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RESUMEN

Antecedentes. El cancer cervicouterino (CaCu) es un tipo de cancer con alta incidencia a
nivel mundial. Muchos casos son detectados en etapas avanzadas y actualmente no existen
biomarcadores para la enfermedad. Galectina-9 (Gal-9), codificada por el gen LGALS9, es
una proteina con diversas funciones esenciales intra y extracelulares, y su baja expresion
en tumores sdlidos se relaciona a un mal prondstico. A la fecha, no se ha descrito qué
factores pueden alterar su expresion. Las alteraciones epigenéticas, como cambios en la
metilacién del DNA y en la acetilacion de histonas, en promotores de genes clave han sido
descritos en los dltimos afios. Los cambios de expresion de Gal-9 y la determinacion de
alteraciones epigenéticas podrian ser Utiles para esta caracterizacion de biomarcadores,
asi como para entender los mecanismos que pueden estar modulando su expresion durante

la transformacién maligna.

Metodologia. La expresion de Gal-9 se determiné en lineas celulares derivadas de CaCu
(SiHa y HelLa) y en biopsias de pacientes con CaCu, por inmunodeteccién. El nivel de
metilacién del DNA en el promotor de LGALS9 se determind mediante tratamiento con
bisulfito del DNAg previamente aislado y posterior secuenciacién Sanger. La evaluacién de
las marcas activadoras en histonas H3K9ac y H3K14ac en la regién promotora de LGALS?9,
se realizé solo en las lineas celulares mediante un ensayo de inmunoprecipitacion de la
cromatina (ChIP). Ademas, se determind en las lineas celulares el estado de acetilacion
global de H3K9ac y H3K14ac.

Resultados. La expresion de Gal-9 en lineas celulares tumorales fue menor que en la linea
celular control HaCaT. Respecto a los patrones de metilacién del promotor de LGALS9, no
hubo diferencias que se relacionaran con la expresion de Gal-9. En las lineas celulares
tumorales se observé una disminucion estadisticamente significativa de las marcas H3K9ac
y H3K14ac en el promotor. La marca global H3K9ac fue menor en las dos lineas tumorales
respecto al control; y H3K14ac, solo en SiHa. El analisis de expresion de Gal-9 en pacientes
con CaCu permiti6 identificar dos grupos: Gal-9(+) y Gal-9(-). El analisis de metilacién del

promotor de LGALS9 no mostré diferencias entre estos dos grupos.

Conclusiones. Los bajos niveles de expresion de Gal-9 en SiHa y Hela se relacionan a la
disminucion de H3K9ac y H3K14ac en el promotor. Sin embargo, no se relaciona al estado
de metilacion. Los cambios globales de H3K9ac y H3K14ac podrian ser indicativos de
alteraciones en la expresion y/o la actividad de las enzimas HAT y HDAC. Los niveles de
expresion de Gal-9 en las muestras de pacientes no se relacionan con el estado de

metilacién en el promotor; es necesario evaluar el estado de acetilacion de histonas.
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1. ANTECEDENTES
1.1. Cancer cervicouterino

1.1.1. Epidemiologiay factores de riesgo

El cancer cervicouterino (CaCu) es uno de los tipos de cancer mas prevalentes a nivel
mundial. Se han detectado mas de medio millén de casos en el 2018 a nivel mundial, y mas
de 300,000 fallecimientos por esta enfermedad (OMS, 2018). Segun la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), la mayor prevalencia de CaCu existe en paises en vias de
desarrollo, donde se estima que el 90 % de las muertes ocurren en estos paises, incluyendo
México (Curado, M.-P. et al., 2007; OMS, 2018). En este ultimo, se ha determinado un
incremento de casos de CaCu en mujeres entre 26 y 29 afios, pero la mayor prevalencia
ocurre entre 30 y 59 afios; tres de cada 10 fallecimientos femeninos por cancer se deben a
CaCu segun las estadisticas de la INEGI en 2016 (INEGI, 2016).

Se ha descrito que el 99 % de los casos de CaCu se deben a una infeccién
persistente en el cérvix con algun genotipo del Virus del Papiloma Humano (VPH) de alto
riesgo, por lo que se conoce como el principal agente etiol6gico. Sin embargo, se han
descrito otros factores asociados al desarrollo de CaCu, algunos de los cuales favorecen a
la infeccion por VPH, tales como: estado inmunitario deficiente, maltiples parejas sexuales,
tabaquismo, mala alimentacién, multiparidad, uso prolongado de anticonceptivos orales,
inicio de la vida sexual a temprana edad y sin proteccién; la mayoria de los casos se
presentan entre los 20 y 64 afios. En la minoria de los casos se han descrito
predisposiciones genéticas (Chelimo, C. et al., 2013; OMS, 2018; Walboomers, J.M. et al.,
1999).

1.1.1.1.  Virus del Papiloma Humano (VPH)
Los VPH pertenecen a la familia Papillomaviridae. Existen aproximadamente 200 genotipos
de VPH y estos a su vez se clasifican en cinco géneros, de los cuales alrededor de 60
genotipos pertenecen al género Alphapapillomavirus; los VPH de este género pueden
infectar la zona anogenital (Concha, M., 2007; Fields, B. et al., 2013). Estos virus se
clasifican en funcién de su potencial oncogénico en VPH de alto riesgo y bajo riesgo. Los
de bajo riesgo se asocian con verrugas genitales y lesiones de bajo grado, de los cuales se
destacan los genotipos 6, 11, 42, 44. Por otro lado, los VPH de alto riesgo se asocian con
lesiones de alto grado y cancer, destacando a los genotipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59 y 68 (Fields, B. et al., 2013). Los VPH-16 y -18 son los mas prevalentes al
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causar mas del 70 % de los casos de este carcinoma (OMS, 2019). Se ha visto que el
genotipo 16 es causante de la mayoria de los carcinomas escamosos de cérvix, y el 18, de

los adenocarcinomas (clasificacion explicada mas adelante) (Doorbar, J. et al., 2015).

Los VPH son virus no envueltos, con una cépside icosaédrica y ADN de doble
cadena como material genético, de aproximadamente 7.5 a 8.0 kb (kilobases). Su genoma
se divide en tres regiones. La region temprana (E) contiene genes que codifican proteinas
reguladoras, transformadoras y replicadoras, como: E1, la cual posee actividad de helicasa
y participa en la replicacion viral; E2, como un factor de la transcripcion viral, E4,
participando en el ensamblaje y la liberacion de los viriones; y E5, E6 y E7, conocidas como
oncoproteinas virales. La region tardia (L) que contiene genes que codifican para proteinas
de la capside (L1 y L2). Y una region denominada Region Larga de Control (LCR, por sus
siglas en inglés) que no contiene ningln marco de lectura, pero esta conformada por el
origen de la replicacion del ADN asi como elementos importantes de control de la
transcripcion (Doorbar, J. et al., 2015; Fields, B. et al., 2013).

1.1.1.2. Oncoproteinas E6y E7

De las proteinas de los VPH de alto riesgo, a las que se les atribuye una mayor importancia
oncogeénica son las E6 y E7, ya que participan en la transformacion neoplasica de células
epiteliales infectadas. Estas proteinas interfieren con las funciones de las proteinas p53 y
la proteina del retinoblastoma (pRB) del ciclo celular, favoreciendo asi la proliferacion
neoplasica. Ademds, desencadenan algunos eventos como el abatimiento de la
diferenciacién celular, bloqueo de la apoptosis, inestabilidad cromosémica y causan
desregulacion transcripcional de genes (Chowand, L.T. & Broker, T.R., 2007).
Principalmente VPH-16 y 18 tienen potencial oncogénico al integrar su DNA al genoma de
la célula hospedera, expresando posteriormente E6 y E7, las cuales se describen como
proteinas virales en la transformacion primaria (Chowand, L.T. & Broker, T.R., 2007; Melo,
A. et al., 2003; Moody, C.A. & Laimins, L.A., 2010).

E6 es una proteina pequefia, constituida por 151 aminoacidos. Uno de los
mecanismos que tiene E6 en la propagaciéon de cancer es su capacidad de unirse a p53
mediante un complejo con la Proteina asociada a E6 (E6AP) con actividad ubiquitin ligasa,
provocando su degradacion por el proteosoma. Entre otros efectos, facilita la replicacién de
su ADN que seria bloqueado por p53, promueve la inmortalizacion celular al incrementar

los niveles de actividad de telomerasa (Moody, C.A. & Laimins, L.A., 2010; Nominé, Y. et
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al., 2006; Scheffner, M. et al., 1990). Por otro lado, la oncoproteina E7 ha sido relacionada
con la progresion tumoral al tener como blanco a la proteina pRB que controla la actividad
de los factores de transcripcion de la familia E2F. E7 facilita la fosforilacion y ubiquitinacion
de pRB al formar el complejo terciario E7/pRB/E2F, provocando su degradacién (Moody,
C.A. & Laimins, L.A., 2010). Ademas, estas oncoproteinas virales han sido implicadas en la
alteracion del epigenoma de la célula infectada al desregular la actividad y la transcripcion
de enzimas involucradas en procesos como la metilaciéon del DNA (DNA metiltransferasas,
o DNMTs) y algunas modificaciones de histonas (como las HATs, o Histonas
acetiltransferasas), como serd mencionado mas adelante. Dichas alteraciones contribuyen
a la progresion de la infeccion viral y a la progresion del CaCu (Duefias-Gonzalez, A. et al.,
2005; Durzynska, J. et al., 2017).

1.1.2. Clasificacion del CaCu
El cuello del Utero presenta diferentes epitelios (Fig. 1). El ectocérvix presenta un epitelio
escamoso estratificado: se conforma de la ldmina basal constituida por las células basales,
las cuales van diferenciandose en células parabasales, células del estrato intermedio y
células del estrato superficial; conforme se van diferenciando estas células, las células del
estrato superficial se descaman. El endocérvix presenta un epitelio columnar, cuyas células
conforman las glandulas secretoras de la mucosa cervical. La unién de ambos epitelios se
denomina “zona de transformacion” (Fig. 1A). De acuerdo a su origen histol6gico el CaCu
puede ser clasificado en carcinoma escamoso de cérvix, adenocarcinoma y carcinoma
adenoescamoso, (Fig. 1B) (OMS, 2018). Asi el “carcinoma escamoso de cérvix” se origina
en el ectocérvix; en algunos tumores de este tipo de carcinoma es posible detectar ciertas
estructuras de queratina, por lo que a su vez este puede ser clasificado en: carcinoma
escamoso de cérvix queratinizante o no queratinizante. El adenocarcinoma de cérvix es
originado en el endocérvix, con frecuencia en la zona de transformacion, se estima ser uno
de los mas agresivos (Schiffman, M. et al., 2007). Cuando existe presencia de ambos tipos
celulares, se habla de un carcinoma adenoescamoso. En cuanto a la incidencia de estos
tres tipos de tumores, aproximadamente el 80 % de los casos corresponden a tumores de
carcinoma escamoso de cérvix (Vizcaino, A.P. et al., 2000); mas del 10 % corresponden a
adenocarcinomas; y menos del 5 %, a los carcinomas adenoescamosos (OMS, 2018). Se
estima que los ultimos dos casos, en especial el adenocarcinoma, han aumentado sus cifras
en los dltimos afios. Aunque existen diferencias entre estos tres tipos de tumores por su

origen, las pacientes actualmente reciben el mismo tratamiento (UK, C.R., 2018). Sin
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embargo, recientemente se determin6 que hay grandes diferencias moleculares en estos
tipos de tumores (Network, C.G.A.R., 2017).

Tomando en cuenta que el carcinoma escamoso de cérvix es el tipo mas comun del
CaCu, y por lo tanto el més estudiado, existen dos clasificaciones que se utilizan para el
reporte de los estudios citol6gicos e histolégicos. La primera clasificacion y la mas antigua
utiliza la nomenclatura de Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) en: NIC-1 (NIC de bajo
grado), NIC-2 y NIC-3, siendo la primera la de menor grado de displasia, y la tercera donde
ser observa mayor displasia. Por la dificultad que muchas veces se presenta para
diferenciar NIC-2 de NIC-3, se han unificado como lesiones de alto grado (Martin, C.M. &
O’Leary, J.J., 2011). La segunda clasificacion y la que se utiliza actualmente es la siguiente:
lesiébn escamosa intraepitelial de bajo grado (LEIBG) y de alto grado (LEIAG) esta ultima
incluye a los carcinomas in situ. LEIBG y LEIAG son también conocidas como lesiones
precancerosas o premalignas (Fig. 1B) (Solomon, D. et al., 2002).

Actualmente existe una clasificacion propuesta por FIGO (International Federation
of Gynecology and Obstetrics), en el Comité de Ginecologia Oncoldgica, que describe la
evolucion de cualquiera de los tres tipos de tumores de CaCu (Oncology, F.C.0.G., 2014).

Esta clasificacién evalla la progresion de la enfermedad en 4 estadios:

e Estadio I: El carcinoma se encuentra estrictamente en el cérvix y solamente
es posible detectar invasiones hacia el estroma de manera microscopica
(inicialmente menos de 7 mm). A su vez, el estadio | puede subdividirse en
IA, 1AL, 1A2, IB, IB1 y IB2 segun se vaya dando el crecimiento del tumor
(varia desde los 7mm hasta 4 cm de invasion de células tumorales).

e Estadio Il: El carcinoma se ha extendido hacia regiones cercanas como el
Gtero, pero no aun hacia la pared pélvica o menos de la tercera parte de la
vagina. Puede subdividirse en IIA (alavez en 11Aly lIIA2 sila lesiobn es menor
0 mayor a los 4 cm), y en |IB cuando hay compromiso parametrial, pero ain
no en la pared pélvica.

e Estadio lll: ElI tumor se ha extendido hacia la pared pélvica, y puede
involucrar invasion a vagina (estadio IlIA) o algunos padecimientos
relacionados a falla renal (estadio 111B).

e Estadio IV: Extension del carcinoma mas alla de la pared pélvica, y la vejiga
y/o recto se encuentran invadidos (estadio IVA), o incluso otros 6rganos mas
distantes (IVB).
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Las pacientes con este tipo de carcinoma reciben un tratamiento especifico
dependiendo del estadio en el que se encuentren, y el prondstico que presentan. Estos
tratamientos pueden variar desde: histerectomia o0 conizacion, radio y quimioterapias
(Bhatla, N. et al., 2018; Bhatla, N. et al., 2019). Hasta el momento no es comun la utilizaciéon

de tratamientos dirigidos a un blanco en especifico.

A) Cuello uterino o cérvix

) T

Canal cervical ~
Orificio externo —

a. Endocérvix

Tipos de células b. Ectocérvix
Epitelio Epitelio
escamoso |

columnar

B

B) Normal " LEIBG . "LEIAG—— CaCu

Figura 1. Esquema del cérvix. A) Se muestra el cuello uterino y la identificacion de
endocérvix, ectocérvix y zona de transformacion. B) Se muestra un epitelio escamoso de
cérvix normal donde posteriormente se observan lesiones precancerosas, hasta
evolucionar al CaCu. En la parte inferior se muestran las células estromales (flecha en
negro), la lamina basal donde se ubican las células basales (flecha en verde), las células
parabasales (flecha en rojo), el estrato intermedio (flecha en amarillo) y el estrato superficial
(flecha en naranja). Las células basales se van diferenciando, dando lugar a las diferentes
capas del epitelio; mientras que las del estrato superficial se van descamando. Modificado
de Andnimo (2019).
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1.1.3. Diagnéstico

Uno de los primeros métodos que se desarrollaron para el diagnéstico oportuno del CaCu
fue la tinciébn de Papanicolaou o Pap test (Koss, L.G., 1989). Este método consiste en un
raspado de la region endocervical y ectocervical con un hisopo, cepillo citolégico o con una
espatula de Ayre. Posterior a realizar un extendido en la laminilla correspondiente, se
realiza una tincién de Papanicolaou. En caso de presentar alguna lesién precancerosa o
CaCu, se pueden observar alteraciones en la morfologia de las células que conforman el
epitelio del cérvix. Al detectar células anormales en el Pap test es recomendable la
realizacion de una inspeccion visual o colposcopia, la cual consiste en que el médico hace
una inspeccién en el cérvix utilizando un colposcopio, tras la aplicacion de &cido acético al
5 % en la zona cervical (Egede, J. et al., 2018; OMS, 2018). Estas pruebas mencionadas
son principalmente para determinar anormalidades en las células epiteliales del cérvix. Por
otro lado, la genotipificacion del VPH a partir de raspados cervicales por pruebas
moleculares ha sido de importancia para la deteccién de genotipos de alto riesgo (Meijer,
C.J. et al., 2006), que pueden también estar relacionados con los cambios morfolégicos en
estos tipos celulares. Sin embargo, para un diagnostico definitivo es importante la
realizacién de una biopsia en la zona aparentemente afectada para realizar un examen
histopatoldgico segun lo indica la NOM-014-SSA2-1994, vigente hasta la fecha (Salud, S.d.,
1994).

A pesar de que aparentemente existen varios métodos para la deteccidon temprana
de lesiones precancerosas del CaCu, muchos de los casos son detectados en etapas
avanzadas, una gran parte de estos casos son por desconocimiento de estas pruebas por
parte de la poblacion en general. Sin embargo, se han reportado muchos casos de falsos
negativos en la prueba de Pap que es la que se utiliza en los programas de tamizaje
(Castillo, M. et al., 2016; Philp, L. et al., 2018), lo que conlleva al desarrollo del CaCu al no
detectarse estas lesiones precancerosas (Suzuki, K. et al., 2017). Para las pacientes que
presentan CaCu, actualmente no se cuentan con marcadores tumorales o biomarcadores,

qgue nos permitan evaluar el prondéstico o el seguimiento de la enfermedad (progresion).

1.2. Galectinas y sus alteraciones en el cancer
Las galectinas son proteinas que pertenecen a la familia de las lectinas, también se conocen
como lectinas tipo-S. Estas proteinas pueden reconocer estructuras glicanicas a través de
Dominios de Reconocimiento a Carbohidratos (DRC), y son afines a estructuras que
contienen B-galactosidos en los N- y O-glicanos de diferentes glicoproteinas (Johannes, L.
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et al., 2018; Yang, R.-Y. et al., 2008). Estas proteinas pueden encontrarse de manera intra
y extracelular, cumpliendo una gran cantidad de funciones como sera explicado mas
adelante. Las galectinas han sido de interés en el estudio del cancer debido a que se han
descubierto algunas funciones relacionadas a la progresion del cancer, y a la modulacién
de la respuesta inmunitaria, incluyendo la vigilancia del sistema inmunolégico (Advedissian,
T. et al.,, 2015). Los cambios de expresion asociados a la transformacion maligna han

resaltado su importancia como biomarcadores tumorales (Balan, V. et al., 2010).

1.2.1. Familia de galectinas
Hasta la fecha se han descubierto 15 galectinas en mamiferos. Estas contienen uno o dos
DRC con aproximadamente una identidad de secuencia aminoacidica del 20 al 50 %, a
excepcion de la Galectina-12 que presenta una identidad menor al 20 % en comparacion
con los demas miembros, lo que les permite reconocer diferentes estructuras glicanicas
(Hirabayashi, J. et al., 2002). De acuerdo con sus caracteristicas estructurales, las
galectinas pueden dividirse en tres grupos: 1) Prototipo (Gal-1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14y 15),
que solo contienen un DRC; 2) Tipo quimera (Gal-3), conformado por un péptido rico en
prolina (Pro) y glicina (Gly) unido al DRC; 3) Repeticién en tandem (Gal-4, 6, 8, 9y 12), que
contienen dos DRC en el extremo N-terminal (N-DRC) y en el C-terminal (C-DRC), unidos
por un péptido de union o “linker”. Adicionalmente, pueden formar estructuras mediante
interacciones entre las mismas galectinas y patrones de glicanos reconocidos por estas
(Fig. 2) (Yang, R.-Y. et al., 2008). Las galectinas prototipo tienden a formar dimeros como
se muestra en la Fig. 2; Gal-3 de tipo quimera puede formar pentameros a través del péptido
adicional de su DRC; y las de repeticion tipo tandem pueden formar redes como las

prototipo formando homo- o hetero-multimeros (Miyanishi, N. et al., 2007).
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A. Prototipo

55

L5

C. Repeticién en tandem

Figura 2. Esquema de la familia de galectinas. Conformada por: A) Prototipo, B) Tipo quimera, y
C) Repeticion en tdndem. Del lado derecho, se observan las diferentes estructuras que pueden
formar al reconocer los respectivos glicanos. Modificado de Yang, R.-Y. et al. (2008).

1.2.2. Funciones de galectinas y alteraciones en su expresion en el cancer
A través del reconocimiento de diferentes glicanos y la conformacion de las estructuras de
la Fig. 2, las galectinas pueden estar involucradas en una gran cantidad de funciones.
Dentro de las funciones intracelulares citoplasmaticas, pueden participar en: la transduccion
de sefiales relacionadas al crecimiento, diferenciacion y sobrevivencia celular; y en el
nacleo participa en el splicing del pre-RNAm. Las galectinas cuyas funciones se han
descrito mas, son la Gal-1, Gal-3 y Gal-7. Por ejemplo, Gal-1 puede promover la
transformacion celular mediante la via de sefalizacion de RAS, al estabilizar las
interacciones entre RAS y su proteina efectora para hacer una activacion mas eficiente
(Hirbe & Gutmann, 2019). Ademas, puede favorecer la supervivencia celular al incrementar
los niveles de expresion del receptor CXCR4 (Hirbe, A.C. & Gutmann, D.H., 2019). Se ha
observado que Gal-3 esté relacionada con el arresto del ciclo celular en las fases G1 0 G2;

pero también se han descubierto funciones antiapoptoéticas, al proteger a la célula de
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sefales como la del receptor de muerte celular programada Fas (Liu, F.-T. et al., 2002).
Gal-7 cumple funciones proapoptéticas, al inducir muerte celular en respuesta a
irradiaciones o expresion de p53; esta relacion se observé en células de cancer colorrectal
(CRC) transfectadas con p53 en las que se induce la expresion de Gal-7 (Liu, F.-T. et al.,
2002). Las funciones extracelulares de las galectinas son también muy diversas. Las
galectinas carecen de péptido sefial y son sintetizadas en los ribosomas que se encuentran
en el citosol, por lo que su secrecidn es mediante una via no clasica. Aunque no se ha
descrito cOmo ocurre esta secrecion, se ha estimado que puede ser por translocacion
directa, por asociacién con endosomas tardios o microvesiculas (Popa, S.J. et al., 2018).
En principio, las galectinas extracelulares pueden mantener la adhesion entre célula-célula
y célula-MEC (matriz extracelular). Ademas, pueden modular vias de sefializacién al regular
la segregacion de receptores en la membrana celular; ambas funciones principalmente por
la conformacion de las estructuras que se muestran en la Fig. 2 (Rabinovich, G.A. et al.,
2007).

