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I. RESUMEN

El Cancer Cervical (CC) continda siendo un problema de salud publica importante.
En mujeres del sur de México la infeccion por el genotipo 16 se ha encontrado hasta
en el 70% de los casos reportados de CC, considerandolos un factor central en el
desarrollo de este carcinoma. El tratamiento del cancer de cérvix uterino depende
del estadio clinico, el llamado "cancer cervical en etapa temprana" (FIGO 1A2, IB,
[IA y IIB) suele tratarse con una histerectomia radical, quimio-radioterapia o0 ambas.
Actualmente se considera el diagnostico histolégico como el estandar de oro, sin
embargo, similar al estudio citolégico tiene como desventaja la subjetividad de la
lectura, por lo que estudios protedémicos recientes han demostrado que moléculas
encontradas en el huésped podrian servir como biomarcadores, representando una
alternativa o un complemento a la citologia y la deteccion del VPH por métodos
moleculares. En este estudio se seleccionaron 6 casos de cancer cervical con
infeccion por VPH-16 (4 casos de estadio 1IB, uno de 1IB1 y otro de 1IB2) y 4 de
tejido sin LEI sin infeccién por el VPH, el diagnéstico clinico se realizé por estudio
cito-histoldgico, colposcdpico, y para la determinacion de la presencia del ADN viral
se realizo el estudio molecular mediante INNO-LIPA extra, hibridacion in situ con
amplificacion por tiramida. Posteriormente se extrajeron proteinas, las cuales se
sometieron a electroforesis diferencial en gel (2D-DIGE), se identificaron las spots
diferenciales mediante el andlisis de los geles en el software Decyder y mediante
espectrometria de masas (MALDI-TOF) se identificaron las proteinas Mimecan,
Actin aortic smooth muscle y Lumican con expresion aumentada, y Peroxiredoxin-
1, 14-3-3 protein, Alpha-enolase y Keratin type Il cytoskeletal 5 con expresién
disminuida en cancer cervical. La alteracion de la expresion de estas proteinas
podria estar relacionada con presencia de la infeccion por el VPH-16, y se
reportandose que participan en procesos como hipoxia, transicibn mesénquima
epitelio, pérdida de la diferenciacion celular y del control del ciclo celular,
proliferacion y metastasis, sin embargo, su expresion aun es controversial, por lo
gue se sugiere realizar mas estudios sobre la relacion de la abundancia de su
expresion, distribucién y su relacién con el estadio del cancer cervical, asi como

posibles biomarcadores de diagndstico, pronostico y como blancos terapéuticos.
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Il. Introduccién

El Cancer Cervical (CC) es la tercera causa de muerte por cancer en la mujer a
nivel mundial, ocasionando la muerte de aproximadamente un cuarto de millén de
mujeres cada afio en el mundo, con 530 000 nuevos casos y 275 000 muertes por
afio de cancer de cérvix uterino, por lo que esta patologia continua siendo un
problema de salud publica importante (Arbyn et al., 2011; Steenbergen et al., 2014).
En México en el 2009 la tasa de mortalidad fue de 14 muertes por cada 100 mil
mujeres de 25 afios 0 mas y en Guerrero esta tasa se reporté de aproximadamente
15 (Ortiz-Dominguez, 2009). Se considera que el 70% de los casos de CC son
diagnosticados como carcinoma de células escamosas (CCE), por lo que se
considera la variante histologica mas frecuente en el mundo seguido del
adenocarcinoma (Spaans et al., 2015). Ademas, los virus del papiloma humano de
alto riesgo (VPH-AR), son los agentes infecciosos necesarios en la transformacion
neoplasica del cérvix uterino y la causa necesaria pero no suficiente para el
desarrollo del carcinoma invasor (zur Hausen, 2002). El VPH-AR, se ha encontrado
en mas del 99% de los casos de CC a nivel mundial, por lo que se considera un
factor central en el desarrollo de este carcinoma (Johansson and Schwartz, 2013;
Aguilar-Lemarroy et al., 2015). En mujeres del sur de México la infeccion por el
genotipo 16 se ha encontrado hasta en el 70% de los casos reportados de CC
(lllades-Aguiar et al., 2010).

[I.1. Historia natural de la infeccion por el VPH-16

El VPH-16 entra al epitelio plano escamoso de la piel y mucosa de vulva, vaginal y
de exocérvix que reviste el cérvix uterino a través de microlesiones y se une a
proteoglicanos heparan sulfato de la membrana basal posteriormente infectan las
células de la capa basal profunda (Johansson and Schwartz, 2013), actualmente se
considera que el cancer cervical inicia en la union escamo-columnar o zona de

transformacion (Figura 1).

El genoma viral se replica en conjunto con el ADN celular durante la fase S y se

mantiene como episomas estables. En estas células la expresion de las proteinas
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virales se mantiene en bajos niveles lo cual probablemente facilita el escape a la
respuesta inmune. Posterior a la division celular una de las células hijas sufre el
proceso de diferenciacion y sale del ciclo celular, y subsecuente diferenciacion viral
dependiente de sobreregulacién de promotores resultando en un incremento en la
expresion de los genes virales tempranos (Figura 2) (Johansson and Schwartz,
2013; Steenbergen et al., 2014).

| Infeccién no productiva Infeccién productiva |

Figura 1. Sitios de ingreso al cérvix uterino del VPH-16. La mayoria de los canceres cervicales
surgen en la zona de transformacion cervical, que es mantenida por un tipo especializado de
células madre conocida como células de reservas (mostrada en puarpura en la zona de
transformacion), y posiblemente también por un grupo de células cuboidales (amarillo)
localizadas en la unién escamo-columnar. Estas células pueden mantener el epitelio columnar
del endocérvix o el epitelio estratificado de la zona de transformacion dependiendo de su entorno
extracelular. En el exocérvix, el epitelio esta poblado por células madre de tejido epitelial (pUrpura
en el eocérvix). Actualmente se sugiere que la infeccidn productiva es favorecida en el exocérvix,
mientras que una infeccidon no productiva o abortiva es mas probable en el endocérvix. En las
inmunotinciones, la expresién de MCM (rojo) indica la expresion de la proteina E7 viral. La
expresion de E4 (verde) indica la infeccion productiva (Modificado de Egawa et al., 2015; Doorbar
et al., 2015).

Los genes tempranos del VPH-16, mantienen la replicacion viral y su segregacion

de tal manera que las células madre infectadas pueden mantenerse en la lesion por
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un largo periodo. Debido a que las células hijas infectadas migran a la superficie del
epitelio, los productos de genes virales tardios son producidos resultando en altos
niveles de amplificacion del genoma viral. La replicaciéon viral depende casi
totalmente de factores de replicacion del hospedero excepto por la helicasa viral E1,
otros genes tempranos E5, E6 y E7 se considera que coordinan un medioambiente
apropiado para la replicacion del ADN, en el cual algunas veces induce sintesis de
ADN del hospedero y evita la apoptosis (Narisawa-Saito y Kiyono, 2007; Burd,
2003).

La proteina E2 regula negativamente la transcripcién de los oncogenes E6 y E7,
(Teissier et al., 2007) mediante la represion del promotor P97, este promotor esta
proximo a la caja TATA, a través de su unién a la region de control larga en sitios
especificos con la secuencia 5- ACCN6GGT-3' (Snellenberg et al., 2012), y es el
encargado de la transcripcion de las oncoproteinas (Rivera et al., 2006). Una vez
integrado el genoma viral de la célula, se pierde la funcion reguladora de E2
provocando una sobreexpresion de los oncogenes E6 y E7 involucrados en la
induccion de la transformacién celular, mantenimiento del fenotipo maligno y
progresion a carcinoma invasor, siendo estos transcriptos mas estables que los
originados del ADN episomal del virus (Cricca et al., 2009; McLaughlin-Drubin and
Minger 2009). Las mutaciones, integracion del genoma viral en el cromosoma del
hospedero y el nimero de copias virales, son factores esenciales para la
inmortalizacion, transformacién y carcinogénesis celular inducida por los VPH-AR
(Narisawa-Saito y Kiyono, 2007; Burd, 2003; Shukla et al., 2014).

La persistencia de la infeccién por el VPH-16, puede causar anormalidades
cervicales asintomaticas y progresar a LEI (lesion escamosa intraepitelial). A pesar
que se considera que las LEIBG regresan espontaneamente sin tratamiento, existen
factores que contribuyen a la progresion de estas a lesiones como son, la
persistencia de la infeccion por VPH-AR, expresion continua de los oncogenes
virales E6 y E7, integracion del ADN viral en el genoma de la célula hospedera e
inactivaciéon del gen E2 (Zehbe et al., 2011). Varios estudios han sugerido, que las

lesiones premalignas que presenten integrado el genoma viral, tienen un riesgo alto
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para progresar a carcinomas invasivos (Briolat et al., 2007; Vinokurova et al., 2008;
De Marchi-Triglia et al., 2009). La integracion del genoma viral y el alto nUmero de
copias ha sido asociado con el incremento en la persistencia de la infeccion por el
VPH-AR y el aumento en el riesgo de desarrollo de la NIC 2/3 o cancer (Steenbergen
et al., 2014).

Infeccién Ciclo de vida vegetativo Liberacién de virus e
con capacidad
infecciosa

VPH 16

Amplificacién del
genomaviral

Expansién de
células infectadas
porel VPH

Mantenimiento
del estado
episomal

Progresién deexpresion de genes
tardios
Replicacion del ADN viral

tempranos a tar;
Expresion de €6 y E7

Infeccion

; P == persistente N

Integracion viral

ivision celular cion de la polarizacion

= o
+ Expansion de las células infectadas * Pérdida de la polaridad & »
porel VPH-16 *

imi del genoma

J ¥
reparacion de la
lesion

Episomal

b
. Union escamo-columnar =i
Zona de transformacion Endocérvix

Células escamosas Células cilindricas
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el VPH-16

Invasién y metéstasis

Figura 2. Ciclo bioldgico del VPH-16. a. El VPH-16 entra a las células de la capa basal a través
de microlesiones, los genes tempranos E1- E7 son expresados y el ADN se mantiene en forma
episomal. En la capa superficial del epitelio, el genoma viral se replica y sus genes tardios como
L1, L2 son expresados para formar la capside viral. E4 se expresa para facilitar el rompimiento del
citoesqueleto y liberar los viriones, capaces de infectar nuevas células (Ciclo vegetativo). Una vez
integrado el genoma viral de la célula, se pierde la funciéon reguladora de E2 provocando una
sobreexpresion de los oncogenes E6 y E7 involucrados en la transformacién celular y progresion
a carcinoma invasor. b. Las células de la unién escamo-columnar no son permisivas para la
infeccion viral y pueden albergar el virus durante periodos prolongados, lo que permite el inicio de
eventos que pueden dan lugar al cancer cervical. Estas células cuboidales también dan lugar a
células que forman el endocérvix donde también pueden surgir tumores malignos. Las células que
contienen ADN viral se muestran con nucleos azules (Modificado de Banks et al., 2012).

