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7. RESULTADOS

7.1. Estandarizacion de la amplificacién de los genes HOX

Para estandarizar la amplificacion de los genes HOXA7, A9, A10, A11, B7, Bi13
mediante PCR en los tejidos de ovario se eligieron las lineas celulares SiHa, MCF-7 y
tejido de placenta en donde se expresan éstos genes de acuerdo en lo descrito
previamente por Alami et al, (1999), Chu et al, (2004) y Sarno ef al, (2006)
respectivamente.

7.1.1. Obtencién de los RNA’s totales a partir de lineas celulares y tejido
placentario

El aislamiento de los RNA’s totales de los paquetes celulares de las lineas SiHa y
MCF-7 y de tgjido de placenta humana preservado en RNA/ater ® se llevo acabo
mediante el método de Trizol descrito previamente en la metodologia.

La Figura 17 muestra los resultados obtenidos en la extraccion de los RNAs
totales con una buena calidad electroforética ya que se puede observar de manera
definida las bandas de los RNA ribosomales 28 S v 18 S que indican la integridad del
RNA de las lineas celulares asi como del tejide de placenta,. La concentracion de los
RNA’s obtenidos corresponden a 0.8, 0.6 y 2.25 mg/mL (para SiHa, MCF-7 y tejido de
placenta respectivamente). La relacién de absorbancia a las longitudes de onda 260/280
cotresponde a 2.1 en las tres muestras lo que indica una buena cantidad y pureza de los
RNA’s totales exiraidos.

Figura 17. Extraccién de RNA’s totales en las lineas
celulares y tejido de placenta. Los RNA's totales obienidos
por el método de Trizol se analizaron mediante eleciroforesis
en gel de agarosa 0.8% , SiHa (carriles 1 y 2), MCF-7 (carril
3) y tejido de placenta humana (carril 4). Se puede observar
de manera definida las bandas 28 S y I8 S de los RNA
ribosomales que indica la integridad del RNA, wanto en las
lineas celulares y en el tejido conservado en RNAlater ®.
Cada carril contiene aproximadamente 1 pg de RNA’s totales.

7.1.2. Amplificacion de S-acting mediante RT-
PCR
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Los RNA’s totales obtenidos de las céluas SiHa, MCF-7 y el tejido de placenta
fueron utilizados para la sintesis de los DNAc’s mediante transcripcion reversa y
posteriormente se realizaron las amplificaciones de los genes HOX mediante reacciones
de PCR como sc especifica en materiales y métodos. Los oligonucledticos fueron
diseriados para que reconocieran especificamente a las secuencias nucleotidicas blanco
(obtenidas en el Gene Bank) y con una estabilidad del 100%, ademas se descartd la
presencia de dimeros de oligonucledtidos y de productos amplificados inespecificos
mediante la amplificacién virtual. La presencia de productos amplificados inespecificos
se minimizé utilizando el programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), ya
que los oligonucledtidos que reconocieran secuencias de otros genes fueron eliminados.
Los pesos moleculares de los productos amplificados del gen Sactina fueron obtenidos
mediante amplificaciones virtuales usando el programa AmplifX 1,37,

Se realiz6 la amplificacion del gen constitutivo B-actina para corroborar la
calidad de los RNA’s totales obtenidos, asi como para analizar la eficiencia de la
reaccion de retrotranscripcion. El producto amplificado obtenido de 414pb corresponde
al tamafio esperado para factina (Fig. 18A) en todas las reacciones de transcripcion
reversa como se muestra en la Figura 18B.
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Figura 18. Amplificacion del gen Sactina mediante RT-PCR. Los RNA's totales obtenidos
de las células SiHa, MCF-7 y de tejido de placenta fueron utilizados para sintetizar los DNAC's
a ravés de ranscripcion reversa y posleriormente para la amplificacion del gen facting. La
electroforesis en gel de agarosa al 1.2% muestra la amplificacion de una banda de 414pb que
comresponde a facting de las células SiHa (carriles 1-3), MCF-7 (carriles 4-6) y de tejido de
placenia (carriles 7-9) con condiciones de 55°C de temperatura de alineamiento y una
concentracion de 1.5mM de MgCl,. El carril {(-) contiene a la reaccion de PCR sin DNAc
blanco y el carril marcado con M es el marcador de peso molecular pBS sk digerido con la
enzima de restriccién AMsp 1.
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Para utilizar B-actina en reacciones de PCR duplex se disefiaron oligonucledtidos
que permitieron amplificar un producto de 276pb (Figura 19A). La estandarizacion de la
amplificacion de factina con los DNAc’s obtenidos de la linea celular SiHa, en donde
se realizé un gradiente de temperatura de 60 hasta 66°C. La amplificacion mostro la
banda esperada de 276pb correspondiente a S-actina con la misma intensidad en todas
las temperaturas. De la misma manera, se puede destacar que los oligonucledtidos
permiten diferenciar presencia de DNA genomico de factina con una banda de 710pb