Considerando las funciones que las galectinas cumplen normalmente, se han
identificado algunas que pueden verse afectadas con los cambios de expresion que ocurren
durante la progresién del cancer. En la Fig. 3 se muestra una representacion de algunas
funciones anti y protumorales en las que pueden estar participando las galectinas cuando
presentan un aumento o disminucion en su expresion, dependiendo del tipo de célula que
las exprese (Vladoiu, M.C. et al., 2014). Las galectinas pueden llevar a cabo cierto papel
gue se ilustra en la Fig. 3. Es por esta razén que es muy complejo adjudicarle un papel en
especifico a las proteinas de la familia de galectinas, ya que su funciéon dependera no sélo
de su concentracion, sino también de su localizacion y tipo celular. Por ejemplo, Gal-1 es
una de las galectinas mas estudiadas y se ha reportado una relacién de esta proteina con
un papel predominantemente protumoral. Puede favorecer la apoptosis en células T con
funciones antitumorales (Kovacs-Sélyom, F. et al., 2010), mientras que en células de CaCu
inhibe este proceso, y favorece otros como la proliferacion celular y la invasion (Chetry, M.
et al., 2020). En CaCu, se ha estudiado que Gal-3 favorece procesos como proliferacion,
metastasis y angiogénesis; Gal-7 se ha relacionado con una disminucién de la proliferacion
en lineas celulares. Por otro lado, para Gal-9 los estudios en CaCu son limitados. Se ha
reportado que existe una disminucién en su expresion en biopsias de pacientes que puede
tener una relaciébn con un mal pronostico de la enfermedad (Wang, L. et al., 2018). Los
niveles elevados de expresion de Gal-1 y Gal-3 en pacientes con cancer por lo general se
relacionan con mal pronéstico; y otras galectinas como la Gal-7 y Gal-8 han sido propuestas

como biomarcadores de progresion y prondstico, respectivamente (Bartolazzi, A., 2018). El
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estudio de estas galectinas en los diferentes tipos de cancer ha permitido proponerlas como

blancos terapéuticos (Dings, R.P. et al., 2018).
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Figura 3. Efectos anti y protumorales de las galectinas en la progresién del céancer. Se
muestran los diferentes compartimentos celulares en los que pueden ejercer sus efectos (N: Ndcleo;
C: Citoplasma; M: Mitocondria; EC: Compartimentos Endosomoales; PM: Membrana plasmatica
interna). Las flechas en verde indican aumento en la expresién de las galectinas que se indican en
el texto posterior a la flecha; las flechas en rojo indican disminucién de la expresion de las galectinas
que se indican en el texto posterior a la flecha. Modificado de Vladoiu, M.C. et al. (2014).
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1.3. Gal-9
Gal-9 pertenece al subgrupo de galectinas de repeticion en tdndem. Por lo tanto, cuenta
con dos dominios de reconocimiento a carbohidratos, con una identidad de
aproximadamente 37 % en sus dominios N-DRC y C-DRC, lo que le permite reconocer
estructuras glicanicas con diferente afinidad (Hirabayashi, J. et al., 2002). Esta proteina es
codificada por el gen LGALS9, cuyo locus esta en el cromosoma 17gl1.2. Se han
identificado ocho variantes de RNAm del gen LGALS9, siendo este gen el que presenta
mas isoformas dentro de la familia de galectinas (Heusschen, R. et al., 2013). De estas
variantes, solo se ha evidenciado la expresién de tres isoformas proteicas: Gal-9LC
(isoforma larga), Gal-9D5 (isoforma mediana, carente del exdn 5) y Gal-9D5/6 (isoforma
corta, carente de los exones 5 y 6); las cuales pueden encontrarse de manera intra y

extracelular (Heusschen, R. et al., 2013).

1.3.1. Funciones de Gal-9

Las principales funciones de Gal-9 radican en las que se descubrieron en la familia de las
galectinas: extracelulares, como modulacién de vias de sefalizacién, y adhesion celular;
aungue menos descritas, las intracelulares en la transduccion de sefales y splicing del pre-
RNAmM. Su implicacién en estas funciones, conlleva a que estén involucradas en un gran
namero de procesos celulares, muchos de ellos descritos en funcion a la evolucién del
cancer (Chou, F.-C. et al., 2018). Al igual que las demas galectinas, Gal-9 puede ser anti y
protumoral, dependiendo del tipo celular que exprese esta proteina. Muchas de éstas estan
relacionadas con las vias de sefializacibn en las que participan. Por ejemplo, en
osteoblastos puede inducir proliferacién por la activaciéon de la via de sefalizacién c-
Src/ERK (Tanikawa, R. et al., 2008), mientras que en mieloma induce a apoptosis mediante
las vias JNK, p38-MAPK y de las caspasas (Kobayashi, T. et al., 2010).

En una revisién de Heusschen, R. et al. (2013), describieron diferentes papeles que
puede jugar Gal-9 en diferentes procesos en el cancer (Fig. 4). En apoptosis y control del
ciclo celular, Gal-9 induce a apoptosis en varios tipos celulares (lineas celulares de
melanoma, de linfocitos T y de leucemias). En células endoteliales tratadas con IFN-gamma
se puede inducir la expresion de Gal-9 y el arresto del ciclo celular. En procesos de
adhesion, migracion y metastasis, la expresion de Gal-9 en lineas celulares de melanoma
y cancer de mama permite la adhesion entre células, lo que disminuye la migracion y la

metastasis, al mantener la integridad en los tejidos. En el escape de la respuesta
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inmunoldgica, Gal-9 puede modular la actividad y funcion de diversas células del sistema
inmunitario. Se ha descrito que funciona como quimioatrayente para eosindéfilos, los cuales
cumplen funciones antitumorales en tumores sélidos. Aunque también se ha visto implicada
en la inmunosupresion mediada por linfocitos T reguladores, a través de la interaccion con
el receptor Tim-3. Por dltimo, esta proteina cumple funciones protumorales al estar
involucrada en angiogénesis, ya que es importante para la formacién de nuevos vasos

sanguineos junto con la Gal-1, Gal-3 y Gal-8.
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Figura 4. Representacion de las funciones de Gal-9 en los tumores sélidos. En la imagen del
lado izquierdo, Gal-9 puede encontrarse de manera intracelular en la modulacién de transduccion de
sefiales, mientras que de manera extracelular participa en la adhesién y como quimioatrayente de
eosindfilos. En el lado derecho, cuando las células cancerosas dejan de expresar a Gal-9 hay una
pérdida en la integridad del tejido, pérdida de vigilancia inmunolégica, y se favorecen otros procesos
como angiogénesis e invasion, donde solamente las células endoteliales expresan Gal-9. Modificado
de Heusschen, R. et al. (2013).
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1.3.2. Alteraciones en la expresion de Gal-9 en el cancer
La expresion de Gal-9 se encuentra alterada en muchos tipos de cancer. El primer tipo de
cancer en el que se describi6 esta proteina fue en el linfoma de Hodgkin donde se encontré
una alta expresion de Gal-9 (Tureci, O. et al., 1997) relacionada a eosinofilia, lo cual podria
ser de buen prondstico (Cyriac, S. et al., 2008). En cancer de mama se ha relacionado con
un papel antimetastasico, por lo que la expresion de Gal-9 se relaciona con un buen
prondstico en pacientes con esta enfermedad (Irie, A. et al., 2005; Yamauchi, A. et al.,
2006). En un modelo in vitro de células de cancer gastrico, se determin6 que la expresion
de Gal-9 suprime la proliferacion de éstas (Takano, J. et al., 2016). En relacién con
pacientes con este tipo de cancer, se ha visto que una disminucion o ausencia de Gal-9 en
tumores de cancer gastrico se relaciona a un mal prondstico (Jiang et al., 2013). En
carcinoma hepatocelular, se ha reportado que puede inducir a apoptosis en este tipo de
células in vitro e in vivo, y se estima un mejor prondstico en pacientes con esta enfermedad
(Fujita, K. et al., 2015; Zhang, Z.-Y. et al., 2012). En CaCu, son pocos los estudios que se
han publicado para Gal-9. Se ha reportado que esta galectina tiene menor expresion en el
CaCu en comparacion con tejido de cérvix sano, al igual que en lesiones premalignas: en
las LIEAG hay una tendencia a menor expresion que en las LIEBG (Liang et al., 2008).
Ademas, puede tener un valor pronéstico en las pacientes con CaCu, donde hay una
relacién con mayor sobrevida en pacientes con tumores positivos a Gal-9 en comparacion

con las que presentan tumores negativos a la expresion de la proteina (Punt et al., 2015).

1.3.3. Regulacion de la expresién de Gal-9

Los cambios de expresion de Gal-9 han sido descritos en diferentes tipos de céncer,
pero hay pocos estudios sobre los mecanismos que pueden estar regulando su expresion
durante la transformacion maligna. Por ejemplo, en una linea celular de cancer de higado
la transfeccién con miR-22 puede disminuir la expresion de Gal-9 (Yang, Q. et al., 2015).
Por otro lado, se sabe que citocinas como IFN-y son capaces de inducir la expresiéon de
Gale-9 en células endoteliales (Alam, S. et al., 2011). La regulacién de la expresion génica
ocurre a diferentes niveles, desde modificaciones en la estructura de la cromatina,
presencia o ausencia de factores de transcripciéon que modulan la actividad de un promotor
en un tipo celular determinado, la estabilidad de un RNAm o la regulacion negativa de la
traduccién mediante microRNAs, entre otros. El estudio de los mecanismos que modifican
la cromatina ha adquirido relevancia en los ultimos afios, ya que se han observado

alteraciones relacionadas con diferentes enfermedades, como el cancer.
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1.4. Mecanismos epigenéticos y sus alteraciones en el cancer
En un principio, la epigenética puede ser definida como el estudio de los mecanismos que
regulan la expresion génica mediante cambios fenotipicos hereditables sin involucrar
cambios en la secuencia del DNA; esto a través de modificaciones en la estructura de la
cromatina. Dentro del estudio del cancer, en los Ultimos afios se ha determinado que existen
alteraciones en los mecanismos epigenéticos en las células cancerosas, resaltando que
estos procesos son importantes en la transcripcion, reparacién de dafios al DNA y la
replicacion, entre otros (Dawson, M.A. & Kouzarides, T., 2012; Egger, G. et al., 2004). La
epigenética en el cancer ha pasado a ser de interés clinico, debido a que su estudio nos
permite caracterizar biomarcadores epigenéticos para la deteccion temprana del cancer, la
prediccion de la respuesta a tratamientos y para la evaluacion del pronédstico de los
pacientes (Diaz-Lagares, A., 2018), incluyendo el CaCu (Duefias-Gonzélez, A. et al., 2005).
Por otro lado, se han identificado blancos terapéuticos basados en el estudio del epigenoma
de la célula cancerosa (Dawson, M.A. & Kouzarides, T., 2012). Estos mecanismos
epigenéticos pueden regular la estructura de la cromatina mediante: metilacion del DNA,

modificaciones de histonas y por accién de los complejos remodeladores de la cromatina.

1.4.1. Metilacién del DNA

1.4.1.1. Definicion y mecanismo de accidn

La metilacion del DNA es una de las primeras modificaciones epigenéticas descritas y la
mas estudiada. En el proceso de la metilacion se adiciona un grupo metilo en una citosina
en sitios CpG (Fig.5). Es una modificacion sumamente ligada a la regulacién de la expresion
génica, observandose que en el 60 % de los promotores los sitios CpG conforman las islas
CpG en mamiferos (Allis, C.D. et al., 2007) como sera explicado mas adelante. Estos sitios
CpG se encuentran en el surco mayor de la doble hélice del DNA, donde por lo general son
regiones de union a factores de la transcripcion (FT) (Wade, P.A., 2001). Por lo tanto, la
metilacién del DNA puede evitar la union de estos FT y, a su vez, permite el reclutamiento
de otras proteinas que se encargan de detectar estas modificaciones para ejercer otras
funciones como el reclutamiento de complejos remodeladores de la cromatina y modificar
la estructura de la cromatina (Blackledge, N.P. & Klose, R., 2011; Leighton, G. & Williams
Jr, D.C., 2019).
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Una de las técnicas mas utilizadas para comprobar el estado de metilacion en ciertas
regiones es el tratamiento con bisulfito. La reaccion con bisulfito consiste en una
desaminacion del grupo funcional posicionado en el carbono 4 de las citosinas, a excepcién
de las 5mC, donde el grupo metilo se encarga de proteger al grupo amino por lo gue no se
realiza ninguna modificacion. Para analizar si existen sitios con metilacion en el DNA se
pueden realizar secuenciaciones de Sanger o NGS (New Generation Sequencing)

posteriores al tratamiento con bisulfito (Xi, Y. & Li, W., 2009).

La reaccién de adicion de grupos metilo a las citosinas es catalizada por una familia
de enzimas llamadas DNA metiltransferasas (DNMT). Hasta el momento se han identificado
dentro de esta familia cinco enzimas: DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B y DNMT3L. La
DNMT1, también conocida como DNMT de mantenimiento, se encarga de adicionar grupos
en el DNA hemimetilado. Esta funcion es importante en la replicacion del DNA por ser un
proceso semiconservativo; basandose en el patrén de metilacioén en una de las cadenas, la
DNMT1 agrega grupos metilo en la hebra complementaria (Edwards, J.R. et al., 2017).
Ademas, su funcidn es importante en algunos mecanismos de reparacion de dafios al DNA
(Mortusewicz, O. et al., 2005; Schar, P. & Fritsch, O., 2011). La DNMT1, ademas de poseer
un dominio catalitico, tiene un dominio regulador que difiere de las demas DNMTs
denominado dominio PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) que actia como un factor
de procesividad en el DNA, al igual que la DNA polimerasa & en células eucariontes
(Vilkaitis, G. et al., 2005). Por otro lado, la DNMT3A y la DNMT3B se conocen como DNMT
de novo al crear nuevos patrones de metilacién en sitios CpG; por esta razén, estdn mas
involucradas en el silenciamiento de la expresion de los genes en diferentes etapas del
desarrollo (Smallwood, S.A. & Kelsey, G., 2012). Ambas son estructuralmente similares, sin
embargo, se ha reportado que difieren en su preferencia por ciertas secuencias consenso
en su sitio regulador para realizar la metilacién de novo (Oka, M. et al., 2006; Wienholz, B.L.
et al.,, 2010). La DNMT2 habia sido poco estudiada debido a que solamente esta
conformada por un dominio catalitico (Allis et al., 2007). Sin embargo, recientemente se
encontr6 que ademas de su actividad DNMT también esta implicada en procesos de
metilacion del RNA, descubriéndose primero en ciertos tipos de RNAt (Jeltsch, A. et al.,
2017; Schaefer, M. & Lyko, F., 2010). Por ultimo, a la DNMT3L no se le ha atribuido una
funcibn como metiltransferasa, sino como un factor estimulante de la metilacion del DNA al
actuar en conjunto con la DNMT3A y DNMT3B en la modulaciéon de patrones de la
metilacién (Wienholz, B.L. et al., 2010). Las DNMTs realizan la metilacion del DNA en tres
pasos: 1) hacen un giro de 180° a la citosina, 2) transfieren el grupo metilo en la posicion 5

de la citosina a partir de una molécula de SAM (S-adenosil metionina), convirtiéndola en
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SAH (S-adenosil homocisteina), y 3) la citosina metilada es colocada en su lugar de origen.
En este punto, la citosina recibe el nombre de 5-metilcitosina (o 5mC) (Klimasauskas, S. et
al., 1994; Ponnaluri, V.C. et al., 2018; Wu, J.C. & Santi, D., 1987).

La metilacion del DNA es una reaccion reversible catalizada por las enzimas
hidroxilasas de translocacion 10-11 (TET, Ten-Eleven Translocation, por sus siglas en
inglés), también denominadas como dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato (2-
OGDD, 2-oxoglutarate-dependent dioxygenases). Reciben este nombre debido a que en
pacientes con leucemia mieloide aguda encontraron una translocacion t(10;11)(q22;923)
gue hibrida al gen MLL (Leucemia de Linaje Mixto) con TET1 (Lorsbach, R. et al., 2003). La
familia de las TETs est& conformada por la TET1, TET2 y TET3, que comparten similitudes
en el dominio catalitico al poseer sitios de unién a Fe(ll) y 2-OG; por lo tanto, su actividad
es dependiente de la presencia y union de estos factores (Koivunen, P. & Laukka, T., 2018;
Tan, A.Y. & Manley, J.L., 2009). Tienen sitios de unién a 5mC, y llevan a cabo reacciones
de oxidacion hasta llegar a sus productos oxidados: 5-hidroximetilcitosina (5hmC) como
primer producto; y 5-formilcitosina (5fC) y 5-carboxilcitosina (5caC), como productos

subsecuentes.

Las TET modulan la desmetilacion del DNA de manera “pasiva” y “activa”. La
primera via hace referencia a la pérdida de sitios metilados a través de procesos como
divisién celular, recibiendo el nombre de “dilucion de 5mC dependiente de la replicacion”.
Esto se debe a que las TET actian en una de las dos hebras del DNA para catalizar la
reaccion de 5mC a 5hmC, y posteriormente en la replicacion del DNA los patrones de
metilacion en 5mC solo se conservan en una sola cadena (Rasmussen, K.D. & Helin, K.,
2016). Esta desmetilacion es caracterizada por la acumulacién del primer producto 5ShmcC.
Por otro lado, la desmetilacién activa del DNA se caracteriza por un reemplazo de 5mC y
las formas oxidadas de la misma. Uno de los mecanismos propuestos es por la accién de
la timina DNA glicosilasa (TDG) que forma parte del mecanismo de reparacion del DNA por
escision de bases (Wu, H. & Zhang, Y., 2014). Se ha visto efecto de la TDG sobre 5fC y
5caC, pero no sobre 5hmC, por lo que es necesario una modificacién progresiva por las
TET hacia 5hmC para llevar a cabo la desmetilacion activa del DNA, como se muestra en
la Fig. 5 (Rasmussen, K.D. & Helin, K., 2016).
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Figura 5. Mecanismo de metilacibn del DNA. Representacion de un gen
transcripcionalmente activo donde se muestra hipometilacion en la regiéon promotora
caracteristica de estos genes, patrones de metilacién en el cuerpo del gen (en especial en
exones) y en la parte inferior una representacion del proceso de metilacion y desmetilacién
del DNA. C: Citosina. 5mC: 5-metilCitosina. 5hmC: 5-hidroximetilcitosina. 5fC: 5-
formilcitosina. 5CaC: 5-carboxilcitosina.

En el mecanismo de la metilacion del DNA es de suma importancia la participacion
de un grupo de proteinas encargadas de detectar los patrones de metilacién en el genoma.
Estas proteinas pertenecen a la familia con dominio de unién a metilo (MBD, Methyl-Binding
Domain). En un principio se identificé un complejo proteico denominado Proteina 1 de unién
a metil-CpG (MeCP1, Methyl-CpG-Binding Protein 1) (Meehan, R.R. et al., 1989). Después
se identific6 de manera individual a la MeCP2. Esta proteina se ha relacionado con la
remodelacién de la cromatina en la formacioén de heterocromatina principalmente, y se ha
reportado que puede reconocer 5mC y 5hmC. Posterior al descubrimiento de la MeCP2, las
siguientes proteinas MBD caracterizadas fueron nombradas como MBD1 hasta MBD6. Las
MBD1-4 reconocen 5mC de manera preferencial, y las MBD2 y MBD3 también reconocen
5hmC, pero con menor afinidad (Du, Q. et al., 2015). Cada una de estas proteinas cumplen
funciones especificas al reconocer patrones de metilacién. Por ejemplo, la MBD3 por lo
general se encuentra como componente del complejo Desacetilasa y remodelador del
nucleosoma (NuRD, Nucleosome Remodeling and Deacetylase complex) que participa en
la represion transcripcional (Loughran, S.J. et al., 2017; Yildirim, O. et al., 2011); la MBD4

tiene un dominio glicosilasa (T-DNA glycosylase) que cumple un rol en la reparacion del
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DNA cuando este se encuentra hemimetilado durante la replicacion, removiendo timinas al
tener interacciones timina-guanina en lugar de citosina-guanina (Zhang, W. et al., 2011;
Zhu, B. et al., 2000). De igual manera se encuentran las proteinas SETDB1/2 que ademas
de su dominio MBD, cuentan con un dominio SET que les confiere la actividad de
metiltransferasa de histonas en residuos H3K9 (Lys9 de la histona H3), relacionado con la
represion de la expresion génica (Ichimura, T. et al., 2005; Loyola, A. et al., 2009). Por
ultimo, se han caracterizado las BAZ2A y B que ademas del dominio MBD cuentan con un

bromodominio, permitiéndoles unirse a residuos de histonas acetiladas (Du, Q. et al., 2015).

