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Resumen

Introduccion: el cdncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial,
el origen de esta enfermedad es multifactorial e involucra la desregulacion de
procesos genéticos, epigenéticos y protedmicos, entre otros. The Human Proteome
Organization (HUPO) es una organizacion cientifica internacional que promueve el
analisis de las proteinas conocidas como “dark proteins o “proteinas desconocidas”,
en las que se desconoce su nivel de expresion y su papel biolégico en las células.
Este proyecto tiene como objetivo el analisis de las proteinas C190RF47, CCDC61,
CCDC97, LENG8 y TMEM160, que son parte del cromosoma 19 en los canceres
cérvicouterino, ovario y mama. Metodologia: la expresién de C190RF47, CCDC61,
CCDC97, LENG8 y TMEM160 se evalué mediante RT-gPCR e inmunohistoquimica
en lineas celulares y biopsias de pacientes en comparacion con tejido normal,
adyacente y lineas celulares no tumorales. Resultados: Los datos de expresion
para CCDC61 y CCDC97 fueron disminuidos y no detectados a nivel de proteina en
los tres tipos de cancer. LENG8 una subexpresion en CaCu, CaMay CaOv (p<0.05);
mientras que para TMEM160, una sobreexpresion en CaOv, respecto a CaCu y
CaMa (p<0.05). A nivel de proteina C190RF47, TMEM160 y LENGS8 se observa
una sobreexpresion diferencial en céncer cérvicouterino, mama y ovario, con
localizacion subcelular en membrana y citoplasma. La linea celular HelLa
sobreexpresa a C190RF47 y TMEM160 en comparacién con la linea no tumoral
HaCaT (p>0.001). En la linea celular C33A, LENG8 esta sobreexpresado en
comparacioén con la linea control HaCaT (p<0.05). Las lineas celulares de CaMa se
observo la sobreexpresion de C190RF47 en MCF7, y TMEM160 en MCF7 y MDA-
MB-231 en comparacién con la linea control MCF10A (p<0.05). Conclusién:
C190RF47, LENG8 y TMEM160 presentan un nivel de expresion diferencial en
CaCu, CaMa y CaOv, probablemente asociado a cancer.

Palabras clave: C190RF47, CCDC61, CCDC97, LENG8, TMEM160, HUPO,

cancer.



Abstract

Introduction: Cancer is one of the leading causes of death worldwide, the origin of
this disease is multifactorial and involves the deregulation of genetic, epigenetic, and
proteomic processes, among others. The Human Proteome Organization (HUPO) is
an international scientific organization that promotes the analysis of proteins known
as "dark proteins" or "unknown proteins”, whose level of expression and biological
role in cells is unknown. This project aims to analyze the proteins C190RF47,
CCDC61, CCDC97, LENGS8, and TMEM160, which are part of chromosome 19 in
cervical, ovarian, and breast cancers. Methodology: the expression of C190RF47,
CCDC61, CCDC97, LENGS8, and TMEM160 was assessed by RT-qPCR and
immunohistochemistry in patient cell lines and biopsies compared to normal,
adjacent tissue and non-tumor cell lines. Results: Expression data for CCDC61 and
CCDC97 were decreased and not detected at the protein level in all three cancer
types. LENGS8 had an underexpression in CaCu, CaMa, and CaOv (p<0.05); while
for TMEM160, an overexpression in CaOv, concerning CaCu and CaMa (p<0.05).
At the C190RF47, TMEM160, and LENGS protein levels, differential overexpression
was observed in cervical, breast, and ovarian cancer, with subcellular localization in
the membrane and cytoplasm. The HeLa cell line overexpressed C190RF47 and
TMEM160 compared to the non-tumor line HaCaT (p>0.001). In the C33A cell line,
LENGS is overexpressed compared to the HaCaT control line (p<0.05). CaMa cell
lines, overexpression of CL9ORF47 was observed in MCF7 and TMEM160 in MCF7
and MDA-MB-231 compared to the control line MCF10A (p<0.05). Conclusion:
C190RF47, LENGS8, and TMEM160 present a differential expression level in CaCu,

CaMa, and CaOv, probably associated with cancer.

Keywords: C190RF47, CCDC61, CCDC97, LENGS8, TMEM160, HUPO, cancer.



Introduccion

El cancer es una de las principales enfermedades a nivel mundial. La Organizacion
Mundial de la Salud considera al cancer como la segunda causa de muerte en 2020.
De acuerdo con Globocan, el cancer de mama, el cancer cervicouterino y al cancer
de ovario se ubican entre los primeros lugares de incidencia y mortalidad en mujeres

en todo el mundo (Sung et al., 2021).

Las células cancerosas durante el proceso de progresion tumoral utilizan diversos
mecanismos genéticos y epigenéticos que les permiten evadir los procesos que
regulan la proliferacion y la supervivencia celular, y como consecuencia, las células
tumorales proliferan de manera aberrante, siendo capaces de inducir metastasis
(Chen et al., 2017).

Una de las principales estrategias en el diagnéstico y tratamiento de esta
enfermedad ha sido el andlisis de proteinas mediante diversas herramientas
protedbmicas como posibles biomarcadores y/o blancos terapéuticos, sin embargo,
durante el proceso se han detectado proteinas que han sido clasificadas en el “Dark
Side” del proteoma, ya que en este grupo se consideran a aquellas proteinas que
han sido identificadas mediante herramientas gendmicas, transcriptomicas y
protedmicas, pero que carecen de una funcién biolégica asignada. En febrero del
2001 se inici6 oficialmente la Organizacion del Proteoma Humano (HUPO)
(https://www.hupo.org), el cual tiene como objetivo principal caracterizar todas las

proteinas codificadas por los genes en cada uno de los cromosomas humanos (Paik
et al., 2012), para ello se cre6 una red de colaboracion entre diferentes equipos de
investigacion para el analisis de cromosomas individuales, como un recurso para
identificar la funcion biologica y molecular que permita avanzar en el diagnéstico,

tratamiento y prevencién de enfermedades (Paik et al., 2018).

En México, el grupo cientifico “Consorcio Cromosoma 19” es el responsable de
indagar sobre las proteinas de este cromosoma, el segundo cromosoma mas
grande en humanos, que se ha asociado a enfermedades como el cancer. El

cromosoma 19, forma parte de los 22 cromosomas autosdmicos, constituido de 64
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millones de pares de bases aproximadamente, y representan el 2% del DNA total
en las células humanas (Nilsson et al., 2013). En promedio contiene 26 loci que
abarcan 28.1 Mb, sus transcritos maduros contiene en promedio 58% de regiones
codificantes y 42% de no traduccién, con un alto contenido de G+C (Grimwood et
al., 2004).

