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RESUMEN

M. C. Yirgilio Bocanegra Garcia Fecha de graduacion: Septiembre 2004

Universidad Auténoma de Nuevo Leon

Facunltad de Medicina

Titulo del Estodio: ANALISIS DEL PERFIL DE EXPRESION DEL CANCER
CERVICAL

Nimero de paginas: 13§ Candidato para el grado de Doctor en Ciencias con

especialidad en Biologia Molecnlar e Ingenieria Genética
Area de Estudio: Gen6mica del cdncer

INTRODUCCION. El cincer cervical constituye el 6% de los tumores malignos, a nivel
mundial y en los paises del tercer mundo causa un alto indice de mortalidad. Al desarrollo de
cancer cervical se ha asociado la infeccion por el virus del papiloma humano (HPV), del cual se
conocen alrededor de 100 tipos, pero los tipos 16 v 18 son los més frecuentemente encontrados
en cancer cervical. Debido a que el cancer cervical es una enfermedad multifactorial asociada a
un agente infeccioso, la identificacion de genes virales y genes del hospedero, diferencialmente
expresados que puedan eventualmente utilizarse como marcadores moleculares para el desarrollo
de este céncer, es de vital importancia. En este trabajo, se llevd a cabo un andlisis por
microarreglos del transcriptoma de muestras de lineas celulares de cancer y tejido cervical
normal. Las muestras que se analizaron fueron tgjido cervical normal (TUN), células SiHa las
cuales son positivas para HPV16, células C33A que son HPV negativas y células Hel.a que son
positivas para HPVIB, llevando a cabo la hibridacidn competitiva utilizando ¢l tejido cervical
normal como referencia. Con esto se aharcan tres posibilidades que se pueden presentar: la
presencia de HPV 16, presencia de HPV 18 y ausencia dei virus HPV en céncer cervical. También
se llevo a cabo el andlisis del perfil de expresién de 5 genes del VPH tipo 16 en las wes liness
utilizadas.

MATERIALES Y METODOS. Extraccion de RNA por el método de gradiente de cloruro de
cesio. Los RNAs s¢ marcaron mediante una recaccidn de retrotranscripcion con la incorporacidn
de marcadores fluorescentes y se aplicaron a los microarreglos mediante hibridacion competitiva
en un panel de 2000 genes relacionados con cdncer. Después del andlisis matemético se
descartaron todos los genes que no tuvieran una diferencia de expresidn de al menos 2.5 veces
con respecto a la referencia. Cada gen seleccionado se valido por RT-PCR semicuantitativa. Para
¢l estudio de la expresion de los genes virales selcecionados (16, E7, L1, E4 y E2), se disefiaron
iniciadores y sondas, para su analisis par PCR y RT-PCR en tiempo real.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES. Se analizaron 3 sistemas, TCN/C33A, TCN/SIHA,
TCN/HeLa. De cada sistema se eligieron 3 genes sobre-expresados y 3 genes sub-expresados y
se valid6 su nivel de expresion diferencial por RT-PCR. De los 18 genes analizados en total, se
obtuvo la validacion de 13 genes de expresion diferencial, lo que nos permitié la identificacidn
de la alteracion de 6 rutas de schalizacidn en cste tipo de cancer. En el andlisis de Ja expresion de
los genes virales se encontraron niveles de expresion muy diferentes, pero en general se obscrvd
el patrdn de bajo nimero de copias y alta expresidn del virus en las células SiHa, alto nimero de
copias y baja expresién en las células CasKi. Cabe mencionar que queda por esclarecerse el
papel que juegan estos genes en el CaCU y los mecanismos que regulan la expresion de los
genes virales, ya que la actividad de estos no estd relacionada con el niimero copias del genoma
viral presentes.
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“Una salus victus, nullam sperare salutem”

Al aumentar la distancia, nuestro conocimiento se va desvaneciendo. Finalmente
alcanzamos la oscura frontera de nuestro telescopio. Alli medimos sombras, y entre los
fantasmales errores de medicion buscamos seflales que sean levemente mds
sustanciales. La basqueda continuard. Hasta que los recursos empiricos no se hayan
agotado no necesitaremos pasar al reino visionario de la especulacion

El reino de las nebulosas. Edwin Hubble. 1936

Come bitter rain,

and wash from my heart
that saddest of all words:
Home

Ulatempa Poetees, “Song of my Exile™
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NOMENCLATURA

pl Microtitros

°C Grados centigrados

Abs Absorbancia

BPV Papilomavirus bovino

BSA Albumina sérica bovina

DNAc DNA complementario

C4erminal Carboxilo terminal

DMEM Medio minimo esencial Dulbeco’s
DNA Acido desoxirribonucleico
dNTPs Desoxirribonocledtidos

DTT Ditiotreitol

EDTA Acido ctilen-diamino-tetraacético
G3PDH Glicerol 3-fosfato deshidrogenasa
GAPDH Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
h Horas

HPY Papilomavirus humano

Kb Kilobases

kDa Kilodaltones

LB Luria-Bertani

M Molar

min Minutos

ml Mililitros
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mM
ng
nm
pb

PBS

pH

Py

RNA
RNAm
RPM
RT
SBF
SDS
TBE

TCN

TSS

uv

Milimolar
nanogramo

nandmetro

Pares de bases

Amortiguador salino de fosfatos
Reaccién en cadena de la polimerasa
Potencial de hidrégeno
Papilomavirus

PCR cuantitativa

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero
Revoluciones por minuto
Retrotranscripcion

Suero bovino fetal

Dodecil sulfato de sodio

Buffer tris-boratos-EDTA
Tejido cervical normal

Bufter ris-FDTA

Solucidn de almacenaje y transformacion

Ultravioleta

Yoltios
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