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CAPITULO I

ANTECEDENTES.

1.1. EI. CANCER CERVICOUTFERINO

El cancer cervicouterino (CaCL)) constituye el 6% de los turnores malignos a nivel
mundial y en los paises del tercer mundo causa un alto indice de mortalidad. El pron6sti-
co de la entermedad depende del estadio en el que se ¢ncuentra en ¢l momento de ser
diagnosticada. Mds del 90% de los tumores pueden ser detectados en estadios iniciales,
mediante el tamizado de [a poblacidn de alto riespo con el estudio citoldgico de la prueba
de Papanicolaou. Sin embargo la exploracion no es una préctica rufinaria en més de un
tercio de las pacicntes de ricsgo, porcentaje que es aun mayor cn los paises subdcsarrolla-

dos, donde prevalece como un problema importante de salud *~

1.1.1. Epidemiologia y etiologia.

Los estadios cancerosos inician entre la quinta y la sexta década de la vida (edad
media de 54 afios), contrastando con la edad media de las lesiones precursoras (neoplasia
intracpitclial cervical © CIN) que inciden en mujercs mas jovenes (alrededor de los 40
afios)*. Fl proceso de transformaciéon maligna requicre un largo periodo de latencia, en

algunos casos de hasta de 20 afios’.
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La etiologia del CaCU se asemeja a las patologias venéreas®, ya que se asocian & ba-
jo nivel econdmico, inicio precoz de las relaciones sexuales, coitos frecuentes, maltiples
parcjas sexuales y colto con hombres no circuncisos o con €scasa higiene genital, asi co-
mo con el habito de fumar™®%!% También se ha relacionado al CaCU con varios haploti-

1121318 ¢op embargo, el factor de

pos de complejo mayor de histocompatibilidad (HLA)
riesgo causal demostrado en los estudios epidemioldgicos mediante técnicas moleculares,
¢s la infeccion por el papilomavirus humang (HPV)H. La wnfeccion por HPV ¢s frecuente
en la poblacion y se transmite a través de las relaciones sexuales. Hay alrededor de 100
tipos de HPVs, de los cuales solo 23 de ellos infectan al cérvix. Los tipos llamados ma-
lignos, de entre los que destacan €l 16, 18, 31 y el 45 se asocian con frecucncia a displa-
sias moderadas (CIN II) y displasias severas (CIN III) o carcinomas in sifx, ademds de
que se encuentran en la mayoria de los pacientes con CaCU (95%)'". Los llamados HPV
benignos, (como el tipo 5, 11, 12) en cambio solo se encuentran en tumores epiteliales
benignos, comunmente conocidos coma verrugas. La tipificacion de HPV puede ser atil
en las pacientes con citologias con anormalidades de bajo grado o citologias dudosas, a

fin de determinar el riesgo evolutivo individual y recomendar e] seguimiento mds estre-

cho a las mujeres con alto riesgo de una posible progresian a carcinoma.

1.1.2. Cuadro clinico y diagndstico del CaCL.

El CaCU se origina en la unidn de los epitelios escamose y columnar (ver figura 1), sien-
do las lesiones precursoras la displasia o el carcinoma in sity, las cuales progresan lenta-
mente a cancer invasivo. Los estudios longitudinales muestran que las pacientes no trata-

das con céncer in situ desarrollaran carcinoma invasivo en un periodo de 10 a 12 afios e¢n
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el 30-70% de los casos; aunque en el 10% de los casos las lesiones pueden progresar de

forma acelerada del estadio in situ a carcinoma invasivo en el periodo de un afio.
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Figura 1. Epitelio cervical normal. Se observan las cuatro capas principales de la zona de transicion del
epitelio cervical normal, comenzando en la parte inferior con la capa basal, luego la parabasal, intermedia y
escamosa, con estas tres tltimas proliferando a partir de la capa basal'®.

Una vez desarrollado el cancer, el tumor invade en profundidad hasta romper la
membrana basal, penetrando el estroma cervical directamente o por los canales vascula-
res. Los diferentes estadios y grados de progresion del CaCU se esquematizan en la figura
2",

Desde el cérvix, el tumor puede extenderse a la vagina o al segmento uterino infe-
rior o a través de los espacios paracervicales y los ligamentos uterosacros. También puede
fijarse a la pared pélvica por extension directa o por coalescencia del tumor con las ade-
nopatias regionales. Localmente, puede afectar a la vejiga urinaria por via anterior y pos-

teriormente al recto.