A través de un analisis en bases de datos como neXProt y UNIPROT, fueron
identificadas 1429 proteinas codificadas en el cromosoma 19, sin embargo, solo en
el 60% de ellas existe evidencia traduccional a proteina considerando los métodos
de identificacién internacionales como la secuenciacion Edman, espectrometria de
masas, estructura por cristalografia de rayos X o resonancia magnética (RMN),
interaccion proteina-proteina y su deteccion a través de anticuerpos, es decir, la
presencia de evidencia experimental validada sobre su existencia, mientras que en
el 36% solo se presenta evidencia experimental a nivel del transcrito (RT-PCR o
Northern Blot), indicando la presencia de una region codificante, pero que no ha
sido estrictamente comprobada. Finalmente, el 4% restante, corresponden a
proteinas conocidas como inferidas (identificadas como ortélogas en especies
estrechamente relacionadas), predichas (sin evidencia experimental de transcrito o

proteina) o proteinas inciertas (sin evidencia experimental) (Taylor et al., 2008).

En un estudio realizado por el Consorcio Cromosoma 19, utilizando espectrometria
de masas, se identificaron los péptidos de las proteinas: Cromosoma 19 Marco de
lectura abierto 47 (C190RF47), la proteina dominio en espiral 61 (CCDC61), la
proteina dominio en espiral 97 (CCDC97), la proteina miembro del grupo de
receptores de leucocitos 8 (LENGB8) y la proteina transmembranal 160 (TMEM160)
(Nilsson et al., 2012). Dichas proteinas también fueron identificadas en células no
tumorales HaCaT y en células CalLo y SiHa derivadas de cancer cervicouterino
mediante LC-MS/MS, sin embargo, estas proteinas carecen de funcion asignada
(Gil et al., 2017).

El gen C190RF47 (marco de lectura abierto 47 del cromosoma 19) se encuentra
localizado en el cromosoma 19q13.2, y la proteina que codifica consta de 422

aminoacidos y tiene un peso molecular de 45 kDa. Las proteinas que contienen
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dominios en espiral (CCDC) pertenecen a una familia de proteinas que participan
en diversas funciones biolégicas, las cuales se han asociado al cancer (Modjtahedi
et al., 2016). CCDC61 es un gen codificante, localizado en el cromosoma 19g13.32,
mientras que la proteina que codifica consta de 512 aminoacidos y tiene un peso
molecular de 57.36 kDa. CCDC61 es una proteina centrosomal de union a
microtubulos necesaria para la cohesion del centriolo. Por su parte, CCDC97 es
codificada por el gen con el mismo nombre, ubicado en el cromosoma 19g13.2, su
proteina consta de 343 aminoacidos y tiene un peso aproximado de 55 kDa.
(GeneCards; Rigbolt et al., 2011). CCDC97 fue identificada en un analisis en tejidos

pulmonares de rata y su expresion fue validada por RT-gPCR (Liu et al., 2020).

Por otra parte, el gen LENGS8 (miembro del grupo de receptores de leucocitos 8) se
localiza en el cromosoma 19q13.42, y su proteina que codifica consta de 800
aminoacidos y tiene un peso molecular de 90 kDa. Entre las proteinas no
caracterizadas de la familia TMEM, se encuentra TMEM160, la cual consta de 188
aminoacidos y un peso molecular de 19.65 kDa, es codificada por el gen con el
mismo nombre ubicado en el cromosoma 19q13.32, sin embargo, TMEM 160 no ha
sido caracterizada experimentalmente a nivel funcional (Marx et al., 2020a).

Debido a que no se conoce la funcion biolégica y el nivel de expresion basal y en
cancer de las proteinas C190RF47, CCDC61, CCDC97, LENG8 y TMEM160. El
objetivo de este estudio fue analizar la expresion de estas cuatro proteinas, a nivel
de RNAm y proteina, en cancer de mama (CaMa), ovario (CaOv) y cervicouterino
(CaCu).

Materiales y métodos
Seleccion de las muestras

Biopsias de cancer cervicouterino, mama y ovario obtenidas del Biobanco del
Laboratorio de Biomedicina Molecular de la Facultad de Ciencias Quimico-
Biologicas de la Universidad Autonoma de Guerrero través de proyectos aprobados
en la Subdireccion de Ensefianza e Investigacion del Instituto Estatal de

Cancerologia (IECAN) Dr. Arturo Beltran Ortega, en Acapulco Guerrero, México.
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Para el andlisis de expresion se consideraron 20 biopsias de cancer de pacientes
de recién diagndstico cancer de mama, con sus respectivos tejidos adyacentes
(Anexos, tabla 2), 19 biopsias de cancer de ovario: 3 de ovario libre de cancer (OLC),
4 de teratomas benignos (COG) y 12 de carcinomas epiteliales (CEO) (Anexos,
tabla 3) finalmente 15 biopsias de cancer cervicouterino: 4 biopsias sin lesion
negativos al virus del papiloma humano (VPH) (Sin LEI, VPH-), 2 sin lesion positivas
a VPH (Sin LEI, VPH+) y 9 biopsias de cancer cervicouterino (CaCu) (sin considerar
el genotipo de VPH). Para el andlisis de la expresion de proteinas, se utilizaron
cortes histologicos montados en parafina: 20 laminillas provenientes de tejidos de
cancer de mama (Anexo, tabla 4), 15 laminillas de cancer cervical y 7 laminillas de
cancer de ovario (sin informacién). Se obtuvo acceso a los expedientes clinicos de
algunas de las pacientes de las muestras colectadas. Se realizé una base de datos
con la informacion clinica relevante, caracteristicas histopatoldgicas y demogréficas

de los pacientes.

Lineas Celulares

Las células HaCaT (queratinocitos inmortalizados), C33A, HelLa y SiHa derivadas
de cancer cervicouterino se obtuvieron del Laboratorio de Biomedicina, y se
cultivaron en medio DMEM suplementado con suero bovino fetal al 10 % (Gibco,
Life Technologies, Gaithersburg, MD, EE. UU.), penicilina 100 U/ml y estreptomicina
100 pg/ml, a 37°C en presencia de CO2 al 5 %. Las lineas celulares de cancer de
mama MCF7, MDA-MB-231 y MCF10A (linea celular epitelial no tumorigénica) se
obtuvieron del Laboratorio de Biologia Celular del Céancer, y se cultivaron en medio
DMEM/F12 (Sigma-Aldrich) suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 5 % y
antibioticos al 1 %. penicilina G/Estreptomicina, Gibco) en una atmosfera
humidificada que contiene 5% de CO 2 a 37°C.

