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“Nuestra recompensa se encuentra en el esfuerzo y no en el resultado. Un esfuerzo
total es una victoria completa”

Mahatma Gandhi

“En el mundo interdependiente de nuestro tiempo, los individuos y las naciones ya
no son capaces de resolver por si mismos muchos de sus problemas. Nos
necesitamos los unos a los otros, Necesitamos desarrollar un sentido de
responsabilidad universal. Es nuestra responsabilidad individual y colectiva
proteger y nutrir a la familia mundial, apoyar a sus miembros mas débiles y
preservar y cuidar el medio ambiente en el gue vivimos.”

Dalai Lama
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TET 6-carboxi-tetracloro-fluoresceina

Tm Temperatura de desnaturalizacion del ADN
U Unidades

UANL  Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
uv Rayos Ultravioleta
VIC 2'-cloro-7'-fenil-1,4-dicloro-6-carboxifluoresceina

X Cromosoma X
XX Cariotipo femenino
XY Cariotipo masculino
Y Cromosoma Y

pL /mL - Microlitros por mililitro
ug microgramos
ACt Cambios en el Ciclo umbral o thershold cycle
AACy;  Cambios en el Ciclo umbral o thershold cycle con respecto a un control
ARN  Cambios en el nivel de fluorescencia

Ywcheft Cuarants Wfonm'lj ixX



SOBRE-EXPRESION DE LOS GENES HOX 470 TRANSCRITO 2 A11 Y 813 EN
TEJIDOS OVARICOS CON PATOLOGLA MALIGNA ‘W‘)
- d

1. RESUMEN

En México el cancer de ovario ocupa la tercera causa de enfermedad neoplésica en
mujeres; se diagnostica en estados avanzados en la mayoria de las pacientes, por lo que
lo hace el cancer mds letal de tipo ginecoldgico ya que no presenta una lesion precursora
y en la actualidad no existen marcadores especificos ni sensibles para su diagndstico. En
los tltimos afios se ha encontrado que los genes HOX, una familia de genes que
controlan el patron de desarrollo del eje craneocaudal en el embrion, se encuentran
asociados a neoplasias hematopoyéticas, linfoproliferativas (leucemias y linfomas) y
tumores malignos sdlidos incluyendo, pulmon, mama, colén, cervicouterino y
recientemente ovario. En el cancer de ovario se ha encontrado la expresion de los genes
HOX: A7, 9, 10, 11, B7 y Bl3 relacionados con subtipos del carcinoma epitelial de
ovario y con su grado de diferenciacion. Debido a que el estudio de los genes HOX A9,
10, 11 se realizé con modelos animales murinos y en lineas celulares, el objetivo de este
proyecto consistié en analizar la expresion in vive de los genes HOXA7, 49, A10, All,
B7y Bli3 en muestras de tejido de ovario normal, con patologia benigna y maligna.

La expresion de los genes HOXA7, A9, A10, Al1, B7 y Bl3 se analiz6 mediante PCR
punto final en 17 muestras de tejidos ovaricos que incluyeron seis muestras con
patologia maligna y once muestras de tejido normal (n=5) y patologia benigna (n=6).
Ademas, en estas muestras se cuantificé la expresion relativa de HOAXB/3 mediante PCR
tiempo real. Para llegar a este propdsito se llevo a cabo la estandarizacién de las
condiciones de la RT-PCR punto final en las lineas celulares SiHa, MCF-7 y en el tejido
de placenta. Asimismo, la estandarizacion de la amplificacién mediante PCR tiempo real
del gen HOXBI3 se realizd en la linea celular SiHa. Finalmente, estas condiciones se
utilizaron para el analisis de la expresion de los genes HOX en tejidos ovaricos con y sin
patologia maligna. Los resultados obtenidos en los tejidos ovaricos mostraron que no
existen diferencias significativas en la expresion de los genes HOXA7, A9, AI0
transcrito 1 y B7 en tejidos de ovario con y sin patologia maligna. Sin embargo,
interesantemente se observo la expresion diferencial en tejidos ovéricos con patologia
maligna comparados con Jos no malignos de los genes HOXA10 transcrito 2 (p=0.0427),
HOXA1l (p=0.0427) y HOXB13 (p=0.0006). La sobre-expresion del gen HOXBI3 se
confirmo en las muestras de ovario con patologia maligna (p<0.05) mediante PCR
tiempo real, lo que permite postular que este gen podria estar involucrado en el
desarrollo de neoplasias malignas ovaricas.

Estos resultados abren un panorama de la expresion de los genes HOX in vivo en
cancer de ovario, para analizar la expresién del gen HOXBI3 en un mayor nimero de
muestras de cancer de ovario, mediante estrategias que permitan examinar la posibilidad
de utilizar a HOXBI3 como biomarcador molecular diagnéstico. Asi mismo, se puede
analizar la expresion relativa de HOXA10 transcrito 2 y HOXA1] con PCR tiempo real
en las muestras de tejido ovarico normal, con patologia benigna y maligna.
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2. INTRODUCCION

En Meéxico nos encontramos ante dos grandes transiciones epidemiologicas:
demogrifica y en salud, por lo que aun teniendo problemas de salud del tercer mundo,
las principales causas de morbimortalidad son patologias del primer mundo, dentro de
las cuales encontramos enfermedades cardiovasculares, accidentes, cancer vy
enfermedades crénico-degenerativas. En nuestro pais el céncer de ovario ocupa la
tercera causa de enfermedad neoplasica en mujeres; éste se¢ diagnostica en estadios
avanzados en la mayoria de las pacientes, a diferencia del cancer de mama y
cervicouterino en donde se han establecido normas para el diagnéstico temprano que
incrementan la esperanza y la calidad de vida. Actualmente, se dificulta el diagnéstico
del cdncer de ovario en las etapas tempranas debido a la falta de marcadores tumorales
especificos y sensibles. Ademds, el diagnostico y la estadificacion del tumor se lleva a
cabo mediante ultrasonido vaginal y laparotomia exploradora, y el marcador tumoral que
se utiliza para el diagnéstico de cancer de ovario es el CA125, el cual no es muy util
para el diagnéstico debido a su baja sensibilidad y especificidad. Esto dificulta el
diagnostico oportuno y adecuado que es indispensable para la eleccion del tratamiento y
la respuesta a éste del tumor. El diagnostico en etapas avanzadas y el pobre pronéstico
de las pacientes se debe a la falta de conocimiento acerca del desarrollo a nivel
molecular del cancer de ovario, en los diferentes subtipos histologicos. Debido a lo
anterior, ¢l estudio a nivel molecular para dilucidar los mecanismos de desarrollo del
céncer de ovario serd de gran imporiancia, ya que permitirin establecer marcadores
moleculares para su diagndstico temprano asi como para mejorar el pronéstico.

En los ultimos afios se ha encontrado que los genes HOX, una familia de genes
homeodominio los cuales controlan el patrén de desarrollo del eje craneocaudal en el
embrién, se encuentran asociados a neoplasias hematopoyéticas, linfoproliferativas
(leucemias y linfomas) y tumores malignos solidos incluyendo, pulmén, mama, colon,
cervicouterino 'y recientemente ovario. En el céncer de ovano se ha encontrado la
expresion de los genes HOX: A7, 9, 10, 11, B7 y Bl3 relacionados con subtipos del
carcinoma epitelial de ovario y con su grado de diferenciacion. Debido a que el estudio
de los genes HOXA9, 10, 11 se realizé con modelos animales murinos el objetivo de este
proyecto consistié en analizar la expresion in vivo de los genes HOXA7, A9, 410, 411,
B7y BI3, en muestras de tejido normal, con patologia benigna y maligna de ovario. La
amplificacién de los genes AOX se correlacionara con el diagnéstico histopatologico de
los tumores y el anélisis de estos resultados nos permitira correlacionar la expresion
génica con la expresién clinica y el probable pronédstico de estos tumores.
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2. HIPOTESIS

Las muestras de tejido ovdrico con y sin patologia maligna analizadas expresaran
los genes HOXA7, 9, 10, 11, B7 y B3 en correspondencia con el subtipo histolégico
del tumor y su expresion clinica.
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4. OBJETIVOS

4.1, Objetivo General

Analizar la expresion in vivo de los genes HOX 47, 9, 10, 11, B7 y BI3 en
muestras de tejido ovérico con y sin patologia maligna.,

4.2. Ohjetivos Especificos

1.- Estandarizar la extraccion d¢ RNA y RT-PCR para la amplificacion de los genes
HOX en las lineas celulares y placenta humana utilizados como controles positivos.

2.- Amplificar mediante RT-PCR de la expresion de los genes HOX 47, 9, 10, 11, B7 y
B13 en tejido con patologia maligna de ovario.

3.- Detectar la amplificacion de la expresion de los genes HOX A7, 9, 10, 11, B7 y B13
en tejido de ovario sin patologia maligna.

4.- Analizar la correlacion de la expresion de los genes HOX en tejido de ovario con y
sin patologia maligna.

5.- Estandarizacion de la cuantificacion de la expresion del o los genes HOX mads
relevantes en la linea celular SiHa.

6.- Cuantificacién de la expresion del o los genes HOX mds relevantes en tejido de
ovario con y sin patologia maligna.

7.- Correlacion de Ja expresion del o los genes HOX mas relevantes mediante PCR
tiempo real y punto final.
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5. ANTECEDENTES

5.1. Ovario normal
5.1.1. Anatomia y Fisiologia del ovario normal adulto

En las mujeres nuliparas (que ain no han tenido hijos), los ovarios son unos
pequeiios 6rganos ovalados, de color rosa o blanco que miden aproximadamente 3 em de
largo, 1.5 cm de ancho y 1 cm de espesor. La superficie de los ovarios es lisa antes de la
pubertad, pero luego por el proceso de ovulacion se va deformando (Moaore, 1997). Se
encuentran situados en las cavidades pélvicas laterales derecha e izquierda y poseen dos
funciones principales: 1) Son el origen de los évulos maduros y 2) Son 6rganos
endocrinos productores de las hormonas esteroides que preparan el endometrio para la
concepcion y mantienen el embarazo en caso de producirse la fertilizacidn. La superficie
del ovario esta cubierta por una capa epitelial simple de tipo cibico o cilindrico bajo. El
epitelio se continla con el del peritoneo pélvico aunque estas células difieren
estructuralmente de las células mesoteliales peritoneales: Las células epiteliales
superficiales presentan abundantes microvellosidades superficiales y algunos cilios; son
ricas en mitocondrias y presentan pequeiias vesiculas de pinocitosis asociadas con la
base de algunas microvellosidades. Las células epiteliales superficiales apenas sufren
modificaciones durante el ciclo menstrual, pero suelen alargarse durante el embarazo.
Ademas, presenta una membrana basal desarrollada (la tunica albuginea) que separa las
células superficiales del tejido ovérico subyacente en el ovario maduro.

El ovario puede dividirse en tres componentes: hilio, médula y corteza externa
(Figura 1). El hilio ovarico es la via a través la cual los vasos sanguineos y linfaticos
entran y salen del ovario; ademas, contiene vestigios del conducto de Wolf embrionario
y grupos de células hiliares. La médula del ovario contiene acimulos de células
estromales idénticos a los que forman la mayor parte de la corteza. La corteza ovérica
tiene un estroma de sostén y estructuras productoras de gametos y sus derivados. El
estroma cortical del ovario tiene las funciones de proporcionar un soporte estructural
para los ovulos en desarrollo, da origen a la teca interna y extemna alrededor de los
foliculos en desarrollo y segrega hormonas esteroideas (Stevens, 2006).
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Figura 1. Fotografia microscipica del ovario. Microscopia de luz 10X del
ovario que muestra los componentes en los que se divide el ovario: Corteza (C),
Médula (M), Hilio (H). La foliculogenesis s¢ lleva a cabo en la corteza en donde
s¢ puede observar los espacios quisticos (Flechas).

Como se observa en la Figura 2, la gametogénesis esta intimamente ligada a la
secrecién hormonal del hipotalamo, hipdfisis y del mismo ovario. Al comienzo del ciclo,
los niveles de la hormona foliculo estimulante o FSH (acrénimo del inglés Follicle-
Stimulating Hormone) y la hormona Luteinizante LH (acrénimo del inglés luteinizing
hormone) son relativamente elevados, por la caida de los estrégenos y la progesterona al
final del ciclo anterior, por lo que estimulan el desarrollo de entre 10 y 20 foliculos, que
producirdn la maduracion de un tUnico foliculo (dominante), mientras que el resto
presentard atresia. Los niveles estrogénicos comienzan a aumentar al ir produciéndose el
desarrollo folicular. A medida que el foliculo aumenta de tamafio se van produciendo
acumulaciones liquidas localizadas entre las células de la granulosa y van confluyendo
para dar lugar a una cavidad central llena de liquido que recibe el nombre de antro, y que
transforma el foliculo primario en un foliculo de Graf. Al mismo tiempo, que la
maduracion folicular, hay un aumento progresivo en la produccién de estrégenos por las
células de la granulosa del foliculo en desarrollo (Fase folicular: dias 1-14). Este
aumento alcanza un méximo de 18 horas antes de la ovulacién.

Wchelt Cuaranta Mom'qy 6



SOBRE-EXPRESION DE LOS GENES HOX 410 TRANSCRITO 2. 471 ¥ 813 EN
TEJIDOS OVARICOS CON PATOLOGIA MALIGNA W
-~ d

8 8 & 8

Gonadotrofinas

Concentracién en el plasma (unidades arbirarias)
)

rg
3
iiioh \‘0' ® @ ? CROSREE B

Espesor | T
e .t“l i 1

AN

Dia 1 s 10 25 28 S

Tomada de http://www.educa aragob.es/iescarin/depart/biogeo/varios/BiologiaCurtis/Seccion%207/7%20-
%20Capimio%2050.htm

Figura 2. Diagrama esquemsdtico de la ovulacién. En esta figura se representan los mveles hormonales de
hormonas gonadotroficas y esteroideas, su relacién con el proceso de ovulacion y el espesor del tejido endometrial
y el dia del ciclo menstrual en que ocurren estos cambios. El mcremento final de la concentracion de estradiol es el
responsable del aumento en la hormona LH, a las 18 horas de este pico se produce la ovulacion.

La ovulacién (dia 14) se asocia a un crecimiento rapido del foliculo, que da paso
a su protrusion desde la superficie de la corteza ovérica y a su rompimiento, con
extrusion del ovocito y del ciimulo o6foro adherido. Se cree que el incremento final en
la concentracién de estradiol es el responsable del aumento de LH y del menor grado de
FSH en la mitad del ciclo. Antes de la ovulaciéon se observa una caida brusca de los
niveles de estradiol y un aumento en la produccién de progesterona. La ovulacion
aparece a las 18 horas del pico de LH. El resto del foliculo que queda en el ovario es
atravesado por capilares y fibroblastos de la teca y tiene lugar la luteinizacion de las
células de la granulosa y el conjunto de estas estructuras forman el cuerpo luteo (Fase
luteinica: dias 15-28). Este es la fuente principal de hormonas esteroideas sexuales,
estrogenos y progesterona, secrctadas por el ovario en la fase postovulatoria. La
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consiguiente caida en los niveles de hormonas esteroideas hace que las concentraciones
de gonadotropinas aumenten y se inicie el siguiente ciclo (Drife 2005).

5.1.2. Embriologia de las génadas
5.1.2.1. Desarrollo de las gonadas indiferenciadas

Aunque el sexo cromosémico y genético de un embrién se determina en la
fecundacion por el tipo de espermatozoide que fecunda al 6vulo, las caracteristicas
morfologicas masculinas y femeninas inician su desarrollo a la séptima semana. Los
aparatos genitales iniciales en los dos sexos son similares en consecuencia, el periodo
inicial del desarrollo genital suele denominarse etapa indiferente del desarrollo sexual.
Las gonadas (testiculos y ovarios) derivan de tres fuentes: el mesotelio, (epitelio
mesodérmico) que recubren la pared posterior del abdomen, el mesenquima subyacente
y las células germinales primordiales (Moore 1995).

5.1.2.2. Cuarta semana de gestacion

En el inicio de la cuarta semana las células sexuales primitivas esféricas y
grandes se observan entre células endodérmicas del saco vitelino, cerca del origen del
alantoides. Durante el plegamiento del embrién, se incorpora en éste la parte dorsal del
saco vitelino. A medida que ocurre, las células germinales primordiales migran a lo
largo del mesenterio dorsal del intestino caudal hacia los rebordes gonadales como se
ilustra en la figura 3A (Moore 1995).

5.1.2.3. Quinta semana de gestacién

Las etapas iniciales del desarrollo gonadal ocurren durante la quinta semana,
cuando se desarrolla un drea de epitelio mesodérmico se engruesa el lado medial del
mesonefros. La proliferacion de este epitelio y del mesénquima subyacente producen un
abultamiento en el lado medial del mesonefros, que se conoce como reborde gonadal.
Pronto crecen hacia el mesénquima subyacente cordones epiteliales similares a dedos
que se denominan cordones sexuales primarios ahora la génada indiferente consiste en
una corteza externa y una médula interna.

En embriones con complejo cromosémico sexual XX, normalmente la
corteza de la génada indiferente se diferencia hacia un ovario y la médula desaparece.
En embriones que tienen XY, la médula se diferencia hacia un testiculo y la corteza
desaparece, con excepcion de los remanentes inguinales (Figura 3B).

5.1.2.4. Sexta semana de gestacion
En la sexta semana, como se¢ puede observar en la Figura 3C las células

germinativas primordiales penetran en el mesénquima subyacente y se unen con los
cordones sexuales primarios.
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Figura 3.- Diferenciacién gonadal masculina y femenina. Este diagrama
muestra la morfologia de la diferenciacién gonadal masculina y femenina
en la cuarta, quinta y sexta semana de gestacion respectivamente (A, B y
Q).

5.1.2.5. Determinacion del sexo

El sexo cromosoémico y genético se establece en la fecundacion y depende
del espermatozoide que lleva X o Y. Para el desarrollo del fenotipo femenino se
requieren los dos cromosomas X. Los diversos genes y regiones del cromosoma X
tienen acciones especiales en la determinacion del sexo (Moore 1995).

El cromosoma Y tiene un efecto determinante de testiculos en la médula de la
gonada indiferenciada conocido como Factor Determinante de Testiculos (FDT). El FDT
es el que motiva la diferenciacion testicular. Bajo la influencia de este factor de
organizacién se diferencian los cordones sexuales primarios en tibulos seminiferos. La
ausencia de un cromosoma Y origina la formacion de un ovario; en consecuencia, el tipo
de complejo cromosémico sexual que se establece en la fecundacién determina las
caracteristicas de la génada que se diferencia a partir de la génada indiferente (Figura 4).
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Figura 4. Factores implicados en la diferenciacién sexual del aparato genitourinario. La
figura muestra la diferenciacion sexual del aparato genital a partir del producto del gen SRY.

Ue manera posterior, 1as gonaaas que se desarroliaron establecen et tipo de
diferenciacién sexual que ocurre en los conductos y genitales externos. La testosterona
que producen los testiculos fetales es el andrégeno, el cual determina la masculinidad.
La diferenciacion sexual femenina primaria en el feto no depende de hormonas, incluso
ocurre en ausencia de ovarios y al parecer no hay influencia hormonal alguna.

Al parecer la pérdida de un cromosoma X no interfiere con la migracién de
las células germinativas primordiales hacia los rebordes gonadales, debido a que se
observan algunas de estas células en las génadas fetales de mujeres 45 X, sin embargo,
para que se lleve acabo el desarrollo completo de los ovarios se requieren los dos
cromosomas X (Moore 1995).

5.1.2.6. Desarrollo de los ovarios

En embriones femeninos 46 XX, el desarrollo gonadal es lento. Los
cromosomas X llevan genes para el desarrollo de ovarios, pero al parecer la
organogénesis ovdrica tiene un gen autosémico también. De manera histolégica, el
ovario no se identifica hasta casi la décima semana. Los cordones sexuales primarios no
se tornan prominentes pero se extienden hacia el interior de la médula y forman una red
ovarica rudimentaria. Normalmente, esta estructura y los cordones sexuales primarios se
degeneran y desaparecen.
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Durante el periodo fetal temprano los cordones sexuales secundarios, que a
menudo se denominan cordones corticales, se extienden del epitelio superficial del
ovario en desarrollo hacia ¢l mesénquima subyacente, este epitelio deriva del mesotelio.
A medida que los cordones corticales aumentan de tamario, se incorporan en ellos
células germinativas primordiales. Alrededor de la semana 16, estos cordones
comienzan a romperse en grupos celulares aislados para constituir foliculos
primordiales, cada uno de los cuales estad formado por una ovogonia que deriva de una
célula germinativa primordial rodeada por una capa aislada de células foliculares
aplanadas, derivadas a su vez de un cordén cortical. Durante la vida fetal ocurre mitosis
activa de ovogonias, por lo que se producen miles de estas células germinales primitivas.
Después del nacimiento no se forman ovogonias. Aunque antes de nacer se degeneran
muchas de estas, los 2 millones que permanecen se desarrollan hasta constituirse en
ovocitos primarios antes del nacimiento.

Después de nacer, el epitelio superficial del ovario se aplana en una capa de
células que se continta con el mesotelio del peritoneo en el hilio del ovario. El epitelio
superficial suele denominarse “epitelio germinal”. En la corteza, el epitelio superficial
esta separado de los foliculos por una capsula fibrosa delgada, la tinica albuginea. A
medida que el ovario se separa del mesonefros en regresion, queda suspendido por su
mesenterio, el mesoovario.