(Figuras 19By C).
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Figura 19. Estandarizacion de la amplificacién del gen facting con la linea celular SiHa
mediante gradiente de temperatura. A y B} Los diagramas muestran las amplificaciones de
PCR virtuales con los oligonucledtidos Pactina2765° y Pactina2763” (senalados con flechas)
usando el programa de AmplifX 1.37. Las secuencias de DNA (marcadas con lineas azules)
obtenidas del Gene bank para DNAc en A y DNA gendmico en B. Los oligonucledtidos usados
reconocen a la secuencia blanco especificamente con una estabilidad del 100% amplificando un
producto de 276pb en el caso de la secuencia codificante por los DNAc’s v de 710pb en la
secuencia genémica. C) La reaccién de PCR a partir de los DNAc’s obtenidos de las células
SiHa muestra en gel de agarosa al 1.2% el gradiente de temperatura para la amplificacién de una
banda de 276pb de factina (carriles 1-4) con las temperaturas de alineamiento de 60°C, 62°C,
64°C, 66°C respectivamente usando una concentracion de 1.5mM de MgCl,. La amplificacion de
la banda de 710pb incluye un intrén lo cual nos permite diferenciar la amplificacién de los
DNAcs y del DNA gendmico. El carril (-) contiene la reaccion de PCR sin DNAc blanco y el
carril marcado con M muestra ¢l marcador de peso molecular pBS sk digerido con la enzima de
restriccion Mso L

La amplificacién de Sactina en los DNAc’s obtenidos de las lineas celulares y
del tejido mostré una buena intensidad en la banda que indica la calidad 6ptima de las
extracciones de RNA, Debido a la aita intensidad de las bandas de amplificacion
obtenidas, se realizaron diluciones 1/10 de estos DNAc’s para la obtencién de la banda

visible de factina.

Gechelt Conranta Manrqy



SOBRE-EXPRESION DE LOS GENES HOX A1G TRANSCRITO 2, AF} Y BI3EN
TENDOS OVARICOS CON PATOLOGIA MALIGNA W
ek

7.1.3. Expresion de los genes HOX en las lineas celulares y tejido placentario
7.1.3.1. HOXA7

La amplificacion de HOXA7 mostré la banda de 431pb la cual
corresponde a la esperada en la amplificacion virtual (figura 20A). La banda de
amplificacion en la figura 20C presenté una mayor intensidad a la temperatura de
alineamiento de 62°C, por lo que la reaccion de PCR duplex se realizé con esta
temperatura (figura 20D). El producto amplificado virtual de [/OXA7 a partir del DNA
gendmico es de 1373pb (Figura 20B) y no fue detectado en las muestras de RNA
indicando la ausencia de DNA gendmico en la preparacion. Debido a la adecuada
intensidad de la amplificacion de HOXA7 y B-actina en el PCR duplex no fue necesario
el ajuste de otros parametros de la reaccién de PCR.
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Figura 20. Amplificacion del gen HOXA7 en la linea celular SiHa. A v B} Las amplificaciones
viriuales se realizaron utilizando el programa AmplifX 1.37 con los DNA"s de las secuencias obtenidas
del gene bank A) DNAc y B) DNA gendmico. Los oligonucledtidos HOXA75'ix y HOXA73ix usados
reconocen a la secuencia blanco con una estabilidad del 100% amplificando una banda de 431pb y
1373pb respectivamente. C) La amplificacion de HOX47 mediante PCR a partir de los DNAc’s
obtenidos de la linea celular SiHa muestra el gel de agarosa al 1.2% con el gradiente de emperatra
para la amplificacién de la banda de 431pb. Los carriles 1 al 4 corresponden a las temperatiras de
alineamiento 60°C, 62°C, 64°C y 66°C respectivamente con una concentracion de 1.5mM de MgCl,. D)
La amplificacién mediante PCR duplex de HOXA? y Ractina muestra dos bandas esperadas de 431pby
276pb con una concentracion de 1.5 mM de MgCi;y con 62°C de temperatura de alineamiento (carril
1). Los carriles (-) contienen al testigo negativo de la reaccién de PCR y los carriles marcados con M
muestra el marcador de peso molecular plasmido pBS sk digetido con la enzima de restriccion Msp L.
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7.1.3.2. HOXA? transcritos 1y 2