Extraccion de RNA

El RNA total se obtuvo de los cultivos celulares y biopsias usando el reactivo TRIzol
(Reagent® Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, EUA) (Chomczynskiy Sacchi,
1987). Para las biopsias se trituraron ~2g de tejido en un mortero, agregando 100
uL de PBS 1x, posteriormente se transfirio a un tubo Eppendorf de 1.5 mL, después
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se agregd6 600 pL de TRIzol aplicando vortex durante 15 s y se dejé reposar en hielo
por 5 min, (para las muestras con alta cantidad de grasa, se centrifugaron a 12,000
rpm por 5 min y se transfirio el sobrenadante a otro tubo, se dejé incubar por 5 min),
se agregaron 60 pL de cloroformo y se mezclo en vértex por 15 s, y se incubo por
10 min en hielo, se centrifugaron a 13,000 rpm por 15 min para obtener las tres
fases (acuosa, intermedia y organica), después se recupero la fase acuosa (RNA),
y se agregaron 300 pL de isopropanol, y se incubaron a -80°C toda la noche.
Después se realiz6 una serie de lavados con etanol y centrifugaciones a 4°C, el
RNA se resuspendié en agua libre de nucleasas. La pureza fue determinada
mediante espectrofotometria utilizando el Nanodrop 2000C (Thermo Scientific
Massachusetts, EUA), una pureza de 1.7-2.0 fue considerada como adecuada para
la realizacién del andlisis de la expresion génica. Las muestras se utilizaron

inmediatamente o se almacenaron a -80°C hasta su uso.

Sintesis de cDNA

Se utiliz6 400 ng de RNA total, para la reaccion de transcripcion reversa, 1 pL del
Oligo dT 15 (Promega Corporation, Wisconsin, EUA) en un volumen final de 13 pL
con agua estéril. La mezcla se incubd a 70°C por 8 min en un termociclador
SelectCycler (Applied Biosystems, Foster City, EUA), seguido de una incubacion en
hielo por 1 min. Se adicionaron 4 pL del buffer de reaccion M-MLV 5X (Promega
Corporation), 1 pL de una solucién 10 mM de desoxinucledtidos trifosfatados
(dNTP’s) (Promega Corporation), 1yL (10 U) de inhibidor de RNAsas (Promega
Corporation), 1uL (200 U) de la enzima transcriptasa (RT) reversa M-MLV (Promega
Corporation). La mezcla de reaccion se ajusté a un volumen final de 20uL con agua
estéril y se incubd a 42°C por 1 h. Se adicionaron 0.5 pL (1.5 U/pL) de ribonucleasa
H a la mezcla y se incub6 a 37°C por 20 min. Por ultimo, la muestra se utilizd

inmediatamente o se almacend a -20°C hasta su uso.

RT-gPCR

La expresion del mMRNA se determind mediante PCR cuantitativa (QPCR) utilizando
un sistema de tiempo real CFX96 Touch™ (BioRad Laboratories, Hercules, EUA),
con SYBR Green (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EE. UU.) Las reacciones de
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gPCR se realizaron por separado para cada gen y se normalizaron con la expresion
del mRNA de B-actina (Hs99999903_m1). Los ensayos de PCR se realizaron por
duplicado. La reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 20 pyL que contiene 6
pL de SYBR Green (Applied Biosystems), 12 uL de Master Mix (Applied Biosystems)
y 2 uL de cDNA (equivalente a 200 ng). Se realizaron amplificaciones durante 40
ciclos a 94 °C durante 15 s y 63 °C durante 1 min. Los cambios en la expresion

génica relativa se determinaron utilizando la formula 2-4CT, 2-24CT y | og 2.

Tablal. Secuencias de los iniciadores para los genes C190RF47, CCDC61,
CCDC97, LENG8 y TMEM160 analizados por RT-qgPCR.

Nombre del gen Secuencia del Primer usado en RT-
qPCR (foward y reverse)
C190RF47 5’ —-CGATGGTCTCCGTGACTATGG 3

5’ -CGGCTGAGGACTTACTCTTGG 3’

CcCcDCé61 5’ —-GCGAGTTCGATGCTGGCTTCAT 3’
5’ -ACTCCAGGTCTGTGTAGGTCAG 3’

ccpc97 5’ —-ATCCTGCGAGAGGAGTTCACCA 3’
5" CAGGTTCTTCCTCATCAAAGTACC
3/

LENGS8 5’ —-CCAAGTTTGGCAACCGCAACGT 3’
5’ -AGTAGGAGCTGTCGGAGTCTGA 3’

TMEM160 5’ —-CTTGCCCGTCTTCGCTTCC 3
5’ -CGCCTCATCAGGGCCTTCC 3

Inmunohistoquimica

Los bloques de tejidos de cancer fijados en parafina se cortaron en secciones de 3
um, y fueron transferidos en portaobjetos electrocargados (BlIOCare Medical,
Concord, CA, USA), colocandolos sobre agua a 40°C, posteriormente fueron
desparafinados en xilol y deshidratados en concentraciones decrecientes de alcohol
(OH-Abs., OH-96% y OH-70%). La recuperacion antigénica se realiz6 durante 10

min a 120°C en tampdn de citrato pH 6.0 en la olla Pascal. El bloqueo se realiz6 con
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BlOcare’s peroxidazed 1 por 5 min para la peroxidasa endégena. Se usaron los
anticuerpos policlonales anti-C190RF47 (abcam, No. Cat. Ab236288), anti-
CCDC61 (MyBioSource, No. Cat. MBS9202921), anti-CCDC97(MyBioSource, No.
Cat. MBS9202950), anti-LENG8 (MyBioSource, No. Cat. MBS416086) y anti-
TMEM160 (MyBioSource, No. Cat. MBS8556351). Se usé el polimero MACH 1
Universal HRP-Polymer (No. Cat. MRH538L10) como anticuerpo secundario y el
cromoégeno diaminobenzidina (BlOcare’s Betazoid DAB, No. Cat. BDB900G).
Finalmente, se realiz6 la contra tincion con hematoxilina de Harris. La expresion de
las proteinas se evalué de acuerdo con la distribucion y localizacion de la reaccion

positiva.

Andlisis densitométrico (Inmunohistoquimica)

Se obtuvieron capturas de 5 campos representativos de cada laminilla para cada
proteina, mediante un microscopio oOptico (Leica DM1000 LED) acoplado a una
camara digital (Leica EC3). Las imagenes se analizaron en el Software Image-Pro
Plus 6.0® (IPP6) (Media Cybernetics, Silver Spring, MD. USA). Los resultados se
expresaron como el promedio de la densidad éptica relativa multiplicado por 1.00 +
EE (medida en unidades arbitrarias de intensidad neta). Los datos fueron
exportados al programa Excel para calcular los promedios de la densidad media de
los 5 campos.