[1.1.1 Oncoproteinas del VPH-16
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Durante la integracion del genoma viral, generalmente se pierden los genes E2 y
E5 por lo que, se creia que la oncoproteina E5 no ejercia una funcion importante
en la progresion maligna sin embargo, en las lesiones premalignas del cérvix
uterino, el ADN del VPH-16 puede existir en estado integrado episomal o integrado
y episomal, es decir en estado fisico mixto y en cancer cervical se ha encontrado
proteina E5 en un 60% de los casos. La activacion por la oncoproteina E5 de las
vias EGF-R y de Ras-Raf-MAP quinasa o PI3K-Akt conduce a la alteracién de la
proliferacion celular, angiogénesis y apoptosis. Otro mecanismo por el cual E5
aumenta la proliferacién celular es mediante la regulacion negativa de las proteinas
p21/p27 (Venuti et al., 2011). Por otro lado las proteinas E4 se expresan a partir de
un ARNm empalmado (E1AE4) encontrandose en células en las que se produce la
replicacion del ADN viral (ciclo productivo), se localizan principalmente en los
filamentos intermedios (FI) citoplasmaticos en LEIBG causadas por VPH-16,
también de manera difusa en citoplasma y perinuclear. Aunque su significado no es
totalmente claro, la expresion de la proteina E1IAE4 del VPH-16 en cultivos de
gueratinocitos en monocapa provoca el colapso de la red de Fl y citoqueratinas,
permitiendo la liberacion de nuevas particulas virales, asi como la perdida de
diferenciacion celular, lo que da origen a las células denominadas coilocitos
(Doorbar et al., 2000; Grases et al., 2005; Davy et al., 2006). El marco de lectura
abierto de E4 se encuentra superpuesto al de E2, por lo que se ha sugerido que E4
podria estar implicado en el control postranscripcional de la expresién génica debido
a que se ha encontrado unido a la caja DEAD de helicasas en E. coliy S. cerevisiae
(Doorbar et al., 2000

La continua expresién de E6 y E7 es necesaria para el mantenimiento del fenotipo
maligno. La expresién de las oncoproteinas es regulada por el estado fisico del ADN
del VPH-16, numero de copias, metilacion del promotor P97 y secuencias
aumentadoras rio arriba (Dutta et al., 2015). La proteina E6 del VPH 16 es
encontrada en el nucleo y citoplasma (Tao et al., 2003), tiene 151 acidos nucleicos
gue codifican para motivos Cys-X-X-Cys que forman 2 estructuras denominadas
dedos de zinc, que le permiten unirse a un gran numero de proteinas celulares como

p53 en un complejo ternario con la ubiquitina ligasa E6-AP resultando en su
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ubiquitinacién y subsecuente degradacién. E6 también se une a p300/CPB, un
coactivador de p53 interfieriendo de manera indirecta. Al unirse al blanco
transcripcional de p53, p21 un inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas lo
inactiva, al igual que cuando se una p27. P53 también actia como activador
transcripcional uniéndose a secuencias especificas de ADN requeridas para el
arresto del crecimiento posterior a un dafio al ADN. La pérdida de estas funciones
resulta en continua replicacion del material genético, seguido de dafio al ADN e
inestabilidad cromosomal, siendo el aspecto mas importante de la progresion de la
infeccion latente por VPH-AR (Wittekindt et al., 2012). La mayoria de las proteinas
E6 de los VPH de bajo riesgo (VPH-BR), no se unen a p53 o lo hacen débilmente
y no lo degradan. La oncoproteina E6 del VPH-16 tiene 4 motivos PDZ que permiten
la interaccion con miembros de la familia MAGUK lo que conduce a la degradacion
de proteinas celulares y en consecuencia la pérdida de polaridad celular y el

contacto célula-célula (Ghittoni et al., 2010)

La proteina E7 representa una fosfoproteina de union dedos de zinc con dos
dominios Cys-X-X-Cys compuesto de 98 aminoacidos, que es capaz de unirse a Rb.
Cuando Rb es expresado constitutivamente p107 es expresado durante la fase S 'y
pl30 prevalece en fase GO, estas pequefias proteinas desfosforiladas forman un
complejo con los factores de transcripcion E2F/DP1, en la progresion de la fase G1-
S, Rb es fosforilada por complejos ciclina-cinasa, liberando factores E2F que activan
promotores de genes involucrados en la fase S (zur Hausen, 2006; Feller et al.,
2009). E7 del VPH-16 se une a las proteinas p107 y p130 por lo que se inhibe la
actividad represora de los complejos E2F4 y E2F5; esta oncoproteina es capaz de
suprimir la actividad citotéxica a través de la desregulacion de TAP1. E6 y E7 del
VPH-16 son capaces de alterar mecanismos para escapar a la respuesta inmune,
E6 interactia con el regulador transcripcional positivo del factor 3 (IRF3) regulador
del INFB el cual se activa en respuesta a la infeccién por el virus, E7 se une a IRF-

1y previene la activacion del INFa y 8 (Ghittoni et al., 2010).

La proteina E6 activa la telomerasa y cinasas SRC e inhibe p53 y BAK, en sinergia

con la induccion de la inmortalizacion la proteina E7 estimula ciclinas Ay E. E6
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previene la apoptosis inducida por altos niveles de E2F, mientras E7 protege a E6

de la inhibiciéon por pl16. Estas oncoproteinas de los VPH-AR se unen a un gran

namero de proteinas celulares con mayor afinidad (Tabla 1) dando como resultado

pérdida de sus funciones y en consecuencia continua replicacion del material

genético, seguido de dafio al ADN e inestabilidad cromosomal (Boulet et al, 2007;

Ghittoni et al., 2010).

Tabla 1.-Blancos celulares de las oncoproteinas E6 y E7 de los VPH-AR (Boulet et al.,
2007; Mufioz-Bello et al., 2015).

Proteinas blanco de las
oncoproteinas del VPH-AR

Efectos biologicos

Oncoproteina E6
Bak, Bax, FADD, procaspasa8
CBP/p300
c-myc
EB6AP
E6TP1
E6BP
hDIg
hScrib
MAGI-1/2/3
Mem 7
Paxilina
p53
XRCC1
BRCA 1
Tyk 2

NFX1-91
Dv12
Proteina con dominio PDZ

Oncoproteina E7

Miembros de la familia AP1
c-myc
ComplejosciclinaAy E
Cinasa histona H1

IGFBP3

Mi2B

pRb

Proteinas pequefas asociadasa
pRb (p107/p130)
p21CIP-1WAF-1 o 7KIP-1

p48

Subunidad 4 ATPasa
TBP

PP2A

p27

IRF1

Mi2

p600

Efecto anti-apoptoético.

Desregulacion de transcripcion dependiente de p53.

Prevencién de apoptosis inducida por myc. Incremento en la expresion del gen hTERT
Desregulacién de la transduccion de sefiales inducidas en células en proliferacion.
Inhibicion de sefializacion mediada por Rap.

Inhibicion de diferenciacién celular terminal. Efecto anti-apoptético independiente de p53.
Desregulacién del ciclo celular. Pérdida de la diferenciacion celular.

Influencia en adhesién y polaridad celular. Disminucion de transcripcion de interferén 3.
Efecto antiapptético independiente de p53.

Evita el punto de arresto en la fase G1 temprana

Disrupcién de citoesqueleto de actina e interacciones con la matriz celular
Desregulacion del ciclo celular. Efecto anti-apoptotico.

Interferencia en la eficiencia de la reparacion del ADN

Activacion de via de sefializacion del receptor de estrogeno

Incapacidad de activacion de Tyc2 como consecuencia inhibicion de sefializacioninducida
por INF

Degradacion de NFX1-91 y activacion de hTERT

Estabilizacion de B-cateninay activacion de sefalizacion de Wnt

Degradacion de las proteinas con dominios PDZ, pérdida de |a arquitectura celulary la
polaridad

Supresion de actividad transcripcional de IRF-1

Aumento de transcripcién inducida por c-myc

Activacion de ciclinas A/E regulaciondel ciclo celular

Interferencia en la transicion G2/M del ciclo celular

Efecto anti-apoptotico. Estimulaciénde la proliferacion celular.

Supresion de actividad transcripcionalde IRF-1.

Liberacion de E2F con posterior activacion de genes de fase S

Desregulacion del ciclo celular. Activacion de genes para la progresion del ciclo celular.

Estimulacién del crecimiento por desregulacidndel ciclo celular.
Inhibicién de vias de sefalizacion del interferdn.

Degradacién de pRb via proteosoma.

Interferencia con la iniciacién de la transcripcién.

Inhibicién de actividad catalitica PP2A

Supresion de la funcion inhibidora del ciclo celular de p27,
Dotando a la célula con propiedades invasivas

Supresion de la funcion de transactivacion de IRF1

Unién a HDAC para promover la transcripcion mediada por E2F2
Contribucion al crecimiento libre de anclaje y transformacion

II.2. Lesiones precursoras del Cancer cervical
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En el 2001 el sistema Bethesda establece una terminologia para el diagnostico de
muestras citolégicas de tejido cervical, clasificando las lesiones premalignas en
lesiones escamosas intraepiteliales (LEI) de bajo grado (LEIBG) que equivale a la
neoplasia intraepitelial cervical grado 1 (NIC 1), también conocida como displasia
leve ylas LEI alto grado (LEIAG) que incluye las NIC 2 y 3 lo que corresponde a
Displasia moderada o severa y Carcinoma in situ respectivamente, cuyas
caracteristicas se detallan en la tabla 2 (Apgar et al., 2003; Grases et al., 2005). La
evaluacion de una paciente con sospecha de LEI requiere de acuerdo con
consensos internacionales y de la misma Norma Oficial Mexicana (NOM-014-SSA2-
1994), estudios de citologia, colposcopia y biopsia, que pueden complementarse
con biologia molecular e inmunohistoquimica (De la Torre- Rendén 2008). Las
LEIBG pueden ser causadas por los VPH-AR y bajo riesgo (VPH-BR). El concepto
de que existe una serie de alteraciones histopatolégicas continuas desde tejido
normal, LEI de bajo y alto grado hasta el cancer invasivo ha sido ampliamente
aceptado por muchos afios, sin embargo, el curso completo de células normales a
transformadas no ha sido completamente entendido (Zhu et al., 2009). Las NIC |
pueden ser causadas por los tipos de VPH-AR y VPH-BR. Se ha estimado que el
20% progresan a NIC 2 y aproximadamente el 30% de estas lesiones progresara a
la neoplasia mas severa sin tratamiento. Se ha reportado un alto grado de regresion
en estas lesiones (57%), un 32% persiste y solo un 1% progresa a carcinoma
invasor. Dentro de las LEIAG aproximadamente el 40% progresan a cancer. De este
modo las LEI reflejan en proceso dinamico que puede progresar o persistir pero
también regresar. Si se considera que en la mayor parte de las lesiones premalignas
del cérvix uterino, cualquiera que sea su grado o cantidad de coilocitos, se ha
demostrado por técnicas de biologia molecular el genoma del VPH, entonces el
diagndstico preciso debe incluir la identificacion del agente causal (VPH) mediante
técnicas moleculares especificas, debido a que el diagndstico etiologico (infeccion
por VPH), con base en la morfologia, tiene limitaciones. Cuando existe presencia
de coilocitos, el diagnéstico es confiable mediante citologia o biopsia; sin embargo,
la ausencia de coilocitos no excluye la infeccidn viral, como en las displasias severas

o NIC de alto grado (Zehbe et al., 2011). La clasificacion incorrecta de estas lesiones
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puede dar lugar a un sobre-tratamiento o evitar que se reciba el adecuado. Por lo
que es necesario utilizar métodos para evaluar el grado de displasia y asi predecir
el riesgo de progresion (Doorbar, 2006; Baak et al., 2006).

Tabla 2. Clasificacion de las LEI de acuerdo al Sistema Bethesda 2001 y sus
hallazgos cito e histoldgicos.

Sistema Hallazgos citolégicos Hallazgos histoldgicos
Bethesda 2001

Lesion escamosa | Alteracién manifiesta en células superficiales o | Incluye:

intraepitelial de intermedias altas. Signos de Iinmadurez. Se | -Displasia leve o NIC |: Hay maduracion en
bajo grado conserva la diferenciacion. los 2/3 superficiales del epitelio, atipias
(LEIBG) Citoplasmas normales. Bordes nitidos. | nucleares en el 1/3 basal. Mitosis anormales
Citoplasmas ligeramente irregulares. Coloracion | escasas.
eosindfila y ciandfila. Frecuentemente coexiste con cambios
Nucleos grandes. Alteracion de la relacién N/C. | coilociticos propios del efecto citopatico del
Puede haber multinucleacién. Hipercromasia. VPH.

Cromatina fina granular. Un nucléolo. Coilocitosis.

Lesion escamosa | Pérdida de cohesidn., a veces disposicion en fila | Incluye:

intraepitelial de india. Alteracién en células intermedias v | -Displasia moderada ¢ NIC II: Hay maduracién
alto grado parabasales hasta en basales. Alteracion de la | en las capas superficiales. Las atipias
(LEIAG) maduracion y diferenciacion. Cianofilia. nucleares se encuentran a niveles mas
Citoplasma con bordes nitidos , 6 escaso, poco | proximos a la superficie. Las mitosis se
diferenciado , ciandfilo y vacuolizado ¢ ausente. localizan en los dos tercios inferiores del

Dentro de las caracteristicas nucleares: | espesor del epitelio y mitosis atipicas
Hipertrofia nuclear, puede haber multinucleacion,
alteracién de la relacion N/C, polimorfismo., | -Displasia severa ¢ NIC Il y carcinoma in situ:
hipercromasia, cromatina gruesa, y nucléolos | Hay escasa maduracion, las atipias nucleares
aparentes ¢ irregular con marcada alteracion de la | se evidencian en todas las capas celulares. En
relacion N/C, hipercromasia, cromatina en grumo | displasia severa la cromatina nuclear es
grueso ("sal y pimienta”)y ausencia de nucleolos. menos densa y hay mayor variacién en la
forma y tamafio de los nlcleos. En carcinoma
in situ los nlcleos son  ovoides,
hipercromaticos y su eje mayor se dispone
perpendicularmente a la basal. Las mitosis se
encuentran en todos los niveles, varian en
cantidad y suelen observarse numerosas
mitosis atipicas.

