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RESUMEN

El desarrollo de cancer es el resultado de la acumulacion
progresiva de alteraciones moleculares especificas, particularmente
en eventos que dirigen la determinacién del destino celular. La via de
sefializacién Notch juega un papel fundamental en las diferentes
etapas de desarrollo celular como proliferacién, diferenciaciéon vy
apoptosis. Estudios recientes han demostrado que dependiendo del
nivel de expresién y del contexto celular, los receptores de membrana
Notch contribuyen a la tumorogénesis. En este trabajo se investigé el
patron de expresion de los receptores Notch-1 al -4 en cancer
cervicouterino. Se detectd una expresion aumentada de receptores
Notch-2 y -3 y una expresion baja pero consistente de Notch-4 en
lesiones de pacientes en etapas avanzadas con cancer
cervicouterino. Ademas se comprobd la presencia de virus de
papiloma humano en todos los casos estudiados. Los resultados
obtenidos revelan de manera inesperada una expresiéon diferente a la
reportada, ya que el receptor Notch-1 se sobreexpresa y proporciona
los efectos para transducir una sefal de supervivencia en estas
células tumorales.

Palabras clave:

Senalizacion Notch, cancer cervicouterino.



ABSTRACT

The development of cancer is the result of a progressive
accumulation of specific molecular alterations, mainly those driving
cell fate determinations. The Notch signaling pathway plays a crucial
role at different stages of cell development such as proliferation,
differentiation, and programmed cell death. Recent studies have
demonstrated that depending on the expression level and cellular
context, the Notch receptors contribute to tumorigenesis. This work
describes the expression pattern of the membrane receptors Notch-1
to —4 in cervical cancer. We detected an up-regulated expression of
Notch-2 and Notch-3 and a low but steady expression of Notch-4 in
lesions of patients with advanced stages of cervical cancer. The
presence of the Human Papilloma virus was confirmed in all cases
studied. Unexpectedly, the results obtained reveal anatypical
expression pattern when compared to the data reported up to now, in
which Notch-1 is frequently overexpressed and confers the primary
effects to transduce a survival signal in this specific type of tumoral

cells.

Key words:

Notch signaling, cervical cancer.



I.INTRODUCCION

1.1 Cancer cervicouterino.

El cancer cervicouterino (CaCU) ocupa el segundo lugar entre
los causas de mortalidad que afectan a la mujer a nivel mundial con
una frecuencia que so6lo se ve superada por el cancer de mama, con
una cifra aproximada de 500,000 casos diagnosticados cada afio’. El
CaCU constituye un grave problema de salud en paises en vias de
desarrollo en regiones como Africa, América Latina y el Caribe. En
México este padecimiento representa la neoplasia ginecolégica mas
comun que ocasiona el 25% de los fallecimientos por cancer en la
mujer?.

El CaCU es una enfermedad que se desarrolla por etapas. La
clasificacion de estas etapas esta basada en los cambios
morfoléogicos del epitelio que define el grado de la lesion. La
clasificacion mas utilizada es la neoplasia cervical intraepitelial (NIC,
o CIN por sus siglas en inglés) que se divide en grados 1, 2 y 3
(Figura 1). Los criterios para el diagnostico de neoplasia intraepitelial
varian segun el criterio del médico-patdélogo, aunque los aspectos
mas importantes a considerar son la desorganizacién celular, la

atipia nuclear y el aumento de la actividad mitética®.
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Figura 1. Clasificacion de las etapas de progresion en CaCU

Se ha observado la presencia de ADN del Virus de Papiloma
Humano en el 99.7% de los casos de CaCU y ademas que ciertos
tipos de VPH son la causa central en el desarrollo de las neoplasias
intraepiteliales y CaCU. El VPH se transmite por via sexual, se
estima que al menos 50% de los adultos con vida sexual activa han
tenido contacto con VPH genital, que la prevalencia de la infeccidén es
mayor en mujeres de mas de 25 anos de edad y que su persistencia
ocurre con mayor frecuencia en mujeres en un rango de edad entre
35 — 60 afios*. El cuello del Utero estd compuesto por dos tipos de
epitelio, el epitelio cilindrico mucosecretor, que reviste al conducto

endocervical y el epitelio escamoso que recubre al exocérvix. La



zona de unién entre estos epitelios se denomina zona de transicion
escamo-columnar o zona de transformacién y es una regién dinamica
sujeta a cambios constantes relacionados con la accién de hormonas
ovaricas (e.g. estréogeno), fendmenos proliferativos como el cambio
de epitelio cilindrico a escamoso (metaplasia) y donde se originan
con mayor frecuencia las lesiones intraepiteliales®. Pequefios
traumatismos en el lugar de la inoculaciéon facilitan la transmision
(Figura 2)°. Las alteraciones producidas por la infeccion del VPH
pueden ser observadas en un frotis de un raspado cervical teiido con

el método de Papanicolau.

Figura 2. Entrada del VPH por traumatismo. EI VPH infecta
células basales y de ahi progresa la infeccién hasta alcanzar
células superficiales. Las flechas esquematizan la expresion

de oncogenes del VPH durante la infeccion.



Cabe sefialar que no todas las mujeres infectadas con estos
virus llegan a padecer la enfermedad, lo que indica que se requieren
otros factores para la carcinogénesis por lo que el CaCU se

considera un padecimiento multifactorial®’.

1.2 Virus de Papiloma Humano (VPH)

Los VPH pertenecen al género Papilomavirus de la familia
Papovaviridae; son virus de ADN sin envoltura de 50 a 55 nm de
diametro, compuestos de capsides icosaédricas formadas por 72
capsémeros. Contienen un genoma de ADN circular bicatenario de
aproximadamente 8,000 pares de bases. La organizacion del genoma
entre los VPHs es muy similar y constan de una regiéon temprana
(early, E), una region tardia (late, L) y una region de control (long
control region, LCR). Se han descrito mas de 100 genotipos de VPH,
de los cuales 40 pueden infectar el aparato genital; 15 de ellos se
catalogan de alto riesgo: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 68, 73 y 82% De estos considerados de alto riesgo los genotipos
16, 18 y 45 son los que con mayor frecuencia se encuentran en el
desarrollo de neoplasias. Los virus del papiloma humano (VPH) son

selectivos del epitelio de la piel y mucosas. Las infecciones son



generalmente asintomaticas, producen verrugas y pueden generar
neoplasias benignas o malignas.