Los oligonucledtidos especificos diseflados para la amplificacién de
HOXA9 permiten la deteccion de dos transcritos como se puede observar en las
amplificaciones virtuales en las figuras 21A y B, asi mismo la deteccion del DNA
gendmico con la banda de 1584pb (Fig. 21C). Los resultados de la amplificacién de
HOXA9 en la figura 5D muestran las bandas de 567 y 394pb correspondientes a los
transcritos 1 y 2 respectivamente. Esta amplificacion se obtuvo con una mayor
intensidad a la ternperatura de 62°C usando un gradiente desde temperatura 62 a 66°C.
Por el contrario, se realizé un gradiente de MgCl, para estandarizar la reaccién de PCR
duplex con el control interno f-actina que mostré la amplificacién de los tres productos
con una concentracion de 1.5 mM de MgCl,. En los dos casos el producto amplificado
resultante también permitid la deteccion del DNA gendmico de 1584pb (Figuras 21D,
E).
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Figura 21. Amplificacion de HOXA9 en la linea celular SiHa. Las amplificaciones virtuales
muestran como lineas azul cilo las secuencias codificantes de los manscritos HOXA9 (A y B) vy los
genes en la secuencia del DNA gendmico (C). Las secuencias fueron obtenidas obtenidas del Gene
Bank (parte superior de cada secuencia) y se disefiaron dos oligonueledtidos especificos (HOXA93 y
HOXA93") que amplifican las dos bandas bandas de 567 y 394pb (A y B), que corresponden al
transcrito 1 y al transcrito 2 respectivamente. Asi mismo, los primers amplifican el gen de 1584pb cn
¢l DNA genémico (C). La amplificacién de HOXA9 muestra el transcrito 1 de 567pb y el transcrito 2
de 394pb a partir de los DNAc obtenidos de las células SiHa (D) usando un gradiente de temperatura.
Los carriles 1 al 4 corresponden a las temperaturas de alineamiento 62, 64, 66 y 68°C con una
concentracién de 1.5mM de MgCl,. (E) La amplificacién por PCR duplex muestra las banda de 567pb
y de 3%4pb de los transcritos 1 y 2 de HOXA9 y fractina de 276pb de los DNAc’s obtenidos de las
células SiHa, usando 62°C como temperatura de alineamiento con 1.5 mM MgCl, (carril 1) y con 2.0
mM MgCl; (carril 2). Los carriles (=) corresponden al testigo negativo de la reaccién de PCR y los
carriles marcados con M muestra ¢l marcador de peso molecular el plasmido pBS sk digerido con la
enzima de restriccion Msp 1.
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7.1.3.3. HOXAI0 transcrito 1