NIC: Neoplasia intraepitelial cervical, N/C. nucleo/citoplasma.

I1.3 Estadios del Cancer Cervical

El sistema de estadificacion de la Federacién Internacional de Ginecologia y
Obstetricia (FIGO) es utilizado en todo el mundo para la toma de decisiones
terapéuticas para el cancer cervical (Tabla 3). Aunque los factores prondsticos,
como el tamafio del tumor primario, la metastasis a los ganglios linfaticos pélvicos,

la invasion del estromay la invasion del espacio linfovascular se han correlacionado
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con el resultado del paciente en muchos estudios, el tamafio tumoral es el Unico

parametro que define la estadificacion FIGO (Lai et al., 2013).

El tratamiento del cAncer de cérvix uterino depende del estadio clinico. El llamado
"cancer cervical en etapa temprana” (FIGO IA2, IB, lIA y 1IB) suele tratarse con una
histerectomia radical, denominada operacion de Wertheim Meigs-, a una quimio-
radioterapia 0 ambas. Una correcta estadificacion y evaluacion de los factores
pronodsticos es crucial, por lo que el sistema TNM de la American Joint Committee
on Cancer (AJCC) ha sido integrado a los estadios aceptados por la FIGO. Estos
meétodos se basan en el examen fisico de la pelvis y en estudios de diagnostico por
imagenes, ya que los ginecblogos tienen dificultades en la valoracion del
componente endomiocervical del tumor, la invasion parametrial, la evaluacion de la
pared lateral pélvica y de los ganglios linfaticos regionales y extrapélvicos (Alvarez
et al 2012; van Gent et al., 2016).

Tabla 3: Estadigs del cancer de cuello uterino de acuerdo a los criterios unificados de la
AJCC y FIGO (Alvarez et al., 2012)
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Categoria Estadio

TNM FIGO

™ El tumor primario no puede evaluarse.

TO No hay evidencia de tumor primario.

Tis* Carcinoma in situ (carcinoma preinvasivo).

T1 | Carcinoma cervical confinado al (tero (la extension al cuerpo no debe ser tenida en
cuenta).

T1a™ A Carcinoma invasor diagnosticado solo mediante microscopia. Invasion del estroma con
una profundidad maxima de 5 mm y una extensién horizontal = a 7 mm. El compromiso
del compartimento vascular, venoso o linfatico no afecta la clasificacion.

T1a1 A1 Invasion estromal £ 3 mm en profundidad y <7 mm de extension horizontal.

T1a2 A2 Invasion estromal > 3 mmy =<5 mm en profundidad, con una extension horizontal £ a 7
mm.

T1b B Lesion clinicamente visible confinada al cuello uterino o lesién microscopica mayor que
T1al/lA2.

T1b1 1B1 Lesion clinicamente visible £ 4 cm en su mayor diametro.

T1b2 B2 Lesion clinicamente visible > 4 cm en su mayor diametro.

T2 [l Carcinoma cervical que invade mas alla del dtero, perono compromete la pared pélvica o
el tercio inferior de la vagina.

T2a A Tumor sin invasion de parametrios.

T2a1 A1 Lesion clinicamente visible 2 4 cm en su mayor diametro.

T2a2 A2 Lesion clinicamente visible > 4 cm en su mayor diametro.

T2b B Tumor con invasion de parametrios, sin llegar a la pared pelviana.

T3 [ Tumor que se extiende a la pared pélvica y/o compromete eltercioinferior de la vagina
y/o causa hidronefrosis o alteracion de la funcion renal.

T3a A El tumor compromete el tercio inferior de la vagina, sin extensién a la pared pélvica.

T3b 1B El tumor se extiende a la pared pélvica y/o causa hidronefrosis o alteracion de la funcion
renal.

T4 VA El tumor invade la mucosa de la vejiga o del recto y/o se extiende mas alla de la pelvis (el

edemabulloso no es suficiente para clasificar un tumor como T4).

Tumor Primario (T)
*FIGO ya no considera el estadio 0 (Tis).
** Todas las lesiones visibles macroscopicamente, aun con invasion superficial, son consideradas como T1b/IB.

I1.4. Identificacion de candidatos a biomarcadores usando herramientas

protedmicas en Cancer Cérvico Uterino

El estudio proteémico es una herramienta util en el estudio de cambios en la
expresion de proteinas inherentes al proceso patofisiologico del desarrollo del
cancer, ya que actualmente se ha utilizado en el descubrimiento de candidatos
biomarcadores y para dilucidar las vias de sefalizacién que conducen al desarrollo
de células cancerosas, lo cual permitiria la identificacion de posibles blancos
terapéuticos y el desarrollo de nuevas estrategias de prevencion del cancer
(Hondermark et al., 2001).

El término biomarcador de tumor, se ha usado para definir algin antigeno de
superficie celular o proteina intracelular asociada al tumor, y es utilizado para

entender los mecanismos de progresion al cancer, influyendo en el desarrollo de los
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métodos de deteccion, terapia y prondstico. Un biomarcador ideal deberia ser
economico, facil de evaluar en biofluidos o bioespecimenes, mostrar sensibilidad y
especificidad del 100 % y ser detectado por tecnologia automatizada de facil
manipulacion. En casos de CaCU, se han evaluado diferentes biomarcadores
dentro de los que se incluyen los factores de crecimiento y sus receptores (la familia
del EGFR, TGF-3), de angiogénesis y linfangiogénesis (VEGF, miembros de la
familia FGF, PECAM1/CD31, CD34, B3-Integrina, catepsinas, MMPSs), proteinas del
ciclo celular (CDK 1,2,4 y 6, ciclinas A, B, Dy E, p16 Nk ' p15INK4B nhRb, E2F,
P21WAFLICIPL 'po7Kipl 'P14ARF MDM?2), de apoptosis y proteinas relacionadas (indice
apoptético, miembros de la familia Bcl2, inhibidores de proteinas apoptoéticas),
anomalias cromosomales (rearreglos estructurales del cromosoma 1) aductos de
ADN, marcadores epigenéticos (DNMT3b y algunos genes blanco, p73, cambios en
la conformacion de la cromatina, acetilacién de histonas, metilacién de genes y de
islas CpG en regiones promotoras; metilacion e hipermetilacién en los genes APC,
PTEN, GADD45G,MGMT, cadherinas, BRCA1, FANCF, HIC1, FHIT, RARb2),
marcadores metabdlicos (poliaminas, estrogenos, lipidos) , marcadores de
imagenes (tomografia computarizada, resonancia magnética, entre otras),
activacion de oncogenes RAS, mutaciones, sobreexpresion, rearreglos y
translocaciones en el gen MYC, sobre-expresion de COX-2 y proteinas del
mantenimiento del minicromosoma; sin embargo, siguen evaluandose solos o en
conjunto para encontrar el biomarcador eficaz (Kumar and Verma, 2006; Rodriguez-
Pérez, 2008). Recientemente la deteccion protedmica ha sido empleada para el
descubrimiento e identificacibn de marcadores en cancer gastrico, de pulmon,
ovario, vejiga y de mama. A nivel molecular, es posible identificar las mutaciones y
los cambios en la expresion de genes de susceptibilidad, permitiendo establecer un
diagnéstico, y prondstico, asi como la posible resistencia al tratamiento. El uso de
la electroforesis en gel de poliacrilamida en 2 dimensiones (2- DE) ha sido usado
para analizar la expresion de proteinas en estos tumores, debido a que permite
analizar esta expresion cualitativa y cuantitativamente. El uso combinado de 2-DE
y MALDI-TOF-MS se emplea para la identificacion de proteinas especificas de

cancer y que puedan servir para entender el proceso de carcinogénesis, mejorar el
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diagnéstico, la deteccidon temprana, manejo y terapia personalizada (Zhu et al.,
2009). Empleando esta tecnologia se han realizado estudios en CaCU, Choi et al.,
en el 2005 en fracciones citoplasmaticas y nucleares de casos de carcinomas
invasivos de células escamosas con la infeccion por VPH 16 y 18 identifico proteinas
con expresion disminuida (proteina XRCC2 y XRCC3, fosfatasa Cdc25, proteina
hipotética DJ845024, CASP-14, proteina sigma 14-3-3 entre otras) Yy
sobreexpresadas (PCNA, p50Cdc3, CHRAC, vimentina, proteina de union a c-myc,
Mdm 4, MCM 8 entre otras) en comparacion con lineas celulares HaCaT, estos
productos de oncogenes y protoncogenes estan relacionados en la regulacion del
ciclo celular, estabilidad gendmica, activacion de telomerasa e inmortalizacion
celular. En otro estudio en tejido cervical de CaCU, Fukushima et al., en el 2011,
encontraron 27 proteinas sobreexpresadas y 5 de ellas fueron identificadas como
citoqueratina 19, HSP70, HSP 27, gliceraldehido-3- fosfato deshidrogenasa y
transgelina-2. En el estudio realizado para la identificacion de proteinas expresadas
diferencialmente mediante andlisis proteémico, en China, Zhu et al., 2009
encontraron 55 proteinas con expresion diferencial de las cuales 24 mostraron
expresion aumentada y 31 disminuida en cancer cervical comparadas con tejido
adyacente normal, ademas se confirmd la sobreexpresion de las proteinas tyrosina
cinasa 2, S100A9 y la proteina dedos de zinc 217, en el estudio de. El andlisis
protedmico se ha utilizado para la busqueda de proteinas que permitan distinguir el
grado de lesion identificandose 114 proteinas implicadas en procesos metabdlicos,
transduccion de sefales, procesos relacionados al ciclo celular y tréfico y transporte
de proteinas en muestras de tejido de NIC 2 y NIC 3 (Uleberg et al., 2011). Rader
et al., en el 2011 encontrd 390 spots de proteinas expresadas diferencialmente al
comparar tejido de CaCU y normal, las proteinas identificadas se ha reportado que
participan en procesos alterados en el cancer cervical tal como regulacion del punto
de control de G2-M y G1-S, sefializacion de p53 y la via de sefalizacion de
HNRPA2B1. En el 2004, Fountoulakis et al., analiz6 el proteoma de la linea celular
HelLa, encontrando aproximadamente 3000 spots e identific6 1200 proteinas
producto de 297 genes, algunas de sus funciones aun son desconocidas, algunas

proteinas estan asociadas a tumor, protooncogenes o estructuras relacionadas a la
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proliferacion, por ejemplo P42771 ha sido involucrado en el desarrollo de tumor en
un amplio rango de tejidos, Q9Y230 es un factor esencial en la transformacion
oncogeénica por c-Myc; P06730, P56537, P35232, P11802 se han asociado a varios
carcinomas. Dentro del estudio del perfil protedmico de 6 lineas celulares, 2 de ellas
positivas a la infeccién por VPH-18 (HelLa y Calo), 2 positivas a VPH-16 (SiHa y
CasKi), y 2 negativas a la infeccion (ViBo y C-33A); usando la linea celular HaCaT,
de queratinocitos inmortalizados como control Higareda-Almaraz et al., en el 2011,
identificando 66 proteinas consensus llamandolas nucleo central del cancer
cervical, por sus funciones estas proteinas se dividieron en 3 grupos: El primer
grupo incluye proteinas relacionadas a la migracién y metastasis (anexina 2,
proteina disulfideisomerasa, vimentina, ezrin y vinculina,), en un segundo grupo
proteinas relacionadas a la evasion de la apoptosis (GRP78, HSP71, HSP7C,
HS90B y GRP75) y en un tercer grupo encontraron proteinas asociadas con el
metabolismo central (gliceraldehido-3-fosfatasa deshidrogenasa, fosfoglicerato
mutasa 1, enolasay lactato deshidrogenasa B) y se sugiere que 14-3-3C es un punto
determinante en la proliferacion o muerte celular. Lee et al., en el 2005 realiz6 un
estudio en células HaCaT para identificar proteinas que interaccionan con la
oncoproteina E7, encontrando 28 spots de proteinas que son reguladas por E7, de
estos actina y la proteina LEI mostraron expresion disminuida, mientras que la
fosfoproteina 1 inducida por estrés, proteina 1 de union a CD2, catalasa, proteina 1
del complejo T, proteina de unién a Ku70, HSP 60, ciclina E1 y piroxirredoxina 2
presentaron sobreexpresion; y 22 spots se encontraron interactuando con E7:
proteinas parecidas a MG11, livin inhibidor de apoptosis, proteina serin cinasa c17,
proteina de unién a CD2, ciclina E1, factor asociado a la proteina de union a la caja
TATAy cinasa 2 citidin uridina, por lo que probablemente E7 se encuentra regulando
los factores relacionados a sefializacién celular, apoptosis y ciclo celular. En la
busqueda de candidatos a biomarcadores en muestras de células exfoliadas de
céervix se encuentra el estudio de Gu et al., en el 2007 en extendidos de muestras
de citologia en base liquida, encontrando 1011 proteinas expresadas
diferencialmente en LEIAG y negativas a lesion, las mas predominantes en la LEIAG

fueron nucleares y mitocondriales, aproximadamente 150 mostraron
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sobreexpresién como las ribonucleoproteinas y 70 expresion disminuida entre estas
varias proteinas de union al citoesqueleto. Debido a que no existe un biomarcador
eficaz, se origina la necesidad de buscar nuevos biomarcadores mediante la
identificacion de patrones de expresion de proteinas, que permitan realizar un
diagndstico oportuno y al mismo tiempo que sean evaluados en muestras obtenidas
por medio de métodos poco invasivos (como la citologia en base liquida). Por lo que
en este estudio se identificaron las proteinas sobreexpresadas diferencialmente en
cancer cervical en presencia de la infeccion por el VPH-16 como Mimecan, Actin
aortic smooth muscle y Lumican; y con expresion disminuida Keratin, type I
cytoskeletal 5, Peroxiredoxin-1, alpha-enolase y 14-3-3 protein sigma, comparadas
con el tejido de cérvix normal en mujeres del estado de Guerrero, México que
podrian ser utilizadas como marcadores moleculares potenciales en la
carcinogénesis cervical en presencia de la infeccion por VPH-AR y evaluar su
importancia en el diagndstico, prediccidén y progresion de las lesiones premalignas
y estadios clinicos del carcinoma invasor del cérvix uterino, ademas de la

recurrencia de la enfermedad o de posibles blancos terapéuticos.
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Abstract