L
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Figura 2. Esquemas de clasificacién de progresion y estadios del CaCU. Existen dos esquemas de clasi-
ficacién del grado de avance del CaCU, el primero (arriba) puede diferenciar entre displasia y carcinoma y

establece niveles de desarrollo que van desde muy leve hasta carcinoma microinvasivo. El segundo (abajo)
solo tiene tres clasificaciones del grado de avance del CaCU.

El cérvix dispone de una rica red de vasos linfaticos, que drena a los ganglios pélvi-
cos y a los paraadrticos. Usualmente el orden de la afectacién es progresivo: inicialmente
existe afeccion pélvica, posteriormente paraaodrtica y a continuacion a distancia: de ahi la
importancia del tratamiento local en estadios tempranos. La localizacién de las metdstasis

es preferentemente al pulmon, ganglios extrapélvicos, higado y huesos'".

La enfermedad preinvasiva se detecta usualmente en la exploraciéon rutinaria y se
confirma con la citologia de la exploracién Papanicolaou. Esto es de vital importancia, ya
que las pacientes con enfermedad invasiva precoz pueden ser asintomaticas. El primer
sintoma del CaCU invasivo es la metrorragia o el sangrado postcoital, ocasionalmente
con flujo vaginal maloliente, el dolor pélvico se presenta en casos de enfermedad invasi-
va. La triada de dolor cidtico, edema de piema e hidronefrosis se asocia a la enfermedad

pélvica avanzada. Otros sintomas como la hematuria, incontinencia urinaria secundaria a
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fistula vesico-vaginal o estrefiimiento por afectacion rectal pueden presentarse por afecta-

cion de érganos vecinos.

La evaluacién de la paciente debe incluir; historia clinica con examen clinico com-
pleto incluyendo el examen pélvico y rectal, hemograma, bioquimica hepatica y renal,
sedimento de onna, tomogratia axial computarizada (TAC) abdominal y pélvica, y citos-
copia en ¢aso de sospecha de afectacidn local. El estudio histologico es basico y puede
requerir estudio citoldgico, colposcopia, biopsias de los cuatro cuadrantes cervicales y
dilatacion con legrado uterino. La extension del estudio se determina por los hallazgos de
cada procedimicnto, pero debe suministrar suficiente informacidn para cstadificar ade-

cuadamente a la paciente."’

Fn cuanto a la anatomia patologica, el carcinoma escamosa comprende el 90% de
las lesiones, mientras que el adenocarcinoma aproximadamente el 10% restante. Los car-
cinomas adenocescamosos y 1os carcinomas de células pequetias son raros. Se han descrito

también sarcomas primarios y linfornas primarios y secundarios.’

1.1.3. Estadios del CaCL,

La estadificacidon se hasa en la informacidn obteruda mediante el examen pélvico bajo
anestesia, 1a pielografia endovenosa, citoscopia y rectoscopia. La estadificacion es clinica
y no varia con los hallazgos quinirgicos. La clasificacién recomendada es la de la Federa-

tion Internationale de Gynecologie et Obstetrique (FIGO).
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En el estadio I la enfermedad estd limitada al cerviz. En el II afecta més alld del cér-
vix a los dos tercios superiores de vagina o &l tejido parametrial, pero no llega  la pared
pélvica. Fn el estadio 111 el tumor alcanza la pared pélvica, afecta los ganglios pélvicos o
al primer tcreio inferior de la vagina. En el estadio IV ha invadido la mucosa de la vejiga

o0 del recto o hay metastasis a distancia®.

1.1.4. Factores prondstico del CaCU.

Los factores pronostico més importantes son el estadio ¢linico, el volumen turnoral,
el grado de diferenciacion celular, el tipo histologico (escamoso versus adenocarcinoma o
adenoescamoso), la extension linfatica v la invasidén vascular, Segin diversos estudios,
otros factores de mal prondstico son: compromiso capilar linfitico, profundidad de la
compromiso estromal, edad, mal estado general inicial, e infeccién por HPVs de alto

riesgnlq.

Sin embargo, el mayor problema para determinar el prondstico de la enfermedad en
etapas tempranas, cuando no hay todavia sintomas claros y los estudios citolbgicos no
mucstran cambio alguno, radica cn la falta de marcadores moleculares que pucdan prede-

. e 19
cit la evolucion de 1a enfermedad.

1.1.5. Tratamiento

Durante afios los esquemas de irradiacion y/o cirugia han sido los tratamientos de

eleccion. 1.a quimioterapia se ha utilizado asistencialmente y con objetivo paliativa en las
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recurrencias o en la enfermedad metastdsica, aunque actualmente se utiliza con éxito co-

mo radiosensibilizadora.