Los VPH oncogénicos tienen la capacidad de inmortalizar
queratinocitos humanos por la integracion y expresion de sus genes
tempranos. Las proteinas E1 y E2 son responsables de la modulacién
de la replicacion del ADN viral y la regulacién de la expresién de los
oncogenes E6 y E7. Es importante sefalar que la progresion de
lesiones precursoras en cancer se encuentra asociada a la pérdida en
la expresiéon de la oncoproteina E2 a consecuencia de que el ADN del
VPH se integra al ADN del genoma celular interrumpiendo asi el
marco de lectura del gen E2. Esta proteina tiene como peculiaridad la
represion a nivel transcripcional de los oncogenes virales E6 y E7 a
través de su unién al promotor de E6 y E7. La ausencia de E2 se
manifiesta en una sobreexpresion descontrolada del ARN mensajero
(ARNm) de estas dos proteinas®. Las oncoproteinas E6 y E7 a su vez
interrumpen la regulacion del ciclo celular. E6 reconoce a la proteina
supresora de tumores p53 y la somete a degradacion proteolitica via
proteasoma, previniendo asi el arresto potencial del crecimiento en la
fase G1 del ciclo celular y/o la apoptosis en respuesta al dafo
celular. La oncoproteina E7 se une a la proteina del retinoblastoma

(Rb) y al igual que p53, la dirige al proteasoma para su degradacion®.



El gen L1 codifica la proteina principal de la capside, que
constituye hasta el 80% de la masa del virion. El gen L2 codifica una
proteina secundaria de l|la capside. Los diferentes tipos de
papilomavirus comparten al menos del 90% de homologia en sus
secuencias de ADN en L1. Los VPH son especificos de especie y no
se propagan en cultivos de tejidos ni en animales de experimentacidn

habituales.

Figura 3. Esquema de la organizacién del genoma del VPH-16

El ADN viral generalmente se encuentra integrado al ADN
celular en los carcinomas invasores y en lineas celulares derivadas
de estos, mientras que en lesiones premalignas el ADN viral se

encuentra en estado episomal. Estudios recientes han demostrado



que también es posible encontrar en CaCU formas episomales del

virus'® (Figura 4).
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Figura 4. Relacion de entrada-progresion de la infeccién

por VPH; integracion del genoma viral con los grados de

neoplasia intraepitelial (NIC, CIN por sus siglas en inglés).

Recientemente se ha observado que las oncoproteinas
codificadas por los virus tumorales de ADN como el VPH, tienen la
capacidad de interaccionar con proteinas celulares criticas para los
procesos de crecimiento, proliferacion y diferenciacion celular, y que
el potencial oncogénico de dichos virus se debe, en parte, a tales

interacciones™’



1.3 Via de senalizacion Notch

En los afnos recientes se han hecho avances importantes en el
entendimiento de las interacciones moleculares que intervienen en
las decisiones del destino celular'?. La sefializacion Notch se define
evolutivamente como un antiguo mecanismo de interaccion celular
que juega un papel fundamental en el desarrollo. A través de los
receptores Notch las sefales entre células vecinas pueden amplificar
y consolidar diferencias moleculares que eventualmente dirigen el
destino celular. De esta manera, la sefalizacion Notch controla la
respuesta celular intrinseca o extrinsecamente en el momento que es
necesario el despliegue de programas especificos de desarrollo. La
actividad de Notch afecta la implementacion de diferenciacién,
proliferacién 'y programas apoptédticos, proporcionando una

herramienta general para influenciar la formacion de érganos’®.

1.3.1 Componentes de la via

El gen Notch se descubrié a principios del siglo veinte y fue
caracterizado en la mosca de la fruta Drosophila melanogaster a
mediados de los 80's. ElI gen Notch codifica un receptor

transmembranal de 300 kDa. Este receptor es sintetizado a partir de



un polipéptido precursor que es procesado por una convertasa en su
paso por la region trans del complejo de Golgi produciendo un
receptor heterodimérico que se ensambla a la membrana (Figura 6).
El dominio extracelular contiene repetidos en tandem similares a las
del factor de crecimiento epidérmico (EGF por sus siglas en inglés) y
tres repetidos ricos en cisteina (LN). Los repetidos EGF se localizan
en la regién amino terminal extracelular y participan en la unién con
su ligando proveniente de otra célula, mientras que las repetidos LN
previenen la activacion de la sefalizacion en ausencia del ligando.
El dominio intracitoplasmico de Notch se encarga de transmitir la
sefal al nucleo; esta contiene un dominio RAM que posee una alta
afinidad de unién a proteinas (factores de transcripcion), seis
repetidos de ankirina necesarias para la transmision de sefales, dos
secuencias de localizacion nuclear (NLS 1 y 2), un dominio de
activacion transcripcional (TAD) y secuencias PEST (region rica en
prolina-glutamato-serina-treonina) que tienen propiedades
proteoliticas. Drosophila tiene un solo receptor mientras que en
mamiferos existen cuatro genes Notch (Notch-1 al -4). Estos genes
codifican para los cuatro receptores correspondientes, sus
estructuras son muy similares, con pequefias diferencias en sus
regiones extracelulares e intracitoplasmaticas (Figura 5). En su

dominio extracelular los receptores Notch-1 y Notch-2 tienen 36



repetidos EGF, Notch-3 tiene 34 y Notch-4 solo 29 repetidos. Otra
diferencia esta localizada en el dominio intracitoplasmatico, TAD no
se encuentra presente en los receptores Notch-3 y Notch-4'? (Figura

5).

Transmembrane Notch

Extracellular Notch

EGFR

hNOTCHA1

hNQTCH2

hNOTCH3

hNOTCH4

Figura 5. Estructura de los cuatro receptores Notch en mamiferos.
EGFR, Repetidos de factor de crecimiento epidérmico; LNR, Repetidos
de cisteina; RAM, regién de unién a factores de transcripciéon; NLS1 y 2,
sefiales de localizacion nuclear; ANK, repetidos de ankirina; NCR,
regiones de respuesta a citocinas; TAD, dominio de transactivacién;

PEST. reqion compuesta de prolina-glutamato-serina-treonina. '

Los ligandos de los receptores Notch son proteinas
transmembranales que poseen una arquitectura conservada vy

contienen los siguientes elementos: una secuencia sefal, una regién



N-terminal no conservada de aproximadamente 100 residuos de
aminoacidos, un dominio familia especifico (Familia Delta o Serrate),
un numero variable de repetidos EGF, un dominio transmembranal
(TM), y un dominio no conservado intracelular (IC)"? .