Background: Cervical cancer (CC) is the fourth most common cancer in women worldwide with an estimated
528,000 new cases in 2012. The same year México had an incidence of 13,960 and a mortality of 4769 cases. There
are several diagnosis methods of CC among the most frequents are the conventional Pap cytology (Pap),
colposcopy, and visual inspection with acetic acid (VIA), histopathological examination, tests of imaging and
detection of high-risk papilloma virus (HR-HPV) with molecular tests (PCR, hybridization, sequencing). Proteomics is
a tool for the detection of new biomarkers that can be associated with clinical stage, histological type, prognosis,
and/or response to treatment. In this study we performed a comparative analysis of CC cells with normal cervical
cells. The proteomic analysis was carried out with the fluorescent two-dimensional electrophaoresis (2D-DIGE)
technique to subsequently identify differential protein profiles using Decyder Software, and the selected proteins
were identified by Mass Spectrometry (MALDI-TOF).

Results: The proteins that showed an increased expression in cervical cancer in comparison with normal cervix
cells were: Mimecan, Actin from aortic smooth muscle and Lumican. While Keratin, type Il cytoskeletal 5,
Peroxiredoxin-1 and 14-3-3 protein sigma showed a decrease in their protein expression level in cervical cancer in
comparison with normal cervix cells.

Concdlusions: Thus, this study was successful in identifying biomarker signatures for cervical cancer, and might
provide new insights into the mechanism of CC progression.
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Background

Cervical cancer is the fourth most common malignancy
and accounts for 10-15 % of cancer-related deaths in
women worldwide [1, 2]. Cervical cancer affects approxi-
mately six out of 100,000 women and accounts for approxi-
mately 275,000 deaths annually in developing countries,
which corresponds to 88 % of cases worldwide (2, 3].

Human papillomavirus (HPV) is the main etiological
agent of cervical cancer detected in 95 to 100 % of cases
[4-6]. Although more than 150 variants of this virus
exist, only certain genotypes, such as HPV 16, 18, 33, 45
and 58 are known as high-risk types (HR-HPV); low-risk
HPV types (LR-HPV), mainly HPV 6 and 11, seldom
cause genital tumors; however, they do cause condyl-
omata acuminata (anogenital warts) [7]. Persistent HPV
oncoprotein expression (E6/E7) in HPV infected epithe-
lial basal cells deregulates cell division [8]. Overexpres-
sion of these viral genes causes the deregulation of cell
proliferation, metabolism, apoptosis, differentiation and
genomic instability, all of which may lead to consecutive
stages of cervical cancer [9].

Current approaches for the prevention of cervical can-
cer relies mainly on the cytologic screening, known as
the Pap test, often combined with the detection of high-
risk human papillomaviruses (HR-HPVs) [10]. Patients
with abnormal Paps undergo colposcopy with directed
biopsies. If precursor lesions are identified, patients are
treated by cryotherapy or loop electrosurgical excision
procedure (LEEP). The treatment is effective in the pre-
vention of cervical cancer; however, it is expensive, cum-
bersome, and dependent on very good infrastructure
and well-trained personnel [11]. Nevertheless, the diag-
nosis may results in a poor outcome, which lies on the
lack of valuable objective indicators for determining cer-
vical chronic inflammation, reactive hyperplasia, and be-
nign or malignant lesions [12].

Compared with conventional 2-DE, two-dimensional dif-
ferential in-gel electrophoresis (2D-DIGE)-based quantitative
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proteomics has several advantages, such as higher sensitiv-
ity, accuracy, and reproducibility, which facilitate spot-to-
spot comparisons, precisely because of pre-labeling of
protein samples with different fluorescent dyes (Cy3, and
Cy5) prior to separation by 2-DE [13]. As a result, samples
labeled with different dyes are separated in the same 2D
gel; moreover, the same internal standard is used in all gels
to avoid inter-gel variation [12, 14]. In the present study, a
differential proteomic technique was applied for the com-
parative analysis of cervical cancer samples infected with
HPV 16 and normal cervical tissue.

Results

To carry out a comparative analysis of cervical cancer/
HPV-16 and normal samples without HPV, a proteomic
analysis was done. Two groups of pooled samples were
used. The first one consisted of six samples from women
(average age of 50.7 years) diagnosed with HPV-16, by
the INNOLIPA assay, and with histopathological staging
of squamous cell carcinoma (SCC) of which four cases
were stage 1IB, one stage IB1 and one case stage IB2.
The second group consisted of four pooled samples
from women (mean age of 49.8 years) with normal cy-
tology and colposcopy and negative for HPV infection.
In Fig. 1 is observed the proliferation index of the cer-
vical tissues by immunohistochemistry. Figure 2 shows
the protein profile of each pooled sample, used as a
reference pattern, allowing the visualization of more
than 2204 spots that were resolved for each 2D gel ana-
lyzed. The samples were pooled in two groups and ana-
lyzed by triplicated and whose profiles showed technical
reproducibility.

To compare samples, Decyder software (www.gelifes-
ciences.com) was used, which is a platform that allows
the qualitative and quantitative evaluation of spots pro-
files from fluorescent bidimensional electrophoresis gels
(DIGE) (Fig. 3).

r

Fig. 1 Expression of Ki-67. a Without SIL and HPV infection tissue showing nuclear immunostaining was exclusively confined to the parabasal
layers of normal epithelium (b) SCC and HPV-16 infection tissue showing strong immunastaining of Ki-67 in large pleomorphic nuclei of
malignant squamous cells form irregular nests invading the stroma. 40 X Immunohistochemistry
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Fig. 2 Bidimensional electrophoresis of squamous cell carcinoma HPV-16 pool vs control cervical cells without HPV infection pool. Gel representative
of processing samples, normal cervical cells (left), cervical cancer (rigth). More than 2000 proteins were resolved

The profile of proteins achieved under these condi-
tions was reproducible among pools, the comparison
showed different areas of differential expression (yellow
spots). An area with a differential expression pattern
among samples was located, from which 129 spots with
a diminishing expression and 150 with increased
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Fig. 3 Representative 2D-DIGE proteome map of control cervical
cells sample vs cervical cancer sample. (Control cervical cells without
HPV 16 infection, stained with Cy3 (green), and a cervical cancer
group stained with Cy5 (red), and overlapping of two groups stained
with Cy3 and Cy5 (yellow). The samples were processed through

L PAGE at 10 %

expression +/—- 5 times, 53 spots showed a greater differ-
ential expression and the identification of the ten spots
was achieved by Mass Spectrometry (MALDI-TOF).
Figure 4 shows that Mimecan, Actin aortic smooth
muscle and Lumican increased their expression in cer-
vical cancer, in comparison with normal cervical cells,
while Keratin, type II cytoskeletal 5, Peroxiredoxin-1 and
14-3-3 protein sigma showed a decrease in their protein
expression pattern in cervical cancer in comparison with
no SIL tissues.

Table 1 shows the identification of proteins and some
biochemical characteristics as name, identification code,
and chromosomal localization among others.

Analyzing the participation of the identified proteins
in different cellular pathways through Reactome Data-
base (www.reactome.org), the results suggest biosyn-
thesis, metabolism and degradation of keratan sulfate,
transcriptional regulation by TP53, metabolism of carbo-
hydrates, intrinsic pathway for apoptosis, detoxification
of reactive oxygen species, and cell cycle as the most
important.

Discussion

In 2012 the CC was the second cause of cancer death in
Mexican women [15], HPV-16 has been reported in
studies carried out by our group, as the more common
in populations of women of the southern region of
Mexico since 1997 [16, 17].

Multiple genes are involved in the occurrence and de-
velopment of cancers, and even tough genes carry the
genetic information, proteins are the final executors of
life events [1]. Due to this, the proteomic profiling offers

Expresion diferencial de proteinas inducidas por la

infeccion por el VPH-16 en cancer cervical

Pégina 20



Serafin-Higuera et al. Proteome Science (2016) 14:10 Page 4 of 9

2D-PAGE 3D IMAGE ANALYSIS
~ CONTROL CC CONTROL  CC

=

Lumican

5

cytc

|5

Keratine, type Il Keratine, type Il
cytoskel i

Actin aortic
smoot muscle Alpha-enolase

Mimecan

Mimecan

14-3-3

Peroxiredoxin-1

B4 4 €13
0 EECHILEN

Fig. 4 Comparison of protein expression levels among normal cervical cells without HPV infection, and cervical cancer HPV16 infection groups.
Decyder software allowed the tridimensional comparisons between study groups
\
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Table 1 Differential expression of proteins in SCC/HPV-16 against control (without SIL and HPV infection)

Protein Expression index (n+/—)  Accession number  Chromosomal localization  Gene Peptide coverage (%)  Score
Mimecan 38.85 MIME_HUMAN 9qg22 OGN 46 956
Mimecan 31.23 MIME_HUMAN 9qg22 OGN 54 820
Actin, aortic smooth muscle 19.14 ACTA_HUMAN 10g2331 ACTAZ 59 3N
Mimecan 17.77 MIME_HUMAN 9qg22 OGN 54 447
Lumican 16.52 LUM_HUMAN 1292133 LUM 40 556
Peroxiredoxin-1 -8.37 PROX1_HUMAN 1p34.1 PRDX1 79 968
14-3-3 protein sigma =14.97 14335_HUMAN 1p36.11 SFN 67 977
Alpha-enclase =17.38 ENOA_HUMAN 1p36.2 ENO1 71 976
Keratin, type |l cytoskeletal 5 -397 K2C5_HUMAN 1291313 KRTS 52 885
Keratin, type |l cytoskeletal 5 —65.34 K2C5_HUMAN 1291313 KRTS 52 1090

an option for the selection of differential protein pat-
terns whose expression levels could be associated with
progression, prognosis and/or survival.

There have been several experimental approaches for
the analysis of differential protein expression in cervical
cancer, such as the analysis of tissues [12], cells [1], and
even plasma samples [12]. In this study, cells that come
from women with cervical cancer and infection with
HPV-16 were compared with normal cells of the cervix
recovered from individuals without HPV infection, diag-
nosed through INNOLIPA assay and in situe hybridization
with tyramide amplification.

Bidimensional electrophoresis is a very useful tool to
analyze broad and complex samples, through the wide
distribution of protein profiles based on their isoelectric
points and molecular weights. The additional use of
fluorescence during this technique allows for an increase
in sensitivity in 2D DIGE, and the use of special software
facilitates the differential analysis. Finally, the use of
MALDI-TOF MS, allowed the successful identification
of ten differentially expressed proteins among the two
different groups.