Analisis de expresion en GEPIA

A partir de la base de datos GEPIA la cual es una herramienta basada en la web
gue proporciona funciones interactivas y personalizables basadas en datos TCGA
(Atlas del genoma del cancer) y GTEXx (Expresion de tejido del genotipo), se evalud
la expresiéon génica de C190RF47, CCDC61, CCDC97, LENG8 y TMEM160 en los
tejidos de carcinomas cervicales, de mama y ovario y se compararon contra tejido
normal, paratumoral o adyacente ((http://gepia.cancer-pku.cn/index.html;Tang, Z. et
al. 2017).

Andlisis de expresion en The Human Protein Atlas

Para conocer en nivel de expresion a nivel de proteina por la técnica de

inmunohistoquimica se obtuvieron imagenes representativas de la base de datos
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The human Protein Atlas, en tejido normal y tumoral de mama, ovario y cervical.
Cada imagen representa el nivel de tincion DAB, en una escala de bajo (<25% de
las células tefiidas) moderado (25%- 75% de las células tefidas) e intenso (>75%
de las células tefiidas). Las cuales se utilizaron como referencia sobre el nivel de

expresion de cada proteina de este estudio https://www.proteinatlas.org/.

Andlisis estadistico

Para la evaluacion de la expresion de los genes C190RF47, CCDC61, CCDC97,
LENG8 y TMEM160 en pacientes y lineas celulares cancer cervicouterino, mamay

ovario, se utilizo la prueba estadistica de ANOVA de una via y la prueba de Tukey.

Para la evaluacion de la expresion de las proteinas C190RF47, CCDC61, CCDC97,
LENG8 y TMEM160 en pacientes, se utilizo la prueba estadistica de ANOVA de una
via y la prueba de Bonferroni. Los resultados con un valor de (p<0.05), se

consideraron estadisticamente significativos.
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Resultados

Para determinar el perfil de expresion de los genes analizados (C190RF47,
CCDC61, CCDC97, LENG8 y TMEM160) en los tumores de CaCu, CaMa y CaOv,

se utiliz6 la base de datos GEPIA (http://gepia.cancer-pku.cn/ ) la cual proporciona

funciones interactivas de la expresion diferencial entre tejidos normales y tumorales,
en diferentes etapas patoldgicas. El analisis mostr6 que C190RF47 tiene una
tendencia a la expresion alta en CaCu, CaMa y CaOv, aunque no significativa

(Figura 1, a-c).

En este estudio se utilizaron 15 muestras de CaCu (9 correspondian a tejido
tumoral, 4 Sin LEl y sin VPH y 2 Sin LEI- VPH+), 40 muestras de CaMa de las cuales
20 corresponden a tejido tumoral y 20 a tejido adyacente y 19 muestras de CaOv,
del total 3 corresponden a OLC, 5 a COG y 11 a CEO. De acuerdo con la expresiéon
de C190RF47, en pacientes presenta una tendencia a la expresion alta en CaCuy
CaOv, aunque no fue significativo (Figura 1 d-f), mientras que en las lineas celulares
de CaCu, se observo la sobreexpresion en la linea celular HeLa en comparacion
con la linea control HaCaT (p>0.001). En las lineas celulares de CaMa se observé
sobreexpresion en la linea celular MCF7 en comparacion con la linea control
MCF10A (p<0.05) (Figura 1j-k).
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Figura 1. Expresion del gen C190rf47 en lineas celulares y pacientes con cancer cervicouterino,
mama y ovario. a-c) Datos de expresién en base de datos GEPIA. d-f) Datos de expresion en
pacientes con CaCu, CaMa y CaOv medianteLog2. g-h) Datos de expresidén en lineas celulares de
CaCu (C33A, Hela y SiHa) y CaMa (MCF7 y MDA-MB-231) mediante 2-AACT. Sin LEl: Sin lesidn
escamosa intraepitelial, Sin LEI + VPH: sin lesién escamosa intraepitelial positiva a infeccién por el
virus del papiloma humano, CaCu: cancer cervicouterino, CaMa: cancer de mama, TN: tejido normal,

TT: tejido tumoral, CaOv: cancer de ovario, OLC: ovario libre de cancer, COG: teratoma benigno,
CEO: tejido tumoral de ovario.
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Para CCDC61, la base de datos GEPIA mostré6 en CaOv una expresion baja, en
CaCu y CaMa en comparacion con tejido normal, aunque no significativa (Figura 2,
a-c), por otra parte, en las biopsias de pacientes analizados en este trabajo, con
CaCu, CaMay CaOv, no se observaron diferencias en el nivel de expresion en tejido
tumoral y tejido normal (Figura 2, d-f). En las lineas celulares de CaCu, CCDC61
tiene una subexpresion, en las células C33A, HeLa y SiHa respecto a HaCaT
(p<0.001); mientras que en las lineas celulares MCF7 y MDA-MB-231 presenta una

expresion alta, aunque no significativa (Figura 2, g-h).
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Figura 2. Expresion del gen CCDC61 en pacientes y lineas celulares de cancer cervicouterino,
cancer de mama y cancer de ovario. a-c) analisis de expresion en la base de datos GEPIA. d-f)
Anadlisis in vivo en pacientes con CaCu, CaMa y CaOv medianteLog2. g-h) Andlisis in vitro en lineas
celulares de CaCu (C33A, Hela y SiHa) y CaMa (MCF7 y MDA-MB-231) mediante 2-AACT. Sin LEl: Sin
lesién escamosa intraepitelial, Sin LEl + VPH: sin lesion escamosa intraepitelial positiva a infeccidn
por el virus del papiloma humano, CaCu: cancer cervicouterino, CaMa: cancer de mama, TN: tejido
normal, TT: tejido tumoral, CaOv: cancer de ovario, OLC: ovario libre de cancer, COG: teratoma
benigno, CEO: tejido tumoral de ovario.
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Para el gen CCDC97, la base de datos GEPIA muestra una tendencia a la expresion
alta, aunque no significativa en CaMa (p>0.05), en comparacion con CaCu y CaOv
(Figura 3, a-c), sin embargo, en las biopsias analizadas en este trabajo en CaCu,
CaMay CaOv no se encontraron diferencias significativas entre el nivel de expresion
en tejido tumoral y tejido normal (Figura 3, d-f). En las lineas celulares C33Ay SiHa,
el nivel de expresion de CCDC97 es bajo, mientras que en HelLa se observa una
sobreexpresion (p<0.001). En las lineas celulares de CaMa se observé un nivel de
expresion alto en la linea celular MCF7 en comparacién con MCF10A (Figura 3, g-
h).
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Figura 3. Expresion del gen CCDC97 en pacientes y lineas celulares de cancer cervicouterino, cancer
de mama y cancer de ovario. a-c) Andlisis de expresion en la base de datos GEPIA. d-f) Analisis in
vivo en pacientes con CaCu, CaMa y CaOv mediantelog2. g-h) Andlisis in vitro en lineas celulares de
CaCu (C33A, Hela y SiHa) y CaMa (MCF7 y MDA-MB-231) mediante 2-AACT. Sin LEI: Sin lesidn
escamosa intraepitelial, Sin LEI + VPH: sin lesién escamosa intraepitelial positiva a infeccién por el
virus del papiloma humano, CaCu: cdncer cervicouterino, CaMa: cdncer de mama, TN: tejido normal,
TT: tejido tumoral, CaOv: cancer de ovario, OLC: ovario libre de cancer, COG: teratoma benigno,
CEO: tejido tumoral de ovario.
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En el andlisis de datos de expresion para el gen LENGS8 en la base de datos GEPIA,
se identificé una subexpresion en CaCu, CaMa y CaOv (p<0.05), en comparacion
con el tejido normal o adyacente (Figura 4, a-c). Sin embargo, en las muestras de
cancer analizadas, se observo en los tres tipos de cancer una expresion disminuida,
en CaCu y CaMa, y una expresion alta en CaOv (Figura, 4 d-f), sin embargo, no
significativa. En la linea celular C33A, LENG8 est4 sobreexpresado, en
comparacioén con la linea control HaCaT (p<0.05) y una expresion alta en las lineas
celulares MCF7 y MDA-MB-231 en comparacion con la linea control MCF10A,