En la mayoria de los centros se prefiere la cirugia para tratar los estadios I y IJa,
pues preserva la funcidn ovarica y vaginal. La cirngia es siempre de eleccion en casos de
cancer y gestacion, enfermedades inflamatorias intestinales o anexiales asociadas, irradia-
cién previa de la pelvis y en presencia de un tumor ovérico concomitante. La eleccion de
la cirugia va a depender del volumen tumoral. Las complicaciones de cirugia radical por
lo general son fundamentalmente uroldgicas. Aunque el porcentaje de fistulas urinarias es
bajo (0-3%), el dafio a la scnsibilidad vesical y a la capacidad contractil del musculo de-
trusor son muyv frecuentes y estdn en relacion directa con la radicalidad de la operacidn.
Otras complicaciones, todas ellas prevenibles, son la aparicion de linfocele, 1a infeccidm,

hemorragia y el tromboembolismo pulmonar.ﬂJ

L.a radioterapia puede aplicarse como tratamiento localizado, de forma exclusiva o
postoperatoria. La radioterapia externa pélvica se administra mediante rayos X de alta
encrgia. La dosis recomendada ¢s de 45 a 50 Gray (postoperatoria) o 70 (sray para trata-
miento con radioterapia externa exclusiva. Las fuentes radiactivas son el cesio 137 y los

hilos de iridio 192.2!

La quimiotcrapia en la enfermedad localmente avanzada puede reducir el tamafio
tumoral (92% de remisiones en esquemas basados en cisplatino), facilitando la labor del
tratamiento local. La quimioterapia puede inhibir la reparacion de la lesion producida por

la irradiacion, puede promocionar la sincronizacion de las células en una fase sensible a la
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irradiacién del ciclo celular, iniciar la proliferacién de células en fase de reposo y reducir
la fraccion de células hipoxicas que son resistentes a la irradiacion, La quimioterapia

también puede aumnentar de forma independiente el porcentaje de muerte celular®?.

1.2. EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (HPY).

Se ha demostrado que el desarrollo del CaCU esla fuertemente asociado a infeccia-

24 - .
8. La interaccion

nes con Jos HPVs de alto riesgo, especificamente con los tipos 16 y 1
de proteinas virales con proteinas de regulacidn del ciclo celular del huésped lleva a un
descontrol de éste y condiciona a las células afectadas a la transformacién maligna. Las
proteinas transformantes varian de un tipo de virus a otro. En los papilomavirus bovinos
(BPV), la proteina ES es la responsable de ]a transformacion, mientras que en los huma-
nos (HPV), como en el tpo 16 y 18, las proteinas E6 y E7 son las involucradas en la
transformacion. La proteina E6 se enlaza a la principal proteina celular supresora de tu-
mores P53 y acelera su depradacion, micntras que la proteina E7 se une a otrg importante
proteina supresora de tumores, PRB para inactivarla. Algunos PVs pueden transformar las
cclulas por s1 solos y otros parccen requerir de la cooperacién de oncopenes cclulares
activados (como los de la familia Ras). Curiosamente, en la mayoria de los casos, todos

los genes del PV se mantienen en las células tumorales, aunque se ha observade en algu-

nos €asos, como ¢n el del BPV tipo 4 (BPV4), que el DNA viral se pierde luego de la

transformacion??-26.27
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1.2.1. Biologia Molecular del HPV.

Los HPVs son virus de DNA pequefios, no envueltos, con un genoma circular de
doble cadena de aproximadamente 7,200 a 8,000 pb. Todos sus marcos de lectura abierta
(ORFs) estan restringidos a una sola cadena. Las secuencias codificantes han sido clasifi-
cadas como tempranas (E, del inglés early) y tardias (L, del inglés late), para indicar su

secuencia de expresion en el ciclo de vida viral. (Ver figura 3).

T 208

C
Regién temprana Region tardia Regién no
codificante

Figura 3. Anatomia del virus del papiloma humano tipo 16. A) El genoma viral consta de 7904 pares de
bases distribuidas en 8 genes y una regién reguladora (URR). B) Presenta una cdpside compuesta por las
proteinas L1 y L2. C) Muestra los sitios de poliadenilacion, ubicados al final del gen ES y de L1, respecti-
vamente.

