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RESUMEN

El cancer cérvico uterino (CaCu) es la segunda causa de muerte por tumores malignos en
mujeres en México y a nivel mundial. Ademas, las infecciones persistentes por los VPH de
“alto riesgo”, considerados oncogénicos son el factor mas significativo o necesario, pero
no suficiente para promover la transformaciéon maligna de células del cervix. Distintos
estudios, asocian frecuentemente la activaciéon anormal de la via Wnt (acumulacion de 3-
catenina) con alteraciones en el gen supresor tumoral adenomatous polyposis coli (APC,
en varios tipos de tumores. En este sentido, se ha observado en biopsias y lineas
celulares de CaCu la deslocalizacion y acumulacién citoplasmatica/nuclear de B-catenina,
sugiriendo su participacion potencial en la transformaciéon maligna. Por otra parte,
aproximadamente, 80-90% de todas las mutaciones en el gen APC se localizan en el
segmento MCR (“mutation cluster regién”; codones 1286-1513), que dan lugar a una
proteina truncada y sin la region de unién con B-catenina, lo que impide su reclutamiento
y, posterior degradacién. Asimismo, diferentes estudios han evidenciado que la
hipermetilacién de CpG’s en la region promotora del gen APC es otro mecanismo de

inactivacion de su funcién en varios tipos de cancer.

El presente trabajo plantea que la alteracion en la regién codificante o promotora del gen
APC permite la acumulacion citoplasmatica/nuclear anormal de B-catenina vy, por tanto, la
expresion anormal de genes blanco de la via Wnt en células de cancer cervico uterino
infectadas con HPV. Para confirmar esta hipoétesis, verificamos la secuencia del segmento
MCR y examinamos la hipermetilacion en el promotor 1A del gen APC, en lineas celulares
y biopsias de cancer de cervix. Ademas evaluamos el efecto de la inactivacion del gen
APC dentro de la via Wnt, determinando los niveles y la distribucion intracelular de B-
catenina (endégena) por WB e IHC, respectivamente. Asi también determinando el nivel
de expresion de genes blancos de la via Wnt (complejo B-catenina/TCF) en las lineas

celulares de cancer cervico uterino.

Como resultado de este trabajo, el andlisis de la secuencia MCR no mostr6 mutaciones
gue pudieran asociarse a una inactivacion del gen APC, dentro de las lineas celulares
HelLa (HPV tipo 18), CasKi (HPV tipo 16), SiHa (HPV tipo 16) y C33 (sin HPV’s) de cancer
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cérvico uterino. Sin embargo, nuestros resultados parecen sugerir una asociacion entre el
estado de metilacion del promotor 1A del gen APC vy la localizacion anormal de $-catenina
en lineas celulares y biopsias de carcinoma cervical infectadas por HR HPV16. Por otro
lado, observamos en las células de céncer cérvico uterino CaSki, con un estado de
hipermetilacion monoalelica (heterocigota) y disminucion de los niveles de transcriptos del
gen APC. Por otro lado, posterior al tratamiento con DAC/TSA en las células CasKi, se
confirmd un incremento en los niveles de expresion de APC, sugiriendo que la reduccion
de transcriptos de APC fue resultado de una inactivacion epigenetica. Finalmente,
después del tratamiento, en las células CaSki y la reactivacién de transcriptos de APC
observamos la disminucion en la acumulacion/deslocalizacion de B-catenina y la
expresion de los genes VEGF, MMP-7. Por todo lo anterior, el presente estudio sugiere
que el silenciamiento dependiente de la metilacion del promotor 1A del gen APC es un
mecanismo que contribuye en la activivacion de la via Wnt en células de cancer cervico

uterino infectadas con VPH16.
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ABSTRAC

The cervical cancer is one of the most common malignancies in women worldwide.
The persistent infection with oncogenic human papillomavirus (HPV) is the most significant
cofactor in the development of this type of cancer. In other hand, aberrant activation of the
Wnt/B-catenin pathway is frequently associated to inactivation of the tumor suppressor
adenomatous polyposis coli (APC) acting as a prominent oncogenic mechanism in several
cancers. Furthermore, in previous studies with human cervical carcinoma samples we and
others observed an abnormal accumulation/distribution on cell nuclei and mainly on cell
cytoplasm of [B-catenin, which constitute a hallmark of the activated Wnt
pathway.Approximately 80-90% of all APC mutations are confined in codons 1286 to 1513,
region known as mutation cluster region (MCR), which typically lead to a truncated protein
without B-catenin binding and regulatory sites. Additionally, as different studies had
reported the hypermethylation of CpG’s in APC promoter 1A region could be an alternative

mechanism of APC inactivation. is.

According to these observations, it was hypothesized that APC alterations in gen
or expression regulation may lead to B-catenin deregulation and the abnormal expression
of direct targets of the Wnt pathway in HPV-infected cervical cancer cells. To test this
hypothesis, mutational and methylation status analyses of the APC gene and its promoter
1A, respectively, were performed. Finally, the impact of the APC mutation and/or its
epigenetic silencing over the Wnt signalling were evaluated through the expression and

localization of endogenous B-catenin and its target genes in cervical carcinoma cell lines.

In the present study, sequence analysis of the MCR did not exhibit genetic
alterations that may be associated with APC gene inactivation. In addition, it was identified
that there was a good correlation with the hypermethylation status of the APC promoter 1A
and the abnormal accumulation of endogenous B-catenin in cell lines and biopsies infected
with HPV16, although not HPV18. Removal of the epigenetic markers led to an increase in
APC levels and a reduction of B-catenin expression in two transcriptional targets of the
Wnt pathway: VEGF, MMP-7. The present study proposed that methylation-dependent
silencing of the APC gene promoter 1A is a mechanism that contributes to the activation of

Wnt signaling pathway in cervical cancer cells infected by high risk HPV16.

3
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1.- CANCER.

Durante el dia mundial contra el cancer, celebrado el 4 de febrero del 2018, la
Organizacion Mundial de Salud (OMS) reporté que el cancer se ha convertido en un
problema de salud publica en todo el mundo, no solo por sus graves manifestaciones
clinicas y su alta letalidad, sino también por la gran variedad de factores de riesgo
individuales y ambientales con los que se asocia. La OMS recalca que el cancer no era
considerado como una enfermedad comun a mediados del siglo pasado. Hoy en dia, sin
embargo, a pesar de conocer mas sobre la forma de prevenir y tratar el cancer, cada afio
aumenta el numero de personas que lo padecen y es la segunda causa de muerte en el
mundo (OMS, 2018). Asimismo, el Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) reporté
qgue, en México el cancer ha aumentado su nivel de prioridad, al pasar de ser la sexta
causa de mortalidad hace cuarenta afios, a la tercera causa (sOlo después de

enfermedades cardiovasculares y endocrinas-metabolicas) (SSA-México, 2018).

El cancer es un conjunto de patologias complejas, en donde, a través de un
proceso de carcinogénesis se maodifica una célula normal en una neoplasica. Cabe
sefialar que las caracteristicas generales de los diferentes tipos de céncer son: la
formacion de una masa tumoral, la desregulacion de los procesos moleculares/celulares y
el hecho de ser, generalmente, un desorden gque se disemina a otros 6rganos en un
proceso que da lugar a la metastasis (OMS, 2018). Esto se debe a que cada tipo de
cancer tiene su particular agente etiolégico y mecanismo de desarrollo, por lo que el
cancer es una enfermedad compleja y a pesar de que es una de las mas estudiadas,

también es una de las menos comprendidas (Siegel R, et al, 2013).

Por esta razon existe un particular interés en el estudio de las causas y factores que
provocan estas patologias, sobre todo a nivel molecular. En ese sentido, el presente
estudio constituye un esfuerzo pertinente en el ambito nacional, dado que pretende
identificar moléculas blanco que puedan ser aplicadas en el diagnéstico o prondéstico de la

patologia, o incluso ser utilizadas con fines terapéuticos.
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1.1. CARACTERISTICAS DEL CANCER.

A principios de la década pasada se postularon bases solidas para comprender la
extraordinaria diversidad biolégica de las enfermedades neoplasicas; Hanahan D y
Weinberg R (2000) discuten las posibles caracteristicas (Hallmarks; “sellos de identidad”)
que determinan la transformacion de células normales a cancerigenas, comunes en los

distintos tipos de cancer.

Estimular su propio crecimiento (proliferative signaling).
Resistir sefiales inhibitorias de crecimiento (evading growth suppressors).

Resistir su propia muerte celular programada; apoptosis (resisting cell death).

DN

Estimular el crecimiento de los vasos sanguineos para el suministro de nutrientes

(inducing angiogenesis).

o

Dividirse siempre (enabling replicative immortality).
Invadir y diseminarse a tejidos adyacentes y distantes (activating invasion and

metastasis).

Durante el transcurso de la década pasada, el notable progreso en la elucidacion del
origen del cancer, permiti6 a Hanahan D y Weinberg R (2011) aclarar y modificar el
original postulado de las posibles caracteristicas del cancer (Figura 1). Se proponen 4

nuevas caracteristicas:

Vias metabdlicas anormales (reprogramming of energy metabolism).
Evadir el sistema inmunolégico (evading immune destruction).

Inflamacion (Tumor-promoting inflammation).

P 0N PR

Inestabilidad gendmica y mutabilidad (Genomic instability and thus

mutability).
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Figura 1. Caracteristicas (Hallmarks; “sellos de identidad”) del cancer. Esta ilustracién abarca
las seis caracteristicas basicas (2000) y las nuevas propuestas por Hanahan D and Weinberg A
(2011)

De las nuevas caracteristicas mencionadas (Hallmarks), las tres primeras son
propuestas para desarrollar un papel fundamental en la transformacion de células
normales a cancerigenas, y por tanto se podrian afadir a la lista de las caracteristicas
basicas (primeras Hallmarks). La primera consiste en una reprogramacion importante del
metabolismo energético con el fin de apoyar el crecimiento celular y la proliferacion
continua, reemplazando el programa metabdlico que opera en la mayoria de los tejidos
normales y la distribucion fisiolégica de nutrientes en células y tejidos cancerosos. La
segunda se refiere a la evasion activa de las células del sistema inmune que atacan y
eliminan células cancerosas. La tercera implica un proceso inflamatorio desde lesiones
premalignas impulsado por las células del sistema inmune, que sirve para promover la

progresion y transformacién de células cancerosas.

Para finalizar, la ultima nueva caracteristica (Hallmarks; “sellos de identidad”)
propuesta es posiblemente la que permite adquirir todas las anteriores, y posiblemente el
origen de los distintos mecanismos y procesos durante el curso del cancer; la
inestabilidad genémica y mutabilidad (Genomic instability and thus mutability) (Negrini S et

al, 2010). En los ultimos afos, queda mas claro que el origen molecular del cancer son

7
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alteraciones genéticas y epigenéticas en genes fundamentales para la homeostasis
celular (discutidas anteriormente), que determinan cada una de las caracteristicas del
cancer.

1.2. BIOLOGIA MOLECULAR DEL CANCER.

El origen de cada tipo de cancer esta relacionado con un agente etioldgico, en la
mayoria de los casos, sin embargo, el proceso de carcinogénesis en los distintos tipos de
cancer consta de mdltiples fases que conllevan la alteracion de procesos
celulares/moleculares, tales como el crecimiento celular, la quimiotaxis, la diferenciacion,
la supervivencia y la muerte, controlados por la accién concertada de un conjunto de
genes. En ciertas condiciones, las alteraciones genéticas y/o epigenéticas de este
conjunto de genes, denominados oncogenes y genes supresores de tumores, resulta en
dicho proceso patoldgico (Podlaha O, et al, 2012; Timp W, et al, 2013; Vogelstein B, et al,
2013).

1.2.1 Alteraciones genéticas:

Desde hace décadas fue establecida la asociacion entre el desarrollo y/o presencia
de alteraciones genéticas y el cancer (Fisher J, 1958). Una célula cancerigena a menudo
puede albergar decenas, cientos o miles de las alteraciones genéticas, por lo que, su
clasificacion resulta de vital importancia. Lengauer C y colaboradores (1998) postulan la
clasificaciébn mas aceptadas actualmente basandose en cuatro categorias de alteraciones
del material genético a nivel molecular. Cabe resaltar, que cualquiera sea el tipo de
alteracion, existe siempre un cambio en la secuencia del ADN de algin gen (como unidad

funcional); dando como resultado un producto de transcripcion y/o traduccién defectuosa:

e ALTERACION EN EL NUMERO DE CROMOSOMAS:
La pérdida del cromosoma 10, particularmente la region donde se localiza el gen
supresor tumoral PTEN, se relaciona con el desarrollo del glioblastoma (Wang S et
al, 1997). Ademas, la ganancia del cromosoma 7 resulta en una duplicacién del
oncogén MET, lo cual se asocia con el desarrollo de carcinoma renal (Zhuang Z et
al, 1998).
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e TRANSLOCACION DE CROMOSOMAS:
Posterior a una delecién del cromosoma 9 (en la region del locus del gen C-abl),
éste se une al cromosoma 22 en el locus del gen BCR, generando una
translocacion que causa leucemia mieloide (Nowell P et al, 1997).

e AMPLIFICACION GENICA:
Un aumento en el numero de copias del gen N-myc en la misma region
cromosOmica (amplificacién genética), ha sido asociado en el 30% de los casos de

neuroblastomas (Seeger R et al, 1985).

e CAMBIO EN LA SECUENCIA DEL ADN:
La mutacién en el gen K-ras provoca un cambio de lectura (G12V), lo cual se
encuentra en el 80% de los casos de cancer pancreatico, siendo ésta la alteracion

mas comun en este tipo de cancer (Almoguera C et al, 1988).

Por otra parte, un mejor entendimiento de la susceptibilidad y/o predisposicion para
adquirir dichas alteraciones, continla siendo trabajo de distintos grupos de investigacion a

nivel mundial y sera fundamental para conocer el verdadero origen del cancer.

Hasta el momento, sabemos que el principal factor para desarrollar algun tipo de
alteracion genética (mutacion) es la exposicion al medio ambiente y estilo de vida,
teniendo como resultando un cancer somatico (espontaneo); alrededor del 90 — 95% de
los distintos tipos de cancer se atribuyen a genotdxicos enddgenos (tabaco, cancer de
pulmén; rayos UV, cancer de piel; etc.), infecciones (HPV's, cancer de cérvix; HBV y
HCV, cancer hepético; etc.), y otros (hormonas; estr6genos y cancer de mama; etc.)
(Stratton M et al, 2009). Mientras, 5 -10 % de las alteraciones genéticas se presentan de
forma hereditaria (mutacién germinal) con alto riesgo de desarrollo de cancer familiar por
parte de los parientes o descendencia; ejemplo, cambio en la secuencia del gen
BRCA1/BRCA2 (75%; cancer de mama/ ovario) y MSH2 (60%; cancer de colon no-
polyposis) (Fletcher O et al, 2010).

Cabe destacar, que desde hace 40 afos, las observaciones hechas por Ashley D.

(1969), Hethcote H y Knudson A. G (1978) postularon que los canceres heredables
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autonomicos dominantes (FAP y Retinoblastoma, respectivamente) desarrollan
mutaciones somaticas por la presencia de mutaciones germinales. La validacién de la
hipétesis del “doble-golpe” de Knudson ha sido uno de los principales logros de la
investigacion en cancer, y ha establecido una interaccién entre mutaciones sométicas y
germinales causadas por multiples factores (exposicién al medio ambiente/estilo de vida y
herencia) en los distintos tipos de cancer.

Hasta el momento se han observado mutaciones somaticas en
aproximadamente unos 500 genes, con una vinculacion clara en la iniciacion, progresion y
desarrollo de los distintos tipos de cancer (Forbes S et al, 2008, Lawrence et al, 2014). Sin
embargo, el surgimiento de las nuevas tecnologias de secuenciacibn masiva (next-
generation sequencing technologies) que permiten estudios de asociacion del genoma
completo (genome-wide association studies; GWAS) han estimulado una rapida re-
categorizacién de las alteraciones genéticas somaticas y/o hereditarias dentro de posibles
genomas del cancer. Actualmente, los estudios GWAS han identificado alrededor de 200
asociaciones entre riesgo/tipo de cancer y variantes en alelos genéticos/genomicos
especificos, tales como polimorfismos de un solo nucleétido, haplotipos y variantes raras,
gue proporcionan pistas mas claras sobres la dindmica de los genomas del cancer
(Chang et al., 2014).

Finalmente, estas nuevas tecnologias resultan fundamentales para el inicio y
desarrollo de proyectos multicentricos de la gendmica del cancer, tales como “The Cancer
Genome Atlas” (Cancer Genome Atlas Research Network) y “The International Cancer
Genome Consortium” (International Cancer Genome Consortium Research Network).
Estos proyectos analizan las posibles aletraciones genéticas, epigenéticas,
transcriptomicas y protedmicas en cientos o incluso miles de muestras de distintos tipos
de cancer. Su objetivo general es proporcionar conjuntos de datos oncogendémicos
disponibles publicamente para comprender mejor los mecanismos moleculares que
subyacen al cancer y para evaluar la influencia de alteraciones genéticas especificas en

cada tipo de cancer.
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1.2.2 Alteraciones epigenéticas:

Las alteraciones epigenéticas asociadas al desarrollo del cancer son las mas
estudiadas en los Ultimos afios. La regulacion epigenética gira en torno a la estructuraciéon
del genoma en la cromatina y su efecto regulador sobre la expresion de los genes
(Felsenfeld G and Groudine M, 2003).

El termino epigenética se define como: cambios “mitéticos y meibticos” heredables
en la expresion génica que ocurren sin una alteraciéon en la secuencia de nucle6tidos del
ADN” (Bird A 2002; En-Li, 2002). En la regulacién epigenética participa un gran namero
de complejos proteicos y diversos elementos que establecen que la expresion génica
tenga un vinculo muy estrecho con la estructura de la cromatina. Entre estos podemos
mencionar: 1) la metilacién del ADN, 2) las modificaciones post-traduccionales de las
histonas, 3) los complejos de remodelacion de la cromatina y 4) micro-ARN no
codificantes (MiRANs small noncoding); los cuales mantienen una estrecha interaccion
durante el proceso de regulacion (Gou-Cheng Y, 2012). Dentro de estos elementos, el
cambio en el estado de metilacién en el ADN es la alteracion mas estudiada y con mas
evidencia acumulada durante los ultimos 20 afios. Sin embargo, el papel de otras
alteraciones epigenéticas resulta un area emergente de interés por su relacién con el
origen del cancer (Jones P, et al 2007, Sandoval J and Esteller M, 2012, Chakravarthi B et
al, 2016).

e MECANISMO DE REGULACION EPIGENETICA:

La metilacién del ADN consiste en la incorporacion de un grupo metilo (-CH3) en el
carbono 5 de la citosina, siempre y cuando se encuentre en el contexto del dinucleétido
CpG; mediada por enzimas denominadas ADN metil-transferasas (Dnmts, por sus siglas
en ingles) (Goll MG, Bestor TH 2005). Dentro del genoma humano se encuentran muy
pocos dinucleétidos CpGs localizados en grandes segmentos (secuencias repetitivas,
transposones) y segmentos cortos denominados “islas CpGs” (ricos en C-G; mayor al
60%), que se encuentran preferentemente en la region promotora de los genes. Dicho
mecanismo participa de manera normal en la inactivacién (transposones, secuencias

repetitivas y cromosoma X) y silenciamiento (genes de expresion tejido especifico y genes
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improntados) mediante la formacion de una cromatina compacta o heterocromatina;
resultando en una estabilidad gendémica y en una inaccesibilidad de la maquinaria
transcripcional a regiones promotoras, respectivamente (Bird A, 1986; Jones P, 1999; Ooi
S and Bestor T, 2008, Schiibeler D, 2015).

Por otra parte, nuestro genoma se envuelve alrededor de un ndcleo de histonas
(denominado nucleosoma) que es la columna vertebral de la cromatina. Las regiones
amino terminales de las histonas sobresalen de la estructura globular del nucleosoma y
son blanco de modificaciones post-traduccionales. Estas regiones de las histonas son
ricas en residuos de lisina, blanco de modificaciones covalentes tales como: acetilacion y
metilacion, entre otras modificaciones, mediadas por acetiltransferasas y metiltransferasas
de histonas (HAT y HMT por sus siglas en ingles), respectivamente. La presencia de esta
modificacion regula tanto positiva como negativamente la compactacion de la estructura
de la cromatina, ya que, permiten llevar a cabo el reacomodo estructural a
heterocromatina y/o eucromatina (Ray-Gallet D and Almouzni G, 2010).

Cabe destacar, que las modificaciones de las histonas tienen una interaccion
dindmica con la metilacion del ADN. Generalmente regiones silenciadas y/o inactivadas
por la metilacién de CpG’s en el DNA estan hipoacetiladas e hipermetiladas en residuos
especificos de lisina (por ejemplo, lisina 9 y/o 27 en la histona H3). Ademas, ambos
mecanismos epigenéticos sirven como marcas que son reconocidas por complejos
proteicos que tienen una funcidén co-represora; la familia de proteinas con capacidad de
unirse al ADN metilado conocidas como MBD's o MeCP's (del inglés: "Methyl-Binding
Proteins” o “Methyl-CpG-binding Proteins", respectivamente), proteinas del grupo
Polycomb (PcG) vy proteinas del grupo SWI/NSF-ATPasas que reconocen modificaciones
especificas en las histonas, inician actividades de remodelaje de la cromatina que inducen
a la formacion de una heterocromatina. Por otra parte, regiones promotoras de genes
activamente transcritos muestran CpG’s del ADN libres de metilacion, asi como
hiperacetilacion en residuos de lisina de las histonas H3 y H4, y metilaciéon de la lisina 4
de la histona H3 (H3K4) (Berger S, 2007; Kouzarides T, 2007, Masliah P, et al, 2015).

Por ultimo, un mecanismo recientemente encontrado de regulacion epigenético es
mediado por moléculas de ARN’s pequefios no codificantes, denominados microARN’s

(por sus siglas en ingles, miRNAs). Estos microARN’s modulan la expresion genética a
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través del complejo RISC (del inglés. RNA induced silencing complex) blogueando la
expresion de genes especificos. En el complejo RISC la secuencia del microRNA
interacciona con la region 5° del RNA mensajero (RNAm) correspondiente a un gen
especifico, por lo que, este mecanismo de regulacion es pos-transcripcional. Es decir, se
modula la expresibn mediante el bloqueo del inicio de la traduccién (sintesis de
proteinas), los ARNm se dirigen a un lugar de almacenamiento citoplasmatico, y tras
ciertos estimulos posteriores se degrada o bien se regresa al citoplasma para traducirse
(Avraham R, et al, 2012).

e ALTERACION DE MECANISMOS DE REGULACION EPIGENETICA EN CANCER:

Las células neoplasicas se caracterizan por presentar un estado de metilacion de
CpGs del ADN anorma, particularmente una hipermetilacién en los promotores de genes
supresores de tumores (GST). Los estudios de la hipermetilacion anormal en “islas
CpG’s” ubicadas en promotores han permitido una asociacion clara con el silenciamiento
transcripcional y/o perdida de funcion de genes supresores de tumores, y han contribuido
a la obtencién de una larga lista de genes potenciales blancos de diagnostico y prondéstico
de los distintos tipos de cancer (Esteller M. 2007). Ademas, se postulada la existencia de
un “fenotipo metilador de islas CpG’s en cancer” (por sus siglas en ingles, “CpG’s island
methylator in cancer”) que es definido como un grupo de genes que tienen este tipo de
alteracion epigenética en un cancer particular. En el caso de cancer de coélon esporadico
el “set” de genes propuestos son MINT1, MINT2, MINT31, CDKN2A y MLH1 (Issa J,
2004). Sumado a lo anterior, Irizarry R y colaboradores (2009) demostraron que el cancer
de célon presente una metilacion anormal mayor del ADN en regiones no promotoras
(definidas como proximales), localizadas hasta 2 a Kb del sitio de inicio de la transcripcién

y con una densidad relativamente baja de CpGs.