5.2. Cancer de ovario
5.2.1. Epidemiologia del cancer de ovario

Los carcinomas ovaricos epiteliales constituyen el 80 a 90% de todas las
enfermedades malignas del ovario. En Estados Unidos las tasas de incidencia se acercan
a 12-15 por 100,000 para mujeres de raza blanca. En México constituye la tercer causa
de enfermedad neoplasica maligna, con el 3.8% y 8.8% del total de las neoplasias segin
el Instituto Nacional de Cancerologia de México (Mohar ef al., 1997) y el Hospital de
Ginecoobstetricia del Centro Meédico Nacional de Occidente (Mun et al., 2003)
respectivamente. El tipo histolégico que predominé fue el tipo seroso con el 51.65% de
los casos, seguido del mucinoso con el 23.08%. Ademas, se reportd que el estadio
clinico en el momenta del diagndstico fue en la etapa Il para el cancer de ovario.
Estudios epidemiolégicos identificaron otros factores de riesgo diferentes de los étnicos,
por ejemplo los judios Ashkenazi, tienen una probabilidad mayor de tener mutaciones en
las lineas germinales de BRCA1 o BRCA2 (Cannistra 2004). Otros factores de riesgo
que se presentan en el céncer de ovario son: edad mayor de 60 afios, una menarca
temprana, menopausia tardia, nuliparidad, infecundidad (Scott et al., 1991), antecedente
de cancer mamario o de colon y antecedente familiar de cancer ovirico, coldnico o
mamario, aunque la predisposicion genética identificable sélo se presenta en
aproximadamente 5% de las mujeres afectadas (Cannistra 2004), farmacos para la
infecundidad, disgenesia gonadal. El uso de anticonceptivos orales, el embarazo, y la
lactancia son factores los cuales reducen el riesgo del cancer epitelial de ovario (Scott er
al., 1991).
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5.2.2. Diagnéstico clinico

El cancer de ovario presenta sintomas que son inespecificos en las primeras
etapas, es por eso su dificil diagnostico, generalmente son asintomaticos y a menudo
sugieren la presencia de enfermedad abdominal alta. Los pacientes pueden referir
dispepsia, plenitud postprandial precoz, distension abdominal como el resuitado de un
aumento en la presion abdominal debido a la ascitis, sintomas del sistema urinario y del
tracto gastrointestinal debidos a la compresion tumoral o a la invasion cancerosa.
Ocasionalmente; algunos pacientes pueden presentar dolor pélvico en etapas tempranas
debido a la torsion, rotura y hemorragia ovarica. En la exploracion fisica el 30% de las
pacientes tienen hemorragia vaginal, otros signos encontrados son: ascitis manifestada
por onda liquida, ausencia de cambios de matidez y masa pélvica (Scott et al., 1991). El
diagnostico oportuno y correcto es muy importante el cual se realiza por medio de
ultrasonido transvaginal (Cannistra 2004).

El marcador tumoral que se utiliza en el cancer de ovario es el CA125 el cual no
es sensible ni especifico (Zhang et al., 2004), su utilidad real es la vigilancia del tumor
postratamiento. Para completar el diagndstico e iniciar la estadificacién se realiza una
laparotomia exploradora,

5.2.3. Estadificacion

El sistema de estadificacion del cancer de ovario corresponde al descrito por la
Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) en donde el cancer se
puede encontrar en cualquiera de los cuatro estadios como se observa en la tabla |
(Cannistra 2004). El tratamiento es la reseccion quirurgica, quimioterapia y radioterapia
postquirtrgica (Scott er al. 1991).

Tabla 1. Estadificacién para ¢l cancer epitelial de ovario (Guia de la FIGO)

Estadio Caracteristicas
1 Tumor Irmutads al ovano u
A Un ovano ¢sih involucrads st ascms, lavado pentoneal
B Ambos ovanos estin mvelucrados, sm s, lavedo parmoneal posiavo, fupturd o
locahizacion superfical.
C Asanbs, lavados peri es up o locahzacion superfical
1 Tumor ovirco con adensien pélvica
A Involucra ef utero o las trompas de Falopio
B lnvohutzra otros Stganos pelvicos (necto, vesicula bilisr, o lo pared pélvica)
C Extensién pelvica, adands de hall, dicados para ¢l estadio IC
n Tumor que mvolucra d abd: P o nédulos Imfancos
A Enfermedad mucroscopica afuera de Ja petwis, op 4 do e
B Depé: o 1guales a2 am de dimenro
Depositos mayores a2 am de diametro 0 cuando s¢ mvohucran los nodulos
Involucra organos distantes, meluyendo espano pleural o parenqumas hepanicos y

v
esplenicos
Modificado de Cannisra 2004
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5.2.4. Diagno6stico histopatolégico

La pieza quirirgica obtenida en la reseccion es sometida a cortes para
descripcion macroscdpica y microscdpica del tumor para su diagnéstico histopatolégico.
Actualmente se cree que los tumores de ovario provienen de uno de los tres tejidos
siguientes: 1) del epitelio celomico superficial que, embriolégicamente, origina el
epitelio de los conductos de Miiller, o sea, las trompas de Falopio (células serosas
cilindricas ciliadas), del revestimiento endometrial (células cilindricas, no ciliadas), o de
las glandulas endocervicales (células mucinosas no ciliadas); 2) de las células
germinales, que emigran hasta el ovario desde el saco vitelino y que son totipotenciales,
y 3) del estroma ovirico, que incluye a los cordones sexuales, que son los precursores
del dispositivo endocrino del ovario postnatal . Como suele ocurrir, existen un grupo de
tumores que no encajan en esta clasificacion y, finalmente, estan los tumores
secundarios o metastaticos, como se muestra en la tabla Il y en la Figura 5.

ORIGEN CELULAS EPITELIALES CELULA GERMINAL CORDON METASTASIS
SUPERFICIALES ftumores del epileio SEXUAL-ESTROMA EN LOS OVARIOS
superfical-calulas de & estroma)

Frecuence giobal 65-70% 15-20% 510% 5%
Proporcidn de
DLETONeS OVANCOS 90% 35% 2:3% 5%
malignas
Grupo de edad 20+ ks 0-25+ aflos Todas ias edades Vanabe
afectado
Tipos * Tumor sefoso * Teratoma * Fibroma

*» Tumor mucmoso + Desgerminoma * Tumor de ias células

» Tumor endometnowde * Tumor del seno da la granuiasa-tecs

* Tumor de cefuias claras endodanmica » Tumor de as cehdas

» Tumor de Brenner » Conocartinoma de Sertol-Leydg

» Cistoadenofibroma

Tomada de Kumar 2005

Figura S. Origen de las diversas neoplasias del ovario y algunos datos sabre su frecuencia y distribucién.
Se muestran los diversos ongenes de las neoplasias de ovario, asi como el grupo de edad, la frecuencia del
tumor y tipo de tumor.
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Tabla IL- Clasificacién de las neoplasias ovaricas (Organizacién Mundial de la
Salud de 1993)

Tomores del epitelio de superficie-estroma

Tuwmores serosos

sBenignos (cistoadenorna)
«Cistoadenoma de malignidad borderime {Imutrofe)
sMalignos (cistoadenocarcinoma $e10s0)

Tumores mucinosos, tipo endocervical y tipo intestinal

eBenignos
*Demalignidad Jumitrofe
eMalgnos

Tumores endometnioides

*Bemgnos

sDematigmdad hmitrofe

eMalignos

eEpitelial-estroma

sAdenosaoma

oTumor mesodenuco mixto (mitllenano)
¢Tumores de células claras

sBemgnos

eDemalignidad limitrofe

*Malignos

sTumores d¢ odlulas transicionales

*Tumor de Brenner

oTumor de Brenner de malignidad lmitrofe
sTumor de Brenner maligno

sCarcnoma de células transicionales (no de tipo Brenner)

Tumores de¢ los cordones sexuales-estroma

eTumores de celulas de Ja granulosa-estroma

¢Tumores de células de la granulos

¢Tumores del grupo tecoma-fibroma

sTumores de las células de Senwoli-esroma; androblastornas
o Tumor de 105 cordones sexuales con tibulos anolares
+Gianandroblastoma

s Tumores de celulas esteroxdeas (hpidicas)

Tomoresde c8ulas germinales

eTeratoma

aInmaduro

«Maduro (adulto)

#S6ldo

eQuisheo (quiste dermorde)

sMonodermco (p. €., estroma del ovario, carcinoxde)
eDisgerminoma

+Tumor del saco vitelmo (umor del seno endodermico)
eTumores muxtos de celulas germinales

Malignos, no especificados de otro modo

Céncer metastasico no ovarico (de pnmano no ovanco)

Datos de la clasificacion de la OMS (Cortesia debd Dr Robert Scully, Massachussets General Hosprtal,
oston, MA) Tomada de Kumar 2005
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5.2.4.1. Tumores del epitelio celomico superficial

Se han descrito tres tipos principales de tumores de esta clase: serosos,
mucinosos y endometrioides. Es frecuente que haya mezcla de esos epitelios en el
mismo tumor y las neoplasias formadas por estas tres clases de células van desde los
francamente benignos, y los tumores en los limites de la malignidad, hasta los que son
claramente malignos. El tamafio y estructura de estos tumores es variable; los elementos
de estos tumores pueden ser dreas quisticas (cistoadenomas), dreas quisticas y fibrosas
(cistoadenofibromas) y areas predominantemente fibrosas (adenofibromas). Aunque se
denominan epiteliales por su diferenciacion, estos tumores proceden del mesotelio
celdmico y son vestigios muy expresivos de la capacidad de este tejido para evolucionar
hacia el epitelio seroso (tubarico), endometrioide (endometrio) y mucinoso (cérvix). La
razén del predominio de estos tumores en el ovario no se conoce, pero parece tener
relacion con la incorporacion del epitelio celomico a la corteza del ovario para formar
los quistes de inclusion mesoteliales. Esta incorporacion se produce a través de la
formacién de adherencias superficiales, de atrofia acompafiada de la aparicién de
pliegues epiteliales y de reparacion de los sitios de la ovulacién (Kumar 2005).

5.2.4.2. Tumores serosos

Estas neoplasias quisticas frecuentes estan tapizadas por células cpiteliales
altas, cilindricas y ciliadas y estan llenas de un liquido seroso claro como muestra la
Figura 6. Aunque el término seroso describe acertadamente el liquido del quiste, se ha
vuelto sindnimo del epitelio de tipo tubarico de estes tumores. Las variedades sin grado
de malignidad, limitrofe (o bajo potencial maligno), tienen caracteristicas celulares de
malignidad (atipias, mitosis) y muestran mayor o menor grado de proliferacién y
estratificacion, pero no invaden el estroma. Estas neoplasias representan en conjunto el
30%, aproximadamente, de todos los tumores del ovario, alrededor del 75% son
benignos o de malignidad limitrofe, y el 25% son malignos (Kumar 2005).

La supervivencia a los cinco afios de los tumores limitrofes y malignos que
forman una masa circunscrita al ovario es del 100 y del 70 %, respectivamente,
mientras que la supervivencia a los 5 afios de esos mismos tumores cuando han
afectado al peritoneo es alrededor del 90 y del 25 %, respectivamente. Dada su
evolucién prolongada, los tumores limitrofes se pueden volver a presentar muchos
afos después, pues la supervivencia a los 5 afios no es sindnimo de curaciéon (Kumar
2005).
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Tomado de Miliokowski 2001

Figura 6.- Cistoadenocarcinoma sereso. Este tumor citolégicamente presenta epitelio
el cual reviste los espacios quisticos, esta estratificado con proyecciones micropapilares
y las células tienen atipia nuclear y existe mitosis.

5.2.4.3. Tumores mucinosos

Los tumores mucinosos representan el 25% aproximadamente, de las
neoplasias ovéricas. Aparecen principalmente a mediados de la vida adulta. Un 80%
son benignos o limitrofes, y alrededor del 15% son malignos. Los tumores mucinosos
contienen mayor nimero de quistes de tamafio variable es raro que afecten a la
superficie y la bilateralidad es menos frecuente. Los tumores mucinosos tienen
tendencia a producir masas quisticas mas grandes. A simple vista aparecen como
tumores multiloculares llenos de un liquido gelatinoso y viscoso que es rico en
glicoproteinas como se muestra a continuacion en la Figura 7.

P ERN Y

Tomado de Miliokowski 2001

Figura 7. Cistoadenocarcinoma mucinoso 10X. Este es un tumor multilocular con
proyecciones papilares que presenta un patrdn mas complejo que su homélogo benigno.

Ychelt Cuaranta 'Monrqy 16



SOBRE-EXPRESION DE LOS GENES HOX 410 TRANSCRITO 2. 4¢1 Y 813 EN
TEJDOS OVARICOS CON PATOLOGLA MALIGNA W
-~

Histolégicamente, los tumores mucinosos benignos se caracterizan por un
revestimiento de células epiteliales altas, cilindricas con mucina en el vértice y sin cilios
semejante al epitelio normal del cuello uterino o del intestino como se ilustra en la
Figura 8. Los tumores limitrofes muestran un abundante crecimiento de aspecto
glandular o papilar con atipias nucleares y estratificacion y son asombrosamente
parecidos a los adenomas tubulares o adenomas vellosos del intestino. Los
cistoadenocarcinomas contienen formaciones més solidas, con evidentes atipias de las
células epiteliales y estratificacion, desaparicion de la arquitectura glandular y necrosis,
su aspecto es analogo al del cancer de colon. La supervivencia aproximada a los 10 afios
de los tumores limitrofes en fase 1, de los tumores malignos no invasores, y de los
malignos francamente invasores es de mas del 95, 90 y 66%, respectivamente (Kumar
2005).

Tomado de Miliokowski 2001

Figura 8. Cistoadenocarcinoma mucinoso 40X. Este tumor histolégicamente muestra el
epitelio, el cual reviste los espacios quisticos, estratificado, con proyecciones
micropapilares y las células con atipia nuclear y mitosis.

5.2.4.4. Tumores endometrioides

Estos tumores constituyen un 20%, aproximadamente, de todos los canceres
del ovario. La mayoria de los tumores endometrioides son carcinomas. Con menos
frecuencia, se encuentran formas benignas: cistoadenofibromas generalmente. Se
distinguen de los tumores serosos y mucinosos por la presencia de glandulas tubulares
que tienen gran parecido con las del endometrio benigno o maligno como se aprecia en
la Figura 9. Por razones no conocidas, un 15 a 30% de los carcinomas endometrioides
se acomparian de un carcinoma endometrial y el prondstico es relativamente bueno; el
40% afectan a ambos ovarios. La supervivencia a los 5 afios es del 40 al 50% (Kumar
2005).
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Tomado de Miliokowski 2001
Figura 9. Carcinomas Endometrioides. La histologia de este tumor es idéntica a la de los
adenocarcinomas del dtero. En esta micrografia s¢ puede observar el patron glandular. Las

células que revisten las glandulas estin agrandadas, con micleos pleomoérficos e
hipercromaticos grandes.

1
-

5.2.4.5. Adenocarcinoma de células claras

El adenocarcinoma de células claras es una variedad poco frecuente de
tumor epitelial de la superficie del ovario se caracteriza por grandes células
epiteliales de abundante citoplasma claro. Como algunas veces estos tumores se
asocian a endometriosis o a carcinoma endometrioide del ovario y se parecen al
carcinoma de células claras del endometrio, se cree ahora que se forman a partir de
los conductos de Miiller y que son una variedad del adenocarcinoma endometrioide.
Los tumores de células claras del ovario pueden ser predominantemente sélidos o
quisticos. En la forma tumoral sélida, las células claras se disponen formando
laminas o tubos. En la variedad quistica, las células neoplasicas tapizan los espacios
del quiste. El porcentaje de supervivencia es, aproximadamente, del 50% cuando el
tumor esta confinado al ovario, sin embargo, estos tumores tienen tendencia a ser
agresivos y cuando se propagan mas alla del ovario, es excepcional la supervivencia
de la paciente a los § afos (Kumar 2005).

5.2.4.6. Cistoadenofibroma

Los cistoadenofibromas son variedades en las que existe una acusada
proliferacion del estroma fibroso situado bajo el epitelio cilindrico de revestimiento.
Estos tumores benignos suelen ser pequefios y multiloculares y tienen expansiones
papilares mas bien sencillas y siempre, menos complejas y ramificadas de las que se
observan en los cistoadenomas ordinarios. Pueden estar formados por un epitelio
mucinoso, seroso, endometrioide y de transicion (tumores de Brenner). Existen
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lesiones limitrofes con atipias celulares y raras formas de carcinoma focal, pero la
diseminacidn metastasica de cualquiera de ellos es sumamente rara (Kumar 2005).

5.2.4.7. Tumor de Brenner

Los tumores de Brenner son adenofibromas poco frecuentes en los que el
componente epitelial estd formado por nidos de células transicionales semejantes a las
que tapizan la vejiga urinaria. Con menos frecuencia, esos nidos contienen microquistes
o espacios glandulares revestidos por células cilindricas secretoras de mucina. Por
razones no aclaradas, los tumores de Brenner se encuentran de vez en cuando en los
cistoadenomas mucinosos como se muestra en la Figura 10 (Kumar 2005).

v v G ‘,f "7-" ey

omado de Miliokawski 2001
Figura 10. Tumores de Brenner. Este tumor se compone de nidos de células epiteliales
rodeados por un estroma de células fusiformes. Las células tienen un aspecto escamoso
con un citoplasma abundante, eosintfilo. Los nucleos son ovales con hendiduras

longitudinales, semejantes a un grano de café (flecha).

5.3. Marcadores moleculares en carcinoma de ovario

Los cambios cualitativos o cuantitativos en la expresion génica en las células
tumorales pueden explicar la produccién de ciertas moléculas, las cuales pueden ser de
utilidad para indicar malignidad en la préctica clinica, tanto en el diagnéstico, como en
el seguimiento. La deteccién de estos marcadores en las muestras de biopsias de tejido
maligno puede ser de utilidad para determinar la histogénesis de los tumores, y puede
dar un pronéstico e informacién predictiva relacionada con la biologia del tumor.

En el cancer de ovario los mejores factores prondsticos son el histotipo, grado de
diferenciacion, y la enfermedad residual después del tratamiento quirtrgico.
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Sin embargo, se ha observado que el diagnostico histopatolégico cuidadoso de un
tumor maligno de ovario, con una estadificacion clinica e histopatoldgica estricta, no
siempre nos da un prondstico acertado. Sorprendentemente, ain cuando el carcinoma de
ovario esta asociado a un mal prondstico, se puede encontrar una diversidad en el
comportamiento de los mismos. El diagnéstico de estos tumores que en general se lleva
a cabo tardiamente aunado a la observacion del comportamiento bioldgico diferente
entre los carcinomas de ovario con el mismo estadio clinico y patolégico. Debido a lo
anterior el estudio de marcadores moleculares de las biopsias de tumores es altamente
relevante para poder correlacionarlos con el prondstico del tumor y buscar un marcador
molecular que ayude a realizar el diagndstico temprano de esta patologia.

El primer marcador serologico probadoe para el cincer epitelial de ovario es el
CAI125 el cual fue descrito por Bast ef al., en 1983. El anticuerpo monoclonal murino
(OC125) el cual fue utilizado para detectar el antigeno CA125 fue obtenido después de
la inmunizacioén con la linea celular OVCA 433 (Bast et al., 1981). Actualmente esta
prueba ha evolucionado de tal forma que el antigeno CA 125 es una mezcla de
glicoproteinas con un rango de peso molecular de 200-1000 KDa. El antigeno CA125 ha
sido un marcador serologico ampliamente utilizado en la clinica, sin embargo, para
diagnéstico temprano del cancer de ovario no es sensibie ni especifico, en la actualidad
su utilidad clinica es en el seguimiento de las pacientes después de la reseccién
quirturgica del tumor (Rubin et al., 1989).

Sorprendentemente, en estudios subsecuentes en los cuales se han evaluado otros
marcadores serolégicos para detectar el cancer de ovario como: CA72-4 (Tamakoshi et
al., 1996), el factor serologico estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) descrito
por Xu ef al., en 1991, el anticuerpo monoclonal OVX1(Woolas et al., 1991) y el 4cido
lisofosfatidico (Xu et al., 1998) en combinacién con CA125 aumentan la sensibilidad
pero disminuye la especificidad en el diagndstico. Sin embargo, se continiian realizando
estudios clinicos con otros potenciales marcadores serolégicos para el cancer de ovario
entre los que se encuentran: prostatina (Mok et al., 2001), osteopontina (Kim et al.,
2002), inhibina (Robertson ef al., 2002) y la Kallikreina {Diamandis et al., 2000).

Dentro de los potenciales marcadores moleculares que se han descrito para el

cancer de ovario se han incluido a los genes HOX, principalmente aquellos que se
encuentran expresados en el tracto genital femenine (Naora et al., 2005).
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5.4. GENES HOX

Los genes HOX codifican para una serie de factores transcripcionales, lamados
homeoproteinas, que participan en el desarrollo de los organismos. Las homeoproteinas
comparten un dominio de unién al ADN llamado homeodominio (HD) el cual contiene
60 aminoacidos altamente conservados, ¥y en consecuencia reconocen secuencias de
unién al ADN muy similares. Sin embargo, estas homeoproteinas exhiben in vivo
funciones biologicas altamente especificas. Se ha establecido que las homeoproteinas
ganan especificidad mediante la cooperacion con cofactores, con lo cual incrementan su
afinidad de unidén al ADN. Estos genes fueron descubiertos en mutantes espontaneos de
la mosea de la fruta Drosophila melanogaster en los que se encontrd que poseian
segmentos del cuerpo duplicados, como dos pares de alas en vez de uno (bithorax) o
patas en lugar de antenas (antennapedia). Los genetistas denominaron estos cambios
como “transformaciones homeoticas”, en base al término “homeosis™, que describe la
transformacion de un segmento por uno de estructura homéloga (Grier et al., 2005).