El transcrito 1 del gen HOXAI0 contiene una secuencia de 192pb que
amplificaron los oligonucleotidos especificos descritos en Materiales y Métodos como
se muestra en la amplificacion virtual en la Figura 22A. Estos oligonuclestidos
disefiados también permitieron la amplificacion de un producto de 1366pb al tener como
templado DNA genémico como lo muestra la amplificacion virtual realizada en el
programa AmplifX 1.37 en la Figura 22B. En el gradiente de MgCl, (Figura 22C), la
concentracion optima para ta amplificacion de HOXA10 es de 1.5mM mientras que en la
reaccion de PCR duplex con los DNAc’s obtenidos de la linea celular MCF-7, es de 1.0
mM (Fig. 22D).
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Figura 22. Amplificacién de HOXAT0 transcrito 1 en la linea celular MCF-7. A y B) Las
amplificaciones virtuales con los oligonucledtidos HOXAI0TEHxS® y HOXAI0T1ix3’ se
realizaron en el programa AmplifX 1.37 usando ¢l DNA blanco que comesponde a la secuencia
codificante (A) y al DNA gendmico (B) de HOXAIO transcrito 1 (acceso al gene bank
NM_018951.3 y AF040714 respectivamente). Se muestra la amplificacién de un producto de
192pb para la sccuencia codificante y un producto de 1366pb para el DNA genémico. (C) El gel
de agarosa al 1.2% muestra el gradiente de MgCl, para la amplificacién de HOXA70 transcrito 1
de 192pb a partir de los DNAC’s obtenidos de las células MCF-7 los carriles 1, 2 y 3
corresponden a las concentraciones de MgCly: 1.0 mM, 1.5 mM y 2.0 mM respectivamente a una
temperatura de 62°C . D) La amplificacién de HOXA4/0 wanscrito | de 192pb y Bacting de
276pb por PCR duplex de los DNAc's obtenidos de las células MCF-7 se realizé con 62°C de
femperatura de alineamiento y concentracionss de 1.0 mM (carril 1)y 1.5 mM MgCl, (carril 2).
Los carriles (-) contienen al testigo negativo de ia reaccién de PCR sin DNAc blanco y los
carmiles marcados con M muestra el marcador de peso molecular el plismido pBS sk digerido
con la enzima de restriccion Msp |,
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7.1.3.4. HOXAl0 transcrito 2

En la Figura 23A se indica la amplificacién virtual de 430pb llevada a
cabo con los oligonucieétidos disefiados en la secuencia codificante para el transcrito 2
HOXAI0, de forma contraria el DNA genémico de HOXAIOD no muestra
amplificacién con estos cebadores (Figura 23B). La banda de amplificacién 430pb en los
DNAc’s obtenidos del tejido de placenta se detecté con mayor intensidad en la
concentracion de 2.0 mM de MgCl,, tanto en el PCR monoplex como duplex con el

control interno Bactina (Fig. 23C y D respectivamente).
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Figura 23. Amplificacién de HOXA I transcrito 2 en tejido de placenta. Las amplificaciones
virtuales se llevaron a cabo utilizando los oligonuclestidos HOXA 10T25 New y HOXA 103 New
con el DNA blanco representado con lincas azules de la secuencia codificante (A) y el DNA
gendmico de HOXAIQ wanscrito 2 (B). Los oligonucledtidos reconocen especificamente y con
una estabilidad del 100% amplificando un producto de 430pb para el DNAc y no amplifican en
¢l DNA gendmico. B) La amplificacion de HOXAI0 wanscrito 2 en los DNAc’s obtenidos del
tejido de placenia muestra el gel de agarosa al 1.2% con un gradiente de MgCl, para la
amplificacion del transcrito de 430pb (carriles 1 y 2) que corresponden a la concentracion de
MgCly 1.5 mM y 2.0 mM respectivaments con una temperatura de alineamiento de 62°C. C) La
amplificacién de HOXAI0 transcrito 2 de 430pb ¥ Bactina de 276pb se obtuvo con PCR duplex
a62°C y con 2.0mM MgCl,. Los carriles {-) se refieren a la reaccién de PCR sin DNAc blanco y
los carriles marcados con M muestra el marcador de peso molecular el plasmido pBS sk digerido
¢on la enzima de restriccion Msp 1.
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7.1.3.5. HOXA11