aunqgue no significativa (Figura 4, g-h).
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Figura 4. Expresion del gen LENGS8 en pacientes y lineas celulares de cancer cervicouterino, cancer
de mama y cancer de ovario. a-c) Andlisis de expresion en la base de datos GEPIA. d-f) Analisis in
vivo en pacientes con CaCu, CaMa y CaOv mediantelLog2. g-h) Analisis in vitro en lineas celulares de
CaCu (C33A, Hela y SiHa) y CaMa (MCF7 y MDA-MB-231) mediante 2-AACT. Sin LEl: Sin lesién
escamosa intraepitelial, Sin LEI + VPH: sin lesién escamosa intraepitelial positiva a infeccién por el
virus del papiloma humano, CaCu: cdncer cervicouterino, CaMa: cdncer de mama, TN: tejido normal,
TT: tejido tumoral, CaOv: cancer de ovario, OLC: ovario libre de cancer, COG: teratoma benigno,
CEO: tejido tumoral de ovario.
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Para TMEM160, se observa una sobreexpresion en CaOv, respecto a CaCuy CaMa
en GEPIA (p<0.05) (Figura 5, a-c), mientras que, en las biopsias analizadas, se
observo una expresion alta en CaCu y CaOv, aungue no significativa (Figura 5 d-f).
En las lineas celulares de CaCu se observé un mayor nivel de expresion en HelLa
(p<0.001) en comparacion con la linea control HaCaT. En las lineas celulares
derivadas de cancer de mama, TMEM160 presentd una sobreexpresion en las
lineas celulares MCF7 y MDA-MB-231 en comparacion con la linea control MCF10A
(p<0.05) (Figura 5, g-h).
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Figura 5. Expresion del gen TMEM160 en pacientes y lineas celulares de cancer cervicouterino,
cancer de mama y cancer de ovario. a-c) Analisis de expresidon en la base de datos GEPIA. d-f)
Anadlisis in vivo en pacientes con CaCu, CaMa y CaOv medianteLog2. g-h) Andlisis in vitro en lineas
celulares de CaCu (C33A, Hela y SiHa) y CaMa (MCF7 y MDA-MB-231) mediante 2-AACT. Sin LEI: Sin
lesién escamosa intraepitelial, Sin LEI + VPH: sin lesion escamosa intraepitelial positiva a infeccion
por el virus del papiloma humano, CaCu: cancer cervicouterino, CaMa: cancer de mama, TN: tejido
normal, TT: tejido tumoral, CaOv: cancer de ovario, OLC: ovario libre de cancer, COG: teratoma

benigno, CEO: tejido tumoral de ovario.
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Una vez obtenidos el analisis de expresion individual por gen, se realizé el analisis
grupal, mediante2-22CT, En CaCu se observo que los genes C190RF47 y TMEM160
estan sobreexpresados (p<0.05), en CaOv s6lo TMEM160 esta sobreexpresado

(p<0.05) (figura 6).
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Figura 6. Comportamiento general de la expresidon de los genes C190RF47, CCDC61, CCDC97,
LENG8 y TMEM160 mediante2T en pacientes con a) CaCu b) CaMa y ¢) CaOv. Sin LEI: Sin lesion
escamosa intraepitelial, Sin LEI + VPH: sin lesién escamosa intraepitelial positiva a infeccion por el
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virus del papiloma humano, CaCu: cdncer cervicouterino, CaMa: cancer de mama, TN: tejido normal,
TT: tejido tumoral, CaOv: cancer de ovario, OLC: ovario libre de cancer, COG: teratoma benigno,
CEO: tejido tumoral de ovario.

Expresion de C190RF47, CCDC61, CCDC97, LENG8 y TMEM160 en cancer
cervicouterino, cancer de mamay cancer de ovario a nivel de proteina

El nivel proteico de C190RF47, CCDC61, CCDC97, LENG8 y TMEM160, se analiz6
por medio de inmunohistoquimica, en pacientes con CaCu (carcinoma de células
escamosas), CaMa (carcinoma ductal infiltrante y s6lo una de carcinoma lobulillar)
y CaOv (Adenocarcinoma seroso papilar y sélo una de cistadenocarcioma
mucinoso) y los datos de expresion fueron comparadas entre los tipos de cancer en
funcion del nimero de células positivas al DAB. Estos resultados se compararon
con los datos de expresion proteica con la base de datos The Human Protein Atlas

https://www.proteinatlas.orq/.

Los datos de expresion proteica analizadas en la base The Human Protein Atlas
muestran que las proteinas CCDC61 y CCDC97 fueron reportadas como negativas
para la expresion de las proteinas tanto en tejido normal como en cancer, los
resultados coinciden con el analisis en los 4 tejidos de CaMa y CaOv de este

proyecto, debido a que la sefial no fue detectada (Figura 7 y 8).