In the present study, the proteins identified were
mimecan (osteoglycine), aortic smooth muscle, Lumican,
Peroxiredoxin-1, 14-3-3 protein sigma, Alpha-enolase,
Keratin, type 1l cytoskeletal 5, as differential proteins
among cervical cancer and normal cervical cells, whose
expression patterns were either increased or diminished.
Mimecan (or Osteoglycin, OGN), is a secretory protein
that belongs to a family of small leucine rich proteogly-
can (SLRPs). It has been found in several cancer cell
lines, although its physiological function has not been
completely understood [18, 19], being abundant in bone
matrix, cartilage cells, and connective tissues; it is also
important for collagen fibrillogenesis, cellular growth,
differentiation and migration [20] and it has been in-
volved in the pathogenesis of different cancers such as
colorectal [21], laryngeal carcinoma [19] and cervical
cancer.

The actin cytoskeleton is substantially altered in can-
cer cells as a result of the changes in the abundance of
proteins, among other factors. As a result, cancer cells
acquire increased motility and distinctive mechanical
properties, which are important for processes such as in-
vasion and metastasis [22]. ACTA2 is a a-smooth
muscle actin whose expression is transformation sensi-
tive to growth signals in normal cells [23].

In cases of basal cell carcinoma skin cancer, it has
been found with a high expression too, both in the
tumor and in the adjacent stroma and it is used as a
marker of aggressiveness in pancreatic cancer, because it
is presenting more aggressive histological variants [24],
suggesting that the increased expression may contribute
to the local invasion. It’s role in the biology of the tumor
is not completely known, however, it has been hypothe-
sized that increases in the cellular motility result in an
increase in the cells capacity of invasion [25].

Lumican is a keratin sulphate belonging to the SLRP
family of extracellular matrix (ECM) proteins and is
expressed in different forms in several tissues and or-
gans, such as cornea, bone, cartilage, artery, skin, kidney,
and lung. It has been found to have a key role both in the
organization of the extracellular matrix (ECM) and as an
important modulator of biological functions in breast,
lung, and pancreas cancer [26, 27], and it has been corre-
lated with lung cancer progression as well [28].

The peroxiredoxins were identitied primarily by their
ability to protect the protein oxidative damage induced
by free radicals, such as reactive oxygen species (ROS)
and reactive nitrogen species (RNS), which is currently
recognizedas a promotor for cancer development [29].
The peroxirredoxins (Prdxs) are small proteins of sweep
(scavening) of H,O,, that could prevent tumor develop-
ment since the loss of Prdxl in mice leads to premature
death due to cancer [30].

Keratins are expressed in all types of epithelial cells
(simple, stratified, keratinized and cornified), are import-
ant protectors of epithelial structural integrity under
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conditions of stress, but have also been recognized as
regulators of other cellular functions, including motility,-
signaling, growth and protein synthesis [31]. KRT5
Keratin, type 11 cytoskeletal 5 was found decreased in
primary early-stage cervical squamous cell cancer tissue
with pelvic lymph node metastasis (PLNM) vs without
PLNM using DIGE-based proteomics [32].

Conclusion

Based on the above results, it was possible to identify
differential protein patterns among cases of cervical le-
sions related to cervical cancer progression with HPV-16
infection in comparison with tissue without lesion and
negative for HPV infection from Mexican women. These
proteins could be analyzed as potential candidates for
biomarkers due to their relationship with their presence
in early stages of cervical cancer development, improv-
ing the understanding of viral pathogenesis and its role
in the development of cervical cancer. Eventually this in-
formation could be used in the development of strategies
in clinical management, diagnosis and treatment.

Methods

Study population

A cross-sectional study was conducted, which included
two study groups, the first included a pool of 6 cases of
cervical cancer with HPV-16 infection (cervical cancer/
HPV-16) of which four cases were stage IIB, one stage
IB1 and one case stage IB2 and the second group, which
served as a comparison, consisted of a pool of four cases
from surgical specimens extracted by fibroids without le-
sions related to cervical cancer and without HPV infec-
tion, and whose previous cytological study showed
normal cells with reactive changes to nonspecific inflam-
matory processes, with normal colposcopy. All cases had
antecedents cytological that were reported according to
the Bethesda System 2001 and without coninfection by
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Trichomonas vaginalis, Candida sp, Actinomyces sp and
Herpes simplex virus [33].

The diagnosis and detection of HPV in each sample
was performed as follows: three different sections of
each biopsy were obtained. The first embedded in paraf-
fin and were cut to a thickness of 3 pum (one stained
with hematoxylin-eosin for histopathological diagnosis,
another for detecting cell proliferation antigen Ki-67 and
finally another slide for detection of DNA detection
HPV by in situ hybridization with tyramide amplifica-
tion). The second section was used for detection of HPV
DNA by molecular analysis (INNOLIPA, Uniparts Inno-
genetics) and the third was used for protein extraction.
These data allowed the formation of the two compara-
tive groups (Table 2).

The cervical cancer tissues were obtained from the
Instituto Estatal de Cancerologia “Arturo Beltran
Ortega”, and normal cervix tissues from patients from
the Hospital General “Dr. Jorge Soberén Acevedo”.
The histopathological diagnosis was carried out by pa-
thologists in each institution independently, according
to each clinical record. Both groups contained women
with no history of prior local treatment, chronic de-
generative diseases, non-smoking and non-alcoholism
history, and without coinfections corroborated by
colposcopic, cytological and microbiological analyses.
The diagnosis was reported in accordance with the
system of the International Federation of Gynecology
and Obstetrics (FIGO) [34]. Ages in both groups were
37-69 years with a mean age of 50.7 years among cer-
vical cancer patients and 49.8 among patients free-
cervical. Women signed an informed consent and their
data were analyzed in a confidential manner. This
study was approved by the Committee of Bioethics at
the Autonomous University of Guerrero, Mexico, ac-
cording to the ethical guidelines of the Declaration of
Helsinki 2008 [35].

Table 2 Characteristics of cervical tissues samples of comparatives groups CC/HPV-16 and control without SIL and HPV infection

Tests® Pool CCHPV-16

Pool without SIL and HPV infection (control)

Background

IB1 and 1 case stage 182

Section 1 (paraffin embedding)
Histopathological diagnosis (H-E)
in situ hybridization with tyramide amplification
Immunohistochemistry for Ki-67

Positive of HR- HPY

the stroma

Section 2 HPV-16

INNO-LIPA extra (Genotyping of HVP)

Section 3

Cytological® study: Squamous cell carcinoma
Colposcopic examination: cervical carcinoma
Clinical diagnosis: 4 cases stage |IB, one stage

Squameous Cell Carcinoma

Paositive in large pleomorphic nuclei of malignant
squamous cells form irregular nests invading

Cytological® study: normal cells with reactive
changes to nonspecific inflammatory processes
Normal colposcopy

MNegative

Negative

Positive in nuclei of parabasal cells in basal
layer

Negative of HPV infection

Increased expression in cervical cancer Mimecan, Actin from aortic smooth muscle and Lumican.

Extraction of proteins for 2D- DIGE and MALDI-TOF  Decreased expression: Keratin, type |l cytoskeletal 5, Peroxiredoxin-1 and 14-3-3 protein sigma

“Each sample of tissue fragment into three sections and all tests were performed, six samples for group CC / HPV-16 and four samples were used for the control

group. For more details see section Methods

b Without coninfection by Trichomonas vaginalis, Candida sp, Actinomyces sp, Herpes simplex virus according to the Bethesda 2001 system
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Immunohistochemistry for Ki-67

To evaluate the expression of Ki-67, the monoclonal
antibody MIB-1 (Dako, Carpinteria, CA, USA) was used
with the Cytoscan HRP/DAB immunohistochemical sys-
tem of detection (Cell Marque Corporation, Hot Springs,
AR, USA [now relocated to Rocklin, CA, USA]). The
histological slices was deparaffinized and placed in a so-
lution of immunoDNA Retriever (BioSB, Inc., Santa Bar-
bara, CA, USA). Later, the primary antibody, previously
diluted in accordance with the manufacturer’s instruc-
tions, was added; the chromogen diaminobenzidine was
added; and finally, the specimens were stained with
Mayer’s hematoxylin (Merck, USA). The expression in
the without SIL tissues was evaluated in accordance to
the distribution and localization of the positive reaction
within the cells and within the depth of the epithelium.
The expression of Ki-67 was considered positive when a
brown ochre color was evident in the nucleus of the
cells. In SCC is observed in large pleomorphic nuclei of
malignant squamous cell form irregular nests invading
the stroma and tissue without SIL some cells of the
parabasal layers were found (Fig. 1).

Detection and genotyping of HPV DNA by in situ
hybridization with tyramide amplification and INNO-LiPA
Extra

In the in situ hybridization with a system of tyramide
signal amplification (Gen Point Dako Cytomation,
Carpinteria, CA, USA), a drop of test reagent (biotinyl-
ated viral DNA) with probes for 13 HR-HPV genotypes
(16,18,31,33,39,45,51,52,56,58,59 and 68) was added to
each slide. The slide were denatured for 10 min and
subjected to hybridization for 20 h (Hybridizer Dako,
Carpinteria, CA,USA). For HVP-INNO-LIPA extra,
the DNA extraction from cervical tissue samples the
conventional TRIZOL method (Cat. No0.15596018,
Invitrogen a part of life Tech. Corp) was used, according
to the manufacturer’s instructions. Tissues were tested for
the presence of the HPV genotypes by polymerase chain
reaction (PCR), using the short PCR fragment 10 (SPF10)
primers, a highly sensitive method for HPV DNA detec-
tion, according to the method of Pirog et al. [36].

Protein sample labeling with CyDye

CyDye DIGE fluors (Cy2, Cy3, and Cy5) were used to
label the protein extracts following the manufacturer’s
protocol (GE Healthcare). The internal standard pool
was generated by combining equal amounts of extracts
from all samples, labeled with Cy2. Protein extracts from
the normal and cervical cancer cells were labeled with
Cy3 and Cy5, respectively. The labeling reaction was
performed on ice for 30 min in darkness, and was then
quenched with 10 mM lysine for 10 min on ice under
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dark conditions. The labeled samples were then mixed
and prepared for the following steps.

2-D electrophoresis in polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE)

Total extracts from normal and cancer tissues were
processed according to Klose protocol [37]. Briefly, sam-
ples were diluted in rehydration buffer containing 8 M
urea, 0.5 % (w/v) CHAPS, 10 mM DTT, 0.001 % bromo-
phenol blue, and Bio-Lyte 3—-10 Ampholyte (0.2 %) (Bio-
Rad, Cat. No.163-1113). The protein mixture was then
applied to ReadyStrip™ IPG 7 cm strips, pH 3-10 (lin-
ear). Rehydrated strips were isoelectrically focused using
a PROTEAN IEF cell System. To perform the second di-
mension analysis, the strips were processed by 10 %
SDS-PAGE. Finally the 2D gels were stained with Coo-
massie staining. The IPG strips were balanced in a buffer
consisting of 1.5 M Tris—HCl pH 8.8, 6 M urea and
30 % v/v glycerol, 2 % p/v SDS and traces of bromophe-
nol blue, being carried out in two steps, using in each
5 ml of balanced solution per strip; in the first one, the
strips were incubated in the balanced buffer described
above with 1 % w/v of DTT, remaining in this solution
for 20 min in agitation at room temperature. In the
second step, 2.5 % w/v of iodoacetamide was added
to the balanced buffer, repeating the 20 min incubation in
agitation at room temperature; once the procedure was
completed, the proteins could be picked for mass spec-
trometry analysis.

Image analysis

The images were analyzed using the DeCyder™ 2D
Differential Analysis Software (DeCyder 2D V8.0) by
differential in-gel analysis (DIA) and biological variation
analysis (BVA). Protein spots were marked and selected
with changes in abundance ratio >1.5-fold, P values <0.05
for protein identification. The gels were subjected to
Coomassie blue staining for spot visualization and
picking.

Protein identification by MALDI-TOF

Commassie-stained 2D gels were scanned and digital
images were compared using the Decyder Software. Each
pool was run three times. The electrophoretic entities of
interest were excised, alkylated, reduced, and digested
up to obtain a peptide mass fingerprint. Peak lists of the
tryptic peptide masses were generated using FlexAnaly-
sis1.2vSD1 Patch 2 (Bruker Daltonics). The search en-
gine MASCOT server 2.0 was used to compare the
fingerprints against human taxonomy with the following
parameters: one missed cleavage allowed, carbamido-
methyl cysteine as the fixed modification and oxidation
of methionine as the variable modification. Proteins with
scores greater than 50 and a p < 0.05 were accepted.
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IV. DISCUSION

Actualmente los estudios epidemioldgicos informan que se han identificado més de
200 distintos subtipos genéticos de VPH, de estos los tipos de VPH-AR, se han
asociado con el desarrollo de mas del 90% de los casos de cancer cervical y en
menor medida con otros canceres anogenitales asi como de cabeza y cuello (Junk
et al., 2015; Wakeham et al., 2016) similar a los resultados encontrados en este
estudio en el 100% de los casos de cancer cervical se encontro presente la infeccion
por el VPH-AR, siendo el mas frecuente el VPH-16 individual o en coinfeccion por
otro genotipo. Sin embargo esta frecuencia del VPH-16 fue mayor comparada con
el 57% encontrada en casos de CC de mujeres que acudieron al Instituto Mexicano
del Seguro Social en las &reas Metropolitana, Oriental, Occidental y Centro de
México en el periodo 2006-2012 (Mauricio-Salcedo et al., 2014). La infeccion por
VPH-16 también ha sido la mas frecuentemente reportada en China, Arabia Saudita

e India (Srivastava et al., 2014).