El sistema de sefializacion Notch ha sido estudiado en varios
modelos. En Drosophila melanogaster, en Cenorhabditis. elegans y
en mamiferos, en la Tabla 1 se muestran los componentes principales

en estos sistemas’? ',

Tabla 1. Principales componentes de la sefalizacion Notch

Componente | Mamiferos D. melanogaster | C. elegans
Notoh-2 LIN-12
Receptor Notch-3 Notch GLP-1
Notch-4
Delta-like 1 (DLL1)
Delta-like 3 (DLL3) Delta tﬁg:;
Ligando Delta-like 4 (DLL4)
APX-1
Jagged 1 (JAG1) Serrate ARG-2
Jagged 2 (JAG?2)
Factor de CBF1/RBPJk Supresor de
S RBPL . LAG-3
transcripcion NEKB Hairless (SuH)

12, 15

1.3.2 Activacion

La senalizacion Notch se inicia por la interaccién receptor-

ligando entre dos células vecinas. Esta interaccion ocasiona la
activacion del receptor originando dos cortes proteoliticos que libera

la porcion intracitoplasmatica (Notch-IC) del dominio transmembranal.



La porcion Notch-IC libre se trasloca al nucleo y se une a factores de
transcripcion (CLS; CBF1/ LAG-3/Supresor de Hairless)'. En
ausencia de la porcién Notch-1C, CLS inhibe la transcripcién ya que
se une y recluta a co-represores y diacetilasas de histonas. Cuando
Notch-IC esta presente en el nucleo se une a CLS compitiendo con
las proteinas inhibidoras que estan unidas a el y facilitan la unién de
proteinas co-activadoras y acetiltransferasas de histonas, por la
formacion de este complejo CLS pasa de ser un represor a un

activador transcripcional (Figura 6)"".

Ceélula
vecina

Genes blanco

HES. p21. IL-4.

Espacio
extracelular

Citoplasma

o -

Figura 6. Modelo de activacion mediada por la interaccion

receptor-ligando de la sefializacién Notch'® 2% 24



El tamaio del complejo es de aproximadamente 1.5 MDa, e
involucra a otras proteinas ademas de la porcién Notch-IC y CLS.
Analisis in vitro han mostrado que existen otros componentes clave
en la formacién del complejo, son polipéptidos de la familia de las
mastermind-like (MAML). MAML son proteinas nucleares ricas en
glutamina, que se unen a Notch a nivel de la regién de repetidos de
ankirina, formando un complejo ternario estable con Notch-IC y CLS.
Juzgando por el gran tamano de este complejo, es probable que

existan otros componentes aun desconocidos’®.

1.3.3 Genes blanco

El proceso de activacion de la via Notch tiene como finalidad la

19.20.217 como son:

transcripcién de genes blanco

- Bcl-2: este gen codifica una proteina integral de membrana

mitocondrial, bloquea la muerte apoptdética de varios tipos
celulares como linfocitos.

- NFkB2: particularmente participa en el desarrollo de 6rganos

linfoides y estimula la expresion de varios genes como las
proteinas antiapoptoéticas.

- HES: (hairy/enhancer of split) familia de factores de

transcripcién, que modulan negativamente a genes como los de



la familia achaete-scute, que inducen Ila diferenciacion
neuronal.

- p21: codifica un potente inhibidor de cinasas ciclino-
dependientes. Esta proteina se une a los complejos ciclina-
CDK2 o —CDK4 e inhibe su funciéon y funciona como regulador
de la progresiéon a G1 del ciclo celular.

- IL-4: La proteina codificada por este gen es una citocina
pleiotrépica producida por las células T activadas (efecto
protector contra el desarrollo de enfermedad).

- PI3K: la fosfatidil inositol-3-cinasa es wuna proteina de
sefalizacién que confiere resistencia a la anoikis
(desencadenamiento de muerte celular por pérdida de adhesién
con la matriz circundante) y a la apotosis mediada por p53.

- ERBB2: factor de transcripcidén; estimula la proliferacién y el

crecimiento celular.

1.3.4 Moduladores de la via

Existen multiples proteinas reguladoras o moduladoras de la via
Notch, las mas conocidas son producto de los genes fringe. Los
genes de la familia Fringe existen tanto en invertebrados como en

vertebrados. Una de sus funciones es la modulacion de la activacion



de la via Notch dependiente de la unién receptor-ligando??. Fringe es
una glucosiltransferasa identificada primero en Drosophila 'y
subsecuentemente en mamiferos (Manic Fringe, Lunatic Fringe vy
Radical Fringe)?®. Glicosilan a los receptores y a los ligandos de la
sefializacién Notch. Fringe cataliza la adicién de fp-1,3-N-
acetilglucosamina sobre los residuos preexistentes de O-fucosa
unidos a las repetidos EGF de los receptores y de los ligandos. Esta
accion evita la union receptor-ligando y por lo tanto inhibe la
activacion de la sefalizacién (Figura 6). La modulacién del sistema
de sefializacién Notch por las proteinas Fringe se lleva a cabo a nivel
extracelular®®, Aun no es clara la modulacion a nivel
intracitoplasmatico, pero se conoce la participacién de las proteinas
NUMB. Las proteinas NUMB inhiben la induccion dependiente de la
region activa del receptor Notch (porcion intracitoplasmatica) de
proteinas antiapoptéticas (Figura 6). Esta regulacion es mas una

acciéon antagonista a la accién de Notch?® 2¢,

1.3.5 Implicaciones de la via Notch en cancer.

La desregulacion de la sefalizacion Notch esta ligada a varios

tipos de enfermedades humanas, al igual que otras vias de

sefializacion asociadas al desarrollo y proliferacion celular?’. Existen



evidencias de que la via Notch participa en la transformacion
neoplasica?®. Entre las causas mas frecuentes en el desarrollo de
cancer se encuentran l|la presencia de mutaciones, deleciones,
translocaciones e inserciones virales en sus genes.

