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RESUMEN

El cancer cervicouterino (CaCu) es una de las enfermedades mas
frecuentes en el mundo y el segundo tipo de cancer con mayor mortalidad a nivel
mundial, con una incidencia global estimada de 470,000 nuevos casos y mas de

200,000 muertes al ano.

Los métodos tradicionales para el tratamiento de cancer cervicouterino
consisten en una combinacion de cirugia, radiacion y drogas quimioterapéuticas
citotoxicas. El objetivo principal del tratamiento quimioterapéutico es conseguir la
muerte de la célula tumoral. Para ello es necesario lograr que la mayor cantidad
de farmaco activo posible llegue a su diana molecular en el interior de la célula.
Cualquier circunstancia que se interponga o dificulte este objetivo puede ser
causa de resistencia.! Por ello es de suma importancia determinar los factores
que influyen en la variabilidad intraespecifica observada en la respuesta a los
farmacos quimioterapeuticos. El rol de los biomarcadores en el manejo del cancer
se esta expandiendo rapidamente. Un biomarcador predictivo evalia la
probabilidad de que el tumor responda al farmaco lo cual permite disefiar un
régimen de tratamiento con cierto nivel de personalizacion. Los genes MRP2 y
CYP2C19 han sido propuestas como biomarcadores predictivos en distintos tipos
de cancer como de mama? y pancreatico, por lo que también podrian ser
utilizados en cancer cervicouterino como biomarcadores que permitan
individualizar los tratamientos. Sin embargo, aln se desconoce si estos genes se
expresan en tejido tumoral de cérvix. De esto surge el objetivo general de este
trabajo, el cual es evaluar la expresién de los genes MRP2 y CYP2C19, en

lineas célulares y tejido de cancer cervicouterino de cancer cervicouterino.

La expresion de MRP2 y CYP2C19 fue estudiada en las lineas celulares de
CaCU: C33A, SiHa, CaSKi y HelLa, mediante ensayo de qPCR y comprobada por
ensayos de Western Blot. Nuestros resultados indican que estos genes se

expresan en estas lineas celulares, asi mismo se expresan a nivel protéico.



Basados en estos resultados, se comprobo la expresion de las proteinas MRP2 y
CYP2C19 en tejido tumoral de cérvix, mediante la técnica de inmunohistoquimica.
Se determiné que ambas proteinas se expresan en tejido tumoral de cérvix, ya
que el 75% de las muestras las expresaron, estableciendo una relacién entre la

expresion y el cancer cervicouterino.



ABSTRACT

Cervical cancer ( CC ) is one of the most common diseases in the world and the
second type of cancer with the highest mortality worldwide, with an estimated
470,000 new cases and 200,000 deaths per year overall incidence .

Traditional methods for treating cervical cancer involve a combination of surgery,
radiation, and cytotoxic chemotherapeutic drugs. The main objective of
chemotherapeutic treatment is to achieve the death of tumor cells. This requires
getting the maximum amount of active drug reaches its molecular target inside the
cell. Any circumstance that stands or hinder this goal can cause resistance. It is
therefore important to determine the factors that influence intraspecific variability
observed in the response to chemotherapeutic drugs. The role of biomarkers in
cancer management is expanding rapidly. A predictive biomarker evaluates the
probability that the tumor responds to the drug which allows designing a treatment
regimen with some level of customization. The MRP2 and CYP2C19 genes have
been proposed as predictive biomarkers in cancers such as breast and pancreatic
cancer, which could also be used in cervical cancer as biomarkers to individualize
treatments. However, it is still unknown whether these genes are expressed in
cervical tumor tissue. Therefore, the general aim of this study is evaluate the
expression of the MRP2 and CYP2C19 genes in cell lines and tissue of cervical
cancer.

The expression of MRP2 and CYP2C19 was studied in cell lines of CC: C33A,
SiHa, CaSki and HelLa by gPCR assay and confirmed by Western Blot tests. Our
results indicate that these genes are expressed in these cell lines, also they
expressed at the protein level. Based on these results, the expression of MRP2
and CYP2C19 proteins was found in cervical tumor tissue by
immunohistochemical technique. It was determined that both proteins are
expressed in cervical tumor tissue, since 75 % of the samples expressed them,

establishing a relationship between the expression and cervical cancer.

Xi



1. INTRODUCCION

1.1. Céancer Cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCu) es una de las enfermedades mas frecuentes
en el mundo y el segundo tipo de cancer con mayor mortalidad a nivel mundial,
con una incidencia global estimada de 470,000 nuevos casos y mas de 200,000

muertes al afo 3.
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Figl. Incidencia y mortalidad de los principales tipos de cancer en mujeres en México*.

En México, esta enfermedad aparece dentro de las primeras diez causas
de muerte en mujeres en los afios cincuenta. Para los primeros afos de la década
de los ochenta, ocupd el quinto lugar y en los noventa el segundo 5. En la
actualidad, los tumores malignos se encuentran en tercer lugar de mortalidad y

dentro de éstos, el cancer cervicouterino es la segunda mayor causa de



mortalidad femenina ©. Historicamente, el CaCU es uno de los canceres mas
tratables, el Sistema Nacional de Salud Mexicano brinda atencion médica
aproximadamente a 9,000 casos de CaCu invasor al afo; sin embargo, para el
2012 se diagnosticaron 13,960 nuevos casos y cada afio mueren 4,700 mujeres
por este padecimiento, 380 cada mes, 12 cada dia y una cada dos horas 478, A
pesar de los programas de deteccion oportuna, la enfermedad se diagnostica en
etapas avanzadas, la prevalencia es muy alta y la tasa de mortalidad corresponde

a un tercio de los casos nuevos reportados anualmente®

Pérfil de Mortalidad por Cancer (2010)
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Graéfica 1. Perfil de Mortalidad por Cancer en Mujeres Mexicanas (2010) (Globocan, 2012.)

1.2. Transformacion Epitelial

El cancer cervicouterino (CaCU), es una alteracion celular que se origina en
el epitelio del cuello del utero; se manifiesta inicialmente a través de lesiones
precursoras de lenta y progresiva evolucion, que se pueden desarrollar en etapas
intraepiteliales preinvasoras, evolucionando hasta cancer invasor ’. El cérvix
normal se compone de diferentes tipos de células epiteliales: el canal cervical
medio y el cérvix superior estan compuestos por epitelio columnar secretor. La
vagina y el ectocérvix distal estdn compuestos de epitelio escamoso. La union
escamo-columnar (UEC) es el punto donde las células escamosas y columnares

se encuentran (Fig. 2). Esta union se localiza tipicamente entre el ectoceérvix



central y el canal cervical inferior. La union escamocolumnar original es una zona
de transformacion. La transformacion normal de un tipo celular maduro en otro es
llamada metaplasia. Cuando la metaplasia ocurre, existe siempre un potencial
neoplésico. En las mujeres en edad reproductiva, la UEC se mueve hacia la parte
externa del canal endocervical por influencia hormonal. EI pH acido vaginal
provoca irritacion mecanica que induce el proceso de metaplasia escamosa,
resultando una nueva UEC. Esta &rea entre la original y la nueva UEC es referida
como la zona de transicidon. Las células escamosas inmaduras metaplasicas en
esta zona de transformacion son teéricamente las mas vulnerables a neoplasia.

La mayoria de los carcinomas de células escamosas se originan en la UEC °,

La etiologia de este tipo de cancer es extremadamente compleja e
involucra una gran variedad de factores endocrinos, genéticos y ambientales.
Adicionalmente, es dificil establecer medidas preventivas, asegurar un diagnéstico
oportuno y proveer un tratamiento acertado, todo esto dependiente de la mejoria
en el desarrollo tecnoldgico y acceso a los servicios médicos de la poblacion. En
México, el incremento en la incidencia de CaCU se ha relacionado a la falta de un

diagndstico y tratamiento efectivo y oportuno 11,

Endocervix -
Soft, columnar glandular cells

Ectocervix - Endocervical canal -
Hard, squamous cells Transition zone where glandular )
cells transform into squamous cells

A

Fig 2. Morfologia e histologia del cérvix. Zona de transicion Escamo-Columnar: Zona de unién

entre el epitelio escamoso estratificado (Ectocervix) y el epitelio columnar (Endocervix). 1213



1.3. Tratamiento

Los métodos tradicionales para el tratamiento de cancer cervicouterino
consisten en una combinacion de cirugia, radiacién y drogas quimioterapéuticas
citotoxicas. En estadios tempranos del cancer, el tratamiento preferencial es la
cirugia pues conserva la funcion de los ovarios!4. La radioterapia, por otra parte es
un tratamiento que utiliza rayos X de alta energia u otros tipos de radiacion para
destruir células cancerosas o impedir su crecimiento. Existen dos tipos de
radioterapia: La radioterapia externa que utiliza una maquina fuera del cuerpo que
emite rayos que se dirigen hacia el punto donde se ubica el cancer; y la
radioterapia interna que utiliza una sustancia radiactiva sellada en agujas,
semillas, cables o catéteres que se colocan directamente en el 6rgano afectado o
cerca del mismo. La eleccién del tipo de radioterapia depende del tipo y el estadio
del cancer que esta siendo tratado *°. El tratamiento con radiacién es altamente
efectivo, aunque tiene como contraindicacion que puede dafar 6rganos y tejidos
adyacentes, resultando en efectos secundarios dafinos para el paciente. La
radioterapia, como se menciond anteriormente, es administrada cominmente en

combinacién con cirugia y/o quimioterapia 4.