30


https://www.proteinatlas.org/

Normal

CccDCeé1

Bajo @ No detectado ~ Bajo @ No detectado
C. Mama C. Ovario

D

CCDC61

Figura 7. Datos de expresion de CCDC61, base de datos The Human Protein Atlas. A) Cancer cervicouterino, B) Cancer de mama, C) Cancer de
ovario., las imagenes de muestran en objetivo 10x, D) Datos semicuantitativos de la fraccion de células tefiidas (<25%, 25-75% o0 >75%).
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Figura 8. Datos de expresion de CCDC61, base de datos The Human Protein Atlas. A) Cancer cervicouterino, B) Cancer de mama, C) Cancer de
ovario., las imagenes de muestran en objetivo 10x, D) Datos semicuantitativos de la fraccion de células tefiidas (<25%, 25-75% 0 >75%).
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Los datos de expresion proteica para C190RF47 representados en la base de datos
muestran que en CaCu, se observa tincion positiva de débil-fuerte en el >25-75%
de las células, con distribucion subcelular en citoplasma y ndcleo en pacientes con
carcinoma de células escamosas y adenocarcinoma. En CaMa, se observa tincion
de negativa a moderada de <25-75% de las células, con distribucion subcelular en
citoplasma y nudcleo tanto en carcinoma ductal como en lobulillar. Para CaOv, la
tincién fue de negativa a moderada en el <25-75% de las células, con distribucion
subcelular en nucleo y citoplasma en adenocarcinomas de tipo seroso papilar y
mucinoso (Figura 9). Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que en
CaCu la expresion es de negativa a fuerte, con localizacion en citoplasma, en CaMa
la tincidn se observa de débil a fuerte, con localizacion en citoplasma, y en CaOv de

débil a moderada con localizacion subcelular en citoplasma (Figura 10).
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Figura 9. Datos de expresion de C190RF47, base de datos The Human Protein Atlas. A) Cancer cervicouterino, B) Cancer de mama, C) Cancer de
ovario., las imagenes de muestran en objetivo 10x, D) Datos semicuantitativos de la fraccion de células tefiidas (<25%, 25-75% o0 >75%).
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Figura 10. Expresion de C190RF47 en biopsias de cancer cervicouterino, mama y ovario. En CaCu la expresion de C190RF47 (color marrén) se
observé principalmente en citoplasma, en CaMa la expresién se observo en el citoplasma de la mayoria de las células estromales y en células
mioepiteliales de los ductos mamarios, en CaOv la expresion se observd en el citoplasma de la mayoria de las células.
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Los datos de expresion proteica para LENGS8 obtenidos en la base The Human
Protein Atlas muestran que en tejido normal de cérvix, mama y ovario es negativa,
en CaCu, se observa tincion de negativa a moderada en el <25-75% de las células,
con distribucién subcelular en citoplasma, en pacientes con carcinoma de células
escamosas y adenocarcinoma. Para el caso de CaMa, se observa tincion positiva
de débil-fuerte en 25>75% de las células, con distribucion subcelular en citoplasma
tanto en carcinoma ductal como en lobulillar. Para CaOv, la tincion positiva fue de
débil-moderada en mas del 75% de las células, con distribucion subcelular en
membrana y citoplasma en adenocarcinomas de tipo seroso papilar y mucinoso
(Figura 11). Los resultados obtenidos en este proyecto mostraron que la intensidad
de tincién en CaCu es de baja a moderada, en CaMa es de moderada a fuerte y en

CaOv es de baja a moderada, con localizacion subcelular en citoplasma (Figura 12).
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Figura 11. Datos de expresion de LENGS8, base de datos The Human Protein Atlas. A) Cancer cervicouterino, B) Cancer de mama, C) Cancer de
ovario., las imagenes de muestran en objetivo 10x, D) Datos semicuantitativos de la fraccién de células tefiidas (<25%, 25-75% 0 >75%).
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Figura 12. Expresion de LENGS8 en biopsias de cancer cervicouterino, mama y ovario. En CaCu la expresion de LENGS8 (color marrén) se observo
principalmente en citoplasma, en CaMa la expresién se observd en el citoplasma de las células mioepiteliales de los ductos mamarios, en CaOv la

expresion se observé en el citoplasma de las células.
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Los datos de expresion proteica para TMEM160 representados en la base de datos
muestran que para el caso de CaCu, se observa tincion positiva de débil-alta en el
25-75% de las células, con distribucién subcelular en membrana y citoplasma en
pacientes con carcinoma de células escamosas. Para el caso de CaMa, se observa
tincion positiva de moderada-alta en 25-75% de las células, con distribucion
subcelular en membrana y citoplasma tanto en carcinoma ductal como en lobulillar.
Para CaOv, la tincion positiva fue de moderada-fuerte en mas del 75% de las
células, con distribucién subcelular en membranay citoplasma en adenocarcinomas
de tipo seroso papilar y mucinoso (Figura 13). Los resultados obtenidos en el grupo
de trabajo muestran que la expresion en CaCu es de negativa-a moderada, con
localizacion subcelular en membrana y citoplasma, en CaMa de moderada a fuerte
y en CaOv con intensidad baja-fuerte con localizaciébn en membrana y citoplasma
(Figura 14).
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Figura 13. Datos de expresion de TMEM160, base de datos The Human Protein Atlas. A) Cancer cervicouterino, B) Cancer de mama, C)
Céancer de ovario., las imagenes de muestran en objetivo 10x, D) Datos semicuantitativos de la fraccion de células tefiidas (<25%, 25-75% o

>75%).
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Figura 14. Expresién de TMEM160 en biopsias de cancer cervicouterino, mamay ovario. En CaCu la expresién de TMEM160 (color marrén)
se observé principalmente en membrana, en CaMa la expresion se observo principalmente en la membrana de los ductos mamarios, en CaOv la
expresion se observé en membrana.
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Los datos de intensidad en el total de las muestras al ser comparadas entre los
diferentes tipos de cancer, se observa que para C190RF47, la expresion es similar
entre los tres tipos de cancer, mientras que en LENG8 se observa una mayor
expresion en cancer de mama (p<0.05) y ovario (p<0.0092) con respecto a CaCu.
Para TEMEM160 se observo una diferencia mayor de expresiéon en mama (p<0.05)

en comparacion con CaCu (Figura 15).
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Figura 15. Andlisis de la expresién de C190RF47, LENG8 y TMEM160 en cancer
cervicouterino, mama y ovario. Los graficos de dispersion muestran los valores promedio de
intensidad de cada muestra analizada, la comparacion se realizé entre los tipos de céncer. Los
valores significativos son considerados (p<0.05).
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Discusioén

El proyecto piloto C-HPP lanzado en 2018 tiene como objetivo caracterizar proteinas
PE1 funcionalmente no caracterizadas pero identificadas (proteinas uPE1l) que
corresponden aproximadamente al 10% del “dark side”. Las proteinas C190RF47,
CCDC61, CCDC97, LENG8 y TMEM160 localizadas en el cromosoma 19, fueron
identificadas por medio de espectrometria de masa, en lineas celulares de cancer

cervical.

