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Resumen

"Evaluacion de marcadores moleculares de la via de
sefalizacion Notch y tumorigénesis en cancer de cérvix”

El cancer de cérvix es la tercera causa de muerte por cancer en mujeres y es una
enfermedad crénica causada por infeccion persistente por tipos de virus del
papiloma humano. La primera linea de tamiz para el diagnostico de cancer de cérvix
es el Papanicolaou, sin embargo, su sensibilidad y especificidad es baja y variable.
En este contexto el uso de biomarcadores especificos se ha introducido para
aumentar la sensibilidad y especificidad en el diagnéstico. Con esta finalidad,
construimos microarreglos de tejido, que contienen muestras de las distintas etapas
cronoldgicas de la enfermedad. Se evalud el nivel de expresidén de 22 proteinas que
participan en la via de sefializacion Notch, tumorigénesis y proteinas actualmente
utilizadas como biomarcadores en el diagnostico de cancer de cérvix. El nivel de
expresion de las proteinas se determind por inmunohistoquimica sobre los
microarreglos, los cuales fueron fotografiados, escaneados y analizados con el
software ImageJ. Los datos obtenidos se procesaron estadisticamente por analisis
paramétrico. De las 22 proteinas analizadas, SEL1L y Notch3 mostraron una sobre-
expresion significativa (p<2x107°) con un patrén sostenido respecto al tejido normal.
Estos resultados sugieren que estas proteinas son biomarcadores potenciales para

el diagndstico de cancer de cérvix.

Palabras clave: Cancer de cérvix, biomarcadores, via de sefalizacién Notch,

microarreglos de tejido.
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Abstract

“Assessment of molecular markers from the Notch
signaling pathway and tumorigénesis in cervical cancer”

Cervical cancer is the third cause of death by cancer among women. It is a chronic
disease that requires persistent infection by high-risk human papillomavirus. The
primary screening of cervical cancer is the Pap test, however its sensitivity and
specificity is variable. In this context, the use of specific biomarkers has been
introduced to increase the sensitivity and specificity of the diagnosis. For that
purpose, we built tissue microarrays that contain tissue cores of the each
chronological stage of the disease. The level expression of 22 proteins from the
Notch signaling pathway, tumorigenesis and proteins used as markers in cervical
cancer were evaluated. The protein expression level was determined by
immunohistochemistry and photographed, scanned and analyzed by using the
ImageJ software. The data obtained were processed by parametric analysis. Of the
22 proteins analyzed, Notch3 and SEL1L showed a sustained over-expression
pattern compared with the normal tissue (p<2x107°). Our results suggest these two

proteins are potential biomarkers for the diagnosis of cervical cancer.

Keywords: Cervical cancer, biomarkers, Notch signalling pathway, tissue

microarrays.
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Introduccidn

El cdncer es una enfermedad que presenta un alto indice de mortalidad en el mundo
y se desarrolla a partir de la acumulacion de mutaciones que pueden ser causadas
por agentes externos, ya sean fisicos, como la radiacion UV, o quimicos, como
sustancias mutagénicas. También existen factores intrinsecos que pueden
desencadenar el desarrollo de cancer, por ejemplo, el mal plegamiento y pérdida de
funcién de las proteinas que desarrollan un papel fundamental durante el ciclo

celular (Boveri 2007).

Se ha sugerido que el cancer puede surgir a partir de una poblacién de Células
Madre Cancerosas (Cancer Stem Cells, CSC por sus siglas en inglés) por sus
caracteristicas auto-regenerativas y proliferativas en todo el cuerpo humano, y que
una pequefia sub-poblacion de éstas puede iniciar y mantener la tumorigénesis

(Dreesen & Brivanlou 2007). Sin embargo, el origen de las CSC no es claro.

En mujeres, el cancer de cérvix (CC) es una de las principales causas de muerte por
cancer en el mundo que se desarrolla por infecciobn persistente del Virus del
Papiloma Humano (VPH), agente etiol6gico en el 99.7% de los casos de CC
(Walboomers et al. 1999). Se conoce una gran variedad de tipos de VPH y se han
clasificado de acuerdo a su capacidad oncogénica como de bajo riesgo y alto riesgo.
Los tipos asociados con el desarrollo de CC son principalmente virus de alto riesgo,
por ejemplo, VPH 16 y 18 (Munoz et al. 2003), los cuales se encuentran en esta
clasificacion por su alta incidencia en carcinoma in situ y cancer invasor. Sin
embargo, el VPH tipo 18 se ha asociado en mayor medida a adenocarcinomas. El
CC se desarrolla a partir de la infeccion persistente del VPH en la zona de

transformacion del cérvix (Parkin & Bray 2006). Independiente del tipo de VPH, se



ha sugerido que las particulas virales infectan células germinales en la lamina basal,

al utilizar como via desgarres pequefios de la mucosa (Mufioz et al. 2006).

Los genomas de VPH codifican sélo 8 genes (Doorbar 2006).Los genes E6 y E7
codifican para las principales oncoproteinas. E6 y E7 respectivamente, las cuales
tienen multiples blancos celulares; p53 y la proteina retinoblastoma (pRB) son las
mas importantes. E6 inhibe a p53 al bloquear el mecanismo de apoptosis, mientras

E7 inhibe a pRB y evita el arresto del ciclo celular.

El desarrollo de CC requiere de cinco pasos: transmisién de VPH, persistencia del
virus, integracién del genoma viral, progresion gradual de las células infectadas
hasta producir neoplasia, y posteriormente la invasion. La neoplasia es precedida
por diferentes estadios pre-cancerosos o displasicos: neoplasia intraepitelial cervical
leve (NIC I) o grado I, moderada o grado Il (NIC II), severa o grado Ill (NIC Ill o
carcinoma in situ), y finalmente, cuando las células neoplasicas del epitelio del cérvix
atraviesan la membrana basal e invaden el tejido subyacente se presenta un
carcinoma invasor (Cl). Sin embargo, en la mayoria de las infecciones la inmunidad
mediada por células suprime la infeccion en un periodo de 1-2 afios a partir de la
exposicion (Stanley 2006) y el tiempo entre la infeccion y la primera evidencia
microscopica de lesiones neoplasicas puede ser relativamente corto, frecuentemente
en un periodo de 5 afios (Woodman et al. 2001). De hecho, las lesiones pre-
cancerosas han sido diagnosticadas a los 2 afios posteriores al inicio de la vida

sexual (Winer 2003; Richardson et al. 2003; Rodriguez et al. 2007).