La participaciéon de los componentes de la sefializacion Notch
se ha reportado en una variedad de carcinomas humanos, en la Tabla
2 se sumarizan algunos de los carcinomas en los que se ha
encontrado implicada a la via Notch ° 7 29:30. 31

Se han descrito tres mecanismos generales de la manera en
que la sefalizacion Notch se involucra en la tumorogénesis (Tabla 3).
El primer mecanismo es la translocacién e insercién proviral en los
genes de los receptores Notch lo que lleva a la produccion
independiente del ligando de polipéptidos similares a la regién
intracitoplasmatica, como ocurre en leucemia linfoblastica aguda de
células T (T-ALL, por sus siglas en ingles) en humanos, en felinos y
en ratones, y en carcinomas de mama murinos. El segundo
mecanismo involucra la activacion del receptor mediada por el
ligando, este mecanismo se ha demostrado so6lo en modelos
experimentales. Finalmente, en un diverso grupo de tumores se ha
observado l|a desregulacién de la via Notch por mecanismos

generalmente inciertos®? (Tabla 3).



Tabla 2. Senalizacién Notch en cancer.

Tumores

Componente involucrado

Leucemia Linfoblastica aguda de células T

Notch-1
(Translocacion 7;9
(g34:934.3))

Cancer pulmonar de:
células pequefias
células no pequenas

Notch-2
receptores Notch-1, -2y -3

Cancer de piel

Baja expresion
Notch-1 vy -2
ligandos DLL1 y Jagged1

Cancer de mama

Sobreexpresién
Notch-1 vy -2
Expresidén constitutiva
Notch-4

Cancer cervicouterino

Sobreexpresion
Notch-1 y Notch-2

9, 17, 29, 30, 31

Tabla 3. Mecanismos generales de la sefalizacion Notch en cancer.

Mecanismo

Ejemplos de tumores

Posibles terapias

Ganancia de
funcién
(mutacién)

T-ALL (Notch-1)
Carcinomas mamarios
murinos (Notch-4)

Inhibidores
intracelulares,
inactivacioén del
complejo nuclear.

Ganancia de
funcion
dependiente del
ligando

Desdrdenes
linfoproliferativos
(linfoma de Hodgkin)

Inhibidores intra o
extracelulares,
bloqueo de la unidén
ligando-receptor

Desregulacion de
la via Notch

Carcinomas de pulmon
Adenocarcinomas
Carcinomas de células
basales
Neuroblastomas
Carcinomas cervicales

Activadores o
inhibidores de la via
Notch.

32




El papel de la sefalizacion Notch en el desarrollo de cancer de
cervix ha sido intensamente estudiado, sin embargo continua siendo
un desafio para su tratamiento y erradicacién®'. En 1995 se describio
por primera vez la expresion aumentada de Notch-1 en lesiones

intraepiteliales avanzadas en cérvix y en carcinomas cervicales®® 3*

y
revalidada en 1997°** %°, En 1999 se reportd que la expresion de los
ligandos de Notch, Delta-1 y Jagged-1, también se expresan en forma
aumentada. Esto sugiere que la via de sefnalizacion Notch se activa
por la interaccién de receptor-ligando.

En el contexto de las neoplasias cervicales asociadas a la
infeccion por el VPH en ensayos de transformaciéon in vitro se ha
sugerido que la desregulacion de Notch-1 se activa sinérgicamente
por la expresion de las oncoproteinas E6 y E7%¢ ®". Esto sugiere que
la desregulacion de Notch-1 puede ser necesaria para mantener la
actividad transformante de las oncoproteinas de VPH. La regulacion
negativa de la expresién de Notch-1 en lineas celulares de carcinoma
cervical que expresan E6 y E7 causa una notable inhibicion de la
proliferacién in vitro y de la tumorigenicidad in vivo. Esto sugiere que
la regulacion positiva de la sefializacion Notch es mediada por E6 y
E7°.

A pesar de los avances en el conocimiento sobre la biologia y

funcién de la senalizacion Notch en cancer cervicouterino, queda aun



un largo camino por recorrer, ya que su importancia radica en el
poder utilizar a los componentes de la via Notch como blancos para
el desarrollo de nuevos biofarmacos, y es por esto que es necesario
conocer cuales componentes de esta via y de qué manera
contribuyen o participan en el desarrollo de neoplasias cervicales.
Este trabajo reporta un panorama general acerca de la
participacién de los genes Notch y las oncoproteinas del VPH en el
proceso de transformacién de células cervicales. Se identificé por lo
tanto, el patron de expresién espontanea de los cuatro receptores
Notch en tejido cervical con lesiones de alto grado (NIC3 y CaCU

invasor).



Il. MATERIALES Y METODOS.

I1.1. Obtencién de biopsias

Se tomaron biopsias de 10 pacientes en edad reproductiva, 6
clasificados como NIC3 y cuatro clasificados como cancer invasor, el
diagndstico del estadio de la neoplasia se basdé en datos clinicos e
histopatoldégicos (Clinica de Displasias y Departamento de Patologia,
Hospital General de Zona 1 del IMSS, San Luis Potosi, S.L.P.). Para
cada paciente se realizaron dos tomas de biopsias, una de tejido
aparentemente normal y otra de tejido con lesidén. Adicionalmente se
extrajeron biopsias de tejido cervical de individuos sanos que se
usaron como controles negativos. Las biopsias tomadas se colocaron
en tubos Eppendorf estériles y se congelaron inmediatamente en
nitrégeno liquido, y posteriormente se transfirieron a un ultra
congelador a —70°C hasta el momento de procesarlas. Asi mismo se
tomaron dos muestras de sangre periférica (4mL) heparinizada de
dos individuos normales y se congelaron a — 20°C hasta el momento

de utilizacion.



1.2 Oligonucleétidos

Los oligonucledtidos usados para la amplificacién de los genes
Notch se tomaron de la base de datos del National Center

Biotechnology Information (NCBI www.ncbi.nlm.nih.gov) como se

muestra en la Tabla 4. En el caso de los genes para B-actina y los
oncogenes E2, E6 y E7 de VPH-16, se disefiaron en referencia a las
publicaciones incluidas en la Tabla 4. EI control positivo de
amplificacion para los oncogenes E2, E6 y E7 consistio de un
plasmido con el genoma completo de VPH-16 (donado por el Dr.
Alejandro Garcia Carranca, Instituto de Investigaciones Biomédicas

de la UNAM, México, D.F).