La regulacion a nivel molecular de la expresién de los genes blanco por parte de
las homeoproteinas ain no se ha clarificado totalmente ya que pocos genes blanco
directos se han identificado tanto en invertebrados como en vertebrados. Las proteinas
homedticas se unen a secuencias de 6 pares de bases que contienen el nlicleo conservado
TAAT que aparece en el genoma de los animales aproximadamente una vez cada mil
pares de bases, sugiriendo que existen muchos genes potenciales reconocidos por las
homeoproteinas (Grier et al., 2005).

Esta familia de genes es homdloga tanto funcional como estructuralmente al
complejo homedtico (HOM-C) de Drosophila melanogaster. Los 39 genes que
comprenden la familia de genes HOX en humanos y ratones estdn organizados en cuatro
complejos gendmicos localizados en diferentes cromosomas, HOXA4 en 7p, HOXB en
17p, HOXC en 12p y HOXD en 22p, y cada uno de ellos comprende de 9 a 11 genes
acomodados en una secuencia homdloga a la que tienen en el genoma de D.
melanogaster.

Los genes HOX de los vertebrados estan muy implicados en la segmentacion
rostrocaudal del cuerpo y su expresidn espaciotemporal tiene lugar segiin varias reglas
muy regulares. Los genes se activan y se expresan de acuerdo a una secuencia estricta en
direccion 3°-5’ y siguiendo sus posiciones en los cromosomas, como s¢ puede observar
en la Figura 11 (Carlson 2005).
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Figura 11.- Comparacién entre complejos HOX del ratén y el ser humano. Los
genes HOX se expresan a lo largo del eje crancocaudal en los diferentes
vertebrados.

5.4.1. Los genes HOX en patologias no neoplasicas

La Sinpolidactilia fue el primer desorden reportado que es generado por genes
HOX, y es causado por mutaciones en HOXDI3. Esta patologia se caracteriza por la
malformacién heredada de los miembros toracicos y pélvicos, que presentan ausencia
y/o reproduccion de falanges u ortejos. Ademas, la expresion de HOXDI3 en el
tubérculo genital produce la hipospadia (malformacion en la que la uretra no alcanza a
llegar hasta el glande (Goodman 2002). Las mutaciones en HOXAI3 se asocian con el
sindrome “mano-pie-genital” (hand-foot-genital syndrome). La ausencia congénita del
pene o del clitoris también, probablemente se deba a las mutaciones en los genes
HOXA13 y HOXDI3 (Carlson 2005). Una mutacion en HOXDI0 se asocia con el talo
vertical congénito y la enfermedad dental de Charcot-Marie. La expresién alterada de
genes HOX, en especial de HOXAI1y C11, que es provocada por la exposicién in utero
al 4cido valpréico produce el sindrome de valproato fetal, que se asocia a un mayor
riesgo de espina bifida, y otras anormalidades como defectos del corazén, paladar
hendido y anormalidades craneofaciales y en las extremidades (Grier et al., 2005). El
mecanismo molecular por el que la droga teratogénica dietilestilbestrol (DES), causa
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anormalidades anatémicas del tracto reproductor femenino, es mediante la alteracion en
el patron de los genes HOX durante el desarrollo embrionario, disminuyende la
expresion de HOXA/0 y Al1, permitiendo asi la expresion de HOXA9 (Block er al.,
2000). Estudios recientes de los genes HOX y su relacion con la implantacion del 6vulo
fecundado en el endometrio, debido a los patrones de expresion de éstos durante el ciclo
endometrial, implican la relacion de los genes HOXAI10 y All con algunos casos de
infertilidad (Taylor 2000b). Ademas de que en los tltimos afios en experimentos in vitro
se ha observado que HOXAI0 es reprimido por la testosterona en lineas celulares
endometriales, y confirman la disminucion de la expresién de HOXA10 en biopsias de
endometrio de pacientes con ovarios poliquisticos, por lo que se sugiere la implicacion
de este gen en la bajas tasas de embarazos en mujeres con ovarios poliquisticos que
presentan ovulacion mediante tratamiento médico {Cermik et al., 2003).

5.4.2. Los genes HOX en patologia neoplisica

El potencial oncogénico de los genes HOX fue observado por primera vez en la
leucemia, donde se documentd la sobre-expresién de HOXA9 y fusién de varios genes
del tipo Abd-B con la proteina transformadora NUP98, HOXA9, A11, A13,CI1,CI3Y
D1I3. A partir de estos estudios se concluyé que muchos, si no todos los genes HOX eran
potencialmente leucemogénicos y se¢ comenzé a analizar el papel de los genes del
desarrollo en otros tipos de cancer, basados en la hipotesis que los genes que se expresan
durante la embriogénesis, pero no en tejide adulto pueden re-expresarse en tejido
neoplasico (Grier et al., 2005).

En los tumores solidos malignos se han detectado tres tipos de anormalidades en
la expresion de genes HOX. En la primera, los genes HOX normalmente activos durante
el desarrollo embrionario se re-expresan en células neoplasicas, como es el caso en los
tumores primarios y lineas celulares de pulmon, cerebro, rifion y mama. En la segunda
categoria se encuentran los genes /OX que no se expresa durante la embriogénesis, pero
si se expresan en células malignas derivadas, como en el caso de la expresion de PAXS
en el meduloblastoma, pero no en el cerebelo. La tercera categoria comprende a los
genes que son regulados negativamente en células malignas, pero que se expresan
normalmente en estado diferenciado, como en el cancer de colon, donde se pierde la
expresion de CDX2 y NKX3.1 (Grier et al., 2005).

5.4.3. Expresion de genes HOX en el tracto genital femenino

El tracto genital femenino en su totalidad (trompas de Falopio, ttero, cérvix y la
vagina superior) se desarrolla a partir del tubo paramesonéfrico y los genes HOX juegan
un papel que determina la identidad posicional en este axis. La formacién inicial de los
conductos paramesonéfricos depende de las sefiales de Wnt (En ausencia de Wnt-4 no se
constituiran estos). Wnt-7a, que también interviene en el establecimiento del eje
dorsoventral en desarrollo, se expresa en el epitelio de todos los conductos
paramesonéfricos y se necesita para su desarrollo normal. En fases posteriores, su
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expresion quedard limitada al epitelio uterino. De alguna forma parece que Wnt-7a
participa en el mantenimiento de la expresion coordinada de los genes HOX (de
HOXDI0 a D13, y también paralogos del grupo HOXA), a lo largo del aparato genital
femenino. HOXA9 se expresa en la trompas de Falopio, HOXA10 en el utero, HOXA1l
en el dtero y cérvix y HOXA12 en la parte superior de la vagina como se ilustra en la
Figura 12 (Taylor 2000a).

Ovario
. \ Trompa uterina
HOXAS — .

HOXAI10
Utero

HOXAL1I
Tercio superior de la
Vagina

HOXAI3

Modificado de Carlson 2005

Figura 12. Expresién de los genes HOX en el tracto genital femenino
de embriones de ratén. El diagrama muestra la expresion de HOXA10),
11,12y 13 alo largo del tracto genital femenino.

En la mayor parte de los tejidos, la expresion de los genes HOX termina con el
desarrollo, a diferencia de los tejidos que tienen procesos de desarrollo importantes
durante la etapa adulta, como es el caso de la médula ésea, las glandulas mamarias y el
tracto genital femenino,

El tracto genital experimenta un proceso de desarrollo continuo durante cada
ciclo menstrual y el embarazo. En muchos casos, los procesos de diferenciacion,
angiogénesis y muerte celular involucrados con el desarrollo endometrial durante los
ciclos menstruales estan a la par con muchos procesos de desarrollo embrionario.
Entonces no es sorprendente, que los genes HOX sean expresados en el tracto genital del
adulto y dirijan el desarrollo ciclico del endometrio. La expresion de los genes HOXAY,
Al0, All y Al3 ha sido encontrada en tejido normal de los adultos en las mismas
regiones en las que se encontraban durante el desarrollo embrionario (Taylor 2000a).
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5.4.4. Los genes HOX en el ovario normal

El andlisis de la expresion génica de los genes HOX que se ha realizado en las
estructuras que forman al ovario como 6rgano se muestra resumido en la Figura 13. La
expresion del gen HOXA7 se ha encontrado en los foliculos ovéricos primarios en el
nucleo, y en los foliculos maduros se ha encontrado en citoplasma, por el contrario, no
se encontrd en los foliculos primordiales. El gen HOXA7 se expresa en el citoplasma de
las células de la teca interna y esta ausente en la teca externa. El cambio en la expresion
de HOXA7 de negativo en los foliculos primordiales a positivo en los primarios sugiere
una relacién con la proliferacién de las células de la granulosa. HOXA7 es regulado
positivamente por GDF-9 (factor de crecimiento y diferenciacién 9), el cual estd muy
relacionado con foliculogénesis (Ota et al., 2006). HOXAI0 se encuentra expresado en
los foliculos primordiales y primarios, HOXB7 se ha encontrado en todas los estadios de
la foliculogénesis, y HOXAI se expresa en los oocitos de la metafase I1. Ademas, en la
célula de la granulosa se han reportado los genes HOXA4, A5, A7, C6, C8 y C9 (Huntriss
et al., 2006). Sin embargo, en modelos murinos se ha encontrado la expresion de los
genes hoxa3, hoxa9, b6, b7, c6'y c8 en el dvulo maduro (Villaescusa et al., 2004).

En las células epiteliales del ovario asi como en la linea celular transformada
derivada de éste (IOSE), no se encontré la expresion de los genes HOXA7, 9, 10
transcrito 1, 7/ y B7 (Naora et al., 2005).
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Modificado de http://academic.kellogg.cc.mi.us/herbrandsonc/bio201_McKinley

Figura 13. Resumen de la expresién de los genes HOX en el ovario normal. En la figura se
muestra Jas estructuras que se pueden identificar en el ovario y la expresion de los genes HOX
en éstas.
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5.4.5. Los genes HOX en ¢l Cancer de ovario

El epitelio superficial del ovario es una unica capa derivada del mesodermo
similar al linaje mesotelial simple de las superficies peritoneales, en contraste los
tumores epiteliales de ovario presentan epitelios mas especializados e histolégicamente
mas complejos los cuales derivan de los conductos Miillerianos. Estas observaciones
llevaron a enfocarse en los tres genes relacionados con la embriologia del tracto genital
femenino: HOXA9, Al10 y A4ll, que regulan la diferenciacion de los conductos
Miillerianos pero no se encontraron expresados en el epitelio superficial de ovario a
pesar de que se expresan en los diferentes subtipos de carcinoma epitelial de ovario de
acuerdo con el patrén de diferenciacion de Jos conductos Miillerianos.

La expresion ectopica de HOXA9 en la linea celular murina MOSE realizada
mediante inoculacién intraperitoneal a ratones demuestra que semeja al céncer epitelial
seroso de ovario, Por otro lado, la expresion de HOXA410y 411 inducen la morfogénesis
de cdncer epitelial de ovario endometrioide y mucinoso respectivamente en ratones
(Cheng ez al., 2005).

En contraste otros genes HOX estudiados en el cancer de ovario son HOXA7
(Naora et al., 2001b) y HOXB7, los cuales se han relacionado mas con su agresividad o
grado de malignidad que con el tipo histolégico del cancer. HOXA7 se asocia con una
diferenciacién mayor, lo que quiere decir una menor atipia celular (Cheng et al., 2005).
Por otro lado, HOXB7 se asocia con una diferenciacion menor (mayor agresividad),
regulando la expresion del factor de crecimiento de fibroblastos basico, el cual es un
potente factor angiogénico y mitégeno (Naora ef al., 2001a).

El analisis de la expresion de los genes HOJX en lineas celulares de céncer de
ovario se llevé a acabo en el afio 2006 por Yamashita et /., quienes encontraron en 5
lineas celulares la alta sobre-expresién (mayor de 300 veces) de los genes HOXA13, B7
y BI3. Se encontraron también la sobre-expresion de los genes HOXA3, A4, A7, Al0,
B2, B3, B4, BS, B6, BS, C13 y Di3 pero esta no era constante entre las lineas celulares y
los valores de sobre-expresion no son tan importantes coma los encontrados en los tres
genes arriba mencionados.

Debido a que el andlisis de la expresion de los genes HOX en céncer de ovario se
ha realizado principalmente en modelos murinos y en lineas celulares, en esta tesis se
analizo la expresion de los genes HOXA7, A9, A10, A!1, B7 y Bl13 in vivo en humanos
para determinar su relacion con la presencia de patologia maligna en tejido ovdrico.
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2. INTRODUCCION

En Meéxico nos encontramos ante dos grandes transiciones epidemiologicas:
demogrifica y en salud, por lo que aun teniendo problemas de salud del tercer mundo,
las principales causas de morbimortalidad son patologias del primer mundo, dentro de
las cuales encontramos enfermedades cardiovasculares, accidentes, cancer vy
enfermedades crénico-degenerativas. En nuestro pais el céncer de ovario ocupa la
tercera causa de enfermedad neoplasica en mujeres; éste se¢ diagnostica en estadios
avanzados en la mayoria de las pacientes, a diferencia del cancer de mama y
cervicouterino en donde se han establecido normas para el diagnéstico temprano que
incrementan la esperanza y la calidad de vida. Actualmente, se dificulta el diagnéstico
del cdncer de ovario en las etapas tempranas debido a la falta de marcadores tumorales
especificos y sensibles. Ademds, el diagnostico y la estadificacion del tumor se lleva a
cabo mediante ultrasonido vaginal y laparotomia exploradora, y el marcador tumoral que
se utiliza para el diagnéstico de cancer de ovario es el CA125, el cual no es muy util
para el diagnéstico debido a su baja sensibilidad y especificidad. Esto dificulta el
diagnostico oportuno y adecuado que es indispensable para la eleccion del tratamiento y
la respuesta a éste del tumor. El diagnostico en etapas avanzadas y el pobre pronéstico
de las pacientes se debe a la falta de conocimiento acerca del desarrollo a nivel
molecular del cancer de ovario, en los diferentes subtipos histologicos. Debido a lo
anterior, ¢l estudio a nivel molecular para dilucidar los mecanismos de desarrollo del
céncer de ovario serd de gran imporiancia, ya que permitirin establecer marcadores
moleculares para su diagndstico temprano asi como para mejorar el pronéstico.

En los ultimos afios se ha encontrado que los genes HOX, una familia de genes
homeodominio los cuales controlan el patrén de desarrollo del eje craneocaudal en el
embrién, se encuentran asociados a neoplasias hematopoyéticas, linfoproliferativas
(leucemias y linfomas) y tumores malignos solidos incluyendo, pulmén, mama, colon,
cervicouterino 'y recientemente ovario. En el céncer de ovano se ha encontrado la
expresion de los genes HOX: A7, 9, 10, 11, B7 y Bl3 relacionados con subtipos del
carcinoma epitelial de ovario y con su grado de diferenciacion. Debido a que el estudio
de los genes HOXA9, 10, 11 se realizé con modelos animales murinos el objetivo de este
proyecto consistié en analizar la expresion in vivo de los genes HOXA7, A9, 410, 411,
B7y BI3, en muestras de tejido normal, con patologia benigna y maligna de ovario. La
amplificacién de los genes AOX se correlacionara con el diagnéstico histopatologico de
los tumores y el anélisis de estos resultados nos permitira correlacionar la expresion
génica con la expresién clinica y el probable pronédstico de estos tumores.
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2. HIPOTESIS

Las muestras de tejido ovdrico con y sin patologia maligna analizadas expresaran
los genes HOXA7, 9, 10, 11, B7 y B3 en correspondencia con el subtipo histolégico
del tumor y su expresion clinica.
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4. OBJETIVOS

4.1, Objetivo General

Analizar la expresion in vivo de los genes HOX 47, 9, 10, 11, B7 y BI3 en
muestras de tejido ovérico con y sin patologia maligna.,

4.2. Ohjetivos Especificos

1.- Estandarizar la extraccion d¢ RNA y RT-PCR para la amplificacion de los genes
HOX en las lineas celulares y placenta humana utilizados como controles positivos.

2.- Amplificar mediante RT-PCR de la expresion de los genes HOX 47, 9, 10, 11, B7 y
B13 en tejido con patologia maligna de ovario.

3.- Detectar la amplificacion de la expresion de los genes HOX A7, 9, 10, 11, B7 y B13
en tejido de ovario sin patologia maligna.

4.- Analizar la correlacion de la expresion de los genes HOX en tejido de ovario con y
sin patologia maligna.

5.- Estandarizacion de la cuantificacion de la expresion del o los genes HOX mads
relevantes en la linea celular SiHa.

6.- Cuantificacién de la expresion del o los genes HOX mds relevantes en tejido de
ovario con y sin patologia maligna.

7.- Correlacion de Ja expresion del o los genes HOX mas relevantes mediante PCR
tiempo real y punto final.

Yxchelt Cuaranta Mom‘ty 4



SOBRE-EXPRESION DE LOS GENES HOX AJ6 TRANSCRITO 2, 471 Y BIJEN
TEJDOS OVARICOS CON PATOLOGIA MALIGNA W

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Estandarizacién de la amplificacién de los genes HOX

6.1.1. Obtencion de lineas celulares y tejido de placenta

Las lineas celulares empleadas para la estandarizacion fueron la linea celular de
adenocarcinoma ductal infiltrante con receptor de estrogeno positivo (MCF-7) y la linea
celular de carcinoma de cérvix de células escamosas infectadas con el virus de papiloma
humano tipo 16 (SiHa). La linea celular MCF-7 fue amplificada amablemente por la
Q.B.P. Ana Dulce Hernandez Herrera y el Q.B.P. Santiago Saavedra Alonso, de la
Unidad de Biologia Molecular del Cancer y Unidad de Virologia y cancer del
Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas a cargo
del Dr. Pablo Zapata Benavides y de la Dra. Laura Trejo Avila respectivamente. La linea
celular SiHa fue donada por el Dr. Augusto Rojas, del Departamento de Bioquimica de
la Facultad de Medicina de la UANL. Esta linea fue propagada, en la Unidad de
Virologia y Cancer del Laboratorio de Inmunologia y Virologia, por la Q.B.P. Femanda
Thempson.

Para la colecta de la pastilla celular, las células se colocaron en tubos para
centrifuga de 50 mL, se centrifugaron a 2,000 rpm por un tiempo de 5 min, se vertid el
medio de cultivo y se colocé 10 mL de Buffer PBS 1X, se agité suavemente, y se
centrifugd a 2,000 rpm por 5 min. Se repitié este paso de lavado con buffer PBS, se
retird el sobrenadante, y la pastilla celular se congelé a -70°C (modificado de Sambrook
& Russell, 2001).

El tejido de placenta utilizado para la estandarizacién de las condiciones de
amplificacién de los genes HOX fue colectado y almacenado en RNAlater® (Ambion,
Austin, Texas, E.E.U.U.) por el Dr. José Isaias Badillo Almaraz del Hospital General de
Zacatecas. El tejido preservado en RNA/ater® (Ambion, Austin, Texas, E.E.U.U.) se
congelé a -20°C hasta su uso.

6.1.2. Aislamiento de los RNA’s totales a partir de lineas celulares y tejido de
placenta

La extraccién de los RNA’s totales se realizéd con material libre de RNAasas,
como tubos para microcentrifuga certificados, agua DEPC, soluciones disueltas en agua
DEPC, recipientes de vidrio, morteros y material quirirgico hormeados a 300°C por 3h,
micropipetas reservadas para ese uso y camaras de electroforesis tratadas con RNAasa
Zap (Invitrogen, Carlsbald California, E.E.U.U.). Se usaron guantes para evitar la
contaminacién con las RNAasas y se traté el area de trabajo con agua DEPC y RNAasa
Zap. El agua DEPC se preparé afiadiendo ImL de DEPC 6.9M (dietilpirocarbonato,
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Sigma, St. Louis Missouri, E.E.U.U.) en [ L de agua procesada en filtros MilliQ, se
homogenizéd por agitacion, se incub6 a 37°C por un minimo de 12 h, y se esterilizé por
autoclave durante 15 min para hidrolizar el DEPC.

La extraccion de los RNA's totales se realizd utilizando el método de
“Aislamiento de ARN con Trizol” descrito por Simms y cols. (1993), en donde mediante
pipeteo se homogeneizaron los cultivos celulares con Trizol (1 mL trizol/5 a 10 x 10
células; Invitrogen) en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL. Por el contrario, en el caso
del tejido de placenta se obtuvo 50 mg, mediante la diseccion de €ste con tijera
quirdrgica o bisturi, y se homogenizé con el uso de un mortero. Posteriormente, se
transfirié a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL donde se continué homogenizando
mediante pipeteo. Y posteriormente se incubo6 la solucion homogenizada durante cinco
min a temperatura ambiente para permitir la disociaciéon completa de los complejos de
nucleoproteinas. Se afiadié a la solucién 0.2 mL de cloroformo a cada tubo por mililitro
de Trizol utilizado para la homogenizacion, se mezclé en vortex vigorosamente durante
15 seg la mezcla resultante se incubé a temperatura ambiente 6 min y se centrifugo a 14
000 rpm a 4°C durante 15 min. Una vez terminada la centrifugacion se retird el tubo
gentilmente observando 2 fases, la fase organica de color rojo (inferior) es
fenol:cloroformo, una interfase y la fase acuosa incolora (superior) donde se encuentran
los RNA’s totales.

