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8. DISCUSION

En esta tesis se analizo la expresion de los genes HOXA7, A9, 410, Al1, B7 y
B13 mediante PCR punto final en 17 muestras de tejidos ovéricos que incluyeron 6
muestras con patologia maligna y once muestras de tgjido normal (n=5) y patologia
benigna (n=6). Ademas, se cuantificd la expresion relativa de HOXB/3 mediante PCR
tiempo real. Para llegar a este propdsito, se llevd a cabo la estandarizacion de la RT-PCR
punto final en las lineas celulares SiHa, MCF-7 y en el tejido de placenta, asi como la
estandarizacidén de la amplificacion mediante PCR tiempo real del gen HOXBi3 en la
linea celular SiHa. La amplificacion de los genes HOX en los tejidos ovaricos mostraron
la expresion diferencial en tejidos malignos de HOXAIQ transcrito 2 (p=0.0427),
HOXAII (p=0.0427) y HOXB13 (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 reaceion de PCR punto final, primero se realizé el
disefio de los oligonucleétidos especificos para la amplificacién de estos genes y se
utilizé la amplificacion virtual para cada par de oligonuciedtidos, para verificar la
presencia de dimeros de iniciadores, la amplificacién de bandas inespecificas y el peso
molecular del producto amplificado. La unién de los oligonucledtidos disefiados a otras
secuencias fue descartada mediante ¢l 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
corrobordé mediante la observacion de las bandas mas abundantes 288 v 188 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
observo 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 transcripcién reversa se realizé a partir de 5 pg de los RNA’s totales
obtenidos, y se corrobord la eficiencia de la reacciéon mediante la amplificacion de f
actina. Excepcionalmente los RNA’s obtenidos en SiHa, MCF-7 y placenia resultaron
altamente eficiente ya que para la amplificacion de este gen en las lineas celulares y en
el tejide de placenta, ain con una dilucion 1/10 de los DNAc’s se obtuvieron bandas de
amplificacion prominentes.

La reaccion de amplificacion para los genes HOXA7, A9 transcrito 1 y 2, 411, B7
y B3 se estandarizd en la linea celular SiHa, mientras que el gen HOXA !0 transcrito 1
se realizd en la linea celular MCF-7, y el transcrito 2 del gen HOXAI¢ en el tejido de
placenta de acuerdo en lo descrito previamente por Alami er al., (1999), Chu ef ai.,
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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 HOXAI0 transcrito 1 fue amplificado en la linea celular MCF-7 segiin lo
referido por Chu e al., en el 2004, de la misma forma el transcrito 2 del gen HOX410
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
ampiificaron el transcrito 1. Debido a la expresion débil de HOXAI0 transcrito 2 en la
linea celular MCF-7 se decidié buscar su expresion en el tejido de placenta ya que Li et
al., en el afo 2004 publicaron la secuencia del gen HOXA410 transcrito 2 derivado del
tejido de placenta. En apoyo a esto Sarno et a@l., (2006) refieren la importancia del gen
HOXA10 en la implantacion y el desarrollo de las células de la decidua.

La estandarizacion de la amplificacion de los genes HOX y del control enddgeno
Bactina, en primera instancia se ilevé a cabo mediante la amplificacién en monoplex,
ajustando la temperatura de alineamiento y la concentracion del Cloruro de Magnesio en
la reaccidn de PCR. Posteriormente, se realizé la estandarizacién de la reaccién de PCR
en ddplex, es decir, simultaneamente la expresion del gen HOX y del control enddgeno
Pactinag adecuando en cada caso los pardmetros ya mencionados.

Los RNA’s totales de las muestras de tejidos ovaricos se obtuvieron mediante la
misma técnica utilizada para las lineas celulares y el tejido de placenta. De la misma
manera, se corroboré 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 tgjido de placenta humana conservado en
RNA/ater®. La pureza de los RNA’s totales estimada mediante una Abs 260/280 varié
de 1.13 a 2.4, y la RT-PCR del gen Bactina 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 comparacién con trizol.

El anédlisis de la expresion de los genes HOX en los tejidos ovéricos mediante
PCR punto final se validd mediante el PCR en duplex con el control enddgeno factina,
ya que permitié descartar aquellas amplificaciones negativas en las cuales el gen 4
actira no fuviera una expresion cualitativamente parecida al control positivo {expresién
de B-actina en la linea celular SiHa). La amplificacidon 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 reacciéon 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 mas reactivos, o la
contaminacion cruzada entre muestras y ¢l control positivo (Barrera ef al., 1993).