Por otra parte, las células cancerosas también se caracterizan por presentar una
pérdida global de metilacién. La hipometilacién del ADN resulta en la expresion de genes
normalmente silenciados, por ejemplo, genes improntados, como IGF2 que es asociado
con un incremento del riesgo a desarrollar distintos tipos de cancer (Lim D and Maher E,
2010). Sin embargo, la principal consecuencia de la pérdida de metilacibn es

probablemente la movilizacion de transposones y secuencias repetitivas que tienen la
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capacidad de crear una inestabilidad genémica. Con este tipo de alteracién se puede
facilitar una recombinacion genética anormal que conduce a rupturas cromosomicas,

translocaciones y/o pérdidas alélicas (Hoffmann M et al, 2005; Barchitta M, et al, 2014).

En la mayoria de los casos, se establece la asociacion entre el silenciamiento de
genes supresores de tumor por promotores con CpG’s hipermetilados y modificaciones en
sus histonas (desacetilacion de residuos de lisinas en histonas H3 y H4 y la metilacion de
residuos de lisinas 9 y 27 en histonas H3 -- H3K9 y H3K27--) que ocasionan por la
formacion de heterocromatina (Chrun E, et al, 2017). Un posible parte aguas en cuanto a
la directa contribucion, es la postulacion del silenciamiento de los genes RARB, GAS2 y
PIK3C por hipermetilacién de CpG’s y metilacion en la lisina 27 de la histona H3 (H3K27)
dentro de region sus regiones promotoras (Yukata K et al, 2008). Ademas, Fraga y
colaboradores (2005) muestran el perfil de acetilaciones en la histona H4 a lo largo del
genoma completo de células de biopsias y lineas celulares de cancer, por lo que, la
desacetilacién de histonas global es la maodificacién de histonas anormal en cancer mejor

entendida y la mas aceptada.

INTERACCION DE MECANISMO EPIGENETICOS ALTERADOS EN CANCER:

La maquinaria epigenética actla en conjunto para asegurar la conformacion de
una cromatina correcta y los niveles de accesibilidad, asegurando una estabilidad
gendmica y niveles normales de expresion génica. Sin embargo, alteraciones
intrinsecamente relacionadas de la maquinaria epigenética pueden darse en el origen y
desarrollo del cancer (Biswass S, et al, 2017). Por ejemplo, el silenciamiento
transcripcional de genes supresores de tumor por una hipermetilacion de “islas CpGs”
localizadas en sus regiones promotoras, se asocia con una particular combinacion de
marcas de histonas; desacetilacion de las histonas H3 y H4 (desAc-H3 y desAc-H4),
pérdida de trimetilacién en la lisina 4 de la histona 3 (trimethyl-H3K4), ganancia de
metilacién en la lisina 9 de la histona 3 (methyl-H3K9) y ganancia de trimetilacion en la
lisina 27 de la histona 3 (trimethyl-H3K27) (Figura 2).

14



-

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS %ultad

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL de F armacia
ESTADO DE MORELOS FACULTAD DE FARMACIA Conocimiento alservicio de la salud

NORMAL CELL $ CANCER CELL

Tumor supressor genes

A

Promoter specific
—> g
DNA methylation hypermethylation - +— \
Tissue specific genes -
X Onco-genes J ‘\_’
. repetitive regions — =
/ Global hypomethylation E‘
g — =,
\ [ Ackara 4
CHROMATIN \ s ABERRANT 7
STRUCTURE 3 AcK18H3 P CHROMATIN
t Histone Aberrant histone AcK16H4 , S| STRUCTURE
= modification landscape | dimeKeH3
NORMAL GENE modifications 2 mmeﬁgﬁ ifications GE?E
i
REGULATION . sl MISREGULATION
/ timeK20H4
R / »
—— ‘ mIiRNA (
~J
Tumor suppresor miRNAs

Aberrant global
miRNA expression

Current Opinion in Genefics & Development

Figura 2. Alteraciones epigenéticas en cancer. En conjuncién con la acumulacién de
alteraciones genéticas, existen alteraciones en los diferentes componentes de la maquinaria
epigenética; modificacion en los perfiles de metilacion del ADN (CpG’s), modificaciones de las
histonas y miRNAs. En las células normales, la interaccién entre los componentes epigenéticos y la
estructura de la cromatina resulta en una regulada expresién génica y estabilidad gendmica. Sin
embargo, en las células cancerosas promotores de genes supresores de tumor presentan una
hipermetilacion de CpG’s con un patrén global alterado en las modificaciones de las histonas que
resulta en el silenciamiento transcripcional. Por otra parte, la hipometilacion global conduce a una
inestabilidad y fragilidad cromosGmica. Los cambios epigenéticos, como la metilacién del ADN y las
histonas modificaciones son responsables de una expresién anormal de miRNA (Sandoval J and
Esteller M, 2012).

Curiosamente, componentes de la maquinaria epigenética, como son las enzimas
ADN metil-transferasas (DNMTs), enzimas desacetiltransferasas (HDACs) y genes del
complejo remodelador Poycomb, pueden ser objeto de regulacién por microARNs y
viceversa. Saito y colaboradores (2006) demostraron que el microR-127 es suprimido por
hipermetilacién de CpGs asociada a una disminucion en la acetilacion de la histona 3 (Ac-
H3) y en la metilacién de la lisina 4 de la histona 3 (methyl-K4H3). Mientras que diversos
estudios de andlisis del genoma completo (GWS) en diferentes tipos de cancer, han
demostrado la influencia de la metilacion de CpGs del ADN y las modificaciones post-
traduccionales de histonas en la regulacién global de microRNAs (Kozaki K, et al, 2008;
Pavicic W et al, 2011 Liz J, et al, 2016).
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2. CANCER CERVICO UTERINO Y VIRUS DEL PAPILOMA
HUMANO

El cancer cérvico uterino (CaCu) es el cuarto cancer mas diagnosticado y la tercera
causa de mortalidad por cancer de mujeres en el mundo (Ferlay J et al, 2010; Torre L et
al, 2015). Globocan reporté sus estimaciones mas recientes sobre el impacto del cancer
cervical a nivel mundial (Figura 3); 200,000 casos adicionales por afio hasta llegar a un
millén de casos esperados para 2050 (Globocan; IARC, 2010). Cabe resaltar, que la
mayoria de las pacientes (80-85%) consideradas de alto riesgo para desarrollar CaCu
viven en paises en vias de desarrollo o zonas de niveles altos de pobreza como Africa,

Ameérica Central y Sudamérica (Jemal A et al, 2010).

En México, el CaCu es la segunda causa de muerte por neoplasias en mujeres
mayores de 25 afios (INEGI, 2015). El Sistema Nacional de Salud de nuestro pais reporta
una tasa de mortalidad correspondiente a 10 por cada 100 mil (SSA-México, 2015). Por
lo anterior, es claro que el CaCu constituye un tipo de cancer altamente prioritario para
nuestro pais, por lo que los esfuerzos para poder conocer los mecanismos por lo cual se

desarrolla resultan importantes.

Por otro lado, la infeccibn genital con el virus del papiloma humano (VPH)
constituye la enfermedad de transmision sexual viral mas frecuente a nivel mundial,
presentando un pico de prevalencia entre personas de 18 a 30 afios y un riesgo de
infeccién del 50-80 % (Bosch et al, 2013).
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Figura 3. Epidemiologia del cancer cérvico uterino. Tasas estimadas de incidencia y
mortalidad en regiones subdesarrolladas o bajo desarrollo (Less developed) y alto desarrollo (More
developed) (Stanley M,2010).

Los estudios clinicos (técnicas de biologia molecular de alta sensibilidad) han
identificado tipos especificos del HPV en practicamente el 100% de los canceres de cuello
uterino. Sin embargo, menos del 5% de las mujeres infectadas por algun tipo de VPH
desarrollan CaCU (Syriannen K.J. et al, 1996). Por lo anterior, la propuesta de que las
infecciones persistentes por Virus del Papiloma Humano (VPH) son el mas significativo o
necesario co-factor, pero no suficiente, para promover la transformaciéon maligna en las
células del cérvix, cuenta con el consenso practicamente generalizado en grupos de
investigacion y organismos mundiales en el area de la salud (Castellsagué X, 2008;
Stanley M, et al, 2010).

2.1. HISTORIA.

Hasta principios del siglo XX, las verrugas genitales y el CaCu siempre fueron

referidos como manifestaciones de enfermedades venéreas comunes, tales como sifilis y
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gonorrea. No fue sino hasta principios de los afios 80’s que se propuso una asociacién
entre el cancer cérvico uterino y el VPH. Asi entonces, por medio de experimentos de
hibridacion, se demostré que las verrugas genitales y los tejidos de cancer de cérvix,
contienen el genoma del VPH (zur-Hausen et al, 1980). Estas observaciones fueron
respaldadas por una serie de novedosos estudios moleculares en el laboratorio de Harald
zur-Hausen (zur-Hausen et al, 1981, 1983, 1984), que resultarian en las bases para la
identificacion y purificacion de los VPH tipo 16 y 18 en lineas celulares y biopsias de
cancer de cérvix, razon por la cual leotorgaron a Harld zur-Hausen el Premio Nobel en
Medicina, 2008.

Actualmente, mas de 130 genotipos diversos del VPH han sido definidos y cerca
de 40 de ellos infectan mucosas genitales. Estos tipos de VPH genitales se clasificaron
como de bajo o alto riesgo por su probabilidad de causar cancer cérvico uterino. Los VPH
considerados de “bajo riesgo”, como el VPH 6 y 11, que producen verrugas genitales
benignas o condilomas, en el 90% de los casos. Mientras que los virus de “alto riesgo™:
31, 33, 35, 45, 51 (entre otros) pero principalmente el tipo 16 y 18, se han identificado
como los principales factores etioldgicos del CaCu (Mufioz et al., 2003). Por otra parte, es
interesante comentar que los mas frecuentes tipos de HPV en CaCu son el tipo 16
(54.5%) y 18 (15.8%), donde ambos representan mas del 70% de los casos tumorales
(Smith J et al, 2007).

2.2. LA INFECCION DEL HPV PARA EL DESARROLLO DEL CACU.

El VPH, pertenece a la familia Papillomaviridae, una familia recientemente reconocida
como distinta de los polyomavirus por el Consejo Internacional para la Taxonomia de los
Virus, (ICTV). ElI genoma del VPH consiste de una molécula de ADN circular de doble
cadena de aproximadamente 8 Kb (Figura 4) y el cual se divide en tres regiones: la regién
larga de control, LCR, que no contiene marco de lectura alguno; la regiébn que
corresponde a las proteinas tempranas (E1 a E8) y la regiébn que corresponde a las
proteinas tardias (L1 y L2) (de Villiers et al., 2004).
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Figura 4. Organizacion del genoma de VPH. Las tres regiones en que se divide el
genoma del virus: la region larga de control, LCR (URR), que no contiene marco de
lectura alguno; la region que corresponde a las proteinas tempranas, E1 a E8 (Early
genes) y la regién que corresponde a las proteinas tardias, L1 y L2 (Late genes)
(Stanley M, 2010).

Un resumen del ciclo de infeccion del HPV y el desarrollo del CaCU se muestra en
la Figura 5. La infeccion y replicacion del virus solamente se da en células epiteliales
totalmente diferenciada (estrato basal), como consecuencia de microtraumatismos, es
decir, una abrasion o lesién del epitelio. El proceso de divisiébn celular normal de las
células infectadas, favorece el aumento de copias del genoma viral y la expresion de sus
proteinas tempranas, mientras que la diferenciacion proporciona una sefial al virus para
activar todos los genes (incluyendo E4, L1 y L2) que permitird la formacién de virones,

listos para reiniciar la infeccion (Doorbar J et al, 2005).

Cabe sefialar, que los virus papiloma humano, tanto oncogénicos como no
oncogénicos, pueden causar LSIL (lesion intraepitelial de bajo riesgo) en la zona de
transformacion del cuello uterino. LSIL, también conocido como NIC 1 (neoplasia
intraepitelial cervical, grado 1) bajo otro sistema de clasificacibn, se manifiestan
transitoriamente por la infeccion viral productiva. La zona de transformacién del cuello
uterino se localiza en la regidon que une al epitelio columnar del endocérvix y el epitelio
escamoso del ectocérvix y constituye una region de continuos cambios metaplasicos, mas
activos durante la pubertad y durante el primer embarazo y declinan después de la
menopausia. Una metaplasia escamosa atipica, inducida por los virus oncogénicos y que
se desarrolle en esta region, puede progresar a una HSIL (lesion intraepitelial de alto

riesgo), o también reconocido NIC 2 o NIC 3. Las HSIL son las verdaderas precursoras
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del CaCu, ya que se caracterizan por presentar mayor actividad mitética y contenido de
células inmaduras en los tercios central y superior la lesién. HSIL es comUnmente positivo
a los tipos virales oncogénicos que evitan la maduracion y diferenciacion, produciendo
una replicacion continua de células inmaduras y eventualmente la acumulacion de
anormalidades genéticas y epigenéticas que favorecen al desarrollo del CaCu. Por otro
lado, la progresion desde LSIL hasta el nivel HSIL, y por ultimo, el desarrollo de CaCu
puede durar mas de 15 afios; dicho tiempo permite postular la necesidad de factores

adicionales a los efectos de las proteinas producidas por VPH oncogénicos (Cooper C,

2017).
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Figura 5. El ciclo del virus de papiloma humano en el epitelio estratificado del cuello uterino:
a) Las células germinales normales se dividen a lo largo de la membrana basal y maduran
verticalmente a través del epitelio sin divisién posterior. b) Después de que el VPH infecta estas
células del estrato basal (completamente diferenciadas), se expresan las proteinas tempranas (E1,
E2, de E5, de E6 y de E7; nlcleos rojos) y se replica el DNA viral, causando una LSIL (lesi6on
intraepitelial de bajo riesgo). En las capas superiores del epitelio, el genoma viral expresa E4
(citoplasma verde), L1 y L2 (nUcleos anaranjados). Eso permite la formacion de virones, listos para
reinicia la infeccién. c) Las infecciones persistentes por VPH de “alto riesgo” progresa a las HSILs
(lesiones de alto grado), donde la diferenciacién celular es retardada e incompleta, por lo que
muestra poco grado diferenciacion. d) La continua progresion, favorece la invasion y metastasis.
(Cooper C, 2017).
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2.3. PAPEL DE LOS GENES E6 Y E7 DEL HPV EN EL DESARROLLO DEL CACU

Desde la década pasada, se conoce el papel de las onco-proteinas E6 y E7 de los
VPH de “alto riesgo” en el desarrollo del CaCU. Asi se conoce que la expresion de los
genes E6 y E7 inactiva dos proteinas fundamentales en el establecimiento de
homeostasis celular (apoptosis y proliferacion controladas): los supresores de tumores
p53 y pRB, respectivamente. Es decir, se sabe que la inactivacion de p53 y pRB es
suficiente para inmortalizar células (ya que elimina puntos de control del ciclo celular) por
insuficiente para transformacion carcinogenica (Clarke B. and Chetty R., 2001; Bosch F.X.
et al., 2002). Ademas, se postula que las onco-proteinas E6 y E7 de los VPH de “alto
riesgo” presentan funciones adicionales que permiten alterar y/o inactivar distintas vias de
sefializacion, que resultan en una inestabilidad gendmica, alteracion de la expresion
génica y eventos de evasion de la respuesta inmune (Figura 6) (Moody C et al, 2010.
Litwin T, et el, 2017).
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Figura 6. Efectos de las onco-proteinas E6 y E7 de los VPH de “alto riesgo” en nimeros
procesos celulares (vias de sefalizacion). (Moody C et al, 2010).
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3. VIA DE SENALIZACION WNT

En las ultimas tres décadas, se han identificado componentes moleculares cruciales
en vias de sefializacion que controlan o regulan mecanismos como el metabolismo
celular, la sintesis de proteinas, la arquitectura del citoesqueleto y por consecuencia, los
procesos celulares de proliferacion, diferenciacion, interaccion célula-célula y apoptosis
(Goldmann W. H. et al, 2012).

En este sentido la via intracelular de sefializacion, conocida como Wingless/Wnt
resulta clave en la regulacién de los organismos multicelulares durante toda su vida. La
via Wnt controla procesos conservados durante la evolucién tales como la induccién
embrionaria, generacion de la polaridad celular y el direccionamiento especifico celular
dentro del embrién durante la morfogénesis. Ademas, se reconoce que durante la etapa
adulta continia jugando un papel indispensable en la homeostasis, la renovacion y

regeneracion celular (Lonh K et el, 2016).

Para la via Wnt/B-catenina, el modelo mas reciente (Figura 7) sugiere que la
inactivacion de la via ocurre por la accion de los distintos antagonistas (SFRPs y DDK1),
gue bloquean la union de los ligandos Wnt con el receptor transmembranal Frizzled,
permitiendo la formacion de un complejo multiprotéico que incluye las proteinas:
adenomatous polyposis coli (APC), axina (1 o 2), sintetasa glucdgeno cinasa-beta
(GSK3p), caseina cinasa-1alfa (CK1a) y la fosfatasa A2 (PP2A). Dicho complejo tiene la
capacidad de fosforilar a B-catenina por la accién directa de GSK3p y CKla. La B-catenina
fosforilada es dirigida a  degradacibn mediante el mecanismo de
ubiquitinacion/proteosoma, dando por resultado bajos niveles de B-catenina en el
citoplasma y nucleo. Es importante comentar que en células diferenciadas normales este
mecanismo se encuentra inactivo: donde la B-catenina se encontrara enriquecida en el
dominio citoplasmatico de la membrana celular y formando complejos con los dominios
intracelulares de las E-cadherinas (jugando un papel en las uniones adherentes célula-
célula). Por el contrario, la unién de los ligandos Wnt al receptor Frizzled, ocasionaria la
activacion de la via y el bloqueo de la interaccién entre B-catenina y el complejo

multiproteico, impidiendo su fosforilacion y, por consiguiente, su degradacién. Todo esto
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permitira la acumulaciéon de la B-catenina en citoplasma y, su posterior, translocacion al
nucleo. Una vez en el nucleo, B-catenina se asocia a la familia de factores Tcf/Lef (factor
de células T/factor potenciador linfoide) y actian como factor de transcripcion para
promover la expresion de genes blancos (Roel Nusse, 2012).
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Figura 7. Via de sefializacién Wnt. Via inactiva (off-state Wnt) y activa (on-state Wnt+) (Roel
Nusse, 2012).

3.1. B-CATENINA; COMPONENTE PRINCIPAL DE LA VIA WNT.

El gen de la B-catenina (CTNNB1) se localiza en el cromosoma 3 (3p22-p21.3),
produce una transcripto de 3729 pb y codifica para una proteina de 88 kDa conteniendo
781 aminoacidos. La B-catenina es una proteina que se identificé originalmente debido a
su interacciéon con el dominio citoplasmatico de la E-cadherina y que, junto con la a-
catenina, permite la formacién de un complejo anclado con el citoesqueleto de actina.
Esto permite a la B-catenina jugar un papel en la interaccion celular mediante la adhesién
célula-célula. No obstante, también ha sido demostrado que la 3-catenina juega un papel
central en la cascada de sefializaciéon Wnt, regulando diversos procesos que permiten la

homeostasis celular (como proliferacion, diferenciacion, entre otros). Ademas, cabe
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destacar su potencial implicacion (dependiente o independientemente de la via Wnt) en la
regulacion de la expresion génica, debido a su interacciébn con distintos factores de
regulacion transcripcionales (Nusse R and Harold V, 2012; Prakash S, et al, 2015).

3.1.1 Estructura proteica de B-catenina, interaccion y requlacion.

La estructura primaria de la B-catenina se caracteriza por un dominio central que
contiene 12 repeticiones de 42 aminoacidos, conocida como “repeticiones de armadillo”
(ARM; residuos 141-664). El dominio central esta flanqueado por dos regiones ubicadas
en el dominio amino y carboxilo terminal, NTD y CTD, respectivamente (Figura 8)
(Valenta T et al, 2012). Dichos dominios permiten la interaccién de B-catenina con

distintas proteinas en las siguientes regiones subcelulares:

E-cadherin
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Histone rearrangements  (ISWI in flies)

SET1/COMPASS complex . |
HMT aCthﬂy VILLT | —
HAT activity CEP of D300 sm—

e Adherens junctions
we—— Transcriptional co-activators

s Transcriptional repressors

Phosphorylation site

Figura 8. Estructura proteica de B-catenina; regulacién/interaccion. p-catenina
interacciona con proteinas de la membrana citoplasmética (E-caderina; funcién de adherencia);
proteinas citoplasmaticas (APC y Axina; funcion de destruccién); proteinas nucleares (BCL9, ThP,
ISW1, MML1, CBP; funcion transcripcional) (Valenta T, et al, 2012).

A) En la membrana plasmatica la interaccion de B-catenina con E-cadherina y a-
catenina, permite su estabilizacion: la B-catenina se localiza principalmente en esta

region y presenta niveles bajos en citoplasma y nicleo (via Wnt apagada). La
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fosforilacion en los amino&cidos tirosina 142 y 654 por parte de proteinas con
actividad de tirosina-cinasa (CK1 y Scr) resulta en una disminucion del complejo E-
cadherina/p-catenina/a-catenina y, por tanto, en la activacion de la via Wnt (Bustos
et al, 2006 and Van-Veelen et al, 2011).

En el citoplasma la interaccion de B-catenina con Axina y adenomatous polyposis
coli (APC), permite la formacion del complejo multiproteico que degrada la 8-
catenina. Se sugiere que este mecanismo permite regular los altos niveles de [3-
catenina en citoplasma y previenen su posterior translocacion al nacleo (via Wnt
apagada). APC actia como el andamio de este complejo, permitiendo
interaccionar con el resto de los componentes: Axina, sintetasa glucogeno cinasa-
3beta (GSK3p), caseina cinasa-1alfa (CK1a) y la fosfatasa A2 (PP2A). La
formacion del complejo induce la fosforilacion en el dominio N-terminal (secuencia
de aminoé&cidos localizados en el exon 3; D32SGxxSxxxTxxxS45) de la 3-catenina.
Primero, en la Ser-45, por CK1q, y después en Ser-33, Ser-37 y Thr-41, por
GSKB3B. A continuacion, la B-catenina fosforilada se vuelveblanco de la ubiquitin
ligasa E3/B-TrCP (proteina con repeticiones ) para su ubiquitinacién y
subsiguiente destruccion proteolitica via proteosoma (Kimelman D and Xu W,
2006; Roberts D et al, 2011).

En el nucleo, B-catenina interacciona con factores de transcripcién (principalmente,
Tcf/Lef) y con distintos factores de regulacién de la actividad transcripcional,
resultando cambios en la expresién génica; la acumulacion de B-catenina en
citoplasma es un prerrequisito indispensable para su translocacion y acumulacion
en el ndcleo (via Wnt, activa) (Prakash S, et al, 2015). Como B-catenina no posee
dominios de unién al ADN necesita interaccionar con complejos multiproteicos que
controlan la remodelacién en la secuencia promotora y activacion transcripcional
de genes blancos. La interaccion con co-activadores (Bcl-9-pygopu y TBP) del
complejo de transcripcional, remodeladores de la cromatina (complejos Brg-1 y
ISWI) y reguladores de la cromatina (CBP/p300) permite la subsecuente formacién
del complejo B-catenina/Tcf (Mosimann C et al, 2009). Existe una lista cada vez
mayor de los genes blancos, sin embargo, muchos estan sujetos al tipo de

complejo formado con los distintos reguladores y factores transcripcionales, asi
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como al contexto dependiente del tejido-especifico. (Vlad A et al, 2008). Una lista
actualizada se puede encontrar en http://www.stanford.edu/group/nusselab/cqgi-

bin/wnt/target. Por otra parte, la interaccion entre 3-catenina y/o TCF con co-
represores transcripcionales (ICAT y Groucho/ TLE) bloquean la expresion de los
genes blanco (via Wnt, apagada) (Bottomly D et al, 2010.