Para la precipitacion de los RNA’s, se transfini6 la fase acuosa a un tubo nuevo y
se agregé 0.5 mL de isopropanol por cada mililitro de Trizol utilizado en la
homogenizacion inicial. Se incubaron las muestras a temperatura ambiente por S min y
se centrifugaron a 13 200 rpm por 8 min a 4°C y se procedid al lavado de la pastilla de
los RNAs, donde se removid el sobrenandante y se mezclé en vortex con 1 mL de etanol
75% por cada mililitro de Trizol empleado en la homogenizacion inicial. Se centrifugé a
13 200 rpm. Una vez obtenida la pastilla de RNA’s, se retiré el sobrenadante y se dej6
secar la pastilla de los RNA’s a temperatura ambiente de 20 a 25 min, sin permitir que se
secara totalmente. Por Gltimo, se resuspendid la pastilla en 20 uL de agua DEPC.

La visualizacion de los RNA’s se realizo en geles de agarosa al 0.8% colocados
en una camara de electroforesis horizontal sumergidos en buffer SB 1X. Las muestras de
los RNA’s fueron mezcladas con 2 pL de jugo azul 6X (Azul de bromofenol 0.25%,
xilencianol 0.25%, glicerol 30%) y fueron depositadas en los carriles del gel. La
electroforesis se llevd a cabo a 100V por 40 min, posteriormente se tifieron en una
solucion de bromuro de etidio a concentracion de Sug/mL durante 10 min. La
fotodocumentacién de los geles con los RNA’s se realizé utilizando un transiluminador
de luz UV. Se determind la calidad de los RNA's, asi como su integridad con la
presencia de las dos bandas prominentes de los RNA’s ribosomales de aproximadamente
5y 2kb (28S y 188, respectivamente).
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6.1.3. Cuantificacion del RNA obtenido

Para cuantificar la concentracién y evaluar la pureza del RNA extraido, se
diluyeron los RNA’s totales 1:200 en agua libre de RNAasas, en 600 pL de volumen
final, Posteriormente se realizé la lectura de las absorbancias a las longitudes de onda
260 y 280nm en el espectrofotometro SmartSpec™ plus de Biorad, para calcular la
concentracion de RNA total se aplicé la formula 1:

mg/ml]=(A260 x 0.040 mg/i Férmula 1

S

Donde:

A260 = El valor de la absorbancia a la longitud de onda de 260 nm.
B = Factor de dilucién.

La pureza de los RNA’s en relacidn a la presencia de proteinas se obtuvo con el
cociente de las absorbancias a las longitudes de 260 y 280nm (A260/A280).

6.1.4. Sintesis de los DNAc¢’s a partir de los RNA’s totales

Posterior a la extraccién de los RNA's, se llevo a acabo la sintesis de los DNAc¢’s
mediante la técnica de “transcripcion reversa” (RT) descrita por Gerard e al. en 1986.
Se realizaron la mismas condiciones utilizadas en la extraccién de RNA’s para evitar la
contaminacion por RNAasas, se tomaron hasta 10 pL de] RNA (5ug totales), 1 uL de
dNTPs 20 mM, 0.5 puL de Oligo (dT); anclado (0.5 pg/uL; Sigma) y se llevd a un
volumen final de 12 pL con agua libre de nucleasas. Se incubé a 65°C por 5 min y se
colocéd en hielo. A continuacion, se agregaron 4 puL de buffer de reaccion 5X para la
enzima transcriptasa reversa del virus Moloney de la leucemia murina (M-MLV,
Invitrogen), 2 uL de DTT 0.1 M, 1 pL de agua libre de nucleasas, se mezcl6 suavemente
y se incubd 2 min a 37°C, finalmente se afiadié | pL de la enzima M-MLV (200 U/pL;
Invitrogen) y se homogenizé por pipeteo. Posteriormente, se incubé a 37°C por 50 min y
para finalizar se inactivo la reaccion calentando a 70°C por 15 min.

6.1.5. Diseiio de oligonucledtidos especificos para amplificacion mediante PCR

Para disenar los oligonucledtidos especificos que amplifican regiones de los
genes f-actina (producto de 276pb), HOXA7, A9, A10, A1l y B7 se utilizaron las
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secuencias nucleotidicas del National Center for Biotechnology Information (NCBI), y
el programa primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000), disponible en linca
(httpz//frodo.wi.mit.eduw/), El disefio de los iniciadores se realizé de tal forma que
incluyera por lo menos un intrén, para poder identificar las amplificaciones debidas a la
presencia de DNA genémico. Posteriormente, se realizaron las amplificaciones virtuales
con el programa “AmplifX 1.37”, para corroborar el peso molecular de los productos
amplificados y la presencia de interacciones entre los oligonucleotidos (primers dimers),
y finalmente se realiz0 una busqueda en el programa BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) para descartar aquellos oligonucledtidos que
amplificaran DNAc’s no deseados. Por el contrario, para la amplificacion de HOXBI3 y
Pactina (producto de 414pb) se utilizaron los oligonucleétidos previamente descritos
por Cantile et al. en el 2003.

A cada oligonucledtido se le determind la temperatura de fusion (Tm), y la
temperatura de alineamiento (TA) usando las férmulas descritas por Sambrook &
Russell (2001) y Rychlik & Rhoads (1989) respectivamente. En la Tabla 11l se resumen
las caracteristicas de los oligonucléotidos utilizados para la amplificacién de los genes
empleados en esta tesis.

6.1.6. Amplificacion de los Genes HOX y f-actina mediaate RT-PCR

La amplificacion de los genes //OX en los ADNc’s obtenidos de las lineas
celulares y el tejido de placenta se llevo a cabo mediante la metodologia modificada de
Sambrook & Russell (2001). Todas las reacciones de amplificacién se realizaron en
volumenes finales de 25 ul, con 1 puL de una dilucién 1 a 10 de ADNc, 0.2 mM de
dNTPs, buffer (a una concentracién de 20mM de Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI),
diferentes concentraciones de MgCl, (de 1.0 a 2.5 mM) y 2.5 U de Taq polimerasa
(Invitrogen), en tubos de microcentrifuga de 0.6 mL. La reaccién de PCR se llevd acabo
en el termociclador Mastercycler gradient, de Eppendorf.

Para estandarizar la reaccion de amplificacion, se utilizaron gradientes de
temperatura a partir de las temperaturas de alineamiento de los oligonucleétidos
empleados buscando la banda de amplificacién maés intensa. En el caso donde no se
obtuvo una amplificacion adecuada, se realizé un gradiente de cloruro de magnesio.

Una vez amplificado el gen HOX deseado, se continué con la estandarizacion de
la reaccion de PCR duplex con los oligonucledtidos para Bactina en la misma reaccion,
usando las condiciones normalizadas para el gen HOX empleado. En los casos en los que
no se obtuvo amplificacion, se llevé a cabo un gradiente de cloruro de magnesio o de
temperatura. En la Tabla IV se sehalan las condiciones estandarizadas para la
amplificacion de los genes HOX y B-actina mediante PCR diplex, cabe destacar que la
amplificacién de todos los PCR duplex se obtuvieron a la temperatura de alineamiento
de 62°C, por lo que la iinica variable fue la concentracién de cloruro de magnesio usada.
Asi mismo, en |a Tabla V se especifican los pasos de la reaccién de PCR llevados a cabo
en el termociclador asi como la temperatura, el tiempo y los ciclos en cada uno de ellos.
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Tabia 111 Caracteristicas de los Oligonucledtides especificos cmpleados

Oligon ncledtidos para Sactina276 GeneBank
Nombre Bactuna2765 Bacnina2763
Secuenan 5" CGT GAT GGT GGG CAT GGG 3 5" ACG TAC ATG GCT GGG GEG TT 3
Ta 0 7133 7030 S
TA(°C) 62 617
Oligoascledtidos pars HOXA7
Nowmbre HOXA?51% HOXA7I '
Secaenaia 5'TGC GCC TCC TAC GAC CAA A 3 STCTTCTTCATCATCGTCCTCC T3
Ta °C) 6971 6945 NM_0068%6 3
TA(C) 621 82
Ofigosuclestides para HONAS ir. itoly2
Noubre HOXA9S' HOXAS3
Secnencis 5' CGT GCA GCT TCC AGT CCAA S 5' GTC GAG CCACCTOGT ACC T3
Tm(’C) 6971 7187 AF010258 1
TA{°C) 624y 62 631y627
Qligoancledtidos para HOXAQ transerito |
Nombre HOXAIL0T Ix$ HOXAI0TLx3'
Secaencia 5" GCA AAG CCTCGC CGG AGA A P 5 GGA CGC TGC GGC TAA TCT CTA S
T (*C) 7187 271 ArosoTAt
TA[C) 614 &7
Otigonucledndos para HOXAI® transerito 2
Nombre HOXA16T25 New HOXAL03"New
Seceeneia | 5" GCA TGATIC TIG GCC TITGTTC 3 5" CAG TTT CAT CCT GOG GIT CT 3
Ta ('O 6693 6693 B
TA{(C) 612 82
Oligonocledtidos para HOXi7
Nombre HOXA11x5" HOXAINLE3'
Seeuencia 5" GTC TIC CGG CCACACTGAG Y 5' GAC GAT CAG TGAGGT TGA GCAT 3 s
T ("C) 187 7132
TACO) 612 sl
Oligonaclestidos para HOXB7
Nombre HOXB?5" HOXB13"
Secuencia §* TAT GGG CTC GAG CCG AGT T3 5" GGC CTC GTT TGC GGT CAG T 3°
Tm (*0) 69 71 6971 NM_00as023
TACO 607 507
Oligouuckedtidos pars HOXBS3
Nombre HOXBI135" HOXB133
Seceencia 5'CTG GAA CAGCCAGATGTG 1T 3 5°TTG GCG AGA ACCTTCTIC IC 3
NM_006361 5
Tm ("0 6825 8325
TA{°C) 612 612
Oligooucleéndos pars Sactinga33
Noaibre B-act433 %’ B-act 4333°
Secnencia SCGT GAT GGT GGG CAT GGG 3' 5'ACG T1AC ATG GCT GGG GTG TT 3
NM_001101 2
Te (*C) 713 703
‘% 6 E
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Tabla I'V. Concentracién de Cloruro de Magnesio en las

reacciones PCR duplex de los genes HOX y f-actina

Gen Concentracién de MgCL, (mM)
HOXA7 1.5
HOXA9Y transcrito 1y 2 1.5
HOXA10 transcrito 1 1.5
HOXAI0 transcrito 2 2.0
HOXAll 20
HOXB7 1.5

\ HOXBI3 2.5 /

6.1.7. Visualizacion de los Productos Amplificados en Geles de Agarosa

La electroforesis se realizé en geles de agarosa al 1.2 y 2.0% situados en una
camara horizontal sumergidos en buffer SB 1X (0.01M de NaOH, 0.04M H3;BO4). Se
mezclaron 10 pl. de los productos amplificados con 2 pl de jugo azul 6X (Azul de
bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25%, glicerol 30%) y se colocaron en los carriles del
gel. La electroforesis se llevé a cabo a 150V por 35min, posteriormente los geles se
tifleron en una solucién de bromuro de etidio a una concentracién de Sug/mL durante
10min. La fotodocumentacion de los geles con los productos amplificados se realizé
utilizando un transiluminador de luz UV. En los casos en que la banda de amplificacion
fue muy tenue, se confirmé su presencia mediante el ajuste de los niveles de color en la
fotografia del gel, utilizando el programa Adobe Photoshop 7.0.1.

/ Tabla V. Etapas de la reaccién de PCR realizados en el termociclador \

Etapa Ciclos Tcmp:ratura Tiempo

(g 5)
Desnaturalizacién 5 min

s oz 1 94

inicial
Desnataralizacion 94 I min
Alinezmiento 35 Gradenteo TA 45seg
Extensitén 72 | min
uxtensibn final 1 72 10 min /
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6.2. Amplificacion de los Genes HOX en Tejidos Ovaricos
6.2.1. Colecta de Muestiras de Tejido Ovarico

Las muestras de tejido ovéarico se obtuvieron del Departamento de Anatomia
Patolégica y en el Laboratorio Forense del Hospital General de Zacatecas por el Dr. José
[saias Badillo. Asi como en el Depto. de Patologia del Hospital Christus Muguerza por
la Dra. Lucia Jara y la Dra. Gabriela Quiroga bajo la direccion del Dr. Ratl Garza. Las
muestras se colectaron en la solucion RNA/arer® almacenadas a 4°C por un tiempo
variable (2 dias a 2 semanas) y posteriormente se almacenaron a -20°C. Cuatro de las
muestras se preservaron en trizol y el resto se conservo en RNA/ater®.

6.2.2. Extraccion de los RNA’s Totales a partir de Tejido Ovarico y Sintesis de los
DNAc’s

La metodologia utilizada para la extraccion de los RNA’s totales de los tejidos
ovaricos fue similar a la realizada para la obtencion de los RNA's totales de tejido de
placenta. Las muestras almacenadas a -20°C se descongelaron, y se tomaron del tubo
contenedor con pinzas (previamente horneadas por 3 h a 300°C), se corté una cantidad
variable de tejido (20-70 mg), se peso, y se procedié a homogeneizar en mortero con la
solucién de trizol. A continuacidn, se continué con la metodologia descrita en los puntos
6.1.2 y 6.1.3. La reaccion de transcripcion reversa se realizé mediante el mismo método
que se expuso en la seccion 6.1.4.

6.2.3. Amplificacion de los Genes HOX en Tejido Ovirico

La amplificacion de los genes HOX los DNACc’s del tejido ovarico se llevd a cabo
como se describe en el punto 6.1.6. En cada reaccion se incluyé un ensayo sin DNAc
como testigo negativo y otro ensayo con el DNAc de las lineas celulares o ¢l tejido de
placenta, como control positivo de la reaccion de PCR,

6.3. Cuantificacion relativa mediante PCR tiempo real de la expresion de HOXB13
en Tejidos Oviricos

En la Figura 14 se muestra que los sistemas de cuantificacion por PCR tiempo
real se caracterizan por detectar la amplificacién de un producto de PCR durante el
desarrollo de una reaccion y no por medir la cantidad de un producto de PCR generado
tras un namero determinado de ciclos, como ocurre en el PCR punto final. Por lo tanto,
cuanto mayor sea el niumero de copias inicial del producto amplificado se detectard un
incremento en la fluorescencia, como consecuencia del acumulo de productos de PCR.
De esta forma es posible realizar la cuantificacién del DNA o RNA de una forma mas
exacta y reproducible (Heid et al., 1996).
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Los ensayos que se realizan mediante PCR tiempo real se dividen en dos grandes
grupos: sistemas no especificos y sistemas especificos, los primeros detectan la
presencia o ausencia de productos amplificados, pero no proporcionan informacion
sobre la identidad de los productos generados (por ejemplo: SYBR® Green), es decir,
que se pueden producir falsos positivos en el caso de la amplificacién de productos de
PCR inespecificos o dimeros de oligonucledtidos (Wittwer et al., 1997).

Visualizacion mediante
Bromuro de etidio

Fluorescance

Modificado de Nolan ef al., 2006

Figura 14. Cuantificacién de la expresion génica mediante las técnicas de PCR tiempo real. Se
cuantifico la amplificacion de un producto de PCR durante el desarrollo de la reaccion en contraste con
la reaccién de PCR punto final que sélo podemos estimar la cantidad de un producto de PCR generado
después de un niimero determinado de ciclos (recuadro rojo).

Por otro lado, los sistemas especificos emplean diversos tipos de sondas
fluorescentes (Tagman®, “molecular beacons” y “scorpions™) que hibridan
especificamente en la secuencia blanco (Livak ef /., 1995). La Figura 15 muestra que la
sonda Tagman® es un oligonucledtido que contiene fluorocromos en los dos extremos y
que es capaz de hibridar en regiones internas y especificas de los productos de PCR (Lee
et al., 1993). El fluorocromo situado en el extremo 5° se denomina reportero y el del
extremo 3’ recibe el nombre de inhibidor. Cuando la sonda, que se incluye en la reaccién
de PCR conjuntamente con los cebadores est4 integra, la proximidad del reportero y del
inhibidor provoca un fenémeno denominado FRET (transferencia de energia de
resonancia de Forster o transferencia de energia de resonancia fluorescente) que se
traduce en la anulacion de la fluorescencia de la sonda (Cardillo ef al., 1988). En ¢l
curso de la PCR, la sonda se une a su secuencia blanco cuando esta se encuentra
presente en la reaccion. Durante la extension de la cadena, la actividad 5° exonucleasa de
la enzima Taq DNA polimerasa, permite eliminar nucledtidos especificamente desde el
extremo 5° de una cadena de 4cido nucleico (Holland er al, 1991), provocando la
liberacién del reportero del extremo 5° de la sonda, que al separarse del inhibidor
comienza a emitir fluorescencia. La acumulacién de los productos de PCR se cuantifica
monitorizando el aumento de fluorescencia por la liberacion del fluorocrome reportero.
El proceso de hibridacién y corte no interfiere con la acumulacion exponencial del
producto amplificado. A medida que aumenta el numero de copias del producto,
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aumenta el nimero de moléculas de sonda que hibridan en su secuencia blanco y cada
reportero se separa de su respectiva sonda, por lo que la intensidad de la fluorescencia es
proporcional a la cantidad del amplicén generado. Como la sonda sélo se corta si hibrida
en la secuencia blanco, la fluorescencia generada procede exclusivamente de la
amplificacion especifica de los productos de PCR.

Madificado de http://cgr.otago.ac.nz/slidess TAQMAN.

Figura 15. Caracteristicas de las Sondas Tagman®. A) La sonda Taqman® es un
oligonucledtido que es capaz de hibridar en regiones internas y especificas de los
productos de PCR. Esta sonda contiene dos fluorocromos, uno situado en ¢l extremo 5°
que se llama reportero (R) y el del extremo 3 recibe el nombre de inhibidor (Q). B)
Durante el curso de la PCR, la sonda s¢ une a su secuencia blanco, y cuando se lleva a
cabo la extensiéon de la cadena, la actividad 5° exonucleasa de la enzima Tag DNA
polimerasa, provoca la liberacion del reportero del extremo 5° de la sonda, que al
separarse del inhibidor comienza a emitir fluorescencia.

Los fluorocromos cominmente utilizados para PCR tiempo real son: 6-FAM™
(6-carboxy-fluorescein), VIC™ (2'-chloro-7"-phenyl-1,4-dichloro-6-carboxy fluorescein),
TET™  (6-carboxi-tetrachloro-fluoresceina), JOE™  (2,7-dimethoxi-4,5-dicloro,6-
carboxi-fluoresceina) y HEX™ (hexacloro-6-carboxi-fluoresceina). En el extremo 3, se
utiliza TAMRA™ (6-carboxi-tetrametil-rhodamina) como inhibidor. Como referencia
interna de las reacciones se emplea ROX™ (6-carboxy-X-rhodamine) que sirvié para
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normalizar las reacciones, evitando fluctuaciones en la fluorescencia de las reacciones
réplicas por errores en el pipeteo o evaporacion de las muestras. La senal generada por la
referencia interna no depende de la cantidad de producto de PCR generado.

Ademas las sondas Taqgqman® MGB presentan dos caracteristicas innovadoras: 1)
incorporan una molécula llamada MGB (del acrénimo en inglés, minor groove binder)
que se une al surco menor del DNA, lo cual incrementa la estabilidad y especificidad de
la hibridacién de la sonda (Afonina ef al., 1997; Kutyavin ef al., 1997), y 2) emplean un
inhibidor no fluorescente.

El MGB es una molécula pequeiia, con forma de media luna, que encaja en el
surco menor del DNA de doble cadena. En las sondas Tagman®-MGB, el grupo MGB
va unido al extremo 3’, junto al inhibidor. Cuando la sonda hibrida, la molécula MGB
estabiliza la union pegandose al surco menor de la doble cadena de DNA generada entre
la sonda y la secuencia blanco. Esta caracteristica ha permitido el disefio de sondas de
menor tamafio, con una longitud comprendida entre 13 y 20 pb, la mitad que una sonda
estdndar. Por otra parte, las sondas Tagman® MGB usan un inhibidor no fluorescente,
también conocido como inhibidor oscuro. Este inhibidor no fluorescente es una
molécula que actila como un aceptor de transferencia energética de un inhibidor, pero
que no emite sefal fluorescente detectable por si misma. La ventaja es que se emite una
sefial con menor fondo fluorescente procedente de la reaccién, mejorando la
discriminacion y facilitando la interpretacion de los datos. El inhibidor no fluorescente
proporciona buenos resultados cuando se emplea con cualquiera de los fluorocromos
reporteros mas comunes (FAM™, VIC™, TET™). Las principales ventajas de las
sondas MGB cuando se emplean en PCR cuantitativo en tiempo real, se deben a su
mayor especificidad de hibridacion y a su pequefio tamaiio. Esto permite una mayor
discriminacion, que facilita el disefio de ensayos y la reduccion del tamario del amplicén,
lo que mejora Ja fiabilidad del ensayo.

Cada reaccién de PCR tiempo real se preparé adicionando los DNAc’s a partir de
250 ng de RNA total de las muestras llevandolo a un volumen total de 10 pL, el cual
contiene 5 uL de TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems California,
E.E.U.U.), 0.5 puL de la mezcla de oligonucledtidos y sonda Tagman 200nM (Applied
Biosystems, Foster city, California, E.E.U.U.) y 4.5 pL. de H»0 libre de RNAasas. Las
reacciones se llevaron a cabo en tubos de microcentrifuga de 200 uL, los cuales fueron
colocados en el termociclador DNA Engine cycler con la unidad de deteccion de
fluorescencia para tiempo real Chromo4 (Biorad, Hercules, California, E.E.U.U.), bajo
las condiciones especificadas en la tabla VI. El calentamiento inicial durante 10 minutos
a 95°C se debe a la utilizacion del sistema de inicio en caliente (hot start) con el fin de
reducir la formacion de productos no especificos. La enzima AmpliTag Gold® DNA
polimerasa es una de las mas empleadas en los ensayos de PCR tiempo real y esta
disefiada para permanecer inactiva hasta que se calienta a 95°C durante 10 minutos, por
lo que no es necesario conservarla en hielo.
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/ Tabla V1. Pasos de la reacciénde PCR tiempo real\

realizados en el termociclador
) Temperatura Tiempo
Ciclos
&)
1cicle 95 10 min
95 15 seg
40 ciclos

K 60 Immn /

La reaccion de PCR consta habitualmente de 3 etapas; desnaturalizacion de la
doble cadena de DNA, unidn especifica de los cebadores a las cadenas sencillas de DNA
y extension del producto amplificado mediante la incorporacion de los nucleétidos
presentes en la solucién, en contraste con la técnica de PCR cuantitativo que emplea dos
etapas, debido al pequeriio tamaiio de los fragmentos generados, no es necesario anadir
una tercera etapa a 72°C para extender la cadena de amplificacion de DNA, ya que el
tiempo invertido en pasar entre las fases de unién de los cebadores a 60°C y de
desnaturalizacion a 95°C es suficiente para copiar la secuencia blanco.