Los genomas de HPV contienen hasta ocho genes tempranos y la mayoria contienen
los genes El, E2, E4, ES, E6 y E7 (E3 se encuentra solamente en los BPV1). Estos codi-

fican para la replicacion viral y transformacion celular, y la expresion de estos genes pue-

9
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de ser detectada en lay dreas de las lesiones inducidas por el HPV. Los genes L, como el
L1 y L2, codifican para las proteinas estructurales y Su expresion esta restringida a la par-
te del epitelio que estd en diferenciacion activa, donde la replicacion viral tarmmbién suce-
de. Los ORFs de L1 y E6 estan separados por 400 2 1,000 pb que no codifican para pro-
teina alguna, y a esta region se le conoce como region no codificante (NCR, del inglés
non coding region), region larga de control (I.CR; long control regian) o region regulado-
ra rio arriba (URR, upstream regulatory region). Contiene secuencias pfomotoras y po-
tenciadoras criticas para regular la replicacidn viral y la transcripcion de los genes celula-
res y virales. Hay otra pequefia regidn no codificante (SNR) entre ES v [.2 con una fun-

cion biolégica todavia desconocida®®2%39,

1.2.2. Caracteristicas de los HPVs.

Las caracteristicas de la infeccion de HPV incluyen un tropismo restringido a cé-
lulas epiteliales humanas y un ciclo de vida viral fuertemente lipado al programa de dife-
renciacion del queratinocito hospedern. Este ciclo particular ha limitado a los investipa-
dores el estudiar el ciclo de vida vegetativo del HPY por décadas, debido a la carencia de
un modelo de cultivo in vitro. De hecho, la transcripcidn viral est4 restringida a las célu-
las epiteliales de vrigen humano, y més especificamente a los queratinocitos. En contras-
te, los genomas de HPV pucden mantenerse y replicarse en varias lincas celulares indife-
renciadas a pesar de la infeccion restringida, mientras que las proteinas de replicacion E1

y E2 sean expresadas®-".

10
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1.2.3. Genética del HPV - Integracidn y ensamblaje.

La infeccién por HPV tiene su inicio en las células basales del epitelio escamoso
estratificado (ver figura 1), donde una combinacion particular de factores celulares inter-
actuan con €l LCR y propician la transcripcion de los oncogenes virales E6 y E7. Los
productos de estos genes alteran el ciclo cclular por su interaccion e inactivacion de las
proteinas supresoras de tumor P33 y PRB, respectivamente. E1 y E2 son las proteinas
que se sintetizan posteriormente, E2 bloguea la transcripeion temprana y permite que El
se una especificamente al origen de replicacion viral localizado en el LLCR, iniciando la
replicacion del genoma viral. Siguiendo el curso de la infeccion viral, la regulacién nega-
tiva de E2 sobre E6 y E7 conduce a la liberacion de P53 y PRB, y el proceso de diferen-
ciacion continia. Después, un promotor tardio putativo puede activar los genes de la cip-
side 1.1 y L2. En csta etapa, los virus maduros son cnsamblados y pueden ser detectados

en las capas superiores del epitelio escamoso™.

Se ha observada que una alteracidn de la transcripcion del gen E2 estd usualmente
asociada con la neoplasia genital maligna. En la ausencia de E2, las proteinas E6 y E7
contimian siendo expresadas de modo constitutivo, provocando la inmortalidad de las
células infectadas y bloqueando el programa de diferenciacion epitelial que s¢ mostré en
la figura 1. Los estudios de hibridacion in situ han mostrado que los patrones de la expre-
sién de los genes varian de acuerdo al prado de la lesion clinica. Las proteinas de la re-
gion temprana del HPV pueden ser detectadas a través de todo el espectro de lesiones de

1PV, En las lesiones benipnas, las proteinas E4 y ES son las més expresadas, mientras

11
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que la expresion de E6, E7 y E2 es baja, En contraste, E6 y E7 son altamente expresadas

en las lesiones de alto grado.