1.4.1.2. Dinucleotidos e islas CpG

Como se mencioné anteriormente, la metilacion del DNA ocurre en citosinas que se
encuentran en sitios o dinucleétidos CpG. También se ha reportado que existen ciertas
secuencias consenso a las que las DNMTs son afines para llevar a cabo la reaccién de
metilacién de citosinas (Wienholz, B.L. et al., 2010). Estos sitios para metilaciébn se
encuentran distribuidos principalmente en regiones satélites del DNA, transposones,
regiones intergénicas, exones y, de manera muy importante, en promotores. En este ultimo
punto, la metilacién del DNA cumple una funcién importante al ser uno de los reguladores
de la expresién génica, es decir, al haber una hipermetilacién en promotores hay una
estrecha relacién con represion transcripcional; contrariamente, cuando hay hipometilacion.
Debido a esto se estima que, en procesos evolutivos, se ha acumulado la concentracion de
dinucleétidos CpG en promotores de algunos genes recibiendo el nombre de “islas CpG”
(Antequera, F., 2003; McLain, A.T. & Faulk, C., 2018; Su, Z. et al., 2016).

Aproximadamente el 60 % de los promotores en el genoma humano presentan islas
CpG, cuyas caracteristicas principales son: 1) mas del 50 % de la regién tiene alto contenido
de GC (aunque esto puede variar segun lo reportado por Yu, N. et al. (2017)), y 2) son
regiones mayores a 200 pb. La mayoria de los genes constitutivos presentan esta
caracteristica en sus promotores. El 40 % de los promotores restantes carecen de islas
CpG y la metilacion del DNA solo ocurre en dinuclettidos CpG, o regiones pequefias
llamadas cajas GC. La mayoria de los genes inducibles presentan esta caracteristica en
sus promotores. (Saxonov, S. et al., 2006). La presencia de metilacion en estos promotores
regula la expresion de estos genes (Deng, G.-F. et al., 2011; Miyajima, A. et al., 2009). La
repulsion de unién de FT a regiones promotoras es clave en la expresion génica, por
ejemplo, Spl es un FT que se encuentra involucrado en la regulacion de la expresion génica
de muchos genes relacionados a procesos de crecimiento celular, diferenciacion, apoptosis
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e incluso carcinogénesis (Chu, S., 2012; Vizcaino, C. et al., 2015). Algunas cajas GC juegan
un papel importante como elementos de respuesta a Spl, por lo que es conocido que la
metilacidén del DNA en estas regiones impide la union de este FT y, por lo tanto, hay relacion
con supresion transcripcional (Clark, S.J. et al., 1997; Gong, J. et al., 2019; Jiang, D. et al.,
2018). Sin embargo, se ha reportado lo contrario con Ap-1. Este es un complejo dimérico
gue puede estar formado por las proteinas de las familias Jun, Fos, ATF y MAF en forma
de cierres de leucinas. El complejo de Ap-1 c-Jun/c-Fos puede responder al mismo
elemento de respuesta de GCN4 que se denomina TRE (TPA-responsive element), el cual
se ha relacionado con proliferacién, sobrevivencia, diferenciacion y transformacién celular
cuando Apl se encuentra unido al elemento. Sin embargo, la funcién depende del tipo
celular y su estado de diferenciacion, debido a que en otros estudios indican que puede
relacionarse con la supresion de formacién de tumores (Eferl, R. & Wagner, E.F., 2003). En
cuanto a su relacion con la metilacion del DNA, se ha reportado que ademas de unirse a

TRE, tiene afinidad por ciertas secuencias de DNA metiladas (Gustems, M. et al., 2014).

1.4.1.3. Alteraciones en la metilacién del DNA en el cancer
Dentro de las anormalidades que se describen en las células cancerosas, la metilacion
aberrante del DNA es una de las alteraciones clave para la transformacion de éstas. En
tumores en general, se han descrito dos fendmenos relacionados a la metilacién aberrante
del DNA: hipometilacion global e hipermetilacion regional del DNA (Klutstein, M. et al.,
2016). La hipometilacion global del DNA hace referencia a la pérdida de patrones de
metilacion en el genoma en general, resultando en inestabilidad gendémica al permitir
translocaciones de transposones y rearreglos de la cromatina (Klein Hesselink, E.N. et al.,
2018). También se ha reportado una asociacién con la expresion de oncogenes (Van
Tongelen, A. et al., 2017). La hipermetilacion regional del DNA es el segundo fenémeno
relacionado a metilacion aberrante del DNA, y se refiere principalmente a hipermetilacion
en promotores de genes clave como los genes supresores de tumores, como se ha
reportado en distintos tipos de cancer como: cancer de mama (Rauscher, G.H. et al., 2015;
Zhang, J. et al., 2017), pancreatico (Henriksen, S.D. et al., 2017) y colorrectal (Berman, B.P.
et al., 2012). Los cambios en la metilacion del DNA en el cancer han sido de importancia
clinica debido a su potencial como biomarcadores tumorales en diferentes tipos de cancer
(Micevic, G. et al., 2017; Tahara, T. & Arisawa, T., 2015; Tang, Q. et al., 2016), pudiéndose

utilizar diferentes tipos de muestra (dependiendo del tipo de cancer) como: tejidos fijados
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con formalina y embebido en parafina (FFPE, por sus siglas en inglés), sangre periférica,

saliva, orina, entre otros (Pan, Y. et al., 2018).

Finalmente, la metilacion aberrante del DNA en el cancer es una alteracion mediada
por cambios de expresion de las DNMTs. Se han reportado mutaciones, por ejemplo, en
DNMT1 en céncer colorrectal causando una pérdida de su actividad catalitica y, por
consecuencia, alteraciones en los patrones de metilacion global (Kanai, Y. et al., 2003). Sin
embargo, muchos de los cambios de expresion se deben a polimorfismos en la regién
promotora que modifican su expresién, como se ha reportado para la DNMT3A en cancer
géstrico (Fan, H. et al., 2010). Al tener en cuenta estas alteraciones, se han propuesto a las
DNMTs como principales blancos terapéuticos que incluso ya se estan probando en
muchos tipos de cancer junto con las terapias convencionales (Brueckner, B. & Lyko, F.,
2004; Zhou, Z. et al., 2018).

1.4.1.4. Metilacion aberrante del DNA en el CaCu
En una clasificacién molecular propuesta por la TCGA (The Cancer Genome Atlas), se hizo
una caracterizacion de patrones de metilacion del DNA en islas CpG en CaCu. Al final, se
propusieron tres grupos basandose en su nivel de metilacion en las islas CpG denominado
CIMP (CpG island methylator phenotype): CIMP-alto, CIMP-medio y CIMP-bajo. CIMP-bajo
coincide con el perfil de expresién de genes que participan en la Transicién Epitelio-
Mesénquima (EMT, por sus siglas en inglés), mientras que los CIMP-alto coinciden con la
mayoria de muestras positivas a adenocarcinoma (Network, C.G.A.R., 2017). De este
estudio se puede resaltar que las alteraciones en patrones de metilacion del DNA se

encuentran presentes en los diferentes tipos de CaCu.

Como se mencion6 anteriormente, estos cambios en la metilacién del DNA se deben
a su vez a las alteraciones en la expresion de las DNMTs. Lo mismo se puede suponer en
el CaCu. Aunque no hay reportes sobre mutaciones o polimorfismos de las DNMTs en el
CaCu. Durzynska, J. et al. (2017) describieron que muchas de las alteraciones en la
expresion y/o actividad de las DNMTs son resultado de la accion de las oncoproteinas E6
y E7 del VPH, principalmente de genotipos de alto riesgo. E6 del VPH-16 induce
indirectamente la expresion de la DNMT1, al llevar a cabo la degradacién de p53 ya que no
puede unirse directamente a la DNMT1 (Yeung, A. et al., 2010); mientras que E7 puede
unirse directamente a la DNMT1 e inducir su actividad (Burgers, W.A. et al., 2007). En

cuanto a las DNMTs de metilacion de novo, se ha estudiado que la presencia de E7 del
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VPH-16 incrementa la expresion de la DNMT3A (Laurson, J. et al., 2010); y E7 del VPH-18,
la de la DNMT3B (Leonard, S.M. et al., 2012).

1.4.2. Modificaciones de histonas

Las histonas son proteinas de bajo peso molecular, con carga altamente positiva y su y
participan en la compactacion del DNA. Estas proteinas se nombran como: H2A, H2B, H3
y H4 (sin tomar en cuenta las variantes de la H2A y H3). Al interaccionar dos dimeros de
H2A y H2B con un tetrdmero de H3 y H4, se conforma una unidad llamada octamero de
histonas. Cada octamero es capaz de enrollar 146 pb de DNA, y hay una distancia de 54
pb (denominado DNA de unién) entre cada octamero; el complejo de octamero de histonas
y DNA enrollado se denomina como “nucleosoma”, que a su vez son las unidades
estructurales que conforman la cromatina. Cada histona que forma parte del nucleosoma
puede sufrir ciertas modificaciones postraduccionales, o simplemente “modificaciones de
histonas”, que van a ser de importancia en la modificacién de la estructura de la cromatina.
Estas modificaciones pueden ocurrir en los residuos mas cercanos al extremo N-terminal,
también conocidos como “cola de histonas”, aunque hay algunas modificaciones que

ocurren mas lejanas casi en el cuerpo del octamero (Lodish, H. et al., 2008).

Hasta la fecha se han descrito distintas modificaciones que pueden ocurrir en las
colas de las histonas principalmente. Las mas conocidas son: metilacion, acetilacion,
fosforilacion, ubiquitinacién y sumoilacion. Aunque con el tiempo se han descrito mas
marcas como: ADP-ribosilacion, algunas derivadas de la acetilacion (crotonilacion,
propionilacion, butirilacién, formilacion, hiroxilacién), O-GlcNacilacion (Chen, Q. et al.,
2013), serotonilacion (Farrelly, L.A. et al., 2019), lactilacion (1zzo, L.T. & Wellen, K.E., 2019),

entre otras.

Con la ayuda de otras modificaciones epigenéticas, como la metilacion del DNA y
complejos remodeladores de la cromatina, la estructura de la cromatina puede cambiar en
funcion a las modificaciones de las histonas y esto depende de la marca que se encuentre
presente en la cola de las histonas, y la posicién que ocupe en la misma region. Por ejemplo,
se han caracterizado algunas marcas en histonas relacionadas a la formacion de
heterocromatina (cromatina compactada o fibra de 30 nm) que no permite la transcripcion
génica: algunas formas mono, di y trimetiladas de H3K9me, H3K27me y H4K20me,
ubiquitinacién de H2AK119Ubi y sumoilacion, son ejemplos de este tipo de marcas

“represivas”. Por otro lado, hay algunas marcas de histonas relacionadas a la formacion de
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eucromatina (cromatina relajada, o fibra de 11 nm): formas mono, di y trimetiladas de
H3K4me, H3K36me y H3K79me, H2BK123Ubi, y marcas de acetilacién (H2A, H2B, H3 y
H4), son ejemplos de este tipo de marcas “activadoras” (Allis, C.D. et al., 2007). En muchos
casos, la presencia de distintas marcas de histonas en nucleosomas adyacentes a cierta
region del genoma pueden influir en estos cambios en la cromatina; esto es a lo que se le
denomina “teoria del cédigo de histonas” (Fischle, W. et al., 2015). Para el desarrollo de

este proyecto, nos enfocaremos especificamente en las marcas de acetilacion en histonas.

1.4.2.1. Acetilacion de histonas

La acetilacion de histonas es una de las modificaciones de histonas mas comunes en genes
transcripcionalmente activos y esta altamente relacionada con la eucromatina. Esta
modificacion inicia con la adicién de un grupo acetilo en residuos de lisina (Lys o K) que
ocurren en las colas de las histonas principalmente de la H3, aunque también hay residuos
acetilados en H2A, H2B y H4. A diferencia de otras marcas como la metilacion, la acetilacién
se caracteriza por causar una neutralizaciéon de las cargas positivas de las histonas, y
reduce la fuerza de unién de esta carga con la carga negativa del DNA originada por los
grupos fosfatos. Esto provoca que exista un rearreglo del DNA que se encuentra alrededor
del octdmero de histonas, y causa una ligera descompactacién de los nucleosomas, dando
lugar a la eucromatina (Allis, C.D. et al., 2007; Eberharter, A. & Becker, P.B., 2002). Otro
de los efectos de la acetilacion de histonas es el reclutamiento de proteinas; por ejemplo,
proteinas del complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF que poseen bromodominios
(dominio de reconocimiento de residuos de histonas acetilados) con los que pueden
interaccionar para ejercer su funcién en la descompactacion de la cromatina (Ribeiro-Silva,
C. et al., 2019). Hay una estrecha relacion entre la presencia de acetilacion en las colas de
histonas de H3 con cambios en la transcripcion, en especial los residuos H3K9ac y
H3K14ac que son activadores de la transcripcion y se localizan adyacentes a los
promotores, como se describird mas adelante. Sin embargo, estos cambios también son
importantes durante la replicacion del DNA, donde se han reportado mas cambios de
acetilacion globales en H4 durante la fase S del ciclo celular, con una desacetilacién en

regiones de heterocromatina durante la fase G2 (Jasencakova, Z. et al., 2001).

La acetilacion de histonas es una modificacion catalizada por las enzimas
denominadas HAT (Histona Acetiltransferasas) o KAT (por su actividad sobre Lys), y tienen
en comun la capacidad de catalizar esta reaccion a partir de la transferencia del grupo
acetilo de la acetyl-CoA. Estas proteinas se dividen en seis grandes familias con sus
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respectivos subtipos (Tabla 1). El nombre de cada familia fue asignado segun la funcion en
las que estan involucradas, a excepciéon de las GNAT, MYST y p300/CBP. GNAT es una
familia de HATs con actividad sobre H3 y H4, cuentan con un bromodominio para reconocer
lisinas acetiladas, y se han relacionadas con activacién transcripcional, reparacién del DNA
y ensamblaje de la cromatina (Salah Ud-Din et al., 2016). MYST puede presentar un
cromodominio (dominio organizador de cromatina, por sus siglas en inglés) que reconoce
lisinas metiladas (Wapenaar, H. & Dekker, F.J., 2016). Por ultimo, la familia p300/CBP son
coactivadores transcripcionales que poseen un bromodominio y un dedo de zinc PHD
(Homodominio de Plantas) involucrados en la regulacién transcripcional. Estas proteinas
pueden estar involucradas en vias de sefializacion como la Wnt (Li, J. et al., 2007), y en la
acetilacion de otras proteinas como p53 (Brooks, C.L. & Gu, W., 2011); ademas de la
actividad HAT, pueden catalizar la crotonilacion para una mayor tasa transcripcional
(Sabari, B.R. et al., 2015). Esta es también una reaccion reversible por accion de las
Histonas Desacetilasas (HDACS), que se encargan de remover el grupo acetilo del residuo
de Lys (Fig. 6). Existen cinco subgrupos en la familia de las HDACs: clase | (HDACL1, 2, 3y
8), clase lla (HDAC4, 5, 7 y 9), clase lIb (HDAC6 y 10), clase Ill (SIRT1-7) y clase IV
(HDAC11); las cuales estan clasificadas de acuerdo a su homologia con la histona
deacetilasa Rpd3 de levadura. De estas enzimas, las de clase | son ubicuas, mientras que
las demas clases son tejido especificas (Gregoretti, I. et al., 2004; Witt, O. et al., 2009).

Heterocromatina co Eucromatina

Figura 6. Mecanismo de acetilacién de histonas. La ausencia del grupo acetilo (Ac) se relaciona
con la conformacion de la heterocromatina; la presencia de Ac se relaciona con la eucromatina.
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1.4.2.1.1. Acetilacion en H3K9ac y H3K14ac

Tanto H3K9ac como H3K14ac son marcas activadoras de acetilaciébn que se encuentran
predominantemente en genes activos. Las proteinas como TAF1 y BDF1 pueden formar
parte del complejo TFIID, necesario para dar inicio a la transcripcion, reconocen estas
marcas para llevar a cabo su funcién (Allis, C.D. et al., 2007). Este tipo de regulacién de la
expresion génica puede ser inducido desde distintos puntos. Por ejemplo, H3K9ac esta
presente en promotores activos junto con hipometilacion del DNA regional (Li, C. et al.,
2019); una hipoacetilacibn H3K9ac repercute en la disminucion de la expresion génica
(Banerjee, A. et al., 2017). Ademas, esta marca esta implicada en respuesta a la expresion
de genes relacionados al estrés fisioldgico en modelos de plantas (Du, Z. et al., 2013; Hu,
Y. et al., 2012), en la diferenciacion de células troncales pluripotentes (Cui, P. et al., 2020),
en la regulacion del reloj circadiano (Takahashi, J.S., 2015), y puede alterarse de manera
global en respuesta a dafio en el DNA (Tjeertes, J.V. et al., 2009). La marca de acetilacion
H3K14ac también esta implicada en otros procesos. Por ejemplo, el complejo remodelador
de la estructura de la cromatina (Rsc, Remodel the Structure of Chromatin) en levaduras
detecta esta marca por interaccion con su bromodominio y participa en la reparacion del
dafio al DNA (Chen, G. et al., 2020; Duan, M.-R. & Smerdon, M.J., 2014; VanDemark, A.P.
et al., 2007), y en la activacion de los origenes de la replicacion durante la fase S del ciclo
celular (Feng, Y. et al., 2016). La alteracién en estas marcas de manera global ha sido
reportada en diferentes tipos de cancer, ya que repercute en la expresion de genes
relacionados con la progresion tumoral lo que resalta la importancia de su estudio en el

cancer.

39



Tabla 1. Familia de HATs. Modificado de Wapenaar, H. y Dekker, F.J. (2016).

KAT1 HAT1
HAT4 NAAG0O

KAT2A Gens

KAT2B PCAF

KAT5 TIP60

KAT6A MOZ, MYST3
KAT6B MORF, MYST4
KAT7 HBO1, MYST2
KATS MOF, MYST1
KAT3B p300

KAT3A CBP

KAT4 TAF1, TBP

KAT12 TIFIIC90

KAT13A SRC1

KAT13B SCR3, AIB1, ACTR
KAT13C p600

KAT13D CLOCK

1.4.2.2. Alteraciones en la acetilacion de histonas en el cancer

La acetilaciéon de histonas es una de las modificaciones epigenéticas que mas se han
estudiado y que se han reportado alteradas en el cancer. En la regulacién de la acetilacién
es necesaria la participacion de las HATs y las HDACs en conjunto. En diferentes tipos de
cancer se han reportado alteraciones en la expresion de estos dos grupos de proteinas.
Principalmente, mutaciones puntuales en las HDACs repercuten en la alteracién en la
actividad de éstas y en el silenciamiento de numerosos genes que participan en el control
del desarrollo del fenotipo maligno de las células tumorales (Ropero, S. & Esteller, M.,
2007). Es por ello que las HDAC se consideraron como los primeros blancos terapéuticos
utilizados para el tratamiento del cancer en relacion a la regulacion del epigenoma en
tumores solidos y malignidades hematolégicas (Huang, M. & Geng, M., 2017; Huang, Y. et
al., 2007; West, A.C. & Johnstone, R.W., 2014; Zhao, Y. et al., 2014). Aunque no es tan
comun, en el cancer también pueden verse sobreexpresadas ciertas proteinas con actividad
de HAT, provocando que se induzca la expresion de oncogenes y generando un efecto en
diversas vias de transduccion de sefiales, como se ha reportado para el cancer de mama
(Guo, P. et al., 2018).
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Finalmente, las alteraciones en estas enzimas se ven reflejadas en las
modificaciones en la acetilacién de los residuos de histonas, siendo H3 y H4 las principales
alteradas. En los estudios mas recientes, se han detectado cambios en las acetilaciones
globales en H3 y H4 en cancer renal (Mosashvilli, D. et al., 2010); en H3K18ac y H4ac global
en cancer de vejiga (Ellinger, J. et al., 2016); en H3K4ac, H3K9ac y H3K27ac en cancer de
mama (Judes, G. et al., 2016; Judes, G. et al., 2018); en H3K18ac y H4K12ac en cancer
pancreatico (Juliano, C.N. et al., 2016); entre otros.

1.4.2.2.1. Acetilacién de histonas en el CaCu

En CaCu no hay muchos estudios sobre cambios en la acetilacion de histonas en los
tumores. Hasta ahora se han descrito alteraciones en la expresion y/o actividad de las HATs
y HDACs, y muchas de estas son a causa de las oncoproteinas del VPH que pueden
interactuar con p300/CBP, TIP60 y PCAF para reducir su actividad, repercutiendo en el
silenciamiento de genes supresores de tumores (Durzynska, J. et al., 2017). También se ha
evidenciado que pueden modular la actividad de las enzimas HDAC1/2 que pueden formar
parte del complejo NuRD para silenciamiento de la expresion de genes (Brehm, A. et al.,
1999). Debido a que hay mayor evidencia en la desregulacion de la actividad de HDACs,
en CaCu también se han propuesto diversos farmacos que pueden inhibir estas enzimas y
reactivar la expresion de genes supresores de tumores (Chavez-Blanco, A. et al., 2005; De
La Cruz-Hernandez, E. et al., 2007; Feng, D. et al., 2013).