11.3 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de las muestras de sangre periférica para
la estandarizacion de las técnicas de amplificacion de los genes de
Notch se llevo a cabo utilizando un kit de extraccion de ADN
genomico (Ultra Clean DNA blood spin kit, catalogo # 12200-50) MO
BIO laboratorios, Inc. (Anexo 1).

En el caso de las biopsias de tejido cervical normal y con lesién

se utilizé un kit de extraccion de ADN gendmico (Ultra Clean, tissue



DNA isolation kit, catalogo # 12334-50) MO BIO laboratorios, Inc.
(Anexo 2). EI ADN obtenido se cuantifico por espectrometria a 260

nm (Anexo 3).

Tabla 4. Oligonucleétidos empleados.

Localizacién
Nombre 55— 3 en el gen Tamano Ref.
(nt) (pb)

S: GGTCAATGCGAGTGGC

Notch-1
A: GGCAGCAAGGCTACTGTG 48964 - 49099 153 1
S: ACTATGAAAGAGGCTGAC

Notch -2 A: TCATTCCTTCTATGGCTG 156237 - 156483 153 2
S: ATTCTGCCATAAGGCTGGG

Notch -3
A: GGGCAGATGTATGCATTCCT 41106 - 41220 247 2
S: GGGTCTGACCACTGAGACAC

Notch -4 A: CAGTGAGAGCTCTGAGGGTC 72 - 208 115 2
S: GGGTCAGAAGGATTCCTATG

B-actina A: GGTCTCAAACATGATCTGGG 210 - 447 238 3
S: GACTGGATCCATGGAGACTCTTTGCCAACG

E2 VPH-16 A: GACTGAATTCCATCATATAGACATAAATCCAG | = =-------- 900 4
S: GACCCAGAAAGTTACCACAG

E6 VPH-16 A: GACCCAGAAAGTTACCACAG | mmeeee- 450 4
S: ATGACAGCTCAGAGGAGGAG

E7 VPH-16 | A: TCATAGTGTGCCCATTAACAG | = ceeeeee 150 4

s: sentido, a:antisentido.
(1) Schnabel M., et. al., 2002%3; (2) NCBI www.ncbi.nlm.nih.gov, (3) Santos Martinez,
et al., 1997°%; (4) Nees M., et al, 2000*°.




11.4 Extraccion de ARN total

Se realizé por medio del método del Trizol™ (isotiocianato de
guanidina) de Invitrogen, después de su extraccion se cuantificd por

espectrometria a 260 y 280 nm (Anexo 4).

I1.5 Reaccién de transcriptasa reversa (RT)

La sintesis de ADNc se llevé a cabo con 2 pg de ARN total, 40

U de enzima Super Script Il (SSII) Invitrogen. (Anexo 5)

11.6 Amplificacion de los genes Notch 1 — 4

Para llevar a cabo la PCR se utilizaron 11 pyg de ADN o ADNc
como molde, en presencia de los oligos especificos para amplificar
los genes de los receptores Notch. Se realizaron las mezclas de
reaccion con un volumen final de 25 pl en las siguientes condiciones:
5U de Taq ADN polimerasa (Invitrogen), 2.5 pM de cada oligo
(sentido y antisentido). Las mezclas de reaccidon se incubaron en un
termociclador iCycler (BIO RAD) con el siguiente programa: 1 ciclo
con temperatura inicial de desnaturalizacién de 95°C durante 5

minutos, 28 ciclos de 94°C por 1 minuto, temperatura de annaling



56°C por un minuto (Notch-1), 53°C por un minuto (Notch-2), 58°C
por un minuto (Notch-3), 59°C por un minuto (Notch-4), 72° por 2
minutos y finalmente un ciclo de extensién a 72°C durante 10

minutos.

11.7 Amplificacion de los oncogenes E2, E6 y E7 del VPH-16

La reaccion de PCR se llevé a cabo en presencia de 11 ug de
ADN gendmico extraido de una porcién de las biopsias de lesiones
NIC3 y CaCU invasor. Las mezclas de reaccion con un volumen final
de 25ul bajo las siguientes condiciones, 5U Tagq ADN polimerasa
(Invitrogen), 2.5uM de cada oligo (sentido y antisentido). Las
mezclas de reaccion se incubaron en un termociclador iCycler (BIO
RAD) con el siguiente programa: un ciclo a una temperatura inicial de
desnaturalizacién de 95°C durante 5 minutos, 25 ciclos de 95°C por 1
minuto, 47°C por un minuto, 72° por 2 minutos y finalmente un ciclo
de extension a 72°C durante 10 minutos. Se incluyé una reaccion de
amplificacion en presencia de los oligos universales MY 09-11, que
amplifican cualquier genotipo de VPH, la composicion de las mezclas
de reaccion es similar a las de VPH-16 sdélo que se utiliza una mezcla
de los oligos universales a una concentracion de 5 pM, en el

programa del termociclador la temperatura de annaling es de 57°C.



11.8 Electroforesis de ADN

Los fragmentos amplificados se separaron por electroforesis en
geles de agarosa al 2% (Invitrogen) preparados con TAE 1x
(Tris/Acido acético/EDTA) o SB 1x (Sodio/Acido Boérico) tenidos con
bromuro de etidio. Las bandas se visualizaron y se analizaron en un
fotodocumentador utilizando el software Chemi Doc de Quantity One

(Bio Rad).

11.9 Analisis de resultados

Para el analisis estadistico se utilizaron los programas

SigmaPlot y Microsoft Excel. Se aplico un analisis de varianza

(ANOVA).



I1l. RESULTADOS

En la Tabla 5 se muestra un resumen de los resultados
obtenidos del analisis de los transcritos para los receptores Notch y
Tabla 6 la presencia de infeccion por VPH-16. Se llevo a cabo un
analisis semicuantitativo de la expresion, utilizando como control
interno para cada muestra procesada el gen de la B-actina. En cada
reaccion de amplificacién se utilizo la misma cantidad de ADNc para
cada par de oligos empleados y poder comparar la intensidad de las
bandas. Después se escane6 cada banda y se tomo el valor arbitrario
de uno a la intensidad en pixeles de la banda de B-actina, en cada
una de las muestras analizadas y se realizé la normalizacién
dividiendo el valor de las intensidades obtenidas en las bandas
correspondientes para cada receptor entre el valor de B-actina en

cada una de las muestras.