En las lesiones genitales, el DNA de HPV es detectado mas cominmente como mo-
léculas episomales en las lesiones precursoras, mientras que usualmente se encuentra in-
tegrado en la célula hospedera en los tumores malignos. Ademas, el 1PV siempre estd
integrado cn lincas celulares denivadas de CaCU o en células inmortalizadas por transfec-
¢idén con DNA de HPV 16 ¢ 18. La integracion del DNA del HPV es considerada como
un paso importante en la progresion del tumor. Las consecuencias de la integracién en la
estructura y expresion del genoma viral han sido estudiadas exiensamente, pero poco se
sabe de sus efectas sobre los genes celulares invelucrados en la proliferacion celular. La
integracion del genoma viral cn el DNA celular puede tener un impacto en los estados
miciales de la transformacidn celular, en ¢l mantenimiento del fenatipo transformado y/o
en la progresion del tumor. Ademds, €] genoma viral integrado puede llevar a la cxpresion
de proteinas con actividad transformante. Toda vez que la integracidn viral puede provo-
car que ¢l genoma hospedero gane genes con un nuevo mecanismo regulador que involu-
cra tanto la pérdida de mecanismos reguladores virales o la adicion de nuevos mecanis-

mos de origen celular®,

La integracion del HPV en el genoma celular involucra ruptura de la regién del gen
E2, por lo tanto se inactiva la expresion de E2. Ya que el ORF de E2 del HPV codifica
para proteinas de modulacién transcripcional, se ha sugerido que la integracion del virus
en el genoma del hospedero v la interrupcidn de la expresion de E2 podria desencadenar

una expresion descontrolada de los genes transformantes E6 y E7. Otro evento genesal-

12
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mente resultante de la intepgracion de HPV-16 o 18 es la expresion de E6/E7 via transcri-
tos fusionados virales-celulares. También se considera que la localizacién cromosdmica

de la integracion del 1PV pudiera jugar un papel importante en este proceso.

1.2.4. Funciones e interacciones de la oncoproteina viral E7

a) Formacion del complejo PRB-E2F y la progresion del ciclo celuiar; En el epi-
telio escamoso normal, las células basales son las Unicas capaces de proliferar y una vez
que dejan la capa basal, comienzan a diferenciarse. Las células normales tienen puntos de
control que sc¢ encargan de revisar la progresion del ciclo celular del paso G1 al S vy del
G2 al M, de modo que las células con DNA dafiado o con replicacidn incompleta puedan
tener tiempa de reparar el dafio. Cuando el HPV expresa la proteina E7, ésta sc une a
PRB, provocando una disociacion del complejo entre la proteina PRB y la proteina E2F,
lo cual lleva a un incremento en la cantidad de E2F libre. E2F es una proteina que induce

la sintesis de DNNA para que la ¢élula entre en divisidn.

En células normales no infectadas, la accion de F2F cambia durante el curso del ci-
clo celular. En G1, E2F estd asociada con PRB desfosforilada o con las proteinas p107 o
p130. El complejo PRB-E2F funciona como un represor activo del ciclo celular, debido a
que la sobrexpresion de PRB regula negativamente la transcripeion de promotores depen-
dientes de E2F por debajo de los niveles basales. La activacidén de E2F sucede cuando la
célula pasa el limite G1/8. Los complejos PRB-E2F se disocien y la E2F es libre de ac-

tuar como un activador transcripeional siempre y cuando PRB sea fosforilada. La fosfori-

13
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lacion de PRB depende de ciclinas dependientes de cinasas (CDK). Las CDKs consisten
de una subunidad catalitica estable (CDk) y una ciclina, que es una subunidad reguladora

degradable que es resintetizada durante la progresion del ciclo celular.

b) El complejo PRB-E7 y sus efectos. 1.a oncoproteina E7 de HPV-16 evita que las
células suprabasalcs pascn a la fase GO del ciclo celular, incrementando con esto la canti-
dad de células replicantes que estin disponibles. En las células infectadas por HPV, E7
compite directamente con E2F por la unidn a PRB, provocando con ésto un incremento
de E2F libre. E7 pueden interactuar tambicn con proteinas relacionadas a PRB, como la
pl107 y la p130, las cuales estin asociadas con E2F4 y E2F35 en el ciclo celular. Esta inter-
accion lleva a la expresién de ciclina E y ciclina A, las cuales estdn involucradas en la
inhibicidn de la familia dc proteinas PRB normales. Se ha mostrado que la expresion de
la oncoproteina E7 lleva a la inactivacion de varias sefiales reguladoras dcl crecimicnto,
incluyendo al arresto del cielo celular mediado por P53 en G1, inhibicidn del crecimiento
mediada por TGF-beta y quiescencia de queratinocitos suprabasales. En contraste con los
queratinocitos normales, los queratinocitos HI'V-16 positivos que expresan I:7 muestran
una diferenciacion celular retrasada y una actividad de cdk?2 cinasa clevada, ademas de
altos niveles de P21 vy asociacidn de P21 con cdk2. E7 puede interactuar con P21 y elimi-
nar la actividad de inhibicion de P21 sobre las actividades asociadas a las ciclinas A y E.
Esta capacidad de interaccion dc E7 durantc la diferenciacion de queratinocitos parcce
contribuir a la habilidad de E7 de permitir la sintesis celular de DNA en los gueratinocitos
en diferenciacion™ . Para mds detalles ver la figura 4 donde se tratan de gjemplificar todas

estas interaccionces.