3.2.  APC; COMPONENTE DEL COMPLEJO REGULADOR DE B-CATENINA.

El gen APC (adenomatous polyposis coli; NCBI No. NG_008481) se localiza en el
cromosoma 5 (5g921-g22) y produce transcritos de aproximadamente 10 Kb. El exon 15
representa mas del 75% de la secuencia codifica y se encuentra en los distintos
transcriptos. La secuencia proteica del gen APC desempefia mdltiples funciones celulares
gue gobiernan la homeostasis de las células epiteliales, como transduccién de sefiales,
mediacion de la adherencia intercelular, estabilizacion del citoesqueleto, posible
regulacion del ciclo celular y apoptosis. Cabe destacar, que principalmente se le atribuye
a APC un papel como supresor de tumores por regular la via de sefializacion Wnt, como
se describi6é antes, por formar parte del complejo multiproteico que degrada la B-catenina
(considerado antagonista por mantener la via inactiva) (Heppner G and Groden J, 2000;
Fearnhead N et al, 2001; Waller A, et al, 2016).

3.2.1 Estructura proteica de APC, interaccién y requlacion.

Los distintos transcriptos del gen APC codifican una secuencia proteica de
aproximadamente 2800 aminoacidos y 310 kDa (NCBI No. NP_000029.2, 2843 aa;

NP_001120983.2, 2825 aa), los cuales presenta una expresion constitutiva en distintos

tejidos y una localizacion intracelular. Las funciones de APC parecen estar relacionadas
con sus dominios de interaccidn con otras proteinas, que se encuentran en su estructura
proteica (Figura 9) (Brocardo M and Henderson B, 2008). En el extremo amino-terminal,
la proteina APC presenta un dominio de oligomerizacibn formado por repeticiones
denominadas “Heptad” (xx aminoacido apolar xx aminoacido apolar; entre los
aminodacidos 6 y 57), que permiten la formacion de homodimeros entre proteinas APC.

Ademas, entre los aminoacidos 453 y 766 se localizan 7 repeticiones de 42 aminoacidos
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(dominio Armadillo) que permiten a la proteina APC interactuar con PPA2, ASEF, Kap3A,
Striantin y WTX, entre otras. Por lo cual, ademas de su papel en la regulacién de la via de
Whnt se incluyen actividades de transporte nuclear, adherencia célula-célula, control del
ciclo celular y estabilidad de la red citoesquelética de actina (Li Z and Nathke IS, 2005;
Aoki K and Taketo M, 2007).
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Figura 9. Estructura proteica de APC e identificacién de dominios de interaccién con otras
proteinas. APC interacciona con distintas proteinas mediante sus dominios proteicos. Notar la
localizacién de la region MCR presente dentro de la region de interaccidn con b-catenina (Brocardo
M and Henderson B, 2008).

Por otra parte, en la regién central de APC (entre los amino4cidos 1020 y 2035) se
localiza un dominio de interaccién caracterizado por 3 repeticiones de 15 aminoacidos
(3rep/15aa) y 7 repeticiones de 20 aminoacidos (7rep/20aa), que permiten la unién de
APC con el componente central de la via de sefializacion Wnt: la $-catenina. (Jing et al.,
2001). Ademas, dentro de la region central (entre el dominio de interaccion con (-
catenina) existen 3 repeticiones, denominadas SAMP, que son plataformas de interaccion

de APC con Axina. Por lo anterior, la region central de la proteina APC regula la via de
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sefializacion Wnt, mediante los dominios de interaccion y formacién del complejo proteico
que degrada B-catenina (Li Z and Nathke IS, 2005; Aoki K and Taketo M, 2007; Roberts
DM et al, 2012).

Finalmente, dentro de la region carboxilo-terminal de la proteina APC se localiza el
dominio basico (rico en arginina, lisina y prolina) entre los aminoacidos 2200 y 2400, que
permite una interaccion de APC con los microtabulos y microfilamentos del citoesqueleto.
Ademas, la region C-terminal puede desempefiar un papel en la progresion del ciclo
celular y control del crecimiento, al interactuar con las proteinas EB1 (se asocia a
microtubulos del citoesqueleto) y hDLG (implicada en la polaridad celular, migracion y
blogueo de la proliferacion celular) (Li Z and Nathke IS, 2005; Aoki K and Taketo M,
2007).

3.2.2 Regidn promotora del gen APC.

El gen APC presenta dos promotores (1A y 1B) que inician la trascripcion en
distintos sitios (exones 1A y 1B; Genbank No. U02509 y No. D13981, respectivamente),
localizados en el costado 5° de la region no codificante del gen. Horri A. y colaboradores
(1993) demostraron que las principales isoformas de transcripcibn son resultado de
“splicing” (proceso de maduracion del ARNm) alternativo. La isoforma A (NCBI No.
NM_000038.3), con un tamafo de 10740 pb, es resultado de la influencia del promotor
1A, mientras, la isoforma B (NCBI No. NM_001127511), con un tamafio de 10814 pb, es
resultado de la accion del promotor 1B. Cabe destacar que ambas isoformas codifican en
mas del 95% la misma secuencia, incluido de forma integra el exén 15 (NCBI-BLAST;

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Por otra parte, Hosoya K y colaboradores (2009)

establecieron por primera vez mediante un analisis bioinformatico (NCBI) el sitio de inicio
de la transcripcion de las distintas isoformas, localizados en el promotor 1A y 1B del gen
APC, ambos ricos en secuencias de citosinas y guaninas, conocidas como islas CpG’s
(Figura 10).
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Figure 10. Regiones promotoras del gen APC; 1Ay 1B. A) Localizacion de los promotores
(exén 1Ay ex6n 1B) y sitios de inicio de la transcripcion (TSS) de las distintas isoformas (type
Ay type B). B) Caracteristicas de cada promotor (isla CpG’s) (Hosoya K et al, 2009).

A pesar de los diferentes estudios hasta el momento no es clara la diferencia entre
los promotores para determinar el nivel y el lugar de expresion de las isoformas del gen
APC; sin embargo, aunque el promotor 1B no ha sido extensamente estudiado, se postula
gue tiene un papel menor en la regulacion de la expresion de APC, en comparacion con el
promotor 1A (Segditsas et al., 2008, Tsuchiya et al., 2000). Lo anterior es confirmado
primero por los estudios de Esteller M (2000) y Amold C (2000), donde se observaron que
las modificaciones epigenéticas (hipermetilaciéon de CpG’s del ADN) en el promotor 1A
resultaron en el silenciamiento del gen APC. Por su parte, Charames G y colaboradores
(2008), reportaron que la delecion del promotor 1A provocé el silenciamiento completo de
las isoformas de APC, sugiriendo que las modificiones del promotor 1B podrian no
contribuir al mismo nivel. Adema, Uruna S. y colaboradoes (2001) realiazron un analisis
detallado en la secuencia de promotor 1A, demostrando la localizaciéon y funcién de
secuencias para sitios de uniéon a factores transcripcionales como, Octamer, AP2, Sp1;

gue permiten una expresion basal del gen APC.
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4. CANCER Y VIA DE SENALIZACION WNT

Entre las moléculas implicadas en esta cascada de sefializacién, se han
encontrado con mas frecuencia en varios canceres humanos, las alteraciones genéticas y
epigenéticas en los genes de B-catenina y APC (Clavers H and Nusse R, 2012). De esa
manera, la acumulacién nuclear de B-catenina, en la mayoria de los tumores estudiados,
parece estar asociada a dichas alteraciones, lo cual resulta en inactivacion/pérdida de la
funcion y silenciamiento, respectivamente de APC. En base a lo anterior, se ha propuesto
que B-catenina podria funcionar como posible oncogen, mientras que APC actuaria como
gen supresor de tumor (Polakis P, 2012; Zhan T, et al, 2017).

4.1 ALTERACIONES GENETICAS EN COMPONENTES DE LA VIA WNT

El gen APC presenta el 80-90% de todas sus mutaciones en el segmento
denominado MCR (“mutation cluster region”; codones 1286-1513) del exén 15. Se ha
observado que mutaciones en el MCR da lugar a una proteina truncada y sin los
aminodcidos indispensables para unidbn a [B-catenina (7rep/20aa) (Figura 11). Las
alteraciones genéticas del gen APC se reportado en adenomas gastricos (Horii A et al,
1992), cancer de mama (Furuuchi K et al, 2000), cancer hepatico (Oda H et al, 1996),
cancer de ovario (Wu R et al, 1996), cancer de pancreas (Horii A et al, 1992) y cancer de
tiroides (Zeki K et al, 1994). Sin embargo, en los carcinomas de coldn por la presencia de
mutaciones hereditarias (germinales, familial adenomatous polyposis; FAP) vy
espontaneas (somaticas), las cuales constituyen mas del 85% de los casos (Nakamura Y,
et al., 1992).

Las mutaciones germinales de APC ocasionan Polyposis Adenomatoso Familial
(FAP), una enfermedad autosomal dominante heredada, con el desarrollo inevitable del
cancer colorectal. Las mutaciones mas comunes ocurren entre los aminoacidos 1194-
1392, siendo las mas fecuentes (“hotspots”) en los codones 1061 y 1309, las cuales
explican un tercio de todas las mutaciones germinales reportadas. Mientras las
mutaciones somaticas estan presentes en aproximadamente el 80% de los canceres

colorectales esporadicos y principalmente dentro del segmento MCR. En dicho fragmento
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hay dos sitios “hotspots” los codones 1309 y1450. Por lo anterior, las mutaciones
germinales y/o somaticas del gen APC dan lugar a una proteina truncada, que carece de
los aminoacidos indispensables para desempefiar su papel en la via de sefializacion Wnt;
unién a B-catenina (7rep/20aa) y axina (repeticiones de SAMP) Miyoshi et al., 1992 -B-;
Karoui M et al, 2007; Minde D et al, 2011).
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Figure 11. Mutaciones germinales y sométicas de APC en cancer de colon. Fragmento MCR
(codon 1286-1513), sitios “hotspots”; codones1309 y1450 Minde D et al, 2011

Por otra parte, en distintos tipos de cancer, también se ha observado acumulacién
nuclear de B-catenina, y esta deslocalizacion esta asociada con mutaciones en el exén 3
de CTNNB1 (serina/treonina; codones 45, 41, 33 y 37) (Kikuchi A et al, 2003; Polaski P,
2007). Entre estos tipos de cancer se puede mencionar los carcinomas colorectal (Akisik
E el al 2011); hepatocelulares (Cieply B et al, 2009); cancer gastrico (Jang W and Kim W,

2011) y cancer de pancreas (Gerder B et al, 1999) entre otros.

Alteraciones genéticas han sido igualmente encontradas en otros miembros del
complejo multiproteico, como Axina y GSK3, pero con muy poca frecuencia. De esa
manera, Salahshor S y Woodgett J (2005) recopilan distintos estudios que muestran la
existencia de mutaciones espontaneas en los genes Axins | y Il, particularmente
hepatocelular y colorrectal Por su parte, Abrahamsson A y colaboradores (2009)

encontraron una delecion que afectan el dominio quinasa del gen GSK3 en la leucemia
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mieloide crénica. Ademas, por el hecho de existir isoformas de estas proteinas (Axina 1 o
2; GSK3-alfa y beta) las cuales pueden reemplazar la funcion de la forma mutada Kikuchi
A et al, 2003; Polaski P, 2007).

En base a lo descrito anteriormente, varias alteraciones genéticas en la secuencia
del ADN de los componentes de la via Wnt posibilitarian la alteracién de las interacciones
moleculares normales y, por tanto, podrian llevar a la acumulacién nuclear de -catenina,
en la mayoria de los tumores estudiados y, por lo tanto, la anormal activacion de la via

Wnt que resulta en el inicio y desarrolla del proceso carcinogénico.

4.2 ALTERACIONES EPIGENETICAS EN COMPONENTES DE LA VIA WNT

Por otro lado, también se han reportado alteraciones epigenéticas, tales como
hipermetilacion de islas CpG en sus promotores, en varios tipos de cancer, lo cual podria
llevar también all silenciamiento transcripcional de componentes supresores de la via Wnt
(Rodriguez-Paredes y Esteller M, 2011; Serman L et al, 2014). Cabe destacar, que
distintos estudios han mostrado la asociacion entre hipermetilacion anormal de
componentes y la activacion de la via Wnt durante el proceso carcinogénico. En este
sentido, Laird P y colaboradores. (1995) mostraron que la delecién genética y/o inhibicién
de ADN-metiltransferasa (tratamiento con DAC) reduce la carga tumoral, mientras,
Sansom O (2003) y Phesse T (2008) reportaron que la delecion genética de MBD2
(proteina de unién a CpG-metilado) también reprime la formacion tumoral mediante la

atenuacion de la sefalizacion de sefnalizacion Wnit.

Ademas, los analisis de promotores hipermetilados mediante estudios de genoma
completo en cancer de colon y pancreas, mostraron que los supresores de la via de Wnt
pueden ser blanco de este mecanismo de silenciamiento génico (Vincent et al 2011,
Suzuki et al. 2002). En patrticular, las regiones promotoras de los genes que codifican para
las proteinas APC y sFRP1,2 y 5 (reconocidas como antagonistas), fueron identificados

como blanco de la hipermetilacién en estos estudios.
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En el caso particular de APC, se ha reportado hipermetilacion de la isla CpG en el
promotor 1A en distintos tipos de cancer, mientras que la isla CpG en el promotor 1B
parece no presentar dicha alteracion (Esteller M, et al., 2000). Adicionalmente, la
hipermetilacion anormal del promotor 1A parece estar acompafiada con el silenciamiento
de su transcripto (inactivacion epigenética) en cancer hepatico, 80%; estomago, 68%;
préstata, 58%; pulmoén, 30% y mama, 10% (Ohm J et at, 2007). Es importante comentar,
gue distintos estudios reportan la presencia de dicha alteraciéon epigenética en otros tipos
de cancer, sin embargo, hasta el momento todavia es controversial la asociacion entre la
hipermetilacion y el silenciamiento de APC (Agular O, Estelle M et al, 2007; Rodriguez P,
Esteller M et al, 2011).

Por su parte, se ha reportado que los antagonistas de Wnt (miembros de la familia
SFRP): SRFP 1, 2 y 5, también presentan hipermetilacion en sus genes, en cancer de
colon (Sizuki H, Baylin et al, 2004) y cancer de mama (Sizuki H., Toyota M. et al, 2008);
SRFP1, en vejiga (Stoehr R. et al, 2004), préstata (Lodygin D. et al, 2005), pulmén (Fukui
T. et al, 2005). Sin embargo, el posible papel por silenciamiento epigenético de otros
miembros de la familia SFRP en la alteracion de la via Wnt continua sin ser explorado, por
ejemplo, SRFP3 en melanoma (Ekstrom E et al, 2011). En cada estudio cabe destacar,
gue la perdida de la funcion de los distintos miembros de la familia SFRP por CpG’s
hipermetiladas dentro de la region promotora fue asociada al silenciamiento epigeneticos
(desminicién de transcriptos), con restauracion de la expresion por tratamiento con

inhibidores del silenciamiento epigenético (inhibidor de ADN-metltransferasas: DAC).

4.3CANCER CERVICO UTERINO Y ALTERACIONES EN LA VIA WNT

En el caso particular del cancer cérvico uterino, es poco lo que se sabe sobre las
alteraciones de la via Wnt y su contribuicién en el desarrollo del mismo. Sin embargo,
Pereira-Suarez y Col. observaron mediante Western blot moderados nivel de expresiéon de
B-catenina presentaron las lineas celulares CaSki (VPH 16) y Calo (VPH 18), mientras
gue fue fue bajo en HeLa (VPH 18) y SiHa (VPH 16), nulo en C33A (sin VPH’s). Esto
permitié postular que los altos niveles de B-catenina sugerian su acumulacion, lo cual

podria estar relacionado con la alteracién de la via Wnt (Pereira-Suéarez et al., 2001).

33



. - Qe \Josas
(S0x Eé; .
" q I3 i
B Sme?ﬂl"’rm ) gc‘g&—mm!’} i \
S0=02 8 % £ 9S6=62d
7.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS \ja(cultad

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ‘de F armacia
ESTADO DE MORELOS FACULTAD DE FARMACIA Conocimiento alservicio de la salud

Posteriormente, se evalu6 por inmunohistoquimica la  acumulacién
citoplasmica/nuclear de B-catenina en tumores de cérvix. En cortes de LSIL (lesion
intraepitelial de bajo riesgo o NIC 1), HSIL (lesion intraepitelial de bajo riesgo o NIC 2/NIC
3), biopsias de tumores y tejidos de células de cérvix normales, se observo que en LSIL
algunas células presentaban acumulacion en el citoplasma, mientras que en HSIL mas de
la mitad de las células la mostraron. En las biopsias de tumores de cérvix, el 85%
presentaron acumulacién citoplasmatica y, aunque mas tenue, también acumulacién
nuclear. Sin embargo, muestras de tejidos normales de cérvix no mostraro acumulacion
citoplamatica/nuclear de [B-catenina (solo se observaba [(-catenina en la membrana
celular). Todo esto coincide con los antecedentes descritos previamente, donde la
acumulacion citoplasmatica-nuclear de B-catenina es consecuencia de alteraciones de la
via Wnt, llevando a proponer que esto también parece ocurrir en el cancer cérvico uterino
(Shinohara et al., 2001; Rodriguez-Sastre et al., 2005).

Por otra parte, y como consecuencia de la acumulacion citoplasméatica/nuclear
anormal de B-catenina en CaCu, permitié sugerir que el complejo B-catenina/TCF podria
inducir la transcripcién de genes importantes para el desarrollo y progresion del CaCU. La
actividad transcripcional de B-catenina/TCF fue puesta en evidencia en lineas celulares
derivadas de cancer cérvico uterino, empleando el sistema TOP-FOP. En este sistema, la
linea celular Caski mostr6 la mayor actividad transcripcional, seguida de SiHa y Hela,
mientras que C33A no mostré ninguna actividad (Mojica V, 2004; tesis de maestria). Por
su parte, Huang y colaboradores (2006) mostraron mediante iRNA para -catenina, que
su interferencia inhibié la formacion del complejo B-catenina/TCF en HelLa. Asimismo, se
determinaron como genes blanco de este complejo: cyclo-oxigenasa-2, Cox2
(supervivencia celular); metaloproteinasa de matriz-7, MMP-7 (invasion) y el factor de
crecimiento del endotelio vascular, VEGF (angiogénesis), genes que se reprimen en

presencia del iRNA de B-catenina (Huang et al, 2006).

Por otro lado, un cultivo primario de queratinocitos fue inmortalizado por transfeccion
de la oncoproteina E6 del VPH16. Posteriormente, dichos queratinocitos inmortalizados
fueron tratados con ligando Wnt y/o transfectados con el oncogen CTNNB mutado en
serina 45, en ambos casos se postula que la activacion de la via Wnt fue suficiente para

inducir la transformacion de los queratinocitos inmortalizados por la oncoproteina E6 del
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HPV16. Por lo anterior, se demostr6 que B-catenina puede actdar como oncogen
alterando la via Wnt y podria inducir la transformacién de células infectadas por VPH en
este sistema experimental (Uren A et., 2005). Posteriormente, empleando dos modelos
con murinos: 1) transgénicos para los oncogenes E7/HPV-16 o B-catenina mutada (serina
45) y 2) ratones doble-transgénicos para E7/HPV-16 y 3-catenina, evaluaron su capacidad
para inducir el inicio del proceso carcinogénico a los 6 meses, bajo un estimulo
estrogénico. El desarrollo cancer invasivo se observd en el 11% de los ratones
transgénicos del oncogen B-catenina mutada (via Wnt activa) y 50% de los ratones
transgénicos del oncoge E7/HPV-16 (infeccion viral), mientras que se observo la
carcinogénesis en el 94% de los ratones doble-transgénicos para los oncogeneres
E7/HPV-16//B-catenina (Bulut G, Uren A et., 2011).

A pesar de que varios estudios han sugerido que como sucede en otros tipos de
cancer, en CaCu, la alteracibn de la via Wnt puede llevar a la acumulacién
citoplasmica/nuclear de b-catenina y, esto, puede favorecer la accidén carcinogénica de las
proteinas de HPV, poco se sabe sobre los mecanismos que conducen a la deslocalizacion
y acumulacién citoplasmatica-nuclear de B-catenina. Con este objetivo, en estudios
previos, se evalué la presencia de mutaciones en el gen CTNNB (B-catenina) v,
principalmente, en residuos serina-treonina del exén 3, que son los sitios de fosforilacion
para la degradacion de la proteina, empleando para esto biopsias de tumores de cérvix.
Sin embargo, no se identificaron mutaciones que permitan explicar su deslocalizacion
(Pereira-Suarez et al., 2001; Tsung-Hsien et al., 2003). Esto, permite plantear que la
deslocalizacién de la 3-catenina podria ser consecuencia de la alteracion de algin otro

componente de la via Wnt.

Cabe destacar, que desde la década pasada distintos grupos de investigacion han
centrado sus estudios en determinar la existencia de alteraciones epigenéticas en algunos
componentes de la via de sefializacion Wnt, particularmente hipermetilacion de promotor
de los genes APC, SFRP’s, entre otros (Van der Meide et al, 2011; Kang S, et al, 2006;
Yang H, et al 2010) .Sin embargo, ninguno de estos estudios determina la asociacion
entre la metilacion del promotor 1A, la expresion del gen APC y la activacion

aberrante de la via de sefalizacion Wnit.

35



s \Soeas

DO
BN
(s nntit \
7 |RaSeze=s

| UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS \_Jg;ultad

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL de, F armacia
ESTADO DE MORELOS FACULTAD DE FARMACIA Conocimiento alservicio de la salud

Finalmente, nuestro grupo, en un estudio previo (tesis de maestria), realizamos el
andlisis mutacional en aproximadamente el 80% de la region MCR del gen APC. En este
estudio no observamos cambios en la secuencia, la cual incluia dos sitios reconocidos
como “hot spot” (codones 1061 y 1450) en el exén 15 del gen APC, en el sistema de
cancer de colon. Sin embargo, dado que no completd el analisis de toda la region MCR,

no podia descartarse que hubiera mutaciones en el 20% restante.
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JUSTIFICACION

e

las alteraciones de Adenomatous Polyposis Coli;

(componente de la via de sefializacidbn Wnt) en cancer cervico uterino.

Estudio de
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El cancer cérvico uterino (CaCu) es la segunda causa de muerte por tumores
malignos en mujeres en México y a nivel mundial, razon por la cual existe un particular
interés en el estudio de las causas y factores que provocan esta patologia, sobre todo a
nivel molecular.

Es de resaltar, que la infeccion persistente por el Virus del Papiloma Humano es el
factor de riesgo mas importante para desarrollar CaCu, principalmente debido a la accion
de las oncoproteinas E6 y E7, al inactivar los supresores de tumores p53 y pRB. Sin
embargo, también se sabe que unque la degradacion de p53 y pRB es suficiente para
inmortalizar células, es insuficiente para transformarlas. De ahi que se requiera otro tipo
de alteraciones genéticas o0 epigenéticas que en su conjunto promuevan la transformacion

maligna de las células del cervix.

Por otra parte, algunos estudios previos asocian frecuentemente la activacion
anormal de la via Wnt (acumulacion de (-catenina) con alteraciones en el gen supresor
tumoral adenomatous polyposis coli (APC, en varios tipos de tumores. En este sentido, se
ha observado en biopsias y lineas celulares de CaCu la deslocalizacién y acumulaciéon
citoplasmatica/nuclear de B-catenina, sugiriendo su participacién potencial en la
transformacion maligna.