En el programa AmplifX se llevaron a cabo las amplificaciones virtuales
de HOXAII utilizando los cebadores especificos disefiados, los cuales flanquean la
secuencia del gen HOXAI! amplificando un producto de 179pb en la secuencia
codificante y un producto de 1591pb en la secuencia de DNA gendmico como se
observa graficamente en las Figuras 24A y B respectivamente, La amplificacién de la
banda de 179pb en la Figura 24C muestra la mayor intensidad de la banda de expresion
de HOXA!1 a la temperatura de 62°C por lo que se utiliza esta temperatura para la
reaccion de PCR duplex con facting (Figura 24D). Estos oligonuclestidos no
detectaron la presencia de DNA gendmico en los DNAc’s de SiHa.
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Figura 24. Amplificacion de HOXAII en la linea celular SiHa. Los diagramas en A y B
muestran las  amplificaciones virtuales utlizando los oligonucledtidos HOXAI1ix5’ ¥
HOXA11ix3’ usando ¢l programa AmplifX 1.37 con ¢l DNA blanco de la secuencia codificante
(acceso al gene bank NM_005523.5) y del DNA genémico (acceso al gene bark AF039307. 1) del
gen HOXAIL. Los oligonucledtidos amplifican un producto de 179pb en la secuencia de DNAc y
de 1591pb para el DNA gendmico. C) A partir de los DNAC's obtenidos de las células SiHa se
muestra un gradiente de temperatura para la amplificacién de la banda de 179pb, las temperaturas
de alineamiento usadas fueron: 60°C, 62°C y 64°C en los carriles 1 al 3 respectivamente con una
concentracion de 1.5 mM de MgCl. D) La amplificacién de HOXA!! de 179pb v fractina de
276pb mediante PCR duplex se obtuvieron usando una temperatura de alineamiento de 62°C con
1.5mM MgCl,. Los carriles {(-) se refieren a la reaccion de PCR sin DNAc blanco v los carriles
marcados con M muestra el marcador de peso molecular el plasmido pBS sk digerido con la
enzima de restriccion Msp 1.
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7.1.3.6. HOXB7

La banda esperada de 190pb para la secuencia codificante de HOXB?7 se
muestra en la amplificacién virtual (Fig. 25A) y la banda de 2613pb en la amplificacion
virtual del DNA genomico (Fig. 25B). La estandarizacion de la amplificacién de
HOXB7 se logré realizando un gradiente de temperatura de alineamiento desde 62 hasta
68°C a partir de los DNAc’s obtenidos de la linea celular SiHa. La temperatura de
alineamiento Optima como se puede observar en la Figura 25C es de 62°C. De igual
manera se pueden observar en la Figura 25D los productos amplificados duplex de
276pb y de 190pb correspondientes a Bactina y HOXB7 respectivamente. Estos
oligonucledtidos no detectaron la presencia de DNA genémico en los DNAc’s de SiHa.
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Figura 25. Amplificacién de #/OXB7 en la linea celular SiHa. A y B) Los diagramas muestran las
amplificaciones virtuales con los oligonuclestidos HOXB75" y HOXB73" usando el programa AmplifX
1.37 ¥ ¢l DNA blanco de la secuencia del DNAc de HOXB7 (A) v del DNA genémico (B). Los
oligonucledtidos reconocen especificamente con una estabilidad del 100% amplificando un producto de
190pb en la secuencia codificante y 2613pb en el DNA gendmico. (B} La amplificacién de HOXB7 de
190pb a partir de los DNAc’s obtenidos de las células SiHa se muestra en los carriles 1 al 5. Las
temperaturas de alineamiento usadas: 62°C, 64°C. 66°C y 68°C (carriles 1 al 5 respectivamente) con
una concentracién de 1.5 mM de MgCl,. (C) La amplificacién de HOXB7 de 190pb v factina de
276pb por PCR duplex fue obtenida a 62°C de temperatura de alineamiento ¥ €on una concentracion de
1.5mM MgCl,. Los carriles {-) contienen al testizo negativo de la reaccién de PCR y los carriles
marcados con M muestra ¢l marcador de peso molecular el plasmido pBS sk digerido con la enzima de
restriccion Asp 1.
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7.1.3.7. HOXB13