14
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Ciclinas (chk) 1y 2
cdk2y cglk4

Figura 4. Esquema general de Ia regulacién del ciclo celular. Cuando hay dafio en el DNA, éste se de-
tecta y la célula responde activando factores de reparacion e inhibidores de la progresion del ciclo celular.
Dos de las proteinas que responden al dafio del DNA son la supresora de tumor P53 y la ciclina chkl. A su
vez, P53 interactia con P21 para bloquear la actividad de cdk2 (ciclina dependiete de cinasa 2) evitando el
paso de G1 a la fase S y una replicacion alterada del DNA. Uno de los blancos de cdk2 es la proteina PRB,
otra proteina supresora de tumor. Cuando estd desfosforilada, PRB interactiia con los factores transcripcio-
nales E2F y previene la transcripcion de los genes necesarios para la progresién del ciclo celular. Cuando
PRB es fosforilada (PRBp) por ciclinas dependientes de cinasas como c¢dk2 y cdk4, PRB ya no interactiia
con E2F y el ciclo celular pasa del G1 a S. Las oncoproteinas E6 y E7 al interactuar con P53 y PRB previe-

nen las funciones normales de éstas, desregulando el ciclo celular.

1.2.5. Funciones ¢ interacciones de la oncoproteina viral E6 y su efecto sobre PS3.

a) P53: proteina supresora de tumor y su papel en la apoptosis: La proteina P53
fue descubierta originalmente porque forma complejos con el antigeno T de SV40. Ahora
se sabe que interactiia con otras oncoproteinas de virus de DNA como las de los adenovi-
rus y los papilomavirus. El gen que codifica para P53 se encuentra mutado o alterado en

la mayoria de los tumores, implicando que la pérdida del producto normal del gen estd
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asociada con la emergencia de células transformadas. La proteina P53 es activada por
varias sefiales, incluyendo el dafic al DNA, llevando al subsecuente arresto de] ciclo celu-
lar y de la apoptosis. Esta proteing actua como un guardidn gendémico que previene la
acumulacién de errores genéticos, los cuales podrian llevar a la transformacion de células
y formacion de tumores. La proteina P53 es un factor transcripcional especifica de se-
cuencia y los genes que regula incluyen a: p21, gadd 45, bax, mdm2, ciclina G e IGFBP3.
La activacion de estos penes relaciona a P53 con las rutas que gobicrnan el arresto del
ciclo celular en Gl, llevan a la apoptosis o inducen la reparacién del DNA. El blanco me-
jor conocido de P53 es P21, un inhibidor de CDKs (incluyendo a F/Cdk2 y A/Cdk?2}, el
cual es inducido por P33 a través de un motivo de unién de P53 localizado 2.5 Kb rio
arriba del promotor del gen p21. La induccion de p21 media el arresto del ciclo celular en
G1 mediante la prevencién de la fosforilacion de los miembros de la familia de proteinas
de RB. La funcion del producto de E6 durante una infeccion de] HPV, es intervenir ncga-
tivamente en las rutas de regulacion del ciclo celular v modificar el ambiente celular para
facilitar la replicacion viral en una célula diferenciada terminalmente. Para lograr ésto, la
proteina E6 se une a P53 y provoca su degradacion rapida mediante la via celular de la
ubiquitina; como consecuencia, cuando la oncoproteing E6 previene todas las funciones
normales de P33, favorece la acumulacion de errores en el DNA y con ésto la posibilidad

. 36,373
de que la célula se transforme™**7 %,

b) Participacion de P53 en la apoptosis. La palabra apoptosis procede del griego y
significa “caida con fragmentacion”, hace referencia a un evento celular descrito clasica-
mente, que cursa con una condensacion del citoplasma, reduccién del volumen, conden-

sacion de la cromatina con fragmentacion del DNA vy formacion de cucrpos apoptoticos
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provenientes de la rotura celular. Este proceso estd programado genéticamente y constitu-
ve la forma en que se contrarresta cualquier exceso que se praduzca en la proliferacion de
un tejido. Por otra parte, supone un medio de scgunidad que permite eliminar las células
con genotipo/fenotipo alterado. Este proceso puede activarse igualmentc ante diversos
estimulos como la irradiacidn, quimioterapia, infecciones virales, factores de crecimiento,

hormonas o procesos de desarrollo embrionario.