La Figura 16 muestra los datos obtenidos en el detector de fluorescencia Cromo4
y que fueron graficados usando el programa Opticon Monitor'™ 3.1 (Biorad, Hercules,
California, E.E.U.U.), En los ciclos iniciales de la PCR, donde existen muy pocos
cambios en la sefal de fluorescencia y esta zona define la linea basal del grafico de
amplificacion. El umbral indica el nivel de fluorescencia a partir del cual se comienza a
detectar producto de PCR acumulado. Esta linea debe situarse por encima de la linea
basal y dentro de la zona en la que se produce la fase exponencial de la reaccién, El
parametro Cr (ciclo umbral o threshold cycle) se define como la fraccion del namero de
ciclo en el que la fluorescencia sobrepasa la linea umbral. El valor del Cr se obtiene
cuando la reaccién esté en la fase exponencial y ninglin componente de la reaccion esta
limitado, por lo que los valores de Cy obtenidos son muy reproducibles en reacciones
con el mismo nomero de copias iniciales. Por el contrario, la cantidad de producto de
PCR acumulado al final de la reaccién es muy sensible a pequeiias variaciones en los
componentes de la reaccion. El programa Opticon Monitor™ analiza los datos
calculando la contribucién de cada componente fluorescente al experimento. En los
ciclos iniciales de la PCR, apenas hay cambios en la sefal de fluorescencia (ARn). Esta
zona define la linea basal del grafico de amplificacién. La linea umbral indica el nivel de
fluorescencia a partir del cual se comienza a detectar producto de PCR acumulado. Esta
linea debe situarse por encima de la linea basal y dentro de la zona en la que se produce
la fase exponencial de la reaccion (que es lineal en la transformacion logaritmica del
grafico), y en donde la eficiencia de la reaccion de PCR debe ser de 90 a 110%.
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Figura 16. Representacion de los datos que se obtienen en el programa Opticon Monitor®
en PCR tiempo real. La linea basal del grafico de amplificacion se refiere a los ciclos iniciales
de Ia PCR en los que hay muy pocos cambios en la sefial de fluorescencia. El umbral indica el
nivel de fluorescencia a partir del cual se comienza a detectar el producto de PCR acumulado. El
parametro Cr (ciclo umbral o threshold cycle) es definido como la fraccion del numero de ciclo
en el que la fluorescencia sobrepasa la linea umbral. El R, es el nivel de fluorescencia, las
abreviaturas Rn+ y Rn- se refieren al nivel de fluorescencia de la muestra y del blanco
respectivamente.

6.3.1. Estandarizacion de la expresién del gen Sactina y HOXBI3 en la linea
celular SiHa.

Se realizé una curva estdndar para determinar la concentracion de los DNAc’s
optima en la reaccion de amplificacion. Los DNAc’s extraidos de la linea celular SiHa
(seccidn 6.1.4), fueron obtenidos por duplicado a partir de: 250, 125, 75 y 37.5ng/pl. de
RNA'’s totales. Las condiciones de amplificacién son las mismas que las indicadas en la
seccion anterior, los oligonucleétidos y la sonda Tagman® utilizados fueron disefiados y
sintetizados por Applied Biosystems, la sonda Tagman® tiene MGB y esta marcada con
los fluoréforos reporteros VIC™ y FAM™ (Bactina y HOXBI3 respectivamente) y el
inhibidor sin fluorescencia. La linea de tendencia de la grafica muestra la escala
logaritmica de las concentraciones de RNA y de los valores de Cy en el umbral 0.03,
cuya pendiente refleja la eficiencia de la reaccion de PCR. La eficiencia de la reaccién
de amplificacion se obtiene usando las siguientes formulas:

La eficiencia en por ciento es igual a:

] 1-Ex100 Formula 3

La eficiencia obtenida debe de encontrarse en un rango de 90-110% para poder
realizar una cuantificacién relativa.
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6.3.2. Validacién del método comparativo para cuantificacion relativa (AACT)

El método comparativo AACy descrito por Applied Biosystems asume que la
eficiencia de amplificacién es igual y optima, es decir del 100%, para los genes de
referencia (f-actina) y blanco (HOXB13), en muchos casos no se puede obtener, ademas
de que se requiere la optimizacion de la reaccién, el uso de reactivos y tiempo. Por lo
que Pfaffl en el afio 2001 propone una férmula aiterna en donde incluye las eficiencias
de amplificacion para los genes de referencia y blanco, posteriormente MultiD Analyses
AB ® en su programa Genes Light Ver 4.3.2 sugiere normalizar los valores de Cr
obtenidos con la eficiencia de las reacciones de PCR de los genes blanco y de referencia,
mediante la formula 4:

Formula 4

Posteriormente se obtiene el ACy para cada uno de las concentraciones de RNA
obtenidas en las secciones 6.3.1 y 6.3.2 con la férmula 5:

AC,. = C, referencia — C,blane Formula §

La pendiente de la linea de tendencia que se obtiene graficando el ACr contra la
concentracion de RNA, debe de ser menor a 0.1 para validar que el ACt no varia con
respecto a la concentracion de DNAc.

6.3.4 Cuantificacion relativa de la expresion del gen HOXBI3 en tejidos oviricos
normales, con patologia benigna y maligna

Se realizé la amplificacion mediante PCR tiempo real de los DNAc’s (obtenidos
de 250 ng/mL de RNA totales) obtenidos de las muestras de tejidos ovaricos, con la
metodologia ya mencionada en la seccidn 6.2.2, tanto de B-actina (gen referencia) como
de HOXBI3 (gen blanco). Los Cr’s obtenidos fueron normalizados por la eficiencia de
la reaccion de PCR tanto en el gen referencia como en el blanco (Férmulas 4 y 5). y se
obtuvieron los ACt para cada muestra. Posteriormente, se realizaron los calculos
matematicos para la obtencién de la cuantificacion relativa de HOXB13 (Férmulas 6 y

7.
& = AC,calibrador — AC,mil Formula 6

*.‘jr: a2 muestra normal - Férmula 7
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6.4. Tipo de Estudio y Analisis Estadistico

El tipo de estudio que fue llevado acabo es transversal, descriptivo ¥y
observacional. La expresion mediante PCR punto final de los genes HOX A7, A9, A10,
All, B7 y B13, el tipo de tejido analizado (normal, patologia benigna y maligna). y la
expresion relativa del gen HOXBI3 mediante PCR tiempo real fueron las variables
analizadas (Tabla VII).

Los datos se sometieron a pruebas de estadistica descriptiva y exploratoria, y los
datos cuantitativos se presentan en el texto como las medias + desviacion estandar y en
las Figuras como las medias + desviacion estandar ¢ limites de confianza. Se
comprobaron los requisitos de normalidad mediante el estadistico D con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov tanto para distribucion normal y normal logaritmica. Para probar
la igualdad de las medias se utilizd un analisis de varianza, y en aquellos casos en donde
la hipdtesis nula fue rechazada se aplico la prueba de contrastes HSD (diferencia honesta
significativa) de Tukey para probar cudles medias fueron diferentes. En los casos en los
que solamente se compararon dos medias se realizé la prueba de t-student. Para la
comparacién de las variables ordinales dicotdmicas se realizé la prueba exacta de Fisher.
Se mantuvo el nivel global de a de todas las comparaciones en 0.05. El andlisis
estadistico se llevo a cabo en el paquete JMP® (SAS Institute Inc., Cary, Calorina del
Norte, E.E.U.U.).

Tabla VIL Definicién y caracteristicas de lasvariables utilizadas para el snalisis estadistico

Vinable Tipo Medicson Escala Operacionaizacién
Expresion por punto
final de los genes
HOXA7
HOXA9 wanscnio |
HOXA9 transcrito 2
XAl = La preseacia o ansencaa
fransca deuna banda 1)Encendsdo
P 2 Cualitativo comespondiente ala Ordunal dicotomica 2)Apagado
expresion del gen
HOXAL}
HOXB7
HOXBI3
Cuantificaczon de la Cuantitativo Expresion de HOXE13 Drscreta Valoresen escala
expresion relativa de relaiva a2 una muestra nomal y en escala
HOXBI3 normal de ovaro Ipgarttonica
Tipo de tepdo para Cualdativo Evaluacion Ordmal 1)Tendo noomal
estudos con PCR macrosodpia del eepdo 2)Tepdo con
berpo real ovanco patologia beugna
3)Tepdo con patologia
maligna
Tipo de tepda para Cualitativo Evaluacdn Ordmal 1)Tepdo con
estudios con PCR punto mucroscopica del tepdo diootomuca histopatologia
firal ovanc maligna
2)Tepdo sm
histopatologia
maligna
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7. RESULTADOS

7.1. Estandarizacion de la amplificacion de los genes HOX

Para estandarizar la amplificacion de los genes HOXA7, A9, A10, All, B7, Bl13
mediante PCR en los tejidos de ovario se eligieron las lineas celulares SiHa, MCF-7 y
tejido de placenta en donde se expresan éstos genes de acuerdo en lo descrito
previamente por Alami ef al, (1999), Chu er al, (2004) y Sarno et al., (2006)
respectivamente.

7.1.1. Obtencién de los RNA’s totales a partir de lineas celulares y tejido
placentario

El aislamiento de los RNA’s totales de los paquetes celulares de las lineas SiHa y
MCF-7 y de tejido de placenta humana preservado en RNAlater ® se llevo acabo
mediante el método de Trizol descrito previamente en la metodologia.

La Figura 17 muestra los resultados obtenidos en la extraccién de los RNAs
totales con una buena calidad electroforética ya que se puede observar de manera
definida las bandas de los RNA ribosomales 28 S y 18 S que indican la integridad del
RNA de las lineas celulares asi como del tejido de placenta,. La concentracién de los
RNA'’s obtenidos corresponden a 0.8, 0.6 y 2.25 mg/mL (para SiHa, MCF-7 y tejido de
placenta respectivamente). La relacién de absorbancia a las longitudes de onda 260/280
corresponde a 2.1 en las tres muestras lo que indica una buena cantidad y pureza de los
RNA’s totales extraidos.

Figura 17. Extraccion de RNA’s totales en las lineas
celulares y tejido de placenta. Los RNA's totales obtenidos
por el método de Trizol se analizaron mediante electroforesis
en gel de agarosa 0.8% , SiHa (carriles 1 y 2), MCF-7 (carril
3) y tejido de placenta humana (carril 4). Se puede observar
de manera definida las bandas 28 S y 18 S de los RNA
ribosomales que indica la integridad del RNA, tanto en las
lineas celulares y en el tejido conservado en RNAlater ®.
Cada carril contiene aproximadamente 1 pg de RNA’s totales.

7.1.2. Amplificacion de f-actina mediante RT-
PCR
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Los RNA'’s totales obtenidos de las céluas SiHa, MCF-7 y el tejido de placenta
fueron utilizados para la sintesis de los DNAc's mediante transcripcién reversa y
posteriormente se realizaron las amplificaciones de los genes HOX mediante reacciones
de PCR como se especifica en materiales y métodos. Los oligonucledticos fueron
disefiados para que reconocieran especificamente a las secuencias nucleotidicas blanco
(obtenidas en el Gene Bank) y con una estabilidad del 100%, ademas se descarté la
presencia de dimeros de oligonucledtidos y de productos amplificados inespecificos
mediante la amplificacién virtual. La presencia de productos amplificados inespecificos
se minimizo utilizando el programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), ya
que los oligonucledtidos que reconocieran secuencias de otros genes fueron eliminados.
Los pesos moleculares de los productos amplificados del gen SB-actina fueron obtenidos
mediante amplificaciones virtuales usando el programa AmplifX 1.37.

Se realizé la amplificacion del gen constitutivo B-actina para corroborar la
calidad de los RNA’s totales obtenidos, asi como para analizar la eficiencia de la
reaccion de retrotranscripcién. El producto amplificado obtenido de 414pb corresponde
al tamafio esperado para f-actina (Fig. 18A) en todas las reacciones de transcripcion
reversa como se muestra en la Figura 18B.
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Figura 18. Amplificacion del gen Bactina mediante RT-PCR. Los RNA’s totales obtenidos
de las células SiHa, MCF-7 y de tejido de placenta fueron utilizados para sintetizar los DNAC's
a través de transcripcion reversa y posteriormente para la amplificacion del gen Bactina. La
electroforesis en gel de agarosa al 1.2% muestra la amplificacion de una banda de 414pb que
corresponde a B-actina de las células SiHa (carriles 1-3), MCF-7 (carriles 4-6) y de tejido de
placenta (carriles 7-9) con condiciones de 55°C de temperatura de alineamiento y una
concentracion de 1.5mM de MgCl,. El carril (-) contiene a la reaccién de PCR sin DNAc
blanco y el carril marcado con M es el marcador de peso molecular pBS sk digerido con la
enzima de restriccién Msp L.
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Para utilizar factina en reacciones de PCR duplex se disefiaron oligonucledtidos
que permitieron amplificar un producto de 276pb (Figura 19A). La estandarizacién de la
amplificacion de f-actina con los DNAc’s obtenidos de la linea celular SiHa, en donde
se realizé un gradiente de temperatura de 60 hasta 66°C. La amplificacion mostré la
banda esperada de 276pb correspondiente a B-actina con la misma intensidad en todas
las temperaturas. De la misma manera, se puede destacar que los oligonucledtidos
permiten diferenciar presencia de DNA genomico de S-actina con una banda de 710pb

{Figuras 19By C).
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Figura 19. Estandarizacion de la amplificacién del gen factina con la linea celular SiHa
mediante gradiente de temperatura. A y B) Los diagramas muestran las amplificaciones de
PCR virtuales con los oligonucledtidos Pactina2765" y Pactina2763” (sefalados con flechas)
usando el programa de AmplifX 1.37. Las secuencias de DNA (marcadas con lineas azules)
obtenidas del Gene bank para DNAc en A y DNA genémico en B. Los oligonucleétidos usados
reconocen a la secuencia blanco especificamente con una estabilidad del 100% amplificando un
producto de 276pb en el caso de la secuencia codificante por los DNAc’s y de 710pb en la
secuencia genémica. C) La reaccion de PCR a partir de los DNAc’s obienidos de las células
SiHa muestra en gel de agarosa al 1.2% el gradiente de temperatura para la amplificacion de una
banda de 276pb de B-actina (carriles 1-4) con las temperaturas de alineamiento de 60°C. 62°C,
64°C, 66°C respectivamente usando una concentracion de 1.5mM de MgCl,. La amplificacion de
la banda de 710pb incluye un intrén lo cual nos permite diferenciar la amplificacién de los
DNAcs y del DNA genémico. El carril (<) contiene la reaccion de PCR sin DNAc blanco y el
carril marcado con M muestra el marcador de peso molecular pBS sk digerido con la enzima de
restriccion Mso 1.

La amplificacién de Bactina en los DNAC’s obtenidos de las lineas celulares y
del tejido mostré una buena intensidad en la banda que indica la calidad 6ptima de las
extracciones de RNA. Debido a la alta intensidad de las bandas de amplificacion
obtenidas, se realizaron diluciones 1/10 de estos DNAc’s para la obtencién de la banda

visible de B-actina.

Yuchelt Cuaranta Monrqy



SOBRE-EXPRESION DE LOS GENES HOX A10 TRANSCRITO 2. A1) Y Bi3 EN
TEJIDOS OVARICOS CON PATOLOGIA MALIGNA W
-~

7.1.3. Expresion de los genes HOX en las lineas celulares y tejido placentario
7.1.3.1. HOXA7

La amplificaciéon de HOXA7 mostré la banda de 431pb la cual
corresponde a la esperada en la amplificacion virtual (figura 20A). La banda de
amplificacion en la figura 20C presenté una mayor intensidad a la temperatura de
alineamiento de 62°C, por lo que la reaccion de PCR duplex se realizé con esta
temperatura (figura 20D). El producto amplificado virtual de HOXA7 a partir del DNA
genémico es de 1373pb (Figura 20B) y no fue detectado en las muestras de RNA
indicando la ausencia de DNA gendémico en la preparacion. Debido a la adecuada
intensidad de la amplificacion de HOXA7 y B-actina en el PCR duplex no fue necesario
el ajuste de otros parametros de la reaccién de PCR.
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Figura 20. Amplificacion del gen HOXA7 en la linea celular SiHa. A y B) Las amplificaciones
virtuales se realizaron utilizando el programa AmplifX 1.37 con los DNA’s de las secuencias obtenidas
del gene bank A) DNAc y B) DNA genémico. Los oligonucledtidos HOXA75%ix y HOXA73’ix usados
reconocen a la secuencia blanco con una estabilidad del 100% amplificando una banda de 431pb y
1373pb respectivamente. C) La amplificacion de #OX47 mediante PCR a partir de los DNAC’s
obtenidos de la linea celular SiHa muestra el gel de agarosa al 1.2% con el gradiente de temperatura
para la amplificacién de la banda de 431pb. Los carriles 1 al 4 corresponden a las temperaturas de
alineamiento 60°C, 62°C, 64°C y 66°C respectivamente con una concentracién de 1.5mM de MgCl,. D)
La amplificacién mediante PCR duplex de HOXA7 y B-actina muestra dos bandas esperadas de 431pb y
276pb con una concentracion de 1.5 mM de MgCl,y con 62°C de temperatura de alincamiento (carril
1). Los carriles (-) contienen al testigo negativo de la reaccién de PCR y los carriles marcados con M
muestra el marcador de peso molecular plasmido pBS sk digerido con la enzima de restriccién Msp 1.
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7.1.3.2. HOXA9 transcritos 1 y 2

Los oligonucledtidos especificos disefados para la amplificacién de
HOXA9 permiten la deteccion de dos transcritos como se puede observar en las
amplificaciones virtuales en las figuras 21A y B, asi mismo la deteccién del DNA
gendmico con la banda de 1584pb (Fig. 21C). Los resultados de la amplificacién de
HOXA9 en la figura 5D muestran las bandas de 567 y 394pb correspondientes a los
transcritos 1 y 2 respectivamente. Esta amplificacion se obtuvo con una mayor
intensidad a la temperatura de 62°C usando un gradiente desde temperatura 62 a 66°C.
Por el contrario, se realizé un gradiente de MgCl, para estandarizar la reaccién de PCR
duplex con el control interno B-actina que mostré la amplificacién de los tres productos
con una concentracion de 1.5 mM de MgCl.. En los dos casos el producto amplificado
resultante también permitié la deteccion del DNA genémico de 1584pb (Figuras 21D,
E).
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Figura 21. Amplificacién de HOXA9 en la linea celular SiHa. Las amplificaciones virtuales
muestran como lineas azul cielo las secuencias codificantes de los transcritos HOXA9 (A y B) y los
genes en la secuencia del DNA genomico (C). Las secuencias fueron obtenidas obtenidas del Gene
Bank (parte superior de cada secuencia) y se disefiaron dos oligonucledtidos especificos (HOXA95® y
HOXA93") que amplifican las dos bandas bandas de 567 y 394pb (A y B), que corresponden al
transcrito 1 y al transcrito 2 respectivamente. Asi mismo, los primers amplifican el gen de 1584pb en
¢l DNA genémico (C). La amplificacién de HOXA9 muestra el transcrito 1 de 567pb y el transcrito 2
de 394pb a partir de los DNAc obtenidos de las células SiHa (D) usando un gradiente de temperatura.
Los carriles | al 4 corresponden a las temperaturas de alineamiento 62, 64, 66 y 68°C con una
concentracién de 1.5mM de MgCl,. (E) La amplificacién por PCR duplex muestra las banda de 567pb
y de 394pb de los transcritos 1 y 2 de HOXA9 y f-actina de 276pb de los DNAc's obtenidos de las
c€lulas SiHa, usando 62°C como temperatura de alineamiento con 1.5 mM MgCl, (carrii 1) y con 2.0
mM MgCl, (carril 2). Los carriles (-) corresponden al testigo negativo de la reaccién de PCR y los
carriles marcados con M muestra el marcador de peso molecular el plasmido pBS sk digerido con la
enzima de restriccion Msp [.
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7.1.3.3. HOXAI0 transcrito 1