El diagndstico preliminar de CC se realiza por la prueba de Papanicolaou, la cual
tiene como objetivo identificar células atipicas o displasicas. Sin embargo, dado que

esta prueba se basa en la morfologia celular, su sensibilidad y especificidad



dependen de la perspectiva del patdlogo (Fahey et al. 1995).El CC involucra
alteraciones en la proliferacion y morfologia de las células en comparacion a las

células originales.

La combinacion de métodos de diagndstico molecular y clinico permite detectar el
desarrollo de enfermedades en etapas tempranas para aplicar el tratamiento
adecuado. Estas estrategias tendrian como objetivo restaurar los niveles de
expresion de las moléculas involucradas en el desarrollo de CC y como

consecuencia permitir la regresion de la enfermedad.

Los biomarcadores utilizados actualmente en el diagndstico de CC son las proteinas

p16INK4A (pl6) y Ki-67. Sin embargo, estas moléculas no son especificas de CC.

La proteina p1l6 ha sido ampliamente estudiada y se sabe juega un papel clave en
los procesos de senescencia; guia a las células para entrar en fase GO de forma
permanente y asi actla como supresor de tumores. La inactivacion de pRb por la
oncoproteina E7provoca un aumento del factor de transcripcion E2F libre en la
célula, lo que tiene como consecuencia un incremento en los niveles de pl6 y
proliferacion descontrolada (Khleif et al. 1996) en queratinocitos de cérvix

transformados por VPH (Keating et al. 2001).

Ki-67 es un antigeno de proliferacion expresado durante la fase G2 y la mitosis en el
ciclo celular. Esta proteina se ha detectado en todos los estadios de NIC y se ha
observado un aumento en los niveles de expresion conforme avanza el grado de
lesion (Sahebali et al. 2003).También se ha utilizado para detectar células de
lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado dentro de muestras citolégicas
atipicas, ademas de ayudar a distinguir displasia en células atroficas (Dunton et al.

1997).



La inmunohistoquimica de pl6 ha sido una herramienta muy importante para
mejorar la exactitud, fiabilidad y calidad del diagnéstico histopatologico en lesiones
de cérvix (Zhang et al. 2007), asi como el uso de microarreglos de tejido (MATS) en
la optimizacién del procesamiento de muestras (Chen et al. 2003). A pesar de la
fiabilidad y precision que ha demostrado esta técnica con pl6 en citologia (Carozzi
et al. 2008), especialmente en referencia a la sobreexpresion en NIC II, se ha
observado que estos estudios cuentan con una poblacion de muestras normales
(control) muy pequefia en relacion al total de muestras que presentan algin grado
de lesidn o cancer invasor, lo que podria aumentar el error experimental (Lesnikova
et al. 2009). Reuschenbach et al. (2012) observaron que Ki-67 y pl6 son co-
expresadas de forma particular en displasias de cérvix, lo que sugirid un aumento en

la sensibilidad y fiabilidad del método.

En la busqueda de nuevos marcadores moleculares especificos que apoyen el
diagnostico en etapas tempranas de la enfermedad, se ha observado que la
activacion de la telomerasa (Hahn et al. 1999), moléculas como el factor de
transcripcion MYC (Mdller et al. 2014), proteinas de la familia CDC y MCM que
permiten el proceso de replicacion del ADN (Murphy et al. 2005), muestran niveles
de expresién anormales en distintos tipos de cancer, incluido CC. En la Tabla 1 se
muestran las proteinas utilizadas actualmente en el diagnéstico de CC y proteinas
sugeridas como marcadores. Es poco claro el mecanismo de estas moléculas
durante el desarrollo de esta enfermedad, sin embargo, muestran cambios al
desarrollarse las lesiones neoplasicas. Estudios recientes realizados en biopsias
frescas de cérvix obtenidas de mujeres diagnosticadas con los distintos grados de
lesiones pre-cancerosas y cancer, mostraron un aumento en el nivel de ARNm de

moléculas relacionadas a la via de sefalizacion Notch y tumorigénesis (Santos et al.



2011), lo cual sugiere que esta via tiene un papel importante en el desarrollo de CC

como se describe a continuacion.

Tabla I.- Proteinas utilizadas actualmente y proteinas sugeridas como
marcadores moleculares en el diagnoéstico de CC

Molécula Funcion Referencia
(Volgareva et al.
pl6 Supresor de tumor
2004)
_ ] _ . (Sahebali et al.
Ki-67 Antigeno de proliferacion
2003)
Regulador negativo de la via de sefializacion .
SEL1L o o En este estudio
Notch, participa en ERAD como ubiquitina-ligasa
Notch3 Destino celular en el desarrollo En este estudio
Notchl Destino celular en el desarrollo (Daniel et al. 1997)
_ (Freeman et al.
MCM2 Regulador del ciclo celular en la fase S
1999)
MCM6 Regulador del ciclo celular en la fase S (Das et al. 2013)
Micro Regulan la expresion de proteinas en el nivel de la
. (Xu et al. 2012)
ARNSs traduccion

El desarrollo de los organismos a partir de la unién de los gametos y la posterior

formacion de las tres capas germinales del embrion, esta regulada por la via de

sefalizacion Notch, por lo que se sugiere que esta via participa en los procesos de




diferenciacion y mantenimiento de células troncales asi como en el proceso de
apoptosis. Sin embargo se le atribuye la participacion en otros procesos importantes
como la respuesta inmunoldégica, el desarrollo vascular y la supervivencia de células
troncales (Androutsellis-Theotokis et al. 2006).