Cabe destacar que, aproximadamente, 80-90% de todas las mutaciones en el gen
APC se localizan en el segmento MCR (“mutation cluster region”; codones 1286-1513),
gue dan lugar a una proteina truncada y sin la regién de uniéon con (-catenina, lo que
impide su reclutamiento y, posterior degradacion. Asimismo, diferentes estudios han
evidenciado que la hipermetilacion de CpG’s en la region promotora del gen APC es otro

mecanismo de inactivacién de su funcién en varios tipos de cancer.

Basandonos en ésta revision bibliografica y en resultados obtenidos previamente
en el grupo de investigacion, se plantea que la alteracién en la region codificante o
promotora del gen APC permite la acumulacion citoplasmatica/nuclear anormal de [-
catenina y, por tanto, la anormal expresién de genes blanco de la via Wnt en células de

cancer cervico uterino infectadas con HPV.
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En ese sentido, el presente estudio constituye un esfuerzo pertinente en el ambito

nacional, dado que pretende identificar moléculas blanco que puedan ser aplicadas en el
diagndstico o prondstico de la patologia, o incluso ser utilizadas con fines terapéuticos.
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HIPOTESIS

e

las alteraciones de Adenomatous Polyposis Coli;

(componente de la via de sefializacidbn Wnt) en cancer cervico uterino.

Estudio de
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La pérdida o inactivacion funcional (genética o epigenética) del gen APC esta

asociada con la desregulacion de la via de sefalizacion Wnt/B-catenina en el cancer

cérvico uterino.
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las alteraciones de Adenomatous Polyposis Coli;
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GENERAL

Identificar las alteraciones genéticas y epigenéticas del gen APC y su asociacion

con la desregulacion de la via de senalizacion Wnt/B-catenina en cancer cérvico

uterino.

PARTICULARES

1. Identificar las posibles alteraciones en la secuencia de la regién de mutaciones

“cluster” (MCR) del gen APC, en lineas celulares de cancer cérvico uterino.

2. Evaluar la relacion entre la hipermetilacion del ADN en el promotor 1A y su efecto

en la expresién del gen APC, en lineas celulares de cancer cérvico uterino.

3. Evaluar la asociacion entre las alteraciones genéticas o epigenéticas del gen APC

y la desregulacidon de via Wnt/B-catenina en cancer cérvico uterino.
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las alteraciones de Adenomatous Polyposis Coli;
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1.- MUESTRAS DE ESTUDIO

En el presente trabajo se seleccionaron como modelo de estudio las lineas
celulares de cancer cervico uterino CasKi, HelLa, SiHa y C33A, debido a su relacion
caracteristica con el virus del papiloma humano (VPH) (Tabla 1). Por su parte, las lineas
celulares SW480 (cancer de colon) y KATOIl (cancer gastrico) se utilizaron como
controles positivos de alteracién genéticas y/o epigenéticas, respectivamente (Rowan A,
et al, 2000 and Takashi Tsuchiya et al, 2000). Las lineas CasKi, HeLa, C33A y SW480
fueron adquiridas de la compafia ATCC o donadas por el Dr. Alejandro M. Garcia-
Carranca (InCan, México), mientras la linea Katolll (adquirida de la ATCC) fue donada por
Dr. Angel Zarain-Herzberg (UNAM, México). Ademas, se utiliz6 como control negativo, el
cultivo primario de fibroblastos humanos (HFF) donadas por el M. en C. Alejandro Lépez
Saavedra (Incan-México). Las distintas lineas celulares y el cultivo primario fueron

mantenidas en las condiciones descritas a cotinuacion.

Tabla 1. Muestras de estudio; lineas de cancer cervico uterino.

Lineas celulares Virus del papiloma humano Caracteristicas
(VPH)
Caski Tipo 16 Linea celular de carcinoma.
HelLa Tipo 18 Linea celular de adenocarcinoma.
SiHa Tipo 16 Linea celular de adenocarcinoma.
C33A Sin VPH’s Linea celular de carcinoma.

Por otra parte, biopsias de tejido normal y de cancer cervico uterino fueron
obtenidos del banco del Departamento de Ginecologia del Hospital General Manuel Gea
Gonzalez y del Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Cancerologia-SSA
(CDMX, Mexico). Las biopsias fueron caracterizadas previamente en base a sus
pardmetros clinicos-patolégicos, tipo de infeccion con VPH y niveles/localizacién de B-
catenina (Rodriguez-Sastre et al., 2005). Todas las biopsias fueron almacenadas en

nitrégeno liquido hasta su empleo.
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2.- PROCEDIMIENTOS GENERALES

Cultivo celular:

El mantenimiento y crecimiento de las lineas celulares y el cultivo primario, se
realiz6 en cajas de p100 mm (Corning) a 37° C con 85% de humedad y 5% de CO,, en
medio de cultivo enriquecido con suero fetal bovino (SFB; HyClone);

A) SiHa, Hela, C33A y SW480: medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM-F12;
Invitrogen) con 10% SFB.

B) CaSki: medio RPMI 1640 (Invitrogen) con 10% SFB.

C) Katolll: medio de una mezcla con 50 % de DMEM-F12 (Invitrogen) y 50% de RPMI
1640 (Invitrogen) con 20% SFB.

D) Cultivo primario de fibroblastos: medio de una mezcla con 50 % de DMEM-F12
(Invitrogen) y 50% de DMEM/High Glucose(Invitrogen) con 15 % SFB.

Todos los medios referidos, previo a su suplementaciéon con SFB, fueron
esterilizados por filtracion (membrana 0.22 um; Milipore) y almacenados a 4°C hasta su

empleo.

El conteo de células se realiza empleando una camara de Neubauer, a la cual se
adiciona 10 yL de la solucion de dilucion celular. Se cuentan las células en los 4
cuadrantes y se aplica la siguiente formula:

Z= (Ccl/4) (10000) (3) (VR) =No. de células/mL
Donde: Cc= numero de células contadas en los 4 cuadrantes de la cAmara. VR= Volumen

de resuspension

Para los experimentos de obtencion de ADN-genémico, ARN-total y Proteinas-
totales se cultivan las células en cajas p60 mm (Corning) a un 70%-90% de confluencia.

Por otro lado, para los ensayos de microscopia se cultivan en slide p4, mientras, para los
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ensayos de citotoxicidad en cajas de 98 pozos, en ambos casos con un numero

determinado de células.

Obtencidon y Purificacion de ADN-gendmico y ARN’s-totales:

El ADN-gendmico se obtuvo de todas las muestras, en el caso del cultivo primario
de fibroblastos y las distintas lineas celulares, mantenidas hasta alcanzar una confluencia
de entre el 80- 90 % en cajas de cultivo p60 mm (Corning). Previo a la lisis celular, las

células adheridas a la superficie de la caja de cultivo, fueron lavadas con PBS estéril.

La extraccion de ADN se realizé por lisis celular, usando 300 ul (para cajas de 60
mm) o 700 ul (para cajas de 100 mm) de solucién de lisis (EDTA, Tris-HCI, SDS y
proteinasa K) y posterior precipitacion, segun el protocolo Fenol/Cloroformo estandar

modificado. Posteriormente, se cuantific6 el ADN por espectrofotometria/UV.

Por otro lado, el RNA’s total se obtuvo del cultivo primario de fibroblastos y lineas
celulares (excepto SW480), mantenidas hasta alcanzar una confluencia de
aproximadamente el 80 % en cajas de cultivo p60 mm (Corning). Previo a la lisis celular,
las células adheridas a la superficie de la caja de cultivo, fueron lavadas con PBS estéril.
La extraccion de ARN se realiz6 mediante Trizol de acuerdo a las instrucciones del
proveedor (Gibco BRL). Posteriormente, se cuantificé el ARN por el sistema Nanodrop.
Finalmente, para analizar la integridad del ADN y ARN purificados, se separo una muestra

de los mismos por electroforesis en agarosa.

3.- TECNICAS PARA DETERMINAR ALTERACIONES
GENETICAS

Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):

Una vez obtenido y cuantificado el ADN-gendémico de las lineas celulares de

cancer cervico uterino (HelLa, SiHa, CaSki y C33A) y cancer de colon (SW480), se
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amplificd por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) un segmento (codones 1230-
1449; nucledtidos 3847-4655 pb y 151762-152570 pb, cDNA/ARN-referencia y ADN-
gendmico, respectivamente) que representa aproximadamente el 60 % de la region de
mutaciones “cluster’ (MCR; 1286-1513), ubicada en el exd6n 15 del gen APC. La
secuencia de aminoacidos y nucleétidos de este segmento (P25054; NM-001127511.2 y
NG-008481) fue obtenida de la base de datos del “National Center for Biotechnology

Information” (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

La amplificacién por PCR del producto de 808 pb se realiz6 con la secuencia de
primers
sentido (5"- CCC-CTC-GAG-CAG-CTC-CAT-CCA-AG -3') y antisentido (5"- CC-GGA-
TCC-CCA-TCT-GGA-GTA-C -3"), mediante ensayos en reacciones a un volumen de 10 pl
con 100ng de ADN gendmico, 0.25mM de cada primer usando Tag DNA Polymerase-
recombinat (Fermentas, Thermo S.); modificando las concentraciones de MgCl, (1.0 a 5.0
mM) y la temperatura de hibridacion (58°-68°C).

Una vez establecidas las condiciones, el fragmento ubicado en la secuencia MCR
del gen APC fue amplificado a partir del ADN-gendémico de la muestras, en reacciones de
PCR a un volumen de 200 ul (para posterior digestion y purificacién), siguiendo las
concentraciones y componentes descritas en la Tabla 2 y las siguientes condiciones de
amplificacién: 5 min para pre-desnaturalizar a 95°C, 1 min a 95°C para desnaturalizacion,
1 min a 63°C para alinear, 2 min a 72°C para elongar y 5 min a 72°C para elongacion

final.

Tabla 2. Componentes y concentraciones de una reaccion de PCR.

Reactivos Concentracio
n
Buffer PCR 1X
MgCl, 2 mM
dNTPs 2 mM
Oligonucledtidos F (sentido) y R (antisentido) 20 pmol
Taq polimerasa 2U
ADN 100-200 ng
H.O cbp
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Como control de la técnica de PCR, se amplific6 el gen de B-globina de las mismas
muestras, segun el protocolo de Thomas J (2006), empleando los oligonucledtidos: Fw 5" -
CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3" y Rv 5'-GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC-3..

Para confirmar el tamafio de los distintos productos de amplificacién, se realizé
una electroforesis en gel de agarosa al 1 % y se comparon los fragmentos separados con

los del marcador de peso molecular (1 kb plus DNA ladder, Invitrogen).

Purificacion y andlisis de digestion a fragmentos amplificados:

Los productos de PCR fueron separados por electroforesis en gel de agarosa (2.0%)
y aislados mediante el kit GeneJET Gel Extraction Kit (Fermentas #k0691), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. El protocolo del QIAquick Gel Extractio
permite extraer y purificar ADN de 70 pb a 10 Kb de geles de agarosa en Buffer TAE, que
puede ser utilizado para subsecuentes aplicaciones, digestiones enziméticas, ligacion,

PCR y secuenciacion.

Posteriormente, la secuencia de nucledtidos del fragmento se analizé con el
programa NEBcutter V2.0, disponible publicamente en el sitio de Internet

http://tools.neb.com/NEBcutter2. El programa permitid seleccionar dos enzimas de

restriccion Pvull (CGA-CTG) y Psil (TTA-TAA), que permite confirmar que los fragmentos
obtenidos son los de interés, en funcién del perfil de digestion observado en una
electroforesis en gel de agarosa. Finalmente, confirmada la secuencia por este analisis,
se procedi6 a realizar la secuenciacién de los productos amplificados en el Instituto

Nacional de Cancerologia.

Analisis mutacional:

Se secuenciaron los fragmentos ubicados en la region MCR del gen APC, de cada

una de las lineas celulares mediante el sistema automatico Applied BioSystem (INCan).
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Para la secuenciacion se utilizé el Kit v3.1 ABI BigDye Terminator (ABI, Foster City, CA),
de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Las reacciones de secuenciacion se realizaron en direccion sentido y antisentido por
duplicado y de dos PCR independientes, generando cromatogramas que se analizaron
para la busqueda de mutaciones.

Posteriormente, las secuencias obtenidas se comparan con la region del exén 15
del gen APC (codones 1230-1449 -- P25054 -- ; nucledtidos 3847-4655 pb y 151762-
152570 pb, cDNA/ARN-referencia -- NM-001127511.2 -- y ADN-genémico --NG-008481--,
respectivamente) presente en la base de datos del “National Center for Biotechnology
Information” (NCBI), mediante el programa “BLAST Basic Local Alignment Search Tool”(

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi), que permitié la determinaciéon de posibles

mutaciones.

4.- TECNICAS PARA DETERMINAR ALTERACIONES
EPIGENETICAS

Analisis de metilacion especifica por PCR (MSP):

Una vez obtenido y cuantificado el ADN-genémico de las distintas muestras, el
ADN del cultivo primario de fibroblastos (HFF), lineas celulares de cancer (excepto
SW480) y biopsias (tejido normal y tumores de cancer) de cervico uterino fueron sometido
a modificacidn por bisulfito de sodio para convertir las citosinas no metiladas en uracilo,
utilizando el kit EZ DNA methylation (Zymo Research, Orange, CA) seguln

especificaciones de fabricante.

Para el andlisis de metilaciébn especifica por PCR (MSP) del promotor 1A
(GenBank accession no. AC008575) del gen APC se utilizaron primers (sentido 5'-
GTGTTTTATTGTGGAGTGTGGGTT-3; antisentido 5-
CCAATCAACAAACTCCCAACAA) que amplifican la secuencia no metilada de 110-pb
(posicidbn 27098 a 27205), y primers (sentido 5 -TATTGCGGAGTGCGGGTC-3’;
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antisentido 5°- TCGACGAACTCCCGACGAA-3) que amplifican la secuencia metilada
100-bp (posicion 27104 a 27201). Las condiciones de amplificacién fueron 5 min para pre-
desnaturalizar a 95°C, 1 min a 95°C para desnaturalizacion, 40 seg a 60°C para alinear, 1
min a 72°C para elongar y 4 min a 72°C para elongacion final. La PCR fue realizada a un
volumen de 50 pl con 100ng de ADN gendmico, 0.25mcM de cada primer usando Taq
DNA Polymerase-recombinat (Fermentas, Thermo S.). Cada experimento se realizé por
duplicado de forma independiente.

Para confirmar el tamafio de los distintos productos de amplificacion, se realizé
una electroforesis en gel de agarosa y se compararon los fragmentos separados con los

de marcador de peso molecular (1 kb plus DNA ladder, Invitrogen).

RT-PCR (semicuantitativa):

Para examinar los niveles de expresion de transcriptos del gen APC en las
distintas lineas celulares (HelLa, SiHa, CaSki, C33A y Katolll) y el cultivo primario de
fibroblastos (HFF) se realizé la técnica de RT-PCR (semicuantitativa). A partir del ARN
total obtenido de cada muestra mediante Trizol, anteriormente mencionado; 5 pl de ARN
total fueron utilizados en cada reaccion con el Kit RevertAid H. Minuns First Strand cDNA

Synthesis (Fermentas, Thermo S.).

Posteriormente, el cDNA de las distintas muestras se utilizé para la amplificacion
final de transcriptos del gen APC (fragmento ubicado en el exén 15) por PCR, mediante
los pares de primers sentido (5- CCC-CTC-GAG-TCA-GAT-GAG-CAG-TTG-3) vy
antisentido (5"- CCG-GAT-CCC-TGC-TTC-CTG-TGT-CG -3"), que producen un segmento
de 808 pb. Las condiciones de amplificacion fueron optimizadas en reacciones de 10 pl
con 2 ul de cDNA en el mix, 0.25mcM de cada primer usando Taq DNA Polymerase-
recombinat (Fermentas, Thermo S.); modificando las concentraciones de MgCl; y la
temperatura de hibridacion. Una vez establecidas las condiciones optimas para la PCR, el
fragmento fue amplificado bajo las siguientes condiciones: 5 min para pre-desnaturalizar a
95°C, 1 min a 95°C para desnaturalizacién, 1 min a 54°C para alinear, 2 min a 72°C para
elongar y 5 min a 72°C para elongacion final, en reacciones de PCR a un volumen de 20

pl. Como control interno, beta-globina fue amplificado (técnica de PCR anteriormente
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descrita; secuencia de primers, componentes y condiciones) para evaluar la calidad y
cantidad del cDNA en cada RT-PCR.

Para confirmar el tamafio de los distintos productos de amplificacion, se realizd
una electroforesis en gel de agarosa y se compararon los fragmentos separados con los
de marcador de peso molecular (1 kb plus DNA ladder, Invitrogen). La visualizacién de
cada banda fue en una imagen documentada con ChemXRS de Bio Rad con luz UV.

Por otra parte, con la finalidad de corrobarar nuestros resultados de la RT-PCR
con sus respectivos controles para la expresion del gen APC, este procedimiento se
realizé por triplicado en las lineas celulares, y se realizé su andlisis de densitometria de
bandas con el software Image Lab de BioRad. Una vez obtenidos los datos se realiz6 un
andlisis estadistico de ANOVA y posteriormente se emple6 la prueba de Tukey para

comparar si existe diferencia significativa entre los grupos.

Tratamiento con 5-aza-2 -deoxycytidine/trischostatin-A (DAC/TSA):

Una vez determinada la asociacion entre la hipermetilacion en el promotor 1A y la
pérdida de expresion del gen APC, como un mecanismo de silenciamiento epigenético, se
procedié a realizar la evaluacion del control de la transcripcién del gen APC, tratando las
distintas lineas celulares con 5-aza-2’-deoxycytidine o 5-aza-dC (DAC) y Trichostatin-A
(TSA) que son inhibidores de las ADN metiltransferasas y desacetilasas de histonas,
respectivamente. Primeramente, nosotros examinamos el posible efecto citotoxico, para
después, evaluar la factibilidad del tratamiento con DAC 3 uM y TSA 0.5 yM, en las
distintas muestras de forma similar a lo descrito por Cameron E, Herman J y Baylin S

(1999) y Issa Jean-Pierre J y colaboradores. (2007).

Estudio citotoxico del tratamiento DAC/TSA por el método de cristal violeta:

Las lineas celulares fueron cultivadas en caja de 98 pozos (6000-8000 células/pozo
con 100 microlitros de medio de cultivo), posteriormente, a las 24 hrs el medio se
suplemento con concentraciones de 0.3, 3, 30 uM de DAC, las posteriores 48 y 72 hrs se

agrega a las distintas concentraciones de DAC una concentracion de TSA a 0.5 pM.
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Durante este periodo, se cambia cada 24 hrs el medio de cultivo y se suplementa con las
distintas concentraciones de DAC y/o TSA (previamente esterilizadas las diluciones por
filtracion, con filtros de 0.45um). El control contuvo sélo medio de cultivo durante el

tratamiento.

Posteriormente, a las 96 hrs se evalla la viabilidad celular determinando el nUmero de
células por poso, mediante el método de cristal violeta. En cada poso de la placa se
elimin6 el sobrenadante y se realiz6 2 lavados con PBS estéril, se adicionaron 100 pl de
formol al 10 % y se conservo la placa por 24 horas en refrigeracion. Después, se retird el
formol y se realizaron 2 lavados en PBS estéril, se agregaron 100 ul de cristal violeta al
0.01%, se coloco la placa en un agitador orbital por 10 min. A continuacion, se realizaron
2 lavados con PBS estéril y se agregaron 100 pl de acido acético al 33 %. Finalmente, se
determind la densidad Optica a 550 nm de la placa completa, en el lector de placas de
ELISA (Bio Rad, Ultramark).

La determinacién del porcentaje de inhibicion del crecimiento celular fue calculado a
las diferentes concentraciones de DAC (0.3, 3, 30 uM) con TSA a 0.5 yM usando la
siguiente férmula (Joubrt, 1980):

| =100 (1 — Ne/nc)
Donde: | = % de inhibicibn del crecimiento, Ne = densidad celular expuesta, Nc =

densidad celular del control.

En el ensayo cada concentracién de DAC (0.3, 3, 30 uM) con TSA a 0.5 uM se realiza
por triplicado en las lineas celulares, y se repiti6 tres veces. Los datos fueron analizados
mediante la prueba estadistica ANOVA y prueba de “t” Student con el paquete
computacional Prisma v5.0 (Graphpad Inc.). Los resultados del ensayo de citotoxicidad
fueron analizados para determinar la ECso al tratamiento con DAC/TSA en cada linea

celular.

Tratamiento DAC/TSA en las lineas celulares:

Una vez determinado el posible efecto citotdxico y factibilidad al tratamiento con

DAC/TSA, se procedio a realizar el siguiente esquema de tratamiento, similar a lo descrito
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por Cameron E, Herman J y Baylin S (1999) y Issa Jean-Pierre J y colaboradores. (2007):
las células fueron cultivadas (dia 0) y el medio de cultivo es suplementado a las cada 24
hrs con una concentracion de DAC 3 uM, las posteriores 48 y 72 hrs con una
concentracion de DAC 3 yM y TSA 0.5 uM. Durante este periodo, se cambié cada 24 hrs
el medio de cultivo y se agregd ambas concentraciones de DAC/TSA. Por ultimo, a las 96
hrs se realizd6 los experimentos correspondientes; RT-PCR, inmunoblot e

inmunohistoquimica.

RT-PCR (semicuantitativa) con/sin DAC-TSA:

Para examinar los niveles de expresion de transcriptos del gen APC en las
distintas lineas celulares (HelLa, SiHa, CaSki, C33A y Katolll) y el cultivo primario de
fibroblastos, bajo el tratamiento DAC/TSA (inhibidores de ADN metiltransferasas y
desacetilasas de histonas, respectivamente) y en condiciones normales, nosotros
realizamos la técnica de RT-PCR (semicuantitativa). A partir del ARN total obtenido y
convertido a cDNA mediante Trizol y con el Kit RevertAid H. Minuns First Strand cDNA
Synthesis (Fermentas, Thermo S.), respectivamente, nosotros amplificamos el transcripto
del gen APC (fragmento ubicado en el exén 15) por PCR, mediante las condiciones
descritas anteriormente. Ademas, como control interno, beta-globina fue amplificado
(técnica de PCR anteriormente descrita; secuencia de primers, componentes y

condiciones) para evaluar la calidad y cantidad del cDNA en cada RT-PCR.

Para confirmar el tamafio de los distintos productos amplificados, se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa y se comparan los fragmentos separados con los del
marcadores de peso molecular (1 kb plus DNA ladder, Invitrogen). La densidad de cada
banda en la RT-PCR fue determinada por escaneo con densitometria usando Quantity
One 4.1 (Bio-Rad).
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5.- TECNICAS PARA ESTABLECER LA ASOCIACION
ENTRE LAS ALTERACIONES DE APC Y LA REGULACION
DE LA VIA WNT/B-CATENINA

Western-blot (W.B.):

Para examinar los niveles de expresion de B-catenin en las distintas lineas
celulares (HelLa, CaSki, C33A y Katolll) y el cultivo primario de fibroblastos (HFF), bajo el
tratamiento DAC/TSA y sin tratamieto, nosotros realizamos la técnica de W.B.

Obtencién y cuantificacién de proteinas totales:

Las proteinas totales fueron obtenidas del cultivo primario de fibroblastos y lineas
celulares, mantenidas en condiciones normales (sin tratamiento) y bajo el tratamiento con
DAC/TSA (descrito anteriormente), en cajas de cultivo p60 mm (Corning). Previo a la lisis
celular, las células adheridas a la superficie de la caja de cultivo, fueron lavadas con PBS
estéril. La extraccion de proteinas se realizé con buffer RIPPA (con mix de inhibidores de
proteasas --2 mg/ml de leupeptin y aprotinin (Sigma, St Louis, MO, USA), 1 mg/ml
pepstatin A (Sigma, St Louis, MO, USA), 200 mg/ml de Pefabloc (Roche). Posteriormente,
la concentracién de proteina se determind, mediante el método de Bradford a 590 nm con

el Kit BCA protein assay (Pierce) usando el Kit BCA protein assay (Pierce).