La caracterizacion de las proteinas sin funcion asignada es muy importante en la
investigacion biologica, asi como en el diagnostico de enfermedades, en la
basqueda de nuevos blancos terapéuticos, en el disefio de farmacos y en la
generacion de conocimiento sobre los procesos biolégicos involucrados en la
progresion de enfermedades como el cancer. En este sentido, uno de los primeros
enfoques ha sido el andlisis de la expresion de proteinas sin funcion asignada, en
canceres con elevado indice de incidencia y mortalidad como el cérvicouterino,
mama y ovario, Como una estrategia para el esclarecimiento de su funcion biolégica
y localizacién subcelular. Sin embargo, la falta de informacién, sobre las
caracteristicas y funciones en las que las proteinas C190RF47, CCDC61, CCDC97,
LENG8 y TMEM160 podrian estar implicadas aun se desconoce, por lo que los
resultados obtenidos en este proyecto resultan limitados en el sentido de la escasez
de datos comparativos. Una de las estrategias utilizadas fue el uso de bases de
datos masivos como GEPIA y The Human Protein Atlas, como herramientas de
referencia, sin embargo, los datos de expresidon reportados cuentan con limitada
informacion clinica y la comparacion se realiza contra tejido paratumoral
(adyacente) sin una clasificacion histopatolégica/molecular clara, proveniente de
datos protedmicos, y transcriptomicos, considerando un numero limitado de tejidos
(proteinas) o con el manejo de los tipos histolégicos mas frecuentes. En este trabajo
los histotipos analizados fueron para CaCu (carcinoma de células escamosas),
CaOv (adenocarcinoma seroso papilar) y CaMa (carcinoma ductal), las
comparaciones, aunque limitadas en término de nimero de muestras fueron entre

tejido normal y adyacente proveniente de diferentes pacientes, sin embargo, la
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comparacion entre tejidos de mama fue entre tejido tumoral y adyacente del mismo

paciente en el analisis de la expresion génica.

Los datos de expresion proteica en la base de datos The Human Protein Atlas
muestran la inmunorreactividad presente en los diferentes tipos de células
presentes en los tejidos normales o0 cancerosos. Los parametros basicos de
anotacion incluyen el andlisis de la intensidad de la tincion (negativa, débil,
moderada o fuerte), el porcentaje de células tefiidas (<25%, 25-75% o >75%) y la
localizacion subcelular (nuclear y/o citoplasmética/membranosa). Estos mismos
criterios fueron considerados en estos resultados. El andlisis comparativo de los
resultados obtenidos y los datos mostrados en las bases de datos, muestran que,
para las proteinas CCDC61 y CCDC97, los niveles de expresion reportados a nivel
de mensajero y proteina coinciden con los resultados obtenidos en este trabajo,
para los tres tipos de canceres CaCu, CaMa y CaOv, que se analizaron en este
estudio. Aun cuando existe evidencia de la participacion de estas proteinas o
miembros de sus familias en funciones biolégicas como la division celular, el eflujo
de farmacos, y la regulacién de la expresién génica (Frezzo y Montclare., 2015;
McFarlane et al., 2018), ademas de asociarse con el desarrollo y la progresién de
varios tumores generando metastasis en canceres como el de tiroides (Yin et al.,
2016), en carcinoma de células escamosas de eséfago (Hu et al., 2018), y en cancer
gastrico (Wang et al., 2020). Estas proteinas no se observaron que puedan estar

asociadas a estos tipos de cancer.

Sin embargo, para el anadlisis de la expresion de C190RF47, los resultados
observados en GEPIA y The Human Protein Atlas, son similares a los encontrados
en este estudio, donde se observa que los niveles de expresion tanto de mensajero
como de proteina aumentan en los tres tipos de cancer en comparacion con tejido
normal, su localizacion subcelular es principalmente en citoplasma, mientras que en
CaCu, el nivel de expresion parece aumentar en etapas clinicas mas avanzadas de
la enfermedad. The Human Protein Atlas, aunque en esta base de datos reportan la

localizacion subcelular en citoplasma y nucleo, soélo se observo la expresion en
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citoplasma. No hay informacion reportada hasta el momento sobre su participacion

en procesos bioldgicos.

LENG8 conocido como el miembro 8 del grupo de receptores de leucocitos
humanos que se albergan en la region cromosomica 19q13.4, hasta ahora su papel
bioldgico sigue siendo desconocido, de acuerdo a lo analizado en las bases de
datos GEPIA y The Human Protein Atlas, a nivel de mensajero se encuentran
disminuidos, sin embargo, el nivel proteico de expresion es alto en los tres tipos de
cancer, CaCu, CaMa y CaOv, estos resultados fueron similares a los observados
en este estudio, a nivel de proteina, y se localiza principalmente en el citoplasma de

las células.

El analisis de TMEM160 en las bases de datos concuerda con los resultados
obtenidos, en este estudio, aunque particularmente se desconoce informacion sobre
la localizacion y funcion de TMEM160, de acuerdo con la familia de proteinas
transmembrana (TMEM) a la que pertenece, se ha reportado que es una familia de
proteinas que atraviesan la bicapa lipidica y componen las membranas biologicas
del reticulo endoplasmico, los lisosomas, las mitocondrias y el aparato de Golgi
(Beasley et al., 2021; Koteluk et al., 2021). Aunque se ha sugerido la participaciéon
de estas proteinas en procesos que conducen a la diseminacién de células
cancerosas, como la migracién y la remodelacion de la matriz (Schmit et al., 2020),
también se ha reportado que varias proteinas TMEM estan involucradas en el
crecimiento tumoral a través de la activacion de TGF- para facilitar la progresion

maligna y la progresién de EMT (Sun et al., 2022).

En este trabajo describen los niveles de expresiéon (mensajeros y proteina) de
CCDC61, CCDC97, C190RF47, LENG8 y TMEM160, en biopsias de pacientes y
lineas celulares, de cancer cervical, mamay ovario, ademas se comparan los datos
derivados del andlisis transcriptomico y protedmico reportado en bases de datos
internacionales. Estos resultados muestran diferencias de expresién entre los
tejidos analizados, sin embargo, no se consideran datos clinicos como: tipo
histologico, la etapa clinica, asi como algunos marcadores moleculares, debido a

que el primer enfoque es la deteccion de la sobreexpresion de estas proteinas en
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cancer para posteriormente, analizar el papel funcional de estas proteinas en
modelos celulares donde su silenciamiento permitira, evaluar su papel en el

desarrollo y progresion del cancer.
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Conclusiones

La expresion negativa de CCDC61 y CCDC97 en CaCu, CaMay CaOv sugiere poca

relevancia en estos tipos de cancer.

La base de datos GEPIA reporta para LENG8 una subexpresion en CaCu, CaMa 'y
CaOv (p<0.05); mientras que para TMEM160, una sobreexpresion en CaOv,
respecto a CaCu y CaMa (p<0.05).