Los oligonucledtidos disefiados HOXBI135" y HOXBI133® reconocen
especificamente y con una estabilidad del 100% la secuencia blanco de HOXBI3
amplificando un producto de 300pb en la secuencia codificante y de 1249pb en el DNA
genémico, como se muestra en las amplificaciones virtuales de las Figuras 26A y B
respectivamente. La amplificacion en la Figura 26C muestra la banda de 300pb
obtenida mediante PCR a partir de los DNAc's de la linea celular SiHa a 62°C de
temperatura de alineamiento y con 1.5mM de MgCh. La amplificacion HOXBI3 de
300pb y Bactina de 276pb mediante PCR duplex se muestra en la Figura 26D, con una
mejor amplificacion de ambas bandas usando una concentracion de MgCla de 2.5 mM.
No se detecto la presencia del DNA gendmico de SiHa en la preparacion de los RNA's
totales.
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Figura 26. Amplificacién de HOXB!3 en los DNAc's obtenidos de las célvlas SiHa. A y B) Se
muestran  los diagramas de las amplificaciones virtuales con los oligonucleotidos HOXBI35" ¥
HOXB133" utilizando el programa AmplifX 1.37 y kI DNA blanco de 1a secuencias del DNAc (A) y ¢l
DNA gendmico de HOXB{3 (B). Los oligonucicondos amplhifican un producto de 300pb en ¢l DNAc y
1249pb en ¢l DNA genomico. C) La amplificacion de HOXBI3 a partir de los DNAC’s obtenidos de las
cclulas SiHa muestra la banda de 300 pb (carril 1) a 62 C de temperatura de alinearniento con 1.5 mM de
Mg ;. (D) La amplificacion de HOXB!3 de 300pb y facting de 276pb mediante PCR duplex se realizo
a 62 C con 1.5SmM. 25mM 3 3 5mM de MgCl; (carriles 1 a 3 respectivamente). Los carriles (-) s¢
reficren al testigo negativo de 1a reaccion de PCR 3 los carriles marcados con M muestra el marcador de
peso molecular el plasmido pBS sk digerido con la enzima de restmccion sp L.
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Los resultados descritos anteriormente muestran la estandarizacion
exitosa de la amplificacion de los genes HOXA7, 9, 11, B7 y B13 en las lineas celulares
SiHa y MCF-7 y en el tejido de placenta, usando un PCR duplex, que incluyen Bactina
en la misma reaccion para validar los resultados de 1a expresion de los genes HOX.

7.2. Expresion diferencial del los genes HOX en tejide ovarico

Una vez estandarizada la expresion de los genes HOX mediante PCR duplex
con Bactina, en las lineas celulares v tejido de placenta, se realizé la extraccién de los
RNA’s totales de las muestras de tejidos ovaricos, para analizar la deteccion de
expresion de los genes HOXA47, 9, 10, 11, B7 y Bi3.

7.2.1. Aislamiento de los RNA’s totales a partir de los tejidos oviricos

El aislamiento de los RNA’s totales de los tejidos ovaricos normales, con
patologia benigna y maligna ya sea preservados en RNA/ater ® o en Trizol se llevé a
cabo usando el método de trizol descrito previamente en Materiales y Métodos.

Los resultados obtenidos muestran una adecuada extraccion de los RNA’s totales
en la calidad de los mismos ya que se puede observar de manera muy definida las
bandas 28 S y 18 S de los RNA ribosomales que indican la buena integridad del RNA en
los tejidos preservados en RNAlarer ®, como se presenta en la Figura 27 (carriles 3 al
6). Por otro lado, los RNA’s totales obtenidos a partir de los tejidos conservados en
Trizol muestran una menor integridad como se muestra en los carriles 1 y 2. Solamente
cuatro muestras de 17 procesadas fueron conservadas en Trizol como se muestra en la
Tabla VIIL La concentracién y la pureza obtenida de los RNA’s totales extraidos de Jos
tejidos ovaricos muestra alta variabilidad en concentracion desde 0.08 a 6.8 mg/mL con
una Abs 260/280 de 1.13 a 2.4 que muestra en la mayoria de los casos una buena pureza
de los RNA s obtenidos.

Figura 27. Extraccion de RNA’s totales en el
tejido ovdrico. Los RNA’s totales obtenidos por
¢l método de Trizol s¢ analizaron mediante
¢lectroforesis en gel de agarosa 0.8%, ovario
normal (carriles 1y 2), cancer de ovario {carriles
3 ¥ 4) y patologia benigna de ovario (carriles § ¥
6). Las muestras de tejido ovarico en los carriles 1
¥ 2 fueron preservadas en Trizol (Invitrogene) en
. cambio las muestras de los cartiles 3 a 6 fueron
conservadas en RNAlater ® (Ambion) en donde
se puede observar de manera definida las bandas
de los RNA ribosomales 28 Sy 18 S que indica la
mejor integridad de los RNA’s obtenjdos. Cada
carril contiene aproximadamente 1 ug de RNA's
totales.
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“Tabla VIIL. Cuantificacién de los RNA totales extraidos de los tejidos ovaricos