Los programas de tamizaje basados en la evaluacion de la citologia con la tincién
de Papanicolaou han reducido la incidencia del cancer cervical en los ultimos 50
afos (Schiffman et al., 2011), sin embargo, de acuerdo a la encuesta Nacional de
Salud realizada en el 2012 (ENSANUT) en Guerrero, solo el 38.4% de las mujeres
de 20 afios a mas, se realizd una prueba de Papanicolaou para la deteccién
oportuna, durante el afio previo al levantamiento de la encuesta, encontrandose este
porcentaje por debajo de la media nacional (Gutiérrez et al., 2012), por lo que en
paises como Estados Unidos ya han sido aprobados los métodos moleculares por
la FDA como prueba de cribado primario similar a la citologia permiten la deteccién
del VPH méas rapida, precisa y especifica, cuyos resultados han tenido un gran
impacto en el tamizaje (Herrera- Pifia-Sanchez, 2015).

La deteccion del riesgo de progresion a cancer se ha dificultado debido a que
generalmente las lesiones precursoras no presentan manifestaciones vy
afortunadamente se requieren afios o décadas para el desarrollo de cancer, lo que
permite la deteccién por medio de la citologia exfoliativa que tiene como ventaja su

bajo costo y menor tiempo de realizacion. Por otro lado la citologia en base liquida
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tiene ventajas como mayor rapidez en la interpretacion, menor cantidad de muestras
insatisfactorias y la posibilidad de realizar el diagnostico molecular de la misma
muestra (Cuzick et al., 2008). La desventaja que presenta estos estudios junto al
diagnéstico histoldgico (que se considera el estandar de oro) es la subjetividad de
la lectura, por lo que recientes estudios han demostrado que moléculas encontradas
en el huésped podrian servir como biomarcadores representando una alternativa o
un complemento a la citologia y la deteccion del VPH por métodos moleculares
(Michener et al., 2002; de Freitas et al., 2014).

El adecuado tratamiento y seguimiento de las mujeres depende de correcto
diagndstico, asi los marcadores de tumor podrian permitir un diagnéstico temprano,
prediccidon de la respuesta a la terapia y monitoreo de las lesiones (Dasari et al.,
2015), debido a esto actualmente existen estudios mediante el enfoque protedmico
gue se han basado en la busqueda de nuevas proteinas alteradas en el cancer
cervical, probablemente por la presencia de las oncoproteinas del VPH-AR, en este
estudio se logré la identificacion de proteinas alteradas en cancer cervical con
infeccion por el VPH-16 de las cuales Mimecan, Actin aortic smooth muscle y
Lumican se encontraron con expresion aumentada, y Peroxiredoxin-1, 14-3-3
protein, Alpha-enolase y Keratin type Il cytoskeletal 5 con expresién disminuida.
Estas proteinas podrian estar relacionadas en el proceso de carcinogénesis cervical
y a la infeccién por este genotipo viral, la evaluacién de su expresion podria
utilizarse como posibles biomarcadores de diagndstico y recurrencia o blancos

terapéuticos.

Alteracion de la expresion de las proteinas Mimecan, Actin aortic smooth
muscle, Lumican, Peroxiredoxin-1, 14-3-3 protein, Alpha-enolase y Keratin
type Il cytoskeletal 5 en cancer

Los proteoglicanos son macromoléculas compuestas de un nucleo proteico unido
covalentemente cadenas laterales de glucosaminoglucanos, las corneas humanas
estan conformadas principalmente de los proteoglicanos dermatan y keratan sulfato

(entre ellos Lumican y Mimecan, que en este estudio se encontraron con expresion
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aumentada), asi como por pequefas cantidades de heparan sulfato (Michelacci,
2003).

Mimecan (gen OGN), es una proteina secretora, que pertenece a una familia de
pequefios proteoglicanos ricos en leucina (SLRPs). La expresion de OGN se ha
encontrado ausente en varias lineas celulares de cancer, aunque su funcidn
fisiolégica no ha sido completamente entendida (Li et al., 2014). Es esencial en la
transparencia de la cérnea y regulacion del crecimiento celular en humanos
(Tasheva and Conrad 2003), se ha encontrado involucrado en la patogénesis de la
aterosclerosis, implicado en la regulacion de la proliferacidon, apoptosis y migracion
de las células del musculo liso vascular (Zhang et al., 2015). El gen de mimecan es
regulado por los factores de transcripcion USF-1, Oct-1, p53 e IRF-1 que son

expresados de manera ubicua (Tasheva, 2002).

Lumican, una clase Il de pequefios proteoglicanos ricos en leucina (SLRP) se ha
encontrado tiene un papel clave tanto en la organizacién de la matriz extracelular
(MCE); en tejidos en cancer de mama, de pancreas, lumican se ha encontrado
sobreexpresado (Naito et al., 2002), sin embargo, su expresion es aun controversial
debido a que se ha sugerido que presenta actividad anti-angiogénica dependiendo
de las sefales de su microambiente (Sharma et al., 2013).

Se encuentra expresado en musculo esquelético, cérnea humana, rinén, placenta,
corazon, discos intervertebrales, vasos sanguineos, Utero, pancreas y en menor
cantidad en higado, cerebro y pulmén, no se expresa en queratinocitos normales
(Takayama et al.,, 2014); en cancer de mama se ha encontrado el RNAm en
fibroblastos adyacentes al tumor pero no en células cancerigenas (Naito et al.,
2005).

Lumican es capaz de facilitar la migracion de queratocitos en ensayos de migracion
celular in vitro, regulando la adhesion celular, la migracion y la proliferacion y
contribuyendo asi a la cicatrizacién de las heridas epiteliales corneales. Después de
una cirugia de cataratas, las células epiteliales del cristalino proliferan y sufren el
proceso de transicion epitelio mesenquima (EMT) en el tejido de la cicatriz

(conformado por colageno fibroso y lumican). Esta transicién se caracteriza por la
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expresion de la proteina a-smooth muscle actin (a-SMA) en células epiteliales del
cristalino del ojo. Es posible que Lumican regula el proceso de la EMT debido a que
en células epiteliales del cristalino del ratdon nulo a la expresion de Lumican se
encontré disminucion de la expresion de a-SMA y retraso de la induccion de la EMT
(Kao et al., 2006).

Lumican tiene un papel importante debido a que mediante sus interacciones regula
el desarrollo del tumory la progresion. La mayoria de los reportes existentes tienden
a asignar un papel antitumoral para lumican, sin embargo, los efectos de esta
proteina son claramente dependientes de la correlacion especifica entre su

abundancia, distribucién y tipo / etapa de tumor.

El citoesqueleto de actina se modifica sustancialmente en células de cancer a causa
de los cambios en la abundancia de proteinas de unién a la actina abundancia,
como consecuencia, las células de cancer tienen la motilidad y propiedades
mecanicas distintivas, que son importantes para procesos como la invasion y
metastasis (Efremov et al., 2015). ACTA2 es una a-actina del musculo liso, cuya
expresion es sensible a las sefiales de crecimiento en las células normales,
mutaciones en ACTA2 causa predisposicion a una variedad de enfermedades
vasculares, incluyendo aneurisma de la aorta toracica, enfermedad de la arteria

coronaria de inicio temprano y accidente cerebrovascular (Huang et al., 2014).

La expresion de la proteina a-SMA en este estudio se encontré con expresion
aumentada, esta se ha utilizado para la deteccibn de la diferenciacién de
miofibroblastos y esta involucrada en la produccion de fuerza contractil. La
regulacion transcripcional del gen ACTA, implican factores estimulantes como
inhibitorios, entre los activadores se encuentran el factor de respuesta a suero (SRF)
y el factor-1 aumentador de la transcrpcion (TEF-1), los cuales se unen a la
secuencia CC(A/T)6GG (CArG) y a CATTCCT (MCAT) respectivamente; otros
activadores importantes son Smad3 y su elemento de union, el factor 5 parecido a
Krippel (KLF5) y los factores de especificidad 1y 3 (Sp 1y Sp3) que se unen a
elementos de control proximal TGF y activados en la diferenciacién inducida por

TGFB1; elementos rio arriba incluyen la region de hipersensibilidad TGFB y un
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elemento de unién a Smad, los cuales son activados respectivamente por Sp1/Sp3
y Smad3, otros factores de transcripcién adicionales reportados son la proteina de
unién al aumentador CCAAT, CSL y c-Myb. Entre los factores que disminuyen la
expresion de a-SMA y por tanto suprimen la activacion de la diferenciacion de
miofibroblastos, se encuentra KLF4 el cual puede competir con sus activadores para
unirse a elementos de control de TGFp e interactuar con el dominio de homologia
Mad (MH2) de Smad3 evitando su unién al promotor de ACTA, otros represores
reportados son Nkx2.5, receptor activado por proliferadores de peroxisomas
(PPAR) y la proteina de union a la caja Y. La activacion independiente del promotor
pude involucrar proteina activada por mitbgenos (MAP) cinasas, la interaccion de
CSL con el elemento de unién en el promotor de ACTA en la via de sefalizacion
Notch implicada en la transicion endotelio a mesénquima y diferenciaciéon de
miofibroblastos en pulmoén, la induccién de Jaggedl, un ligando de Notchl, que
promueve la activacion de esta via con la activacion subsecuente de la transcripcion
de ACTA (Hinz et al., 2012).

La progresion maligna afecta la integridad de la membrana basal, lo que resulta en
el deterioro de su estructura organizada, las células tumorales invasivas pierden sus
caracteristicas epiteliales y adquieren fenotipo metastasico, durante esta transicion
de epitelio normal a carcinoma invasivo especificamente los fibroblastos asociados
al cancer (CAF) dentro del estroma reactivo, expresan cantidades elevadas de
proteinas de la matriz extracelular (MEC) como Actin aortic smooth muscle y
proteasas. Durante este proceso, las nuevas proteinas de la MEC sintetizadas
sirven como un andamio para que las células tumorales se muevan, asi como
proporcionando soporte estructural para la angiogénesis (Fullar et al., 2015). Sin
embargo el microambiente tumoral es una poblacion heterogénea de células de
soporte reclutadas por células cancerosas que promueven eventos tales como
angiogénesis, proliferacion, invasion y metastasis tumoral, ademas son capaces de
regular algunos mecanismos de resistencia terapéutica. Las células estromales
reclutadas varian en el tipo e incluyen células mesenquimales, células endoteliales,
células inmunes, adipocitos y fibroblastos, en médula 6sea; en tejido conectivo,

fibroblastos y células mesenquimales; adipocitos en tejido adiposo, pericitos y
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células endoteliales en vasos sanguineos. Durante la cicatrizacion normal de
heridas y en procesos inflamatorios, las células estromales locales cambian su
fenotipo para convertirse en estroma reactivo, pero bajo ciertas condiciones, las
células tumorales pueden activar células estromales asociadas con tumores
(TASCs). Estas TASCs expresan elevados niveles de proteinas como a-SMA
comparado con células no reactivas. Existe evidencia de que las células de cancer
también poseen la capacidad de transdiferenciarse en células parecidas a las
estromales, que permite la progresion tumoral o bien pueden tener la capacidad de
transdiferenciarse de células estromales a otro tipo estromal, actualmente se han
identificado al menos cinco subtipos de fibroblastos asociados a tumores que se
distinguen por marcadores especificos durante el curso de la progresion tumoral: el
tipo MSC-like es el menos agresivo, endoteliales-like , Miofibroblastos-like (expresa
a-SMA), Pericito-like y el subtipo mas agresivo Matrix-remodeling que presenta

expresion disminuida de a-SMA (Bussard et al., 2016).