El transcrito 1 del gen HOXA10 contiene una secuencia de 192pb que
amplificaron los oligonucleotidos especificos descritos en Materiales y Métodos como
se muestra en la amplificacion virtual en la Figura 22A. Estos oligonucledtidos
disefiados también permitieron la amplificacién de un producto de 1366pb al tener como
templado DNA genémico como lo muestra la amplificacion virtual realizada en el
programa AmplifX 1.37 en la Figura 22B. En el gradiente de MgCl, (Figura 22C), la
concentracion 6ptima para la amplificacion de HOXA10 es de 1.5SmM mientras que en la
reaccién de PCR duplex con los DNAc’s obtenidos de la linea celular MCF-7, es de 1.0
mM (Fig. 22D).
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Figura 22. Amplificacién de HOXAI0 transcrito 1 en la linea celular MCF-7. A y B) Las
amplificaciones virtuales con los oligonuclestidos HOXAI0T1ixS® y HOXAI0TIix3’ se
realizaron en el programa AmplifX 1.37 usando el DNA blanco que comresponde a la secuencia
codificante (A) y al DNA genémico (B) de HOXAI0 transcrito | (acceso al gene bank
NM_018951.3 y AF040714 respectivamente). Se muestra la amplificacién de un producto de
192pb para la secuencia codificante y un producto de 1366pb para el DNA gendmico. (C) El gel
de agarosa al 1.2% muestra el gradiente de MgCl, para la amplificacién de HOXA10 transcrito 1
de 192pb a partir de los DNAc's obtenidos de las células MCF-7 los carriles 1, 2 y 3
corresponden a las concentraciones de MgCly: 1.0 mM, 1.5 mM y 2.0 mM respectivamente a una
temperatura de 62°C . D) La amplificacion de HOXA/0 transcrito | de 192pb y Bactina de
276pb por PCR duplex de los DNAcs obtenidos de las células MCF-7 se realizo con 62°C de
temperatura de alineamiento y concentraciones de 1.0 mM (carril 1)y 1.5 mM MgCl, (carril 2).
Los carriles (-) contienen al testigo negativo de la reaccion de PCR sin DNAc blanco y los
carriles marcados con M muestra el marcador de peso molecular el plasmido pBS sk digerido
con la enzima de restriccion Msp |.
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7.1.3.4. HOXA10 transcrito 2

En la Figura 23A se indica la amplificacién virtual de 430pb llevada a
cabo con los oligonucleétidos disefiados en la secuencia codificante para el transcrito 2
de HOXAI0, de forma contraria el DNA genémico de HOXAI0 no muestra
amplificacién con estos cebadores (Figura 23B). La banda de amplificacién 430pb en los
DNAc’s obtenidos del tejido de placenta se detecté con mayor intensidad en la
concentracién de 2.0 mM de MgCl,, tanto en el PCR monoplex como duplex con el
control interno B-actina (Fig. 23C y D respectivamente).
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Figura 23. Amplificacién de HOXAI0 transcrito 2 en tejido de placenta. Las amplificaciones
virtuales se llevaron a cabo utilizando los oligonucledtidos HOXA10T25 New y HOXA 103 New
con ¢] DNA blanco representado con lineas azules de la secuencia codificante (A) y ¢l DNA
gendmico de HOXAI0 transcrito 2 (B). Los oligonucledtidos reconocen especificamente y con
una estabilidad del 100% amplificando un producto de 430pb para el DNAc y no amplifican en
el DNA genémico. B) La amplificacion de HOXA10 wtranscrito 2 en los DNAc’s obtenidos del
tejido de placenta muestra el gel de agarosa al 1.2° con un gradiente de MgCl, para la
amplificacion del transcrito de 430pb (carriles 1 y 2) que corresponden a la concentracion de
MgCl; 1.5 mM y 2.0 mM respectivamente con una temperatura de alineamiento de 62°C. C) La
amplificacion de HOXA/0 transcrito 2 de 430pb y B-actina de 276pb se obtuvo con PCR duplex
a62°Cy con 2.0mM MgCl,. Los carriles (-) se refieren a la reaccién de PCR sin DNAc blanco y
los carriles marcados con M muestra el marcador de peso molecular el plasmido pBS sk digerido
con la enzima de restriccién Msp 1.
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7.1.3.5. HOXAll

En el programa AmplifX se llevaron a cabo las amplificaciones virtuales
de HOXAIl utilizando los cebadores especificos diseiiados, los cuales flanquean la
secuencia del gen HOXAI! amplificando un producto de 179pb en la secuencia
codificante y un producto de 1591pb en la secuencia de DNA genémico como se
observa graficamente en las Figuras 24A y B respectivamente. La amplificacién de la
banda de 179pb en la Figura 24C muestra la mayor intensidad de la banda de expresion
de HOXA11 a la temperatura de 62°C por lo que se utiliza esta temperatura para la
reaccion de PCR duplex con factina (Figura 24D). Estos oligonucleétidos no
detectaron la presencia de DNA genémico en los DNAc’s de SiHa.
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Figura 24. Amplificacién de HOXAII en la linea celular SiHa. Los diagramas en A v B
muestran fas amplificaciones virtuales utilizando los oligonucledtidos HOXAITlix5’ y
HOXA11ix3" usando el programa AmplifX 1.37 con el DNA blanco de la secuencia codificante
(acceso al gene bank NM_005523.5) y del DNA genémico (acceso al gene bank AF039307.1) del
gen HOXAL1. Los oligonucledtidos amplifican un producto de 179pb en la secuencia de DNAc y
de 1591pb para el DNA genomico. C) A partir de los DNAc’s obtenidos de las células SiHa se
muestra un gradiente de temperatura para la amplificacién de la banda de 179pb, las temperaturas
de alineamiento usadas fueron: 60°C, 62°C y 64°C en los carriles 1 al 3 respectivamente con una
concentracion de 1.5 mM de MgCl,. D) La amplificacién de HOX4/! de 179pb y B-actina de
276pb mediante PCR duplex se obtuvieron usando una temperatura de alineamiento de 62°C con
1.5mM MgCl,. Los carriles (-) se refieren a la reaccion de PCR sin DNAc blanco y los carriles
marcados con M muestra el marcador de peso molecular el plasmido pBS sk digerido con la
enzima de restriccion Msp 1.
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7.1.3.6. HOXB7

La banda esperada de 190pb para la secuencia codificante de HOXB7 se
muestra en la amplificacion virtual (Fig. 25A) y la banda de 2613pb en la amplificacion
virtual del DNA genémico (Fig. 25B). La estandarizacion de la amplificacion de
HOXB?7 se logré realizando un gradiente de temperatura de alineamiento desde 62 hasta
68°C a partir de los DNAc’s obtenidos de la linea celular SiHa. La temperatura de
alineamiento 6ptima como se puede observar en la Figura 25C es de 62°C. De igual
manera se pueden observar en la Figura 25D los productos amplificados duplex de
276pb y de 190pb correspondientes a Bactina y HOXB7 respectivamente. Estos
oligonucledtidos no detectaron la presencia de DNA genémico en los DNAc’s de SiHa.

A »01 BS068579iret NN DS 02 31 Homo sageens homeobox 87 (HOXE7!. maNA
HOIB7S

»

HOXB7Y

— —

— L) b
>retINC D00017 SINC 000017 02404 338244035393 Homo sapiens chromosome 17, reference assembly, complese sequence
HOXE?S'
TAEHEZH—| - -
4
HOTET3
Thes
— 0 00
M 1 2 3 4 5 () 1 (M

. L _'m_‘
riops —> sk 1T VA ) |
—BADAUTC -
483pb —

 —— 404pd

e s pocios ZE—sww T o

- ) HOXBT 132pb =~ " -~ ey
L =
110pb— ‘

Figura 25. Amplificacién de H#/OXB7 en la linea celular SiHa. A y B) Los diagramas muestran las
amplificaciones virtuales con los oligonucleétidos HOXB75" y HOXB73" usando el programa AmplifX
1.37 y ¢l DNA blanco de la secuencia del DNAc de HOXEB7 (A) y del DNA genomico (B). Los
oligonucledtidos reconocen especificamente con una estabilidad del 100% amplificando un producto de
190pb en la secuencia codificante y 2613pb en el DNA genomico. (B) La amplificacion de HOXB7 de
190pb a partir de los DNAc's obtenidos de las células SiHa se muestra en Jos carriles 1 al 5. Las
temperaturas de alineamiento usadas: 62°C, 64°C. 66°C y 68°C (carriles | al 5 respectivamente) con
una concentracion de 1.5 mM de MgCl,. (C) La amplificacién de HOXB7 de 190pb y B-actina de
276pb por PCR duplex fue obtenida a 62°C de temperatura de alineamiento Y con una concentracion de
1.5mM MgCl,. Los carriles (-) contienen al testigo negativo de la reaccion de PCR y los carriles
marcados con M muestra el marcador de peso molecular ¢l plasmido pBS sk digerido con la enzima de
restriccion Msp 1.
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7.1.3.7. HOXBI13

Los oligonucledtidos disefiados HOXB135" y HOXBI133" reconocen
especificamente y con una estabilidad del 100% la secuencia blanco de HOXBI!3
amplificando un producto de 300pb en la secuencia codificante y de 1249pb en el DNA
genémico, como se muestra en las amplificaciones virtuales de las Figuras 26A y B
respectivamente. La amplificacion en la Figura 26C muestra la banda de 300pb
obtenida mediante PCR a partir de los DNAc's de la linea celular SiHa a 62°C de
temperatura de alineamiento y con 1.5mM de MgCh. La amplificacion HOXBI3 de
300pb y B-actina de 276pb mediante PCR duplex se muestra en la Figura 26D, con una
mejor amplificacion de ambas bandas usando una concentracion de MgCl> de 2.5 mM.
No se detecté la presencia del DNA gendmico de SiHa en la preparacion de los RNA's
totales.
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Figura 26. Amplificacién de HOXBI3 en los DNAc’s obtenidos de las células SiHa. A y B) Se
muestran los diagramas de las amplificaciones virtuales con los ohgonucleondos HOXBI135™ y
HOXBI33" utilizando el programa AmplifX 1.37 y EI DNA blanco de la secuencias del DNAc (A) y el
DNA genémico de HOXB!3 (B). Los oligonucieoudos amplifican un producto de 300pb en el DNAc y
1249pb en €] DNA genomico. C) La amplificacién de HOXBI3 a partir de los DNACc's obtenidos de las
celulas SiHa muestra la banda de 300 pb (carril 1) a 62 C de temperatura de alineamiento con 1.5 mM de
MgC ;. (D) La amplificacion de HOXB13 de 300pb y S-actina de 276pb mediante PCR duplex se realizé
a 62 C con 1.5mM. 25mM 3y 3 5mM de MgCl, (carriles 1 a 3 respectivamente). Los carriles (-) se
reficren al testigo negativo de la reaccion de PCR y los carriles marcados con M muestra ¢l marcador de
peso molecular el plasmido pBS sk digerido con la enzima de restnccion Vsp L.
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Los resultados descritos anteriormente muestran la estandarizacion
exitosa de la amplificacion de los genes HOXA7, 9, 11, B7 y Bi3 en las lineas celulares
SiHa y MCF-7 y en el tejido de placenta, usando un PCR duplex, que incluyen Bactina
en la misma reaccion para validar los resultados de la expresion de los genes HOX.

7.2. Expresion diferencial del los genes HOX en tejido ovarico

Una vez estandarizada la expresion de los genes HOX mediante PCR duplex
con f-actina, en las lineas celulares y tejido de placenta, se realizé la extraccién de los
RNA'’s totales de las muestras de tejidos ovaricos, para analizar ia deteccién de
expresion de los genes HOXA7, 9, 10, 11, B7y BI3.

7.2.1. Aislamiento de los RNA’s totales a partir de los tejidos ovaricos

El aislamiento de los RNA’s totales de los tejidos ovaricos normales, con
patologia benigna y maligna ya sea preservados en RNA/ater ® o en Trizol se llevé a
cabo usando el método de trizol descrito previamente en Materiales y Métodos.

Los resultados obtenidos muestran una adecuada extraccion de los RNA’s totales
en la calidad de los mismos ya que se puede observar de manera muy definida las
bandas 28 S y 18 S de los RNA ribosomales que indican la buena integridad del RNA en
los tejidos preservados en RNAlarer ®, como se presenta en la Figura 27 (carriles 3 al
6). Por otro lado, los RNA’s totales obtenidos a partir de los tejidos conservados en
Trizol muestran una menor integridad como se muestra en los carriles 1 y 2. Solamente
cuatro muestras de 17 procesadas fueron conservadas en Trizol como se muestra en la
Tabla VIII. La concentracién y la pureza obtenida de los RNA’s totales extraidos de los
tejidos ovéricos muestra alta variabilidad en concentracion desde 0.08 a 6.8 mg/mL con
una Abs 260/280 de 1.13 a 2.4 que muestra en la mayoria de los casos una buena pureza
de los RNAs obtenidos.

5 6
. U Figura 27. Extraccién de RNA’s totales en el

| tejido ovdrico. Los RNA’s totales obtenidos por
- el método de Trizol se analizaron mediante
. clectroforesis en gel de agarosa 0.8%, ovario
normal (carriles 1 y 2), cancer de ovario (carriles
3 y 4) y patologia benigna de ovario (carriles $ y
6). Las muestras de tejido ovarico en los carriles 1
y 2 fueron preservadas en Trizol (Invitrogene) en
. cambio las muestras de los carriles 3 a 6 fueron
.~ conservadas en RNA/azer ® (Ambion) en donde
se puede observar de manera definida las bandas
de los RNA ribosomales 28 Sy 18 S que indica la
. mejor integridad de los RNA’s obtenidos. Cada
. carril contiene aproximadamente 1 ug de RNA's
totales.
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| RNAWer® | s0 | 0w
e [\ RNAer® [ so 0080 125
~ 9l | | < RNAler® 20 0.558 113
7 A || “RNAlater® 20 09184 146
uB " RNAlater® 30 0.2896 123
12T “Trizol i 0.3088 2
13T RNAlater ® 20 |/ 14072 2
14T RNA later ® 70 1.7311
IST RNAlater ® 90 06222
16T RNAlater ® 70 0.536
17T RNAlater ® 40 6.804

7.2.2. Amplificacion de los genes HOX en los tejidos oviricos

Los RNA's totales obtenidos del tejido ovarico normal, con patologia benigna y
maligna se utilizaron para la sintesis de los DNAc’s mediante transcripcion reversa. Se
realizé la reaccion de PCR para la amplificacion del gen B-actina a partir de los DNAc’s
obtenidos de tejidos ovaricos con la finalidad de corroborar la eficiencia de la reaccién
de retrotranscripcion de cada uno de los tejidos procesados. Los resultados en la Figura
28 corroboran la adecuada amplificacién de una banda de 276pb que corresponde al
gen de B-actina obtenida de los tejidos ovaricos en comparacion a la que se encuentra en
los DNAc’s diluidos 1/10 de la linea celular SiHa (+), los cuales fueron utilizados como
control positivo de la reaccion.
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Figura 26. Amplificacién del gen Bactina mediante RT-PCR a partir del tejido ovarico. Los
RNA’s totales obtenidos del tejido ovarico fueron utilizados para sintetizar los DNAC’s a través de
transcripcion reversa y posteriormente con la reaccion de PCR para la amplificacién del gen £
actina. La electroforesis en gel de agarosa al 1.2% muestra la amplificacion de una banda de 276pb
que corresponde a f-actina a partir de los DNACc’s obtenidos de tejido ovérico normal, con
patologia benigna y maligna. El carril (+) contiene la amplificacion de los DNAc’s de SiHa
utilizado como testigo positivo. El carril marcado con M es el marcador de peso molecular pBS sk
digerido con la enzima de restriccion Msp 1.

7.2.2.1. Expresion de HOXA?7 en tejidos oviricos

La expresion de una banda de 431pb que corresponde a HOXA7, como se
observa en la Figura 29, se detecta en cuatro muestras normales, en dos muestras de
tejido con patologia benigna y en cuatro de las muestras de tejido ovarico con patologia
maligna. La amplificacion de factina se observa en todas las muestras confirmando la
integridad de los DNAc’s provenientes de los tejidos ovaricos, ademas se presentan los
controles positivos y negativos de la reaccion de PCR para descartar errores técnicos
durante la misma. La expresién diferencial de HOXA7 entre los tejidos ovaricos con y
sin patologia maligna no es estadisticamente significativa (p=1).
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Figura 29. Amplificaciéon del gen HOXA7 en tejidos ovaricos. Las electroforesis en gel de
agarosa al 1.2% muestran la amplificacion de HOXA7 en tejido ovérico de acuerdo a las
condiciones descritas en la estandarizacion. La expresion de HOXA7 con la banda de
amplificacién de 431pb se observa en las muestras de tejidos normales IN a 4N, de tejido con
patologia benigna 9B y 1IB y con patologia maligna 12T, 13T, 16T y 17T. Todas las
amplificaciones de HOXA47 se realizaron mediante PCR duplex con ¢l control interno de 276pb
del gen B-actina. El carril (<) contiene la reaccion de PCR sin DNAC’s blanco y el carril (+)
contiene la amplificacion de los DNA¢’s de SiHa utilizados como testigos positivos. El marcador

de peso molecular utilizado pBS sk digerido con la enzima de restriccion Msp | se encuentra en
el carril M.

7.2.2.2. Transcritos de HOXAY en tejidos ovaricos

En la Figura 30 se muestra la deteccion de HOXA9 transcrito 1 con la
banda de amplificacion de 567pb en dos muestras normales, en una muestra de tejido
con patologia benigna y en dos muestras de tejido ovérico con patologia maligna. Asi
mismo, se muestra la expresion de HOXA9 transcrito 2 con la banda de amplificacién de
394pb en cuatro muestras de tejido ovarico normales, en cuatro muestras con patologia
benigna y en las cuatro muestras con patologia maligna. No se encontré diferencia

significativa (p=1) en la expresion de los transcritos de HOXA49 en los tejidos ovaricos
analizados.
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Figura 30. Amplificaciéon de HOXA49Y en tejidos ovaricos. Las clectroforesis en gel de agarosa
al 1.2% muestran la amplificacion de HOXAY transcritos 1 y 2 en tejido ovarico de acuerdo a las
condiciones estandarizadas previamente. La expresion de HOX49 transcrito 1 con la banda de
amplificacion de 567pb se observa en la muestra de tejidos normal 2N y 4N, en la muestra de
tejido con patologia benigna 9B y con patologia maligna 12T y 16T. Asi mismo, s¢ muestra la
expresion de HOXA9 transcrito 2 con la banda de amplificacion de 394pb en las muestras de
tejido ovarico normales IN, 2N, 4N y 5N, con patologia benigna 6B, 8B, 9B y 11B y con
patologia maligna 12T, 13T, 14T, 15T y 17T. Todas las amplificaciones se realizaron mediante
PCR duplex con el control interno de 276pb del gen Bactina. El carril (-) contiene la reaccion de
PCR sin DNAc's blanco y el carril (+) contiene la amplificacién de los DNAc’s de SiHa
utilizados como testigos positivos. El marcador de peso molecular utilizado pBS sk digerido con
la enzima de restriccion Msp | se encuentra en el carril M.

7.2.2.3. Visualizacién de HOXAI0 transcrito 1 en tejidos ovaricos

La electroforesis en gel de agarosa al 1.2% en la Figura 31 muestra la
amplificaciéon de HOXA10 transcrito 1 en los tejidos ovaricos con la banda de 192pb en
todas las muestras normales, en cinco muestras de tejido con patologia benigna y en
cinco muestras de tejido ovarico con patologia maligna. No se encontré una diferencia
significativa de la expresion de este gen entre el de tejido ovarico maligno y no maligno.
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Figura 31. Amplificacion de HOXAI0 transcrito 1 en tejidos ovaricos. Las electroforesis en gel de
agarosa al 1.2% muestran la amplificacién de HOXAI( transcrito 1 en tejido ovarico de acuerdo a las
condiciones estandarizadas previamente. La expresion de HOXAI0Q transcrito 1 con la banda de
amplificacion de 192pb se observa en todas las muestras de tejidos normales IN al SN, con patologia
benigna 6B. 7B, 9B. 10B y 11B y con patologia maligna 12T, 13T, 14T, 16T y 17T. Toedas las
amplificaciones se realizaron mediante PCR duplex con el control interno de 276pb del gen Sactina.
El carril (-) contiene la reaccién de PCR sin DNAc’s blanco y el carril (+) contiene la amplificacion
de los DNAc's de SiHa utilizados como testigos positivos. EIl marcador de peso molecular utilizado
pBS sk digerido con la enzima de restriccion Msp [ se encuentra en el carril M.

7.2.2.4. Amplificacién de HOXAI0 transcrito 2 en tejidos ovaricos malignos

Los geles de agarosa al 1.2% en la Figura 32 muestran la amplificacion de
HOXA10 transcrito 2 en tres muestras normales, en dos muestras de tejido con patologia
benigna y en todas las muestras de tejido ovarico con patologia maligna. La expresion
diferencial de este transcrito es estadisticamente significativa (p=0.0427), detectandose
su expresion preferentemente en tejidos con patologia maligna.
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Figura 32. Amplificacién de HOXAI0 transcrito 2 en tejidos ovaricos. Las electroforesis en gel
de agarosa al 1,2% muestran la amplificacion de HOXA10 transcrito 2 en tejido ovérico de acuerdo
a las condiciones de estandarizacion. La expresion de HOXA4/0 transcrito 2 con la banda de
amplificacion de 430pb se observa en las muestras de tejido ovérico normales 2N, 3N y 5N, con
patologia benigna 6B y 9B y con patologia maligna del 12T al 17T. Todas las amplificaciones se
realizaron mediante PCR duplex con el control intemo de 276pb del gen Bactina. El carril (-)
contiene la reaccién de PCR sin DNAc's blanco y el carril (+) contiene la amplificacion de los
DNAc’s de SiHa utilizados como testigos positivos. El marcador de peso molecular utilizado pBS
sk digerido con la enzima de restriccion Msp 1 se encuentra en el carril M.