En cuanto a afectaciones directamente sobre acetilacién de residuos en particular,
el primer estudio fue realizado en raspados cervicales de pacientes con lesiones NIC |, NIC
[I'y NIC Ill, utilizando anticuerpos contra acetilacion y fosforilaciébn en H3. Los resultados
muestran una asociacion en la progresion de NIC Il a NIC 1l con el aumento de estas dos
modificaciones en H3 (Anton, M. et al., 2004). En otro estudio se encontrd que las pacientes
con CaCu que presentan una menor expresion de H3K9ac tienen un mejor pronéstico de la
enfermedad en comparacion con las que tienen mayor expresion de la marca (Beyer, S. et
al.,, 2017), lo cual podria estar relacionado con la cantidad de genes que pueden estar
alterados por la H3K9ac. Sin embargo, aun no hay reportes sobre genes que pueden estar
alterados por estas marcas de acetilacion en CaCu. Para H3K14ac aun no hay estudios en
CacCu.
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1.4.3. Complejos remodeladores de la cromatina
Para gue las modificaciones como la metilacién del DNA y las marcas en las histonas (como
la acetilacion) puedan contribuir en la estructura de la cromatina, es necesaria la
participacion de otras proteinas que detecten estos cambios y realicen un rearreglo de la
cromatina. Estas proteinas reciben el nombre de “complejos remodeladores de la
cromatina”, ya que estan compuestos de varias enzimas que en conjunto llevan a cabo la
remodelacién de la cromatina. Debido a lo que involucra un rearreglo como éste, los
complejos son dependientes de ATP, y se estima que se necesitan aproximadamente 4
moléculas de ATP para rearreglar un solo nucleétido (Clapier, C.R. & Cairns, B.R., 2009).
Con base en la homologia que presentan los dominios ATPasa de estos complejos, se
pueden distinguir cuatro complejos principales: SWI/SNF (Switch/Sucrose non-
fermentable), ISWI (Imitation SWI), NURD (Nucleosome Remodeling and Deacetylation) e
INO8O0 (Complejo 80 que requiere Inositol); los cuales ejercen su funcion al detectar algunas
marcas a traves de sus cromodominios, bromodominios o MBD (Wang, G.G. et al., 2007).
Considerando que estos ultimos dos dominios funcionan para reconocer acetilacion de
histonas y metilacién del DNA, respectivamente, nos enfocaremos en los complejos

SWI/SNF y NuRD en las siguientes secciones.

1.4.3.1. SWI/SNF
Este complejo recibe este nombre debido a los procesos en levaduras en los que fue
descubierto: SWiltching, referente al fendmeno “Mating type switching”; y “Sucrose Non-
Fermentable”, referente a la fermentacion de la sacarosa. Esta familia puede dividirse en
BAF (BRG/BRM-associated factors) y PBAF (polybromo-associated factors) dependiendo
de las subunidades que lo conformen. En mamiferos, BAF puede estar conformado por las
ATPasas BRG o BRM, mientras que PBAF solo incluye a BRM (Mashtalir, N. et al., 2018).
La principal diferencia entre ambos grupos son las subunidades accesorias que, aunque
son diferentes subunidades, tienen relacion con proteinas que contienen
predominantemente bromodominios y dedos de zinc PHD, por lo que pueden leer marcas
de lisinas acetiladas (Hota, S.K. & Bruneau, B.G., 2016). Por otro lado, los complejos BAF
estan implicados en la activacién de enhancers, en procesos de desarrollo y diferenciacion
en distintos tipos celulares; y PBAF esta de igual forma implicado en la diferenciacion
(Hodges, C. et al., 2016). Estos complejos llevan a cabo estas funciones a través de la
creacion de sitios accesibles a proteinas como las polimerasas, mediante: el

desplazamiento del octdmero de histonas en la misma region; y por la remocion de las
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proteinas del octamero para participar en el reemplazo con variantes de histonas (Ribeiro-
Silva, C. et al., 2019). El papel que juega este complejo remodelador de la cromatina, es
importante en diversos procesos como la transcripcién (Lorch, Y. & Kornberg, R.D., 2017)
y reparacion de dafios al DNA (Smith-Roe, S.L. et al., 2015).

1.4.3.2. NuRD
Como el nombre de este complejo lo sugiere, NURD participa en la remodelacion de la
cromatina y ademas cuenta con actividad deacetilasa, por lo que esta relacionado con la
compactacién de la cromatina. Este complejo cuenta con distintas subunidades: CDH3/4
(Mi2a/B) que contiene dos dedos de zinc PHD, dos cromodominios y el dominio ATPasa;
HDACL1/2 para deacetilar; MBD2/3 para dirigirse a sitios CpG metilados; y otras proteinas
accesorias como MTA1/2/3, p66a/B, y RbAp46/48, que brindan especificidad para ciertas
regiones gendmicas (Lai, A.Y. & Wade, P.A., 2011; Torchy, M.P. et al., 2015). Su funcién
represora funciona al ser reclutado a sitios con hipermetilacién regional (reconocido por el
dominio MBD) y una posterior deacetilacion de lisinas, repercutiendo en la modificaciéon de
la estructura de la cromatina. SWI/SNF y NURD pueden jugar un papel antagonista en la

remodelacion de la cromatina (Bracken, A.P. et al., 2019).

1.4.3.3. Alteraciones en SWI/SNF y NuRD en el cancer

En la evolucion del cancer se ha identificado que existen alteraciones en las modificaciones
de la estructura de la cromatina por desregulaciones de los complejos SWI/SNF y NuRD
principalmente (Bracken et al., 2019). En el analisis de Dawson, M.A. y Kouzarides, T.
(2012), indican que SWI/SNF es un complejo importante en procesos de diferenciacion
celular, regulacién de la progresion del ciclo celular, entre otros. Pero en el cancer se han
detectado mutaciones en proteinas que son parte del complejo, tanto en tumores sélidos
como en malignidades hematoldgicas (Chapman, M.A. et al., 2011; Gui, Y. et al., 2011;
Jones, S. et al., 2010). De igual forma, se ha reportado que la sobreexpresion de la ATPasa
BRGL1 esta relacionada con procesos como la activacion de la vias de sefializacion WNT,
lipogénesis y SHH, asi como la supresion de E-cadherina, que repercute en la activacion
de la EMT en distintos tipos de tumores soélidos (Huang, L.-Y. et al., 2018; Wu, Q. et al.,
2017)

Por otro lado, NuRD estd implicado en la transcripcion, el ensamblaje de la
cromatina, progresion del ciclo celular y estabilidad genémica. En el desarrollo del cancer,
43



NuRD puede promover diferentes procesos prooncogénicos; por ejemplo: puede ser
reclutado por oncogenes a promotores de genes supresores de tumores y de diferenciacion,
para reprimir su expresion; puede verse involucrado en la activacion de genes relacionados
con metastasis, angiogénesis y el proceso EMT (transicidn epitelio-mesénquima), asi como
en la inactivacién de genes relacionados al arresto del ciclo celular y apoptosis. Por otro
lado, la presencia de hipermetilacion regional de promotores de genes supresores de
tumores, puede ser otro blanco de NuRD para reprimir la expresion génica por
modificaciones en la cromatina (Lai, A.Y. & Wade, P.A., 2011). Como ya fue mencionado,
estos complejos no participan en procesos independientes. Se necesita que ambos estén
presentes (junto con otros complejos, como el Polycomb) para llevar a cabo funciones
regulatorias. La pérdida de funciones de alguno de los componentes de estos complejos
puede propiciar la expresion aberrante de genes relacionados a la proliferacién, EMT,
apoptosis, entre otros. Por lo cual, se han propuesto estos componentes como blancos

terapéuticos en el tratamiento del cancer (Bracken, A.P. et al., 2019).

1.4.3.3.1. Alteraciones en SWI/SNF y NuRD en el CaCu

En el CaCu, se han detectado mutaciones en los componentes de los dos complejos
SWI/SNF (proteinas BAF) y NUuRD (dominio ATPasa CDH3/4) (Mayes, K. et al., 2014), los
cuales podrian ser blancos terapéuticos como se ha propuesto para otros tipos de cancer.
Ademas de estas mutaciones, se ha descrito que la oncoproteina E7 de los VPH de alto
riesgo puede modular la actividad de las HDAC1/2 que forman parte del complejo NuRD
(Brehm, A. et al., 1999; Gupta, S.M. & Mania-Pramanik, J., 2019). Finalmente, la evidencia
indica que los mecanismos aberrantes de metilacién del DNA, acetilacion de histonas y de
complejos remodeladores de la cromatina podrian actuar en conjunto para llevar a cabo el

silenciamiento de genes clave, y promover la progresién tumoral.
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS

Liang, M. et al. (2008) reportaron que Gal-9 disminuye en tejidos de carcinoma escamoso
de cérvix en comparacion con biopsias de epitelio escamoso sano. Ademas, en muestras
de pacientes con LIEAG tenian menor expresion de Gal-9 en comparacion con muestras
de LIEBG. Finalmente se asoci6 la disminucion en el nivel de expresién de Gal-9 con el
grado de transformacion maligna. Punt, S. et al. (2015) reportaron que Gal-9 podria tener
un valor prondstico en pacientes con CaCu, donde hay una tendencia a una mayor
sobrevida en pacientes con tumores positivos a Gal-9 en comparacion con los pacientes

con tumores que no tienen expresion de esta proteina.

Diferentes grupos de investigacion han reportado la expresion de ocho variantes de
RNAm para el gen LGALS9, de acuerdo con los 11 exones que conforman este gen. Gal-
9LC es la variante mas grande cuyo RNAm presenta los 11 exones, mientras que las Gal-
9D5, D5/6, D6, D10, D6/10, D5/10 y D5/6/10 fueron nombradas de acuerdo con los exones
de los que carecen (revision de Hausschen et al., 2013). En relacién al CaCu, Maximo-
Sanchez, D. (2016) encontr6 que en lineas celulares de CaCu SiHa, HeLa, C33A y CasKi
hay una menor expresion de las variantes de RNAmM de LGALS9, y menor presencia de las
isoformas de la proteina en comparaciéon con la linea celular no tumoral HaCaT de
queratinocitos inmortalizados. Estos corresponden a resultados de CaCu in vitro, que
podrian estar relacionados con los resultados que se han visto en pacientes con este tipo

de cancer.

En reportes sobre la regulacion positiva de la expresion de Gal-9, Imaizumi, T. et al.
(2002) reportaron que la via de sefalizacion del IFN-y puede inducir la expresion de Gal-9
en células endoteliales de la vena umbilical. Esto repercute en un reclutamiento de
eosindfilos. Por lo cual, Gal-9 estimulada por IFN-y puede ser parte de la respuesta
inmunitaria en este tipo celular. Asakura, H. et al. (2002) encontraron que los fibroblastos
incubados con IFN-y presentaban un aumento en la expresiéon de Gal-9, y que esto
provocaba una mayor adhesion de células como eosindfilos, por lo que puede ser parte de
la modulacion en sitios de inflamacidn. Por otro lado, se encontré que en esta induccién con
IFN-y en células endoteliales, la proteina HDAC3 funcionaba como un puente entre la
fosfoinositol-3-cinasa (PI3K) y el factor de respuesta a interferén (IRF3), permitiendo la
fosforilacion de IRF3 para translocarse al nicleo e inducir la expresién de Gal-9 (Alam, S.
et al., 2011).

Respecto a cambios epigenéticos en el gen LGALS9 se han reportado dos estudios.

En uno de ellos se relacionaron cambios en la metilacion de DNA y marcas represivas de
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histonas con respecto a la expresion de Gal-9 en cancer colorrectal (CRC), en una region
aproximadamente de 15 kb rio arriba del inicio de la transcripcion del gen LGALS9. Se
encontr6 que en tumores de CRC no habia cambios en el estado de metilacion o la
presencia de las marcas represivas H3K9me3 y H3K27me3 en comparacion con tejido sano
(Nair, V.S. et al., 2018). Por otro lado, Zhang, L. et al. (2019) reportaron cambios en la
metilacién en el gen LGALS9 en pacientes con CaCu en una region que se encuentra
aproximadamente en 2 kb rio abajo del inicio de la transcripcion. Sin embargo, las regiones
gue se analizaron en estos dos estudios no se han caracterizado como reguladoras de la
transcripcion de LGALSO9.

Yang, Q. et al. (2015) reportaron que la linea celular HepG2 de cancer de higado
expresa el gen LGALS9, y hay presencia de la proteina en comparaciéon con una linea
celular control. En un cocultivo con células mononucleares de sangre periférica, se observé
que Gal-9 juega un papel en la induccion de apoptosis en linfocitos y en el escape de la
respuesta inmunitaria. Por otro lado, miR-22 se encuentra disminuido en esta linea celular.
En unatransfeccion de miR-22 en la linea HepG2, se observé la disminucién de la expresion
de Gal-9 repercutiendo en procesos de apoptosis y proliferacion en esta linea celular
tumoral, por lo cual, la expresiébn del gen LGALS9 puede ser regulada de manera

postrancripcional.

Aparicio-Flores, J. (2019) identific6 mediante analisis in silico la posible region
promotora de LGALS9, ademas de identificar los posibles elementos de respuesta tomando
desde el residuo -2000 rio arriba del inicio de la transcripcién. Posteriormente, se confirmoé
por ensayos in vitro que la regidn ubicada aproximadamente desde -500 rio arriba del inicio
de la transcripcion posee actividad de promotor, por lo que esta regién es con la que se

trabajé en este proyecto.

En resumen, la expresion de Gal-9 esta alterada en diferentes tipos de cancer
incluyendo al CaCu. Algunas evidencias muestran las posibles vias de sefializacion que
regulan la expresion de Gal-9 en otros tipos celulares. Sin embargo, no se ha reportado
algiin mecanismo por el que Gal-9 disminuya su expresion en el CaCu. Teniendo en cuenta
que la expresion de diversos genes puede ser modificada por mecanismos epigenéticos
durante la transformacion maligna. Es de interés conocer si los cambios de expresion del
gen LGALS9 en CaCu es resultado de mecanismos epigenéticos tales como la metilacion

del promotor o cambios en la acetilacion de histonas adyacentes a dicha region.
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3.  JUSTIFICACION

El CaCu es un problema grave de salud publica en México, ocupando el tercer lugar en
incidencia y el segundo en mortalidad por cancer en la mujer. A pesar de que existen
métodos de tamizaje para la deteccion temprana de la enfermedad, un nimero importante

de casos es detectado en estadios avanzados.

El estudio de diversas proteinas clave en la progresion de procesos tumorales
malignos en pacientes con CaCu, como lo es la Gal-9, permitira ampliar el conocimiento
sobre la biologia del tumor. Los antecedentes muestran que su expresién en CaCu esta
asociada a la progresion y el prondstico de las pacientes. Estudiar si la expresion del gen
LGALS9 es regulada por mecanismos epigenéticos en su region promotora, como la
metilacién del DNA y las marcas de histonas H3K9ac y H3K14ac (presentes en promotores
activos), en este tipo de tumores permitira profundizar en el conocimiento sobre su
regulacién, asi como en la identificacion de posibles biomarcadores tumorales asociados a

marcas epigenéticas.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Gal-9 juega un papel importante en diferentes funciones celulares como: adhesion célula-
célula, y célula-MEC, modulacion de vias de sefializacién y transduccion de sefiales, asi
como en el splicing. En el cancer, las alteraciones en estas funciones repercuten en
procesos como apoptosis, migracién, metastasis y angiogénesis. Asimismo, se ha

reportado la asociacion de la baja o nula expresion de Gal-9 con un mal pronéstico en CaCu.

En distintos tipos de cancer se ha determinado que existen alteraciones en
mecanismos epigenéticos, como hipermetilacion del DNA y alteraciones en la acetilacion
de histonas (como la H3) en promotores, relacionadas con el silenciamiento de genes clave
como los genes supresores de tumores. Sin embargo, no se conoce si estas alteraciones
tienen un efecto sobre la actividad del promotor del gen de LGALS9 y ejercen un efecto

sobre la expresiéon de Gal-9 en CaCu. Debido a esto, surgen las preguntas:

o ¢ Existen modificaciones en la metilacién del DNA en el promotor del gen LGALS9 y
en la acetilacién de histonas H3 adyacentes a dicha region en lineas celulares y en
biopsias de CaCu?

¢ ¢ Las modificaciones epigenéticas estudiadas se relacionan con el nivel de expresion

de Gal-9 en las lineas celulares y las biopsias de CaCu?
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5.  HIPOTESIS
En lineas celulares y en biopsias de CaCu existe una disminucién en la expresion de Gal-9
que esta relacionada con un aumento en la metilacién del promotor del gen LGALS9 y una

disminucion en acetilacion de histonas H3 adyacentes a dicha region en.
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6.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar modificaciones epigenéticas en el promotor del gen de galectina-9 en

células de cancer de cérvix y relacionarlo con su nivel de expresion

Objetivos especificos

1.

Analizar in silico la secuencia de la regiébn promotora de LGALS9 e identificar
posibles sitios CpG para la metilacién.

Identificar el nivel de expresion y la localizacion celular de Gal-9 en lineas celulares
de CaCu.

Determinar el estado de metilacion del promotor de LGALS9 en las lineas celulares
y relacionarlo con el nivel de expresion.

Determinar la presencia de acetilacion en H3K9 y H3K14 adyacentes al promotor de
LGALS9 en las lineas celulares y relacionarla con el nivel de expresion.

Identificar el nivel y el patrén de expresién de Gal-9 en biopsias de pacientes con
CacCu.

Determinar el estado de metilacién en el promotor de LGALS9 en las biopsias y

relacionarlo con el nivel de expresion.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Disefio experimental

Lineas celulares Analisis in silico
del promotor de Biopsias de CaCu
de CaCu LGALS9

Metilacion de DNA
en el promotor de
LGALS9

Analisisde la
I expresion de Gal-9

DNAg tratado con
bisulfito, PCR y
secuenciacion

Sanger

ICC/IF e IHC

-———— -

H3K9ac y H3K14ac
en el promotor de Marcas H3K9ac y

LGALSO H3K14ac globales

ChlP-gPCR ICC/IF

7.2. Andlisis in silico

7.2.1. Andlisis del promotor de LGALS9 y determinacion de sitios CpG
La identificacion in silico de la region promotora utilizando la base de datos EPD (Eucaryotic
Promoter Database), asi como la identificacion in silico de posibles elementos de respuesta
fue reportada previamente por nuestro grupo de investigacion (Aparicio-Flores, J., 2019;
Caporal-Hernandez, L., 2019). La actividad de la region promotora identificada fue
confirmada mediante ensayos in vitro (Aparicio-Flores, 2019). A partir de la secuencia
identificada como promotor de LGALS9 se identificaron sitios CpG de manera individual.
Para detectar presencia de islas CpG en la region promotora del gen LGALS9 se utilizé la
herramienta en linea DBCAT (DataBase of CpG Islands And Analytical Tool,

http://dbcat.cgm.ntu.edu.tw/). Posteriormente, se utiliz6 nuevamente el programa EPD para
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la identificacion de cajas GC las cuales son secuencias potenciales para la metilacion del

DNA. Por ultimo, se hizo una comparacién entre los elementos de respuesta a Spl y AP-1

(debido a su relacion con la metilacion del DNA, como se menciond previamente), los

dinucleétidos CpG vy las cajas GC identificadas en este proyecto.

7.2.2. Disefio de oligonucledétidos especificos

Una vez que se determinaron los sitios CpG para el promotor del gen LGALS9, se procedi6

al disefio de oligonucleotidos. Se disefiaron dos juegos de oligonucleétidos: uno para la

amplificacion de fragmentos de aproximadamente 200 pb alrededor de los sitios CpG

identificados in silico, tomando en cuenta las modificaciones que ocurren en el DNA por el

tratamiento con bisulfito, como sera explicado mas adelante; y otro juego de

oligonucleétidos para amplificar fragmentos de aproximadamente 200 pb en diferentes

regiones del promotor de LGALS9. Para el disefio de oligonucleétidos (Tabla 2), se

utilizaron diferentes herramientas en conjunto: OligoEvaluator™ de Sigma-Aldrich®

(http://www.oligoevaluator.com/LoginServlet), OligoAnalyzer Tool de IDT™ (Integrated

DNA Technologies), y el programa PerlPrimer v1.1.21. En la Fig. 7 se muestra la

localizacién de todos los oligonucleétidos que fueron utilizados para este proyecto, tomando

en cuenta la region promotora confirmada para LGALS9 como fue descrito anteriormente.

Tabla 2. Oligonucledtidos disefiados para amplificacion del promotor de LGALS9.

Set de Oligos para DNA modificado con bisulfito

PGOME_F5
PGOME_F6
PGOME_F7
PGOME_F8

GTGTAGAAAATAAGGATGGAGAAGA
GTTTAGGTGGTTATGAATTAGTTGTG
GGATTTTGTGGTTAAGTATGTTTAGG
AGAGGGAGGAGGGAAAGGTTATTGG

Set de Oligos para DNA no modificado

PG9AC_F1
PG9AC_F6

CCAGCCTCTCAAAGACTCCTTCC
CATAAAGTTCAGGCGGCCACG

PGOME_R5
PGOME_R6
PGOME_R7
PGOME_RS

PGYAc_R1
PGYAC_R6
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CACAACTAATTCATAACCACCTAAAC
CCTAAACATACTTAACCACAAAATCC
CCAATAACCTTTCCCTCCTCCCTCT
CTAAAAACCACTAAAAACCATCTCTCCAC

CAGCTTTACTCATCATTGCCCCAG
CTGTGTGTCCTAAGCATGCTTGG

248
171
168
261

279
185
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Figura 7. Mapa de ubicacion de oligonucleétidos disefiados. Se ubican en regiones rio arriba del
inicio de la transcripcion del gen LGALS9. Las flechas en azul representan el juego de
oligonucledtidos disefiados para DNA modificado. Las flechas en rojo representan el juego de
oligonucledtidos disefiados para DNA no modificado. La region resaltada en verde representa al
promotor de LGALS9 confirmado in vitro por nuestro grupo de investigacion. Las flechas muestran
el sentido con el que fueron disefiados los oligonucledtidos: apuntando a la derecha representan a
los sentido; apuntando a la izquierda, a los antisentido.

7.3. Modelos de estudio

7.3.1. Cultivo celular
Para evaluar la expresién de Gal-9, metilacion de DNA y las marcas de acetilacion en el
promotor de LGALS9, se utilizaron lineas celulares derivadas de tumores de CaCu: SiHa
(carcinoma escamoso de cérvix, con el genoma del VPH-16 y HeLa (adenocarcinoma, con
VPH-18); la linea celular HaCaT (de queratinocitos inmortalizados de humano) fue utilizada
como control no relacionada a cancer. Las lineas celulares C33A (carcinoma escamoso de
cérvix, negativo a VPH) y CaSki (carcinoma escamoso de cérvix, con VPH-16) fueron
utilizadas unicamente en los ensayos de metilacion del DNA. Estas lineas celulares fueron
cultivadas con el medio DMEM (Dubecco’s Modified Eagle’s Medium), a excepcion de
CaSki que se cultivé con medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium). Se

adicion6 10% de suero fetal bovino (SFB).