La quimioterapia es un tratamiento contra el cancer ampliamente utilizado
para el que se emplean medicamentos citotoxicos que interrumpen el crecimiento
de células cancerosas mediante su destruccién o evitando su multiplicacién 1°. Sin
embargo, las drogas quimioterapéuticas presentan una toxicidad extremadamente
alta para los tejidos no cancerosos, tienen una tasa de éxito del 30% y varian en
gran medida entre pacientes. El 5-Fluorouracilo (5-FU) y el Cisplatino son las
principales drogas quimioterapéuticas utilizadas en el tratamiento de cancer

cervicouterino 916,


http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=44971&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45944&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45072&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=46686&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=46345&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=46550&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=257219&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45637&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45885&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45214&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=348921&version=Patient&language=Spanish

1.4.Farmacogenética

Como se menciond anteriormente, las terapias farmacolégicas son un
componente muy importante para el tratamiento del cancer. Estudios
farmacoldgicos recientes han determinado que los perfiles metabdlicos que se
obtienen en respuesta a farmacos son individuales y que ningin medicamento es
totalmente eficaz en todos los pacientes, sugiriendo que esto es un punto critico,

tanto en la dosificacién como en la respuesta esperada en el individuo *7.

Los efectos farmacolégicos de la mayoria de los medicamentos
habitualmente prescritos son la resultante de una serie de procesos
farmacocinéticos (que determinaran la cantidad de medicamento que llega a la
biofase) y farmacodinamicos vinculados a la efectividad de la interaccion del
farmaco con su receptor. La variabilidad de expresion y funcion de las distintas
enzimas involucradas en estos procesos constituye el nucleo principal de estudio
de la farmacogenétical’. Como consecuencia de esta variabilidad, el margen de
respuesta a un tratamiento farmacologico es diverso, provocando que algunos
individuos presenten los efectos esperados, mientras que en otros no se obtenga

el resultado terapéutico deseado e incluso experimenten efectos adversos 8.

La falta de un tratamiento efectivo para todos los pacientes se debe a
diversas limitantes que las terapias convencionales presentan, incluyendo
accesibilidad incompleta del régimen terapéutico al tumor, limitacién de la dosis
por posible toxicidad sistémica; asi como limitantes intrinsecas del paciente, como
factores genéticos'®>.En el caso de los tratamientos antineoplasicos, la
contribucion genética a este fendmeno, puede deberse a dos factores: el genoma
del paciente y la variabilidad del perfil genético del tumor.?° Entre estos factores
geneéticos, el problema mas dificil que enfrenta la quimioterapia es el desarrollo de
resistencia por parte de las neoplasias avanzadas, que limita e impide su efecto
terapéutico. El origen de esta resistencia a la quimioterapia es multifactorial y

complejo. El objetivo principal del tratamiento quimioterapéutico es conseguir la



muerte de la célula tumoral. Para ello es necesario lograr que la mayor cantidad
de farmaco activo posible llegue a su diana molecular en el interior de la célula.
Cualquier circunstancia que se interponga o dificulte este objetivo puede ser
causa de resistencia.! Por ello es de suma importancia determinar los factores
gue influyen en la variabilidad intraespecifica observada en la respuesta a los

farmacos quimioterapeuticos

1.5. Biomarcadores Predictivos

De acuerdo al Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos de América
(NCI), un biomarcador es “una molécula biolégica que se encuentra en la sangre,
fluidos corporales o tejidos, la cual es un signo de procesos normales o

anormales, o de una condicidén o enfermedad”, como el cancer 2.

Existen diferentes tipos de biomarcadores de cancer. prognosticos,
farmacodinamicos y predictivos. Un biomarcador prognostico anticipa el posible
curso de la enfermedad y podria, si es apropiado, prescribir si se requiere
terapia.??> Los biomarcadores farmacodinamicos miden el efecto de una droga en
la enfermedad por ejemplo, los niveles de proliferacién y apoptosis en el tumor
debido a una droga. Por el contrario, un biomarcador predictivo evalta la
probabilidad de que el tumor responda al farmaco lo cual permite disefiar un
regimen de tratamiento con cierto nivel de personalizacion. Hasta el momento
existe un numero limitado de biomarcadores predictivos que tienen utilidad clinica
mientras que otros estan ganando aceptacién clinica como medida objetiva para

predecir la respuesta a una droga 2.

1.5.1. Familia de transportadores ABC

Con independencia de la cinética de crecimiento, ya sea por mutacion

espontanea o por exposicion a los farmacos, la célula maligna desarrolla una serie



de mecanismos de defensa ante la quimioterapia que determinan la respuesta del

tumor a ésta los cuales pueden dividirse en tres grupos:

1) Los que disminuyen la concentracion del farmaco a nivel de su diana
molecular, por la expulsion a través de la membrana celular, mediante
transportadores;

2) Los que disminuyen la concentracion del farmaco, por el metabolismo
intracelular del farmaco.

3) Aquellos que una vez conseguido el efecto del farmaco sobre su diana,

evitan la muerte celular mediante la reparacion del DNA.

El primer mecanismo, dado por la expulsion a través de la membrana
celular, se ha correlacionado a la presencia de las llamadas bombas moleculares
gue se encuentran localizadas en la membrana plasmatica y sacan activamente
los farmacos quimioterapéuticos del interior de la célula blanco. Esto permite a las
células tumorales evitar los efectos toxicos de las drogas o evitar los procesos
moleculares de las drogas dentro del nicleo o del citoplasma 23. Este fenémeno
de resistencia a diferentes clases de drogas anticancerigenas por parte de las
células tumorales se llama (MDR). Uno de los mecanismos mas importantes que
provoca la MDR es la sobreexpresion de Transportadores ABC (ATP-Binding
Cassete; por sus siglas en inglés), los cuales expulsan de la célula un gran
espectro de drogas, entre ellas cisplatino, en contra de un gradiente de

concentracion utilizando la energia generada por la hidrélisis del ATP.

La familia de los transportadores ABC estd compuesta por 49
glicoproteinas transmembranales, que estan subdivididas en 7 subfamilias, ABC-A
a -G, basado en las similitudes de secuencia ?*. La subfamilia C (ABCC), también
llamada Proteinas Asociadas a Resistencia a Multidrogas (MRP, por sus siglas en
inglés) es una familia de 9 transportadores celulares®®. Las MRPs se localizan en
la membrana plasmatica, pero también en el reticulo endoplasmatico, de lo que se

infiere que puedan actuar tanto en la expulsion de drogas fuera de la célula como



en el secuestro intracelular de estas en vesiculas citoplasmaticas!. Las MRP son
capaces de transportar aniones organicos y drogas neutras, conjugadas o no, con

sustancias como el glutation, glucuronatos y sulfatos.

1.5.1.1. Proteina Asociada a Resistencia a Multidrogas 2 (MRP2)

La Proteina Asociada a Resistencia a Multidrogas 2 (MRP2; también
llamada ABCC2 o cMOAT) es codificada por el gen MRP2 ubicado en el
cromosoma 10, en la region 10g24.2, con un tamafo de 69,499 bases. La
proteina es de 1545 aminoacidos con un peso molecular de 174.2 KDa. MRP2 es
expresada normalmente en la membrana canicular de los hepatocitos, en donde
funciona como el mayor exportador de aniones organicos desde el higado hasta la
bilis. MRP2 también se expresa en el rifidn, vesicula biliar, intestino delgado,

colon y pulmoén 28,

La topologia membranal propuesta para MRP2 contiene 17 hélices
transmembranales (TM), las cuales forman tres dominios membranales (MSD1, -
2, y -3) conectadas por regiones de union poco conservadas (LO y L1) y dominios
de unidn para nucleétidos altamente conservados (NBD1 y NBD2). La region

amino terminal se encuentra localizado extracelularmente (Fig. 3).%°

A MSDO MSD1 MSD2

NBD1 \ NBD2

Linker
region

Fig. 3. A) Topologia membranal propuesta para MRP2. B) Estructura tridimensional de MRP2

generada in silico.



1.5.2. Familia de Citocromo P450

Cuando los farmacos penetran en el organismo, la mayoria de ellos son
transformados parcial o totalmente en otras sustancias por reacciones de
metabolizacién o biotransformacion 27. Las reacciones involucradas en el proceso
de biotransformacién son multiples y diversas, y en general puede considerarse

gue tienen lugar en dos fases:

1) Las reacciones de fase | o de funcionalizacion consisten en
reacciones de oxidacion y reduccion, que alteran o crean nuevos grupos
funcionales, asi como reacciones de hidrdlisis, que rompen enlaces ésteres
y amidas liberando también nuevos grupos funcionales. Estos cambios
producen en general un aumento en la polaridad de la molécula y
determinan algunos o varios de estos resultados: a) inactivacion; b)
conversion de un producto inactivo en otro activo, en cuyo caso el producto
original se denomina profarmaco; c) conversioén de un producto activo en
otro también activo, cuya actividad aprovechable con fines terapéuticos
puede ser cualitativamente similar o distinta de la del farmaco original, y d)
conversion de un producto activo en otro activo, pero cuya actividad resulta

toxica 2829,

2) Las reacciones de fase Il son reacciones de conjugacion, en
las cuales el farmaco o el metabolito procedente de la fase | se acopla a un
sustrato enddgeno, como el acido glucurénico, el acido acético o el acido
sulfarico, aumentando asi el tamafio de la molécula, con lo cual casi
siempre se inactiva el farmaco y se facilita su excrecion; pero en ocasiones
la conjugacion puede activar el farmaco (p. €j., formacion de nucleésidos y

nucleotidos)?7:20,

En la fase I, por lo tanto, se introducen grupos —OH, —-NH2 —COOH, que
permiten después las reacciones de conjugacion, de las que resultan acidos y

bases organicos fuertes. En definitiva, los productos resultantes tienden a ser



compuestos polares, hidrosolubles y, por lo tanto, mas facilmente expulsables por

la orina y por la bilis.

La superfamilia de Citocromo P450 (CYP) participa en la fase | del proceso
de biotransformacién. Estas enzimas son hemoproteinas oxigenasas, que se
encuentran adosadas a la estructura membranosa del reticulo. Utilizan una
molécula de Oz, pero s6lo emplean un atomo para la oxidacion del sustrato (por
ello se denominan mono oxigenasas), mientras que el otro es reducido para
formar agua (por ello se designan oxidasas mixtas), mediante la presencia de un
donante externo de electrones 8. Muchas drogas citotéxicas son inactivadas por
la accion de esta familia de proteinas, mientras que varios profarmacos son
activados por su accién, haciéndolos citotéxicos y efectivos en la quimioterapia
para cancer. Es por este papel importante que tienen los CYPs en la bioactivacion
e inactivacion de carcinégenos y su participacion en la activacion e inactivacion de
drogas anticancerigenas, que tienen un rol importante tanto en la etiologia del

cancer como en la respuesta a la terapia 3.

