de datos PUBMED (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)
encontramos informacién sobre la presencia de RNAm en lineas celulares
Aunque en la literatura se reporta la expresiéon de la proteinaHOXD9 en cancer
de esdfago en 60% de las células neoplasicas (Liu et al, 2005), hasta el
momento s6lo dos publicaciones describen a nivel de RNAmM en cancer de
cérvix. Li y cols. (2002) y Lépez y cols. (2006) detectaron RNAm de HOXD9 en
el 100% de las muestras con CaCU, mientras que en ambos estudios no se
detecto en tejidos normales.

Con estos antecedentes, analizamos la expresion de la proteina HOXD9
y encontramos la proteina nuclear en 19% de las muestras con CaCU,
mientras que en citoplasma y/o membrana en 80%. Por lo tanto, nuestros

resultados en CaCU concuerdan con lo reportado por Lépez (2006a) a nivel de
RNAm.

HUMAN PROTEIN ATLAS ABOUT & HI
= ) [ eaeh ] [ Giex JField

cene: HOXDO
SUMMARY Gene name HOXD9
Description homeobox D9
INFO Protein class Transcription factors, UniProt - no evidence at protein level
This gene belongs to the homeobox family of genes. The homeobox genes encode a highly
conserved family of transcription factors that play an important role in morphogenesis in all
multicellular organisms. Mammals possess four similar homeobox gene clusters, HOXA, HOXB, HOXC
and HOXD, located on different chromosomes, consisting of 9 to 11 genes arranged in tandem. This
gene is one of several homeobox HOXD genes located at 2q31-2q37 chromosome regions.
EXPRESSION Deletions that removed the entire HOXD gene cluster or 5' end of this duster have been associated
with severe limb and genital abnormalities. The exact role of this gene has not been determined.
[provided by RefSeq)]
3 in total
No of splice variants 0 with predicted TM region
0 with predicted signal peptide

Entrez gene summary

Pending antibodies

SUBCELLULAR LOCATION SUMMARY

Pending subcellular analysis

Panding normal tissue analysis

CANCER TISSUE SUMMARY

Pending cancer tissue analysis

RNA lavel catagory Slightly different RNA levels in the three cell lines

Cell line. Cell origin RNA abundance 1 staining 1F intensity
A-a31 Skin Not detected

U-2 0S8 Bone Low
U-251 MG Brain Medium

Figura 37. Base de datos de la proteina HOXD®9.

En el analisis semicuantitativo de esta proteina no encontramos
diferencias estadisticamente significativas en la expresién nuclear, de hecho
podriamos considerar que no hubo expresidn nuclear, ya que el valor evaluado
de intensidad con % de células positivas no alcanzo el valor de 1.

Las proteinas HOXDC9 y HOXC12 fueron localizadas en citoplasma y/o
membrana en lesiones de CaCU, también se ha reportado en citoplasma en

cancer de esofago (Liu et al., 2005). Sin embargo, no se ha descrito si hay un

74


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

mecanismo que impida translocarse al nucleo, o si lleva a cabo una funcién en

particular en el citoplasma.

La re-expresion de los genes HOX en una amplia variedad de células
transformadas han sugerido su papel como antigenos oncofetales involucradas
en el desarrollo celular normal, carcinogénesis y progresion del tumor (Liu et
al., 2005).

Como se ha mencionado anteriormente la expresion desregulada de los
genes HOX ha sido descrita en muchos tumores sdlidos y lineas celulares. Por
lo que la expresion de los genes HOX puede ser considerada dentro de tres
modelos segun Abate-Shen (2002):

e Re-expresion: Que se expresan en el desarrollo embrionario y en la etapa
adulta se apagan, mientras que cancer se detecta nuevamente la
expresion y algunos ejemplos de estos incluyen cerebro, glandula mamaria
y rifidn.

e Expresion de novo: cuando no hay expresion ni en el desarrollo
embrionario ni en etapas adultas y en cancer ocurre expresion de los
genes. Un ejemplo de este es PAX5 que es expresado en meduloblastoma
pero no el cerebelo de donde derivan estas células.

e Silenciamiento: Puede ocurrir una expresion ya sea en el desarrollo
embrionario y en la etapa adulta, mientras que en el desarrollo neoplasico
puede ocurrir un silenciamiento en la expresion, principalmente por
mecanismos epigenéticos como la metilacion de los promotores, como se
ha descrito en pulmén (Lin et al., 2009).