El gen HOXA7 se encontro 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=3), es decir no se encontrd diferencia significativa de la
expresion de este gen entre tejidos, lo cual no corresponde a lo descrito por Naora et al.,
en el afio 2001, donde encuentra la expresion de HOXA7 en muestras de cancer de
ovaric 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 €n 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 encontrd 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 autores mencionan la presencia mediante inmunchistoquimica de la proteina
HOXA7 en inclusiones epiteliales de los ovarios 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 amplificacién del gen HOXA47 en muestras normales
de ovario analizadas en este trabajo, ya que estos tejidos se obtuvieron del ovario
compieto. 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 obtuve la muestra de
sangre periférica de pacientes sanos. El gen HOXA7 ha sido relacionade con el grado de
diferenciacién celular en las células epiteliales ovaricas (Naora et al, 2001; Cheng et al.,
20035), en contraste con la inhibicién de la diferenciacién 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 ovarico
analizadas y a la fuerte evidencia de los niveles de expresién de este gen, asi como los
titulos de anticuerpos, se deberian analizar los niveles de expresion mediante PCR
tiempo real.

La expresién de HOXA9 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 HOX49 transcrito 2 se encontré en cuatro
muestras de tejido ovdrico normales, en cuatro muestras con patologia benigna y en
cuatro con patologia maligna. Ninguno de ios dos transcritos de HOXA9 muestra una
diferencia significativa en su expresion entre las muestras con y sin patologia maligna de
ovario. El andlisis de las secuencias reportadas en la libreria de genes que se realizd al
iniciar el trabajo experimental, sugirié la presencia de un segundo transcrito de HOXA9,
por lo que se decidio realizar el disefio de oligonucledtidos para su amplificacién y
determinar su presencia en la muestras de tejido ovarico. El gen HOXA9 transcrito 2 se
encontrd en carcinoma de colon y en una linea celular de carcinoma embrional, pere no
se ha tomado en cuenta en estudios posteriores. Cheng ef al., en el afio 2005 describen el
desarrollo de cancer epitelial de ovario en modelos murinos de caracteristicas
histopatologicas muy parecidas a las observadas en cancer epitelial seroso al transfectar
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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 ovarico. No se ha descrito la expresién de HOX49 en ninguno de los tipos
celulares presente en ¢l 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 HOXA10 transcrito 1 se encontré en la mayor parte de los
tejidos analizados. Por €l contrario, la expresion diferencial del transcrito 2 del gen
HOXAI0D 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 HOXAY9, describen el desarrollo de cancer epitelial
de ovario en modelos murinos de caracteristicas similares a las observadas en cancer
epitelial endometrioide. El transcrito detectados por estos autores corresponde
Unicamente al transcrito 1. Contrariamente, Cheng er al., no encuentra la expresién de
este transcrito 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 expresion de HOXAI0 transcrito 2 preferencialmente en los tejidos ovaricos
malignos constituye la primer evidencia in vivo con potencial para ser analizado en esta
neoplasia.
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Figura 42. Splicing diferencial de HOXAI9. El gen HOXAIO se localiza en el cromosoma
7p15.2, y esta constituido de dos exones y dos intrones que son eliminados junto con ei exén |
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 HOXAII en los tejidos ovaricos es
estadisticamente significativa (p=0.0427), su amplificacién se obtuvo en tres muestras
normales, en dos tejidos con patologia benigna y en todas las muestras de tejido ovirico
con patologia maligna, es decir, presenta una tendencia de expresion en los tejidos
ovaricos 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 HOXA!! en la linea celular transformada derivada de epitelio
de ovario (MOSE) y posteriormente inoculada peritonealmente en modelos murinos
(Cheng et al., 2005). Los resultados mostraron el desarrollo de tumores sélidos con
caracteristicas histopatolégicas 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 transfectd la secuencia codificante de HOXAIl. La
presencia de este gen no se ha descrito en ninguna otra estructura del ovario. HOXAI] se
ha encontrade expresado en tejido de melanoma humano, y no asi en nevus, lo que
sugiere la participacion en el desarrollo o en la biologia del melanoma, aunque no se ha
determinado claramente su papel (Wong er al., 2004). Contrariamente Whitcom et al.,
en 2003 encuentran que la metilacion del promotor del gen HOXAII es de pobre
prondstico para carcinoma endometrial, debido al papel que desempefia HOXA!! en
mantener la naturaleza de plasticidad del endometrio, es posible que los cambios
epigenéticos en HOXAI! alteren su expresion v puedan contribuir al desarrollo de
malignidad endometrial. Interesantemente, no se ha propuesto un mecanismo mediante
¢l cual la metilacién de este gen se lleve acabo.

La presencia del transcrito de HOXA// en todas las muestras de tejido analizados
constituye la primera evidencia de la expresion de HOXAI! en tejidos in vivo en cancer
de ovario. Estos resultados permiten postular a HOXA!] 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 sefializacion en
la que interviene.