La superfamilia de enzimas del citocromo P450 (CYP) esta compuesta por
57 genes funcionales y 58 pseudogenes, los cuales estan divididos en 18 familias
32, Se ha establecido un Sistema Estandarizado de Nomenclatura para nombrar a
los genes y asignarlos a una familia y subfamilia. El Sistema se basa en el nivel
de identidad de la secuencia de aminoacidos, la asociacion filogenética y la
organizacion génica determinada por el Comité de Nomenclatura de P450 33, Para
fines practicos, se denominan por un simbolo raiz (CYP), seguido de un nimero
arabigo para la familia, una letra para la subfamilia y otro nimero &rabe para el
gen especifico %*. En una misma familia se agrupan aquellos enzimas cuya
secuencia de aminoacidostiene una similitud mayor del 40%, independientemente
de la especie de procedencia. Dentro de una familia los P-450s se agrupan en
diferentes subfamilias que, siempre que haya mas de una, se denominan
correlativamente empezando siempre por la letra A (p. e. CYP2A, CYP2B,
CYP2C, etc). En este caso, el requisito para que dos P-450 pertenezcan a la

misma subfamilia es que tengan una homologia en la secuencia de aminoacidos
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superior al 55%. Por ultimo, dentro de la misma subfamilia, los enzimas
individuales se designan segun nuameros empezando siempre por el 1 (p. e.
CYP1Al, CYP1lA2), teniendo en cuenta que dos P-450 se consideran como

diferentes cuando sus respectivas secuencias difieran en mas de un 3% 2.

1.5.2.1. Citocromo P450, Familia 2, Subfamilia C, Polipeptido 19
(CYP2C19)

Dentro de los 57 genes funcionales de la superfamialia de CYP se
encuentra el Citocromo P450, Familia 2, Subfamilia C, Polipeptido 19 (CYP2C19),
el cual se localiza en un agrupamiento de genes CYPs (Centromero-CYP2C18-
CYP2C19-CYP2C9-CYP2C8-Telomero) 3. CYP2C19 es una enzima de 490
aminoacidos codificada por un gen de 90.6 kilobase (kb), el cual se localiza en el
brazo largo del cromosoma 10 (10924.1-q24.3) (Fig. 4).

I 19:96541578:96541754 |

START=10:96522463-65 \ STOP=18:96612669-71 |
[ 10:96520256:96548416 !
I
| 10:96535147:96535296 | | 10:96612490:96613017 |
I I
| 10:06534815:96534977 | | 10: 96609674: 96609815 |
T T T
| 10:06522381:96522630 | u ll | 10:96580253: 965580304 ‘ | 10: 96602594 96602781 |
' oo Ly
= == == = = = 2
2 K 29 2 2 29
w u.ﬂu i [f1) w wow
| 258bp | | 163bp | 142bp 188bp
528bp

9@. 6kb
<
Y

Fig. 4. Diagrama del gen CYP2C19. CYP2C19 comprende 9 exones (barras negras), y se
encuentra localizado en el cromosoma 10 (10g24.1-24.3). Los intrones estan indicados en gris

claro y la region promotora 5’ en gris obscuro. 2°

En las estructuras cristalinas de la enzima libre disponibles hasta el
momento, se observa un grupo hemo, en el cual el hierro se encuentra unido a un

grupo tiol (-SH) de una cisteina y a una molécula de agua3®t. La estructura
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secundaria del P450 consiste en aproximadamente 12 alfa hélices, de las cuales
las hélices | y L, altamente conservadas, estan en contacto directo con el grupo
hemo %7, La hélice | contiene también residuos criticos implicados en el suministro
de protones, para el ciclo catalitico de la enzima?. La zona del nlcleo esta
constituida por cuatro hélices (aD, aE, al y aL), hélices J y K, dos laminas b, y una
espiral denominada meander loop (serpentina) que abarca entre 7-10 residuos de
aminoacidos y se propone que juega un papel en la unién del grupo hemo, y en la

estabilizacion de la estructura terciaria de la proteina .

Fig. 5. Estructura cristalina de CYP2C19.

Esta proteina parece ser expresada casi exclusivamente en el higado,
aungue también se han detectado niveles de expresion bajos en intestino. 1320.39
CYP2C19 se encarga de metabolizar agentes terapéuticos como los inhibidores
de la bomba de protones (omeprazol, lansoprazol), anticonvulsivos (S-
mefenitoina, diazepam) antidepresivos (amitriptilina, clomipramina) vy
antiplaquetarios (clopidogrel, prasugrel) 3°*, Asi mismo, participa en el
metabolismo de moléculas endoégenas como el estradiol, retinoles, estrona y

testosterona, asi como en la biosintesis de estrégeno. 39
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2. ANTECEDENTES

2.1.Uso de Biomarcadores Predictivos

El rol de los biomarcadores en el manejo del cancer se esta expandiendo
rapidamente. Numerosos avances en afos recientes han impactado ya en el
cuidado de los pacientes, incluyendo el desarrollo de biomarcadores predictivos
que seleccionan a los pacientes para terapias especificas.*> Por ejemplo, el
marcador Guanililciclasa C (GUCY2C) esta siendo usado para clasificar a los
pacientes en fase Il de cancer colorectal en grupos con prondstico favorable y
desfavorable. En cancer de mama, el estatus de los receptores de hormonas
determinan la necesidad de terapia endocrina, mientras que la identificacion del
gen HER2 permite seleccionar a pacientes para ser tratados con terapia de
trastuzumab.*? Recientemente, para CaCU se encontr6 que el gen CRBP1 puede
determinar si un tumor es resistente o sensible a terapia con Cisplatino, lo que
permitiria identificar que pacientes podran responder positivamente a este
tratamiento. 43 Algunos de los biomarcadores de este tipo, que ya estan siendo

utilizados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1.Ejemplos de biomarcadores predictivos en distintos tipos de cancer (Modificado de La
Thangue 2011).

BIOMARCADOR TIPO DE CANCER QUIMIOTERAPIA BLANCO
HER2 (amplificacion del gen) Mama Trastuzumab HER2
Receptor de Estrégenos Mama Tamoxifen Receptor de
(Expresion de proteina) Estrégenos
BCR-ABL (Translocacién CML Imatinib, dasatinib, BCR-ABL
génica) nilotinib
EGFR + KRAS (Mutacion en CRC Cetuximab, panitumumab EGFR
KRAS)
EGFR (amplificacion del gen) NSCLC Eriotinib, gefitinib EGFR
PML-RAR (Translocacion del APL Acido retinoico PML-RAR
gen)
BRCAL1/2 (Mutacién) Mama Olaparib, Veliparib PARP
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BRAF V600E (Mutacion) Melanoma Vemurafenib BRAF

ALK (Rearreglo) NSCLC Crizotinib ALK

Abreviaturas: APL, Leucemia Promielocitica Aguda; CML, Leucemia mieloide Crénica; CRC, Céancer colorectal; NSCLC,

Cancer Pulmonar de Células No Pequefias.

2.2.MRP2 en cancer

MRP2 es expresada normalmente en la membrana canalicular de los
hepatocitos; en menor medida también se expresa en rifién, intestinos, colon y
pulmones. En estos organos funciona como el mayor exportador de aniones
organicos, como conjugados de bilirrubina, leucotrieno C4, conjugados de
glutatiébn, metotrexato, e interesantemente, se ha reportado que también puede
exportar conjugados de Cisplatino con Glutation.?*

Conjugados de Bilirubina,
LTC4, LTE4, GSH, MTX,
Alcaloides de Vinca,
Cisplatino

Fig. 6. Ejemplo de algunos de los sustratos de MRP2 (Modificado de Sodani, et al. 2012).

En relacion al Cisplatino (CDDP), se ha reportado que varias lineas
celulares humanas resistentes al mismo sobreexpresan MRP2, incluyendo lineas
de cancer de ovario, carcinoma hepatocelular, cancer de vejiga, de colon y de
cabeza y cuello (Tabla 2) 244445 En céancer de eséfago, por medio de
inmunohistoquimicas, se ha observado la expresion de esta proteina en tejidos de
pacientes y correlaciona con la sobrevida de estos, determinando que MRP2 esta
relacionado con la resistencia a Cisplatino y a una menor sobrevida.?® Esto lo

convierte en un posible biomarcador predictivo para la terapia con Cisplatino en
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estos tipos de cancer, lo que sugiere que también pudiera serlo en CaCU, sin
embargo, no se han realizado estudios que determinen la expresion de este

transportador en lineas celulares ni en tejido canceroso de cérvix.

Tabla 2. Ejemplo de lineas celulares de distintos tipos de cancer resistentes a Cisplatino, que

sobreexpresan MRP2.