Estudios recientes han mostrado que muchos virus pueden inducir apoptosis en cé-
lulas infectadas, pero que los virus transformantes pueden inhibir los eventos apoptdticas,
provocando la transformacion de la célula. Los virus mis estudiados a este respecto han
sido el virus de la vaccinia, citomegalovirus murino, PV, adenovirus y herpesvirus. La
inhibicidn de la apoptosis se puede llevar a cabo cuando el virus tiene genes homdlogos a
bel-2, debido a que puede generar inhibicidn de la cascada de las caspasas o inhibicién de
Fas/TNE. El mecanismo especifico por el cual los HPVs inhiben la apoptosis alin no esta

claro™®,

Entre los factores celulares que controlan cste proceso se destacan los miembros de
la familia bel-2. Esta familia contiene dos grupos de genes, los apotdticos (bax, bel-Xs,
bak, bad) y los antiapoptéticos (bel-2, bel-XL, bag-1, mel-1). Las proteinas interaccionan
unas con otras, por ¢jemplo, cuando un exceso de bax desplaza a bel-2, de forma que pre-
dominan los dimeros bax-bax en lugar de los bax-bcl-2, la consccuencia es la activacion
de la apoptosis. Por el contrario, si existe una sobreexpresion de bel-2, entonces predomi-
na el dimero bax-bel-2, 1o que inhibe la apoptosis independientemente de los estimulos

externos*’. Existen otras proteinas fuera de esta familia, que participan tanto como induc-
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toras de la proliferacion celular como inductoras de la apoptosis, enfre éstas estdn las ya
mencionadas P53 y PRB, ademds de myc y ras. Finalmente, es importante destacar el
sistema de proteinas caspasas, que son tanto iniciadoras como efectoras del proceso de
apoptosis. Estas son proenzimas con actividad proteolitica, muy bien rcguladas, que

cuando son activadas, matan a la célula inhibiendo las proteinas anti-apoptéticas®.

1.2.6. Oncogenicidad y desregulacién del ciclo celular por E6 y E7.

Lna vez que la expresion de las oncoproteinas E6 y E7 de los HPVs de alto riesgo
queda fuera de control, éstas despliegan una habilidad clara para perturbar la rcgulacion
normal del crecimiento celular. Para el HPV, la oncogenicidad evidentemente no es una
parte normal de su ciclo de vida, ya que eventualmente mata al hospedero. Los HPVs son
capaces de inducir sintesis de DNA celular, lo cual evidencia su dependencia de Ja ma-
quinaria celular del hospedero. La funcion de esas oncoproteinas virales durante una in-
feccion productiva es asegurar la replicacion del virus en las células que han llegado a
una diferenciacion terminal. Para ello, tienen medios para evitar los puntos de revision del
DNA dariado. Por todo ésto, 1a activacion o inactivacion de los genes celulares adiciona-
les requeridos para la invasion y metastasis puede no ser ung consecuencia directa de las

oncoproteinas E6 y E7, sino fenomenos separados en la cadena de transformacion celu-

4243
lar™=™.
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1.3. LA IMPORTANCIA DE LOS CAMBIOS EN EL PERFIL DE EXPRESION
EN EL DESARROLLQ DE CANCER.

Todos los procesos llevados a cabo dentro de la célula son controlados en ultima
instancia por instrucciones del material genético, el que a su vez responde a estimulos
ambientales. Todas las condiciones celulares pueden ser reflejadas en el perfil de expre-
516n de una célula en un momento dado. El perfil de expresion varia de acucrdo a las ne-
cesidades celulares para adaplarse a una determinada situacion. Las diferencias basicas
entre und célula nommal y una célula cancerosa son conocidas desde hace mucho tiempo,
siendo éstas la capacidad de crecer en cultivo, cl nimero de divisiones que la célula pue-
de llevar a cabo, el requerimiento de factores de crecimiento y la interaccidn de las célu-
las con su ambiente. Sin embargo, los cambios a nivel de perfil de expresion que hacen
posibles estas difercncias no estan descritos de manera integral y detallada*. Como todo
proceso, cstos cambios deben comenzar de manera sutil, con solo unos cuantos genes
primordiales alterados en su perfil de expresion, de modo que un conocimiento en las
diferencias de éste entre las células normales v cancerosas podria generar conocimiento
suficiente para identificar marcadores tempranos que permitan precisar estos cambios en
sus 1nicios, para asi poder tomar dccisioncs acertadas sobre el diagnostico y tratamiento