7.3.2. Biopsias de pacientes con CaCu
Se incluyeron 33 biopsias de mujeres con diagnéstico de CaCu, asi como 6 biopsias de
mujeres con diagndstico de lesiones premalignas, las cuales se encontraban fijadas en
formalina y embebidas en parafina. El rango de edad fue de 18 a 75 afos. Las pacientes
fueron invitadas a participar y firmaron la carta de consentimiento informado, sefialando en

ella que aceptaban que su muestra fuera utilizada en proyectos de investigacion. Las
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muestras se obtuvieron en el Hospital de Especialidades Manuel Avila Camacho, UMAE
del IMSS, para el proyecto titulado “Expresion de Galectina-9 en cancer cervicouterino:
marcador predictivo de respuesta al tratamiento y supervivencia” con nimero de registro en

la Comision Nacional de Investigacion Cientifica R-2017-785-119.

7.4. Nivel de expresién y localizacion celular de Gal-9

7.4.1. Inmunocitoquimica por inmunofluorescencia (ICC/IF)
Para determinar los niveles de expresion y la localizacion celular de Gal-9 en las lineas
celulares (HaCaT, SiHa y HelLa), asi como la determinacién de marcas globales de
acetilacion de histonas H3K9ac y H3K14ac, se realizo la técnica de ICC/IF, siguiendo el
protocolo de la casa comercial Abcam con algunas modificaciones que se sefialan a
continuacién. Primero, se sembré un total de 40,000 células HaCaT, 20,000 células SiHa y
20,000 células HelLa en diferentes pozos en laminillas con 8 pozos Lab-Tek® Chamber
Slide™ system, considerando que en distintos pozos de cada linea celular sembrada se
inmunodetectaran: Gal-9, H3K9ac, H3K14ac, y un control de unién inespecifica del
anticuerpo secundario. Después de 24 h de incubacion, se retiré el medio de cultivo de cada
pozo, y cada uno fue lavado tres veces con suficiente PBS 1X estéril (buffer salino de
fosfatos: 130 mM de cloruro de sodio, 3 mM de cloruro de magnesio, 8.1 mM de fosfato de
sodio, 1.3 mM de fosfato de potasio, a pH 7.2). Posterior a esto, las células se fijaron y
permeabilizaron con metanol al 100 % por 5 min a T.A. (temperatura ambiente); después,

se lavaron tres veces méas con PBS 1X frio en agitacion.

Para el bloqueo de uniones inespecificas del anticuerpo primario, se incub6 en una
solucién de BSA (albamina sérica bovina) al 1% en PBS por 1 h a T.A. Se decant6 el exceso
de la solucion y las células se dejaron incubando a 4°C toda la noche con el anticuerpo
primario contra Gal-9 de la casa comercial Abcam (ab69630) a una dilucion de 1:400. Todas
las diluciones fueron realizadas con la misma solucién con la que se realiz6 el blogueo. En
el caso del control inespecifico, se dejo la misma solucion de bloqueo. Posteriormente, se

retir6 el anticuerpo primario y se realizaron tres lavados con PBS 1X frio en agitacion.

Después, se realiz6 una incubacion con el anticuerpo secundario (incluyendo al del
control inespecifico) por 2 h a T.A., que en este caso fue un anti-IgG de conejo acoplado al
fluorocromo Alexa Fluor® 488 de la casa comercial Abcam (ab150077) a una dilucién
1:1000. Se retir6 el anticuerpo secundario y cada pozo fue lavado con PBS 1X frio. Para la
tincion nuclear, las células fueron incubadas con 0.1 pg/mL de DAPI Stain (Cell Signaling
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No. Cat. 4083S) por 1 min. Se retir0 la solucion y se lavaron con PBS 1X frio. Para montar
las laminillas, se retir6 la base que separaba los pozos, se coloc6 suficiente medio de
montaje VectaShield® de la casa comercial VectorLabs y se coloc6 un cubreobjetos. Las

laminillas se almacenaron a 4°C.

Para la inmunodeteccién se capturaron imagenes utilizando un microscopio ZEISS de
epifluorescencia, y creando secciones 6pticas de fluorescencia con ApoTome.2 en cinco
planos focales de las células en estudio. El equipo fue manejado utilizando el programa
ZEN 2.6 Lite de ZEISS Microscopy. Se utilizaron los canales especificos para las tinciones
con Alexa Fluor 488® y DAPI. Las cuantificaciones de intensidad de fluorescencia se
realizaron mediante el programa ZEN 2.6 Lite. Las unidades de intensidad de fluorescencia
para la inmunodeteccion de Gal-9 fueron normalizadas al restar la intensidad detectada con

el control inespecifico.

7.4.2. Inmunohistoquimica (IHC)
Para determinar los niveles de expresién y la localizacién de Gal-9 en biopsias de CaCu,
se utilizé la técnica de IHC. La inmunodeteccion fue realizada mediante un ensayo
colorimétrico. Se utilizaron laminillas de la casa comercial Thermo-Fisher (No. Cat. 2951-
001T), tratadas con una solucion de APES al 2 % (3-aminopropiltrietoxisilano) de la casa
comercial SigmaAldrich®), sumergiéndolas por 1 min en movimiento. Se pasaron a metanol
al 100 % y se incubaron 1 min agitando. Posteriormente se lavaron dos veces por 1 min
con agua destilada en agitacion. Por ultimo, se dejaron secar a 37 °C toda la noche por 24
h. Se realizaron cortes de 4 um de los bloques de biopsias utilizando el microtomo LEICA
RM2155, los cuales se dejaron extender en un bafio maria a 40 °C. Posteriormente, se

colocaron en las laminillas previamente tratadas con APES.

Después de la colocacién de los cortes, las laminillas se dejaron 2 h a 60 °C para
fundir la parafina, y rdpidamente se realizaron pasos de desparafinacion e hidratacion de
los tejidos: 3 cambios en Xileno por 10 min, 3 cambios en etanol absoluto por 5 min, 2
cambios de etanol al 96 % por 5 min, un cambio de etanol al 80 % por 5 min, y se dejaron
en agua destilada. Se realiz6 un paso de recuperacién antigénica, para lo cual se
sumergieron las laminillas en buffer de citratos (10 mM de citrato de sodio, pH 6.0) en bafio
maria a 90 °C durante 15 min. Después, se realizdé un blogueo de peroxidasa endégena
utilizando una solucién al 0.3 % de peroxido de hidrégeno en PBS por 5 min. Se enjuagaron

con PBS 1X, y se realiz6 un bloqueo de uniones inespecificas del anticuerpo primario con
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BSA al 1 % en PBS 1X durante 2 h a T.A. Se quito el exceso de la solucién de bloqueo y
se realiz6 una incubacion en camara himeda a 4 °C toda la noche con el mismo anticuerpo
primario contra Gal-9 que se utilizé para las ICC/IF, pero a una dilucién de 4 pg/mL (1:250),
utilizando la solucién de bloqueo como diluyente. En este caso, también se utilizé un control
de inespecificidad para cada tejido, el cual se incubd solamente con la solucion de bloqueo

sin anticuerpo primario.

Pasado el tiempo de incubacién se realizaron dos lavados con PBS 1X, y se dejé
una segunda incubacién por 1 h T.A. en cdmara himeda con un anticuerpo secundario anti-
IgG de conejo acoplado a peroxidasa de la casa comercial Abcam (ab6728) a una dilucién
1:1000. Se realizaron nuevamente dos lavados con PBS 1X, y se procedio al revelado de
la marca especifica. Todas las laminillas se incubaron con DAB (3,3-diaminobenzidina) de
Vector SK-4100, donde se observo un cambio de coloracion café en las muestras donde se
habia colocado el anticuerpo primario. Después de 10 min, se retir6 el exceso y se
realizaron dos lavados con PBS 1X. Rapidamente se paso a contratefiir con hematoxilina
de la casa comercial Merk (No. Cat. 105174) durante 10 s, seguido de un lavado con agua
corriente para quitar el exceso del colorante. Se realizaron pasos para deshidratar las
muestras: dos cambios con etanol al 96 %, dos cambios con etanol absoluto y dos cambios
con xileno; cada cambio consta de 10 inmersiones en cada solucion. Al final, se quit6 el
exceso de solucién de cada laminilla, y se coloc6 el medio de montaje VectaMount de la

casa comercial VectorLabs (H-5000).

Cada laminilla fue analizada por microscopia éptica. Ademas, fueron escaneadas a
200X utilizando el equipo VENTANA DP 200 de Roche. Utilizando el programa
ImageViewer MFC del mismo equipo, se identificaron las regiones correspondientes a
CaCu, las cuales fueron ajustadas a 100X para la cuantificacion de la intensidad de la marca
relacionada a la expresién de Gal-9. Estas imagenes fueron analizadas con el programa
ImagePro®, donde se seleccionaron cinco areas de cada imagen y se revelé un valor de

intensidad relacionada a la marca de expresiéon de Gal-9.

7.5. Estado de metilacién del DNA en el promotor de LGALS9

7.5.1. Aislamiento de DNA total en lineas celulares
Las lineas celulares HaCaT, SiHa, HeLa, CaSki y C33A se cultivaron en placas P100 como
fue descrito anteriormente, hasta alcanzar una confluencia del 80 %. Estas fueron lavadas
tres veces con PBS 1X, despegadas con tripsina y resuspendidas en PBS 1X en tubos de
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2 mLy se centrifugaron a =10 000 x g por 10 min a T.A. Del botén de células de cada linea,
se realizo el aislamiento de DNA total utilizando el kit Wizard® Genomic DNA Purification
de la casa comercial Promega. Se agregaron 300 pL de Nuclei Lysis solution y se
resuspendieron hasta deshacer el boton. Posteriormente, se agregaron 3 uL de RNasa y
se mezcld por una leve inversion del tubo. Se realizaron incubaciones de 30 min a 37 °C, y

las muestras se dejaron enfriando por 5 min a T.A.

Después, se agregaron 200 pL de Solucion para Precipitar Proteinas a cada tubo y
se agitaron en vortex por 20 s. Se dejaron incubando por 5 min en hielo. Se realizdé una
centrifugacion a = 10 000 x g por 4 min a T.A. Con cuidado, se tomo el sobrenadante y se
coloco en otro tubo de 1.5 mL. Se agregaron 600 pL de isopropanol, y se mezclo
suavemente por inversion hasta que se vio un cambio de solubilidad del DNA por presencia
de un ligero precipitado (hebras de DNA). Los tubos fueron centrifugados a =2 10 000 x g
por 1 min a T.A. Se decant6 el sobrenadante, y se agregaron 600 LIL de etanol al 70 % y se
mezcl6é suavemente el boton para lavar el DNA. Se realiz6 otra centrifugaciéon a = 10 000 x
g por 1 min a T.A. Se retir6 el etanol y el botdén se dejé secando por 15 min al invertir el
tubo. Finalmente, cada botén fue resuspendido en 50 pL de Solucién de rehidrataciéon de

DNA. ElI DNA se cuantificé por nanofotometria con el equipo IMPLEN 360.

7.5.2. Aislamiento de DNA total en biopsias de CaCu
A partir de cada biopsia se realizaron 8 cortes de 10 um, y fueron colocados en tubos de
1.5 mL, se agregaron 320 pL de Solucién de desparafinacion de QIAGEN y se mezcl6 en
vortex durante 10 s. Las muestras fueron incubadas a 56 °C por 3 min, y luego se dejaron
enfriar a T.A. Posteriormente se utilizé el kit QlAamp® DNA FFPE Tissue para el aislamiento
del DNA total de las biopsias. A cada muestra se agregaron 180 uL de buffer ATL y se
mezcl6 en vértex. Se hizo una centrifugacion de 11 000 x g por 1 min a T.A. Se agregaron
20 uL de proteinasa K a la fase clara que se form6 después de la primera centrifugacion, y
se mezcld suavemente por pipeteo. Se hizo una primera incubacién a 56 °C por 1 h.
Después, otra incubacién a 90 °C por 1 h, y después se hizo una corta centrifugacion para
bajar las posibles gotas que pudieron haber quedado en la tapa. La fase clara (o lisado) se

transfiere a un nuevo tubo de 2 mL.

A partir de este punto, se utilizé el equipo QlAcube de QIAGEN. Primero, se
programé para que ejecutara el programa de la versién V1 del kit QlAamp® DNA FFPE

Tissue a un volumen de elucion final de 40 pL. Los reactivos (buffer AL, etanol absoluto,
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buffer AW1, AW2 y ATE), puntas con filtro especiales para QlAcube, muestras y tubos para
elucion fueron colocados de acuerdo con el protocolo de QIAGEN. ElI DNA eluido fue

cuantificado por nanofotometria.

7.5.3. Verificacion de la integridad del DNA aislado
Para verificar la integridad del DNA purificado, se realizd una electroforesis en un gel de
agarosa al 1 % tefiido con GelRed de Sigma-Adrich®, donde se corrieron 100 ng de cada
muestra de DNA a 70 V durante 1 h. Al final se observé el gel en un transiluminador.
Posterior a esto, se hizo una comprobacién del DNA aislado mediante PCR punto final
donde se agregaron: 5 pL de Master Mix 2X de Promega®, 1 pL de los oligonucle6tidos
PGY9Ac_F1y PGY9Ac_R1 a 10 pM, un volumen necesario para amplificar 50 ng de DNA, en
un volumen final de 10 pL. Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes: 95 °C
por 5 min; 35 ciclos de 95 °C por 30 s, 65 °C por 30 sy 72 °C por 30 s; y una extension final
de 72 °C por 5 min. La amplificacién se comprobé corriendo los productos obtenidos en un
gel de agarosa al 1 % tefiido con GelRed, junto con un marcador de 100 pb, y se observé

en un transiluminador.

7.5.4. Tratamiento con bisulfito
Para comprobar el estado de metilacion del DNA en el promotor de LGALS9 se utiliz6 la
técnica de tratamiento de DNA total con bisulfito, para posteriormente realizar
amplificaciones por PCR de punto final y secuenciacion de Sanger. Para llevar a cabo la
reaccion con bisulfito se utilizé el kit EZ DNA Methylation-Gold™ Zymo Research. Se tomd
lo equivalente a 2 ug de DNA total de cada muestra y se llevd a un volumen final de 20 pL.
Después, se agregaron 130 uL del reactivo de conversion CT, y se hicieron las incubaciones
en un termociclador: 98 °C por 10 min, 64 °C por 2.5 h, y se almacenaron las muestras a 4

°C por un méaximo de 20 h hasta su uso.

Se agregaron 600 pL de buffer M-Binding a la columna Zymo-Spin™ IC en su
respectivo tubo colector. Se coloco el volumen correspondiente a la incubaciéon del DNA
total con bisulfito en la misma columna, y se mezclé por inversion varias veces. Se hizo un
paso de centrifugacién a = 10 000 x g por 30 s a T.A., y se descarg6 el desecho del tubo
colector. Se hizo un lavado a la columna con el DNA unido con 100 pL de buffer M-Wash
centrifugando a = 10 000 x g por 30 s a T.A. Después, se agregaron 200 uL de buffer M-
Desulphonation a la columnay se dejo reposar por 20 min a T.A., y se procedio a centrifugar
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a=210000 x g por 30 s T.A. Para lavar, se agregaron 200 pL de buffer M-Wash a la columna
y se centrifugd a = 10 000 x g por 30 s T.A. Este paso se repitié una vez mas. Para eluir, se
afadieron 20 uL de buffer M-Elution. Las muestras fueron almacenadas a -20 °C hasta su

uso.

7.5.5. Amplificacion, purificacion y secuenciaciéon de productos
Se procedio a la amplificacion de productos por PCR punto final, utilizando el juego de
oligonucledtidos para DNA modificado que se muestra en la Tabla 2. Estos oligonucleotidos
estan diseflados para amplificar cuatro fragmentos de la region del promotor confirmado de
LGALS9. Las reacciones de PCR se prepararon de la siguiente manera: 12.5 yL de Master
Mix 2X (Promega®), 1 uL de cada oligonucleétido sentido y antisentido a 10 uM, 4 uL del
DNA modificado con bisulfito, a un volumen final de 25 pL con agua estéril libre de
nucleasas; finalmente se realizaron cuatro reacciones de cada DNA tratado. Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 95 °C por 10 min, 40 ciclos de 95 °C por
305s,58°Cpor30sy72°Cpor30s,y 72°C por 5 min como extension final. Se agregd un
marcador de 100 pb, y se corrieron 5 yL de cada reaccién en una electroforesis en gel de
agarosa al 1 % tefiido con GelRed, y se corroboré la presencia de las bandas en un
transiluminador. Una vez que se comprob6 que amplificaron estas bandas, se realiz6 una
reamplificacion: 25 uL de Master Mix 2X (Promega®), 2 uL de cada oligonucle6tido a 10
UM, 5 uL de la primera reaccién, a un volumen final de 50 pL. Dicha reamplificacién se
realizé para obtener mayor cantidad de producto para secuenciacién. Se utilizaron las

mismas condiciones descritas anteriormente para amplificar y para observar las bandas.

Ambas reacciones se juntaron en un solo tubo, y se procedié a la purificacion de
productos de PCR. Se utilizé el kit QIAquick® PCR Purification de QIAGEN para este
procedimiento. Se agregaron 5 volumenes de buffer PB por cada volumen de producto que
se juntd y se mezcld. Se paso a la columna del kit, y se hizo una centrifugacién a = 10 000
x gpor30saT.A.,yse descartd el desecho. Para lavar se agregaron 750 pL de buffer PE
a la columnay se centrifugé a = 10 000 x g por 30 s a T.A., y se descarto el desecho. Para
remover el exceso de buffer de lavado, se hizo otra centrifugaciéon a = 10 000 x g por 30 s
a T.A. Se coloco la columna en otro tubo de 1.5 pL, se le agregaron 20 pL para elucién y
se centrifugd a = 10 000 x g por 30 s a T.A. Cada producto fue cuantificado por

nanofotometria.
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Un total de 250 ng a una concentracion de 25 ng/pL fueron enviados al servicio de
secuenciacién en LANGEBIO (Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad) del
Cinvestav. Para la secuenciacién, se utilizaron los oligonucleétidos: PG9Me_ Fb5,
PG9Me_R6, PG9Me F7 y PG9Me_R8, segun correspondian al producto amplificado de
cada muestra. Los resultados de la secuenciacién fueron analizados utilizando el programa
Chromas, y se realizaron los alineamientos multiples con la herramienta Clustal Omega de

EMBL-EBI (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Las comparaciones fueron

realizadas alineando las secuencias obtenidas con la secuencia consenso del promotor de
LGALS9 obtenida de EPD y de la base de datos Gene del NCBI. Posterior a la identificacion
de los sitios metilados, se calcul6 el porcentaje de metilacién segun los sitios modificados:

NUmero de sitios metilados/Numero total de sitios*100.

7.6. H3K9ac y H3K14ac en lineas celulares
7.6.1. Procedimiento del ChIP

7.6.1.1. Curvade sonicacion
Para comprobar la presencia de las marcas H3K9ac y H3K14ac en las lineas celulares
HaCaT, SiHa y Hela, se utilizé la técnica de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP).
Primeramente, se hizo una curva de sonicacion para establecer las condiciones de
sonicacién que permitan obtener fragmentos de aproximadamente 500 pb para facilitar la
inmunoprecipitacion. Se probaron tres condiciones diferentes de sonicacion. Para esto, se
cultivaron cuatro cajas P100 de células HaCaT a una confluencia del 90 % para cada
condicion, con 15 mL de medio de cultivo en cada caja. Las células fueron fijadas a una
concentracion final del 1 % de FA (formaldehido) en agua estéril, se mezclé suavemente y
se incub6 por 10 min a T.A. Después, se utilizaron los reactivos del kit Chromatin
Immunoprecipitation plus Sonication de Cell Signaling (No. Cat. 56383). Se agregaron 1.3
mL de solucién de glicina 10X a cada placa, se mezclan y se dejan incubar por 5 min a T.A.
Se removio el medio y se lavaron las células dos veces con suficiente PBS 1X frio. Se
agregaron 500 pL de PBS+PIC a 1X (coctel de inhibidor de proteasas) en frio a cada placa,
se rasparon las células y se transfirieron a un tubo cénico de 15 mL; tomando en cuenta las
cuatro cajas de HaCaT, al final se obtuvo una muestra de aproximadamente 2 mL en tubos
conicos de 15 mL. Las células fijadas se centrifugaron a 1000 x g por 5 min a 4 °C. Después
se removio el PBS, y se resuspendieron en 1 mL de buffer de lisis celular de sonicacion

para ChIP 1X + PIC. Se incubaron en hielo por 10 min, y se hizo otra centrifugacién a 5 000
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X g por 5 min a 4°C. Se removio el sobrenadante y se resuspendié la pastilla en 1 mL del
mismo buffer, y las células fueron incubadas en hielo por 5 min. Se centrifugé a 5 000 x g
por 5 min a 4°C, se retir6 el sobrenadante y se resuspendio la pastilla en 1 mL de buffer de
lisis nuclear para ChiIP. Se incubaron en hielo por 10 min, y se transfirieron a un tubo de 1.5

mL.