La via de Notch se activa por la interaccion entre un ligando (Jagged , Delta Like) de
células vecinas y el receptor (Notchl-4) de otra que da como resultado un corte
proteolitico por una metaloproteasa de tipo ADAM (A Disintegrin And
Metalloproteinase) que libera el dominio intracelular de Notch y es dirigido hacia el
nacleo donde forma un complejo activador de la transcripcién con factores de unién
a ADN vy proteinas de la familia MAML (Mastermind-Like) (Brivanlou & Darnell 2002).
Se ha demostrado que la via de Notch estd implicada en procesos de cito-
diferenciacion y organogénesis (Artavanis-Tsakonas 1999). La via de sefalizacion
Notch inhibe la expansion de células diferenciadas dentro de un tejido por inhibicién
lateral o puede promover que células adyacentes se adapten al mismo destino
celular por induccion lateral (Ehebauer et al. 2006). Con esto suponemos que Notch
es un factor importante en la regulacion de la homeostasis dentro de los tejidos y su
pérdida de control de funcién puede provocar el desarrollo de neoplasias, esto se
sugiere debido a que se ha observado que sus niveles aumentan en cancer de

mama entre otros (Mittal et al. 2009).



Materiales y métodos

Microarreglos de tejido (MATS)

Para este estudio se adquirieron MATs comerciales (CR602, US Biomax) los cuales
contenian 10 muestras de tejido normal de cérvix, 10 tejido con inflamacion, tres
delesiones neoplésicas intraepiteliales cervicales (NIC) 1, cuatro NIC2, tres NIC3 y
30 muestras de CC. Para la elaboracién de MATSs a partir de muestras de pacientes
mexicanas (Anexo 1), se utilizaron bloques de parafina procedentes del archivo del
Departamento de Patologia del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” de la
ciudad de San Luis Potosi, México, con diagndstico confirmado. Los moldes para los
MATs se elaboraron con el equipo de centro de inclusion de tejidos (Biomedical
Embedding Center KD-BMII, China Jinhua kedi, Co., LTD) y se incluyeron 18
biopsias de tejido de cérvix normal, 83 NIC1, 53 NIC2, 28 NIC3 y 23 de tumores
malignos. Se construyeron y distribuyeron en 3 MATs. Cabe sefalar que las
muestras fueron seleccionadas en base al diagnéstico de 3 patdlogos
independientes. Los centros de cada biopsia en los MATs fueron seleccionadas a
partir de la tincion por hematoxilina y eosina. El area méas representativa del

exoceérvix fue la que se incluyé en el MAT.
Inmunohistoquimica (IHQ)

Antes de realizar el analisis de expresién de proteinas sobre MATS, se realiz6 la
estandarizacion de las condiciones en que se llevaria a cabo la IHQ para cada
proteina. Inicialmente se llevé a cabo 1) la estandarizacién por ensayos de dilucién
seriada para dilucidar la concentracion adecuada de cada anticuerpo y 2) el método
de exposicién de antigeno (Tabla 2). Se realizaron cortes de los MATs con un grosor

de 5 um en un micrétomo (microtomo semiautomatico KD-3368, Kedee).



Tabla Il. Condiciones de tincién de IHQ

(Santa Cruz)

ANTICUERPO Fuente (compaiiia) Exposicion de antigeno Concentracion final
de Ac
1 | Notchl (ab52627) Conejo-monoclonal Sin Desenmascaramiento 1:50
(Abcam)
2 Notch2 (NB600- Conejo-monoclonal Sin Desenmascaramiento 1:800
879)
3 | Notch3 (sc-5593) Conejo-monoclonal Sin Desenmascaramiento 1:100
(Santa Cruz)
4 | Notch4 (ab33163) Conejo-monoclonal Sin Desenmascaramiento 1:100
(Abcam)
5 HIC 1 (ab55120) Raton-monoclonal 80°C, Buffer Tris-EDTA pH 8, 2.5 min 1:100
(Abcam)
6 | CDC 25 (ab2357) Raton-monoclonal 80°C, Buffer Tris-EDTA pH 8, 2.5 min 1:50
(Abcam)
7 ASCL 3 (A3620) Conejo-monoclonal 80°C, Buffer de citrato 2.5 min pH6 1:25
(US Biological)
8 | n-Myc (ab16898) Ratén-monoclonal Temperatura ambiente, Buffer Tris- NA
(Abcam) EDTA pH 8, 2.5 min
9 SEL1L (ab78298) Conejo-monoclonal Sin Desenmascaramiento 1:200
(Abcam)
10 | SNAI'1 (sc-271977) Raton-monoclonal Temperatura ambiente, Buffer Tris- NA
(Santa Cruz) EDTA pH 8, 2.5 min
11 TLE (sc-13373) Cabra-policlonal Sin Desenmascaramiento 1:50
(Santa Cruz)
12| DLL1 (D2727-75) Raton-monoclonal Sin Desenmascaramiento 25:1000
(US Biological)
13| MIB1(M3753-01) Conejo-monoclonal Sin Desenmascaramiento 1:50
(US Biological)
14| MTA 1 (sc-17773) Raton-monoclonal 80°C, Buffer Tris-EDTA pH 8, 2.5 min 1:25
(Santa Cruz)
15| SOCS 3 (sc-9023) Conejo-monoclonal Sin Desenmascaramiento 1:100
(Santa Cruz)
16 p16INK4a Raton-monoclonal 80°C, Buffer de citratos pH6, 2.5 min 1:500
(ab54210) (Abcam)
17| Citoqueratina 13 Conejo-monoclonal Sin Desenmascaramiento 1:250
(ab92551) (Abcam)
18| Citoqueratina 14 Ratéon-monoclonal 80°C, Buffer de citratos pH6, 2.5 min 1:400
(ab78000) (Abcam)
19 | BRD 7 (sc-131879) Cabra-policlonal Sin Desenmascaramiento 1:50
(Santa Cruz)
20| CARP-1 (sc-69263) Cabra-policlonal 80°C, Buffer de citrato pH6, 2.5 min 1:50
(Santa Cruz)
21| DLEC 1 (sc-99867) Cabra-policlonal Sin Desenmascaramiento 1:50
(Santa Cruz)
22| HES 2 (sc-13846) Cabra-policlonal 80°C, Buffer de citratopH6, 2.5 min 1:50