CANCER EXPRESION AUTOR
Ovario Aumentada Materna, et al., 2005
Melanoma Aumentada Liedert, et al. 2003
Esofago Aumentada Yamasaki, et al. 2011
Cabeza y Cuello Aumentada Taniguchi, et al. 1996; Guido, et al.
2009
Carcinoma hepatocelular Aumentada Korita, et al. 2010; Li, et al. 2004

2.3.CYP2C19 en cancer

La proteina CYP2C19 ha sido propuesta como biomarcador predictivo en
cancer de mama?, puesto que metaboliza la droga antineoplasica Tamoxifen?; asi
mismo, en cancer pancreatico, se ha visto que ayuda en la respuesta a la droga
nelfinavir, ayudando en el aumento de la sobrevida.*® Ha sido reportado en
estudios gendmicos que pacientes con cancer de cabeza y cuello con isoformas
no funcionales o con funcion disminuida de CYP2C19 tienen una menor respuesta
a la terapia conformada por cisplatino, 5-FU y radiacion*’48, Esto sugiere que esta
proteina podria tener una participacion importante en la respuesta a drogas
anticancerigenas, por lo que podria ser un buen biomarcador predictivo para
pacientes tratados con este régimen terapéutico y hasta ahora no ha sido
estudiada en otros tipos de cancer, como CaCU y tampoco se han realizado
estudios que determinen su expresion en los tejidos cancerosos, ni el mecanismo

por el cual podrian estar participando en la sensibilidad a cisplatino.
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Los mecanismos de respuesta a las drogas antineoplasicas en cancer
cervicouterino siguen siendo una pregunta abierta y, dada la alta mortalidad de las
pacientes con dicho tipo de cancer existe, hay una gran necesidad de mejorar la
eficiencia de la respuesta al tratamiento quimioterapéutico. Es por esto que es de
gran relevancia el desarrollo y busqueda de marcadores que permitan la medicion
de la respuesta a los agentes terapéuticos y la eficiencia de estos #° 21, Los genes
MRP2 y CYP2C19 son buenos candidatos a biomarcadores predictivos para el
tratamiento de CaCU por lo cual es de gran importancia caracterizarlos y conocer

su expresion en tejido del cérvix uterino.

3. JUSTIFICACION

El cancer cervicouterino (CaCu) es un problema de salud publica a nivel
mundial. En México representa la segunda causa de mortalidad por cancer en
mujeres. El Sistema Nacional de Salud ha hecho prioritario su deteccion y
tratamiento oportuno y adecuado. Por esta razdn es necesario realizar
investigacion en la busqueda de moléculas que puedan servir como
biomarcadores predictivos que permitan proporcionar terapias mas eficientes a fin
de disminuir la tasa de mortalidad de esta enfermedad.

Estudios recientes en distintos tipos de cancer, como de ovario, colon,
cabeza y cuello, entre otros, han relacionado la respuesta a los tratamientos con
genes de Resistencia a Multidrogas y genes Metabolizadores de Drogas,
principalmente la familia de los MRP y la superfamilia de Citocromo P450. Sin
embargo, a la fecha se conoce poco acerca de su participaciéon en CaCU, por lo
gue es necesario realizar estudios que permitan conocer mas acerca de su papel

en la biologia de este tipo de cancer.
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4. HIPOTESIS:

Las proteinas MRP2 y CYP2C19 se expresan en las lineas celulares de CaCU y
en tejido tumoral de cérvix, por lo que son posibles biomarcadores predictivos

para el tratamiento con cisplatino.

5. OJETIVOS

5.1.OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la expresion de los genes MRP2 y CYP2C19, en lineas célulares

y tejido de cancer cervicouterino.

5.2.0OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Determinar la expresion de los genes MRP2 y CYP2C19 en lineas célulares
comerciales de cancer cervicouterino.

- Determinar la expresion de las proteinas MRP2 y CYP2C19 en lineas
célulares comerciales de cancer cervicouterino.

- Determinar la expresion de las proteinas MRP2 y CYP2C19 en tejido de

pacientes con cancer cervicouterino.

6. DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO
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Fig. 7. Diagrama general de trabajo

7. METODOLOGIA.

7.1. Cultivo Celular.

Se utilizaron cuatro lineas celulares de Cancer Cervicouterino: Hela, SiHa,
CaSKi y C33A; y las lineas celulares A549 y HepG2, como controles positivos
para MRP2 y CYP2C19, respectivamente.

Las lineas celulares se cultivaron en frascos de cultivo T75 (Corning) con
14 ml. del medio correspondiente a cada linea celular, como se muestra en la
Tabla 3. Se incubaron a 37°C y 5% de COz2, hasta un 90 - 100% de confluencia.
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Tabla 3. Lineas celulares utilizadas en la realizacién de este trabajo y sus condiciones de cultivo.

LINEA CELULAR ORIGEN MEDIO SUMPLEMENTOS

HepG2 Carcinoma DMEM SFB 10%
Hepatocelular Antibidtico/Antimicotico 1X

A549 Cancer de DMEM SFB 10%
Pulmon Antibidtico/Antimicotico 1X

HelLa Cancer de Cérvix DMEM SFB 10%
Antibi6tico/Antimicatico 1X

SiHa Céancer de Cérvix DMEM SFB 10%
Antibidtico/Antimicotico 1X

C33A Cancer de Cérvix DMEM SFB 10%
Antibidtico/Antimicotico 1X

CaSki Céncer de Cérvix  RPMI SFB 10%

Antibiético/Antimicético 1X

a.a. no esenciales 1X

7.2. Subcultivo Celular

Para el desprendimiento de la monocapa de las células se hicieron tres
lavados con 3 ml. de PBS 1%; después se agregaron 1.5 ml. de tripsina, la cual se
dej6é actuar por 5 minutos a 37°C o hasta observar el desprendimiento de la
monocapa, se golped firme y fuertemente la botella para despegar por completo la
monocapa; se adicionaron 3 ml. de medio de cultivo, y el volumen se paso6 a un
tubo Eppendorf para centrifugarlo 5 minutos a 1000 rpm. Pasado el tiempo, se tird
el sobrenadante y se agregaron 4ml. de medio de cultivo para resuspender las

células y pasarlas a frascos T75.

7.3. Extraccion de RNA

El mRNA fue extraido con la técnica de Trizol (Ambion, Invitrogen). Se
hicieron dos lavados con 3ml. de PBS 1% a los frascos con 100% de confluencia,

se agregd 1 ml. de TRIsure (Cat No. BIO-38033) a los frascos, se homogeneiz0
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suavemente y se pasoé a tubos Eppendorf de 1.5 ml. Se dejaron incubando toda la
noche a -20°C. Posteriormente, se agregaron 200 ul de cloroformo y se dejaron
incubando en hielo por 2 minutos.Posteriormente, se centrifugaron por 15 minutos
a 12,000 rpm. Se tom¢ la fase acuosa y se pasé a un tubo eppendorf nuevo; se
agregd 1 ml. de isopropanol absoluto y se dejo toda la noche a -20 °C. Se
centrifugd por 15 minutos a 12,000 rpm; se decant6 el sobrenadante y se agrego
1 ml. de etanol al 75%, se centrifugd 5 minutos a 8000 rpm. El paso anterior se
repiti6 dos veces y en la Ultima ocasion en que se decanta, se deja secando a
temperatura ambiente por 10 minutos aproximadamente. Adicionalmente, se dejo
secar 2 minutos en el termomixer a 56 °C sin agitacion. El pellet se resuspendio

en 30 ul de agua con DEPC.

Para verificar la integridad del RNA se realizé una electroforesis en gel de
agarosa al 1% y se cuantificd utilizando una longitud de onda de 260/280 nm en

un Espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Scientific).
7.4. Transcriptasa Reversa — PCR
Para realizar la RT-PCR se utilizé el kit High Capacity RNA - to- cDNA (Cat

No. 4387406) preparando la mezcla de reaccién, usando hasta 2 ug de RNA total

por 20ul de reaccion como lo indica el protocolo:

COMPONENTE VOLUMEN/ REACCION (pl)
+RT -RT
2X RT Buffer 10.0 10.0
20X RT Enzime Mix 1.0 1.0
H20 libre de nucleasas Aforar a 20 pl Aforar a 20 pl
Muestra Hasta 9 pl -
Total por Reaccion 20.0 20.0
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El programa de RT-PCR incluyé una incubacion a 37°C durante 60 min
para la transcripcion reversa, seguida de una desnaturalizacion a 95°C durante 5
min y 4°C por tiempo indeterminado. Se cuantificaron los amplificados utilizando el
Espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific) y se verificO su integridad
mediante la realizacion de una PCR punto final del gen de la subunidad ribosomal

18S, y la electroforesis en agarosa al 2%.

7.5. Cuantificacion Relativa por PCR- Tiempo Real.

La determinaciéon de la expresion de los genes MRP2 y CYP2C19 en las
lineas celulares, se realizé mediante la técnica de PCR-Tiempo Real utilizando
sondas TagMan especificas para cada uno de los genes en el equipo StepOne de
Applied Biosystem. Los iniciadores y las sondas utilizadas fueron de Applied
Byosistem; para el gen MRP2 la sonda utilizada fue Hs00166123 m1 que genera
un amplicon de 75 pb; para el gen CYP2C19 la sonda fue Hs00426380_m1 que
produce un amplicon de 106 pb. Para el control interno RPLPO la sonda empleada
fue Hs00426380_ml1 que genera un amplicon de 105 pb. Las reacciones de
amplificacion se realizaron por triplicado utilizando los reactivos TagMan
Genotyping Master Mix, No. 4371355. La reaccion se llevé a cabo en un volumen
final de 10pl, utilizando 5.5 pl, 0.5 pl de sonda y 1 pl de DNA (equivalente a 1 ug).

Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes: para la activacion

de la enzima, 10 min a 95°C, 40 ciclos de PCR: 15 seg a 95°C, seguido de 1 min.

a 60°C. La deteccion de la sefial se realizé en el Ultimo paso de la PCR.
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Diagrama Experimental para PCR Tiempo Real.
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Fig. 8. Diagrama Experimental para PCR Tiempo Real (Modificado de: Sambrook, 2013)

La cuantificacion relativa se basa en la expresion relativa de un gen
problema respecto a un gen de referencia. De esta manera se obtiene una
proporcién de expresion relativo, lo que permite investigar los cambios fisioldgicos
en la expresion génica. El gen de referencia suele ser de expresion constante, lo
gue se conoce como gen estructural o housekeeping. Estos suelen estar
presentes en todos los tipos celulares, ya que son necesarios para las funciones
basicas de las células. El problema es que se ha visto que estos genes estan

regulados y que pueden variar bajo determinadas condiciones experimentales.>®

Por esta razén, Pfaffl (2001) y Livak (2001) desarrollaron un método
matematico de cuantificacién basado Unicamente en los incrementos de Ct de la
muestra respecto al control y en las eficiencias de amplificacion. Los incrementos

del gen problema son normalizados con los incrementos respecto al gen de
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referencia (housekeeping). De esta manera se corrigen las variaciones que este

pueda sufrir por las condiciones experimentales.