Electroforesis y Transferencia:

Una vez obtenidas y cuantificadas las proteinas totales, 15 ug de proteinas de cada
muestra fueron separados por electroforesis en gel de acrilamida (SDS-PAGE) al 15%;
primero a 40 votls durante 15 min., posteriormente a 100-120 volts durante 1 hora. Al
termino de la electroforesis, se realiz6 la transferencia a una membrana de nitrocelulosa

(immobilon) (The panther; semidry electroblotter (Apogent).

Inmunodeteccion:

La membrana con las proteinas totales de cada muestra separadas y transferidas,

fue incubada en una solucion 1:2000 con el anticuerpo primario p-catenina (monoclonal;
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Transduction lab-B.D.Pharmingen #619154). El anticuerpo secundario acoplado a
peroxidasa fue usado para revelar con el Kit Western Lightning Chemiluminiscence
Reagent Plus (Perkin Elmer, Life Sciences). Para confirmar que cantidades similares de
proteina fueron cargadas en cada carril, se determiné los niveles de alfa-actina como un
control interno con 1:1500 anticuerpo alfa-antina (monoclonal; Santa Cruz #sc8432). La
densidad de cada banda en el Western-blot fue determinada por escaneo con
densitometria usando Quantity One 4.1 (Bio-Rad).

Inmunohistoquimica (IHC):

Para detectar la localizacion de B-catenina en las distintas lineas celulares (Hela,
CaSki, C33A y Katolll) y el cultivo primario de fibroblastos (HFF), bajo el tratamiento con
tratamiento DAC/TSA y sin tratamiento, nosotros realizamos la técnica de IHC.Las lineas
celulares fueron mantenidas en condiciones normales (sin tratamiento) y bajo el
tratamiento con DAC/TSA (descrito anteriormente), en “slider’” de cuatro pozos (p4).
Posteriormente, las células adheridas a la superficie de la caja de cultivo, fueron lavadas
con PBS estéril y filadas con metanol:acetona (1:1), después, se incuban con una
solucion 1:400 de anti-B-catenina monoclonal (monoclonal; Transduction lab-
B.D.Pharmingen #619154). Finalmente, se utiliza el Kit DAB HistoMouseMax (Zymed)
para ser examinadas utilizando un microscopio de fluorescencia (nikon, eclipse 400) en

cajas de cultivo p60 mm (Corning).

RT-PCR (semicuantitativa):

Para examinar los niveles de expresion de transcriptos de los genes VEGF y
MMP7 (blancos de la via de sefializacion Wnt) en las distintas lineas celulares (Hela,
CaSki, C33A y Katolll) y el cultivo primario de fibroblastos (HFF), bajo el tratamiento
DAC/TSA y sin tratamiento, se realizd la técnica de RT-PCR (semicuantitativa). A partir
del ARN total obtenido de cada muestra mediante Trizol, anteriormente mencionado; 5 ug
de ARN total fueron utilizados en cada reaccion con el Kit RevertAid H. Minuns First
Strand cDNA Synthesis (Fermentas, Thermo S.). Posteriormente, 2 ul del mix diluido de

cDNA se utilizo para la amplificacion final por PCR a un volumen de reaccion final de 20
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ul. La amplificacion de segmentos de los genes VEGF y MMP7 se realizo con los pares de
primers mostrados en la Tabla 3.

Tabla 3: Secuencia de primers para RT-PCR.

Gen Sentido 5'-- 3' Antisentido 5'--- 3' Tamafio; pb
MMP7 TGTTAAACTCCCGCGTCATA GCGTTCATCCTCATCGAAGT 379
VEGF GAGGGCAGAATCATCACGAA AACGCTCCAGGACTTATACC 395

Las condiciones optimas para la amplificacién de los fragmentos se ensayaron en
reacciones de 10 pl con 100ng de ADN gendémico, 0.25mcM de cada primer usando Taq
DNA Polymerase-recombinat (Fermentas, Thermo S.); modificando las concentraciones
de MgCl, y la temperatura de hibridacion. Una vez establecidas las condiciones optimas
para cada uno de los fragmentos de los genes VEGF y MMP7, estos fragmentos fueron
amplificados bajo las siguientes condiciones: 5 min para pre-desnaturalizar a 95°C, 1 min
a 95°C para desnaturalizaciéon, 1 min a 62°C y 58°C (respectivamente para cada gen)
para alinear, 2 min a 72°C para elongar y 5 min a 72°C para elongacion final, en
reacciones de PCR a un volumen de 25 ul. Como control interno, beta-globina fue
amplificado (técnica de PCR anteriormente descrita; secuencia de primers, componentes
y condiciones) para evaluar la calidad y cantidad del cDNA en cada RT-PCR. Para
confirmar el tamafio de los distintos productos amplificados, se realizé una electroforesis
en gel de agarosa al 1 % y se compard los fragmentos separados con los del marcadores

de peso molecular (1 kb plus DNA ladder, Invitrogen).

57



-

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS %ultad

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL de F armac ia
FACU LTAD D E FARMACIA Conocimiento al servicio de la salud

ESTADO DE MORE

RESULTADOS

e

las alteraciones de Adenomatous Polyposis Coli;

(componente de la via de sefializacidbn Wnt) en cancer cervico uterino.

Estudio de

58



SR T
A B Es
gd&@hmm@fﬁ. \
£ 9S6=6=d
7.,

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS K—Ja(cultad

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ‘de F armacia
ESTADO DE MORELOS FACULTAD DE FARMACIA Conocimiento alservicio de la salud

1.- Alteraciones en la secuencia de laregidon de
mutaciones “cluster” (MCR) del gen APC, en lineas

celulares de cancer cérvico uterino.

Amplificacion vy digestion de la secuencia (ubicada en la region MCR) del gen APC:

Inicialmente, para determinar la factibilidad de utilizar este ADN gendmico (Figura
S1, Suplemento 1; ANEXO II) como molde para amplificar fragmentos especificos por
PCR, se empled como control positivo, la amplificacién de un fragmento del gen de la B-
globina a partir del ADN de las 5 lineas celulares antes descritas. Como se observa en la
Figura S2 (Suplemento 2; ANEXO ), todas las muestras fueron positivas para la
amplificacién de un fragmento de 265 pb, peso esperado para el fragmento de la B-
globina. Por todo lo anterior, se puede comentar que la pureza del ADN-genémico de las
muestras permitird su uso en subsecuentes aplicaciones; PCR, digestiones enzimaticas y

secuenciacion.

Posteriormente, se establecieron las condiciones de PCR para la amplificacion de
un segmento que representa aproximadamente el 80% de la region MCR del gen APC, a
partir del ADN gendomico de todas las lineas celulares. Las condiciones fueron
optimizadas empleando el ADN geondmico de la linea celular C33A, en reacciones de 10
M. Ademas, el fragmento de aproximadamente 800 pb del gen APC, se amplificd por
medio del programa APCGRANW15 (95°C x 1 min, desnaturalizacién; 56°C a 66°C por 1
min, alineacién; 72°C x 5 min, elongacion; por 35 ciclos), el cual se desarrollé6 con un
gradiente de temperatura de alineacién.

Como se observa en la Figura 12, la temperatura para la alineacion de 63°C, fue la
gue permiti6 obtener el producto de amplificacion de los 809 pb con la menor presencia

de subproductos a la concetracién de 2.5Mm de MgCl;.
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Figura 12. Amplificacion del fragmento localizado en laregién MCR del gen APC. Producto
amplificado de 809 pb por PCR a partir del ADN-genomico de la linea celular de cancer cérvico
uterino C33A. Amplificados del lado izquierdo y derecho con distintas concentraciones de Mg+2
(cofactor, magnesio). Distintas temperaturas de alineacién: nimeros 1 (56°C), 2 (58°C), 3 (60°C) y
4 (63°C). Mpm= marcador de peso molecular.

Posteriormente, de acuerdo a las condiciones anteriores, se amplifico el fragmento
para las lineas celulares restantes: Caski, Hela, SiHa y SW480. Estas lineas presentaron
un patrén similar de amplificacion para el fragmento de interés del gen APC, al de C33A
previamente mostrado. Ademas, los productos amplificados de las distintas lineas fueron

purificados mediante el kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen®).

Finalmente, con el objetivo de validar que la secuencia de nucleétidos amplificada y
purficada fuese la de interés, se realizd una digestién con las enzimas de restriccion: Pvull
(CAG-CTG; un corte en 565 pb) y Psil (TTA-TAA; dos cortes 160 y 259 pb). En la Figura
13, se observa el patron de digestién para el fragmento de interés del gen APC de la linea
celular C33A, presentando los fragmentos de acuerdo con lo esperado para cada enzima.
Se presenta dos fragmentos de menor tamafio por el unico corte de la enzima PVull
(Carril 2) comparado con el fragmento completo sin la presencia de la enzima (carril 3),
mientras, que se observan varios fragmentos de menor tamafio por el doble corte de la

enzima Psil (carril 4) comparado a la muetra sin enzima (carril 5).
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Figura 13. Digestion del amplificado de la region MCR del gen APC. Producto de 809 pb por
PCR del ADN-gendémico de la linea celular de cancer cervico uterino C33A. Carril 1, marcador de
peso molecular (Mpm); Carril 2, producto de amplificacion con enzima Pvull; Carril 3 producto de
amplificacion sin enzima Pvull; Carril 4, producto de amplificacion con enzima Psil; Carril 5
producto de amplificacion sin enzima Psil.

En base a los resultados anteriores, se procedié a secuenciar el fragmento de todas
las lineas celulares, por tratarse del segmento de interés; la secuencia correspondiente a
los nucleétidos 3847-4655 pb y 151762-152570 pb (cDNA/ARN-referencia -- NM-
001127511.2 -- y ADN-gendmico --NG-008481--, respectivamente) en la region MCR del
gen APC.

Secuenciaciéon, analisis y comparacion de la secuencia (ubicada en la reqgién MCR)

del gen APC:

El fragmento amplificado y purificado que corresponde a la region MCR del gen
APC, obtenido a partir del ADN de cada una de las lineas celulares (Caski, SiHa, Hela,
C33A y SW480), fue secuenciado de acuerdo a las condiciones descritas en Material y
Métodos, empleando el sistema automatico Applied BioSystem. Las reacciones de
secuenciacion de cada fragmento se realizaron en direccion sentido y antisentido. Las
reacciones de secuenciacion de cada uno de los fragmentos de la regién dividida de las
distintas muestras se realizaron en direccion tanto sentido como antisentido. Los
cromatogramas obtenidos de las secuenciaciones, se analizaron y compararon con la

secuencia obtenida con la base de datos NBCl mediante el programa “BLAST Basic Local
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Alignment Search Tool”, que permito su alineamiento para determinar posibles
mutaciones.

La Figura 14 muestra la alineacion de la secuencia del fragmento amplificado,
purificado y secuenciado de la linea celular de cancer cérvico uterino C33A con la
secuencia 001127511.2 (cDNA/ARN-referencia) reportada por la base de datos NCBI,
correspondiente al gen APC (NG-008481, ADN-gendmico) localizado en el cromosoma 5
(NC-000005.9, ADN-gendémico). Cabe comentar, que la secuencia del fragmento de las
distintas muestras también fue alineada, correspondiendo de la misma manera a la

secuencia reportada.

Homo sapiens adenomatous polyposis coli (APC), RefSeqGene (LRG_130) on chromosome 5
Sequence ID: ref[NG_008481.4| Related Information; range 1: 151762 to 152570 (GenBank)

| Alignment statistics for match #1 |

| Score ||Expect|| Identities || Gaps ||Strand ||Frame\
1495 bits(809)|[0.0)  |[809/809(100%)|[0/809(0%)|[Plus/Plus|| |
Features
Query 1 CAGCTCCATCCAAGTTCTGCACAGAGTAGAAGTGGTCAGCCTCAAAAGGCTGCCACTTGC 60

FEEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 151762 CAGCTCCATCCAAGTTCTGCACAGAGTAGAAGTGGTCAGCCTCAAAAGGCTGCCACTTGC 151821

Query 61 AAAGTTTCTTCTATTAACCAAGAAACAATACAGACTTATTGTGTAGAAGATACTCCAATA 120
FEEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 151822 AAAGTTTCTTCTATTAACCAAGAAACAATACAGACTTATTGTGTAGAAGATACTCCAATA 151881

Query 121 TGTTTTTCAAGATGTAGTTCATTATCATCTTTGTCATCAGCTGAAGATGAAATAGGATGT 180

Sbjct 151882 TGTTTTTCAAGATGTAGTTCATTATCATCTTTGTCATCAGCTGAAGATGAAATAGGATGT 151941

Query 181 AATCAGACGACACAGGAAGCAGATTCTGCTAATACCCTGCAAATAGCAGAAATAAAAGAA 240

Sbjct 151942 AATCAGACGACACAGGAAGCAGATTCTGCTAATACCCTGCAAATAGCAGAAATAAAAGAA 152001

Query 241 AAGATTGGAACTAGGTCAGCTGAAGATCCTGTGAGCGAAGTTCCAGCAGTGTCACAGCAC 300

Sbjct 152002 AAGATTGGAACTAGGTCAGCTGAAGATCCTGTGAGCGAAGTTCCAGCAGTGTCACAGCAC 152061

Query 301 CCTAGAACCAAATCCAGCAGACTGCAGGGTTCTAGTTTATCTTCAGAATCAGCCAGGCAC 360
FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 152062 CCTAGAACCAAATCCAGCAGACTGCAGGGTTCTAGTTTATCTTCAGAATCAGCCAGGCAC 152121

Query 361 AAAGCTGTTGAATTTTCTTCAGGAGCGAAATCTCCCTCCAAAAGTGGTGCTCAGACACCC 420
FEEEEEEEEr e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 152122 AAAGCTGTTGAATTTTCTTCAGGAGCGAAATCTCCCTCCAAAAGTGGTGCTCAGACACCC 152181

Query 421 AAAAGTCCACCTGAACACTATGTTCAGGAGACCCCACTCATGTTTAGCAGATGTACTTCT 480
FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey

Sbjct 152182 AAAAGTCCACCTGAACACTATGTTCAGGAGACCCCACTCATGTTTAGCAGATGTACTTCT 152241

Query 481 GTCAGTTCACTTGATAGTTTTGAGAGTCGTTCGATTGCCAGCTCCGTTCAGAGTGAACCA 540
FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e |

Sbjct 152242 GTCAGTTCACTTGATAGTTTTGAGAGTCGTTCGATTGCCAGCTCCGTTCAGAGTGAACCA 152301

Query 541 TGCAGTGGAATGGTAAGTGGCATTATAAGCCCCAGTGATCTTCCAGATAGCCCTGGACAA 600

Frrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e
Sbjct 152302 TGCAGTGGAATGGTAAGTGGCATTATAAGCCCCAGTGATCTTCCAGATAGCCCTGGACAA 152361
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Query 601 ACCATGCCACCAAGCAGAAGTAAAACACCTCCACCACCTCCTCAAACAGCTCAAACCAAG 660
Sbjct 152362 ACCATGCCACCAAGCAGAAGTAAAACACCTCCACCACCTCCTCAAACAGCTCAAACCAAG 152421

Query 661 CGAGAAGTACCTAAAAATAAAGCACCTACTGCTGAAAAGAGAGAGAGTGGACCTAAGCAA 720

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et rrr e e e e e e e e e e e
Sbjct 152422 CGAGAAGTACCTAAAAATAAAGCACCTACTGCTGAAAAGAGAGAGAGTGGACCTAAGCAA 152481

Query 721 GCTGCAGTAAATGCTGCAGTTCAGAGGGTCCAGGTTCTTCCAGATGCTGATACTTTATTA 780

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et rrr e e e e e e e e e e e
Sbjct 152482 GCTGCAGTAAATGCTGCAGTTCAGAGGGTCCAGGTTCTTCCAGATGCTGATACTTTATTA 152541

Query 781 CATTTTGCCACGGAAAGTACTCCAGATGG 809

FEEEEEEEEr et et e e
Sbjct 152542 CATTTTGCCACGGAAAGTACTCCAGATGG 152570

Figura 14. Alineacion de la secuencia del fragmento amplificado y secuenciado con la
reportada por la base de datos NCBI. Secuencia analizada de los productos de PCR de
fragmento de la region MCR del gen APC obtenido a partir del ADN gendmico la linea celular de
cancer cérvico uterino C33A. Alineacion con el programa “BLAST Basic Local Alignment Search
Tool” para corroborar su localizacion.

Posteriormente, los cromatogramas obtenidos del fragmento secuenciado de las
lineas celulares de cancer cérvico uterino (HelLa, SiHa, CaSki y C33A) fueron comparados
con los obtenidos de la linea celular de cancer de colon (SW480), que presenta una
mutacién en la MCR del gen APC (como control positivo) y se ha asociado con su
inactivacion, segun lo describe Rowan A y colaboradores (2000). Como se observa en la
Figura 15, la sustitucion CAG-TAG (heterocigotica en el codon 1338), observada en la
linea SW480, no se encuentrd en las secuencias del gen APC derivada de las lineas
celulares Caski, HeLa y C33A. En resumen, estos resultados sigieren que el fragmento
amplificado, secuenciado y analizado (nucleétidos 3688-4496, que codifican a los
codones 1230-1449), correspondiente a la regibn MCR del gen APC, no presentd
alteraciones en sus secuencias gue pudieran asociarse a la inactivacién de su funcion,
dentro de las lineas celulares Caski, SiHa, HeLa y C33A de cancer cérvico uterino. Cabe
comentar que la region evaluada comprendié dos mutaciones consideradas como “hot
spot” (codones 1309 y 1338), que inactivan la funcion de APC dentro de la via de
sefalizacion Wnt en cancer de colon (Nakamura Y, et al., 1992; Miyoshit Y et al, 1992a vy
1992b; Minde D et al, 2011).
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CODONS CODONS
1335 1336 1337 1338 1339 1335 1336 1337 1338 1339

it e o ol el AGCAGACTGCAGGG T

AGCAGACTGCAGGG T

HelLa ! ﬂ Gn n SiHa
B -m = " EEEAEEEE NN RN
AGGG T AGCAGACTGCAGGG T

EEEEEEEEEEN
GCAGACTGC G

CaSki — Fstash : C33A

TaGCe® AGC AGA CTG CAG GGT WT
Ser Arg Leu Gin Gly

aamA W nalla  s6e 20 10 g cor e
Ser Arg Leu Stop

Figura 15. Analisis mutacional en la region MCR del gen APC. Secuencia analizada de los
productos de PCR del segmento MCR en lineas celulares de cancer de cervix. SW480 contiene
una mutacion en el codén 1338 (CAG/TAG).

2.- Determinacion la hipermetilacion del ADN en el
promotor 1A y evaluar su efecto en la expresion del gen

APC, en lineas celulares de cancer cérvico uterino.

Hipermetilacion del ADN en el promotor 1A en lineas celulares:

Estudiamos el silenciamiento transcripcional por hipermetilacién de CpG’s en el
promotor 1A del gen APC, mediante analisis MS-PCR en las lineas celulares de cancer
cérvico uterino (Hela, SiHa, CaSki y C33A), cancer gastrico (Katolll) y el cultivo primario
de fibroblastos (HFF). Primero, el ADN-gen6mico purificado, cuantificado y evaluado de
las muestras fue sometido a modificacion por bisulfito de sodio para convertir las citosinas
no metiladas en uracilo, mediante el kit EZ DNA methylation (Zymo Research, Orange,

CA) bajo las condiciones descritas en la Metodologia.

Posteriormente, para examinar el estado de metilaciéon en el ADN del promotor 1A
de las lineas celulares de cancer cérvico uterino y el resto de las muestras que sirvieron
como controles (Katolll, promotor metilado y HFF, promotor no metilado), se procedi6 a
amplificar con pares de oligosnucle6tidos especificos para alelos del promotor del gen

APC metilados y no-metilados (metilacion especifica PCR, MS-PCR).
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Como se observa en la Figura 16, el promotor 1A en la mayoria de las lineas
celulares de cancer cervico uterino (3 de 4, igual al 75%) no presenta hipermetilacion que
pudieran asociarse a un silenciamiento del gen APC, es decir, existe amplificacion para
alelos no metilados dentro de las lineas de cancer cérvico uterino C33A, SiHa y HelLa. Sin
embargo, las células de cancer cervico uterino CaSki (VPH-16) presentan un estado de
hipermetilacion heterocigoto, es decir, muestran amplificacién para alelos del promotor 1A
de APC metilado y no metilado. Por su parte, estos resultados confirman que la linea
celular de cancer gastrico (Katolll; control positivo) presenta hipermetilaciéon de los dos
alelos, como se ha reportado antes (Tsuchiya, G et al 2000), mientras que el cultivo
primario de fibroblastos normales (HFF) no presentdé metilacion en ambos alelos del

promotor 1A de APC (control negativo).

© = =
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200
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Figura 16. Metilacién del promotor 1A del gen APC en lineas de cancer de cérvix.

ADN tratado con bisulfito de sodio y amplificacién por PCR con pares de primers especificos para
no metilado (U) y metilado (M) de los alelos del promoter de APC. (U=110pb y M=100pb; productos
amplificados). Control positivo; linea cellular de cancer gastrico Katolll (con promotor 1A de APC
metilado). Control negativo; HFF (Linfocitos normales).

Por otra parte, la posible asociacion entre el estado de metilacion en el ADN del
promotor 1A del gen APC, los niveles de expresion/localizacién de B-catenin y el tipo de
infeccién con VPH, fue evaluado con el mismo andlisis a un pequefio grupo de biopsias
de CaCu. Como se describié en metodologia, se analizaron muestras con variaciones en
la deslocalizaciéon/acumulacion de B-catenina, asi como en los tipos de VPH (VPH 16 o
18) (Rodriguez-Sastre et al., 2005). Nosotros observamos que la mayoria de biopsias de
CaCu (6 de 9, aproximadamente igual 66 %) no presenta hipermetilacion que pudieran
asociarse a un silenciamiento del gen APC, es decir, existe amplificacion para alelos no

metilados. Sin embargo, como se observa en la Figura 17, solo se amplificaron alelos
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metilados (homocigotos) y alelos metilados/no metilados (heterocigotos) del promotor 1A
del gen APC en biopsias con una localizacién subcelular anormal de B-catenina y estaban
infectadas por el tipo HPV16. Estos resultados parecen indicar una posible asociacion
entre el estado de metilacién del promotor 1A del gen APC, la localizaciéon anormal de -

catenina y la infeccion por HR HPV16.

> > > >
(&) (&3 (&) (&) [ &]
(Type)
HPV - 18 16 18 18 18 16 16 16
[-catenin - - - + + + + + +
(Acurmulation) Pb
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Figura 17. Metilacion del promotor 1A del gen APC en biopsias de cancer de cérvix.
ADN tratado con bisulfito de sodio y amplificacion por PCR con pares de primers especificos para
no metilado (U) y metilado (M) de los alelos del promoter de APC. (U=110pb y M=100pb; productos
amplificados). La infeccion de VPH es descrita por el VPH especifico presente (16/18) o negativo (-
). La acumulacién/deslocalizacion de B —catenin se describe en normal (-) y alterada (+).