Se procedi6 a la curva de sonicacion probando las tres condiciones: 6 ciclos de
sonicacion 15”0ON/60”OFF, 8 ciclos de sonicacion 15°0ON/60”OFF, y ciclos de sonicacion
de 8 min de 1’ON/1”OFF. Después, las muestras fueron sometidas a una centrifugacion de
21,000 x g por 10 min a 4 °C para eliminar los posibles desechos celulares ajenos a la
cromatina que se quiere recuperar. Se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo de 1.5
mL; se transfirieron 50 pL del sonicado a un nuevo tubo de 1.5 mL y lo demas fue
almacenado a -80 °C. A los ultimos 50 pL se les agregd 100 uL de agua estéril libre de
nucleasas, 6 UL de cloruro de sodio 5 My 2 uL de RNAsa incluido en el kit. Se mezcl6 en
vortex y se hizo una incubaciéon a 37 °C por 30 min. Pasado el tiempo, se agregaron 2 pL
de proteinasa K, se mezclé con vortex y se incubd a 65 °C por 2 h. Se procedi6 a realizar
la purificacion del DNA. Se agregaron 750 pL de buffer de unién a DNA a la muestra y se
mezcl6 en vortex. Se transfirieron 450 pL de cada muestra a la columna proporcionada por
el kit y se hizo una centrifugacién de 11,000 x g por 30 segundos a T.A., después se agrego
el resto de la muestra y se repitio la centrifugacion. Se eliminé el desecho de la columna y
se lavé con 750 L de buffer de lavado de DNA, para después centrifugar nuevamente a
11 000 x g por 30 segundos; para eliminar el exceso de buffer de lavado, se repitid la
centrifugacion. Se descarté el tubo colector, y se coloc6 un tubo estéril de 1.5 mL. Se
agregaron 50 uL de buffer de elucién para DNA. Del eluido, se tomaron 10 pL y se corrieron
en un gel de agarosa al 1 % teflido con GelRed, junto con el marcador de 100 pb, y se
observo el gel en un transiluminador. De esta manera se comprobé si los fragmentos se

encontraban del tamafio adecuado.

7.6.1.2. ChlIP
Una vez que se encontr6 el tamafio adecuado de los fragmentos de cromatina (8 ciclos de
sonicacion 15”0ON/60”OFF), se procedio a realizar el ensayo del ChIP. Para realizarlo, se
repitié la metodologia descrita para la curva de sonicacién, pero ahora con las tres lineas
celulares: HaCaT, SiHa y HelLa. Después de verificar el tamafio adecuado del sonicado, se
hizo una cuantificacion por nanofotometria. Con este valor se calculé la cantidad de
cromatina total de forma indirecta, después de aislar el DNA. Para cada ensayo se utilizaron
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5 pg de cromatina. En este paso se utilizaron los siguientes anticuerpos: contra H3K9ac de
la casa comercial Cell Signaling (No. Cat. 9649); H3K14ac de la casa comercial Cell
Signaling (No. Cat. 7627); contra la histona H3 (No. Cat. 4620) como control positivo; y un
anticuerpo IgG normal de conejo como control negativo o mock (No. Cat. 2729). Finalmente,
se hicieron las siguientes IPs: H3K9ac y H3K14ac para HaCaT, SiHa y Hela; control
positivo y negativo en una de las lineas celulares al azar. Considerando esto, se separé el
volumen correspondiente a 5 pg de cromatina en diferentes tubos de cada linea celular y
se llevé a un volumen final de 500 pL con buffer ChlP 1X + PIC. En este punto, se separaron
10 pL de la cromatina diluida de cada linea celular en tubos de 1.5 mL, y se almacenaron a
-20°C; este separado es un control para calcular cromatina total, y se denominara como
“input 2 %”. A cada IP correspondiente se le agregaron: 10 pL anti-H3K9ac, 10 uL de anti-
H3K14ac, 10 pL de anti-H3 y 2 uL de IgG normal de conejo. Se dejaron incubando a 4 °C

en agitacion toda la noche.

Al dia siguiente, las perlas magnéticas grado ChIP con proteina G acoplada se
resuspendieron en vortex, y rapidamente se agregaron 30 pL a cada tubo de reaccion
incubando por 2 h en rotacion a 4 °C. Las perlas magnéticas fueron precipitadas en un
separador magnético (Magnetic Separation Rack de Cell Signaling). Se esper6 1 min para
aclarar la solucién y se removié el sobrenadante. Las perlas fueron lavadas agregando 1
mL de buffer de lavado de baja sal y se incubaron a 4 °C por 5 min en agitacién. Se repitié
el paso de recuperacion para eliminar el sobrenadante, y se hicieron un total de tres
lavados. Después, se agreg6 a las perlas 1 mL de buffer de lavado de alta sal y se hizo una
incubacién a 4 °C por 5 min. Se separaron las perlas como se explicé anteriormente, y se

pasaron rapidamente al paso de elucion.

Se afadieron 150 pL del buffer de elucion para ChIP a los controles input 2 %, y se
dejaron a T.A.; igual se agregaron 150 pL del mismo buffer a todos los tubos de IP. Estos
se sometieron a elucion después de incubarse por 30 min a 65 °C en vértex leve utilizando
un thermomixer. Se centrifugaron todos los tubos a 10,000 x g por 10 s a T.A. para remover
el vapor de la tapa de los microtubos. Se precipitaron las perlas con el separador magnético,
y la cromatina eluida (sobrenadante) fue transferida a un nuevo tubo. A todos los tubos,
incluyendo a los controles input, se les agregaron 6 pL de NaCl 5 M y 2 pL de proteinasa
K. Se dejaron incubando 2 h a 65 °C. Se procedi6 a la purificacién del DNA por columna,

como fue descrito anteriormente en el apartado 7.5.1.
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7.6.1.3. Cuantificacion por gPCR
Para cuantificar las marcas de acetilacion H3K9 y H3K14 adyacentes al promotor del gen
de LGALS9 en las tres lineas celulares, se procedié como se menciona a continuacion.
Previo a la cuantificacion, se realizé una curva estandar con los oligonucle6tidos PG9Ac_F6
y PG9Ac_R6. Cada reacciéon para gPCR fue preparada de la siguiente manera: 5 L de
SYBR Green Master Mix de Thermo-Fisher, 1 pL de cada oligonucle6tido a una
concentracion de 1 uM, 1 uL de plantilla, a un volumen final de 10 uL. La curva estandar se
hizo con diluciones seriadas a partir de cualquier input 2 % al azar: Input sin diluir, y
diluciones 1:5, 1:25, 1:125; una reaccién con las IP del control positivo y negativo; asi como
un control sin plantilla (NTC) como control de contaminacion. Cada reaccion fue preparada
por triplicado. Las reacciones fueron amplificadas con el equipo StepOne™ system de
Applied Biosystems, con las siguientes condiciones de amplificacion: 95 °C por 10 min; 40
ciclos de 95 °C por 30 s, 65 °C por 30 s, 72 °C por 30 s; y una extension final de a 72 °C
por 5 min, con una curva de disociacion de 60 °C hasta 95 °C para comprobar un unico
producto. A partir de los ciclos umbral (CT) se calcul6 la curva estandar y la eficiencia de

reaccion.

Una vez comprobada la eficiencia, se realiz6 la cuantificacion de la presencia de las
marcas. Se realizé por triplicado cada reaccién: H3K9ac, H3K14ac e Input 2 % de HaCaT,
SiHa y HelLa; H3, IgG y NTC. Al obtener los valores de CT, se utilizé la siguiente férmula
para la cuantificacion: 2 % x 2(CT delinput2%-CT decadalP) To(as las reacciones se hicieron por

triplicado, y se realizaron tres ensayos de cuantificacion para la validacion de los resultados.

7.6.2. H3K9ac y H3K14ac globales en lineas celulares por inmunfluorescencia
Los niveles globales de H3K9ac y H3K14ac se determinaron en las lineas HaCaT, SiHa y
HeLa por la técnica ICC/IF como se describié anteriormente para el andlisis de expresion
de Gal-9 en lineas celulares. En este caso, se utilizaron los mismos anticuerpos anti-
H3K9ac y anti-H3K14ac que fueron utilizados en el ChlIP. Los dos anticuerpos fueron
utilizados a una dilucion 1:400 con la solucion de bloqueo. Se utilizé el mismo anticuerpo
secundario que se menciond para evaluar la expresion de Gal-9 en lineas celulares. De

igual manera que en el caso de Gal-9, se cuantificé la intensidad de las marcas.
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7.7. Andlisis estadistico
Se realiz6 un ANOVA de una via con Tukey post-hoc test para evidenciar diferencias en: la
expresion de Gal-9 en las lineas celulares; la presencia de H3K9ac y H3K14ac en el
promotor de LGALS9; y las marcas globales de H3K9ac y H3K14ac en las lineas celulares.
Para los analisis estadisticos de la expresion de Gal-9 en tejidos de CaCu, se utilizé6 Mann-
Whitney (equivalente a la t de Student en la estadistica no paramétrica). Para determinar
diferencias en el estado de metilacién en diferentes grupos separados, se utilizé la prueba
Chi-square for tren. Por ultimo, se calculd la correlaciéon de r de Spearman para evidenciar
la correlacion entre el % de metilacion y la expresién de Gal-9. Las pruebas estadisticas y

los graficos fueron obtenidos con el programa Prism v.5 de GraphPad.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
SECCION I: Resultados de anélisis in silico

8.1. Sitios CpG en el promotor de LGALS9

Para la identificacion de islas CpG se tomé la regiébn de -2000 pb del inicio de la
transcripcién que incluye al promotor de LGALS9 (Fig. 8). Los resultados obtenidos de la
DBCAT demostraron que no hay presencia de islas CpG que cumplan con las
caracteristicas clasicas: 50 % o0 mas de sitios CpG en una regién de al menos 200 pb. Como
ya fue mencionado anteriormente, aproximadamente del 60 % de los promotores en una
célula eucariota cumple con las caracteristicas minimas determinantes para considerar a
una isla CpG (Antequera, F., 2003; Su, Z. et al., 2016). En un estudio realizado por Weber,
M. et al. (2007) se encontr6 que los promotores pueden ser clasificados segun el contenido
de sitios CpG, en: promotor con CpG alto (HCP), promotor con CpG intermedio (ICP) y
promotor de CpG bajo (LCP). Como el nombre de la clasificacién lo sugiere, existen
promotores que no contienen una cantidad alta de sitios CpG. Por otro lado, en el mismo
estudio se describié que los genes transcripcionalmente activos tienen presente en su
region promotora la marca H3K4me2 y que esto estad relacionado con la activacion
transcripcional del gen. En otro estudio se determind que por lo general los genes
constitutivos (0 housekeeping) son HCP, y normalmente las islas CpG de estos genes se
encuentran inactivas (es decir, no metiladas); mientras que los genes con promotores con
ICP y LPC en su mayoria pueden clasificarse como inducibles o tejido-especificos (Zhang,
L. et al., 2020). Gal-9 es una proteina que modifica su nivel de expresion en diferentes tipos
de céncer (Thijssen, V.L. et al., 2015), que puede ser modificada durante la modulacién de
la respuesta inmune (Liang, C.-C. et al., 2018; Zhu, C. et al., 2005) lo que sugiere que el
gen LGALS9 es inducible.

La base de datos EPD mostr6 una region ubicada entre las posiciones -50 y +10 del
gen LGALS9 como posible core del promotor de este gen, es decir, la regiébn minima
necesaria para formar el complejo de inicio de la transcripcion (Danino, Y.M. et al., 2015).
Debido a que los resultados mostrados por Aparicio-Flores (2019) indican que hay actividad
de promotor desde aproximadamente la posicion -500 pb, y a los reportes que indican que
hay presencia de elementos reguladores de la transcripcion génica rio arriba del core de
los promotores (Haberle, V. & Stark, A., 2018), se opt6 por tomar desde -500 y +50 pb para
los posteriores andlisis. Por lo tanto, la presencia de dinucleétidos CpG se identificaron en
las posiciones: -477, -471, -394, -333, -81, -23, +21 y +36 (Fig. 8). Ademas, se ha reportado

que las cajas GC pueden ser sitios susceptibles a la metilacion cuando poseen
65



dinucledtidos CpG (Miyajima, A. et al., 2009). Por lo tanto, mediante la base de datos EPD
se identificaron cajas GC en las posiciones: -447, -400, -289, -206, -189, -163, +17, +35.
Adicionalmente, se revisaron los posibles elementos de respuesta reportados por Aparicio-
Flores, J. (2019) para identificar si algunos de ellos se sobreponian con los sitios CpG
identificados (Fig. 8).

B Dinucledtidos CpG
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Figura 8. Esquema de sitios CpG susceptibles a metilacién del DNA en el promotor de
LGALS9. En este esquema se muestran los resultados in silico de una region que comprende desde
-500 a +100 pb del gen LGALS9, como posible promotor de este gen. Se encontraron sitios CpG en
las posiciones: -477, -471, -394, -333, -81, -23, +21 y +36. Se identificaron cajas GC en las
posiciones: -447, -400, -289, -206, -189, -163, +17, +35. A su vez, se observd que estos sitios
coinciden con elementos de respuesta a los factores de transcripcion Spl y AP-1, asi como la
secuencia consenso para union del TFIID.

Como se puede apreciar en la Fig. 8, se encuentran elementos de respuesta para
los FT: AP-1 (dimero de c-Fos/c-Jun) y Spl. Para Spl existen diversos reportes donde se
indica que la metilacién del DNA podria impedir la union de este FT a su elemento de
respuesta. En un primer reporte, Macleod, D. et al. (1994) muestran que Spl se une a su
elemento de respuesta en el promotor del gen APRT de raton, para prevenir la metilacion
del DNA en islas CpG; una delecion o mutagénesis de los sitios de unién a Spl promueve
la metilacion de novo en las islas CpG. En otro reporte Zhu, W.-G. et al. (2003) encontraron
gue en el promotor del gen que codifica para la proteina p21, la metilacién en los elementos

de respuesta a Sp1/Sp3 no interfiere con la capacidad de unién del FT al DNA, sin embargo,
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la presencia de metilacion en regiones de los extremos del sitio de union de Sp1/Sp3 impide
dicha interaccion, esto realizado en la linea celular H719 de cancer de pulmén. A su vez,
Liu, X. et al. (2016) encontraron que en el promotor del gen CRYAA, que codifica para la
proteina estructural a-cristalina del epitelio ocular, la hipermetilacion del DNA impide la
capacidad de union de Spl, y no se lleva a cabo la activacion transcripcional del gen.
Nuestros resultados muestran que existen al menos cuatro elementos de respuesta a Spl

en el promotor, que pudieran ser claves en la regulacion de la transcripcion de LGALS9.

En cuanto a AP-1, se observaron dos posibles sitios de unién: uno ubicado en la
posicion -333 pb de un sitio CpG, y otro en la posicion -206 pb donde se encuentra una caja
GC. Al analizar esta secuencia, a pesar de haber encontrado una caja GC mediante la base
de datos, no se observa algun dinucle6tido CpG por lo que se esperaria que no hubiera
metilacién en este sitio. Sin embargo, en una revision de Yang, J. et al. (2019) se menciona
que en dinuclettidos TpG pueden ocurrir sustituciones que al final se identificarian como
CpG, formando asi un sitio de reconocimiento por las DNMTs. Por lo cual, un complejo AP-
1 podria unirse a este dinucleétido en presencia o ausencia de metilacion. Por otro lado, se
ha reportado que el complejo c-Fos/c-Jun (AP-1) puede unirse a sitios CpG en presencia o
ausencia de metilacion, ejerciendo un efecto activador (Gustems, M. et al., 2014). Ademas,
se ha descrito que AP-1 es importante en procesos para la diferenciacion de monocitos o
en la reprogramacion de células pluripotentes en ratones. Mediante ensayos de cromatina
accesible a transposasa (ATAC-seq) y ChlP-seq para determinar marcas activadoras como
H3K27ac se ha identificado que este FT puede unirse a potenciadores (enhancers) de
genes de respuesta tardia y de identidad celular, lo cual es importante en procesos de
diferenciacion y reprogramacion (Madrigal, P. & Alasoo, K., 2018); esto también se ha
estudiado en otros tipos de cancer, como el pancreético (Roe, J.-S. et al., 2017). El estudio

de AP-1 podria ser de importancia para el estudio de la progresiéon del cancer.
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SECCION II: Resultados en lineas celulares de CaCu

8.2. Nivel y patrén de expresion de Gal-9 en lineas celulares de CaCu
Los resultados previos del grupo de investigacion revelaron que los niveles de RNAmM de
LGALS9 por gPCR, asi como la presencia de la proteina por WB (Western blot), son
menores en las lineas celulares SiHa, HelLa, CaSki y C33A (tumorales) con respecto a la
linea celular HaCaT (no tumoral) (Maximo-Sanchez, 2016). En este trabajo se evalué la
expresion de Gal-9 mediante ensayos de ICC/IF en las lineas celulares HaCaT, SiHa
(carcinoma escamoso de cérvix) y HelLa (adenocarcinoma) que nos permite observar la
localizacién intracelular y los niveles de expresion de la proteina de Gal-9 en las tres lineas
celulares. La cuantificacion de la intensidad de fluorescencia permiti6 comparar con los
niveles de proteina identificados por WB. La Fig. 9 muestra los resultados para estas dos

cuestiones.

En la Fig. 9A, se muestran los resultados obtenidos en las células HaCaT en las que
la presencia de Gal-9 se observa tanto en el citoplasma como en el nucleo, observandose
una mayor sefal de la proteina en el nicleo. Respecto a las células SiHa, la presencia de
Gal-9 es practicamente indetectable, observandose de manera muy tenue en algunas
regiones de los ndcleos. Por ultimo, en la linea celular HelLa los resultados muestran la
intensidad de la marca de Gal-9 es menor que en HaCaT, la presencia de la proteina se
observa solo en los nucleos y no en el citoplasma, ademas de que la presencia de la
proteina se observa como un puntilleo muy intenso. En la Fig. 9B se muestran los resultados
de la cuantificacion de la intensidad en unidades normalizadas de fluorescencia para Gal-
9; la expresion de la proteina es mayor en las células HaCaT que en las SiHa y HelLa, como

lo reporté Maximo-Sanchez, D. (2016) en los ensayos de western blot.
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Figura 9. Expresion de Gal-9 en las lineas celulares HaCaT, SiHay HelLa. A) Imagenes de ICC/IF donde
se muestra la expresion de Gal-9 (marcas en verde), una tincién con DAPI para nucleos (en azul), y una
sobreposicion (indicado como “Merge”). Barra de escala a 20 pm. B) Resultados de la cuantificacion de la
expresion de Gal-9 donde se observan diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos
(ANOVA de una via, Tukey post-hoc test, P < 0.05).
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Se han descrito diversas funciones para Gal-9, las cuales dependen de su ubicacion: matriz
extracelular, citoplasma y nucleo. En la linea celular HaCaT se ve una fuerte expresion en
el citoplasma, y podria encontrarse también en la membrana celular. La localizacidon celular
de Gal-9 esté relacionada con las funciones que desempefia, en cuanto a sus funciones
extracelulares, se ha descrito que Gal-9 es capaz de reconocer estructuras glicanicas en la
superficie celular y ejercer un rol importante en procesos de adhesion celular (Heusschen,
R. etal.,, 2013; Yang, R.-Y. et al., 2008). Otro papel importante de Gal-9 es en la modulacion
de vias de sefializacion en algunos tipos celulares al interaccionar con receptores de
membrana (Kobayashi, T. et al., 2010; Tanikawa, R. et al., 2008). Sin embargo, esto no ha
sido aun estudiado en las lineas celulares derivadas de CaCu. Las células HaCaT que
crecen en cumulos expresan Gal-9, sugiriendo que la proteina esta participando en estos
procesos de adhesion celular. Lo contrario se observa en células SiHa y HeLa que tienden
a crecer de manera aislada y la expresion de Gal-9 se limita solamente al nucleo. Por lo
tanto, se podria pensar que no juega un papel en la adhesion celular en estos tipos

celulares.

Con respecto a las funciones intracelulares, hay algunos reportes que indican el
papel de las galectinas en el citoplasma. Pueden modular: crecimiento celular, apoptosis y
progresion del ciclo celular (Liu, F.-T. & Rabinovich, G.A., 2005), a partir de la unién de las
galectinas con proteinas que se encargan de regular estos procesos (Liu, F.-T. et al., 2002;
Wang, J.L. et al.,, 2004). Para Gal-9 hay algunos que muestran que pueden modular
apoptosis en otros tipos celulares, como en linfocitos T (Kashio, Y. et al.,, 2003) y en
fibroblastos en un modelo de artritis reumatoide (Pearson, M.J. et al., 2018). Esto puede
relacionarse con lo que se observé en células HaCaT: Gal-9 podria estar presente en el
citoplasma participando en la regulacién de estos procesos que se acaban de mencionar.
En contraste, en las lineas celulares SiHa y Hela, es posible que la pérdida del control del
ciclo celular y de la regulacién de la apoptosis que caracterizan a las células tumorales esté
relacionada con la pérdida de expresion de Gal-9 en el citoplasma. En cuanto a las
funciones nucleares, se ha visto que algunas galectinas tienen un papel en el
procesamiento del pre-RNAm al interactuar con ribonucleoproteinas que participan en el
splicing del RNAm (Johannes, L. et al., 2018; Leffler, H. et al., 2002), Gal-9 también puede
participar en estos mecanismos. Ademas, Matsuura, A. et al. (2009) reportaron que Gal-9
puede interactuar con NF-IL6 (factor nuclear para la expresion de IL-6) al translocarse al
nucleo, e inducir la expresion de esta citocina. Posiblemente Gal-9 nuclear cumple
funciones en el splicing en las células HaCaT, SiHa y HelLa. Es necesario investigar si

puede unirse a otro factor ademas del NF-IL6 para la expresion de los genes.
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Adicionalmente, Gal-9 puede participar en el mantenimiento de la rigidez de la membrana
plasmética en células dendriticas (Cano, L.Q. et al., 2019), pero no se ha comprobado en

otro tipo celular.