Teniendo esto en cuenta podemos decir que hay sobreexpresiéon nuclear
deHOXC9 en CaCU, por lo que es necesario identificar los posibles genes
blanco que estan siendo regulados por dicho factor de transcripcion y
determinar las rutas bioldgicas que estan siendo modificadas para que junto
con otros eventos moleculares se favorezca el desarrollo de cancer. Mientras
que para HOXC12 y es necesario determinar la correlacion de la presencia de
RNAm y la proteina, para descartar mecanismos de regulacion
postranscripcional; asi como determinar su funcién en citoplasma de células

neoplasicas.
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8. CONCLUSIONES

Existe sobreexpresion de la proteina HOXC9 en lesiones precursoras y
CaCU, sugiriendo estar implicada en los procesos de proliferacion y
diferenciacién dentro del desarrollo de esta neoplasia. Por lo que es necesario
identificarlos posibles genes blancos asi como su papel funcional en el
desarrollo de CaCU.

El aumento de la expresiéon de la proteina HOXC9 se observd en
muestras positivas a VPH, especialmente en LIEAG, por lo cual es necesario
determinar si la sobre-expresién de las proteinas HOX esta regulada directa o
indirectamente por alguna oncoproteina de VPH.

La expresidon de las proteinas HOXC12 disminuyé conforme avanzé la
lesion, lo cual podria deberse a mecanismos post-transcripcionales como RNA
no codificantes.

Aparentemente no hay cambios significativos en cuanto a la expresion
de HOXD9, sin embargo en la mayoria de las muestras incluidas en el estudio
se localiza en citoplasma y/o membrana, por lo que seria importante definir los

mecanismos involucrados en la localizacion subcelular y su posible funcion.
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10. Anexos.

Disenos de matrices de los MAT construidos.

20
21
40
41
60
61

O 00 N O Bl & WIN -

MAT “G4-1”

18 17 16 15 14
23 24 25 26 27
38 37 36 35 34
43 44 45 46 47
58 57 56 55 54
63 64 65 66 67
78 77 76 75 74

81

8
13
28
33
48
53
68
73

Muestras usadas en el MAT G4-1

1 | CT Ovario CaOsmb | 31 B02-5451-3 61 B01 1227

2 | CT Mama 2954-9 | 32 B02-5451-3 62 B02 6616-2

3 B0O1 7002-8 33 B02-1909-1 63 B02 6616-2

4 BO1 7002-8 34 B02-1909-1 64 B06 1758-1

5 B02 6548-2 35 B06-8806-1 65 B06 1758-1

6 B02 6548-2 36 B06-8806-1 66 B06 6351

7 B08-6897 37 B05 5672 67 | CT Mama 1.8431-02
8 B08-6897 38 B05 5672 68 B08 10224-5

9 B07-10830 39 B02-605-7 69 B08 10224-5
10 B07-10830 40 B02-5280 70 B08 10224-5
11 B02-5451-2 41 B02-5280 71 B08 4995-2

12 B02-5451-2 42 B01-5191-2 72 B08 4995-2

13 B02-5451-2 43 B01-5191-2 73 B08 4995-2

14 B02-4129-1 44 | CT Ovario CaOsmb | 74 B08 11084-5
15 B02-4129-1 45 B02 1909-2 75 B08 8718-1

16 B02-4129-5 46 B02 1909-2 76 B08 160-3

17 B02-4129-5 47 B06 1314 77 B08 6187-6
18 B02-4129-5 48 B06 1314 78 B08 150-3

19 B02-598-7 49 B02 4704-10 79 CT CaO EPH
20 B02-598-7 50 B02 4704-10 80 | CT Mama 1.8431-02
21 B02 605-7 51| CT Ganglio Mama | 81| CT Ganglio Mama
22 B02 605-7 52 B02 4024