Para el andlisis de la expresion de los genes ABCC2 y CYP2C19 se utilizo
el método de AACt (Livak & Schmittgen, 2001). Con los valores de Ct se aplico la

férmula de calculo de expresion génica:

AACT =ACT (Muestras)- ACT(Controles)

Donde:

ACT (Muestras)= CT (Gen Blanco, Muestras)- CT(Gen Referencia, Muestras)

ACT(Controles)= CT (Gen Blanco, Control)- CT(Gen Referencia, Control)

7.6. Determinacion de la expresion de proteinas mediante la técnica de
Western Blot.

7.6.1. Extraccion de proteinas

Para la extraccion de proteinas, se desprendié la monocapa de células
con el método de tripsina mencionado anteriormente. Las células se sedimentaron
mediante centrifugacion y se resuspendieron en tampon RIPA para su lisis (1x
PBS,1% Nonidet P-40, 0.5% Deoxicolato sodico, 0,1% SDS) al cual se le adicion6
inhibidores de proteasas de forma extemporanea (PMSF 0.1mg/ml, Aprotinin,
Ortovanadato sédico 0.18mg/ml), se incubaron en hielo durante 30 min y se
vortexe0 a velocidad media para conseguir una ruptura total de la célula. Se
incubaron 30 min mas en frig, tiempo tras el cual se centrifugaron durante 15 min.
a 13000 g. a 4°C en microfuga para sedimentar los restos celulares. El

sobrenadante se recogié en dos tubos uno para cuantificar la concentracion de
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proteinas y otro para realizar la electroforesis. La concentracion de proteinas se

determiné mediante el Ensayo de proteina BCA (Thermo Scientific #23225).

7.6.2. Electroforesis y transferencia de proteinas

Alicuotas con wuna concentracion de 1pg/ul de proteinas fueron
desnaturalizadas hirviéndolas en presencia de B-Mercaptoetanol y separadas
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 10%, para la proteina
CYP2C19, y 8% para ABCC2, en tampdn Tris-Glicina. La electroforesis se

resolvié a 100V durante 1 hora 30 min. con el sistema “mini-protean” de Bio-Rad.

Finalizada la electroforesis, los geles se equilibraron para su posterior
transferencia a una membrana de nitrocelulosa, mediante transferencia humeda
con el sistema mini-transblot de Bio-Rad en tampdn de transferencia Tris-Glicina-
Metanol (25mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanol, pH 8.4). La transferencia se
realizo a 0.5 A durante lhra. 30 min. para el gel de 10% y 3 horas para el gel de
8%.

7.6.3. Inmunodeteccion

Para la inmunodeteccion se bloquearon las membranas en bloto/ (5% leche
en polvo, 0,05% Tween-20 en TBS pH 7.4) y se incubaron con los siguientes
anticuerpos primarios monoclonales: anti-MRP2 ab3373 y anti- CYP2C19
ab137015 (Abcam). La deteccion se realizO mediante el sistema de
guimioluminiscencia de HRP con el kit de Millipore “Immibilion Western” (No. Cat.
WBKLS0500). La membrana expuesta a quimioluminiscencia, se revel6 mediante
el sistema ChemiDoc de Bio-Rad. El andlisis se realiz6 por densitometria
utilizando el programa Image Lab (Bio-Rad).
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7.7. Determinacion de la expresion de proteinas mediante la técnica de

Inmunohistoquimica

7.7.1. Muestras biolbgicas

Se analiz6 un total de 47 muestras de biopsias cervicales, 44 corresponden
a tejido tumoral y 3 a tejido normal de cérvix. Las muestras fueron tomadas en la
Clinica de Colposcopia del Hospital General de México, Unidad de Oncologia,
Mayo 2013 — Mayo 2014. Los criterios de inclusion de las muestras de las
pacientes fueron el no haber sido sometidas a tratamientos previos, historial

clinico completo y aprobacion del consentimiento informado.

Los datos clinicos evaluados fueron: edad, nimero de embarazo, estadio clinico
del tumor, diferenciacion del tumor, nimero de parejas sexuales, inicio de vida

sexual activa, edad de la menarca y antecedentes familiares de cancer.

7.7.2. Construccién del arreglo de tejidos.

La construccion de los arreglos de tejidos se realizé con 44 muestras de
CaCU embebidas en parafina y 3 muestras de cérvix sano. Fue realizado
mediante el empleo del Tissue-Arrayer ATA 100 de Chemicon, siguiendo las
instrucciones del equipo. Este sistema de precision es operado de manera semi-
automatizada y permite arreglar en un solo bloque de parafina, multiples muestras
de tejido, lo que permite analizar decenas a cientos de muestras pequefias de
tejido en condiciones homogéneas y con un minimo consumo de reactivos, en
comparacion con las técnicas convencionales de inmunohistoquimica (Mendoza,
2011).
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Fig. 9. Mapa del arreglo de Tejidos

7.7.3. Deteccion de las proteinas MRP2 y CYP2C19 por

inmunohistoquimica

La determinacion de la expresion de las proteinas MRP2 y CYP2C19 se
realiz6 por la técnica de inmunohistoquimica. Se tomaron los arreglos de tejidos y
se desparafinaron dejandolos en incubacion durante toda la noche a 60°C,
seguido de un lavado en Xilol por 5 min. Para rehidratarlos se hicieron bafios de 5
min., en soluciones graduales de etanol, de mayor a menor grado, terminando en
agua. La exposicion del antigeno se hizo utilizando una olla de presién con Tris-
EDTA por 30 min. Pasado el tiempo de exposicién, se hacen lavados en PBS 1X.
La deteccibn de las proteinas se hicieron mediante la técnica de
Biotina/Estreptavidina amplificada (BSA), utilizando el protocolo de tincion de
DAKO Envision. Para la deteccion de las proteinas, se utilizaron los anticuerpos
monoclonales primarios anti-MRP2 ab3373 y anti- CYP2C19 ab137015 (Abcam),

a una dilucion 1:50. La incubacion se efectu6 durante toda la noche y se

26



contratiio con hematoxilina y se monto con cubreobjetos. Se utilizé como control
negativo tejido de placenta, puesto que esta reportado que no expresa estas
proteinas, y como control positivo tejido de higado con alta expresion de ambas

proteinas.

7.8. Analisis Estadistico

El andlisis estadistico para comparar la expresion génica tanto de MRP2 y
CYP2C19, entre las lineas celulares de CaCU se realiz6 mediante las pruebas de
ANOVA y PostHoc de Tukey; y la prueba de Dunnet para comparar las lineas
celulares con las lineas control. Para analizar los resultados de los Western Blots
se us6é ANOVA vy la prueba de Bonferroni. El andlisis de asociacién entre la
expresion de la proteina en los tejidos y los principales parametrosclinicos
patolégicos fue hecho mediante la prueba de chi cuadrada (X?).Los datos clinicos
e histopatolégicos fueron obtenidos de las historias clinicas. Para todos los
analisis se consider6 como significativo una p<0.05. El procesamiento se realiz6
con SPSS v19 y Con GraphPad Prism 5.
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8. RESULTADOS.
8.1. Integridad del RNA y control de calidad del cDNA sintetizado.

Se verifico la integridad del RNA extraido de las seis lineas celulares, tanto
de CaCU como controles, mediante el corrimiento electroforético en gel de

agarosa al 1%. En la figura 10 se muestran las bandas correspondientes del RNA
28Sy 18S.

Fig. 10. Corrimiento electroforético del RNA total extraido de las lineas celulares de CaCU
y controles. Se muestra el corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1%. 1) Marcador de
peso molecular 1kb; 2) C33A; 3)SiHa; 4)CaSki; 5) HelLa; 6) A549; 7) HepG2; 8) Marcador de peso
molecular 1kb.

Asi mismo, para verificar la calidad del cDNA sintetizado, se realiz6 una
PCR con iniciadores especificos para el gen RPS S18. En la figura 11 se observa

la banda que representa la amplificaciébn de este control de calidad en las seis
lineas celulares.

Fig. 11. Amplificacién por PCR del gen de la Proteina Ribosomal S18 como control de
calidad de cDNA sintetizado. 1)Marcador de peso molecular; 2) C33A; 3)SiHa; 4)CaSki; 5) Hela;
6) A549; 7) HepG2; 8)HL60; 9) Control negativo.
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8.2. Cuantificacion relativa de la expresidon génica para los genes MRP2

y CYP2C19 en lineas célulares de cancer cervicouterino.

El andlisis de la expresion de los genes MRP2 y CYP2C19 se realiz6 en las
cuatro lineas celulares de CaCU (C33A, SiHa, CaSki y HelLa) y en las lineas
celulares utilizadas como control positivo (A549 para MRP2 y HepG2 para
CYP2C19), asi como de tejido de cérvix normal (CN). Se realizo
satisfactoriamente la extraccion de mRNA total para realizar la sintesis de cDNA y
asi efectuar el andlisis de la expresion génica de los genes a estudiar en las
lineas celulares ya mencionadas. Se utilizo el gen RPLPO como control de
referencia para ambos analisis. Se amplificaron segun el protocolo expuesto
anteriormente, y se obtuvieron los resultados de Ct para cada muestra y gen. A

continuacion se muestran las graficas de amplificacion obtenidas para ambos

genes.
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Gréfica 2. Graficas de amplificacion en tiempo real. A) Se muestra la grafica de amplificacion del
gen MRP2 en las lineas celulares de CaCU, A549 vy tejido de cérvix normal. B) Se muestra la
grafica de amplificacion del gen CYP2C19 en las lineas celulares de CaCU, HepG2 vy tejido de

cérvix normal.
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Con estos valores de Cp y los de eficiencias se aplico la formula AACt
descrita por Livak & Schmittgen (2001) y expuesta en Métodos. Los resultados
obtenidos como proporciones de expresion respecto al control se describen a

continuacion.