Cada corte se montd en portaobjetos recubiertos con poli-L-lisina (Invitrogen). Las
laminillas se desparafinaron en soluciones de xilol y se deshidrataron en soluciones
graduales de etanol. La IHQ se realiz6 de a cuerdo a las especificaciones de los kits
utilizados (Superpicture 3rd Gen IHQ Detection y SuperPicture Polymer Detection,
ambos de Invitrogen, anexo 1). El tiempo total de incubacion con el anticuerpo
primario fue de 12 h a 4°C. Posterior a la IHC, los MATs se observaron con un
microscopio Leica DSM750 y se tomaron fotografias en formato TIFF para cada area

seleccionada.

Andlisisin silico

Las imagenes obtenidas a partir de las muestras fueron analizadas con el software
Image J (version 1.42q) con dos plugs-in para el analisis de los MATs. El primer
plug-in Colour deconvolution, separa las imagenes del formato TIFF en base a la
tincion seleccionada (Hematoxilina y Diaminobenzidina) y se obtiene una imagen
que representa la tincién positiva a la diaminobenzidina (DAB). El segundo plug-in
color deconvolution for_ TMA, sigue un algoritmo que toma como base el primer plug-
in para trabajar sobre la imagen seleccionada, cuyo objetivo es seleccionar al
epitelio como area de interés y procesarlo con el algoritmo. El analisis del area

seleccionada, reporta como resultado final la intensidad media de tincion por pixel en

esta region, lo que es directamente proporcional al nivel de expresion de la proteina.

Andlisis estadistico (Dr. Peter Mandeville, UASLP)

Los datos obtenidos del analisis in silico fueron analizados estadisticamente para
evaluar si la intensidad media de pixeles era igual para las distintas etapas de la
enfermedad. Para ello el andlisis se llevo a cabo utilizando el software libre R version

3.1.1 con un 95% de nivel de confianza.



Un modelo de referencia de los datos en bruto se analiz6 como un modelo lineal. Se
calculo el criterio de informacion de Akaike (AIC por sus siglas en inglés), para
probar la calidad del modelo. La normalidad se evalué con el procedimiento de
Shapiro-Wilk. La homogeneidad de varianza fue evaluada con el procedimiento
Levene. Los puntos fuera de lugar fueron identificados de acuerdo a la definicion de
Tukey y las repeticiones con puntos fuera de lugar se eliminaron. El poder de
transformacion fue ajustado con la funcion de Box y Cox. ElI AIC del modelo con el
poder de transformacién se comparé con el modelo de referencia; el modelo con el

menor AIC es el mejor modelo.

El modelo fue ajustado y evaluado. Se realiz6 el procedimiento de diferencia
significativa de honestidad de Tukey (HSD, por sus siglas en inglés). Posterior a que
las probabilidades fueran calculadas, éstas se ajustaron utilizando el procedimiento

de Holm.
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Resultados

Expresion de proteinas de la via de sefializacién Notch y tumorigénesis en el
epitelio escamoso de tejido cervical

La expresion de proteinas se evalud llevando a cabo la técnica de IHQ como se
describe en el apartado de Materiales y Métodos. De las 22 proteinas analizadas,
SEL1L y Notch3 mostraron un patron de expresion diferencial entre tejido sano y
lesiones neoplasicas/tumor entre las muestras de pacientes mexicanas (Figura 1a).
Por otro lado, los resultados obtenidos de la IHC en el MAT comercial CR602 mostro
un patron de expresion distinto al de los MATs mexicanas con poco valor estadistico

(Figura 1b).

Sobre-expresiéon de SEL1L y Notch3 en lesiones neoplasicas cervicales y
cancer de cérvix

El andlisis estadistico para dilucidar la expresién de proteinas entre los grupos
(normal, NIC I-Ill, tumor) en MATs mexicanas y US Biomax se muestra en la tabla 3.
Los resultados mostraron un incremento significativo de expresion en lesiones
neoplasicas comparado con tejido normal en las proteinas Notch3 (p<2x107°) y
SEL1 (p<2x107*°) en muestras mexicanas (Figura 2). Por otro lado en las muestras
de US Biomax, ASCL3 (p<2x107) y CDC25 (p=3.26x10°) mostraron este patrén en
su expresion (Figura 3). Fue sorprendente observar que el marcador control pl6
utilizado comtnmente en el diagnéstico de CC (p=4.40x10 muestras mexicanas,
p=7.56x10" para US Biomax), no presenté diferencias significativas en el nivel de
expresion en las distintas etapas de la enfermedad (Figura 2 y 3 respectivamente).
El resto de las proteinas analizadas mostraron una variedad en sus patrones de
expresion, sin embargo, estos niveles de expresion y los datos estadisticos

mostraron que no es posible diferenciar entre lesiones pre-malignas, cancer y tejido

sano.
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Tabla lll. Resumen de resultados estadisticos obtenidos a partir del analisis in
silico en MATs de pacientes mexicanas y de US Biomax (CR602)