Existen otros reportes donde se han estudiado cambios de localizacion anormales
de algunas galectinas en el cancer. El primer reporte fue realizado por Honjo, Y. et al.
(2000), quienes reportaron una translocacion de Gal-3 del nacleo al citoplasma en pacientes
con carcinoma de lengua y esté relacionado a un mal prondéstico; de igual forma, esto fue
estudiado en melanoma (Brown, E.R. et al., 2012). Los cambios de localizacién también
han sido reportados para Gal-7 en carcinoma de es6fago (Zhu, X. et al., 2010). Esto podria
estar relacionado con lo observado en las lineas celulares de CaCu, asi las células HaCaT
presentan un patron de expresion de Gal-9 en nicleo y citoplasma, mientras que en las
SiHa y HelLa solo se observa en el nlcleo, pero con una menor expresion. Sin embargo,
los estudios que se mencionaron fueron realizados en pacientes con cancer; se tendria que

comprobar que en pacientes con CaCu puede existir también ese cambio de localizacion.

Los estudios actuales sobre la expresion de Gal-9 en el cancer se basan en
relacionar dicha expresion con diversos factores, como el pronéstico de los pacientes que
padecen esta enfermedad. En general, diversos reportes en pacientes indican que la
disminucion de Gal-9 esté relacionada con un mal prondéstico en: cancer urotelial (Liu, Y. et
al., 2017), cancer gastrico (Jiang, J. et al., 2013), cancer de mama (Irie, A. et al., 2005), e
incluso en CaCu (Liang, M. et al., 2008; Punt, S. et al., 2015). Los experimentos aqui
reportados por ICC/IF en células HaCaT, SiHa y HelLa se relacionan con los mostrados
previamente en nuestro grupo de investigacion, y a la vez lo que se ha reportado para

pacientes con CaCu (Liang et al, 2008).

8.3. Estado de metilacién en el promotor de LGALS9 en lineas celulares de
CaCu

En la Fig. 10 se representan los resultados obtenidos para el estado de metilacion de los
sitios CpG del promotor del gen LGALS9 en las lineas celulares de CaCu (SiHa, Hela,
C33A y CasKi) y HaCaT como control. La metilacion se detect6 en los sitios ubicados en -
394 pb tanto en lineas celulares tumorales como en HaCaT. En la posiciébn +36 pb se
detecto presencia de metilacion unicamente en células HaCaT y HelLa, ademas de un sitio
CpG metilado en la posicion -81 pb en esta ultima linea celular. Por lo cual, no se encontro

un patrén de metilacion especifico en las lineas celulares tumorales en comparacion con la
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linea celular control HaCaT. De acuerdo con los antecedentes del grupo de investigacion,
la linea HaCaT presenta mayores hiveles de expresion de Gal-9 en comparacién con las
lineas celulares tumorales. Considerando ambos resultados, es posible que la metilacion
en el promotor del gen LGALS9 no participa en la regulaciéon de su expresién. En los
resultados de Nair, V.S. et al. (2018) se analiza el patrén de metilacién en la regién de 15
kb rio arriba del inicio de la transcripcion de LGALS9 en CRC. Los resultados mostraron
gue, en esta regién que no ha sido caracterizada como reguladora de la transcripcién de
Gal-9, no presentan diferencias estadisticamente significativas entre el nivel de metilaciéon
en tumores de CRC en comparacion con tejido adyacente en ausencia de células
transformadas. Por otra parte, Wu, M.-M. et al. (2017) realizaron esta misma técnica en el
gen LGALS4 que codifica para Gal-4, donde amplificaron 15 sitios CpG en esta region
promotora en muestras de carcinoma urotelial. Al encontrar diferencias en la metilacion en
dos de estos sitios, realizaron una PCR metil especifica (MS-PCR) y evidenciaron que hay
cambios especificos en sitios de metilacion relacionados a la progresion tumoral. Se podria
aplicar la técnica de MS-PCR para cuantificar los niveles de metilacion en los dos residuos
del promotor LGALS9 y evidenciar si la metilacién especifica es mayor en las lineas

celulares tumorales y se relaciona con el nivel de expresiéon de LGALS9.

Sitios de metilacién en el promotor de LGALS9
Lineas celulares 477 -471 +21| +36
HaCaT -
SiHa
Hela :-
C33A
CasKi

Figura 10. Estado de metilacion en el promotor de LGALS9 en lineas celulares de CaCu. Como
control no tumoral se utilizo la linea celular HaCaT. Los cuadros en negro representan sitios donde
se encontré metilaciéon en CpG. Se observa Unicamente presencia de esta modificacion en las
posiciones -394 pb, -81 pb y +36 pb.
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Debido a que no se encontraron diferencias en el nimero de sitios metilados en las
lineas celulares tumorales en comparacion con HaCaT, es posible que la regulacion de la
expresion de LGALS9 se deba a la unién especifica de ciertos FT. Segun lo que se muestra
en la Fig. 8, estos sitios coinciden con los elementos de respuesta para Spl. En estos
resultados, no se identificaron sitios metilados en los elementos de respuesta a AP-1 como
se habia sugerido en la Fig. 8. Spl es un factor de transcripcion que puede unirse a
elementos de respuesta en cajas GC, aungque también se ha demostrado cierta afinidad por
cajas CT y cajas GT. Esta descrito que en las cajas GC pueden encontrarse sitios CpG que
pueden ser regulados por la metilacion del DNA. Spl es un FT que cumple funciones en
diferentes procesos celulares en la activacion de genes blancos involucrados en procesos
relacionados al cancer: protumorales, al activar genes involucrados en la progresion del
ciclo celular, estimulacion de la fase S, sobrevivencia celular, angiogénesis, invasion,
metastasis, crecimiento celular e inestabilidad gendmica; antitumorales, al activar genes
involucrados en el arresto del ciclo celular, inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas,
apoptosis y supresion de metastasis. Estas funciones dependen, en parte, de las
modificaciones postraduccionales en Spl como: fosforilacion, acetilacion, ubiquitinacion,
sumoilacion, glicosilacién (O-GIcNAc; N-Acetilglucosamina ligada a oxigeno) y poliADP-
ribosilacion; y de transactivacion con otras proteinas como c-Jun y Ap2 (Wierstra, |., 2008).
Hay varios estudios que reportan que la hipermetilacién evita la unién de Sp1l a elementos
de respuesta. Dong, Z. et al. (2019) encontraron en carcinoma escamoso de eséfago, que
Spl, se relaciona a la activacién transcripcional de los genes supresores de tumores
SEMA3B y el RNA largo no codificante (RNAInc) SEMA3B-AS1, sin embargo, en presencia
de metilacion de los elementos de respuesta a Spl, hay una baja actividad transcripcional.
En un estudio similar en musculo esquelético, se encontr6 que Spl, entre otros FT, pueden
regular la transcripcién del gen TNNI1 y que la metilacion del DNA evita la unién de estos
FT (Ji, G.-G. et al., 2019). Es necesario comprobar que este FT se puede unir al promotor
de LGALS9 mediante un ensayo de ChlIP.

8.4. Ensayo de ChIP

8.4.1. Curvade sonicacion para ChIP
Para el andlisis de ChiP es importante obtener los fragmentos de cromatina de tamafio
recomendado en un intervalo de 200 y 1000 pb (Lee, J.B. & Keung, A.J., 2018). En la Fig.
11 se observan los fragmentos de cada condicion de sonicacién, y todos oscilan entre las

200 y 1000 pb. Dado el tamafio requerido para los fragmentos, con el fin de aumentar la
73



sensibilidad de la precipitacion, se opt6 por utilizar las condiciones de 8 ciclos de sonicacion
15”0ON/60”0OFF, donde se encuentran fragmentos de cromatina de aproximadamente 250
pb (Fig. 11).

=—=> 1000 pb

. > 750 pb

= 500 pb

— 250 pb

Figura 11. Curva de sonicacidn. Carril 1: 6 ciclos de sonicacion 15”0ON/60”OFF. Carril 2: 8 ciclos
de sonicacién 15”ON/60”OFF. Carril 3: ciclos de sonicacion de 8 min de 1”ON/1”OFF. Carril 4: 1 kb
Ladder.

8.4.2. H3K9ac en el promotor del gen LGALS9 y global en lineas celulares
Los resultados del andlisis de la acetilacion de H3K9 en las lineas celulares se muestran
en la figura 12. Los resultados de cuantificacion por gPCR de la presencia de H3K9ac en
HaCaT, SiHa y HelLa adyacentes al promotor de LGALS9, se muestran en la Fig. 12A,
donde es evidente que existen bajos niveles de H3K9ac en las lineas celulares tumorales
en comparacion con la no tumoral. Se ha descrito que H3K9ac es una marca de histonas
relacionada a la activacion transcripcional, encontrandose predominantemente en regiones
promotoras. Esta marca de acetilacion estéd implicada en la activacion de una gran variedad
de genes, por ejemplo, Takahashi, J.S. (2015) report6 que H3K9ac junto con H3K4me3 y
H3K27ac tienen un papel importante en la activacion de genes implicados en el ciclo
circadiano en mamiferos (Zhu, Q. & Belden, W.J., 2020). Por lo que puede ser un residuo
clave en la activacion de la transcripcion en HaCaT. Por otro lado, se sabe que esta lisina

9 de la H3 también puede ser un sitio para una trimetilacion (H3K9me3) y que tiene un papel
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represivo de la transcripcion cuando se encuentra en promotores, y cuando se encuentra
en el cuerpo del gen en compactaciéon de la cromatina, puesto que participa en el
reclutamiento de la HP1 (Proteina 1 de la Heterocromatina) (Audia, J.E. & Campbell, R.M.,
2016). Debido a la evidencia de la relacion entre la marca activadora (acetilacion) y la marca
represiva (trimetilacién) en H3K9me3 (Addison, W.N. et al., 2014; Karmodiya, K. et al., 2012;
Wang, B. et al., 2019), es probable que en las lineas tumorales se encuentren estas marcas
represivas. Sin embargo, es necesario realizar un ChIP con un anti-H3K9me3 y ver los

niveles en estas tres lineas celulares en el promotor del gen LGALS9.

Después de verificar el estado de acetilacion en H3K9ac del promotor de LGALS9 y
comprobar que esta marca activadora se encuentra disminuida en SiHa y Hela, en
comparacion con HaCaT, fue de interés conocer si ademas se pudiese encontrar afectada
esta marca de acetilacion de manera global. Por lo tanto, se realizé una ICC/IF de esta
marca de manera global. En la figura 12B se muestran las imagenes de la ICC/IF, y en la
figura 12C se muestran los resultados de la cuantificacion de intensidad de fluorescencia.
Las marcas se encuentran exclusivamente en el nlcleo en los tres tipos celulares, y de
manera semicuantitativa se identific6 que HaCaT presenta niveles mas altos de H3K9ac

global que HelLa y SiHa, respectivamente.

En otros tipos de cancer se ha identificado que existen alteraciones de las marcas
globales de H3K9ac que se relacionan con la progresion de los tumores. Webber, L.P. et
al. (2017) reportaron que una hipoacetilacion en H3K9 se relacionaba a un mal pronéstico
en carcinoma oral de células escamosas, y que estos cambios pueden repercutir en
procesos como proliferacion celular y EMT; una relacién similar se encontré en cancer de
ovario (LI, L. et al., 2007; Zhen, L. et al., 2010) y cancer de mama (Judes, G. et al., 2016).
La disminucion de H3K9ac global en células SiHa y HelLa sugiere una relacién con los
estudios mencionados previamente donde reportan el mismo cambio. Sin embargo, en
estudios realizados en CaCu se identificd que en los pacientes con peor prondstico hay un
aumento de H3K9ac global (Beyer, S. et al., 2017). Es posible que la diferencia sea debido

a las diferencias del modelo utilizado en este estudio con el utilizado por Beyer et al. (2017).
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Figura 12. Estado de acetilacion H3K9ac. A) Modificacion H3K9ac especifica adyacente
al promotor de LGALS9 por ChIP, donde se indica mayor acetilacion en HaCaT. B)
Imagenes de ICC/IF de H3K9ac global (marcas en verde) en HaCaT, SiHa y Hela, tincion
nuclear con DAPI (marcas en azul) y sobreposicion de ambas (merge). Barra de escala a
20 um C) Cuantificacion de la intensidad de la marca H3K9ac, la cual es mayor en HaCaT,
seguido de HelLa y SiHa, con diferencias estadisticamente significativas (ANOVA de una
via, Tukey post-hoc test, P < 0.05).



En ambos casos, las células SiHa y HelLa presentaron disminucion en H3K9ac en
comparacion con las HaCaT. Como se describi6 en apartados anteriores, las
modificaciones de acetilacién son llevadas a cabo por dos familias de enzimas: HATs y
HDACs. H3K9ac es una marca que se ha descrito que puede ser regulada por vias de
sefalizacibn como NF-kB y TNF al activar a las HATs encargadas de esta modificacion
(Wang, B. et al., 2019); pero a la vez se ha reportado que la desregulacién de otras vias de
sefalizacibn como Ras-ERK1/2 pueden contribuir al desarrollo de CRC por la modulacién
de H3K9ac al degradar a la enzima PCAF encargada de esta acetilacion (Tian, P. et al.,
2018), asi como también se ha reportado en carcinoma hepatocelular (Zeng, S. et al., 2017;
Zhang, T. et al., 2017). En CaCu, la oncoproteina E7 de VPH de alto riesgo puede alterar
la actividad de la enzima PCAF, pudiendo llevarla a degradacion (Avvakumov, N. et al.,
2003; Durzynska, J. et al., 2017; Huang, S.-M. & McCance, D., 2002); ademas de tener la
capacidad de interaccionar con las HDAC1 y 2, componentes del complejo NuRD
modulando la actividad del mismo (Brehm, A. et al., 1999). Debido a la relacién que hay
entre las desregulaciones de HATs y HDACs en el cancer, es probable que éstas influyan

en las alteraciones que se encontraron en este estudio.

8.4.3. Acetilacion H3K14ac en el promotor del gen LGALS9 y global en lineas
celulares

Los resultados del andlisis de H3K14ac en las lineas celulares se muestran en la Fig. 13.
En la Fig. 13A se grafica la cuantificacion por gPCR de la presencia de H3K14ac en células
HaCaT, SiHa y HelLa en el promotor de LGALS9, donde es evidente que existen bajos
niveles de acetilacion H3K14ac en las lineas celulares tumorales en comparacion con la no
tumoral. H3K14ac es una marca de acetilacion de suma importancia para la transcripcién
de los genes. Se ha determinado que la presencia de H3K14ac junto con H3K9ac y
H3S10pho en regiones promotoras, es importante para el reclutamiento del complejo TFIID
(van Nuland, R. et al., 2013), asi como del complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF
por la modificacion H4K8ac (Agalioti, T. et al., 2002). La regulacion de H3K14ac es
importante también para la induccion de la expresion de diversos genes relacionados a
estrés (Johnsson, A. et al., 2009), e incluso es importante en la activacion de las funciones
supresoras de tumores de PBRM1 (Polybromo1l) al reconocer esta marca en carcinoma de
rifidén (Liao, L. et al., 2019). En resumen, esta marca es activadora para la transcripcion

génica, y debido a que se encuentra disminuida en el promotor de LGALS9 en las lineas

77



celulares tumorales SiHa y Hela, es posible que esté relacionada con la disminucion de la

expresion de Gal-9.

Al igual que se hizo con la marca global H3K9ac en el apartado anterior, también
fue de interés evaluar el estado de acetilacion H3K14ac global en las células SiHa y HelLa
en comparacion con las HaCaT mediante ICC/IF. En la Fig. 13B se muestran las imagenes
obtenidas, y en la Fig. 13C, los resultados de la cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia. En este caso, las células SiHa presentaron niveles mas bajos del estado
global de H3K14ac en comparacion con las HaCaT; por otro lado, HeLa fue la linea celular
gue tuvo mayor presencia de esta marca global. A diferencia de H3K9ac, solamente hay un
reporte donde se evalué la marca global de H3K14ac en cancer de ovario, quienes no
encontraron diferencias estadisticamente significativas en el cancer en comparacion con
células no tumorales (Zhen, L. et al., 2010). Tampoco se conocen mecanismos por los que
H3K14ac puede encontrarse alterado. Sin embargo, Li, Y. et al. (2019) reportaron que la
via de sefializacion Ras-ERK1/2 puede modular la disminucion global de H3Kl4ac
indirectamente, ya que se promueve la degradacion de la HAT TIP60 en melanoma
intraocular. No se ha descrito hasta ahora si las vias de sefalizacién desreguladas en CaCu
pueden alterar enzimas encargadas de llevar a cabo esta marca, pero existe evidencia de
que las oncoproteinas E6 y E7 de los VPH de alto riesgo pueden alterar la actividad de las
enzimas p300/CBP (Patel, D. et al.,, 1999; Thomas, M.C. & Chiang, C.-M., 2005;
Zimmermann, H. et al., 1999), TIP60 (Jha, S. et al., 2010; Subbaiah, V.K. et al., 2016) y
PCAF (Avvakumov, N. et al., 2003; Huang, S.-M. & McCance, D., 2002), que pueden acetilar
a H3K14. Estos antecedentes podrian explicar la disminucién global de H3K14ac en células
SiHa. En los resultados de células HelLa no se refleja en la disminucién que se encontré en
las células SiHa. Ambas pertenecen a tipos celulares diferentes: SiHa son células de
carcinoma escamoso, y HelLa, de adenocarcinoma de cérvix. Asi, a pesar de que ambas

son células cancerosas, diferencias moleculares (Network, C.G.A.R., 2017).
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Figura 13. Estado de acetilacion H3K14ac. A) Modificacion H3K14ac especifica adyacente al promotor
de LGALS9 por ChIP, donde se indica mayor acetilacion en HaCaT. B) Imagenes de ICC/IF de H3K14ac
global (marcas en verde) en HaCaT, SiHa y Hela, tinciébn nuclear con DAPI (marcas en azul) y
sobreposicion de ambas (merge). Barra de escala a 20 um. C) Cuantificacion de la intensidad de la marca
H3K14ac, la cual es mayor en Hela, seguido de HaCaT y SiHa, con diferencias estadisticamente
significativas (ANOVA de una via, Tukey post-hoc test, P < 0.05).



8.4.4. Relacién entre H3K9ac y H3K14ac en lineas celulares
Se ha reportado que H3K9ac es una marca activadora que se encuentra presente en
promotores activos. De igual forma H3K14ac se encuentra en estas regiones, pero hay
numerosos reportes que indican el papel de esta modificacibn en conjunto con otras
marcas, y que las combinaciones repercuten en diferentes procesos. Por ejemplo, Klein,
B.J. et al. (2019) indicaron que las modificaciones H3K23ac y H3K14ac pueden coexistir en
el mismo locus, y que la enzima MORF (encargada de la actividad HAT en H3K23ac) puede
detectar la marca de crotonilacion H3K14Cr, promoviendo la acetilacion H3K23ac, lo cual
repercute en una tasa de transcripcion mas alta. Por otro lado, Li, N. et al. (2016)
identificaron que las marcas H3K4mel-H3K14ac pueden ser marcas leidas por ZMYNDS,
jugando asi un papel correpresor transcripcional de JARID1D (desmetilasa de H3K4) para
antagonizar genes relacionados a metastasis. Sin embargo, muchas de las relaciones
estudiadas en H3K14ac han sido en conjunto con modificaciones de metilacion y acetilacion
en H3K9. Por ejemplo, el marcaje de regiones bivalentes por H3K9me3 (marca represora,
relacionada a la heterocromatina) y H3K14ac mediado por SETDB1 (Jurkowska, R.Z. et al.,
2017; Price, A.J. et al., 2019). Diversos reportes indican la relacién de H3K9ac y H3K14ac
con la transcripcion génica (Agalioti, T. et al., 2002; van Nuland, R. et al., 2013). En un
estudio realizado por Karmodiya, K. et al. (2012) se identificd por técnicas de ChlP-seq que
H3K9ac y H3K14ac eran marcas abundantes en elementos reguladores como promotores
activos y enhancers, por otro lado, en promotores inducibles inactivos prevalecia H3K14ac

en ausencia de H3K9ac.

Tomando en cuenta este Ultimo reporte se hizo un andlisis de H3K14ac en relacién
con H3K9ac como se muestra en la Fig. 14. Las células HaCaT y Hela presentaron una
relacion mas cercana a 1 en ambas marcas, mientras que en las SiHa la relacion difiere de
1 porque tiene una menor presencia de H3K9ac. Junto con los datos de la expresion de
Gal-9, se dedujo que el promotor en las células HaCaT tiene un comportamiento de
promotor activo, y en las SiHa de promotor inactivo. Haciendo una relacién con la expresion
de Gal-9, los resultados en este andlisis para las células HelLa difieren de un promotor activo
o inactivo como en el caso de las HaCaT y SiHa. Por lo tanto, es posible que el promotor
de LGALS9 en esta linea celular se ajuste mas a un promotor bivalente, el cual tiene la
caracteristica de presentar marcas activadoras y represivas y tienen una baja tasa
transcripcional. Sin embargo, para comprobar esta hipétesis, es necesario realizar mas

ensayos de ChlIP utilizando anticuerpos contra marcas represivas, como H3K9me3.
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Figura 14. Relacion H3K14ac/H3K9ac en el promotor de LGALS9. La relacion en HaCaT y HelLa
se acerca mas 1, mientras que la de SiHa aparenta una menor proporcion de H3K9ac. ANOVA de
una via, Tukey post-hoc test, P < 0.05.
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SECCION Ill. Resultados en biopsias de CaCu

8.5. Datos clinico-patoldgicos de las pacientes con CaCu
Posteriormente, para el andlisis en de la expresion de Gal-9 en biopsias de pacientes con
CaCu se incluyeron 38 muestras. Para cada muestra se indicaron una serie de
caracteristicas clinico-patoldgicas, las cuales fueron posteriormente agrupadas en: tipo
histologico, si el tumor correspondia a tipo queratinizante 0 no queratinizante y estadio de
la enfermedad segun la clasificacién FIGO. La razon principal de evaluar la expresion de
Gal-9 en biopsias de CaCu fue utilizar estos datos para posteriormente relacionarlos con el
estado de metilacion en LGALS9, sin embargo, fue posible también hacer otros tipos de
andlisis en relacion con las caracteristicas de las muestras analizadas. Los resultados para

estas dos cuestiones se reflejan en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas clinico-patolégicas de las muestras de las pacientes con CaCu, y
valores de expresiéon de Gal-9 en cada subgrupo. Numero de pacientes (n) en cada grupo, y los
valores de expresion de Gal-9 por IHC en cada grupo.