23 B02-6428-3 53 B02 4024

24 B02-6428-3 54 B04 7158

25 B02-6428-3 55 B04 7158

26 BO1 2603-6 56 B04 7158

27 B0O1 2603-6 57 B04 7158

28 B0O1 7363 58 B02 -645

29 B01 7363 59 B02 -645

30 B02-5451-3 60 B01 1227
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MAT“G4-2”

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

A1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

B 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14

C 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

D 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40

E 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62

F 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63

G 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82

H 92 91 90 89 88 87 86 85 84 83

I 93 94 95

Muestras usadas en el MAT G4-2

1 B06-6825-29 31 B06-6559-14 61 B02-4112 91 CT Pulmoén
2 B06-6825-29 32 B06-6559-14 62 B02-4112 92 CT Mama
3 B05-8382-7 33 B06-2618-1 63 B06-8680-1 93 CT Mama
4 B05-8382-7 34 B06-2618-1 64 B06-8680-1 94 CT Pulmoén
5 B02-1748-1 35 B06-2618-1 65 B06- 8680-1 95 CT Cérvix
6 B02-1748-1 36 B01-3102-1 66 B02-1748-8
7 B02-1748-1 37 B01-3102-1 67 B02-1748-8
8 B02-1748-1 38 B01-3102-1 68 B02-1748-8
9 B06-6825-36 39 B02-1748-9 69 B02-1748-8
10 B06-6825-36 40 B02-5353 70 B07-7756
11 B06-6825-36 41 B02-5353 71 B07-7756
12 B06-6825-36 42 B02-8680-3 72 B06 6559-3
13 B06-6825-36 43 B02-8680-3 73 B06 6559-3
14 B06-6559-1 44 B06-2018-1 74 B01-1135
15 B06-6559-1 45 B06-2018-1 75 B01-1135
16 B08-6114-2 46 B01-1229 76 B06-2018-2
17 B08-6114-2 47 B01-1229 77 B06-2018-2
18 B08-6114-2 48 B06-6825-1 78 B06-6825-3
19 B05-8382-1 49 B06-6825-1 79 B06-6825-3
20 B05-8382-1 50 B08-4768 80 B08-6341
21 B05-8382-1 51 B06-2618-4 81 B01-5065-1
22 B05-8382-1 52 B06-2618-4 82 B01-5065-1
23 B06-6825-10 53 CT CaOE PM 83 B01-5065-1
24 B06-6825-10 54 CT CaOesmB 84 B08-10422
25 B06-6825-10 55 CT Mama 85 B08-10422
26 B06-4801-21 56 CT Mama 86 B01-3102-2
27 B06-4801-21 57 B01-5065-2 87 B08-6114-1
28 B06-4801-21 58 B01-5065-2 88 B08-6114-1
29 B06-4801-21 59 B01-5065-2 89 CT Mama
30 B06-6559-14 60 B02-4112 90 CT Ovairio
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MAT “G4-3”

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13
C 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
D 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37
E 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
F 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 61
G 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84
H 96 95 94 93 92 91 90 89 88 87 86 85
| 104 103 102 101 100 99 98 97
Muestras usadas en el MAT “G4-3”
1 | B06-1021-10 | 31 | B08-2087-1 | 61 B08-6293 91 | B08-10186
2 | B06-1021-10 | 32 | B06-2087-1 | 62 | B08-6293 92 | B08-10186
3 | B06-1021-4 | 33 | B06-2087-1 | 63 | B02-6625-12 | 93 | B07-11449
4 | B06-1021-4 | 34 | B08-6213-6 | 64 | BO06 1746 94 | B07-11449
5 | B06-2087-2 | 35| B08-6213-6 | 65 CT Pene 95 | B02-6616-2
6 | B06-2087-2 | 36 | B08-6345-1 | 66 CT Qjo 96 | B02-6616-2
7 | B08-6597-1 | 37 | B06-1546 |67 CT CaO 97 | CT Pulmén
8 | B08-6213-6 | 38| B06-1746 |68 CT OQjo 98 | CT Pulmén
9 | B08-6213-6 | 39| B06-1746 |69 | CTlaringe | 99 | CT Mama
10 | B08-6345-1 | 40 CT Qjo 70| CT Pulmén | 100 | CT Pene
11 | B08-6345-1 | 41 CT Qjo 71| B08-6213-6 | 101 | CT Cérvix
12 | B02-6428-4 | 42 CT CaO 72| B08-6293 |102| CT Ovario
13 | B02-6428-2 | 43| CTCérvix |73 | B08-6293 | 103 CT OQjo
14 | B02-6428-2 |44 | CT Mama |74 | B02-6625-12 | 104 CT Ojo
15| B06-8954 |45 | B02-6625-12 | 75 | B02-6625-12
16 | B06-8954 |46 | B06-1021-10 | 76 | B02-6625-12
17 | CT Pulmén | 47 | B06-1021-10 | 77 | B06-1746
18 CT CaO 48 | B06-1021-1 | 78 | B06 2087-2
19| CT Mama |49 | B06-1021-1 | 79 | B02-6625-14
20| CT Cérvix |50 | B06-1021-1 | 80 | B02-6625-14
21| CT Laringe |51 | B06-1021-1 | 81 | B02-6625-14
22 | B06-2087-1 | 52 | B02-6625-14 | 82 | B02-6428-4
23 | B06-2087-2 | 53 | B02-6625-14 | 83 | B02-6428-4
24 | B08-6597-1 | 54 | B02-6428-4 |84 | B08-4707
25| B08-6428-4 | 55| B02-6428-4 | 85| B02-1029-8
26 | B08-5686 |56 | B02-6428 |86 | B08-6597-1
27 | B01-5207-2 | 57 | B02-6428 |87 | B02-424-7
28 | B02-6777-3 |58 | B026777-3 | 88| B07-8667
29 | B08-4707 |59 | B08-4707 |89 | B06-2087-1
30| B08-6293 |[60| B08-4707 |90 | B06-2087-1
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MAT “G4-5”