MATs de pacientes mexicanas

Anova HSD
Proteina  Outliers F P Padj AdjR2 grps a b c d
SEL1 4 106 <2e-16 3.60E-15 0.717 3 Norm Il 1,11, Tumor
Notch3 5 65.4 <2e-16 3.60E-15 0.621 3 Norm 11,111, Tumor LN
SOCS3 1 61 <2e-16 3.60E-15 0.599 3 Norm 11,111, Tumor LN
CARP1 2 57.3 <2e-16 3.60E-15 0.594 4 Norm Tumor 1,1 LI
MiB1 1 59.8 <2e-16 3.60E-15 0.581 3 Norm 1L,111,Tumor |
CK14 5 50.6 <2e-16 3.60E-15 0.571 4 Norm Tumor L1 |
CK13 21 49.4 <2e-16 3.60E-15 0.56 4 Tumor lI,Norm I} 1
Notch2 8 45.6 <2e-16 3.60E-15 0.522 3 Norm 11,11, Tumor |
BRD7 11 41.4 <2e-16 3.60E-15 0.506 3 Norm I,Tumor 11,11, Tumor
ASCL3 5 30.7 <2e-16 3.60E-15 0.415 2 I,Norm 11,111, Tumor
CDC25 1 25.2 3.03E-16 3.60E-15 0.368 3 Tumor 11,11,Norm 1,1LNorm
DLL1 5 21 5.26E-14 3.68E-13 0.323 2 Norm,Tumor LiL
Notchl 5 17.2 7.37E-12 4.42E-11 0.275 2 Norm LILIL, Tumor
MYcC 0 12.8 8.50E-09 4.25E-08 0.265 2 I,Il,Norm,Tum 1
HIC1 1 16.2 3.48E-11 1.74E-10 0.264 3 Norm 1 1L11,Tumor
Notch4 3 14.3 5.80E-10 2.32E-09 0.247 4 Norm,Tumor  Ill,Tumor L 1L
HES2 0 9.83 5.94E-07 2.97E-06 0.214 2 I,IIl,Norm,Tum |
DLEC1 3 10.3 2.21E-07 6.63E-07 0.193 3 L 1,1 [I,Norm,Tumor
MTA 3 7.85 8.35E-06 1.67E-05 0.142 3 I,Tumor Il,Norm,Tumor IL,Ill,Norm
P16 5 3.96 4.40E-03  4.40E-03 0.0722 2 LIL,Norm,Tum LI, Tumr
SNAI 0 3.82 5.45E-03 5.45E-03 0.0646 2 L,IL,Norm,Tum |,ILII,Norm
TLE 2 2.36 0.0571 5.71E-02
MATSs de US Biomax (CR602)
Anova HSD
Proteina Outliers F P Padj AdjR2 grps a b c
ASCL3 3 51.2 <2e-16 3.60E-15 0.823 3 nm,T L, Inf,N
CK13 4 33.8 1.80E-14 3.06E-13 0.759 3 LI, T 1,1 1L,ILInf,N
CDC25 4 15.8 3.26E-09 5.22E-08 0.582 2 LILILT Inf,N
p16 4 8.45 7.56E-05 3.78E-04 0.44 2 11,111, Inf,N 1,7
HIC1 1 6.06 0.000185 2.78E-03 0.315 2 1IL,N,T LILILInf,N
BRD7 2 5.37 0.000515 7.21E-03 0.288 2 LILULInE,N  1LILINf,N,T
SOCS3 1 5.31 0.00054 7.21E-03 0.282 2 IILInf,N,T LILI,Inf,N
CK14 2 4.95 0.00093 1.12E-02 0.264 2 LILILInE,N  1L1ILInf,N,T
CARP1 1 4.29 0.00246 2.71E-02 0.227 2 ILILInf,N,T 1L,ILInf,N
Notch2 1 4.18 0.00294 2.94E-02 0.221 2 1ILHLINE,N, T LILIILInf,N
MTA1 0 3.96 0.00415 3.74E-02 0.209 2 LILIL,Inf,N LILILINE,T
Notch1 1 3.68 0.00638 5.10E-02 0.193 2 ILILInf,N,T LILIL,Inf
SEL1 3 3.4 0.0102 7.14E-03 0.182 1 LILILINf,N,T
Notch3 1 3.32 0.0114 7.14E-02 0.171 2 ILILINE,N,T  LILILInf,N
DLEC1 1 2.55 0.0393 1.97E-01 0.121 2 LILULINE,N  1LILINf,N,T
DLL1 0 2.38 0.0514 2.06E-01
MiB1 0 1.59 0.179 5.10E-01
Notch4 0 1.2 0.32 5.10E-01
TLE 1 1.62 0.17 5.10E-01
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a)

Proteina Normal - NIC1 NIC2 NIC3 Tumor

SEL1

Notch 3

ASCL3

pl6

b)

Normal NIC1 NIC 2 NIC3 Tumor

SEL1

Notch 3

ASCL 3

P16

Fig.1. Tincién inmunohistoquimica de los MATS.

En la figura se observan imagenes representativas de los MATs en tejido normal y los distintos estadios de la
enfermedad (NIC1-3 y Tumor).Ademas se incluyé en el andlisis la proteina pl6 que se ha utilizado como
marcador molecular en clinica para deteccion de CC. (a) Tincion DAB/Hematoxilina en los MATs de muestras de
pacientes mexicanas, en las cuales se observa una diferencia en el nivel de expresion en tejido sano y lesiones
neoplasicas/tumor.(b)Se muestran los resultados obtenidos a partir de las tinciones realizadas en los MAT
comerciales US Biomax CR602.
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Fig.2.Expresion de las proteinas mas representativas en los distintos estadios
de la enfermedad en pacientes mexicanas.

Las graficas muestran la media de intensidad de pixeles en cada estadio de la enfermedad (N-Normal, I-NIC I, II-
NIC II, 1I-NIC 1, T-Tumor), lo que es proporcional al nivel de expresién de la proteina en el epitelio. Las graficas
muestran una clara separacién del nivel de expresion en tejido normal vs. lesiones pre-malignas y cancer tanto
para Notch3 y SEL1L. El resto de las proteinas muestran cambios que no son estadisticamente significativas.
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Fig.3. Expresién de proteinas en los distintos estadios de la enfermedad en los
MATs US Biomax CR602.

Las graficas muestran la media de intensidad de pixeles en cada estadio de la enfermedad (N-Normal, I-NIC I, II-
NIC I, HI-NIC Ill, T-Tumor), proporcionales al nivel de expresion de la proteina en el epitelio. En las graficas se
puede observar una diferencia clara en comparacion con los resultados de muestras mexicanas. En ninguin caso
se observan cambios estadisticamente significativos.