I11.1 Amplificacion de transcritos de los receptores Notch y

deteccion de los oncogenes de VPH-16 en NIC3

Se detectd la presencia de transcritos de los receptores Notch-2
y Notch-3, tanto en tejido normal (Figura 7) como en tejido de la

lesién (Figura 8). En cuatro de los tejidos (Tabla 5) de lesion NIC3,



se observd la presencia de transcritos de Notch-4. No se detecto la

expresion de Notch-1 en los tejidos de NIC3.

Tabla 5. Valores normalizados de intensidad de las bandas de los receptores Notch

Muestra | Tejido Grado de Notch-1 | Notch-2 | Notch-3 | Notch-4 | B-actina
No. Lesion *
01 Normal - 1.21 1.29 - 1
01 Lesion NIC 3 - 1.04 1.22 - 1
03 Normal - 0.83 1.41 - 1
03 Lesion NIC 3 - 0.88 0 0.29 1
04 Normal - 0.39 0.8 - 1
04 Lesion NIC 3 - 0.43 1.29 0.45 1
06 Normal - 0.79 1.48 - 1
06 Lesién NIC 3 - 1.01 1.38 - 1
08 Normal - 0.64 1.01 - 1
08 Lesion NIC 3 - 1.16 1.18 0.68 1
11 Normal - 0.65 1.28 - 1
1 Lesion NIC3 - 0.89 1.47 0.56 1
02 Normal - 1.16 1.18 - 1
02 Lesion | CaCU inv. - 0.99 1.05 0.42 1
05 Normal - + + + ND
05 Lesion | CaCU inv. - + + + ND
07 Normal - 0.82 1.18 - 1
07 Lesion | CaCU inv. - 0.95 14 0.62 1
12 Normal - 1.05 1.03 - 1
12 Lesion | CaCU inv. - 1.15 1.35 0.68 1
09 Normal | Histerectomia - 1.01 1.01 - 1
09 Lesion | -

10 Normal
10 Lesion NIC 1 - 1.03 1.05 - 1
+ amplificacion, *  valor arbitrario (Intensidad-pixeles)

- no amplificacion, ND no determinado.



Todos los tejidos NIC3 analizados resultaron positivos utilizando los
oligos universales MY 09-11, esto indica la presencia de VPH. De
estos, cuatro tejidos mostraron el patrén esperado para la deteccion

de ADN de VPH-16 (Tabla 6) (Figura 10A).

Tabla 6. Deteccion de infeccion por VPH

Muestra | Tejido Grado de E2 E6 E7 MY 09-11
No. Lesion VPH-16 | VPH-16 | VPH-16 | universal
01 Normal - - - -
01 Lesion NIC 3 + + + +
03 Normal - - - -
03 Lesién NIC 3 - - - +
04 Normal - - - +
04 Lesion NIC 3 + + + +
06 Normal - - - -
06 Lesion NIC 3 + + + +
08 Normal - - - +
08 Lesion NIC 3 - - - +
11 Normal - - - +
1 Lesion NIC3 + + + +
02 Normal - - - +
02 Lesion CaCuU inv. - - - +
05 Normal - - - +
05 Lesion CaCuU inv. + + + +
07 Normal - - - +
07 Lesion CaCuU inv. + + + +
12 Normal - - - -
12 Lesién CaCuU inv. + + + +
09 Normal | Histerectomia - - - -
09 Lesiéon | -

10 Normal
10 Lesion NIC 1 - - - +
+  amplificacion - no amplificacion
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Figura 7. RT-PCR Notch-1 al -4 y B-actina. Ejemplo de patrén de amplificacion de tejido
normal. Carril: 1) Marcador de longitud de 100 pb, 2) Notch-1, 3) Notch-2, 4) Notch-3, 5)
Notch-4, 6) B-actina ctr. (-) s/transcriptasa, 7) B-actina ctr. (+)
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Figura 8 RT-PCR Notch-1 al -4 y B-actina.. Ejemplo de patréon de amplificacion de lesion
NIC3. Carril 1) Marcador de longitud de 100 pb, 2) Notch-1, 3) Notch-2, 4) Notch-3, 5)
Notch-4, 6) B-actina ctr. (+), 7 ) p-actina ctr. (-) s/transcriptasa



1.2 Amplificacion de transcritos de los receptores Notch y

deteccion de los oncogenes de VPH-16 en CaCU invasor

En tejido con CaCU invasor (Tabla 5), al igual que en las
muestras NIC3 analizadas, Notch-1 tampoco se detectd. Se observé
la expresion de Notch-2. Los mismos resultados se observan para
Notch-3. Notch-4 sé6lo es evidente en el tejido de la lesién y la banda

es mas notable en comparacién con los tejidos de NIC3 (Figura 9).
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Figura 9 RT-PCR Notch-1 al -4 y ctr. B-actina. Ejemplo de patron de amplificacion en
CaCuU invasor. Carril: 1) Marcador de longitud de 100 pb, 2) Notch-1, 3) Notch-2, 4)
Notch-3, 5) Notch-4, 6) B-actina ctr. (+), 7) p-actina ctr. (-) s/transcriptasa

Todos los tejidos de CaCU invasor analizados con los oligos MY

09-11, fueron positivos para VPH. Tres de los cuatro tejidos de CaCU



invasor resultaron positivos a la presencia de ADN de VPH-16 (Tabla
6) (Figura 10 B). Es importante sefalar que dos tejidos de los
considerados normales provenientes de pacientes con CaCU invasor
resultaron positivos para MY 09-11, lo que indica la presencia de
algun tipo viral y que a pesar de que su apariencia sea la de un tejido
normal este ya tiene una infeccion en proceso. En la muestra 05
(Tabla 5) no fue posible amplificar el control de B-actina, debido a un
bajo rendimiento de ARNmM, sin embargo consideramos importante
incluirla debido a que tanto el tejido normal y de la lesién se detecto
transcrito te Notch-4.

El analisis de varianza (ANOVA) para la expresion relativa del
ARNm de los receptores Notch-2 y Notch-3 (P>0.05), no mostré
diferencias significativas en los distintos tejidos analizados (normal,
NIC3 y CaCU invasor) a pesar de que se observa una tendencia de
aumento en comparacion con los tejidos normales.

La diferencia en los niveles de Notch-2 comparados en tejido
normal (0.85+0.044) contra NIC3 (0.863+0.053) no tiene significancia
estadistica (p=0.43). Lo mismo sucede en la comparacién entre tejido
normal y CaCU invasor (1.03£0.0075) ya que aunque se observa un

aumento este no es significativo (Figura 11).