Como se observa en la Gréafica 3 para MRP2, tomando como referencia la
expresion dada en la linea celular control A549, ninguna de las lineas celulares de
CaCU, presenta una expresion mayor a la expresion en A549, siendo C33A la
linea con una menor expresion, seguida de CaSKi, HeLa y SiHa. La diferencia en
la expresion entre la linea A549 y todas las lineas celulares de CaCU es
significativa (p<0.05). Asi mismo, hubo diferencia significativa entre la expresion
del gen MRP2 determinado en Caski y C33A (p=0.02), Caski y SiHa (p=0.004),
Caski y HeLa (p=0.01), también entre C33A y SiHa (p=0.003) y entre C33A y
HeLa (p=0.01) pero no hubo diferencia entre SiHa y HelLa (p=0.18).
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Gréfica 3. Cuantificacién relativa del gen MRP2 en las lineas celulares de CaCU respecto a la

linea celular control A549.

Al comparar la expresion del gen MRP2 en las lineas celulares de CaCU
contra la expresion dada en cérvix normal, hay una diferencia significativa con
todas (p<0.05) (Grafica 4).
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Grafica 4. Cuantificacion relativa de la expresién del gen MRP2 en las lineas celulares de CaCU

respecto a la expresion dada en el tejido de cérvix normal.

Para el gen CYP2C19, tomando como referencia la expresion dada en la
linea celular control HepG2, hubo una diferencia significativa entre esta linea
celular y las cuatro lineas celulares de CaCU. Unicamente la linea celular CaSKi
presentd una expresion mas baja que la vista en HepG2; las demas lineas
celulares (C33A, SiHa y Hela), presentan una mayor expresién de este gen en
comparaciéon de la presentada por HepG2. Ademés hubo diferencia significativa
entre la expresion del gen CYP2C19 determinado en Caski y C33A (p=0.005),
Caski y SiHa (p=0.009), Caski y HelLa (0.01), también entre C33A y SiHa
(p=0.03), pero no hubo diferencia entre C33A y HelLa (p=0.41) ni entre SiHa y
HelLa (p=0.08) (Gréfica 5).
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Gréfica 5. Cuantificacion relativa del gen CYP2C19 en las lineas celulares de CaCU respecto a la

expresion dada en linea celular control A549.
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Al comparar la expresion del gen CYP2C19 en las lineas celulares de CaCU
contra la expresién dada en cérvix normal, hay una diferencia significativa con
todas (p<0.05) (Grafica 6).
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Gréfica 6. Cuantificacion relativa del gen CYP2C19 en las lineas celulares de CaCU respecto a la

expresion dada en el tejido de cérvix normal.

8.3. Determinacion de la expresiéon de las proteinas MRP2y CYP2C19 en
lineas celulares comerciales de cancer cervicouterino por ensayos de
Western Blot.

Para determinar la expresion de las proteinas MRP2 y CYP2C19 se realiz6
la extraccion de proteinas totales de las cuatro lineas celulares de CaCU (C33A,
SiHa, CaSki y HelLa) y en las lineas celulares utilizadas como control positivo
(A549 para MRP2 y HepG2 para CYP2C19). Los controles de carga que se
utilizaron fueron, para MRP2, la proteina Actina, y para CYP2C19, la proteina
GAPDH.

En la figura 12 se muestra el Western Blot de la proteina MRP2, asi como
de GAPDH, el cual es el control de carga. Se observa la expresion de ambas
proteinas en todas las lineas celulares de CaCU, asi como en la linea celular
control A549.
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Fig. 12. Expresién de MRP2 en las lineas celulares de CaCU y la linea celular control

A549.

Al realizar el andlisis densitométrico y determinar la relacién
MRP2/GAPDH, se observa que la expresion no es igual en todas las lineas
celulares. La mayor expresion se da en la linea control A549, seguida de la linea
C33A, Hela, CaSKi y SiHa. La diferencia entre la expresion en A549 y todas las
lineas de CaCU es significativa (p<0.05); sin embargo, la diferencia de expresién

entre las lineas de CaCU no es significativa (Gréfica 7).
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Gréfica 7. Relacion de la expresion MRP2/GAPDH en las lineas celulares de CaCU y la

linea celular control A549.

En la figura 13 se muestra el Western Blot de la proteina CYP2C19, asi
como de Actina, la cual es el control de carga. Para CYP2C19, s6lo se utilizaron

las lineas celulares de CaCU C33A, SiHa y CaSKi, asi como la linea celular
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control HepG2. Se observa la expresion de ambas proteinas en todas las lineas

celulares de CaCU, asi como en la linea celular control.
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Fig. 13. Expresion de CYP2C19 en las lineas celulares de CaCU vy la linea celular control
HepG2.
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Al realizar el andlisis densitométrico y determinar la relacion
CYP2C19/Actina, se observa que la expresion no es igual en todas las lineas
celulares. La mayor expresion se observé en la linea celular CaSKi, seguida de la
linea control HepG2, C33A y SiHa. La diferencia en la expresion entre SiHa y las
otras tres lineas celulares es significativa (p<0.05). La diferencia entre HepG2 y

las otras dos lineas celulares de CaCU, CaSKiy C33A, no es significativa (Grafica

8).
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Gréfica 8. Relacion de la expresion MRP2/GAPDH en las lineas celulares de CaCU y la

linea celular control A549.
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8.4. Descripcion de los datos clinico-patologicos de las muestras de

pacientes analizadas.

Para la determinacion de la expresion de las proteinas MRP2 y CYP2C19
en tejido tumoral de cérvix, se analizaron un total de 47 muestras de biopsias
cervicales, 44 corresponden a tejido tumoral y 3 a tejido normal de cérvix. Las
muestras fueron tomadas en la Clinica de Colposcopia del Hospital General de
México, Unidad de Oncologia, Mayo 2013 — Mayo 2014.

Los datos clinicos de las pacientes que se evaluaron fueron: edad, nimero
de embarazo, infeccion por VPH, estadio clinico del tumor, nimero de parejas
sexuales, inicio de vida sexual activa, edad de la menarca y antecedentes

familiares de cancer.

El promedio de la edad fue de 39.27+14.13 afios, con un rango de los 18 a los 74
afios. Solo el 22.7% (10 casos) eran mayores o tenian 50 afios. Como el rango
de edad fue de 56 afos, se construyeron intervalos de 10 afios de amplitud. Estos

resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4.Frecuencia de los Intervalos de edad

Porcentaje

Intervalos edad , , L
Frecuencia Porcentaje  Porcentaje valido acumulado

18-27 10 22,7 22,7 22,7
28-37 13 29,5 29,5 52,3
38-47 10 22,7 22,7 75,0
48-57 7 15,9 15,9 90,9
58-67 2 4,5 4,5 95,5
68-74 2 4,5 4,5 100,0
Total 44 100,0 100,0
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Segun el Sistema Bethesda de clasificacion, el 40.9% de las muestras son
Lesiones Intraepiteliales Escamosas de Bajo Grado, el 20.5% son Lesiones
Intraepiteliales Escamosas de Alto Grado y 38.6% Cancer Epidermoide. Con
respecto al dato de infeccidén por el Virus del Papiloma Humano, el 68.2% de las
pacientes resultaron positivas y el 31.8% fueron negativas para la presencia del
virus. El 36.4% (16 casos) refirid6 un antecedente de un familiar con cancer (Tabla
5).

Tabla 5. Descripcién de los datos clinico-patolégicos de las muestras analizadas.

DATOS CLINICOS N
Estado clinico
LIEBG 18 (40.9%)
LIEAG 9 (20.5%)
CaCu 17 (38.6%)
Infeccién por VPH
(+) 30 (68.2%)
) 14 (31.8%)
Antecedente fam. de cancer
Si 16 (36.4%)
No 28 (63.6%)

En la tabla 6 se resumen los antecedentes gineco-obstetricos. El promedio
de embarazos fue 3.2+2.5 (0 a 12 embarazos); la media de la edad en que ocurrid
la menarca fue de 13.14+1.94 afios (10 a 19 afos). La edad de inicio de vida
sexual activa tuvo un promedio de 17.5+4.3 afios (12- 35 afios) y en promedio

tuvieron 2.27+1.24 de parejas sexuales (1 a 6).
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Tabla 6. Frecuencia de los factores gineco-obstétricos de las pacientes estudiadas.

Frecuencia Porcentaje
Paridad Nula/ Baja 10 22.7
Alta 34 77.3
IVSA 12-17 afos 26 60.5
18-23 afios 15 34.9
>24 afos 2 4.7
Menarca 10-12 afios 21 47.7
13-15 afios 17 38.6
16-19 afios 6 13.6
Parejas Sexuales 4-6 6 13.6
1-3 38 86.4

8.5.Expresion de las proteinas MRP2 y CYP2C19 en tejido tumoral de

cérvix.

La determinacion de la expresion de las proteinas MRP2 y CYP2C19 se
realiz6 mediante la técnica de inmunohistoquimica sobre los microarreglos de
tejidos, y de acuerdo al protocolo de tincion DAKO Envision, como se menciona
en el apartado de Metodologia. La determinacion de la expresion se realizé por la
intensidad de la reaccién Biotina/Estreptavidina amplificada (BSA), la cual fue

evaluada por tres observadores independientes.
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8.5.1. Expresion de la proteina MRP2 en tejido tumoral de cérvix.

En las muestras de tejido normal se observé tincibn mayormente en el
estrato basal del epitelio escamoso La tincion de las células en tejido tumoral fue
citoplasmatica, lo que refleja la localizacidon de esta proteina. De las muestras
tumorales, 34 resultaron positivas para la expresion de MRP2 (79.1%) mientras
gue 9 resultaron negativas (20.9%). En el caso del tejido tumoral que expresa la

proteina la tincion se da a lo amplio del epitelio afectado (Fig 14).