15



Discusion
Entre las muestras analizadas, la molécula que presenta el cambio mas significativo
en su expresion diferencial es la proteina SEL1L (p<2x107°). Se ha descrito como
una proteina transmembranal de reticulo endoplasmatico, cuya participacion esta
involucrada en la degradacion de proteinas asociada a reticulo endoplasmatico
(ERAD, por sus siglas en ingles) (Cattaneo et al. 2009). La via ERAD es un sistema
de control de calidad, su funcion principal es reconocer proteinas mal plegadas,
etiquetarlas con ubiquitinas y traslocarlas al citoplasma para que sea degradada por
el proteasoma. Este sistema es sumamente importante y su mal funcionamiento se
ha asociado a enfermedades en humanos, por ejemplo, la fibrosis quistica y la
enfermedad de Parkinson (Meusser et al. 2005). En esta via la participacién de
SEL1L est4 directamente relacionada con su actividad como ubiquitina ligasa; forma
complejos con otras enzimas como Hrdl, otra ubiquitina ligasa. Estos complejos
funcionan principalmente como medio para transportar proteinas mal plegadas del
lumen del reticulo endoplasmatico al citoplasma, para que la proteina finalmente sea
degradada via proteasoma. Ademas, también se ha observado la participacion de
SELLL en la via de sefalizacion Notch, como una proteina de membrana que actta
como regulador negativo de la via Notch reprimiendo la interaccién receptor-ligando
(Grant & Greenwald 1996). Francisco et al. (2010) y Li et al. (2010) observaron que
SELI1L transporta los precursores de Notch del reticulo endoplasmético a Golgi para
su maduraciéon y previniendo el transporte de proteinas mal plegadas, por lo que
también se le atribuye una importante funcion en el control de calidad del reticulo
endoplasmatico (Kim et al. 2015). La expresion de esta proteina se ha observado en
adenocarcinoma ductal pancreatico y se propuso como un marcador de diagnostico

(Liu et al. 2013; Liu et al. 2012), al igual que en cancer de colon (Ashktorab et al.
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2012). Sin embargo nuestro grupo de trabajo es el primero en reportarlo para su

posible uso como marcador de diagndstico en CC.

La via de sefializacion Notch tiene una participacion importante en el desarrollo de
cancer, entre ellos el cancer de cérvix. En este estudio observamos que moléculas
importantes de la via Notch como el receptor Notch3 muestran alteraciones en sus
patrones de expresion, en las muestras mexicanas. Un estudios similar comparé el
nivel de expresion de Notchl contra Notch3 en las distintas etapas de la enfermedad
y observo que la expresién de Notchl disminuye conforme avanza la enfermedad,
mientras Notch3 presentaba un aumento en el nivel de expresién (Tripathi et al.
2014). Esto concuerda ademas con los hallazgos de sobre-expresién de Notch3 en
lesiones pre-malignas reportadas por Yeasmin et al. (2010). Los resultados
obtenidos en nuestro laboratorio son consistentes con la sobre-expresion de Notch3
en lesiones neoplédsicas y cancer invasor en comparacion al tejido sano, sin
embargo no existen diferencias significativas entre los distintos estadios de la
enfermedad. Nosotros sugerimos que Notch3 es un candidato como marcador
molecular en CC, al apoyar en la deteccion de las primeras apariciones de lesiones
neoplasicas, ya que permite diferenciar claramente tejido sano de lesiones
neoplasicas/cancer invasor. De manera histérica, el papel de Notch en cancer de
cérvix fue propuesto por primera vez por Zagouras et al. (1995), basado en su
observacion de sobre-expresion en cancer de cérvix. Daniel et al. (1997) observaron
gue la expresion de Notchl incrementaba en relacion a la severidad de las lesiones
neoplasicas brindando mas informacion para ayudar a definir la funcion de Notchl
en el desarrollo de cancer de cérvix, sugiriendo que esta molécula tenia potencial
como marcador de diagndéstico. Sin embargo, otros investigadores (Talora et al.

2002; Lathion et al. 2003; Sakamoto et al. 2012) obtuvieron resultados que
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mostraban lo opuesto a lo que se proponia con anterioridad. En sus estudios
mostraron que el nivel de expresion de Notchl estaba reducido o ausente en CC.
Los resultados que nosotros obtuvimos de Notchl (p=7.73x107?), muestran un
incremento en el nivel de expresion, consistente con lo reportado en los afos
90’s.Sin embargo las pruebas estadisticas (nivel de confianza 95%) mostraron que

la diferencia estadistica de su expresion no es suficientemente significativa.

Como se menciond en la introduccién, uno de los biomarcadores utilizados en la
actualidad es la proteina p16, nosotros observamos expresion incluso en tejido sano,
contrario a lo que se menciona en la literatura. Ademas no present6 una diferencia
significativa de expresion en las distintas etapas de la enfermedad. Sin embargo, fue
interesante observar que en la mayoria de las muestras de tejido sano; la expresion
de p16 en el epitelio se restringe al citoplasma de células de las capas intermedias y
superficiales, mientras que en muestras de lesiones neoplasicas se localiz6 tanto en

el ndcleo como en el citoplasma de células en todas las capas del epitelio.

La sobre-expresion de Notch3 y SEL1L es prometedora para el posible diagnéstico

de CC dados los resultados diferenciales con respecto a tejido normal.
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Background and aims:
Cervical uterine cancer (CC) is the third cause of death from cancer in women. CC
requires persistent infection w-lh human paulomavivus The primary screening of CC
rslhe Pap test, but its itivity and y is ble. The use of specific

has been a ch ge to i me sensitivity of the diagnosis. In this
sense, we built tissue microarrays (TMAs) and assessed the protein expression level
of 20 molecules from the Notch signaling pathway and tumorigenesis for the

ion of early bi ¥

Methods:
TMAs contained cores of 18 cervical normal tissue, 83 cervical intraepithelial
neoplastic lesion (CIN)1, 53 CIN2, 28 CIN3 and 23 mahgnant tumors

Immunohistochemistry was performed with dies and the
SuperPicture 3rd Gen IHC kits from Invitrogen. Cores were examined and
photographed with a Leica-DM750 mi Images were p d with the free

ImageJ software and data analyzed by using the R software,

Resuits:
Statistical analysis showed SEL1 and Notch3 proteins to have a key sustained
expression pattern (HSD groups, Table 1) against normal tissues (Figure 1).