A) NIC3

B) CaCU invasor

Figura 10. PCR oligos VPH-16 y MY 09-11. A) NIC3; B) CaCU invasor. Carril: 1)
Marcador de longitud 100 pb, 2) E2 VPH — 16 aprox. 900 pb, 3) E6 VPH — 16 aprox.
450 pb, 4) E7 VPH — 16 aprox. 180 pb.,
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Figura 11. Expresion relativa del ARNm de Notch-2 en diferentes tipos de
tejidos normal, NIC3, CaCU invasor. La categoria NIC3 y CaCU agrupa
todos los tejidos de lesion analizados.

En el caso de Notch-3 existen diferencias en la comparaciéon de
los niveles de este receptor entre tejido normal (1.167+£0.0305) y

NIC3 (1.29+0.0279), al igual en la comparacion de tejido normal y



CaCU invasor (1.26+0.0253) pero estas diferencias no revelan

significancia estadistica (p=0.32) (Figura 12)
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Figura 12. Expresion relativa del ARNm de Notch-3 en diferentes tipos de
tejidos normal, NIC3, CaCU invasor. La categoria NIC3 y CaCU agrupa

todos los teiidos de lesidon analizados. 3 . .
La expresion de Notch-4 solo se detectd en tejido de lesidn y se

observa un aumento en los niveles del mensajero. Se aprecia un



cambio de expresién de NIC3 (0.33+0.072) a CaCU (0.573+0.0262),
en comparacion de tejidos normales en los que no se detecto

expresion.
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Figura 13. Valores promedio (unidades arbitrarias) de Notch-4 en
diferentes tipos de tejidos normal, NIC3, CaCU invasor.




IV. DISCUSION

Los datos descritos en este trabajo muestran un patron de
expresion diferente a los reportados por otros autores para
muestras de pacientes en estadios NIC3 y CaCU invasor.

Weijzen y cols. 2003° reportaron sobreexpresion del
receptor Notch-1 en lineas celulares que expresan E6/E7, pero en
los casos aqui analizados no detectamos la expresién de Notch-1.
La razén mas probable de esta ausencia es la diferencia de
muestras utilizadas ya que ellos analizaron lineas celulares
establecidas de cancer cervical y se sabe que estas no son
representativas del evento in vivo esto en tejidos de lesién (NIC3 y
CaCuU invasor). En el caso de la ausencia en los tejidos normales,
este es el primer trabajo de analisis del receptor en poblacién
mestizo-mexicana, y una posibilidad de que la actividad de este
receptor varie de acuerdo a la poblacion estudiada y que sean
otros receptores (Notch-2 y/o -3) los que participan en la
activacion de la via. Esto se comprobara utilizando técnicas para
la deteccion de proteinas (e. g. Western blot).

En el caso de Notch-2 los resultados obtenidos por nosotros
concuerdan con los reportados por Talora y cols. 2002*", cuya
expresion se encuentra aumentada y Notch-1 se observa
disminuida o ausente en carcinomas invasores. Se ha reportado

que ambos receptores estan involucrados en el balance entre el



fenotipo neoplasico y la expresion sostenida de las oncopropteinas
E6y E7.

No existen reportes de la expresion de Notch-3 y Notch-4 en
cancer cervicouterino. Sin embargo esta documentada Ia
participacion de Notch-3 en el desarrollo de leucemias. Se sabe
que Notch-4 participa en el desarrollo de tumores mamarios, e
inhibe la diferenciacion; también se han asociado polimorfismos
del gen en la como factor predisponerte para esquizofrenia.

Este trabajo revela la participacion de los receptores Notch-3
y Notch-4 en el proceso de transformacion de células cervicales; el
siguiente paso es identificar de que manera participan o si hay una
desregulacion de la sefalizacion en condiciones normales contra
cancer.

La relevancia de este trabajo radica en la posibilidad de que
tanto los receptores Notch-1 y Notch-2 como Notch-3 y Notch-4
podrian participar en el desarrollo del cancer cervicouterino ya que
se detectd la presencia de transcritos de los receptores en
muestras con lesiones NIC3 y CaCU invasor. Es importante
mencionar que las diferencias encontradas en este trabajo pueden
variar de acuerdo a la poblacién estudiada (e. g. poblacion mestiza
mexicana), estadio de la infeccién, genotipo de VPH y/o curso de
otras enfermedades paralelas a CaCU.

En este estudio se encuentra ausencia del receptor Notch-1,
de tal manera qué se contemplan estudios futuros incluyendo la

deteccion de los cuatro receptores en los diferentes estadios de la



enfermedad, para determinar si la proteina de Notch-1 esta
presente y para conocer si el ARNm de los receptores aqui
encontrados se traduce a proteina, y asi poder afirmar que si

participan en el desarrollo de neoplasias cervicales.
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VI. ANEXOS



Anexo 1

Protocolo para extraccion de ADN genémico de sangre periférica
Kit MO BIO

1. Adicionar 200 ul de sangre en un tubo eppendorf y agregar 20 pl de proteinasa
K.

Adicionar 200 pl de solucién B1

Agitar en vortéx por 15 segundos

Incubar a 65°C por 10 minutos

Centrifugar por 5 segundos para remover las gotas de la tapa del tubo
Adicionar 200 pl de solucion B2 y agitar en vortéx por 15 segundos
Centrifugar por un pulso.

Transferir la mezcla a una minicolumna

Centrifugar por 1 minuto a 13 000 rpm

10 Desechar el liquido filtrado.

11. Adicionar 500 pl de solucion B3

12. Centrifugar por 30 segundos a 13 000 rpm

13. Cuidadosamente desechar el liquido filtrado.

14. Agregar 500 pl de solucién B4

15. Centrifugar por 30 segundos a 13 000 rpm

16. Transferir el filtro a un tubo nuevo

17. AAdadir 200 pl de solucién B5

18.Incubar a 65°C por 5 minutos

19. Centrifugar por 1 minuto a 13 000 rpm

20.Remover cuidadosamente el filtro y descartarlo

21.Etiquetar el ADN obtenido e utilizar o almacenar a -20°C hasta su uso.