Lo AT e b e e
tejidoovirico |  conservadoa | procesado(mg) |  mg/ml 260280
IN . Trizol R e e e 23
2N Trizol 20 07744 e i
3N Trizol 20 1.7432 22
4N RNA later ® 30 0.2188 2
SN RNAlater ® 10 0.7937 163
6B RNAlater ® 20 0.8776 2.1
7B RNA ater ® 50 0.7079 1.75
8B RNA later ® 50 0.080 1.25
9B RNAlgter® 20 0.558 1.13
10B RNAlater ® 20 0.9184 1.46
11B RNAlater ® 30 0.2896 1.23
12T Trizol 14 0.3088 2
13T RNAlater® 20 1.4072 2
14T RNAlater® 70 1.7311 1.59
15T RNA later ® 90 0.6222 1.74
16T RNAlater ® 70 0.536 143

RNAlater ® 40 6.804 171§

7.2.2. Amplificacion de los genes HOX en los tejidos oviricos

Los RNA's totales obtenidos del tejido ovarico normal, con patologia benigna y
maligna se utilizaron para la sintesis de los DNAc¢’s mediante transcripcidn reversa. Se
realizé la reaccion de PCR para la amplificacion del gen facrina a partir de los DNA¢’s
obtenidos de tejidos ovaricos con la finalidad de corroborar la eficiencia de la reaccion
de retrotranscripcion de cada uno de los tejidos procesados. Los resultados en la Figura
28 correboran la adecuada amplificacién de una banda de 276pb que corresponde al
gen de Factinag obtenida de los tejidos ovaricos en comparacidn a la que se encuentra en
los DNA¢’s diluidos 1/10 de la linea celular SiHa (+), los cuales fuercn utilizados como
control positivo de la reaccion.
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Figura 26. Amplificacién del gen factina mediante RT-PCR a partir del tejide ovarico, Los
RNA’s totales obtenidos del tejido ovarico fueron utilizados para sintetizar los DNAC’s a través de
transcripcién reversa y posteriormnente con la reaccion de PCR para la amplificacién del gen &
acting. La electroforesis en gel de agarosa al 1.2% muestra la amplificacion de una banda de 276pb
que corresponde a Aacting a partir de los DNAc’s obtenidos de tejido ovarice normal, con
patologia benigna y maligna. El camril (+) contiene la amplificacién de los DNAc’s de SiHa
utilizado como testigo positivo. El carril marcado con M es el marcador de peso molecular pBS sk
digerido con la enzima de restriccion Msp 1.

7.2.2.1. Expresién de HOXA7 en tejidos oviricos

La expresion de una banda de 431pb que corresponde a HOXA7, como se
observa en la Figura 29, se detecta en cuatro muestras normales, en dos muestras de
tejido con patologia benigna y en cuatro de las muestras de tejido ovarico con patologia
maligna. La amplificacion de factina se observa en todas las muestras confirmando la
integridad de los DNAc’s provenientes de los tejidos ovaricos, ademds se presentan los
controles positivos y negativos de la reaccion de PCR para descartar errores técnicos
durante la misma. La expresién diferencial de HOXA7 entre los tejidos ovaricos con y
sin patologia maligna no es estadisticamente significativa (p=1).
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Figura 29. Amplificacion del gen HOXA7 en tejidos ovaricos. Las electroforesis en gel de
agarosa al 1.2% muestran la amplificacion de HOXA7 en tejido ovdrico de acuerdo a las
condiciones descritas en la estandarizacion. La expresidon de HOXA7 con la banda de
amplificaciéon de 43 1pb se observa en las muestras de tejidos normales IN a 4N, de tejido con
patologia benigna 9B y IIB y con patologia maligna 12T, 13T, 16T y 17T. Todas las
amplificaciones de HOXA47 se realizaron mediante PCR duplex con ¢l control interno de 276pb
del gen factina. El camil (-} contiene la reaccidén de PCR sin DNAc’s blanco y el carril (+)
contiene la amplificacion de los DNAe’s de SiHa utilizados como testigos positivos. E1 marcador

de peso molecular utilizado pBS sk digerido con la enzima de restriccion Msp [ se encuentra en
el carril M.