Conclusions:

The Notch-3 receptor is a key component ln the control of cell fate during
development while SEL1 is a neg of these ptor family, hence
alterations in this pathway can oontnbma to tumorigenesis. We suggest SEL1 and
Notch-3 ins are | inCC.
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ANEXOS

Anexo 1-Preparacion de bloques de parafina

1.

2.

10.

11.

Colocar el molde de parafina en horno seco a 70-80°C por 30 min.
Poner lentamente (para evitar la formacién de burbujas alrededor de las
barras) parafina liquida (60-65°C) al molde hasta cubrir las barras. Si se
forman burbujas, removerlas con unas pinzas calientes.

Poner sobre el molde un cassette para embeber.

. Agregar la suficiente parafina liquida dentro del casete.

Solidificar la parafina en el molde y casete a temperatura ambiente o a 4°C
por 30-60 min. Si se solidifica a temperaturas méas bajas el bloque se puede
quebrar.
Separar lenta y delicadamente el molde del casete.
Quitar exceso de parafina de la periferia del casete del bloque.
Extraer el tejido marcado del bloque donador:
Colocar el bloque donador en una superficie plana y horizontal, colocar
perpendicularmente la punta e insertarla lentamente a una profundidad
de 5 mm.
Liberar lentamente el tejido extraido en el hoyo correspondiente del bloque
receptor. Presionar ligeramente todos los nucleos de tejido para que queden
al nivel.
Poner el bloque bocabajo sobre un portaobjetos y meter a horno a 45-50°C
por 2h. Lo anterior, para que los nucleos se adhieran a los hoyos del bloque,
haciéndolos mas facil de cortar en el microtomo.

Colocar el bloque en una superficie fria para que solidifique y cortar.

23



Anexo 2-Procesamiento de Laminillas, Desparafinizacion, Tincién con H&E,
Tincion por Inmunohistoquimica
Cortar con micrétomo (microtomo semiautomatico KD-3368, Kedee)

1. Colocar el molde con la muestra de parafina

2. Ajustar las micras de espesor del corte en la pantalla LSD, las muestras
deberan tener un grosor de entre 4 y 7 micras.

3. Verificar que la navaja se encuentra en posicion, y bien fija; si se ha
terminado el filo de un lado de la navaja moverla hacia la derecha teniendo
cuidado de no rosar el filo

4. Antes de iniciar el corte, cerciorarse siempre de que todos los mecanismos de
sujecion estan apretados con seguridad.

5. Pulir la cara del bloque cortando suavemente unas pocas secciones finas

6. Con una gasa humeda en etanol a 50 % colocar y dar un masaje (sin empujar
la muestra) al tejido para que la parafina se endurezca.

7. Iniciar con una carrera de corte uniforme y lenta; no pare ni reinicie durante
una carrera de corte ya que esto produciria franjas de diferentes grosores a lo
largo de la seccidén. (3 o 4 cortes por carrera).

8. Cuando se haya terminado la carrera si hay residuos, eliminelos, volver a
enfriar el bloque masajeando con etanol 50% y comenzar de nuevo.

9. Los cortes realizados se colocan en un porta objetos con etanol al 50% para
expandirlos ligeramente, se separaran las diferentes muestras con una
navaja, se elimina el resto de etanol inclinando ligeramente el portaobjetos,
sin dejar que las muestras resbalen.

10.Con un movimiento de barrido suave, coloque las secciones con el lado liso

(brillante) hacia abajo.
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Las secciones se pueden dafar con mucha facilidad al quitar las arrugas o
burbujas con un cepillo o pinzas.
Examine cada seccién mientras flota en la superficie del agua, ya que las
imperfecciones se pueden ver faciimente.

11.Deje la muestra seccionada en la superficie del agua el tiempo suficiente para
gue se alise. Una expansion excesiva puede estropear la morfologia en
secciones sensibles. Deje flotar las secciones con cuidado en agua limpia que
no tenga burbujas ni residuos de la seccién (para evitar una contaminacion
entre si).
Supervise la temperatura con cuidado. La temperatura deber& oscilar entre
43°C por debajo del punto de fusiéon de la parafina.
La flotacion deberia expandir la seccidén a sus dimensiones originales y
garantizar que es completamente plana.

12.Con un porta objetos limpio, sin grasa ni polvo introducirlo de forma vertical y
con la inercia del agua colocar la muestra de tejido con la mejor orientacion
gue se requiera, teniendo cuidado de tratar de no cortar la muestra en el agua
porque esta puede dafarse.
Los portaobjetos siempre deben estar limpios, sin grasa ni polvo, y deben
guardarse y manipularse correctamente y siempre deben estar etiquetados de
manera adecuada y con precision, de forma que cumplan las regulaciones
locales. Elimine la espuma de la superficie del agua con un tejido sin pelusas
entre las muestras, para evitar cualquier posibilidad de una contaminacion
entre si. Para evitar cualquier posibilidad de mezcla, haga flotar las secciones

de un bloque simultaneamente.
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13. Antes de colocar los portaobjetos en un horno o secador de portaobjetos,
escurralos en posicion vertical brevemente para quitar el exceso de agua. Los
portaobjetos pueden ser almacenados en estantes en posicion vertical.

14.Las laminillas seran secadas en un horno a una temperatura de 60°C.
(Generalmente, las temperaturas de secado no deberian superar los 65 °C.
Un calor excesivo puede ocasionar gotas de agua debajo de una seccién que
se va a hervir y esto provocaria dafnos).

Seque las secciones durante un tiempo de entre 10 y 30 minutos.