Expresion de APC en lineas celulares:

Dado que hipermetilacion del promotor 1A se ha asociado con la pérdida de
expresion del gen APC, ausencia de los transcriptos del exén 1A, 1B y exones 6-10 en
cancer gastrico (Tsuchiya T et al, 2000). Es por eso que, a continuacion, evaluamos como
la hipermetilacion del promotor 1A puede afectar la expresion del exdén 15 (representa la
combinacion de transcriptos por los promotores 1A y 1B) del gen APC por RT-PCR
(semicuantitativa), en las lineas celulares de cancer cérvico uterino (HelLa, SiHa, CaSki y

C33A), cancer gastrico (Katolll) y el cultivo primario de fibroblastos (HFF).

Posterior a la purificacion, cuantificacion y evaluacién de ARN’s-totales (Figura
S3, Suplemento 3; ANEXO lI), se procedi6 a realizar la reaccién de transcripcion reversa
(RT) y la amplificacién de transcriptos del gen APC (fragmento ubicado en el exén 15) a
partir del cDNA de cada muestra mediante la técnica de PCR, bajo las condiciones

mencionada en la metodologia.
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Como se muestra en la Figura 18, observamos la expresion de transcriptos de
APC en el cultivo primario de fibroblastos (HFF), donde el promotor 1A del gen APC no
presentd hipermetilacion en el ADN (control negativo). Por su parte, la linea celular de
Katolll que mostré hipermetilacion bialelica del promotor 1A, mostrd niveles indetectables
de ARNm, sugiriendo su silenciamiento transcripcional (control positivo). Al evaluar los
niveles de expresion en las lineas celulares de CaCu no observamos diferencias
aparentes entre las células C33A, SiHa, y Hela, las cuales no presentaron
hipermetilacion del promotor 1A (ver Figura 16). Por otro lado, y de manera
interesantemente, observamos la reduccién del nivel de expresiéon de los transcriptos del
gen APC en la linea celular CaSki, lo cual coincide con el hecho de haber observado
hipermetilacion en uno de los dos alelos del gen (ver Figura 16). En términos generales,
esto podria sugerir que se observa un nivel expresion bajo como consecuencia de que

uno de los alelos se encuentra hipermetilado.
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Figura 18. RT-PCR de transcriptos del gen APC (exén 15). Producto amplificado de 809 pb a
partir del cDNA de las distintas muestras. Expresion de B-globina es usada como control en todas
las muestras para evaluar la calidad del cDNA. Mmp= marcador de peso molecular.

Finalmente, para evaluar los direfentes nivel de expresién de los transcriptos del
gen APC se realizé6 cada uno de los experimentos antes descritos (figura 18) por
triplicado, y se aplicé un andlisis estadistico con el software GraphPrism 5 para verificar si
existe diferencia significativa entre los diferentes grupos. El analisis estadistico (Figura
19) muestra diferencia significativa de los niveles de expresion del gen APC entre las
lineas celulares C33A, SiHa y HelLa de CaCu (incluido control negativo; HFF) con la linea

celular CaSki. Ademas, la direfencia signifivativa en la expresion se observa entre todas
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las lineas de CaCU (CaSki, C33A, SiHa y HelLa) y el control negativo (HFF) respesto a la
linea celular Katolll, control positivo del silenciamiento del gen APC.
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Figura 19: Nivel de transcriptos del gen APC (exén 15) en las distinas muestras.
Analisis estadistico de ANOVA seguido de un andlisis de Tukey, en donde *p < 0.05.

Expresion de APC en lineas celulares tratadas con inhibidores de DNA

metiltransfereasas y desacetilasas de histonas:

Estudiamos el papel de la hipermetilacién de ADN vy la desacetilacion de histonas
dentro del promotor 1A en el control de transcriptos del gen APC, por tratamiento con
DAC/TSA (inhibidores de ADN metiltransferasas y desacetilasas de histonas,
respectivamente) en las células de cancer cérvico uterino (HelLa, SiHa, CaSki y C33A),
cancer gastrico (Katolll) y el cultivo primario de fibroblastos (HFF) bajo las condiciones

descritas en la metodologia.

Primero, observamos una viabilidad celular optima (mayor al 70% (Figura S3,
Suplemento 3; ANEXO II)) al tratamiento con DAC (3 uM) / TSA (0.5 yM) similar a lo
descrito por Cameron E. (1999) y Issa Jean-Pierre J (2007), que permiten evaluar el

efecto de los inhibidores con los experimentos posteriores: RT-PCR, inmunoblot e

inmunohistoquimica.
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Como se muestra en la Figura 20, después del tratamiento con DAC/TSA observamos
re-expresion de transcriptos del gen APC en las células Katolll, este resultado es
asociado con la desmetilacién del ADN y con la remodelacién de heterocromatina a
eucromatina por acetilacién de histonas, dentro del promotor 1A. Ademas, un aspecto
sobresaliente fue observar que la expresion del exén 15 del gen APC de las células CaSki
se incremento, hasta aparentemente alcanzar los niveles de expresién observados en las
otras lineas celulares, como consecuencia del tratamiento. Estos resultados sigieren que
la expresion del gen APC es regulada por mecanismos epigeneticos dentro del promotor
1A en las lineas celulares Caski y Katolll. Por otra parte, como era de esperarse, la
expresion de APC en las células HelLa, SiHa, C33A y HFF no fue modificada por el
tratamiento DAC/TSA, dado que la regiéon promotora no present6 niveles detectables de
hipermetilacion; sugiriendo que la expresion del gen APC no esta relacionada por

regulacion epigenética en estas células.
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Figura 20. Analisis de la re-expresion del gen APC por efecto del tratamiento con inhibidores
del silenciamiento transcripcional. RT-PCR del gen APC en lineas de cancer de cervix, con y sin
DAC (0.3 yuM) y TSA (0.5 uM). Producto amplificado de 809 pb a partir del cDNA de las distintas
muestras. Expresion de B-globina es usada como control en todas las muestras para evaluar la
calidad del cDNA. Pb= marcador de peso molecular.

3. Asociacion entre la alteracion del gen APCy la

regulacion de Wnt/B-catenina en cancer cérvico uterino

Con el objetivo de fortalecer nuestra propuesta de que las alteraciones epigenéticas

del promotor del gen APC ocasionan la inactivacion de su expresion y, en consecuencia,
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se favorece la deslocalizacién de B-catenina y expresion de genes promotores de la
transformacién carcinegenica en pacientes con CaCu, propusimos evaluar el efecto de la
re-expresion del gen de APC por tratmiento con DAC/TSA sobre la via de sefalizacién
Wnt.

Expresion y localizacibn de B-catenina en lineas celulares tratadas con los
inhibidores DAC y TSA:

Como se observa en la Figura 21, en condiciones normales (sin tratamiento con
DAC/TSA) encontramos un nivel proteico abundante de B-catenina en células Katolll y
CaskKi, mientras que en Hela y fibroblastos (HFF) los niveles de [B-catenina fueron
bastante mas bajos, siendo mucho menores para Hela. Posterior al tratamiento con
DAC/TSA observamos una marcada disminucién en los niveles proteicos de B-catenina
solo en las células Katolll y CasKi. Sin embargo, posterior a su tratamiento con DAC/TSA,
las células Hela y fibroblastos no mostraron alteracion en los niveles aparentes de B-
catenina. Hay que hacer notar que la disminucién de los niveles de B-catenina parece ser
dependiente del tratamiento de desmetilacion (DAC/TSA), toda vez que no se observaron
diferencias aparentes en los niveles de B-actina, que sirvi6 como control de carga. Por
otra parte, en el lado derecho de la Figura 21, se muestra los niveles proteicos de [3-
catenina en las células C33A y SW480 de manera constitutiva, que fueron incluidos como

controles negativo y positivo, respectivamen.
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Figura 21. Niveles proteicos de B-catenina en lineas celulares de céacer de cérvix.
El analisis por Western permitio determiner los niveles de proteina B-catenina, con y sin DAC (3
mM) y TSA (0.5 mM). Control de carga anti-beta-actina.
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Posteriormente, se decidi6 evaluar si el tratamiento con DAC/TSA para re-
expresar el gen APC podria alterar la deslocalizacién citoplasmico/nuclear de B-catenina,
en las lineas celulares C33A, CasKi (CaCu) y Katolll (cancer gastrico) mediante IHC.
Considerando que Hela mostré niveles basales muy bajos y estos no fueron alterados por

el tratamiento por desmetilacion, se decidié no incluirlos en este analisis.

Como se observa en la Figura 22, en condiciones sin tratamiento con DAC/TSA se
observd una marcada expresion y localizacion (heterogenea) de [B-catenina en la
membrana celular, citoplasma y nucleo en la células Katolll y CasKi, mientras, en las
células C33A los niveles de B-catenina no fueron detectables. Por su parte, después del
tratamiento con DAC/TSA se observd, de manera similar a la Figura 22, una marcada
disminucién en los niveles de expresion asociado a la re-relocalizacion de B-catenina
(localizada principalemnte en membrana celular) en las células Katolll y CasKi. Estos
resultados se correlacionan con la reduccion de niveles totales de B-catenina (enddégena)
previamente observados, y esto puede ser asociado con la re-expresion del gen APC por
el tratamiento de inhibidores DAC y TSA en las células de cancer cérvico uterino en las

células CaSki y Katolll.

Expresién genes blancos del complejo B-catenin/TCF en lineas celulares tratadas

DAC y TSA:

Los resultados obtenidos mostraron que bajo las mismas condiciones donde se
observé la re-expresion de transcriptos del gen APC y disminucion de niveles/re-
localizacion de B-catenina, se observd una disminucién en la expresién de los genes
VEGF y MMP-7 después del tratamiento con DAC/TSA, en las células Katolll y CaSki,
pero no en las células de cancer de cevix C33A, Hela y cultivo primario de fibroblastos
(HFF) (Figura 23). Nuestros datos sugieren que la re-expresiéon de APC por el tratamiento
con DAC/TSA podria activar el complejo regulador de la via Wnt para inducir la
degradacion de [B-catenina y bloquear la expresion de genes blancos, en las células
CasSki.
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Figura 22. Localizacion celular de B-catenina en lineas celulares. Localizacién determinada por
inmunohistoquimica. Observadas a X100.
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Figura 23. Andlis de la expression de genes blancos de la via WNT.
RT-PCR de VEGF and MMP-7 en lineas celulares, con y sin 5-aaza-dC—DAC-- (0.3 IM) y TSA (1
IM). Expresién de beta-globina es usada como control en todas las muestras para evaluar la
calidad del CDNA.
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e

las alteraciones de Adenomatous Polyposis Coli;

(componente de la via de sefializacidbn Wnt) en cancer cervico uterino.

Estudio de
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El cancer cérvico uterino (CaCu) es una de las causas mas comunes de muerte
por tumores malignos en mujeres en México y a nivel mundial. Cabe sefalar que se han
identificado tipos especificos del HPV en practicamente el 100% de los canceres de cuello
uterino, pero se estima que menos del 1% de las mujeres infectadas con VPH desarrollan
cancer (Stanley M, 2010). Las onco-proteinas E6 y E7 de los VPH de “alto riesgo”
inactivan a los supresores de tumor p53 y pRb, respectivamente, permitiendo la alteracién
y/o inactivaciébn de distintos procesos celulares/moleculares que resultan en una
inestabilidad gendmica, alteracion de la expresion genética, evasion del sistema inmune vy,
principalmente, una proliferacion anormal de las células infectadas (Moody C et al, 2010).
Esto permite plantear que las infecciones persistentes por los VPH de “alto riesgo” son el
factor de riesgo méas importante para promover la transformacion maligna de las células
del cérvix (Clarke and Chetty, 2001; Bosch et al., 2002; Milde-Langosch et al., 2003;
Young-Tae and Min-Zhao, 2005; Collins, 2006).

En este sentido, una de las vias de sefalizacion intracelular donde las alteraciones
genéticas y epigenéticas son mas frecuentes en diferentes tipos de cancer, es la via de
sefalizacion Wnt, donde la proteina B-catenina constituye un elemento central. En células
normales diferenciadas (somaticas), la via Wnt se encuentra apagada por la ausencia de
los ligandos Wnt, lo que permite la fosforilacion de p-catenina por un complejo
multiproteico regulador (APC, AXINA, GSK3B, CK1a y PPA2) y, su posterior, degradacion
por la accién del proteasoma (Valenta T y Hausmann G, 2012). Sin embargo, en Polakis y
col. (2012) se recopilan varios estudios donde se reporta la activacion anormal de la via
Wnt, que coincide con la acumulacion y deslocalizacion de B-catenina, asi como la
expresion de los genes involucrados en el proceso carcinogénico (Polakis P et al, 2012).
En el caso particular del cancer cervico uterino, distintos estudios sugieren una asociaciéon
entre la activacién anormal de la via de sefializacion Wnt y la infeccion persistente de
VPH’s de “alto riesgo” en el desarrollo y progresién del CaCu. Por ejemplo, queratinocitos
humanos inmortalizados por la sobre-expresiéon del oncogén E6 del VPH tipo 16 (HFK-
HPV/EB) fueron transformados mediante la alteracion de la via Wnt en un modelo “in-
vitro”. El ligado wnt1a suplementado en el medio de cultivo de los HFK-HPV/E6 permitio la
activacion anormal (acumulacion de citoplasmatica/nuclear de B-catenina) de la via de
sefalizacion Wnt y, posterior, transformacion. Por otro lado, la transfeccion del oncogén

smt (antigeno “t” pequeno del SV40; control positivo) o de B-catenina mutada en la region
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amino terminal (B-catenina-mut-S37A), permitieron el bloqueo de la degradacion de [3-
catenina y de igual forma la transformacion de los HFK-HPV/E6. Sin embargo, hay que
hacer notar que la activaciéon anormal de la via Wnt por si sola no fue capaz de llevar a la
transformacion celular, confirmando que los oncogenes virales de HPV generan la primera
sefial dentro del proceso de carcinogénesis (Uren A et al, 2005). Mas recientemente, el
mismo grupo de investigacién, confirmo sus resultados mediante un estudio “in-viva”,
donde el 94% de ratones doble transgénicos (oncogén E7/HPV-16 y B-catenina-mutada,
ambos con expresion constitutiva) desarrollan cancer cervico uterino, mientras, solo el
11% y 50% de ratones transgénicos con el oncogén E7/HPV-16 y B-catenina-mutada con
expresion constitutiva, respectivamente (Bulut G et al, 2011). Estas observaciones
sugieren que la via de s Wnt juega un papel importante en las etapas de transformacion

de células de cérvix infectadas por HPV.

Por otro lado, la deslocalizacion (acumulacion citoplasméatica-nuclear) de 3-catenina
como indicador potencial de la activacion anormal de la via, fue observada en tumores
cervicales, hecho que ha sido reportado por distintos grupos de investigacion. En biopsias
de lesiones intraepiteliales de bajo riesgo (LSIL o NIC 1) se observd mediante
inmunohistoquimica, que algunas células presentaban acumulacion en citoplasma de B-
catenina, mientras, que en lesiones intraepiteliales de bajo riesgo (HSIL o NIC 2/NIC 3)
mas de la mitad de las células la mostraban. Sin embargo, en las biopsias de tumores de
cérvix el 85% presentaban acumulacion citoplasmatica, y aunque mas tenue también
acumulacion nuclear. Esto comparado con tejidos normales de cérvix, donde, ($-catenina
solo se observaba en la membrana citoplasmatica (Shinohara et al., 2001; Rodriguez-
Sastre et al.,, 2005). Ademas, en nuestro grupo de investigacion confirmamos que la
acumulacion anormal de B-catenina se relaciona con la actividad transcripcional del
complejo B-catenina/TCF, la cual fue determinada por el sistema de luciferasa
pTOP/pFOP, en lineas celulares de cérvix infectadas por VPH’s de alto riesgo. La linea
celular Caski (VPH 16) mostrd la mayor actividad seguida de SiHa (VPH 16) y Hela (VPH
18), mientras que C33A (sin VPH) no mostré ninguna actividad transcripcional del
complejo B-catenina/TCF, comparado a lo observado en la linea celular SW480 (Control
positivo; mutacion en el codon 1338 del gen APC, que produce una proteina truncada sin
la capacidad de controlar los niveles de B-catenina) (Mojica V, 2006; tesis de maestria).

Interesante, Chung M y colaboradores (2009) presentaron resultados similares a los
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obtenidos en nuestro laboratorio, esto es mayor acumulacion de (-catenina y actividad
transcripcional de B-catenina/TCF en células CaSki, que en células HeLa (Chung M et al,
20009).

Por muchos afios, un amplio nimero de estudios se han enfocado en identificar
alteraciones genéticas presentes en componentes de la via de sefalizacion Wnt. En
algunos tipos de cancer las mutaciones identificadas principalmente se localizan en el gen
CTNNB (B-catenina) y se asociaron con una ganancia de funcion (oncogén), mientras que
en otros, las mutaciones identificadas se asociaron con pérdida de la funcién, como las
encontradas en los miembros del complejo degradador de B-catenina (APC, AXINA,
GSK3B, CK1a y PPA2; algunos identificados como genes supresores de tumores)
(Polakis P et al, 2007 y 2012). En relacién a las alteraciones genéticas del primer caso, la
activacion de la via Wnt/pB-catenina esta asociada a mutaciones en el exén 3 de CTNNB1
(serina/treonina; codones 45, 41, 33 y 37), que tiene como resultado el bloqueo de la
interaccion de B-catenina con su complejo multiproteico regulador, para su fosforilacién,
ubiquitinacion y subsiguiente destruccion proteolitica via proteosoma, por lo cual la
proteina se estabiliza en citoplasma (Kimelman D et al, 2006; Valenta T et al, 2012). Entre
ellos podemos mencionar los carcinomas: colorectal (Akisik E el al 2011); hepatocelular
(Cieply B et al, 2009); géstrico (Jang W and Kim W, 2011); pancreas (Gerder B et al,
1999) y otros, aunque menos frecuentes. Sin embargo, en diversos estudios no
observaron mutaciones en la secuencia del gen CTNNB1 en biopsias de tumores de
cérvix (Ariyoshi Shinohara et al, 2001; Pereira-Suarez et al, 2001). Esto permite plantear
gue la anormal activacion de la via Wnt/B-catenina podria ser consecuencia de una
alteracion genética en algin componente del complejo regulador intracelular de la via

Whnt, asociada a su pérdida de funcion.

El gen supresor de tumor APC, un componente fundamental del complejo que
regula la vida media de la B-catenina, presenta el 80-90% de todas sus mutaciones en el
segmento denominado MCR (“mutation cluster region”; codones 1286-1513) del exon 15,
gue dan lugar a una proteina truncada sin los aminoacidos indispensables para unién a [3-
catenina, que son regmentos repetitivos (7rep/20aa) (Roberts D et al, 2011). Las
alteraciones genéticas del gen APC se encuentran en los carcinomas de colon

hereditarios (germinales, familial adenomatous polyposis; FAP) y espontaneos
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(somaticas), ambas se encuentran en mas del 85% de todos los casos (Nakamura Y, et
al. 1992). Ademas, estan presente en adenomas gastricos (Horii A et al, 1992), cancer de
mama (Furuuchi K et al, 2000), cancer hepético (Oda H et al, 1996), cancer de ovario (Wu
R et al, 1996), cancer de pancreas (Horii A et al, 1992) y cancer de tiroides (Zeki K et al,
1994).

Uno de los objetvos del presente estudio fue identificar alteraciones en la secuencia
de la region de mutaciones “cluster” (MCR: codones 1286-1513) del gen APC, como un
mecanismo potencialmente responsable de la activacion anormal de la via de
sefializacion Wnt/B-catenina en CaCu. La secuencia analizada (nucleétidos 3688-4496,
gue codifican a los codones 1230-1449) que representa aproximadamente el 80% de la
region de mutaciones “cluster” del gen APC, no presento alteraciones en sus secuencias
gue pudieran asociarse a la inactivacion de su funcion, dentro de las lineas celulares
Caski, SiHa, HelLa y C33A de cancer cérvico uterino. Cabe comentar que la regién
evaluada comprendié dos mutaciones consideradas como “hot spot” (codones 1309 vy
1338), que inactivan la funcion de APC dentro de la via de sefializacion Wnt en cancer de
colon (Nakamura Y, etal., 1992; Miyoshit Y et al, 1992a y 1992b; Minde D et al, 2011).
Ademas, resultados obtenidos en un estudio previo de nuestro grupo de investigacion,
mostraron que la secuencia restante (20%) tampoco presenta mutaciones, incluyendo las
también consideradas como “hot spot” (codones 1061 y 1450) dentro del gen APC, con
resultando y asociacion a cancer de colon, como se menciono anteriormente. En sentido
diferente a la propuesta inicialmente planteada, por los resultados del andlisis mutacional
en el presente y previo estudio, pareceria que en cancer cérvico uterino la anormal
activacion de la via Wnt no estd asociada a alteraciones genéticas en la region MCR del
gen APC. Es decir, nosotros sugerimos que la anormal acumulaciéon de B-catenina y la
actividad transcripcional de [B-catenina/TCF presente en las células CaSki y HelLa
(Pereira-Suarez, et al., 2001; Moli-Huangy et al, 2006; Chung M et al, 2009), no son
resultado de la perdida de la funcién por cambios en su secuencia MCR del supresor de
tumor APC; componente fundamental del complejo que regula la vida media de la B-

catenina.
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Por otro lado, el silenciamiento epigenético y por tanto, la represion de la
expresion, es un mecanismo alternativo que permite la inactivacion de genes
supresores de tumor en distintos tipos de cancer (Rodriguez-Paredes y Esteller
2011). En el caso de alteraciones epigenéticas presentes en componentes de la
via de sefializacion Wnt, la hipermetilacion del ADN en la region promotora del gen
APC es una de las més examinadas en diversos estudios (Agular O, Estelle M et
al, 2007). Esteller M y colaboradores fueron los primeros en demostrar la mono o
bialelica (heterocigota u homocigota) hipermetilacion anormal en el promotor 1A
del gen APC presente en distintos tipos de cancer gastrointestinal, incuido
colorectal, gastrico, pancreatico, esofagico y hepatico (Esteller M, et al., 2000).
Estudios posteriores, identifican un similar estado de hipermetilacion del promotor
1A de APC en distintos tipos de cancer, aunque cancer gastrico muestra mayor
frecuencia; con mas del 50% de las muestras (Tsuchiya T et al, 2000; Bai A et al,
2004; Kosuke Hosoya et al, 2009). Fu X. y colaboradores (Fu X. et al, 2009)
suguieren que la hipermetilacion del promotor 1A en el gen APC permite una
activacion moderada de la via de sefializacion Wnt en cancer colorectal, mas que
por mutaciones que incativan los genes APC y B-catenina. En el caso particular de
carcinomas de cervix, existen diferencias muy marcadas entre los estados de
metilacion en el promotor 1A del gen APC reportados por varios autores (Kang S.
et al, 2006; Yang N. et al, 2010), aunque ninguno evalud la asociacion entre la
metilacion del promotor 1A, la expresion del gen APC y la activacion aberrante de

la via de sefalizacion Wnit.