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
a 1 14 15 28 29 42 43 56 57 70 71
b 2 13 16 27 30 41 44 55 58 69 72
c 3 12 17 26 31 40 45 54 59 68 73
d 4 11 18 25 32 39 46 53 60 67 74 81
e 5 10 19 24 33 38 47 52 61 66 75 80
f 6 9 20 23 34 37 48 51 62 65 76 79
h 7 8 21 22 35 36 49 50 63 64 77 78
Muestras usadas en el MAT “G4-5”
1 | CT Mama 31 | B08-4801-1 |61 | B08-10913-3
2 | CT Mama 32 | B08-5185-1 | 62 | B08-10913-3
3 | CT Pene 33 | B08-5185-1 | 63 | B08-5249-2
4 | CT Pene 34 | B08-4881-1 | 64 | B08-5249-2
5 | CTOjo 35| B08-4881-1 | 65 | B07-10888-6
6 | CTOjo 36 | B08-8487-2 | 66 | BO7-10888-6
7 | CTPulmén | 37 | B08-8487-2 |67 | B08-7634
8 | CTPulmén |38 |B08-9976-2 |68 | B08-9040-5
9 | CT Préstata | 39 | B08-9976-2 | 69 | B08-9040-5
10 | CT Préstata | 40 | B08-9971-4 | 70 | B08-5023-3
11 | CT Mama 41 | B08-9971-4 | 71 | B08-10423
12 | B08-6354-1 | 42 | B08-5435-3 |72 | B08-10423
13 | B08-6354-1 | 43 | B08-5435-3 | 73 | B08-6466
14 | B08-6247-1 | 44 | B0O7-9020-1 |74 | B08-6466
15 | B08-6247-1 | 45| B07-9020-1 |75 | B08-7012
16 | B08-5197-3 | 46 | CT Puimén |76 | B08-7012
17 | B08-5197-3 |47 | CT Pulmén | 77 | B08-6734
18 | B08-6775-2 | 48 | CT Mama 78 | B08-6734
19 | B08-6775-2 | 49 | CT Mama 79 | B08-10202-4
20 | B08-10075- |50 | CT Pene 80 | B08-10202-4
21 | B08-10075- |51 | CT Pene 81 | B08-10202-4
22 | B08-6545-2 | 52 | CT Ojo
23 | B08-6545-2 | 53 | CT Ojo
24 | B08-10167-5 | 54 | B08-11087-2
25 | B08-10167-5 | 55 | B08-11087-2
26 | B08-10251-1 | 56 | B08-10123-4
27 | B08-10251-1 | 57 | B08-10123-4
28 | B08-4893-7 | 58 | B07-6032-6
29 | B08-4893-7 | 59 | B08-1306-3
30 | B08-4801-1 | 60 | B08-10119-3
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