*Es importante eliminar la parafina y los residuos de tejido acumulados después de

su uso. Es importante efectuar un mantenimiento preventivo de forma regular.

*Realizar el procedimiento para desparafinar

*Realizar la tincion Requerida

Procedimiento para Desparafinar

Sumergir las laminillas preparadas en las siguientes soluciones:

1. 15 x Xileno (15x = 15 veces)
2. 15 x Xileno

3. 15 x Alcohol absoluto

4. 15 x Alcohol absoluto

5. 15 x Alcohol 96°

6. 15 x Alcohol 96°

7. 15 x Alcohol 70°

8. 15 x Alcohol 70°

9. 15 x en agua destilada
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Tincion con hematoxilina y Eosina

8.

9.

Sumergir la laminilla en Hematoxilina por 5 minutos

Lavar en agua destilada hasta que desaparezca el colorante
Sumergir en alcohol de 96° C 15 x inmersiones

Sumergir en Eosina 2 minutos

Lavar en alcohol de 96°C 15 x

Lavar en alcohol de 96°C 15 x

Lavar en alcohol Absoluto 15 x

Lavar en alcohol Absoluto 15 x

Lavar en Xileno

10.Lavar en Xileno

Fijacion de la muestra

1.

Después del secado en el horno y la tincién, colocar sobre el tejido una gota
de resina sintética.

Colocar el cubreobjetos en un angulo de 45° grados para evitar la formacion
de burbujas, presione ligeramente la laminilla hasta que la resina se disperse
a lo largo del cubreobjetos y porta objetos, asegurando de que cubra el
residuo.

Si es necesario el aire de las orillas se puede quitar, esto rodeando los bordes
con un aplicador de madera mojado previamente en xileno.

Limpie y rotule correcta y precisamente las laminillas para observar al

microscopio.

27



Técnica de Inmunohistoquimica

SuperPicture™ 3rd Gen IHC

Reactivo A Peroxidase Quenching Solution
Reactivo B HRP Polymer Conjugate
Reactivo C1 DAB Substrate Buffer

Reactivo C2 DAB Chromogen

PROTOCOLO DE TINCION

A. PREPARACION PRELIMINAR DE PORTAOBJETOS

1. DESPARAFINACION Y REHIDRATACION

Los cortes de parafina se desparafinan con xileno y se rehidratan con series

graduales de etanol.

Lavar las extensiones celulares o el tejido en un bafio de PBS durante 10 minutos

antes de empezar con el procedimiento de tincién.

*Desenmascaramiento: 5 minutos a 98° C, 10 minutos en agua del grifo, PBS,

Reactivo A
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2. PORTAOBJETOS DE CONTROL Y MUESTRA

» Control Tisular Positivo: un espécimen, procesado de la misma manera que el

desconocido, contiene el antigeno que debe tefiirse.

*Para obtener muestra control se utiliza el anticuerpo primario sobre el tejido normal

100pl por cada corte.

* Reactivo Control/Control Negativo-1: un portaobjetos adicional, que se tratara

con un suero no-inmune en lugar de tratarse con la misma concentracion de

anticuerpo primario.

Cualquier tincion observada en el espécimen es probablemente debida a la unién

no-especifica de proteina o a la union no-especifica de otros agentes.

*Se utilizd suero de conejo 100 pl por cada corte.

* Control Negativo-2: un espécimen, procesado de la misma manera que el

desconocido, no contiene el antigeno que se debe tefir [opcional]

*Se utilizé solucién PBS, 100 pl lo suficiente como para cubrir completamente el

tejido.
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B. PROTOCOLO DE TINCION

1. Adadir 2 gotas (100 ul) de PEROXIDASE QUENCHING SOLUTION (reactivo
A) a cada corte, o lo suficiente como para cubrir completamente el tejido.
b. Incubar durante 5 minutos.
c. Enjuagar con agua destilada.
d. Enjuagar con PBS (2 minutos, 2 veces).
2. Afadir 2 gotas (100 pl) de PRIMARY ANTIBODY a cada corte, o lo suficiente
como para cubrir completamente el tejido.
b. Incubar en una camara de humedad durante toda la noche a 4°C.

c. Enjuagar con PBS (2 minutos, 5 veces).

3. Afadir 2 gotas (100 pl) de HRP POLYMER CONJUGATE a cada corte, o lo

suficiente como para cubrir completamente el tejido.

b. Incubar durante 10 minutos.

c. Enjuagar con PBS (2 minutos, 3 veces).

4. Anadir 1 gota (~26.5 pl) del DAB Chromogen (Reactivo C2) a 1 mL de DAB

Substrate Buffer (Reactivo C1).Mezclar bien. (Proteger de la luz y usar

durante dos horas siguiente.)
b. Afadir 2 gotas (100 ul) a cada corte, o lo suficiente como para cubrir
completamente el tejido.
c. Incubar durante 5 minutos.

d. Enjuagar bien con agua de grifo 2 minutos.

5. Realizarunacontra tincion con Hematoxilina

6. Realizar la fijacion de la muestra
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Contra tincion con Hematoxilina

1.

2.

3.

Sumergir la laminilla en Hematoxilina por 5 minutos

Lavar en agua destilada hasta que desaparezca el colorante
Sumergir en alcohol de 96° C 15 x inmersiones

Lavar en alcohol de 96°C 15 x

Lavar en alcohol Absoluto 15 x

Lavar en alcohol Absoluto 15 x

Lavar en Xileno

Lavar en Xileno

Fijacion de la muestra

1.

Después del secado en el horno y la tincién, colocar sobre el tejido una gota

de resina sintética.

. Colocar el cubreobjetos en un angulo de 45° grados para evitar la formacién

de burbujas, presione ligeramente la laminilla hasta que la resina se disperse
a lo largo del cubreobjetos y porta objetos, asegurando de que cubra el
residuo.

Si es necesario el aire de las orillas se puede quitar, esto rodeando los bordes
con un aplicador de madera mojado previamente en xileno.

Limpie y rotule correcta y precisamente las laminillas para observar al

microscopio.
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