7.2.2.2. Transcritos de HOXAY en tejidos oviricos

En la Figura 30 se muestra la deteccion de HOXA? transcrito 1 con la
banda de amplificacion de 567pb en dos muesiras normales, en una muestra de tejido
con patologia benigna y en dos muestras de tejido ovérico con patologia maligna. Asi
mismo, se muestra la expresion de //OXA49 transcrito 2 con la banda de amplificacién de
394pb en cuatro muestras de iejido ovarico normales, en cuatro muestras con patologia
benigna y en las cuatro muesiras con patologia maligna. No se encontré diferencia

significativa (p=1) en la expresion de los transcritos de HOXA9 en los tejidos ovaricos
analizados.
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Figura 30. Amplificacién de HOXA? en tejidos ovirices. Las electroforesis en gel de agarosa
al 1.2% muestran la amplificacion de AQXA9 transcritos 1 y 2 en tejido ovarico de acuerdo a las
condiciones estandarizadas previamente. La expresion de HOXA49 transcrito 1 con la banda de
amplificacién de 367pb se observa en la muestra de tejidos normal 2N y 4N, en la muestra de
tejido con patelogia benigna 9B y con patologia maligna 12T y 16T. Asi mismo, se muestra la
expresion de FAOXAZ transcrita 2 con la banda de amplificacion de 394pb en las muestras de
tejido ovarico normales IN, 2N, 4N y 5N, con patologia benigna 6B, 8B, 9B y 11B y con
patologia maligna 12T, 13T, 14T, 15T y 17T, Tedas las amplificaciones s¢ realizaron mediante
PCR duplex con el control interno de 276pb del gen Sacting. El carril (=) contiene la reaccion de
PCR sin DNAc's blanco y el carril (+) contiene la amplificacién de los DNAc’s de SiHa
utilizados como testigos pesitivos. El marcador de peso molecular utilizado pBS sk digerido con
la enzima de restriceidn Msp | se encuentra en el carril M.

7.2.2.3. Visualizacion de HOXAI# transcrito 1 en tejidos ovdricos

La electroforesis en gel de agarosa al 1.2% en la Figura 31 muestra la
amplificacién de HOXAI0 transcrito 1 en los tejidos ovéricos con la banda de 192pb en
todas las muestras normales, en cinco muestras de tejido con patologia benigna y en
cinco muestras de tejido ovarico con patologia maligna. No se encontrd una diferencia
significativa de la expresion de este gen entre el de tejido ovarico maligno y no maligno.
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Figura 31. Amplificacién de HOXAI0 transcrito 1 en tejidos ovaricos. Las electroforesis en gel de
agarosa al 1.2% muestran la amplificacién de HOXA [0 transcrito 1 en tejido ovarico de acuerdo a las
condiciones estandarizadas previamente. La expresion de HOXAJOQ transcrito 1 con la banda de
amplificacién de 192pb se observa en todas las muestras de tejidos normales IN al SN, con patologia
benigna 6B. 7B, 9B. 10B y 11B y con patologia maligna 12T, 13T, 14T, 16T y 17T. Todas las
amplificaciones s realizaron mediante PCR duplex con el control interno de 276pb del gen Zactina.
El carril (-) contiene la reaccion de PCR sin DNAc’s blanco y el carril (+) contiene la amplificacion
de los DNAc’s de SiHa utilizados como testigos positivos. El marcador de peso molecular utilizado
pBS sk digerido con la enzima de restriceion Msp [ se encuentra en el carril M.

7.2.2.4. Amplificaciéon de HOXAI0 transcrito 2 en tejidos ovaricos malignos

Los geles de agarosa al 1.2% en la Figura 32 muestran la amplificacion de
HOXA10 transcrito 2 en tres muestras normales, en dos muestras de tejido con patologia
benigna y en todas las muestras de tejido ovarico con patologia maligna. La expresion
diferencial de este transcrito es estadisticamente significativa (p=0.0427), detectandose
su expresion preferentemente en tejidos con patologia maligna
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