Existe evidencia de la relacién del aumento de la expresion de a-SMA y metastasis
mediada por EMT, en un estudio en células HelLa y SiHa, encontraron que la hipoxia
indujo cambios morfolégicos de tipo mesenquimal de estas células. Mediante la
activacion del gen de respuesta a hipoxia, lisil oxidasa (LOX) se induce la transicién
de células epiteliales (con morfologia polar, adhesion celular bien desarrollada,
expresion de E-caderina e inhibicion por contacto) en células moviles
mesenquimales con fenotipo fibroblastico y expresion aumentada de a-SMA,
vimentina, metoloproteinasas 2 y 9, asi como disminucion de E-caderina. La
migracion e invasion celular es un proceso complejo sin embargo, hacen falta mas
estudios que permitan comprender como los VPH-AR realizan la activacion de
marcadores mesenquimales como a-SMA, en condiciones como la hipoxia (Yang et
al., 2013).

El miR-21 es un regulador positivo de a-SMA, debido a que inhibe la expresion de
Smad7, un regulador negativo de su gen. En las lineas celulares CaSki positivas a
la infeccion por VPH-16 y en Hela positivas a VPH-18, se ha encontrado relacion
entre el aumento de la expresion miR-21 y de a-SMA (Bumrungthai et al., 2015). En

Expresion diferencial de proteinas inducidas por la
infeccion por el VPH-16 en cancer cervical Pagina 32



células HeLa mediante la transfeccion de vectores de expresion de E7 del VPH-16,
se ha demostrado que esta oncoproteina es capaz de aumentar el crecimiento
celular y potenciar la proliferacion e invasion a través de la regulacion positiva de
miR-21 (Kong et al., 2015). En células Cx transfectadas con E6/E7del VPH-16
(CxWJ) y tratadas con FGF2 y 4 se encontro una sobreexpresion de a-SMA vy
vimentina asi como una disminucion de la expresion de E-caderina (Cheng et al.,
2012). Recientemente se evalud la expresion de a-SMA, comparando 29 casos de
cancer cervical (carcinoma de células escamosas, IIA, IB y IIB, con infeccion por
VPH-16 y un caso con coinfeccion con VPH-18) y 27 de cérvix normal,
encontrdndose remodelamiento de la matriz extracelular por fibroblastos asociados
a tumor y un aumento en la expresion de esta proteina de 5.2 veces en el estroma
intersticial determinado mediante densitometria, indicando que una funcion
importante en la activacion de fibroblastos (Fullar et al., 2015). Por lo que es
probable que en nuestro estudio la sobreexpresion de a-SMA esté relacionada
directamente con la regulacién de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH-16, en el

proceso de EMT, implicado en la metastasis e invasion del cancer cervical.

Por otro lado, en la epidermis humana la expresion de 14-3-30 aumenta
gradualmente durante la diferenciacion de queratinocitos, la supresion de su
expresion anula la diferenciacion terminal e inmortaliza los queratinocitos primarios
humanos en cultivo celular (Winter et al., 2016). Los niveles de 14-3-3 se han
encontrado disminuidos o ausentes debido a la metilacion de su promotor; al unirse
con Cdks y p53 patrticipa en el punto de control G2 / M en casos de cancer de mama,
gastrico y otros (Dougherty and Morrison, 2004). Esta proteina es inducida por dafio
al ADN y es necesaria para la detencion del ciclo celular en las células epiteliales
gue en este estudio se encontré su expresion se encontrd disminuida, su gen esta
regulado directamente por p53 y es silenciado por la metilacién de CpG en una gran
proporcion de carcinomas, la pérdida de la expresion de 14-3-30 sensibiliza a las
células tumorales al tratamiento con farmacos citostaticos convencionales por lo que
su regulacién podria tener un enfoque terapéutico (Hermeking, 2003; Hermenkin
and Benzinger, 2006).
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Se ha demostrado que la inactivacion de 14-3-3 sigma, en diversos canceres se
produce principalmente por hipermetilacion epigenética, no por modificacion
genética (Sano et al., 2004). Para evaluar si la regulacion de 14-3-30 (stratifin) esta
relacionada con el VPH-AR se analizo su expresion mediante inmunohistoquimica
en casos de NIC I, Il y, Il y carcinoma de células escamosas, encontrandose que la
expresion de 14-3-3c aumentd en relacién al grado de lesiéon y a la presencia del
VPH-AR determinado por captura de hibridos (CH2) (Syrjanen et al., 2010). La
disminucién de la expresion de la proteina supresora de tumor 14-3-3 sigma, en
carcinoma de células escamosas se ha hipotetizado se debe a la regulacién directa
de su gen por las oncoproteinas E6 y E7, debido a que su expresion es inducida en
respuesta al dafio al ADN y de manera dependiente de p53 (Merkley et al., 2009).
La disminucion de la expresion de 14-3-30 no se ha encontrado asociado a la
expresion de la proteina p53 en un estudio en casos de cancer de vulva, ovario, de
vejiga, prostata, endometrio, mama y tumores neuroendocrinos pulmonares, estos
indicando que la disminucion de la expresion de 14-3-3c puede ser regulada por
otros factores independientes de p53 (Wang et al., 2008). En este estudio
encontramos disminucion de la expresion de 14-3-3c en casos de CCE cervical por
lo que hipotetizamos que esta disminucion es mediada principalmente por la
oncoproteina E7 del VPH-16 a través de su union a su activador p53 y de esta
manera alterando el control del ciclo celular y aumentando la inestabilidad gendmica

en las células de cancer.

La pérdida de la proteina 14-3-3s ocurre no sélo dentro de los propios tumores, sino
también en el tejido circundante pre-displasico (la denominada cancerizacién de
campo), lo que indica que 14-3-3s podria tener una importante funciéon supresora
de tumores que se pierde en el proceso de evolucion tumoral (Wilker et al., 2007).

La proteina a-enolase (Enol) Es una enzima glicolitica que cataliza la
deshidratacion del 2-fosfoglicerato al fosfoenolpiruvato, en los Ultimos pasos de la
via glicolitica catabdlica. Es una metaloenzima que requiere que el ion metalico
magnesio (Mg2+) para que sea cataliticamente activo, su secuencia es altamente

conservada. En los vertebrados, esta enzima se encuentra en casi todos los tejidos
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humanos, mientras que la B-enolasa (Eno3) se encuentra predominantemente en
los tejidos musculares, y y-enolasa (Eno2) soélo se encuentra en las neuronas y los
tejidos neuroendocrinos. La traduccion de ARNm a-enolasa se ha encontrado
significativamente incrementada durante el crecimiento celular y practicamente
indetectable durante fases quiescentes (Diaz-Ramos et al., 2012). El gen ENOL1 se
localiza en la region cromosomica 1p36.3-1p36.2. Este gen codifica un producto
traducido alternativamente, ademas de la proteina ENO1, iniciando la traduccion en
el residuo Met-97 codificado en el exdn 5. Este producto se identifica como proteina
1 de unién al promotor c-myc (MBP-1) uniéndose al promotor P2 c-myc. La forma
de ENO1 de 48 kDa tiene actividad enzimatica y esta localizada en el citoplasma o
tanto en el citoplasma como en el nucleo, mientras que la forma de 37 kDa mas
corta (MBP-1), que carece de los primeros 96 residuos de aminoacidos, es
preferentemente localizada en los nucleos celulares. Ambas proteinas funcionan

como reguladores negativos para la expresion de c-myc (Ito et al., 2007).

La proteina ENO1 esta implicada en el estrés celular, las infecciones bacterianas,
fungicas y parasitarias, en la actividad de autoantigenos, la aparicién y metastasis
de cancer, y, el crecimiento, desarrollo y reproduccion de organismos. También se
ha descrito como un factor neurotréfico, como proteina de choque térmico (HSP48)
y de estrés hipdxico. Tiene la capacidad de interactuar con otras moléculas
nucleares, citoplasmicas o de membrana, directamente con otras isoformas de
enolasa (a, B y y) para formar dimeros enzimaticamente activos, otras enzimas
glicoliticas como piruvato quinasa, fosfoglicerato mutasa y aldolasa, también puede
unirse a las proteinas de la red de los microtubulos, como F-actina y tubulina; y en
la superficie celular interactia con proteinas de la membrana, plasminégeno y
plasmina, en diferentes tipos celulares, incluyendo células de carcinoma actuando
como receptor del plasmindgeno promoviendo el metabolismo celular en
condiciones anaerobias, conduciendo la invasion tumoral y degradacion de la matriz

extracelular (Diaz-Ramos et al., 2012; Ji et al., 2016).

La proteina a-enolasa se ha detectado en la superficie de células hematopoyéticas

como en monocitos, células T y células B, células neuronales y células endoteliales
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con receptor fuerte de plasminégeno, modulando la actividad fibrinolitica pericelular
(Diaz-Ramos et al., 2012); en cancer de pulmon se encontro en la membrana celular
promoviendo la degradacion de la matriz extracelular y la invasion de las células
cancerosas, y se ha considerado como un blanco terapéutico para suprimir la
metéstasis tumoral; de manera similar se encontr6 sobre-expresada en
queratinocitos transfectados con vectores retrovirales que expresan E6, E7 del VPH
16 (Merkley et al., 2009), sin embargo en el estudio proteémico de Bae y
colaboradores en casos de carcinoma de células escamosas de cérvix se encontrd
disminuida, similar a los hallazgos en este estudio (Bae et al., 2007; Hsiao et al.,
2013).

Durante la formacion del tumor y la expansion, las células tumorales deben
aumentar el metabolismo de la glucosa. La hipoxia es caracteristica comun de los
tumores sélidos, por lo que la sobreexpresion de los genes glicoliticos se ha
encontrado en una gran cantidad de canceres humanos. En las células tumorales,
a-enolasa es sobre-expresada como coadyuvante de la proliferacion anaerébica
(efecto Warburg), y expresandose en la superficie celular, donde promueve la
invasion del cancer. Por lo tanto, parece que la a-enolasa esta desempefiando un
papel pleitropico en la progresiéon de las células cancerosas. Ademas, se ha
demostrado que se encuentra sobre-expresada en adenocarcinoma ductal
pancreatico, donde sufre una serie de modificaciones postraduccionales, como
acetilacién, metilacién y fosforilacion, se considera que la expresion asi como las
modificaciones postraduccionales podrian ser de valor diagnéstico y prondstico en
el cancer, todas estas diferencias en su expresion sugieren que la a-enolasa podria
ser parte de un grupo de sensores celulares universales que responden a multiples

estimulos diferentes (Diaz-Ramos et al., 2012).

Las modificaciones postraduccionales (PTM) de ENOA (acetilacion, metilacion y
fosforilacién) son mas frecuentes en células tumorales que en tejidos normales, lo
que indica que muchas PTM estan asociados con el desarrollo del cancer y algunos
son especificos para cada tipo de tejido o cancer. Esto puede reflejar la activacion

especifica de las vias de sefializacion pro-mitogénicas en las células tumorales. En
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muchos casos, las PTMs regulan la estabilidad y las funciones de las proteinas; por
ejemplo, en las enzimas metabdlicas, la acetilacion actida como un mecanismo de
interruptor de encendido / apagado, mientras que la metilacion en cadenas laterales
carboxilato aumenta la hidrofobicidad por el aumento de la afinidad de las proteinas
de los fosfolipidos, se especula que las PTM son mecanismos importantes en la
regulacion de las funciones de ENOA, localizacion e inmunogenicidad. Se ha
encontrado acetilacion de a-enolasa en cancer de cuello uterino, de colon, leucemia,
conductos pancreaticos normales y células pancreaticas tumorales, catorce
residuos de lisina en la leucemia, el cancer de pancreas y el pancreas normal, y
solo un residuo acetilado en tumores del cuello uterino. La fosforilacion es el PTM
gue muestra el patron mas especifico en cada linea celular, dos residuos de serina
y una treonina se encontraron especificamente en el cancer de cuello uterino, una
treonina y una serina en el rindbn embrionario, tres serinas y dos treoninas en la

leucemia (Capello et al., 2010).

En un estudio para evaluar los niveles de expresiéon de a-enolasa en casos de
carcinoma de células escamosas y tejido epitelial adyacente normal oral, se
encontraron 3 niveles de expresion: nuclear, citoplasmatica y nuclear-
citoplasmatica. En células del carcinoma de células escamosas (CCE), se encontrd
en el citoplasma de células del parénquima, al igual que en las células basales del
epitelio normal, que puede correlacionarse con la funcién glicolitica requerida para
la proliferacion y diferenciacion celular durante la renovacion del epitelio oral, la
expresion de MBP-1 se encontr6 generalmente en el ndcleo en los dos tipos de
tejido principalmente en casos de carcinoma por lo que la regulacion negativa de
MBP-1 en la activacién de c-Myc puede resultar en la transformacion maligna del
epitelio oral. No se detectaron sefiales por inmunotincioén para la proteina c-Myc en
CCE oral a diferencia de la expresion en tejido normal (Ito et al., 2007), por lo que
al encontrar la diminucién de a-enolasa en casos de CCE cervicales, hipotetizamos

gue en este estudio podria suceder este tipo de regulacion.