©CONOGO WM

Soluciones:

B1: Guanidina HCIl/Twen 20
B2: Etanol 100%

B3: Etanol/Guanidina HCI
B4: Etanol/Tris/NaCl

B5: Tris/HCI (10 mM, pH 8)



Anexo 2

Protocolo para extraccion de ADN genémico de muestras de tejido

9.

cervical (kit MO BIO)

. En un tubo con 2ml de soluciéon de cuentas adicionar de 1 — 25 mg de

tejido.

Sujetar horizontalmente al vortex y agitar a velocidad maxima por 10
minutos.

Centrifugar por 1 minuto a 10 000 rpm vy transferir el sobrenadante a un
tubo limpio (volumen aproximado 400 — 450 pl).

Adicionar 450 pl de la solucion TD1, agitar en vortex durante 5
segundos.

Transferir de 600 — 650 ul de la muestra a una minicolumna y centrifugar
a 10 000 rpm durante 1 minuto. Descartar el liquido filtrado. Adicionar el
resto de la muestra a la minicolumna y centrifugar de nuevo a 10 000
rpm por 1 minuto. Descartar el liquido filtrado.

Adicionar 400 pl de la solucién TD2 y centrifugar a 10 000 rpm durante 1
minuto.

7. Descartar el liquido filtrado.
8.

Centrifugar de nuevo durante 1 minuto a 10 000 rpm para remover el
resto de la solucién TD2.

Cambiar cuidadosamente la minicolumna a un tubo limpio. Evitando que
no se vaya nada de solucion TD2 en la columna.

10. Adicionar 50 ul de solucion TD3 sobre el centro blanco de la membrana.
11. Centrifugar durante 1 minuto a 10 000 rpm.

12.Repetir el paso 10y 11, una o dos veces.

13.Descartar la columna. EI ADN del tubo esta listo para usarse. No se

requieren pasos posteriores. Utilizar o almacenar el DNA a — 20 °C.



Anexo 3

Protocolo para la cuantificacion de DNA

1. Preparar una dilucion con agua destilada y DNA:

499 ul de agua destilada + 1 uyl de DNA

Dilucién 1 : 500
2. Leer en el espectrofotometro a 260 nm, anotar las absorbancias obtenidas.
3. Calcular la cantidad de DNA obtenida con la siguiente formula:

(O. D. 260) (factor de dilucidn) (coeficiente de exticion)= pg/ml
*El coeficiente de exticion para DNA es de 50 ug/m

4. Calcular la cantidad de DNA para la reaccion de PCR.



Anexo 4

Protocolo de extraccion de RNA total
Método del Trizol™ Invitrogen

Pesar el tejido para verificar si son aproximadamente 100 mg.

Poner inmediatamente en nitrégeno liquido.

Adicionar 500 pl de trizol®, moler y homogenizar lo mejor posible.

Reposar por 5 minutos a 30°C.

Anadir 100 yl de cloroformo, agitar por inversion durante 15 segundos.
Reposar por 3 minutos a 30°C.

Centrifugar a 10 000 rpm por 15 minutos a 5°C o temperatura ambiente.
Recuperar el sobrenadante (fase acuosa clara), con cuidado de no traerse
la interfase.

9. Adicionar 250 pl de isopropanol, mezclar por inversion y dejar reposar por
10 minutos a temperatura ambiente.

10. Centrifugar a 10 000 rpm por 15 segundos a 5°C o temperatura ambiente.
11. Decantar cuidadosamente dejando la pastillita blanca que se forma al fondo
del tubo, no siempre es visible.

12. Adadir 500 pl de etanol al 75% preparado con agua libre de RNasas
(DEPC), despegar la pastilla para enjuagarla.

13. Centrifugar a 8 000 rpm durante 10 minutos a 5°C o temperatura ambiente.
14. Decantar quitando todo el etanol y dejar secar la pastilla al aire o en la
incubadora a 37 — 42°C, hasta que el etanol se evapore, evitando dejar secar la
pastilla por completo.

15. Resuspender en 22.5 pl de agua libre de RNasas (DEPC).

16. El RNA total del tubo puede ser procesado o congelado a — 70°C hasta su
uso.

ONoGhwWN =

Protocolo para cuantificacion de RNA total, para calcular la cantidad para
transcriptasa reversa

1. Hacer una dilucion del RNA total obtenido:
500 pl de agua + 2.5 pl de RNA total (factor de dilucion 201)

. Realizar la lectura en el espectrofotometro en un rango de 260 a 280 nm.
. Calcular la cantidad de RNA obtenido con la siguiente férmula.
(O. D. 260)(factor de dilucion)(coeficiente de extincién)= pg de RNA/ml

WN

N

. Analisis de la relacion entre las absorbancias.
Absorbancias: 260 — Acidos Nucleicos
280 — Proteinas
La relacion entre estas debe ser mayor de 1.6 y menor de 2.0.
Menos de 1.4.- hay mucha proteina (relaciones de 1.2 aun son buenas)
Arriba de 2.0.- RNA degradado.



Anexo 5

Transcriptasa Reversa (RT)

1. Calcular el volumen de muestra necesario para tener 2 uyg de RNA total y
colocarlo en un tubo para PCR.

2. Anadir la cantidad de agua DEPC necesario para completar 10.8 pl.

3. Preparar el MIX 1:

Oligo dT 1 ul
dNTP mix 10 mM 1ul
2 ul

4. Agregar 2 pl del MIX 1 a cada tubo con RNA, e incubar a 65°C por 5
minutos; al término colocarlos inmediatamente en hielo. Centrifugar por un
pulso para bajar las gotas que hayan quedado en la tapa.

5. Preparar el MIX 2:

First strand buffer 5x 4 ul
MDDT 0.1 2yl
RNase OUT (inhibitor) 1ul

7 Ml

6. Anadir 7 pyl de MIX 2 a cada tubo de reaccidbn mezclar suavemente e
incubar a 42°C durante 2 minutos.

7. Anadir 0.2 ul de Super Script Il (200 U) y mezclar por pipeteo (volumen fina
20 pl).
8. Incubar 10 minutos a 25°C.
9. Incubar 50 minutos a 42°C.
10. Inactivar reaccién incubando a 70°C durante 15 minutos
(pasos 8 — 10 programa rt-termociclador)

11. Afnadir 1 yl de RNase H de E. coli (2U) para eliminar el resto de RNA. Este
paso es indicado para cuando el fragmento blanco es mayor de 1 kb.