En la linea celular HeLa (CaCu), se observo la sobreexpresion de C190RF47 y
TMEM160 en comparacion con la linea no tumoral HaCaT (p>0.001). En las lineas
celulares de CaMa se observo la sobreexpresion de C190RF47 en MCF7, y
TMEM160 en MCF7 y MDA-MB-231 en comparacion con la linea control MCF10A
(p<0.05). En la linea celular C33A, LENGS8 esta sobreexpresado en comparacion

con la linea control HaCaT (p<0.05).

A nivel de proteina C190RF47, TMEM160 y LENG8 se observa una sobreexpresion
diferencial en cancer cérvicouterino, mama y ovario, con localizacién subcelular en
membrana y citoplasma. La expresion de C190RF47 es similar entre los tres tipos
de cancer, mientras que en LENGS8 se observa una mayor expresiéon en CaMa
(p<0.05) y CaOv con respecto a CaCU (p<0.0092). TMEM160 esté sobreexpresado
en CaMa en comparacion con CaCu(p<0.05).
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Perspectivas

Seleccionar una linea celular de CaOv y CaMa que pueda ser un buen
modelo experimental, para evaluar el efecto de la sobreexpresion o
silenciamiento de las proteinas y su relacién con cancer.

Una vez seleccionado el modelo experimental, evaluar el papel funcional de
estas proteinas en la progresion tumoral.

Explorar en otros tipos de cancer el nivel de expresion de CCDC61 y
CCDC97, para seleccionar un buen modelo experimental, que permita
evaluar el papel funcional de ambas proteinas.
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Anexos

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de las pacientes con cancer de mama

. . . - Etapa Diagnéstico
Folio Edad Tipo histologico . p &
clinica molecular
MBRCT/ST 40 afios Carcinoma ductal infiltrante sin A HER2
patrén especifico con SBR de 7
MGH CT/ST  5lafios Carcinoma ductal infiltrante sin A HER2
patrén especifico con SBR de 7
GFE CT/ST 45 afios  Carcinoma ductal infiltrante sin 1B Luminal A
patrén especifico con SBR de 6
FSC CT/ST 64 aflos  Carcinoma ductal infiltrante sin A HER2
patrén de crecimiento, poco
diferenciado, con SBR de 8
MRA CT/ST 42 afios  Carcinoma ductal infiltrante A Triple negativo
JBR CT/ST 34 aflos  Carcinoma ductal infiltrante sin A Triple negativo
patron especifico con SBR de 7/9
MRV CT/ST 39 aflos  Carcinoma lobulillar infiltrante con A Triple negativo
SBR modificado de 5
FRR CT/ST 68 afios  Carcinoma ductal infiltrante sin B HER2
patrén especifico con SBR de 6
MCG CT/ST 48 afios  Carcinoma ductal infiltrante sin 1B Luminal A
patrén especifico con SBR de 7
IMB CT/ST 37 afos  Carcinoma ductal infiltrante sin A Triple negativo
patrén especifico con SBR de 8
OGC CT/ST 63 afios  Carcinoma ductal infiltrante A Triple negativo
Carcinoma ductal infiltrante sin
MMC CT/ST 37 aflos  patron especifico con SBR de 7 e Luminal B

CT: Tejido tumoral, ST: Tejido adyacente (ambas biopsias de la misma paciente).
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas de las pacientes con cancer de ovario

Folio Edad Tipo histolégico Et’a.pa
clinica
oLC1 40 ainos
oLc2 56 afios Ovario libre de cancer -
oLC3 45 afos
CoG1 12 afios Teratoma maduro
COG3 36 afios Teratoma quistico maduro
COG4 54 afios Teratoma quistico maduro N/A
COG5 48 afos Teratoma quistico maduro
COG6 68 afios Teratoma quistico maduro
CEO1 84 afios Cistadenoma mucinoso
CEO2 54 afios Carcinoma seroso papilar de alto grado con extensa
necrosis limitada al ovario. i
CEO3 45 afos Cistadenoma mucinoso
CEO4 63 afios Adenocarcinoma seroso papilar
CEO5 41 aios Adenocarcinoma mucinoso Cistoadenocarcinoma IC
mucinoso papilar.
CEO®6 32 afios Ca. De ovario bilateral + ascitis a tensidon (Después de Inc
cirugia carcinomatosis)
CEO9 50 afios C. Ovario derecho limitrofe
CEO10 69 afos Cistoadenocarcinoma mucinoso IA
CEO11 19 afios Cistoadenocarcinoma seroso con infiltrado moderado c
CEO12
CEO13 43 afios Tumoracién abdominopélvica en estudio

OLC: Ovario libre de cancer, COG: Teratoma benigno, CEO: Tejido tumoral de cdncer de ovario.
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Tabla 4. Caracteristicas clinicas de las pacientes con cancer de mama analizadas
por inmunohistoquimica.

. . . .- Etapa Diagndstico
Folio Tipo histologico . p &
clinica molecular
KDA-2 Carci ductal infiltrante si tré ifi .
arcinoma ductal infiltrante sin patrén especifico 1B Luminal A
MCAZ-5 Carcinoma ductal infiltrante sin patrén especifico HA Her2 Positivo
LPM-6 Carcinoma ductal infiltrante sin patrén especifico . .
A Triple Negativo
SGH-7 Carcinoma ductal infiltrante sin patrén especifico IIB Triple Negativo
MIPA-11 Carcinoma ductal infiltrante sin patrén especifico 1B Her2 Positivo
AM-13 Carcinoma ductal infiltrante sin patrén especifico IA Luminal A
GAB-14  Carcinoma ductal infiltrante sin patrén especifico 1B Luminal A
Q/EI;VM- Carcinoma ductal infiltrante sin patrén especifico B Luminal B
FAS-20 Carcinoma ductal infiltrante sin patrén especifico A Luminal A
RRA-23  Carcinoma ductal infiltrante sin patrén especifico A Luminal B
GCP-26  Carcinoma ductal infiltrante sin patrén especifico 1A
SHT-29  Carcinoma ductal infiltrante sin patrén A Triple Negativo
ALB-33 Carcinoma ductal infiltrante sin patrén especifico A Luminal B
CGR-50 Carcinoma ductal infiltrante sin patrén especifico A Luminal A
PLG-51 Carcinoma ductal infiltrante sin patrén especifico 1B Luminal A
LCC-47 Carcinoma ductal infiltrante sin patrén especifico A Triple Negativo
LGB -49 Carcinoma ductal infiltrante sin patron especifico A Triple Negativo
LHM-35 Carcinoma lobulillar infiltrante A Her2 Positivo

CT: Tejido tumoral, ST: Tejido adyacente (ambas biopsias de la misma paciente).
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