Las peroxiredoxinas (Prdxs) se identificaron principalmente por su capacidad de

proteger a las proteinas de dafio oxidativo inducido por radicales libres, como
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especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrégeno (RNS), que
actualmente se reconoce promueven el desarrollo del cancer (Rhee et al., 2011),
son enzimas basadas en cisteina que no requieren cofactores especiales para su
actividad, se encuentran intimamente ligadas a la regulacion de los procesos de
sefalizacion. El H202 es un segundo mensajero en muchos procesos de
sefalizacion incluyendo la sefializacion del factor de crecimiento, angiogénesis,
receptor tipo Toll y la sefalizacidbn de citoquinas. Los complejos activados de
NADPH oxidasa (Nox) son la fuente predominante del H20:2 relacionado con la
sefalizacion, es producido directamente (por ejemplo, por Nox4 y DUOXs) o a
través de la dismutacion del superdxido producido inicialmente. En la sefializacion
del factor de crecimiento, el H202 generado por Nox aumenta los niveles de las
formas activas de fosfotirosina de los receptores u otras proteinas de sefializacion,
al menos en parte inhibiendo tirosina fosfatasas. La oxidacién de Cys en el sitio
activo de fosfatasa es reversible, permitiendo que los tioles de Cys activos reducidos
se reformen y actien para "frenar" cascadas de fosforilacibn mediadas por cinasas
(Perkins et al., 2015).

Las peroxirredoxinas son pequefias proteinas de barrido (scavening) del H202, por
lo que podrian prevenir el desarrollo tumoral ya que la pérdida de Prdx1 en ratones
conduce a muerte prematura por cancer (Neumann and Fang, 2007), se ha sugerido
se debe a la interaccion con PTEN previniéndolo de la inactivacién inducida por la
oxidacion (Cao et al., 2009). En nuestro estudio la expresion de Prdx1 se encontrd
disminuida en casos de SSC en comparacion de tejido cervical sin lesion sin
embargo, las funciones de Prdx1 son complejas, actuando como un sensor redox y
transductor, siendo muy probable que el papel de Prdx1 varie con el tipo de célula,
el estimulo y otros factores. También se ha demostrado que actla como una
chaperona molecular con la capacidad de modular las acciones de numerosas
moléculas, un regulador de la transcripcién, o como un inmunomodulador, PRDX1
participa en la regulacion redox de las células y reduce los peroxidos con
equivalentes reductores proporcionados a través de la Trx, compuesto por NADPH,
Trx y TrxR, formando el sistema Trx con PRDXs. El gen PRDX1 esta mapeado en

el cromosoma 1p34.1y es un miembro de la familia peroxiredoxina que contiene un
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sitio consenso (Thr (90)-Pro-Lys-Lys) para la fosforilacion por quinasas
dependientes de ciclina. Se fosforila en Thr-90 durante la fase M, lo que conduce a
una disminucion de mas del 80% de la actividad enzimatica a través del sistema
Trx, su funcién se encuentra muy relacionada con otros tipos de Prdxs, PRDX2 se
localiza en el citosol y se encarga del barrido de ROS en el citosol, bloquea a Bax
que se encarga de regular la muerte celular por la inhibicion de la apoptosis celular.
PRDXS se localiza en la mitocondria y reduce el nivel de H202y protege a las células
de los dafios oxidativos. PRDX4 posee un péptido sefial hidrofébico N-terminal que
conduce a su secrecion de células y localizacion predominante en el reticulo
endoplasmico. PRDX5 reduce de manera similar reduce el H202 e hidroperoxidos
de alquilo actuando como antioxidante en diferentes tejidos en condiciones
normales y procesos inflamatorios a través del sistema Trx en los peroxisomas.
PRDX6 implicado en la regulaciéon redox de la célula puede reducir el H202 y la
cadena corta de acidos organicos, acidos grasos e hidroperéxidos de fosfolipidos.
PRDX6 desempefia un papel en la regulacién de la rotacién de fosfolipidos, asi

como en la proteccion contra lesiones oxidativas. (Park et al., 2016)

La funcién de Prdx 1 en cancer aun es controversial sin embargo, se considera que
tiene un papel dual, en primer lugar, el efecto antitumoral de PRDX1 esta bien
establecido en los canceres de mama. Varias evidencias sugieren que PRDX1
puede actuar como un supresor de tumores al interactuar con el oncogén c-Myc y
suprimir su actividad transcripcional, asi como proteger la funcién supresora del
tumor de la fosfatasa PTEN, probablemente debido a la presencia de una cisteina
sensible a ROS en el dominio catalitico. Por otro lado se ha encontrado un efecto
promotor en cancer de mama, carcinoma de células escamosas oral, cancer de
vejiga, cancer de pulmén, cancer de prostata, carcinoma hepatocelular, carcinoma
de células escamosas esofagico y cancer de pancreas. Estudios recientes han
demostrado que la sobreexpresion del ARNm de PRDX1 en el carcinoma de mama
humano se asocia con mayor grado tumoral y alta expresion de la proteina PRDX1
citoplasmica se correlacion6 con un mayor riesgo de recurrencia local después de
la radioterapia. PRDX1 aumenta la expresion del gen de la ciclooxigenasa (COX) -

2 mediada por p65 en células de cancer de mama humano deficientes en receptores
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de estrégenos (RE) (MDA-MB-231) y la reduccion de PRDX1 puede atenuar la
expresion de COX-2 reduciendo la transactivaciéon de NF-kB en células de cancer
de mama deficientes RE (Park et al., 2016).

Es probable que la Peroxiredoxin 1 en este estudio tenga un papel como supresora
de tumor, otros hallazgos parecen apoyar esta hipotesis, como el estudio de la
expresion de Prx | que se evaluo mediante inmunohistoquimica en 49 casos de
tejido de cérvix (12 de tejido normal, 9 de LEIBG, 8 de LEIAG y 20 de cancer
cervical). Los tejidos normales fueron negativos o moderadamente positivos para
mientras que en las lesiones los niveles de expresion de Prx | fueron negativos o
débilmente positivos. En cancer cervical, el 60% fueron sélo débilmente positivo
(Kim et al., 2009), otro estudio sugiere Prdx1l tiene un papel importante en la
quimioterapia coadyuvante, en células HelLa se elimind la expresién de Prxdl
provocando acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la activacion de
la proteina quinasa activada por mitdgeno dando como resultado una respuesta

aumentada a la B-lapachona (Zhang et al., 2016 a).

Las citoqueratinas (CKs), pueden participar en la regulacion del tamafio y la
proliferacion celular, ya que se han observado cambios en su expresion en tejidos
en diferenciacion, lesionados y metastasis. Aunque el mecanismo exacto aun se
desconoce, se ha comprobado que dos proteinas participan activamente, éstas
corresponden a la proteina — cinasa de mamiferos blanco de la rapamicina (mTOR,
mammalian target of rapamycin) y a la proteina 14-3-3 (Aquino-Pérez and Santa-
Cruz, 2008). Las CKs consisten en 20 polipéptidos bioquimicamente vy
antigénicamente diferentes con pesos moleculares de entre 40- 67 KDa y punto
isoeléctrico de pH of 4.9-7.8, se dividen en 2 subfamilias, en la primera encontramos
proteinas basicas de 52-67 KDa nombradas CK 1-8, y en la segunda proteinas mas
acidas y mas pequefias (40-56KDa) numeradas del 9 al 20. En este estudio
encontramos disminucién de la expresion de citoqueratina 5 (CK 5), la localizacién
de su gen se encuentra en 12q13.13, se encuentra principalmente expresadas en
la capa de células basales, de epitelios queratinizado y no queratinizado orales, en

el cual puede contener células madre, disminuye su expresidn en células

Expresion diferencial de proteinas inducidas por la
infeccion por el VPH-16 en cancer cervical Pagina 40



diferenciadas (Belaldavar et al., 2016). CK 5 se ha reportado como blanco del micro
RNA-196, el cual se ha encontrado sobreexpresado en casos de cancer de mama
y cancer de péancreas (Chen et al.,, 2011), esta regulacion podria explicar la
disminucién de CK5 en este estudio, en casos de cancer cervical con infeccion por

el VPH-16 en comparacion con tejido normal sin VPH-16.

En este estudio hipotetizamos que la alteracion de las proteinas esté relacionada
con la presencia de la infeccion por el VPH-16, debido a que estan relacionadas a
eventos importantes como hipoxia, transicion mesénquima epitelio, pérdida de la
diferenciacion celular y del control del ciclo celular, proliferacion y metastasis, sin
embargo, se ha reportado la disminucion o aumento de manera controversial por lo
que se sugiere continuar estudiando la expresion de estas proteinas en una

poblacién mayor y la relacion que existe con las oncoproteinas del VPH-16.
CONCLUSIONES

La prote6mica es una alternatativa para la idenificacion de nuevos potenciales
biomarcadores que podrian aumentar la eficacia en el diagnostico, tratamiento y
manejo de pacientes con lesiones precursoras y cancer cervical, En este estudio
encontramos la alteracién en la expresion de las proteinas Mimecan, Actin aortic
smooth muscle, Lumican, Peroxiredoxin-1, 14-3-3 protein, Alpha-enolase y Keratin
type Il cytoskeletal en 5 en casos de CCE cervicales con VPH-16 en comparacion
con casos de tejidos sin LEI sin VPH. Estas proteinas han sido implicadas en
procesos importantes en la carcinogénesis como hipoxia, transicion mesénquima
epitelio, pérdida de la diferenciacion celular y del control del ciclo celular,
proliferacion y metastasis e hipotetizamos que la alteracion en la expresion de estas
proteinas se encuentra relacionada a las oncoproteinas del VPH-16, sin embargo
aun es necesario realizar la evaluacion de la presencia de estas proteinas para
lograr un panel de biomarcadores que permitan aumentar la sensibilidad y
especificidad en la deteccion oportuna del carcinoma invasor de células escamosas.
Ademas hacen falta estudios sobre la relacién del incremento de su expresion,
distribucion y su relacién con el estadio del cancer cervical, asi como posibles

biomarcadores de diagndstico, pronostico y como blancos terapéuticos.
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VI. ANEXOS

ANEXO 1

Tabla 5. Abundancia relativa de Mimecan, Actin from aortic smooth muscle, Lumican,
Keratin, type Il cytoskeletal 5, Peroxiredoxin-1, alpha-enolase y 14-3-3 protein en cancer

comparado con tejido normal
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Tipo de cancer

Proteina Expresion aumentada Expresion disminuida
Mimecan [Mama, colon, pulmén, ovario, prostata, pancreas, gastrico,|Leiomiomas(Deckx et al., 2016)
cervical, vaginal, laringe, tiroides, tumores de pituitaria (Deckx
et al, 2018).
Lumican |Mama, colorectal, adenocarcinoma de pancreas, cervical,|Mama, prostata (Nikitovik et al., 2014)
pulmon, melanoma (Nikitovik et al, 2014). Carcinoma de
células escamosas cervicales (Sifaki et al., 2006)
a-SMA  |Células estromales de cancer de colon y de mama, células
HelLay SiHa (Yang et al., 2013; Bumrungthai et al., 2015)
14-3-3 Carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma y|Mama y gastrico (Dougherty and
sigma adenocarcinocarcinoma escamoso cervical (Sano et al., 2004) |Morrison, 2004), carcinoma de células
escamosas oral (Bhawal ef al., 2008),
cancer de ovario (Wang et al., 2008)
Alpha- |Cancer de pulmén y queratinocitos transfectados con vectores|Carcinoma de células escamosas de
enolase |retrovirales que expresan E6, E7 del VPH 16 (Merkley et al.,|cérvix (Bae et al., 2007)
2009), carcinoma ductal de mama invasivo (Lo Presti et al.,
2010), cancerde cabeza y cuello (Diaz-Ramos et al., 2012)
Prdx 1 Carcinoma de células escamosas orales, cancer de vejiga,|Cancer de mama (Park et al., 2016)
cancer de pulmén, cancer de prostata, carcinoma
hepatocelular, carcinoma de células escamosas esofagico,
cancer de pancreas y cancer de mama (Park et al., 2016)
Ckd Carcinoma urotelial de vejiga (Batavia ef al., 2014) Carcinoma de células escamosas vulvar

(Zhang et al., 2016 b)
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