Fig 14. Expresion de MRP2 en tejido normal y tumoral de cérvix. A) Tejido de cérvix normal,

positivo para MRP2 en células del estrato basal, fotografia tomada con aumento de 20X; B) y C)
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Tejido de cancer cervicouterino positivo para la expresion de MRP2, tanto en epitelio cilindrico

como en epitelio escamoso; D) Tejido de cancer cervicouterino negativo para la expresion MRP2.

En el tejido de higado que fue utilizado como control positivo, se observa

una intensa tincion de localizacion citoplasmatica en las células estrelladas. En el

tejido de placenta utilizado como control negativo, no se observo tincion (Fig 15).

Fig 15. Inmunohistoquimica de tejidos controles para expresion de MRP2. A) Tejido de
placenta utilizado como control negativo, fotografia tomada con aumento de 20X. B) Tejido de

higado utilizado como control positivo de expresion para MRP2.

8.5.2. Expresion de la proteina CYP2C19 en tejido tumoral de cérvix.

En las muestras de tejido normal se observé tincién Unicamente en el
estrato basal del epitelio escamoso. La tincion de las células en tejido tumoral fue
citoplasmatica, lo que refleja la localizacion de esta proteina. De las muestras
tumorales, 33 resultaron positivas para la expresion de CYP2C19 (76.7%)
mientras que 10 resultaron negativas (23.3%). En el caso del tejido tumoral que

expresa la proteina la tincion se da a lo amplio del epitelio afectado (Fig. 16).
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Fig 16. Expresiéon de CYP2C19 en tejido normal y tumoral de cérvix. A) Tejido de cérvix

normal, positivo para CYP2C19 en células del estrato basal, fotografia tomada con aumento de
20X; B) y C) Tejido de céncer cervicouterino positivo para la expresion de CYP2C19, tanto en
epitelio cilindrico como en epitelio escamoso; D) Tejido de cancer cervicouterino negativo para la
expresion CYP2C19.

En el tejido de higado que fue utilizado como control positivo, se observa

una intensa tincién de localizacién citoplasmatica en las células estrelladas. En el
tejido de placenta utilizado como control negativo, no se observé tinciéon (Fig 17).
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Fig 17. Inmunohistoquimica de tejidos controles para expresion de CYP2C19. A) Tejido de

placenta utilizado como control negativo, fotografia tomada con aumento de 20X B) Tejido de

higado utilizado como control positivo de expresion para MRP2.

Con los datos obtenidos de las inmunohistoquimicas se realiz6 el célculo de la

sensibilidad y especificidad de la expresion de las proteinas CYP2C19 y MPR2 en

relacion a CaCU y a VPH (tomando como estandar de oro el resultado de la

biopsia y el resultado de infeccién por VPH). Para ambas proteinas se obtuvo una

alta sensibilidad pero baja especificidad como se muestra en las tablas 7 - 10.

Tabla 7. Sensibilidad y Especificidad de la proteina MRP2 en relacidn al estadio clinico de las pacientes.

Prueba diagndstica CaCu LIEBG + LIEAG Total
Positivo 16 18 34
MRP2
Negativo 2 7 9
Total 18 25 43
Valor IC (95%)
Sensibilidad 88,89 % (71,59-100)
Especificidad 28 % (8,4-47,6)
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indice de validez 53,49 % (37,42 -69,56)

Valor predictivo + 47,06 % (28,81-65,31)

Valor predictivo - 77,78 % (45,06-100)
Prevalencia 41,86 % (25,95-57,77)

Tabla 8. Sensibilidad y Especificidad de la proteina MRP2 en relacién a la infeccién por VPH.

Infeccion VPH

Prueba diagndstica Sl NO Total
Positivo 22 12 34
MPR2
Negativo 7 2 9
Total 29 14 43
Valor IC (95%)
Sensibilidad 75,86 % (58,56-93,16)
Especificidad 14,29 % (0,0-36,19)
indice de validez 55,81 % (39,81-71,82)
Valor predictivo + 64,71 % (47,17 -82,24)
Valor predictivo - 22,22 % (0,0-54,94)
Prevalencia 67,44 % (52,27 -82,61)

Tabla 9. Sensibilidad y Especificidad de la proteina CYP2C19 en relacidn al estadio clinico de las pacientes.

Prueba diagndstica CaCu LIEBG + LIEAG Total
Positivo 11 21 32
CYP2C19
Negativo 5 5 10
Total 16 26 42
Valor IC (95%)

Sensibilidad 68,75 % (42,91-94,59)

Especificidad 19,23 % (2,16-36,30)

indice de validez 38,10 % (22,22-53,97)
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Valor predictivo + 34,38 % (16,36-52,39)

Valor predictivo - 50,00 % (14,01-85,99)

Prevalencia 38,10 % (22,22-53,97)

Tabla 10. Sensibilidad y Especificidad de la proteina CYP2C19 en relacidn a la infeccién por VPH.

Infeccion VPH
Prueba diagndstica S| NO Total
Positivo 22 10 32
CYP2C19
Negativo 7 3 10
Total 29 13 42
Valor IC (95%)
Sensibilidad 75,86 % (58,56-93,16)
Especificidad 23,08 % (0-49,83)
indice de validez 59,52 % (43,49 -75,56 )
Valor predictivo + 68,75 % (51,13-86,37)
Valor predictivo - 30 % (0-63,4)
Prevalencia 69,05 % (53,88 -84,22)

8.5.3. Asociacién de la expresiéon de MRP2 y CYP2C19 con los datos clinico

patolégicos.

La asociacion de los principales datos clinicos patol6gicos de los pacientes
con la expresién de MRP2 y CYP2C19 se estudié mediante un andlisis de X2. Los
resultados mostraron que Unicamente hay una asociacidén estadistica signiticativa
entre CYP2C19 y la edad de las pacientes mayores de 50 afios (p=0.03). Para los
demas datos no hay una asociacion estadistica con la expresion de ambas
proteinas (Tabla 11 - 12).
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Tabla 11. Relacion de MPR2 con variables de interés

MRP2 N Media Desviacién p
tip.
Edad + 34 39,35 13,978 0.97
- 9 39,56 16,280
No. Embarazos + 34 3,41 2,463 0.37
- 9 2,56 2,877
IVSA + 33 17,36 3,999 0.36
- 9 18,89 5,645
Edad de la menarca + 34 13,09 1,832 0.52
- 9 13,56 2,404
Parejas sexuales + 34 2,32 1,249 0.22
- 9 1,78 ,833

Tabla 12. Asociacién de CYP2C19 con los datos clinico patoldgicos.

CYP N Media Desviacion tip. p

Edad + 32 36,53 12,526 0.03
- 10 47,70 17,538

No. Embarazos + 32 3,09 2,277 0.38
- 10 3,90 3,348

IVSA + 31 17,52 4,830 0.84
- 10 17,20 2,860

Edad de la menarca + 32 12,91 1,802 0.40
- 10 13,50 2,369

Parejas sexuales + 32 2,41 1,365 0.09

- 10 1,80 , 789




9. DISCUSION.

El objetivo principal del tratamiento quimioterapéutico es conseguir la
muerte de la célula tumoral. Para ello es necesario lograr que la mayor cantidad
de farmaco activo posible llegue a su diana molecular en el interior de la célula.
Cualquier circunstancia que se interponga o dificulte este objetivo puede ser
causa de resistencia.! Por ello es de suma importancia determinar los factores
que influyen en la variabilidad intraespecifica observada en la respuesta a los
farmacos quimioterapéuticos. Las drogas quimioterapéuticas presentan una tasa
de éxito de solamente el 30% y varian en gran medida entre pacientes, es por
esto que es necesario el uso de biomarcadores que ayuden a determinar la

respuesta a la quimioterapia por parte de las pacientes.

Se ha reportado que varias lineas celulares humanas resistentes a
Cisplatino sobreexpresan el gen MRP2, incluyendo lineas de cancer de ovario,
carcinoma hepatocelular, cAncer de vejiga, de colon y de cabeza y cuello 244445,
Yamasaki y cols (2011), por medio de inmunohistoquimicas, observaron la
expresion de esta proteina en tejidos de pacientes con cancer de eséfago y
correlaciona con la sobrevida de estos, determinando que MRP2 esta relacionado
con la resistencia a Cisplatino y a una menor sobrevida. De igual manera, Yadav y
cols. (2008; 2010) reportaron en estudios gendmicos que pacientes con cancer de
cabeza y cuello que tienen alelos que codifican para isoformas no funcionales o
con funcién disminuida de CYP2C19 tienen una menor respuesta a la terapia
conformada por cisplatino, 5-FU y radiacion*8. Esto sugiere que esta proteina
podria tener una participacion importante en la respuesta a estas drogas
anticancerigenas.Esto convierte a MRP2 y CYP2C19 en posible biomarcadores
predictivos para la terapia con Cisplatino, sin embargo, no se han realizado
estudios que determinen la expresion de estas proteinas en lineas celulares ni en

tejido canceroso de cérvix.
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En el presente trabajo se determind la expresion de los genes MRP2 y
CYP2C19 en cuatro lineas celulares de Céancer Cervicouterino: C33A, SiHa,
CaSKiy HelLA, asi como en las lineas controles positivos A549 y HepG2. Esto se
hizo por medio de una cuantificacion relativa utilizando la técnica de qPCR.

Como se observa en las Gréafica 2 y 3 para MRP2, las 5 lineas celulares
expresan dicho gen, sin embargo, al comparar las lineas celulares de CaCU con
la linea control A549, existe una gran diferencia en los niveles de expresion. A549
es una linea celular que ha sido reportada como resistente a Cisplatino por la
participacion de MRP2 en la expulsion de esta droga, y esto podria reflejarse en el
nivel de expresion del gen MRP2. Si tomamos este dato como base, se podria
inferir que la expresion en las lineas de CaCU podria no ser significativa para la
participacion a la respuesta a la terapia con Cisplatino. Sin embargo, esto no
puede ser afirmado hasta no hacer estudios de funcionalidad que permitan
analizar el papel que tiene la proteina MRP2 en la respuesta a Cisplatino en
CaCU. Asi mismo se determiné la expresion del gen en cérvix normal y se
compard con las lineas celulares, observandose que el cérvix normal tiene una

mayor expresion de este gen.