7.2.2.5. Expresion de HOXAII en tejidos ovaricos

La amplificacién de HOXA11 en tejido ovirico realizada de acuerdo a las
condiciones estandarizadas se observa en la Figura 33, la cual muestra la expresién de
HOXAI11 con la banda de amplificacion de 179pb en tres muestras normales, en dos
tejidos con patologia benigna y en todas las muestras de tejido ovérico con patologia
maligna. Es decir que la diferencia de expresion entre los tejidos ovaricos es
estadisticamente significativa (p=0.0427), presentando una tendencia en la expresion de
este gen en los tejidos ovaricos con patologia maligna.
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Figura 33. Amplificacion de HOXAI1I en tejidos ovaricos. Las electroforesis en gel de agarosa
al 1.2% muestran la amplificacién de HOXA!! en tejido ovérico de acuerdo a las condiciones de
estandarizacion. La expresion de HOXA411 con la banda de amplificacién de 179pb se observa en
las muestras de tejido ovérico normales 3N, 4N y 5N, con patologia benigna 7B y 9B y en todas
las muestras con patologia maligna (12T al 17T). Todas las amplificaciones se realizaron
mediante PCR duplex con el control interno de 276pb del gen f-actina. El carril (-) contiene la
reaccion de PCR sin DNAc’s blanco y el carril (+) contiene la amplificacion de los DNAc's de
SiHa utilizados como testigos positivos. El marcador de peso molecular utilizado pBS sk
digerido con la enzima de restriccién Msp 1 se encuentra en el carril M.

7.2.2.6. Deteccion de transcritos de HOXB7 en ovario

La Figura 34 muestra la expresion de HOXB7 con la banda de
amplificacion de 190pb en todas las muestras normales (1N al SN), en cinco muestras de
tejido con patologia benigna y en todas las muestras de tejido ovarico con patologia
maligna. No se observa una diferencia en la expresion de este gen en los tejidos ovaricos
normales y patolégicos.
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Figura 34. Amplificacién de HOXB7 en tejidos ovéricos. Las clectroforesis en gel de agarosa
al 1.2% muestran la amplificacion de HOXB7 en tejido ovarico de acuerdo a las condiciones de
estandarizacion. La expresion de HOXB7 con la banda de amplificacién de 190pb se observa en
todas las muestras de tejido ovarico normales (IN al SN), con patologia benigna 6B, 7B, 9B, 10B
y 11B y en todas las muestras con patologia maligna (12T al 17T). Todas las amplificaciones se
realizaron mediante PCR duplex con el control interno de 276pb del gen B-actina. El carril (-)
contiene la reaccién de PCR sin DNAc’s blanco y el carril (+) contiene la amplificacién de los
DNACc's de SiHa utilizados como testigos positivos. El marcador de peso molecular utilizado
pBS sk digerido con la enzima de restriccion Msp | se encuentra en el carril M.

7.2.2.7. Amplificacién de HOXBI3 en tejidos ovaricos con patologia maligna

Los geles de agarosa al 2.0% en la Figura 35 muestran la amplificacion de
HOXBI3 en tejido ovérico y en la linea celular SiHa utilizada como control positivo. La
expresion de HOXBI3 con la banda de amplificacion de 300pb no se detect6 en ninguna
de las muestras normales (IN al 5N), pero se expresa en una muestra de tejido con
patologia benigna y en todas las muestras de tejido ovarico con patologia maligna (12T
al 17T). Estos resultados muestran una clara tendencia de la expresion del gen HOXB13
en los tejidos con patologia maligna (p=0.0006).
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Figura 35. Amplificacion de HOXBI13 en tejidos ovarices. Las electroforesis en gel de
agarosa al 2.0% muestran la amplificacion de HOXBI3 en tejido ovérico de acuerdo a las
condiciones de estandarizacion. La expresion de HOXBI3 con la banda de amplificacion de
300pb no se observa en ninguna de las muestras de tejido ovarico normales (IN al SN). pero se
observa en la muestra de tejido con patologia benigna 7B y en todas las muestras con patologia
maligna (12T al 17T). Todas las amplificaciones se realizaron mediante PCR duplex con el
control interno de 276pb del gen S-actina. El carril (-) contiene la reacciéon de PCR sin
DNAc's blanco y el carril (+) contiene la amplificaciéon de los DNAc's de SiHa utilizados
como testigos positivos. El marcador de peso molecular utilizado pBS sk digerido con la
enzima de restriccion Msp I se encuentra en el carril M.

En resumen la expresion de los genes HOXA7, 9, 10, 11, B7 y Bl3 en los
tejidos ovéricos normales, con y sin patologia maligna analizados en esta tesis (Figura
36) muestra que los genes HOXAI0 transcrito 2, 471 y BI3 presentan una diferencia
significativa en la expresion de los tejidos no malignos en comparacién con los
malignos. La expresion preferencial de los genes HOXA 0 transcrito 2 y HOXA11 en los
tejidos ovéricos malignos fue estadisticamente significativa (p=0.0427). De estos tres
genes, la diferencia significativa mas evidente la podemos observar en el gen HOXBI3
(p=0.0006), por lo que se decidié realizar la cuantificacién relativa de HOXBI3
mediante PCR tiempo real para determinar de una forma més precisa los resultados
obtenidos.
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Figura 36. Expresién diferencial de los genes HOXA7, 9, 10, 11, B7 y B13 en tejidos
ovaricos. En la 1abla s¢ muestra un resumen de la expresion de los genes HOX analizados en el
tejido ovérico no maligno (muestras normales y con patologia benigna) y maligno (muestras con
patologia maligna). Se encontré una expresion diferencial significativa en la expresion de
HOXA10 wanscrito 2, 41] y BI3 entre los tejidos ovéricos no malignos y malignos analizados
(cuadro rojo).

7.3. Cuantificacién de la expresion de HOXBI3 mediante PCR tiempo real

Para cuantificar la expresion de HOXB13 en las muestras de tejido ovarico, se
realizé la estandarizacion de la reaccion de PCR tiempo real del gen HOXB13 y de /-
actina con los DNAc’s previamente obtenidos de la linea celular SiHa.

7.3.1. Estandarizacién de la expresion del gen S-actina en células SiHa

Para la estandarizacion de la cuantificacion de la expresién de B-actina mediante
PCR tiempo real se realizé una curva estandar que permite determinar la eficiencia de la
reaccién de amplificacion con los oligonucleétidos limitados de Aactina marcados con
sondas Tagman® y con el fluoréforo VIC (Applied Biosystems). La Figura 37A muestra
la amplificacién de B-actina en los DNAC’s de las células SiHa mediante la acumulacién
de fluorescencia por los productos amplificados de una region del transcrito de S-actina.
En la Figura 37B se muestra la eficiencia de la reaccion de PCR con las condiciones
usadas en la pendiente de una regresion lineal de los Cr obtenidos y del logaritmo en
base 10 de las concentraciones de RNA’s totales a partir de los cuales se sintetizaron los
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DNAc’s contenidos en la reaccion de PCR. La pendiente obtenida es de -3,488 y
mediante la formula E = 100" P9 g0 obtuvo la eficiencia (E)=1.935. Esta eficiencia
fue considerada adecuada ya que la recomendada para llevar a cabo adecuadamente el
andlisis de los datos de expresion génica relativa puede variar en un rango del 90-110%
(Nolan et al., 2006). Debido a que la eficiencia obtenida del 93.5% con los iniciadores
para factina usados en la reaccion de PCR, no fue necesario la optimizacién de la
reaccion.

A B

y=-3,488x + 30,807
R?= 0,9868 E=1.935

; 14 165 19 215 24
B, s om om e - Log [ng RNA]

Figura 37. Eficiencia de los oligonucleotidos marcados con sondas TagMan® para
cuantificar la expresion para el gen constitutive f-actina en los DNAc¢’s de las células SiHa.
Se realizé una curva de calibracion utilizando diluciones seriadas por duplicado de los DNAc’s
de la linea celular SiHa con los oligonucledtidos para el gen B-actina usando en el termociclador
Chromo 4™. A) Curvas de amplificacion del gen Bactina obtenidas en el programa Opticon
MonitorTM a partir de las concentraciones de 250, 125, 75, 37.5 y 0 ng (control negativo) de los
RNA's totales obtenidos de la linea celular SiHa. B) Curva estandar donde se grafica el Cr contra
el logaritmo de ia concentracién de RNA’s en cada dilucién (se muestra el promedio y la
desviacion estandar de cada duplicado). La ecuacion de la linea de regresion, el valor de R? y la
eficiencia (E) se indican en la parte superior de la grafica. La eficiencia (E=1.935) fue calculada
a partir de la formula E = 107 P4=*ly 15 eficiencia en por ciento 1-Ex 100 es igual a 93.5%.

7.3.2. Amplificacion del gen HOXBI3 en células SiHa

La estandarizacién de HOXBI3 se llevo a cabo con una curva estandar para
determinar la eficiencia de la reaccién de PCR con los oligonucleétidos de HOXBI3
marcados con sondas Tagman® y con el fluoréforo FAM. La Figura 38A muestra las
curvas de amplificacion del gen HOXBI3 en los DNAC’s de las células SiHa obtenidas
en el termociclador Cromo 4™ y graficadas por el programa Opticon Monitor™. La
curva estandar se realizé con diluciones seriadas de 1/2 de los DNAC’s y para evaluar la
eficiencia de la reaccién de PCR en éstas condiciones se obtuvo la pendiente en la linea
de tendencia de una regresion lineal de los Ct obtenidos en cada reaccién de PCR y del
logaritmo en base 10 de las concentraciones de RNA total a partir de las cuales fue
sintetizado el DNAc contenido en la reaccién como se observa en la Figura 38B. La
pendiente obtenida mostr6 una eficiencia del 92%, que se encuentra dentro del rango
especificado para realizar la cuantificacion de la expresiéon génica sin la necesidad de
optimizar ninguno de los componentes de la reaccién de PCR.
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Figura 38. Eficiencia de los oligonucletidos marcados con sondas TagMan® para
cuantificar la expresion para el HOXBI3 mediante RT-PCR tiempo real en los DNAc¢’s
de las células SiHa. La curva estandar se llevé acabo con diluciones seriadas de los DNAc’s
de la linea celular SiHa con los oligonucledtidos para la amplificacion del gen HOXB13 en
el termociclador Chromo 4™. A) Las curvas de amplificacion del gen HOXBI3 se
obtuvieron usando el programa Opticon Monitor™ a partir de las concentraciones de 250,
125, 75, 37.5 y 0 ng (control negativo) de los RNA’s totales de la linea celular SiHa a partir
del cual se sintetizaron los €l DNAc’s. B) La gréfica muestra el C; contra el logaritmo de la
concentracion de los RNA’s en cada dilucion (promedio y desviacién estindar de cada
duplicado). La ecuacién de la linea de regresion, el valor de R? y la eficiencia (E) se
muestran en la parte superior de la gréifica. La eficiencia (E=1.9206) fue calculada a partir de
la formula E = 10" P=4=kly 13 eficiencia en por ciento 1-Ex100 es igual a 92%.

7.3.3. Cuantificacion relativa de HOXBI3 en SiHa

Los valores de los Cr obtenidos en cada una de las curvas estandar fueron
corregidos de acuerdo a la férmula 4 (ver Materiales y Métodos), para realizar la
normalizacion de acuerdo a la eficiencia de amplificacidn para cada gen. Posteriormente,
se obtuvo el AACt, restando los Cy’s de la amplificacion del gen S-actina a los valores
de Cr obtenidos de la amplificacion del gen HOXBI3. La Figura 39 muestra los
resultados de los AACy con la concentracion de los RNA's totales en ng a partir de los
cuales se sintetizaron los DNAc’s utilizados en la reaccion de PCR. La pendiente
obtenida (6E™) corresponde al valor de la sugerida para la validacién de éste método
(menor o igual a 0.1), que indica que la diferencia en la expresion entre el gen de
referencia (f-actina) y el gen problema (//OXB13) no presenta variaciones significativas
en diferentes concentraciones de los DNAc's.
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Figura 39. Validacion del método AACy para la cuantificacién relativa de expresién génica de
HOXB13 mediante PCR tiempo real. A los Cr obtenidos para la curvas estandar del gen HOXB!3 se
les restaron los Cr obtenidos para el gen f-actina (previamente normalizados por la eficiencia de la
reaccion de PCR para cada gen) obteniendo asi el ACy para cada una de las concentraciones de los
RNA'’s totales a partir de la cual se realizé la RT-PCR. La grafica muestra el AACy contra el logaritmo
de la concentracién de RNA en cada dilucion (promedio y desviacion estindar de cada duplicado) y se
indica en la parte superior de la grafica la ecuacién de la linea de regresién y el valor de R%.

7.4. Cuantificacion relativa de la expresién de HOXBI13 en los tejidos oviricos

La cuantificacién de la expresion de PCR tiempo real del gen HOXBI3 y el gen

f-actina se realizé mediante los DNACc’s de los tejidos ovaricos previamente obtenidos
para la amplificacion de los genes HOX mediante PCR punto final.

La cuantificacion relativa del gen HOXBI3 se realizé6 mediante la amplificacién
de PCR tiempo real de los genes HOXBI3 y f-actina en los tejidos ovaricos normales
(n=5), con patologia benigna (n=6), y con patologia maligna (n=6). Una vez obtenidos
los valores de Cr para cada reaccién se llevo a cabo la normalizacion de éstos valores y
se aplicd la féormula del método AACt previamente validado para estas condiciones
utilizando como valor calibrador el AACy de la muestra de tejido ovarico normal 5N que
se comprobd mediante examen microscopico como ovario normal (comunicacion
personal del Dr. Rail Garza Garza). Lo anterior permitié obtener la cuantificacion
relativa de expresion de HOXBI3 que representa el nimero de veces mas que se
encuentra aumentada la expresion con respecto al calibrador. La Tabla IX muestra la
cuantificacion de los resultados obtenidos de la expresién de HOXB!3 en escala normal
y logaritmica. Debido a la diferencia en la magnitud de los resultados en la expresion de
HOXBI3 relativa a la muestra normal de ovario se decidié utilizar los datos en escala
logaritmica base 10 para una mejor cuantificacién y analisis de los datos.

El andlisis de la cuantificacion de la expresion de HOXB13 en los tejidos
ovaricos normales en la Figura 40A en escala logaritmica muestra una diferencia clara
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en los valores obtenidos en los tejidos ovaricos y benignos con la excepcion de la
muestra de tejido ovarico benigno 7B que muestra valores definitivamente en el rango
de los obtenidos en las muestras de tejido ovirico con patologia maligna.

Interesantemente, estos valores de cuantificacion de los transcritos de HOXBI3
mediante tiempo real corresponden predominantemente con los resultados obtenidos
mediante PCR tiempo final. Inclusive muestran la expresion positiva de HOXB!3 en una
sola muestra de tejido benigno {Figura 40B) que corresponde efectivamente a la misma
muestra 7B. Por otro lado, la comparacion de los niveles de expresion de HOXBI3 en las
muestras de tejido maligno (12T, 16T y 17T) presentan valores en los limites de las
muestras con patologia no maligna. No obstante, la Figura 24C muestra que cuando se
realiza la prueba estadistica de t-student en los resultados de la cuantificacién relativa de
HOXBI 3 y los obtenidos mediante PCR punto final de HOXB/3, fue negativa y positiva
con una diferencia estadisticamente significativa (p=0.0001). Esto indica objetivamente
la relacion que mantienen los resultados obtenidos en la expresion diferencial de
HOXB13 mediante PCR punto final y la cuantificacién del transcrito de HOXB/3
mediante PCR tiempo real.

Por otro lado, en la Figura 41A se muestran los promedios y las desviaciones
estandar de los valores en escala logaritmica de la cuantificacion relativa de HOXBI3
para cada tipo de tejido ovérico analizado (normal, patologia benigna y maligna). El
analisis estadistico en la Figura 41B muestra claramente que existe un aumento en la
expresion relativa de HOXB13 en muestras de tejido ovarico con cancer en comparacion
con tejidos ovaricos normales y con patologia benigna (p<0.05).

Tabla EX. Coantificacion Relativa del gen HOXBI13 en muestrasde tejido

ovérico
Muestrade | Expresode HOXBI3 whavas Escala logantmxca
tepdo stra ldeovano Expreswude HOXBI3 wclativaa
ovanco (Escala normal) una muestra normaldeovano
(Escala boganmmuca)
iN 84 779510 7483 [ 9283400038
2N 24 67911 4792 13919200260
3N 499396111 8348 1 698810 0159
4N 11414120 9320 10567300355
5N 10191202779 0 000040 0000
[:3 0623210 1988 0213040 1357
7B 2314 670425152552 3 3590100975
gB 86 126548 9172 1 8969102614
B 03290£0 0377 048420 0499
10B 19 309544 4366 1279910 1007
1B 10 568122 0183 1 0200+0.0835
12T 102 2466%3 0811 20096100131
13T 1015551478 7351 3 0060200337
14T 712 78774453 9923 2 803720 2979
15T 4985 61452228 1554 36975£00199
16T 76 389211 73423 1 8829+0 0098
17T 122 54618417.1107 2086210 0608
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Figura 40. Cuantificacién relativa del gen HOXBI3 mediante PCR tiempo real en tejidos
ovdricos normales, y con patologia benigna y maligna. la cuantificacién de la expresion
génica de HOXBI3 se realiz6 mediante PCR tiempo real de los genes Bactina y HOXBI3 por
duplicado en los DNACc’s obtenidos de los tejidos de ovario, usando el método AACy. A) Las
barras muestran la cuantificacién de la expresion génica de HOXBI3 (media y desviacion
estandar) en escala logaritmica en las muestras de tejidos ovéricos normales (azul), con
patologia benigna (naranja) y maligna (rojo). B) Resumen de la expresién de HOXBI3 en
muestras de tejido ovarico utilizando PCR punto final. C) La grafica muestra que los valores
de la cuantificacion relativa (escala logaritmica) de HOXBI3 en el apagado y encendido de
HOXBI3 por PCR punto final. Las muestras apagadas de HOXBI/3 son menores
significativamente (p<0.0001) que las muestras con este gen encendido.
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Figura 41. Cuantificacién relativa del gen HOXB13 mediante PCR tiempo real en tejidos
ovaricos normales, y con patologia benigna y maligna. La cuantificacién de la expresion
génica de HOXBI3 se realizé mediante PCR tiempo real de los genes Bactina y HOXBI3 por
duplicado en los DNAc’s obtenidos de los tejidos de ovario usando el método AACt. A) Las
barras muestran la cuantificacion de la expresion génica de HOXBI3 (media y limites de
confianza) en escala logaritmica en los tejidos ovéricos normales, y con patologia benigna y
maligna. B) La prueba de contrastes de HSD (diferencia honesta significativa) de Tukey mostré
diferencia significativa en la cuantificacion relativa de HOXBI3 entre el tejido maligno y los
tejidos normales y con patologia benigna (p<0.05).
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8. DISCUSION

En esta tesis se analizo la expresion de los genes HOXA7, A9, 410, A1l, B7 y
B13 mediante PCR punto final en 17 muesiras de tejidos ovéricos que incluyeron 6
muestras con patologia maligna y once muestras de tejido normal (n=5) y patologia
benigna (n=6). Ademas, se cuantifico la expresién relativa de HOXBI3 mediante PCR
tiempo real. Para llegar a este propésito, se llevd a cabo |a estandarizacion de la RT-PCR
punto final en las lineas celulares SiHa, MCF-7 y en el tejido de placenta, asi como la
estandarizacion de la amplificacion mediante PCR tiempo real del gen HOXB{3 en la
linea celular SiHa. La amplificacién de los genes HOX en los tejidos ovaricos mostraron
la expresion diferencial en tejidos malignos de HOXAIQ transcrito 2 (p=0.0427),
HOXAll (p=0.0427) y HOXBI3 (p=0.0006) mediante PCR punto final. Ademas,
mediante PCR tiempo real se confirmé la sobre-expresion del gen HOXB{3 en muestras
de ovario con patologia maligna (p<0.05).

Para la estandarizacion de la reaccion de PCR punto final, primero se realizo el
disefio de los oligonucleétidos especificos para la amplificacion de estos genes y se
utilizé la amplificacién virtual para cada par de oligonuciedtidos, para verificar la
presencia de dimeros de iniciadores, la amplificacion de bandas inespecificas y el peso
molecular del producto amplificado. La union de los oligonucledtidos disefiados a otras
secuencias fue descartada mediante el uso del programa BLAST.

Los RNA’s totales de las lineas celulares y el tejido de placenta, utilizados para
estandarizar las reacciones de PCR y como controles positivos de las amplificaciones, se
obtuvieron mediante la técnica de Trizol. La integridad de los RNA’s totales se
corrabord mediante la observacion de las bandas mas abundantes 288 y 18S de RNA
ribosomal en la electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, mientras que la cantidad y
calidad de los RNA’s se obtuvo mediante espectrofotometria de luz ultravioleta. Se
observé la integridad de buena calidad de los RNA’s tanto en los obtenidos de los
paquetes celulares de SiHa y MCF-7 como del tejido de placenta humana conservado en
RNA/ater®. La transcripcion reversa se tealizé a partir de 5 pg de los RNA’s totales
obtenidos, y se corrobord la eficiencia de la reaccion mediante la amplificacién de 4
actina. Excepcionalmente los RNA’s obtenidos en SiHa, MCF-7 y placenta resultaron
altamente eficiente ya que para la amplificacion de este gen en las lineas celulares y en
el tejido de placenta, ain con una dilucion 1/10 de los DNA¢’s se obtuvieron bandas de
amplificacion prominentes.

La reaccion de amplificacion para los genes HOXA7, A9 transcrito 1y 2, A11, B7
y BI3 se estandarizo en la linea celular SiHa, mientras que el gen HOXA10 transcrito 1
se realizd en la linea celular MCF-7, y el transcrito 2 del gen HOXAI0 en el tejido de
placenta de acuerde en lo descrito previamente por Alami et al., (1999), Chu ef al.,
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(2004) y Sarno et al., (2006) respectivamente. Adicionalmente, se pudo observar que las
células SiHa muestran la expresion de HOXA47 lo que contradice a Alami ef al. (1999),
esto podria deberse a los rearreglos cromosdmicos que sufren las lineas celulares
transformadas durante la division celular en los diferentes pasajes a los que estdn sujetas.