En relacion a lo comentado anteriormente, para evaluar el efecto de la
anormal inactivacién epigenética como mecanismo alterno a la mutacion, nosotros
examinamos la frecuencia de hipermetilacion en el promotor 1A, dentro de las
lineas celulares y biopsias de cancer cérvico uterino. Estas muestras presentan
diferentes niveles de acumulacion/deslocalizacién de B-catenin y tipo de infeccion
por HPV 16 018. Nuestros resultados muestran que la freceuncia de

hipermetilacion esta en el rango de % (25%) y 3/9 (aproximadamente 33%) en
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lineas y biopsias, respectivamente. Este resultado es contrario a un estudio previo,
gue muestran una frecuencia de hipermetilacién del promotor 1A en el 90% de las
biopsias de cancer cervico uterino (Zambrano et al, 2005). Sin embargo, nuestros
resultados son similares a otros estudios, los cuales postulan que la
hipermietilacion del promotor 1A del gena APC, determinada mediante la técnica
de metilacion especifica PCR (MS-PCR) o la técnica de MS-PCR cuantitativa
(gMS-PCR), es poco comun en células de cancer cervico uterino; una frecuncia
entre el 12% y 35% ((Dong et al, 2001; Wisman et al, 2006 and van der Meide WF
el at, 2011). Interesante, los resultados del presente estudio indican una posible
coreelacion entre el estado de metlacion del promotor 1A del gen APC y la
acumulacion/deslocalizacion de -catenin observada en biopsias que presentan
infeccion por HPV tipo 16. Ademas, alelos del promotor 1A completamente no
metilados (homcigotos) se observan en las lineas celulares C33A (sin HPV) y
HelLa (HPV 18) de cancer de cérvix. EIl mecanismo que permite la activacion de la
via Wnt por la infeccion de HPV 16 requiere futuras investigacion. Sin embargo,
silenciamiento de E6/E7 del HPV 16 por RNAinterfecencia reduce la activacion de
la via Wnt en células CasKi, mientras la sobreexpresion de E6/E7 del HPV 16

incrementan la activacion de la via Wnt en células C33A (Ma C et al, 2015).

Para confirmar el papel de la hipermetilacion del promotor 1A en la regulacién
transcripcional del gen APC, la expresién del gen APC fue analizada en las lineas
celulares de cancer cervico uterino. Nuestros resultados no muestran direfencias
significativas en los niveles de transcriptos de APC en las lineas celulares de céncer
cérvico uterino (HelLa, CaSki y C33A), cancer gastrico (Katolll) en comparaciéon con el
cultivo primario de fibroblastos (HFF), que presentan promotor 1A del gen APC no
metilado. Ademas, nosotros confirmamos la ausencia de ARNm de APC en la linea
celular de Katolll, que presenta hipermetilacién bialelica (homocigota) de alelos del
promotor 1A., mientras que identificamos en células CaSki una marcada reducciéon del
nivel de ARNm, las cuales mostraban un patron de metilacion heterocigota en el promotor
1A del gen APC. La técnica de RT-PCR y metilacién especifica por PCR (MSP) muestran

una correlacion entre los niveles de expresion de ARNm vy la hipermilacion del promotor
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1A del gen APC en nuestras muestra. Resultados similares son mostrados en
distintos estudios, donde la anormal hipermetilacion del promotor 1A de APC es
asociada claramente con el silenciamiento de su transcripto (inactivacion
epigenética), principalmente en cancer géastrico (Tsuchiya T et al, 2000; G.H. Kang
et al, 2003).

Adicionalmente, varios estudios demuestran que la expresién anormal
(ausencia total y/o parcial de ARNm) de genes supresores de tumor es revertida
por el tratamiento con inhibidores del sileciamiento epigenetico (inhibidores de
ADN metiltransferasas y de desacetilasas de histonas; DNMT y HDAC) en células
de cancer (Cameron E et al, 1999; Yang X et al, 2001; Meng C et al, 2008). Por lo
tanto, nosotros empleamos esta estrategia para evaluar el efecto de los
inhibidores de ADN metiltransferasas y de desacetilasas de histonas, DAC/TSA,
sobre el control de la expresion de transcriptos del gen APC, en las lineas
celulares de cancer cérvico uterino. En nuestros resultados, observamos un
marcado incremento de transcriptos después del tratamiento con DAC/TSA en las
células CaSki, mientras, no observamos diferencia significativa en los niveles de
transcriptos del gen APC comparados a las células C33A, SiHa y HelLa de cancer
cervico uterino. Resultados similares presentaron lineas celulares de cancer
gastrico y melanoma con hipermetilacion monoalelica (heterocigota) y/o
hipermetilacion completa en los alelos (homicigota) del promotor 1A, en ambos
casos la ausencia total y/o bajos niveles de transcriptos del gen APC fue revertida
después del tratamiento con DAC/TSA (Worm J et al, 2004; Kosuke Hosoya et al,
2009).Estos resultados sugieren que la hipermetilacién del promotor 1A permite el
silecnciamiento transcripcional del gen APC, contribuyendo a la inactivacion del

supresor tumoral APC en células CaSki de cancer cervico uterino.

Por todo lo anterior, nosotros finalizamos el presente trabajo realizando la
evaluacion del efecto de la alteracidén epigenética del gen APC dentro de la via

Wnt, de forma particular en las células de cancer cérvico uterino CaSki, con un
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estado de hipermetilacion monoalelica (heterocigota) y disminucion de los niveles
de transcriptos del gen APC, que fue revertida después del tratamiento con
DAC/TSA. En primer lugar, determinamos los niveles de (3-catenina y encontramos
abundante concentracion proteica en las células Katolll y CasKi, significativamente
opuesto a lo observado en nuestros controles, el cultivo primario de fibroblastos y
las células C33A. Resultados similares, fuero observados por Pereira-Suarez y
Col. Donde moderados nivel de expresion de B-catenina presentaron las lineas
celulares CaSki (VPH 16) y Calo (VPH 18), mientras que fue fue bajo en HelLa
(VPH 18) y SiHa (VPH 16), nulo en C33A (sin VPH’s) (Pereira-Suarez et al.,
2001).Cabe destacar que después del tratamiento DAC/TSA, nosotros
observamos una disminucion en los niveles proteicos de [B-catenina solo en las
células Katolll y CaskKi, donde anteriormente se mostro la re-activacion y el
incremento de la expresion de transcriptos del gen APC. Resultados similares
fueron observados en células de carcinoma primario de tiroides (PC1), donde la
acumulaciéon de B-catenina asociada a la alteracion epigenética del gen APC
disminuyo con el tratamiento de DAC, inhibidores de ADN metiltransferasas
(Svedlund J et al, 2010) Posteriormente, determinamos que la localizacion de B-
catenina se pueden correlacionar con los niveles proteicos, y observamos una
marcada expresion y deslocalizacion en la membrana celular, citoplasma y nicleo
de B-catenina, en las células Katolll y CasKi, mientras en las células C33A los
niveles de B-catenina fueron indetectables. Sin embargo después del tratamiento
con DAC/TSA, observamos una disminucién en los niveles de expresion de B-

catenina localizada en citoplasma y nucleo, en ambas células, Katolll y CasKi.

Finalmente, la anormal activaciéon de la via Wnt, caracterizada por una
acumulacion y deslocalizacion de B-catenina, se correlaciona con la expresion de
los genes blancos de complejo transcripcional B-catenina/TCF involucrados en la
transformacion maligna; entre los que regulan el ciclo celular, se encuentran:
ciclina D1, c-myc, fra-1, c-jun, gastrin, WISP-1, ITF-2; los que regulan la

sobrevivencia celular: 1d2, MDR1, COX2; y aquellos implicados en la invasién o
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diseminacion del tumor: MMP-7, matrilysin, laminin y VEGF. (Polakis P et al, 2007
y 2012). En el caso particular de células de cancer de cérvix, Huang y col. (2006)
emplearon un iRNA de B-catenina (un ARN de interferencia especifico para el ARN
mensajero de B-catenina) en lineas celulares de cancer de cérvix que presentan
activacion anormal de la via Wnt. Sus resultados mostraron que la represion de la
expresion de B-catenina, fue suficiente para observar disminucién de los niveles
de expresién de los genes blancos VEGF y MMP7. Por lo tanto, nosotros
evaluamos la expresion de los genes blancos de la via Wnt, VEGF y MMP-7, para
correlacionar la alteracion epigenética del gen APC con una via Wnt activa, capaz
de dar como resultado la expresion de genes involucrados en la transformacion
maligna. En las células de cancer cérvico uterino CaSki, los resultados obtenidos
mostraron que después del tratamiento DAC/TSA, bajo las mismas condiciones
donde se observo la re-expresion de transcriptos del gen APC y disminucion de
niveles/re-localizacién de B-catenina, se observo una significante disminucién en la
expresion de los genes VEGF y MMP-7. Cabe sefialar que bajo una estrategia
opuesta, Stefania Segditsas y col. (2008) mostraron que el bloqueo/silenciamiento
por iRNA del gen APC (un ARN de interferencia especifico para el ARN mensajero
de APC) permite el incremento en la expresion de los genes blancos de la via Wnt

MMP-7, C-myc, entre otros, en lineas celulares de cancer de colon.

De manera general (Figura 23), nuestros resultados muestran que el
silenciamiento del gen APC por hipermetilacion del promotor 1A es un mecanismo
gue contribuye a la activacion de la via de sefializacion Wnt en células de cancer
cervico uterino infectadas con VPH 16. La reduccién en los niveles de expresion
de APC por hipermetilacion del promotor 1A del gen APC, mas que una mutacion,
conduce a la acumulacién/deslocalizacion de B-catenina, que a su vez aumenta la
actividad transcripcional de la via Wnt. Este mecanismo permite el incremento de

la transcripcion de genes involucrados en el proceso carcinogénico.
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Figura 23. Modelo propuesto de resultados obtenidos en el presente estudio.

83



-

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS %ultad

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL de F ar mac a
ESTADO DE MORELOS FACULTAD DE FARMACIA Conocimiento al servicio de a salud

CONCLUSIONES

e

las alteraciones de Adenomatous Polyposis Coli;

(componente de la via de sefializacidbn Wnt) en cancer cervico uterino.

Estudio de

84



K\

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS \ja(cultad

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ‘de F armacia
ESTADO DE MORELOS FACULTAD DE FARMACIA Conocimiento alservicio de la salud

CONCLUSION GENERAL

El silenciamiento epigenetico dependiente de la metilacion del promotor 1A del gen
APC, mas que una mutacién en la secuencia, parece ser un mecanismo que contribuye
en la inhibicion de la expresibn del gen de APC, la disminucion de
acumulacion/deslocalizacion de b-catenina y la expresion de genes blanco (activaciéon de

la via Wnt) en lineas celulares de cancer cervico uterino infectadas con VPH.

Conclusiones particulares:

1) Elanalisis en la secuencia MCR (Mutation cluster region) del gen APC no presenté
cambios que pudieran asociarse a la inactivacion de su funcion como gen supresor
de tumores en lineas celulares de cancer cervico uterino.

2) La hipermetilacidn monoalelica (heterocigota) del promotor 1A del gen APC en las
células CasKi coincidié con una disminucion de la expresion de los transcriptos del
gen APC. Asimismo, su tratamiento con DAC/TSA indujo un incremento en los
niveles de expresion de APC sugiriendo que la reduccion de transcriptos de APC
es resultado de una inactivacion epigenetica.

3) El estado de metilacién del promotor 1A (hipermetilacion bi y/o moalelica) del gen
APC se asocia con localizacién anormal de B-catenina en lineas celulares y
biopsias de carcinoma cervical infectadas por HR HPV16.

4) La reactivacion del gen de APC, posterior al tratamiento con DAC/TSA, coincidié
con la la disminucién de acumulacion/deslocalizacién de b-catenina y disminucién
de la expresion de genes blanco (VEGF y MMP-7) en la linea celular de cancer

cervico uterino CaSki infectadas con VPH-16.
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Estudiar la activacion de la via de sefializacion Wnt por el silenciamiento
epigenético del gen APC, en lineas celulares y biopsias cancer cervico uterino
infactadas por HPV-16.

Primera parte

Determinar el perfil de CpG’s metiladas e histonas modificadas (acetilacion y metilacion)
en el promotor 1A del gen APC, en lineas celulares y tumores de cancer cervico uterino.
1. Analizar el perfil de metilacion en el promotor 1A del gen APC por
pyrosecuenciacion en lineas celulares y tumores de cancer cervico uterino.
2. Analizar el perfil de acetilacion (Ac-H3 y Ac-H4) y metilacion (trimethyl-H3K4;
methyl-H3K9; trimethyl-H3K27) de histonas en el promotor 1A del gen APC por

inmuno-precipitacién de la croméatica (ChlP), en lineas celulares y tumores de
cancer cervico uterino.

Segunda parte

Estudiar la sobre-regulacion (activacion) de la via Wnt por el silenciamiento del gen APC,
en lineas celulares de cancer cervico uterino y queratinocitos inmortalizados por HPV-16.
1. Analizar los niveles de expresién de genes blanco de la via Wnt (c-myc, Cox2,
matriz metaloproteinasa-7, VEGF) con/sin tranfeccién de RNAI-APC y/o -
catenina-mutada en lineas celulares de cancer cervico uterino por RT-PCR.
2. Estudiar el efecto en el crecimiento y la apoptosis al transfectar RNAI-APC por
analisis de formacién de colonias (MMT) y citometria de flujo (FACS),
respectivamente.
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ANEXOS

e

las alteraciones de Adenomatous Polyposis Coli;

(componente de la via de sefializacidn Wnt) en cancer cervico uterino.

Estudio de
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SUPLEMENTOS (Figuras)

Para corroborar la pureza y determinar la factibilidad de ser utilizado para la
amplificacién por PCR, el ADN-genémico fue separado por electroforesis en gel de
agarosa al 0.8% (Figura S1) y sirvi6 como molde para amplificar correctamente un
fragmento del gen de la 3-globina (control positivo de amplificacion: Figura S2), en base a
las condiciones descritas en la Metodologia. Por todo lo anterior, se puede comentar que

la pureza del ADN-genémico de las muestras permitird su uso en subsecuentes

aplicaciones; modificacion con bisulfito y MS-PCR.
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Figura S1. Electroforesis del ADN obtenido de las distintas muestras. Lineas celulares de
cancer cervico uterino (Caski, HeLa, SiHa y C33A), cancer de colon (SW480) y cancer géstrico
(Katolll), cultivo primario de fibroblastos (HFF). Se cargo 1 ug para cada muestra. El gel de
agarosa fue al 0.8%.

Hela
CaSki
C33A
SiHa
SW480
Katoll
HFF

Pb

600
400
300 B-globin

100

Figura S2. Electroforesis del gen B-globina amplificado por PCR. Producto amplificado de 265
pb; a partir del ADN-gendmico de las lineas celulares de cancer cervico uterino (Caski, SiHa, HeLa
y C33A), cancer de colon (SW480) y cancer gastrico (Katolll), cultivo primario de fibroblastos
(HFF).

Mmp= marcador de peso molecular.

De igual manera, para corroborar la pureza determinada por la cuantificacién en

base la relacién 260/280 nm, el ARNm fue separado por electroforesis en gel de agarosa
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al 0.8%. Como se puede observar en la Figura S3 el ARN obtenido de las diferentes
lineas celulares no muestra problemas de fragmentacién. Estos resultados nos permiten

confirmar que las condiciones de extraccion/purificacion fueron adecuadas.
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Figura S3. Electroforesis de RNA’s totales de las distintas muestras. Lineas celulares de
cancer cervico uterino (Caski, HeLa y C33A), cancer de colon (SW480) y cancer gastrico (Katolll),
cultivo primario de fibroblastos (FB) y linfocitos purificados (LF) normales. Se cargo 1 uL para cada

muestra. El gel de agarosa fue al 0.8%.

Como se observa en la Tabla S1 (Suplemeto 1), la ECso al tratamiento con
DAC/TSA es mas alta en la linea celular de cancer cérvico uterino CaSki, mientras que es
mas baja en la linea celular de cancer cérvico uterino Hela, es decir, un tratamiento con
DAC (137.02 uyM) / TSA (0.5 uM) y DAC (73.52 uM) / TSA (0.5 uM) afectaria la viabilidad

del 50% de las células CaSki y Hela, respectivamente.

Linea Celular CI50 de DAC + 0.5 uyM TSA
CasKi 137.02 uM
Hela 73.52 uM
C33 88.45 uyM
Fibroblastos 82.2 uM
Katolll 113.13 uM

Tabla 1S. CI50 obtenidas al evaluar el tratamiento con DAC7TSA en las distintas
muestras.
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Abstract. Although persistent infections with high-risk human
papilloma virus (HPV) constitute the most significant cofactor
for the development of cervical cancer, they are insufficient on
their own. Mutations or epigenetic inactivation of the tumor
suppressor adenomatous polyposis coli (APC), the two acting
as prominent oncogenic mechanisms in a number of types of
cancer, are frequently associated with aberrant activation of
the Wnt/B-catenin pathway. According to these observations,
1t was hypothesized that APC alteration may lead to fi-catenin
deregulation and the abnormal expression of direct targets of
the Wnt pathway in HPV-infected cervical cancer cells. The
present study confirmed that the stabilization of fi-catenin
correlates with enhanced transcriptional activity of the
p-catenin/T-cell factor complex in cervical cancer cell lines.
Sequence analysis of the “hot-spot’ in the mutation cluster
region did not exhibit genetic alterations that may be associ-
ated with APC gene inactivation. In addition, it was 1dentified
that there was a good correlation with the hypermethylation
status of the APC promoter 1A and the abnormal accumula-
tion of endogenous [3-catenin in cell lines and biopsies infected
with HPV16, although not HPV18. Removal of the epigenetic
markers led to an increase 1n APC levels and a reduction of
p-catenin expression in two transcriptional targets of the Wnt
pathway: Matrix metalloproteinase-7 and vascular endothelial
growth factor. The present study suggested that the increase in
‘Wnt activity in certain cervical cancer-derived cells may be
associated with an alteration in the methylation status of the
APC gene promoter 1A
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Introduction

The Wnt/f-catenin pathway serves critical functions in
the sequential development of the neoplastic process from
initiation, proliferation and transformation in a broad range
of types of cancer. Aberrant activation of the Wnt pathway
may lead to ff-catenin stabilization and accumulation in the
cytoplasm. allowing its translocation into the nucleus to act as
a transcriptional co-activator of members of the T-cell factor
(TCF)/lymphoid enhancing factor (LEF) fanuly of transcrip-
tion factors. It 1s known that the fi-catenun/TCF-LEF complex
induces the transcription of genes involved in carcinogenesis
including c-mye. matrix metalloproteinase-7 (MMP-7) and
the vascular endothelial growth factor (VEGF) (1). The
tumor suppressor adenomatous polyposis coli (APC). an
essential part of a multi-protein complex together with protein
phosphatase 2A (PP2A), axin, glycogen synthase kinase 3f
(GSK-3p). and casein kinase I (CK1), serves an important
function in turning off the fi-catenin signaling pathway. When
this complex 1s active, GSK-3f and CK1 phosphorylate the
amino terminal serine and threonine residues of fi-catenin, an
1nitial step which targets it for degradation by the proteasomal
machinery (2).

Cervical carcinoma. one of the most common malignan-
cies in women worldwide (3). 1s associated with persistent
infection with oncogenic or high-risk human papillomavirus
(HR-HPV). Although HR-HPV infection 1s required, it
1s insufficient on its own to cause cervical cancer (4).
Several lines of evidence have indicated a potential asso-
ciation between activation of the Wnt signaling pathway and
HPV-mediated cervical cancer. For instance, Uren et al (5) and
Bulut et al (6) generated two models that mimicked the effects
of HPV infection on the human cervical epithelium for cancer
progression: 1) HPV-immortalized human keratinocytes,
either expressing mutated S37A fi-catenin or overexpressing
‘Wnatl; and 11) double-transgenic mice overexpressing fJ-catenin
and HPV16-E7 oncogenes. In addition, f}-catenin has been
observed to be localized and expressed in the cytoplasm and
nucleus in human cervical carcinoma samples (7.8) and cell
lines (9). indicating the activation of the Wnt pathway. The
results of these previous studies suggested that activation of
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the canonical Wnt pathway may represent one of the key events
required for the malignant transformation of HPV-infected
epithelial cells.

Previous studies have demonstrated that p-catenin deregu-
lation 1s frequently associated with alterations in the APC gene.
and ~80 to 90% of all APC gene mutations are confined to
codons 1,286 to 1,513, a region known as the mutation cluster
region (MCR). these mutations typically lead to a truncated
protein lacking the B-catenin binding and regulatory sites,
as 1s frequently observed in colon cancer (10.11). In addition,
transcriptional silencing via promoter hypermethylation may
impair APC function, a phenomenon of epigenetic inactivation
observed in tumors 1n the absence of APC gene mutations.
For example, 1n gastric cancer, a decrease 1n or loss of APC
expression has been identified to be associated with the APC
gene promoter Al hypermethylation (12.13).

According to these observations, it has been suggested
that the stabilization and activation of fi-catenin in cervical
cancer-derived cells are a consequence of alterations in
APC gene expression. To test this hypothesis, the present
study first sought to determine the transcriptional activity of
p-catenin/TCF among a group of cervical cancer cell lines.
Subsequently, MCR-region mutational and methylation status
analyses of the APC gene and its promoter 1A, respectively.
were performed and the impact of APC gene mutations and/or
its epigenetic silencing on two known Wnt target genes in
cervical carcinoma cell lines was analyzed.

Materials and methods

Cell cultures and clinical samples. Human cervical
cancer-derived cell lines CaSki, SiHa and HelLa. in addi-
tion to C33A and the colon cancer cell line SW480 were
obtained from the American Type Culture Collection
(Manassas, VA, USA). The gastric cancer cell line KATOIII
was provided by Dr Angel Zarain-Herzberg (Facultad de
Medicina-UNAM, CDMX, México). Human foreskin fibro-
blasts (HFF) were provided by Dr. Maria Luisa Villarreal
Ortega (Centro de Investigaciones en Biotecnologia-UAEM.
Cuernavaca, Morelos, México). HFF and CaSki cells were
grown in RPMI-1640 (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific.
Inc., Waltham, MA, USA); SiHa, HelLa, C33A, SW480 and
KATOIII cells were grown in Dulbecco's modified Eagle's
medmm/F-12 (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Ine ). and
all the cultured cells were supplemented with 10% (v/v) fetal
bovine serum (Gibeo; Thermo Fisher Scientific, Inc ) and 2 mM
L-glutamine (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc). Cells
were cultured at 37°C in a humidified atmosphere containing
5% CO,. Normal tissue samples and tumors from the uterine
cervix were obtained from archives of the Department of
Gynecology at the Hospital General Manuel Gea Gonzdlez
and the Department of Pathology at the Instituto Nacional de
Cancerologia-SSA (CDMX, México). This set of samples has
been characterized previously for clinical pathological param-
eters, type of HPV and f-catenin protein status (7). All the
samples were frozen in liquid nitrogen immediately following
resection and stored at -70°C until processing.

Reporter assay. The TOPflash/FOPflash TCF reporter system
(Upstate Biotechnology. Inc.. Lake Placid, NY, USA) was

used to directly measure the levels of Wnt signaling in human
cervical cancer cell lines. A total of 4,000 cells were cultured
in 96-well plate and transfected, with either TOPflash or
FOPflash (100 ng) and the internal control plasmid pRL-Renilla
(5 ng: Promega Corporation, Madison. WI, USA) expressing
Renilla luciferase, using Lipofectamine reagent (Invitrogen;
Thermo Fisher Scientific, Inc). The TOPflash and FOPflash
reporters contain two sets of three copies of wild-type (TOP)
or mutant (FOP) fi-catenin/TCF binding sites, respectively, in
addition to the thymidine kinase minimal promoter upstream
of the firefly luciferase open reading frame. Luciferase activity
was measured with Dual-Glo™ Luciferase Assay System
(Promega Corporation) 48 h following transfection, according
to the manufacturer's protocol. Firefly luciferase activity
was normalized to Renilla luciferase activity. All results are
expressed as TOPflash/FOPflash correlation mean + standard
deviation for independent triplicate cultures.