Caracteristicas Expresion de Gal-9 en tejidos (unidades de intensidad)
D N T

Tipo histolagico

- Carcinoma escamoso 29 S5 0.10-138.09 0.0165
- Adenocarcinoma 2 0.40 0.3-0.5

- Lesiones premalignas 7 89.38 58.22-136.85
Sub-clasificacion del carcinoma escamoso

- Queratinizante 3 123.94 109.80-138.08 0.0275
- No queratinizante 21 28.68 0.106-106.53
Estadificacion FIGO

- 15 42.07 0.01-106.54 0.7603
- v 10 17.96 0.23-138.08

- No clasificable 6

El nimero de muestras con diagnéstico de carcinoma escamoso de cérvix fue mayor
debido a la prevalencia que existe de este tipo de cancer con respecto a la de
adenocarcinoma (OMS, 2018). En la subclasificacién del carcinoma escamoso, solo se

incluyeron en queratinizante y no queratinizante las muestras que previamente fueron
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descritas en patologia. En el caso de las muestras clasificadas por la estadificacion FIGO,
se contaron con pocas en estadio | y IV. Considerando esto y las similitudes que se
presentan en los estadios | y Il, a diferencia de los estadios Ill y IV (donde hay una mayor
invasién a 6rganos cercanos, y metastasis), en andlisis posteriores se agruparan las
muestras en /Il y lII/IV. Existe un nimero de pacientes que no tienen reportado el estadio
de la enfermedad, estas no se consideraron en los analisis que involucran los estadios de
la enfermedad. Con respecto a las muestras que se obtuvieron con diagnéstico de LEIBG

y LEIAG fueron clasificadas dentro del mismo grupo como lesiones premalignas.

8.6. Nivel y patrén de expresion de Gal-9 en biopsias de CaCu y lesiones
premalignas

El analisis de expresion de Gal-9 en lesiones premalignas muestra que esta proteina se
expresa en el epitelio escamoso estratificado, sin embargo, el nivel de expresion varia con
respecto al grado de diferenciacion celular (Fig. 15). En las células que conforman la lamina
basal no se detecto la presencia de Gal-9. En la capa de células parabasales se observa la
expresion de la proteina. En las células que conforman el estrato intermedio del ectocérvix
se observa una baja presencia de la proteina, mientras que en el estrato superior se
encuentra mas expresion de Gal-9 (Fig. 15). Es importante resaltar que en las lesiones
premalignas la expresion de Gal-9 es predominantemente citoplasmica, mostrando
ausencia de la proteina en los nucleos de las células En el estroma se encontré una
expresion muy baja, siendo casi nula en los tejidos que se analizaron para este grupo. Los
valores de intensidad de expresion en el epitelio de lesiones premalignas se muestran en
la Tabla 3.

En las biopsias de las pacientes con CaCu, una de las caracteristicas histolégicas
es la disrupcién de las células de la lamina basal e invasién de las células tumorales al
estroma, asi como una desorganizacion de las células que conforman el epitelio escamoso
estratificado de tal manera que en muchos tumores no se distingue la estratificacion del
epitelio. Gal-9 solo se detecté en el citoplasma y en regiones donde parece haber
delimitacion entre las células. Lo anterior nos llama la atencion ya que en las lineas
celulares tumorales observamos la localizacion en nucleo. La localizacion de Gal-9 en
citoplasmay entre las células tumorales puede estar relacionada con funciones de adhesién

celular (Friedrichs, J. et al., 2007) y como quimioatrayente de eosindfilos en la vigilancia
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inmunoldgica (Hirashima, M., 2000; Sakkal, S. et al., 2016) y como reguladora en procesos
como apoptosis (Vladoiu, M.C. et al., 2014). Es necesario realizar mas investigacion para
determinar las funciones de Gal-9 en las diferentes ubicaciones donde se ha encontrado

expresion de la proteina en CaCu.

Al determinar los niveles de expresion en estas muestras, se encontré que hay
biopsias donde la expresion de Gal-9 es muy intensa y otros donde es muy baja o nula (Fig.
16). Posteriormente se evaluaron los niveles de la expresion de Gal-9 para todas las
muestras, considerando la intensidad de tincion de cinco campos por muestra y sacando
un promedio. Finalmente se calculd la intensidad media de todas las muestras con
diagnostico de CaCu analizadas (47.8 unidades de intensidad). Las muestras con
intensidades mayor a la media se agruparon como Gal-9(+); y las que se encontraban
debajo del valor, como Gal-9(-). No se encontré ninguna muestra que tuviera un valor
cercano a la media, por lo que no se identificé un grupo con nivel de expresion intermedio.
En el primer grupo, se encontré una expresion intensa de Gal-9 en las células epiteliales, y
en algunos casos fue posible observar la expresion de la proteina en lo que conforma las
células estromales (Fig. 16). En el grupo Gal-9(-) la expresién de esta galectina se encontré
practicamente ausente tanto en epitelio como en el estroma. Dentro de las muestras que
se incluyeron en el grupo de Gal-9(-), quedaron agrupados los adenocarcinomas (Tabla 3)

ya que presentaron una nula expresion de la proteina.

En la Fig. 17A se muestra un andlisis estadistico donde se comparo la intensidad de
expresion de Gal-9 en las lesiones en comparacion con las muestras de CaCu. Se observan
diferencias estadisticamente significativas que indican que hay menos expresion en el
CaCu que en las lesiones. Esto se relaciona a lo reportado para CaCu (Liang, M. et al.,
2008). Debido a que se contaban con muy pocas muestras de adenocarcinomas, no se
realizé6 un andlisis estadistico donde se compare la expresiéon de Gal-9 en lesiones
premalignas, carcinoma escamoso de cérvix y adenocarcinomas; sino que estas Ultimas

dos fueron incluidas en un solo grupo de “CaCu”.

Para evaluar si el nivel de expresion se relacionaba con el estadio de la enfermedad
se agruparon las muestras en dos grupos: el primero contenia las muestras de estadio | y
Il'y el segundo las muestras de estadio 1l y IV. En la Fig. 17B se muestra el resultado de la
expresion de Gal-9 por estadios de CaCu. En este andlisis se observé una tendencia de
disminucion de la expresion de la proteina en relaciéon con el estadio, sin embargo, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas. Por lo tanto, es importante

aumentar el nUmero de muestras por grupo para poder determinar si hay una relacién entre
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el nivel de expresion y el estadio clinico, o bien, si esa relacion no se presenta con la
progresion de la enfermedad. Punt, S. et al. (2015) observaron que en CaCu hay una
tendencia a una mayor sobrevivencia en pacientes Gal-9(+) en comparacién con Gal-9(-).
En otros tipos de cancer se ha visto que la disminucién de Gal-9 se relaciona a un mal
prondstico y favorece procesos como la metéstasis (Irie, A. et al., 2005; Jiang, J. et al.,
2013; Kageshita, T. et al., 2002; Sideras, K. et al., 2017).

Lesiones premalignas
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Figura 15. Imagenes representativas que muestran la expresién de Gal-9 en biopsias con
diagnéstico de LEIBG. La coloracién en café muestra la expresion de Gal-9, la coloracién azul
muestra la contratincion de nucleos con hematoxilina (amplificacion 200X).

También evaluamos si existia una asociacion entre el nivel de expresion de Gal-9
con la subclasificacion de los tumores en queratinizante y no queratinizante, en la Fig. 17C
se muestran los resultados donde se aprecia una mayor expresion de Gal-9 en los tumores

queratinizantes en comparacion con los no queratinizantes. Network, C.G.A.R. (2017)
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utilizaron diferentes herramientas de secuenciacién de nueva generacion (New Generation
sequencing o NGS) para determinar patrones moleculares en los tumores de pacientes con
CaCu. Con base a las diferencias de los tumores, encontraron que se podian distinguir tres
grandes grupos: carcinoma escamoso de cérvix queratinizante, no queratinizante y
adenocarcinoma. Entre las diferencias de los dos tipos de carcinoma escamoso,
encontraron que los tumores queratinizantes presentan un grupo de genes con expresion
diferencial, que se caracteriza por la presencia de los microRNAs miR-99a-5p y miR-203a,
los cuales juegan un papel como supresores de tumores en CaCu. Ademas, encontraron
que los tumores no queratinizantes tienen una alta expresiéon de un grupo de genes
relacionados a proteinas involucradas con la EMT. Esto podria estar implicado con un
mayor potencial de invasién con respecto a los tumores queratinizantes. Es posible que
dentro de los diferentes grupos que se pueden identificar en estos dos tipos de tumores, se
encuentre relacionado el gen LGALS9, lo que podria estar implicado en la evolucion del
CaCu. Nuestros resultados resaltan la importancia de analizar un mayor nimero de
muestras de tumores queratinizantes para comprobar esta relacion. Actualmente la
separacion en estos dos grupos de carcinoma escamoso no es tomada en cuenta para
determinar el tratamiento de las pacientes con CaCu; ni siquiera se utiliza un tratamiento

diferente entre carcinomas escamosos y adenocarcinomas de cérvix.

86



Tumores Gal-9(+)

Carcinoma escamoso de cérvix, no queratinizan noma escamoso de cérvix, estadio I1B

o

S STl
S

ﬁ,v o g

-

LA ”
Hiey A8 A ( a2 $ >
inoma escam

Carcinoma escamoso de cérvix queratinizante,  Carc
estadio I11B

.
9 ol n i ind =l o .
A R TSR At s AR NN T ARUT LT o

b

Carcinoma escamoso de cérvix no
e, estadio 1A queratinizante, 1B

<

T T LA
Carcinoma  escamoso
gueratinizant

| e !
arcinoma,

Adenoc estadio 1lIB

gueratinizante, estadio 111B

Figura 16. Imagenes representativas que muestran la expresién de Gal-9 en biopsias de pacientes
con CaCu. La coloracion en café muestra la expresion de Gal-9, la coloracién azul muestra la
contratincién de nucleos con hematoxilina. Las biopsias de adenocarcinomas se agruparon en los
tumores Gal-9(-), y se muestra una imagen representativa en dicho grupo (amplificacion 200X).
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A) Expresion de Gal-9 en biopsias B) Expresion de Gal-9 por estadios
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Figura 17. Anélisis estadistico de la expresion de Gal-9 en biopsias de CaCu. A) Comparacion
de la expresion de Gal-9 en lesiones premalignas con las biopsias de CaCu, donde hay mayor
presencia de Gal-9 en el primer grupo. B) Comparacién de la expresion de Gal-9 por estadios I/ll y
II/IV, donde no hay diferencias significativas. C) Comparacion de la expresion de Gal-9 en la
subclasificacién de los carcinomas escamosos de cérvix, observando que los tejidos con mayor
expresién se encuentran en los carcinomas queratinizantes. Mann-Whitney test; P < 0.05.

8.7. Estado de metilacién en el promotor de LGALS9 en biopsias de CaCu
A partir de los dos grupos Gal-9(+) y Gal-9(-) que se identificaron en el apartado anterior,
se procedié a analizar patrones de metilacion en el promotor de LGALS9 en estas biopsias
para verificar si existian alteraciones en la metilacion del DNA que se relacionen con la alta

o nula expresion de la proteina. En la Fig. 18A se observan los patrones de metilacion por
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sitios en diferentes muestras que pertenecen a los grupos Gal-9(+) y Gal-9(-). Hay una
aparente relacién en la metilacién entre ambos grupos: en las muestras de pacientes Gal-
9(+) se identifico un unico sitio 5mC en el CpG ubicado en -394 pb; mientras que en tres de
las seis muestras incluidas de pacientes Gal-9(-) se encontrd presencia de metilacion en -
394, -81, -21 y +36. Al ver que solamente sucedi6é en la mitad de las muestras incluidas en
Gal-9(-) para este objetivo, no es posible asegurar que sea un patrén definitivo en este
grupo de pacientes (Fig. 18A). Es necesario realizar un andlisis con un mayor nimero de
muestras. Mediante la prueba estadistica Chi cuadrada para tendencia, se encontrd que no
existen diferencias estadisticamente significativas en relacion con el nimero de sitios con
metilacion entre ambos grupos. Por otro lado, en la Fig. 18B se muestra la correlacion entre
el % de metilacion y el nivel de expresion que se obtuvo por unidades de intensidad en las
IHC. En este caso, se observo Unicamente una tendencia a una correlacion negativa: las
muestras con mayor expresion de Gal-9 tienden a tener menos sitios CpG metilados. Sin
embargo, la prueba de correlacién de Spearman indic6 que no hay diferencias significativas.
Nair, V.S. et al. (2018) reportaron que no habia diferencias en el estado de metilacion de
LGALS9 en CRC. Sin embargo, la region amplificada por esta técnica es en un sitio ubicado
en aproximadamente 15 kb rio arriba del inicio de la transcripcion del gen, por lo que podria
no estar relacionado directamente con la expresion de Gal-9. Por otro lado, Zhang, L. et al.
(2019) reportaron que habia cambios en la metilacién sitio especifica de LGALS9 en CaCu
mediante la técnica MS-PCR, en una regidn que se encuentra 2 kb rio abajo del inicio de la
transcripcion. Estas dos diferentes regiones analizadas por estos grupos de investigacion

no han sido caracterizadas como reguladoras de la transcripcion de LGALS9.

Retomando los resultados del andlisis in silico, los sitios -394, -81, +21 y +36
coinciden con los elementos de respuesta a Spl. Como se discutié anteriormente, Spl es
un FT cuya unién al DNA puede ser evitada por la metilacion del DNA 'y, por lo tanto, la tasa
de transcripcion disminuye como se ha descrito para diversos genes (Jiang, D. et al., 2018);
al tener en cuenta que estos tumores tienen alta tasa de expresion, el posible impedimento
de union de Spl que pudiera causar la metilacién no se relaciona con la expresién de Gal-
9. Por otro lado, los analisis in silico que se mencionaron anteriormente muestran que
existen elementos de respuesta para el FT AP-1, donde uno de ellos coincide con un sitio
CpG. A pesar de que no se encontrd metilacion en los elementos de respuesta para AP-1,
se sabe que este FT podria unirse a su elemento de respuesta en presencia o ausencia de
metilacion (Yang, J. et al., 2019). La regulacion de la expresion del gen LGALS9 podria ser

regulada de igual manera por AP-1.
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A) Sitios de metilacion en el promotor de
LGALS9
-477] -471] -394 -333] -81] -23] +21 +36

Gal-9(+)

1

68
106
126
176

Gal-9(-)

12
83
145
175
192
194

B) Correlacion entre % de metilacion
con expresiéon de Gal-9 en biopsias

40-
o

w
T

&

®

4

% de metilacion
- N
o o
[1 [

I 1
0 50 100 150
Expresion de Gal-9

Figura 18. Sitios de metilacion en el promotor de LGALS9 en biopsias de CaCu Gal-9(+) y Gal-
9(-). A) Los cuadros en negro representan sitios donde se encontré6 metilacion en CpG. No hay
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (prueba Chi cuadrada para
tendencia, p > 0.05). B) Correlacién entre % de metilacion en el promotor de LGALS9 y nivel de
expresién de Gal-9 en biopsias de CaCu. No hay diferencias estadisticamente significativas
(correlacion de Spearman, p=0.08).
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Para este estudio, y como fue mencionado en materiales y métodos, se utilizaron
muestras de DNA total tratadas con bisulfito a partir de las biopsias incluidas en parafina.
Debido a que la cantidad de muestra de biopsia es limitada, para cada aislamiento de DNA
total se incluyeron cortes del tejido total. Por lo tanto, es posible que en cada aislamiento
habia presencia de las células epiteliales y de células estromales. Debido al patrén de
expresion diferente que existe en estos dos tipos celulares, es posible que la regulacién
epigenética sea diferente también en estos dos tipos celulares. Es necesario utilizar
técnicas mas exactas, como una microdiseccion laser donde se delimite Unicamente el area
de células epiteliales transformadas y evaluar el estado de metilacion de LGALS9
Unicamente en estas zonas. Por otro lado, tanto en los resultados de lineas celulares como
de muestras de pacientes con CaCu, hay algunos sitios como el -400 pb que se repite en
todos los casos, por lo cual se podria utilizar un método para cuantificar el nivel de

metilacién especifico en sitios individuales por la técnica MS-PCR.
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9. CONCLUSIONES
Gal-9 es una proteina cuya expresion puede verse alterada en el cancer, y a pesar de la
importancia en sus funciones, no hay reportes que indiquen el mecanismo por el cual su
expresion se encuentra desregulada. Este estudio permitié indagar si existen alteraciones

epigenéticas en el promotor de LGALS9 relacionadas con la expresion de la proteina.

Debido a la relacion de la hipermetilacion del DNA en promotores con la represion
de la expresion génica, se esperaba que el nimero de sitios CpG metilados fuera mayor en
las lineas celulares tumorales en comparacion con HaCaT. Sin embargo, los resultados
sugieren que la metilacién del DNA no influye en la regulacion de este gen. Por otro lado,
H3K9ac y H3K14ac tienen relacion con la activacion transcripcional cuando se encuentran
presentes en promotores. En relacién con los resultados mostrados, es posible que la
disminucion de estas dos marcas de acetilacion en SiHa y en HelLa se relacionen con la
baja expresion de la proteina. Ademas, se encontré que estas marcas estan alteradas de
manera global, lo cual podria sugerir alteraciones en la actividad y/o expresiéon de las
enzimas HAT y HDAC.

Los resultados de expresion de Gal-9 en las biopsias de pacientes, muestran resultados
que divergen, observando grupos de muestras con alta expresion y grupos con muy baja o
nula expresion. El promedio de los niveles de expresion muestra una disminucion en la
expresion con respecto a lesiones premalignas. Debido a que no hay relacion de la
expresion de Gal-9 con la etapa tumoral, es posible que la baja expresion de esta proteina
esté relacionada con el mal pronéstico en las pacientes con CaCu como han reportado otros
grupos de investigacion. Ademas, se encontraron diferencias en la expresién de Gal-9 en
carcinomas escamosos queratinizantes y no queratinizantes, donde se encontr6 menos
expresion en el Ultimo grupo. A pesar de que se han reportado diferencias moleculares
entre ambos grupos con implicaciones biolégicas, aln no se ha profundizado en las
implicaciones clinicas en estos tumores. Por los resultados obtenidos, es posible que Gal-
9 esté relacionado con estas caracteristicas, encontrandose menor en el carcinoma
escamoso no queratinizante y a la vez relacionado con el mal pronéstico en las pacientes
con CaCu. La metilacién en el promotor de LGALS9 en las muestras de pacientes no se
relaciona con la expresion de la proteina. Sin embargo, es necesario utilizar técnicas mas
sensibles que nos permitan corroborar este resultado. Finalmente, debido a que los
resultados obtenidos en las lineas celulares respecto a las marcas de acetilacion se
relacionan con la expresion de Gal-9, es necesario estudiarlas en las muestras de pacientes
con cancer, para determinar si este mecanismo juega un papel importante en la regulacion

de la expresion del gen LGALS9 en este modelo.
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10. PERSPECTIVAS

o Comprobar el porcentaje de metilacién en sitios CpG en especifico por MS-PCR y
ver si hay diferencias en lineas celulares y biopsias de CaCu (de alta y baja
expresion de Gal-9), y un mayor numero de muestras en este Ultimo.

o Utilizar microdiseccion laser para delimitar el area del tumor en las biopsias
y hacer mas especifica la deteccion.

e Comprobar si Spl y c-Fos/c-Jun se unen al promotor de LGALS9, y si juegan un
papel importante en la regulacion de la expresion de este gen.

e Verificar el estado de acetilacion H3K9ac y H3K14ac en el promotor de LGALS9 en
biopsias, y ver si se relacionan con el nivel de expresion.

¢ Analizar un panel mayor de marcas de histonas activadoras y represivas en el gen,
y determinar si hay presencia de otras regiones como enhancers.

e Determinar cambios en la expresion de enzimas reguladoras del epigenoma en el
CaCu.
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Determinacion de modificaciones epigenéticas en el promotor del gen de Gal-

9y larelacion con su nivel de expresion en cancer cervicouterino
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erick.armenta03@agmail.com

Antecedentes. El cancer cervicouterino (CaCu) es la segunda causa de muerte en paises
en vias de desarrollo. Las alteraciones en mecanismos epigenéticos en el cadncer como
hipermetilacién del DNA y desregulaciones en acetilacion de histonas en algunos
promotores han sido descritos en los Ultimos afios, y se ha relacionado con progresion de
tumores. Galectina-9 (Gal-9), codificada por el gen LGALS9, es una proteina con funciones
antitumorales y su baja expresion se ha asociado con un mal prondéstico en CaCu. Hasta la

fecha no hay estudios acerca de los factores gue modifican la expresion de Gal-9.

Objetivo. Determinar modificaciones epigenéticas en el promotor LGALS9 y relacionarlo

con el nivel de expresion de Gal-9, en lineas celulares y biopsias de CaCu.

Hipotesis. En el CaCu existe una disminucion de expresiéon de Gal-9 que se relaciona con
alteraciones epigenéticas en el promotor LGALS9, tales como hipermetilacion del DNA y

desregulacién en acetilaciéon de histonas adyacentes a esta region.

Conclusiones y perspectivas. La pérdida de acetilacion en H3K9 se relaciona con una
disminucion de expresion en Gal-9 en lineas celulares asociadas a CaCu. La baja expresion
de Gal-9 en tejido de CaCu podria estar relacionada a esta pérdida de acetilacién. Se
espera encontrar regiones hipermetiladas de DNA en el promotor de LGALS9 en lineas

celulares y biopsias de CaCu.
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