Del mismo modo, para CYP2C19 se observa en las Graficas 2y 5 que las 5
lineas celulares expresan dicho gen, sin embargo, al comparar las lineas celulares
de CaCU con la linea control HepG2, existe una gran diferencia en los niveles de
expresion, a excepcion de la linea CaSKi, que muestra niveles semejantes a
HepG2. HepG2 y CaSKi son lineas celulares que han sido reportadas como
resistentes a Cisplatino, y las lineas HelLa, SiHa y C33A son sensibles a
Cisplatino; la expresion génica de CYP2C19 coincide con estos datos, lo que
podria sugerir una posible participacion de CYP2C19 en la sensibilidad a
Cisplatino como lo reportd Yadav y cols. (2008; 2010). Sin embargo, esto no
puede ser afirmado hasta no hacer estudios de funcionalidad que permitan
analizar el papel que tiene la proteina CYP2C19 en la respuesta a Cisplatino en

CaCU. Asi mismo se determind la expresion del gen en cérvix normal y se
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compard con las lineas celulares, observandose que el cérvix normal tiene una

mayor expresion de este gen.

No obstante, la expresion génica no necesariamente representa la
expresion a nivel proteico, por esto se determino la expresion de las proteinas
MRP2 y CYP2C19 en las lineas celulares por medio de la técnica de Western
Blot.

Para MRP2, las cinco lineas celulares expresan la proteina, siendo aun
A549 la que tiene la mayor expresion y CaSKi la que tiene la menor expresion. Al
comparar los niveles de expresion génica con los niveles de expresion proteica se
observa que no hay una correlacion, puesto que la linea C33A tuvo la menor
expresion genica de las lineas celulares de CaCU, pero a nivel de proteina es la
gue mayor expresion tiene. Esto podria deberse a un proceso de reciclaje de
ribosomas y el modelo de poliribosomas, o0 a una menor vida media de los RNAs

de las otras lineas celulares.

En el caso de CYP2C19, las cuatro lineas celulares expresan la proteina.
La mayor expresion se dio en la linea celular CaSKi, seguida de la linea control
HepG2, después C33A y SiHa. La diferencia en la expresion entre SiHa y las
otras tres lineas celulares es significativa (p<0.05). La diferencia entre HepG2 y
las otras dos lineas celulares de CaCU, CaSKi y C33A, no es significativa.
Nuevamente al comparar los niveles de expresion génica con los niveles de
expresion proteica se observa que no hay una correlacion, lo que podria deberse
a un proceso de reciclaje de ribosomas y el modelo de poliribosomas, 0 a una

diferencia en la vida media de los RNAs de las lineas celulares.

Puesto que si se observo una expresion en las lineas celulares utilizadas
como modelos de cancer cervicouterino, se prosiguié a determinar si las proteinas
MRP2 y CYP2C19 se expresaban en muestras de tejido tumoral de cérvix de 44

pacientes.
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Ambas proteinas tuvieron un alto indice de expresion puesto que se
expresaron en la mayoria de los tejidos tumorales de cérvix: para MRP2 34
muestras resultaron positivas (79.1%) mientras que 9 resultaron negativas
(20.9%); y para CYP2C19, 33 muestras resultaron positivas (76.7%) mientras que
10 resultaron negativas (23.3%). Aunque ambas proteinas se expresan también
en tejido de cérvix normal, se observa que en los tejidos tumorales hay una
sobreexpresion, con respecto a las muestras de tejido normal que expresan
ambas proteinas solamente en el estrato basa. Los datos encontrados en este
trabajo son de gran importancia puesto que no han sido reportados en otros
trabajos. Es asi que los resultados obtenidos de las inmunohistoquimicas nos
muestran que hay dos grupos de tumores: el primero y mas predominante, en el
gue se encuentran los tumores que expresan las proteinas, y los segundos que
pierden la expresion proteica de MRP2 y CYP2C19. Para el caso de MRP2 esta
pérdida podria estar regulada por procesos epigenéticos %!, de acuerdo a estos
datos, podemos sugerir que en las céllas del estrato basal de un epitelio sano de
cérvix, donde se expresa normalmente la proteina, estas no se encuentran
metiladas y que durante los procesos de diferenciacibn se pueden estar
encendiendo mecanismos epigenéticos que regulan la expresion de la proteina en
el epitelio sano del cérvix y por ello Unicamente se observa la expresion en dichas
células. En el epitelio de cancer de cérvix, en el que se encontrd una expresion de
la proteina una posible explicacion para ello podria ser que de las clonas que
expresan MRP2, con un promotor no metilado, estas se expandan manteniendo la
expresion de la proteina. Para CYP2C19, los mecanismos de regulacion del gen
son pocos conocidos, pero se sabe que esta variacidn puede estar dada por la
presencia de polimorfismos en el promotor del gen que podrian estar regulando su

expresion, asi como factores fisicoquimicos y hormonales?%-52,

Se ha demostrado que la infeccién por el virus de papiloma humano es el
principal factor de riesgo para el desarrollo del cancer cervicouterino, generando
alteraciones celulares que pueden llevar al desarrollo del cancer, por lo cual se

podria pensar que la expresion de la proteina MRP2 podria tener una relaciéon con
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la infeccion. Al analizar si existe una relacion entre la expresion tanto de MRP2
como de CYP2C19, con los datos clinico-patologicos, se encontré Unicamente
una asociacién entre la expresion de CYP2C19 con una edad mayor a 50 afios de
las pacientes; los demas datos no se relacionan con la expresion de estas
proteinas, ni siquiera la infeccion por VPH. Al parecer, la expresion de estas
proteinas es un evento independiente a la infeccion por VPH. Esta expresion
podria ser un mecanismo de respuesta celular o una desregulacién de los
procesos de transcripcion y traduccion de la célula. Asi mismo, a pesar de que el
numero de muestras analizadas es pequefa, se ven tendencias de asociaciéon que
seguramente se harian estadisticamente significativas si se incrementaran las

muestras.

10. CONCLUSION.

Se utilizaron cuatro lineas celulares como modelos de cancer, puesto que
no se tienen datos previos que indiquen la expresion de estos genes en tejido
tumoral de cérvix. Al determinar la expresion de los genes, para MRP2 se observo
gue hay poca sintesis de RNA y para el gen CYP2C19 se observé una expresion
variable en las lineas celulares. En resumen, se observa que todas las lineas
celulares expresan ambos genes.

A nivel de proteinas se observd que para MRP2 hay un ligero aumento de
la expresidon respecto a la expresion en RNA, mientras que para CYP2C19 se
mantienen variables los niveles de expresion, esto podria deberse a diferencias
en la vida media del RNA; lo relevante es que todas las lineas celulares
mantienen la expresion a nivel proteico.

Al determinar la expresion de las proteinas MRP2 y CYP2C19 en los tejidos
tumorales de cérvix de pacientes, se observd que la mayoria de las muestras
fueron positivas para ambas proteinas; esto es lo que se esperaba dados los
resultados obtenidos en las lineas celulares, sin embargo, también se identificé un
grupo de muestras que no expresoO las proteinas. Es asi que los resultados

obtenidos de las inmunohistoquimicas nos muestran que hay dos grupos de
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tumores: el primero y mas predominante, en el que se encuentran los tumores que
expresan las proteinas, y los segundos que pierden la expresion proteica de
MRP2 y CYP2C19. Para el caso de MRP2 esta pérdida podria estar regulada por
procesos epigenéticos 5%, probablemente por una metilacién aberrante, como lo
reportdé Tan y cols. (2009) en pacientes con cancer de pancreas; para CYP2C19,
esta variacion puede estar dada por la presencia de polimorfismos en el promotor
del gen que podrian estar regulando su expresion, asi como factores
fisicoquimicos y hormonales?°°2,

Con base al trabajo de Mendoza y col. (En preparacion) en donde
observaron una asociacion entre la expresion de la proteina CRBP1 y la
guimiosensibilidad al tratamiento con Cispatino en pacientes con CaCU,
reportaron que la mayoria de los pacientes presentan quimioresistencia, lo que
coincide con el grupo que presenta la expresion para la proteina MRP2. Esto
sugiere que potencialmente podria haber una asociacion entre esta proteina y la
guimioresistencia. Para el caso de CYP2C19 aparentemente pudiera apoyar
también la quimioresistencia de la mayoria de las pacientes, no obstante ain no
es posible afirmar una completa asociacion con la resistencia, puesto que Yadav y
cols. (2008, 2010) sugirieron una asociacion de CYP2C19 con la sensibilidad a

Cisplatino.

Expresion MRP2 CYP2C19
Positiva 34 (79.1%) 33 (76.7%)
Negativa 9 (20.9%) 10 (23.3%)

Total 43 (100%) 43 (100%)

Con respecto a los datos clinico-patoldgicos de las pacientes, unicamente
se encontrd una asociacion entre la expresion de CYP2C19 y una edad mayor a
50 afos; ninguno de los otros datos se relaciona con la expresion de las proteinas
MRP2 y CYP2C19. Esto podria sugerir que aquellas mujeres de edad mayor, que
estdn en menopausia y postmenopausia podrian ser las pacientes en mayor
riesgo y quimioresistentes, por lo que tendrian fallo a la respuesta a la

quimioterapia.
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11.PERSPECTIVAS.

- Utilizar un modelo con lineas celulares de cérvix que no expresen el gen
MRP2 para evaluar quimiosensibilidad y de esta manera conocer si su

expresion esta relacionada a la respuesta a las drogas quimioterapéuticas.

- Utilizar un modelo con lineas celulares de cérvix, que expresen y no
expresen el gen CYP2C19 para evaluar quimiosensibilidad y de esta
manera conocer Si su expresion estd relacionada a la respuesta a las

drogas quimioterapéuticas.

- Evaluar la influencia que podrian tener los distintos polimorfismos

presentes en CYP2C19 en la respuesta a las drogas quimioterapéuticas
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