Mutational analysis of APC. Genomic DNA was isolated from
cells using the standard Proteinase K treatment followed by
phenol/chloroform extraction (14). Briefly. the cells were incu-
bated in the lysis buffer (Tris 10 mM. EDTA 20 mM, SDS 0.5%
and Protemase K 100 pM/ml) for 20 min at 45°C. The lysate was
extracted by phenol/chloroform (1:1, v/v), DNA was precipitated
with 1sopropanol (1:1, v/v). then washed with 75% ethanol and the
pellet DNA was dissolved 1n water. The mutation cluster region
of the APC gene was amplified as three overlapping fragments
(codons 1032-1703) 1n a nested polymerase chain reaction (PCR)
strategy. In addition to the previously described primers (15).
new primers were used to adapt the size of different amplicons
(Table I). PCR was performed in a 50! volume containing
100 ng genomic DNA and 0.25 uM each primer using Taq DNA
Polymerase-recombinant (Fermentas; Thermo Fisher Scientific,
Inc). The PCR reactions were run at 95°C for 5 min followed
by 35 cyceles at 95°C for 40 sec, followed by 54°C, 63°C and
60°C for 60 sec as the annealing step of the three overlapping
fragments, respectively, and finally at 72°C for 60 sec. The PCR
products were purifled using the Qiaquick PCR purification
kat (Qiagen GmbH., Hilden, Germany). Mutational analysis by
direct sequencing was performed using the BigDye Terminator
version 3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems; Thermo
Fisher Scientific, Inc ). All sequencing analyses were performed
at least twice on two mdependent PCR products.

Methylation analysis. DNA methylation patterns in the CpG
islands of the APC gene promoter Al were determined by
methylation-specific PCR (MSP). according to protocols
described previously (16). Genomic DNA (1 pg) was treated
with sodium bisulfite using the EZ DNA methylation kit (Zymo
Research Corp.. Irvine, CA, USA). For the MSP analysis of
APC gene promoter 1A, the primers for the unmethylated
reaction amplify a 108-bp PCR product, and the primers for
the methylated reaction amplify a 98-bp product; all primer
sequences used are listed in Table I. PCR amplification was
carried out at 95°C for 5 min followed by 35 cycles at 95°C
for 60 sec, 60°C for 40 sec and 72°C for 60 sec. PCR was run
1n a 50-p1 volume containing 100 ng genomic DNA, 0.25 M
each primer using Taqg DNA Polymerase-recombinant
(Fermentas; Thermo Fisher Scientific, Inc). Each experiment
was repeated twice.
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Table I. Primer sequences used in the present study.

Gene and method Sense 5'-3' Antisense 5'-3' Product length (bp)
Mutational analysis
Fragment A CCCCTCGAGTCAGATGAGCAGTTG CCGGATCCCTGCTTCCTGTGTICG 796
Fragment B CCCCTCGAGCAGCTCCATCCAAG  CCGGATCCCCATCTGGAGTAC 809
Fragment C CCCCTCGAGCCAGATAGCCCTGG  CCGGATCCCCTCCTTGAGCCTIC 839
MSP
APCpromlAUNMet GTGTTTTATTGTGGAGTGTGGGIT CCAATCAACAAACTCCCAACAA 108
APCprom1AMet TATTGCGGAGTGCGGGTC TCGACGAACTCCCGACGAA 08
RT-PCR
MMP7 TGTTAAACTCCCGCGTCATA GCGTTCATCCTCATCGAAGT 379
VEGF GAGGGCAGAATCATCACGAA AACGCTCCAGGACTTATACC 395
p-globin CAACTTCATCCACGTTCACC GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 260
APC-exon 15 CCCCTCGAGTCAGATGAGCAGTTG CCGGATCCCTGCTTCCTGTGTICG 796

bp, base pair; RT-PCR, reverse transcription-polymerase chain reaction; MMP-7, matrix metalloproteinase-7; VEGF, vascular endothelial

erowth factor; APC, adenomatous polyposis coli.

Treatment with 5-aza-2'-deoxycytidine (Aza) and tricho-
statin-A (TSA). Cells were cultured at 60% confluence and
incubated for 48 h 1n a medium containing 3 M DNA meth-
yltransferase (DNMT) inhibitor Aza (Sigma-Aldrich; Merck
KGaA. Darmstadt, Germany). The medium was refreshed
every 24 h. The cells were treated with the histone deacetylase
(HDAC) inhibitor TSA (Sigma-Aldrich; Merck KGaA) at
0.5 and 3 M of decitabine for further 24 h to complete 72 h
of treatment. The medium was removed and the cells were
processed to perform assays by reverse transcription (RT)-PCR
and western blot analysis.

RNA isolation and RT-PCR. Total RNA was extracted from
cells by using TRIzol reagent (Invitrogen: Thermo Fisher
Scientific, Inc ), according to the manufacturer's protocol. For
RT-PCR, total RNA (5 ug) was used for cDNA synthesis by
reverse transcription using a RevertAid H. Minus First Strand
cDNA Synthesis kit (Fermentas; Thermo Fisher Scientific, Inc),
according to the manufacturer's protocol. in a total volume of
20 pl. The PCR reactions of APC, VEGF, MMP7 and f-globin
genes were performed using the specific primers presented in
Table I, and standard PCR conditions were used: 95°C for 5 min,
followed by 35 cycles at 95°C for 60 sec, annealing at 60°C,
62°C. 58°C and 55°C for each gene, respectively, for 60 sec, and
extension at 72°C for 60 sec. The PCR products were visualized
by electrophoresis in 2% agarose gels.

Western blot analysis. Cells were homogemzed in lysis buffer
(50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl. 1% NP40, 0.5% sodium
deoxycholate and 0.1% SDS), containing protease inhibitors
cocktail (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).
The protein concentration was determined by the bicinchoninie
acid assay (Pierce: Thermo Fisher Scientific, Inc ). Total proteins
(25 pg) was separated by a 7% SDS-PAGE and transferred onto
polyvinylidene fluoride membranes (EMD Millipore, Billerica,
MA, USA). The antibodies and dilutions used included
anti-P-catenin (cat. no. C19220; 1:2,000; BD Biosciences,

San Jose, CA, USA) and anti-f-actin (cat. no. 81178, 1:100; Santa
Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX, USA), both incubated for
5 h at room temperature and following extensive washing the
membranes were incubated with anti-mouse immunoglobulin
G-horseradish peroxidase-conjugated antibody (cat. no. Nr7074,
1:5,000; Cell Signaling Technology. Inc., Danvers, MA,
TUSA) for 1 h at room temperature and revealed with Western
Lightning Chemiluminescence Reagent Plus (PerkinElmer.
Inc., Waltham, MA, USA). Membranes were probed for fi-actin
to normalize for loading.

Statistical analysis. Data were analysed using the GraphPad
Prism 5.0 statistical program (GraphPad Software, Inc.,
La Jolla, CA, USA) and statistical differences were evalu-
ated using one-way analysis of variance followed by Tukey's
multiple comparisons test. P<0.05 was considered to indicate a
statistically significant difference.

Results

f-catenin expression and transcriptional activity of
the f-catenin/TCF complex in cervical cancer cell lines.
p-catenin levels in different cell lines were analyzed using
western blotting and there was abundant B-catenin 1n CaSki
cells, low levels in Hela cells, intermediate levels in SiHa
and none detected 1n C33A cancer-derived cells (Fig. 1A).
The transcriptional activity of the f-catenin/TCF complex
1n these four cell lines (CaSki, S1tHa, HeLa and C33A) was
subsequently analyzed using a luciferase reporter assay with
TCEF reporter constructs (TOPflash and FOPflash). The results
demonstrated that the activity of the TCF reporter TOPflash
was 1ncreased compared with the FOPflash reporter 1n all
cell lines except C33A cells. The transcriptional activity of
the fi-catenin/TCF complex was higher in CaSki cells. with
higher f-catenin levels, compared with the transcriptional
activity observed in SiHa and Hela cells (Fig. 1B). The CaSki
cells, infected with HPV16, thus exhibited the highest levels
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of f-catenin expression and transcriptional activity. These
results demonstrated that the activation of the Wnt/fi-catenin
signaling pathway responded in a concentration-dependent
manner to the levels of f-catenin in these cell lines.

APC gene mutations in cervical cancer eell lines. To investi-
gate the existence of sequence variation in APC, one of the most
important members of the ff-catenin degradation complex, the
MCR region, was evaluated via PCR and direct sequencing. As
a positive control, DNA extracted from the colon cancer cell
line SW480 was used, homozygous for a mutation at codon
1338 that generates a truncated APC protein (17). leading
to abnormal accumulation/delocalization of f-catenin. The
sequence analysis of the MCR did not reveal any mutations
that were associated with the activation of APC in the cervical
cancer cell lines CaSki, SiHa, HeLa and C33A (Fig. 2). None
of the known “hot-spots’ in codons 1061, 1338 and 1450 were
mutated, the most common sites of mutation in colorectal
cancers (18). The mutation at codon 1338 (CAG/TAG) in
SW480 cell line was detected (Fig. 2). confirming the single
base specificity of the sequence analysis detection level. These
results suggested that APC mutations are not responsible for
the B-catenin accumulation observed in the cervical cancer
cell lines analyzed.

Methylation of the APC gene promoter 1A in cervical cancer
cell lines and biopsies. It has been demonstrated that APC
downregulation may be associated with epigenetic rather
than genetic alterations in other tumor cell types (19.20). To
investigate that possibility, the methylation status of the APC
gene promoter 1A in cervical cancer cell lines was analyzed
by MSP. The gastric cancer cell line KATOIII, which exhibits
bi-allelic methylation (12) and HFF, without methylation,
were used as positive and negative controls, respectively. The
APC gene promoter 1A did not exhibit DNA methylation at
CpG dinucleotides in the C33A. HeLa and SiHa cell lines.
However, CaSki cells demonstrated heterozygous signals,
indicating methylated and unmethylated alleles of the APC
gene promoter 1A (Fig. 3A).

To further investigate a possible association between the
methylated status of the APC promoter, the levels of expression
of fi-catenin or its aberrant localization and HPV infection, the
same MSP analysis was applied to a small group of biopsies
from tumors of the uterine cervix. Different samples, with
variations in the delocalization/accumulation of fi-catenin and
the types of HPV (HPV-16 or -18), were analyzed (7). Notably,
the MSP results demonstrated that methylated alleles (homo-
zyeous) or unmethylated/methylated alleles (heterozygous) of
the APC gene promoter 1A were only amplified in cervical
tumor samples that exhibited abnormal subcellular localization
of fi-catenin and were infected by the HPV16 type (Fig. 3B).
These observations indicated a clear association between
the methylation status of the APC gene promoter 1A and
the abnormal localization of p-catenin observed in cervical
carcinoma specimens infected by HR-HPVI16.

APC expression and Aza/TSA treatment. To determine how
the methylation patterns of APC gene promoter 1A identified
1in certain cervical cancer cell lines may affect APC transcript
levels, their abundance was examined by quantifying exon
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Figure 1. fi-catenin expression and transeriptional activity in cervical cancer
cell lines. (A) fi-catenin protein was determinate by western blot analysis.
An anti-fi-actin antibody was used as the control for total protein loading.
(B) Cell lines were transfected with TOPFLASH or FOPFLASH luciferase
reporter construets. Lueiferase activity was determined in triplicate and the
results are expressed as TOP/FOP correlation mean + standard deviation for
independent triplicate cultures. Significant induction of fj-catenin activity
("P<0.05; "P<0.001) was calculated using an one-way analysis of variance
and Tukey's multiple comparisons test. Top, TOPFLASH; Fop, FOPFLASH.

15 of APC by RT-PCR analysis. Abundant APC transcript
expression in C33A, SiHa and Hela cell lines and HFF was
identified where the APC promoter 1A was not methylated.
whereas the KATOIII cell line, which demonstrated bi-allelic
methylation, exhibited undetectable levels of APC mRNA.
As expected, a marked reduction of APC transcripts in CaSki
cells, which presented a heterozygous methylation pattern,
was 1dentified (Fig. 4A). These observations indicated that
methylation of the APC gene promoter 1A led to the repres-
sion of APC expression. To further confirm this role of the
methylation of APC gene promoter 1A in the transcriptional
repression of the APC gene, KATOIII cells carrying fully
methylated APC alleles and all cervical cancer cell lines
were treated with the DNA methyltransferase inhibitor, Aza,
together with TSA. Following treatment, the KATOIII cells
demonstrated high levels of APC transeripts, a result associ-
ated with the demethylation of APC gene promoter 1A and
the chromatin remodeling by histone acetylation (13). Of note,
CaSki cells also demonstrated a marked increase in APC
transcript expression following treatment (Fig. 4B), whereas
the HFF, C33A. SiHa and HeLa cells did not demonstrate
changes in APC expression levels. Taken together, these
results highlighted that the levels of APC gene expression
were negatively regulated by the methylation status of the
promoter 1A 1n CaSki and KATOIII cells.

[-catenin expression and Wnt signaling pathway activity.
It was observed that low levels of APC were linked to the
methylation status of its promoter 1A. Since APC 1s a direct

11D
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Figure 2. Sequence analysis of the APC gene. The APC mutation cluster regions from Hela, CasKi, SiHa, C33A and SW480 cells were amplified by poly-

merase chain reaction and sequenced. The histogram from the codons 1335 to

1339 are shown as representative results of the sequence analysis with a mutation

at codon 1338 (CAG/TAG) in the control SW480 cells. APC, adenomatous polyposis coli.
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Figure 3. Hypermethylation analysis of APC gene promoter 1A. Methylation-

specific PCR analysis were performed to determine APC promoter 1A methyla-

tion patterns in (A) cervical cancer cell lines and (B) biopsies. The DNA was treated with sodium bisulphite and PCR-amplified with primer pairs specific

for unmethylated (108 bp) and methylated (98 bp) APC gene promoter 1A al
specimens is depicted as the specific HPV type present (16/18) or negative (-).

lleles. The PCR. products were separated on an agarose gel. The HPV status of
The status of fi-catenin is depicted as altered (+) or normal (-). KatelII cells were

included as positive control. APC, adenomatous polypesis coli; PCR, polymerase chain reaction; bp, base pair; HPV, human papilloma virus; U, unmethylated:

M, methylated.

regulator of f3-catenin, it was hypothesized that the reactivation
of APC gene expression may lead to a reduction in fi-catenin
accumulation and a decrease in Wnt signaling pathway
activity. To test this hypothesis, the expression of endogenous
p-catenin and the expression of two [i-catenin/TCF complex
target genes in CaSki cells were evaluated prior to and
following treatment with Aza and TSA. Prior to treatment,
CaSki cells demonstrated abundant fi-catenin protein levels,
while following treatment; the f-catenin levels were signifi-
cantly reduced. Consistently, alterations in [}-catenin protein
expression levels were observed in KATOIII cells, prior to and
following treatment with Aza and TSA. In HFF, the negative
control, the [i-catenin protein levels did not alter following
treatment (Fig. 5A). To further confirm the link between the
presence of high f-catenin levels and high p-catenin/TCF
complex activity, RT-PCR analysis was used to evaluate the
expression of VEGF and MMP-7, two well-known target
genes of the Wnt canonical pathway. The VEGF and MMP-7
mRNA levels were notably reduced following treatment in

CaSki and KATOIII cells, while no alteration was observed
in HFF (Fig. 5B). Taken together, these results confirmed that
the methylation of the APC gene promoter 1A 1n CaSki cells
had a direct effect on the expression of f-catenin and on the
activity of the p-catenin/TCF complex. leading to increased
levels of at least two Wnt target genes: VEGF and MMP-7.
This suggested that this epigenetic modification of the APC
gene promoter 1A may directly contribute to the expression of
‘Wat signaling pathway target genes involved in tumor growth
and invasion.

Discussion

It has been widely accepted that abnormal activation of the
‘Wnat signaling pathway leads to the stabilization and accumu-
lation of [i-catemin in the cytoplasm. then to its translocation
to the nucleus, where it promotes the transcription of multiple
genes involved in tumor growth and invasion (2,21,22). In
certain types of cancer, including colorectal and hepatocellular
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Figure 4. Analysis of APC gene expression in cervical cancer cell lines. (A) The expression of the APC gene in cancer cell lines was analyzed by RT-PCR.
(B) The effect of the demethylating agents DAC (3 M) and TSA (0.5 M) on APC gene expression was measured by RT-PCR in cancer cell lines. Expression
of fi-globin mRNA was assessed in all samples as the control. The PCR products were separated on an agarose gel. APC, adenomatous polyposis coli; RT-PCR,
reverse transcription-polymerase chain reaction; DAC, decitabine; TSA, trichostatin-A; bp, base pair.
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Figure 5. f}-catenin repression and Wnt pathway activity. (A) B-catenin protein levels were determined by western blot analysis in CaSki, KatolIl and HFF
cells prior to and following treatment with DAC (3 M) and TSA (0.5 Mm). An anti fi-actin antibody was used as the control for total protein loading.
(B) VEGF and MMP-7 mRNA levels were analyzed via RT-PCR in CaSki, KatolII and HFF cells prior to and following treatment with DAC (3 uM) and TSA
(0.5 uM). The expression of f-globin mRNA was assessed in all samples as the control. The PCR products were separated on an agarose gel. HFF, human

foreskin fibroblasts; DAC, decitabine; TSA, trichostatin-A; VEGF, vascular endothelial growth factor; MMP-7, matrix metalloproteinase-7; RT-PCR, reverse
transeription-polymerase chain reaction; bp, base pair.

carcinomas. deregulation of this pathway occurs almost
invariably through mutation of the two key regulators: APC
and f-catenin. These mutations lead to the reduced regula-
tory activity of APC and enhanced protein stability of
B-catenin, respectively (23.24). No mutations in CTNNB1

117/

(B-catenin gene) have yet been detected in cervical neoplasia
or cancer-derived cell lines (8,9). Therefore, the present study
aimed to identify mutations in the APC gene. However, no
significant mutations were observed at the ‘hot-spot’ codons
(1061, 1338 and 1450) within the MCR, the most common site
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of alterations that usually lead to a truncated protein lacking
[-catenin binding and regulation sites (25).

A number of studies have suggested aberrant methylation
1n promoter regions as an epigenetic mechanism leading to
the deregulation of tumor suppressor genes. Esteller et al (16)
first demonstrated the mono- or bi-allelic methylation of APC
gene promoter 1A in tumors of the gastrointestinal tract.
including colon, gastric, pancreatic, esophageal and hepatic
carcinomas. Subsequent studies have detected a similar status
of promoter 1A methylation in several cancers, although 1n
gastric cancer it has been identified with particularly high
frequencies, 1n >50% of the cases (12.13.26). Fu et al (27)
suggested that the hypermethylation of APC gene promoter
1A led to moderate activation of Wnt signaling pathway in
colorectal cancer, instead of the usual mutations involving
the APC and fi-catenin genes. In apparent contradiction
with these results, studies in cervical cancer samples have
reported a great diversity in the APC gene promoter 1A meth-
ylation status (28,29), although none evaluated the association
between APC promoter methylation, APC gene expression
and the aberrant activation of the Wat signaling pathway. To
reconcile these data, the methylation patterns of the APC gene
promoter 1A were evalvated in cell lines and biopsies from
cervical cancer. in order to determine the frequency of this
epigenetic regulation. These samples exhibited different levels
of accumulation/delocalization of fi-catenin and were either
infected by HR-HPV type 16 or 18. The results demonstrated
that the methylation frequency ranged from 1/4 (25%) to 3/9
(~33%) 1n cell lines and biopsies, respectively. These results
are 1n confiict with a previous report, which demonstrated a
90% frequency of APC promoter 1A methylation 1n biopsies
from cervical cancer (30). However, the results of the present
study are comparable to other studies, which have proposed
that the methylation of the APC promoter 1A, analyzed by
MSP or by quantitative MSP. 1s not as common 1n cervical
cancer cells, ranging between 12 and 35% (31-33). Notably.
the results of the present study indicated a strong correlation
between the methylation status of the APC gene promoter 1A
and the delocalization/accumulation of fi-catenin observed in
biopsies that were infected by HPV16. Furthermore. alleles
of APC promoter 1A which were completely unmethylated
(homozygous) were observed in C33A (HPV negative), and
HeLa cells (HPV18). The mechanism through which HPV16
promotes Wnt signaling requires further investigation.
However, knocking down HPV16 E6/E7 reduced the Wnt
signal in CaSki (HPV16) cells, while overexpressing HPV16
E6 and/or E7 increased the Wnt signal in C33A cells (34).

To confirm the role of the methylation of promoter 1A in the
transcriptional regulation of the APC gene, APC gene expres-
sion was examuned over the same panel of cervical cancer cell
lines. The results demonstrated no significant difference in
APC transcript levels 1n C33A, SiHa and Hela cell lines when
compared with HFF. where the APC gene promoter 1A was
not methylated. The absence of APC mRNA in the KATOIII
cell line, which presented bi-allelic hypermethylation, was
confirmed (12), and it was identified that CaSki cells, which
demonstrated a heterogeneous methylation pattern, exhibited
a marked reduction of APC mRNA levels. The RT-PCR
and MSP analyses thus demonstrated a correlation between
APC expression levels and the APC gene promoter 1A

methylation status in the cell lines. Additionally. since some
studies have demonstrated that the lack of expression of tumor
suppressor genes may be reversed by treatment with epigen-
etic silencing inhibitors (inhibitor of DNMT and HDAC) in
cancer cells (35.36), this strategy was employed to evaluate the
recovery of APC gene expression. The results demonstrated
a significant increase in APC mRNA levels following treat-
ment with Aza and TSA 1n CaSki cells, whereas no sigmficant
alteration was observed in C33A, SiHa and Hela cells. Similar
results were observed 1n melanoma and gastric cancer cell
lines carrying a mono- or bi-allelic methylation of APC gene
promoter 1A, in which the low or absent APC expression levels
were modified following Aza and TSA treatment, leading to its
active transcription and recovery of APC expression (13.37).
These results indicated that the presence of promoter meth-
ylation suppressed APC gene transcription and contributed
to mactivating the APC tumor suppressor function in CaSki
cells.

Conversely, previous studies with human cervical
carcinoma samples observed an abnormal accumulation/delo-
calization of fi-catenin, which constitutes a hallmark of the
activated Wnt pathway (7.8). The present study confirmed
through western blot analyses and luciferase reporter assays
that the abnormal expression of fi-catenin 1s associated. 1n a
concentration-dependent manner. with the transcriptional
activity of the p-catenin/TCF complex in CaSki, SiHa and
HeLa cervical cancer cells infected with HR-HPV16 or 18.
In CaSki cells (HPV16), with the greatest i-catenin expres-
sion, the strongest transcriptional activity was observed,
whereas neither expression of fj-catenin. nor B-catenin/TCF
transcriptional activity was observed in non-HPV infected
C33A cervical cancer cells (38,39). To determine the role of the
APC promoter methylation in the regulation of Wnt/f-catenin
signaling, the expression of endogenous fi-catenin and the
expression of f-catenin/TCF complex target genes were evalu-
ated following treatment with Aza and TSA. In CaSki cells,
a reduction of fi-catenin levels was observed, in addition to a
decrease 1n the transcripts of two f-catenin/TCF target genes,
VEGF and MMP-7. These results suggested that stimulating
the expression of the APC gene via treatment with epigen-
etic silencing inhibitors reduced the abnormal activation of
the Wnt pathway in CaSki cells. This conclusion is further
supported by a study from Svedlund er al (40), which demon-
strated that the treatment of a primary PC cell culture with
the DNA hypomethylating agent Aza induced APC expres-
sion and reduced fi-catenin levels. Taken together, these data
suggested that the re-expression of the APC gene in CaSki
cells appears to be sufficient to assemble a functional complex
of Axm/PP2A/GSK-3/CK1/APC, capable of phosphorylating
the fi-catenin protein, eventually leading to its degradation and
switching off the Wnt/p-catenin signaling pathway (41).

In conclusion, the present study proposed that methyla-
tion-dependent silencing of the APC gene promoter 1A 1s a
mechanism that contributes to the activation of Wnt signaling
pathway in cervical cancer cells infected by high risk HPV16.
The reduction of APC levels induced by hypermethylation
of the APC gene promoter 1A rather than direct mutations
in the APC or f-catenin genes, leads to accumulation of
fi-catenin, which in turn increases the Wnt/f-catenin tran-
scriptional activity. This mechanism may lead to an increase
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