Por otro lado, en las muestras analizadas de tejido ovérico sin patologia maligna
la co-expresion de los genes HOXAI0 transcrito 2 y HOXAI] 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 encontrs en la mayoria de las muestras de tejido ovirico
analizadas, tanto en tejidos con y sin patologia maligna de ovario. Contrariamente,
Naota et al., en el afio 2001, encontraron una baja expresién 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 er
al., (2001) encontraron la presencia de altos niveles de anticuerpos antiHOXB7 en
solamente el 30% de los pacientes con cincer de ovario, ¥ ningun titulo elevado en los
pacientes normales. Por otro, lado Cheng er af., {2005) mediante la co-transfeccion del
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gen HOXB7 y de HOXA9, HOXAIO o HOXA1l, en lineas derivadas del epitelio de
ovario transformadas e inoculadas intraperitonealmente en modelos murinos, encuentran
el desarrolle de la neoplasia ovarica pobremente diferenciada, sin afectar el subtipo
histopatologico determinado por los genes HOXA9, HOXAIOQ y HOXAIl {seroso,
endometrioide y mucinoso respectivamente). Recientemente, Yamashita er af., 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 er 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 a lo anterior, los niveles de expresidn de HOXB7 en las muestras ovaricas
analizadas deberian ser verificados mediante PCR tiempo real para determinar el
probable papel de HOXB?7 en esta neoplasia.

La expresion diferencial del gen //OXB13 en muestras de tejido ovarico muestra
una clara tendencia & la amplificacion en tejidos con patologia maligna, en comparacion
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 expresion 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 4
actina y HOXBI3. Se realizé una curva de calibracion estandar para cada uno de estos
genes utilizando a la linea celular SiHa, para determinar la eficiencia de la reaccién 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 ovaricos, fueron utilizados para el analisis de la expresion relativa de
HOXB13 mediante PCR tiempo real. Los valores de Ct’s obtenidos para el gen
HOXBI3 fueron normalizados por el gen Bactina, v por la eficiencia de la reaccidn de
PCR, y se comparé contra los valores obtenidos de la muestra de ovarioc normal
confirmada mediante histopatologia por el Dr. Rail Garza. Los resultados obtenidos
con PCR tiempo real corroboran a los encontrados con PCR punto final, se observé una
mayor expresion relativa de HOXB13 (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 ruestras fueron
obtenidas de una poblacién heterogénea. Los resultados obtenidos concuerdan con lo
descrito por Yamashita ef al., en el 2006, quienes encontraron mediante PCR tiempo real
la sobre-expresién 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
HOXBI3 se encuentra relacionado o involucrado en el proceso de cicatrizacion, aunque
el mecanismo no se encuentra bien estudiado, se ha encontrado que la sobre-expresién
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 hoxb/3 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 v cicatrizacion que se lleva acabo en el epitelio
oviérico durante la ovulacién, esta hipotesis radica en la observacion de que el uso de
anticonceptivos orales y el embarazo son factores protectores de estas neoplasias
(Cramer y Welch 1983, Siskind et @i., 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 HOXBI3 en cincer de mama (Cantile ef al., 2003, Ma et al., 2004 v Webb
et al., 2007) nos permite postular que este gen podria estar involucrado en el desarrollo
de neoplasias malignas ovdricas.
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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 amplificacién diplex de los genes
HOXA7, 49 transcritos 1 y 2, A11, B7 y B13 con el control enddgenc £
actina en los DNAC’s obtenidos de las células SiHa.

= Se logro la amplificacion de HOXA10 transerito 1 y se detecté débilmente la
presencia de HOXAJO transcrito 2 en la linea celular MCF-7, no descrito
anteriormente.

=  Se corrobord la presencia y se logré estandarizar las condiciones para la
amplificacion del ranscrito 2 de HOXAI0 en tejido de placenta.

= Seencontrd la expresion diferencial de los genes HOXA 0 transcrito 2, Af1'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 cuantificacion
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 expresion
entre los tejidos ovaricos con y sin patologia maligna de los genes HOXA7,
A9 transcritos 1 y 2, A0 transcritos 1 y HOXB7.
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» Este trabajo constituye el primer reporte de la expresién diferencial in vivo de
los genes HOXB13, HOXAIO transcrito 2 y HOXA!I 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 marcadoeres especificos y sensibles para su diagndstico oportuno, y por lo
tanto para su tratamiento y evolucion satisfactoria. Los resuitados 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 expresién relativa de HOXA /0 transcrito 2,
HOXA1l y HOXB7 con PCR tiempo real en las muestras de tejido ovarico normal,
con patelogia benigna y maligna, para su posterior correlacion con la evolucion
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 ovaricos
con patologia maligna mediante Western Blot.

2.- Analizar la presencia topogrifica mediante inmunochistoquimica de la
proteina de HOXBI13 en los tejidos ovéricos con patologia maligna y compararlos
con patologia benigna y ovario normal.

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

4.- Evaluar la presencia de anticuerpos contra la proteina de HOXB13 en
suero de los pacientes con patologia maligna, en comparacién con pacientes sanos y
con patologia benigna de ovario.
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