El gen HOXA !0 transcrito 1 fue amplificado en la linea celular MCF-7 segiin lo
referido por Chu er al., en el 2004, de la misma forma el transcrito 2 del gen /HOXA10
también fue amplificado, aunque débilmente, en la linea celular MCF-7, esto no estaba
descrito por Chu et al., ya que los oligonucledtidos utilizados en su trabajo sélo
amplificaron el transcrito 1. Debido a la expresion débil de HOXA10 transcrito 2 en la
linea celular MCF-7 se decidié buscar su expresion en el tejido de placenta ya que Li er
al., en el afio 2004 publicaron la secuencia del gen HOXA410 transcrito 2 derivado del
tejido de placenta. En apoyo a esto Samo et al., (2006) refieren la importancia del gen
HOXA10 en la implantacién y el desarrollo de las células de la decidua.

La estandarizacion de la amplificacién de los genes HOX y del control endégeno
Pactina, en primera instancia se llevé a cabo mediante la amplificacion en monoplex,
ajustando la temperatura de alineamiento y la concentracion del Cloruro de Magnesio en
la reaccién de PCR. Posteriormente, se realizé la estandarizacion de la reaccion de PCR
en duplex, es decir, simultineamente la expresién del gen HOX y del control endogeno
JP-actina adecuando en cada caso los pardmetros ya mencionados.

Los RNA'’s totales de las muestras de tejidos ovéricos se obtuvieron mediante la
misma técnica utilizada para las lineas celulares y el tejido de placenta. De la misma
manera, se corrobord la integridad y la pureza de los RNA’s. Los tejidos conservados en
RNA/arer® mostraron una calidad muy similar a la que se obtuvo de los paquetes
celulares de SiHa y MCF-7 como del tejido de placenta humana conservado en
RNA{arer®. La pureza de los RNA’s totales estimada mediante una Abs 260/280 vario
de 1.13 a 2.4, y la RT-PCR del gen factina fue muy similar cualitativamente en todas
las muestras. En contraste los tejidos ovéricos que fueron preservados y transportados en
Trizol no mostraron una adecuada integridad de los RNA’s en la electroforesis en gel del
agarosa. Estos resultados muestran la mejor preservacion de los RNA’s totales en los
tejidos almacenados en RNA/ater® en comparacion con trizol.

El anélisis de la expresion de los genes HOX en los tejidos ovéricos mediante
PCR punto final se validé mediante el PCR en duplex con el control endégeno S-acting,
ya que permitié descartar aquellas amplificaciones negativas en las cuales el gen S
actira no tuviera una expresion cualitativamente parecida al control positivo (expresién
de Bactina en la linea celular SiHa). La amplificacidn del control interno en la misma
reaccion de PCR que el gen problema garantiza la integridad de los DNAc¢’s analizados,
por lo que cuando no se obtiene la banda de amplificacion del gen problema y se
observa la banda correspondiente al control interno se pueden descartar problemas
técnicos atribuibles a degradacion de RNA’s o de los DNAc’s. Aunado al control
interno, por cada reaccion de PCR se realiza un control positivo de la reaccién de PCR y
un testigo negativo, el cual contiene los reactivos para llevar a cabo la amplificacién
pero sin DNAc’s. Los controles de la reaccion de PCR nos permiten descartar errores
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técnicos durante la realizacion de la misma, ya sea la falta de uno o mads reactivos, o la
contaminacion cruzada entre muestras y ¢l control positivo (Barrera et ai., 1993).

El gen HOXA7 se encontré expresado en cuatro de las muestras de tejido ovarico
con patologia maligna (n=6), en dos muestras de tejido con patologia benigna (n=6), y
en cuairo muestras normales (n=5), es decir no se encontré diferencia significativa de la
expresion de este gen entre tejidos, lo cual no corresponde a lo descrito por Naora et al.,
en el aflo 2001, donde encuentra la expresion de HOXA7 en muestras de cancer de
ovario moderadamente diferenciado y en muestras de patologia benigna de ovario, no
detecta su expresion en células epiteliales ovaricas obtenidas por raspado y en la linea
celular [OSE. Ademas, estos mismos autores encontraron anticuerpos en suero para la
proteina HOXA7 en titulos elevados en un 60% de los pacientes con patologia maligna
de ovario moderadamente diferenciada y patologia benigna de ovario, comparado con
los titulos encontrados con los pacientes normales. Sorprendentemente, se encontré mas
variacion en las cifras de titulos de anticuerpos obtenidas para los pacientes con
patologia benigna de ovario con respecto a los pacientes sanos. Sin embargo, estos
mismos aufores mencionan la presencia mediante inmunohistoquimica de la proteina
HOXA7 en inclusiones epiteliales de los avarios normales. Por otro lado, si se toma en
cuenta que los foliculos ovaricos expresan HOXA7 durante sus diferentes estadios (Ota
et al., 2006), se podria explicar la amplificacion del gen HOXA7 en muestras normales
de ovario analizadas en este trabajo, ya que estos tejidos se obtuvieron del ovario
completo. Interesantemente, Naora ef al., en el 2001 no indican si las muestras de tejido
normal fueron obtenidas de los mismos pacientes de los cuales se obtuvo la muestra de
sangre periférica de pacientes sanos. El gen A/OXA7 ha sido relacionado con el grado de
diferenciacion celular en las células epiteliales ovéricas (Naora ef al, 2001; Cheng ef al.,
2005), en contraste con la inhibicion de la diferenciacion celular de los queratinocitos
humanos, descrita por La Celle y Polakowska (2001).

Debido a que HOXA47 se encontré en 10 de 17 muestras de tejido ovdrico
analizadas y a la fuerte evidencia de los niveles de expresion de este gen, asi como los
titulos de anticuerpos, se deberian analizar los niveles de expresién mediante PCR
tiempo real.

La expresién de HOXAY transcrito 1 se encontrd en dos muestras normales, en
una muestra de tejido con patologia benigna y en dos muestras de tejido ovarico con
patologia maligna. Asi mismo, la expresion de HOXA9 transcrito 2 se encontro en cuatro
muestras de tejido ovarico normales, en cuatro muestras con patologia benigna y en
cuatro con patologia maligna. Ninguno de los dos transcritos de HOXA9 muestra una
diferencia significativa en su expresion entre las muestras con y sin patologia maligna de
ovario. El anilisis de las secuencias reportadas en la libreria de genes que se realizo al
iniciar el trabajo experimental, sugirié la presencia de un segundo transcrito de HOXA9,
por lo que se decidié realizar el disefio de oligonucledtidos para su amplificacion y
determinar su presencia en la muestras de tejido ovarico. El gen HOXA9 transcrito 2 se
encontré en carcinoma de coion y en una linea celular de carcinoma embrional, pero no
se ha tomado en cuenta en estudios posteriores. Cheng ef al., en ¢l afio 2005 describen el
desarrollo de cancer epitelial de ovario en modelos murinos de caracteristicas
histopatoldgicas muy parecidas a las observadas en cancer epitelial seroso al transfectar

Wchelt Cuaranta Manraj 70



SOBRE-EXPRESION DE L.OS GENES #OX 410 TRANSCRITO 2, 411 Y B3 EN
TEJIDOS OVARICOS CON PATOLOGIA MALIGNA W
R |

el DNAc codificante de HOXA9 transcrito 1 en células de epitelio ovarico murino e
inocular peritonealmente estas células transformadas. Los controles normales utilizados
en este trabajo son lineas celulares del epitelio superficial del ovario transformadas, y no
con el tejido ovérico. No se ha descrito la expresién de HOXA9 en ninguno de los tipos
celulares presente en el ovario, por lo que la presencia de HOXA9 en muestras de tejido
normal de ovario, podria ser explicada por que este gen se exprese en alguna otra
estructura ovarica fuera del epitelio.

La amplificacién de //OXA10 transcrito | se encontré en la mayor parte de los
tejidos analizados. Por el contrario, la expresion diferencial del transcrito 2 del gen
HOXAI0 es estadisticamente significativa (p=0.0427), detectdndose su expresion
preferentemente en tejidos con patologia maligna. Cheng et al., (2005), con la misma
metodologia empleada para el gen HOXA9, describen el desarrollo de cancer epitelial
de ovario en modelos murinos de caracteristicas similares a las observadas en céncer
epitelial endometrioide. El transcrito detectados por estos autores corresponde
unicamente al transcrito 1. Contrariamente, Cheng er al., no encuentra la expresién de
este transerito en epitelio superficial de ovario y tampoco en las lineas celulares
transformadas derivadas de epitelio ovarico. Hasta el momento no se habia descrito la
presencia de HOXA/0 transcrito 2 en cancer de ovario, ni en el ovario normal. Este
transcrito fue reportado en el banco de genes de la NCBI por primera vez en el afio 2001
por Xu et al., en el tejido de carcinoma hepatocelular, y posteriormente en el carcinoma
epidermoide de glandula salival, en la placenta y en el rabdiomiosarcoma. Como se
muestra en la Figura 42 la isoforma del transcrito 2 de este gen presenta el
homeodominio, asi mismo, en la secuencia nucleotidica se observan diferencias en la
region S’UTR y region codificante comparada con el transcrito 1, que es una isoforma
mas corta y con diferente regién N-terminal que la isoforma resultante del transcrito 1.

La expresién de HOXA10 transcrito 2 preferencialmente en los tejidos ovaricos
malignos constituye la primer evidencia in vivo con potencial para ser analizado en esta
neoplasia.

27186368 Cromosoma 7p15.2 27186368

¢

B

exon [l inton IIRNAM no codificante I RNAm codificante € Homeobox

Figura 42. Splicing diferencial de HOXA10. E| gen HOXAI0 se localiza en el cromosoma
7p15.2, y estd constituido de dos exones y dos intrones que son eliminados junto con el exén 1
por splicing para producir el transcrito 1 de 2.64 Kpb y mediante splicing diferencial se produce
otro transcrito de 2.23. Realizado a partir de las secuencias GB: NM_004502.3, NM 006896.3, y
NC_000007.12.
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La expresion diferencial del gen HOXAIl en los tejidos ovéricos es
estadisticamente significativa (p=0.0427), su amplificaciéon se obtuvo en tres muestras
normales, en dos tejidos con patologia benigna y en todas las muestras de tejido ovarico
con patologia maligna, es decir, presenta una tendencia de expresion en los tejidos
ovdricos con patologia maligna. Los estudios de este gen descritos a la fecha en cancer
de ovario se realizaron en cultivo celular mediante la transfeccion estable de la
secuencia codificante de HOXA11! en la linea celular transformada derivada de epitelio
de ovario (MOSE) y posteriormente inoculada peritonealmente en modelos murinos
(Cheng er al., 2005). Los resultados mostraron el desarrollo de tumores sélidos con
caracteristicas histopatoldgicas similares a las encontradas en tumores mucinosos.
Previamente, en este estudio no se encontré la expresion de este gen en las lineas
celulares MOSE a las cuales se les transfecté la secuencia codificante de HOXA!I. La
presencia de este gen no se ha descrito en ninguna otra estructura del ovario, HOXA11 se
ha encontrado expresado en tejido de melanoma humano, y no asi en nevus, lo que
sugiere la participacién en el desarrollo o en la biologia del melanoma, aunque no se ha
determinado claramente su papel (Wong et al., 2004). Contrariamente Whitcom et al.,
en 2003 encuentran que la metilacion del promotor del gen HOXAI! es de pobre
prondstico para carcinoma endometrial, debido al papel que desempeiia HOXA/! en
mantener la naturaleza de plasticidad del endometrio, es posible que los cambios
epigenéticos en HOXAI!I alteren su expresion y puedan contribuir al desarrollo de
malignidad endometrial. Interesantemente, no se ha propuesto un mecanismo mediante
el cual la metilacién de este gen se lleve acabo.

La presencia del transcrito de HOXA 1] en todas las muestras de tejido analizados
constituye la primera evidencia de la expresion de HOXAII en tejidos in vivo en cancer
de ovario. Estos resultados permiten postular a HOXA/I como gen con potencial para el
desarrollo de esta neoplasia que debe de ser verificado mediante PCR tiempo real y
analizado en un mayor nimero de muestras, asi como la probable via de senalizacion en
la que interviene.

Por otro lado, en las muestras analizadas de tejido ovérico sin patologia maligna
la co-expresion de los genes HOXAIO transcrito 2 y HOXA11 se observaen 4 de las 11
muestras analizadas. Sin embargo en las muestras de tejido maligno de ovario se puedo
detectar la co-expresion de estos dos genes en las 6 muestras analizadas. Por lo que se
podria posteriormente seguir analizando la significancia tanto clinica como molecular de
la presencia de estos genes en los tejidos ovdricos con patologia maligna.

El gen HOXB7 se encontré en la mayoria de las muestras de tejido ovérico
analizadas, tanto en tejidos con y sin patologia maligna de ovario. Contrariamente,
Naora et al., en el afio 2001, encontraron una baja expresion de HOXB7 en células
epiteliales ovaricas, y en lineas celulares derivadas del epitelio ovarico transformadas, en
contraste, con el aumento en la expresién de este gen en muestras de tejido ovarico
maligno moderadamente diferenciados y pobremente diferenciados. Ademas Naora et
al., (2001) encontraron la presencia de altos niveles de anticuerpos antiHOXB7 en
solamente el 30% de los pacientes con cancer de ovario, y ningin titulo elevado en los
pacientes normales. Por otro, lado Cheng er al., (2005) mediante la co-transfeccién del
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gen HOXB7 y de HOXAY9, HOXAI0 o HOXAII, en lineas derivadas del epitelio de
ovario transformadas e inoculadas intraperitonealmente en modelos murinos, encuentran
el desarrollo de la neoplasia ovarica pobremente diferenciada, sin afectar el subtipo
histopatologico determinado por los genes HOXA9, HOXAIO y HOXAIl (seroso,
endometrioide y mucinoso respectivamente). Recientemente, Yamashita er al., 2006
encuentran a HOXB7 altamente expresado (>300 veces) en 5 lineas celulares de cancer
de ovario en comparacion a células epiteliales ovaricas obtenidas por raspado mediante
la técnica de PCR tiempo real. Estos resultados pueden explicarse debido a que la
técnica utilizada en el trabajo de Naora et al., para amplificar la expresion de HOXB7
fue RT-PCR punto final por lo que no se pueden detectar los niveles de expresion,
solamente la ausencia y presencia de los genes analizados (Reinhold er al, 2001).
Debido 2 lo anterior, los niveles de expresion de HOXB7 en las muestras ovéricas
analizadas deberian ser verificados mediante PCR tiempo real para determinar el
probable papel de HOXB7 en esta neoplasia.

La expresion diferencial del gen HOXBI3 en muestras de tejido ovarico muestra
una clara tendencia a la amplificacion en tejidos con patologia maligna, en comparacién
con aquellos sin patologia maligna (p=0.0006). Con la excepcidn que este gen se expresa
en solamente una muestra de tejido con patologia benigna de ovario. Debido a la clara
tendencia de expresién de este gen mediante la técnica de PCR punto final, se decidié
corroborar los resultados obtenidos mediante PCR tiempo real.

Para la estandarizacion de la reaccion de PCR tiempo real, se utilizaron los
oligonucledtidos con sondas Tagman MMG® de Applied Biosystem para los genes /-
actina 'y HOXBI3. Se realizé una curva de calibracidn estandar para cada uno de estos
genes utilizando 2 la linea celular SiHa, para determinar la eficiencia de la reaccion de
PCR con oligonucledtidos disefiados y asi establecer el umbral de deteccion para la
fluorescencia. Posteriormente, los DNAc’s obtenidos previamente de los RNA's de las
muestras de tejidos ovéricos, fueron utilizados para el andlisis de la expresion relativa de
HOXB13 mediante PCR tiempo real. Los valores de Ct’s obtenidos ~para el gen
HOXB13 fueron normalizados por el gen Bactina, y por la eficiencia de la reaccion de
PCR, y se comparé contra los valores obtenidos de la muestra de ovario normal
confirmada mediante histopatologia por ¢l Dr. Raul Garza. Los resultados obtenidos
con PCR tiempo real corroboran a los encontrados con PCR punto final, se observo una
mayor expresion relativa de HOXBI13 (desde 76 hasta 4985 veces) en muestras de
patologia maligna de ovario comparada con las muestras normales y con patologia
benigna, diferencia estadisticamente significativa (p<0.05). Interesantemente, en donde
se observé una mayor desviacion estandar, es decir variacion entre los valores, fue en las
muestras con patologia benigna de ovario. Esto podria deberse a que las muestras fueron
obtenidas de una poblacién heterogénea. Los resultados obtenidos concuerdan con lo
descrito por Yamashita et al., en el 2006, quienes encontraron mediante PCR tiempo real
la sobre-expresion de éste gen en mas de 300 veces (sin especificar los valores exactos)
en lineas celulares en comparacién con células de epitelio normal de ovario. El gen
HOXB13 se encuentra relacionado o involucrado en el proceso de cicatrizacion, aunque
el mecanismo no se encuentra bien estudiado, se ha encontrado que la sobre-expresion
de hoxbi3 produce varias anormalidades fenotipicas en tejido epidérmico bien
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diferenciado en modelos murinos adultos, mientras que en modelos murino fetales se ha
encontrado que hoxbl3 tiene funciones proapoptdticas y antiproliferativas durante el
desarrollo de la médula espinal caudal y de las vértebras de la cola (Mack er al., 2005).
Una de las hipétesis mas apoyadas acerca de la etiologia del cancer epitelial de ovario es
el constante proceso de inflamacién y cicatrizacion que se lleva acabo en el epitelio
ovérico durante la ovulacidn, esta hipotesis radica en la observacion de que el uso de
anticonceptivos orales y €l embarazo son factores protectores de estas neoplasias
(Cramer y Welch 1983, Siskind er af., 2000). Aunado, a que este gen se encuentra sobre-
expresado en carcinoma endometrial, y se sobre-expresa al haber exposicion a
estrogenos en lineas celulares de cancer de endometrio, respondiendo de manera
dependiente a tiempo y dosis (Zhao et al., 2005). Por otro lado, el aumento en la
expresion de HOXB!3 en cincer de mama (Cantile er al., 2003, Ma et al., 2004 y Webb
et al., 2007) nos permite postular que este gen podria estar involucrado en el desarrollo
de neoplasias malignas ovéricas.
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9. CONCLUSIONES

El trabajo llevado a cabo en esta tesis nos lleva a concluir lo siguiente:

Los resultados muestran la mejor preservacion de los RNA’s totales en los
tejidos almacenados en RNA/ater® en comparacion con Trizol.

= Se establecieron las condiciones para la amplificacion diplex de los genes
HOXA7, A9 transcritos 1 y 2, A11, B7 y BI3 con el control enddgeno £
actina en los DNAC’s obtenidos de las células SiHa.

®  Se logrd la amplificacion de HOXA!0 transcrito 1 y se detecté débilmente la
presencia de HOXAI0 transcrito 2 en la linea celular MCF-7, no descrito
anteriormente.

= Se corroboré la presencia y se logrd estandarizar las condiciones para la
amplificacion del wanscrito 2 de HOX410 en tejido de placenta.

= Se encontré la expresion diferencial de los genes HOXA10 transcrito 2, 411 y
B13 en neoplasias malignas de ovario con respecto a histopatologia benigna
de ovario con una diferencia estadisticamente significativa en la expresion
cualitativa {p<0.05).

® Se confirmd la sobreexpresién de HOXBi3 mediante la cuantificacién
relativa por PCR tiempo real (p<0.05) en las muestras con patologia maligna
en comparacion con las muestras con histopatologia benigna.

= No se detecté una diferencia estadisticamente significativa en la expresién
entre los tejidos ovaricos con y sin patologia maligna de los genes HOXA47,
A9 transcritos 1y 2, 410 transcritos 1 y HOXB?7.
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= Este trabajo constituye el primer reporte de la expresién diferencial in vivo de
los genes HOXB13, HOXA10 transcrito 2 y HOXA1! en tejidos de ovario con
y sin patologia benigna de ovario.

El analisis de la expresion génica en cancer de ovario es importante debido a
la falta de marcadores especificos y sensibles para su diagnéstico oportuno, y por lo
tanto para su tratamiento y evolucidn satisfactoria. Los resultados obtenidos en esta
tesis, abren un panorama de la expresion de los genes HOX in vivo en céncer de
ovario. Asi mismo, se requiere analizar la expresion relativa de HOXA10 transcrito 2,
HOXA11 y HOXB7 con PCR tiempo real en las muestras de tejido ovérico normal,
con patologia benigna y maligna, para su posterior correlacion con la evolucién
clinica del paciente. Adicionalmente, para examinar la posibilidad de utilizar a la
proteina HOXB13 como un biomarcador molecular en el diagnostico de muestras de
cancer de ovario, se propone la siguiente estrategia:

1.- Corroborar la presencia de la proteina de HOXBI3 en los tejidos ovdricos
con patologia maligna mediante Western Blot.

2.- Analizar la presencia topografica mediante inmunohistoquimica de la
proteina de HOXBI13 en los tejidos ovaricos con patologia maligna y compararlos
con patologia benigna y ovario normal.

3.- Analizar la correlacion de la expresion de HOXBI3 con el subtipo
histopatoldgico, la respuesta a tratamiento y la evolucién del mismo mediante un
analisis prospectivo.

4.- Evaluar la presencia de anticuerpos contra la proteina de HOXBI13 en
suero de los pacientes con patologia maligna, en comparacién ¢on pacientes sanos y
con patologia benigna de ovario.
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