de determinada condicion. *®

1.3.1. Estrategias de andlisis de perfil de expresion.

Los primeros analisis para evaluar la expresidn dc un gen fueron llevados a cabo
mexliante técnicas de hibridacion con sondas de dcidos nucleicos marcadas con fluores-

cencia o radiactividad, para identificar genes expresados vy diferencias en los niveles de
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expresion de éstos. Tiempo después se implementaron las tecnologias basadas en la reac-
cion en cadena de 1a polimerasa (PCR), las cuales ademas de permitir analizar un gen,
podian utilizarse para la sintesis in vifro de éste. Sin embargo, ambas técnicas solo permi-
ten el estudio de uno o un grupo de genes relacionados y dificilmente se puede analizar
un perfil de expresion completo, donde se invalucran cientos o miles de genes expresados

diferencialmente.

Una variante de la PCR, es la tecnologia de despliegue diterencial del RNA que
permite comparar dos condiciones celulares en un solo experimento. Otras metodologias
para estudiar los perfiles de expresion son secucnciacion de bances de DNA complemen-
tario {DNAc), hibridacion sustractiva, y andlisis serial de la expresion genética (SAGE).
Actualmente se cuenta con metodologias mas eficientes para detectar y cuantificar la ex-

presion de varios miles de genes en un solo experimento.

La técnica mis reciente para la cuantificacién de un gen o un grupo de genes, es la
amplificacidn por PCR en tiempo real (qPCR). Esta es en principio, igual que la amplifi-
cacion por PCR comun, solo que ademés dc emplear los imiciadores tradicionales, adicio-
nalmente utiliza una sonda que se une especificamente a la regidn blanco a amplificar, v
es disefiada de tal mancra que cada vez que la DNA polimerasa lleva a cabo el proceso
de cxtension, destruye a csta sonda. La sonda cstd marcada con un colorante fluorescente
(F) y con un “apagador” de la fluorescencia (Q de “quencher’™), cada uno colocado en un
extremo de ella; el apagador absorbe la sefial del colorante fluorescente cuando la sonda
esta intacta, pero cuando la sonda es destruida por la polimerasa, el fluordforo y el apaga-

dor se separan, generandose una scfial cada vez quc una nueva copia de la secuencia
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blanco es fabricada. La sefial emitida es detectada por el instrumento y registrada en la
computadora. De este modo, se lleva una cuenta en tiempo real del nlimero de copias que
se van generando. Esta estrategia se ha convertido en una herramienta muy util en la
cuantificacion de la expresidn de genes, con e] inconveniente mismo de las otras metodo-

logias descritas, la de analizar a un gen a la vez en cada ensayo.

1.3.2. El desarrollo dc la tecnologia de microarreglos para el analisis de la expresion
genctica.

El antecedente directo para el andlisis de un gran niimero de genes (pertil de expre-
sion) mediante arreglos de estos, viene de la década de los 80s con Leonard Augenlicht,
guien se enfocd en demostrar que habia un cambio sutil pero significativo en los niveles
de expresion de los genes de oélulas cancerosas. Su experimento consistio en tomar 400
colomnias de bacterias dc una hiblioteca de DNAc, a partir de las cuales extrajo DNA v lo
acomodd en arreglos definidos en una membrana. Con este arreglo de genes, midié el
nivel de expresion en diferentes muestras celulares, marcando los DNAcs de estas mues-
tras con radioactividad®. Con esto logrd comparar los niveles de expresion de cientos de
genes en un solo experimento y verificar las diferencias que €stos presentaban en células
normales y en células de cdncer. En estudios posteriores de cancer de colon, éste investi-
gador demwostré que un 3% de lus genes estudiados disminuyeron su expresion 4 una ter-
cera parte o menos y 5% de los genes ensayados mostraron un aumento tres veces supe-
rior en las células de cdncer, con respecto a las células nomales de colon. En este estudio
se detectaron cambios en los patrones de expresion en cada etapa del desarrollo del can-
cer de colon y ademas que las células intestinales provenientes de pacientes con una for-

ma heredada particular de cancer de colon tuvicron patrones de expresion genética dife-
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rentes. Sin embargo, todos estos hallazgos no causaron mucha impresién, porque los revi-
SOres argumentaron que las membranas contenian gencs no identificados, y dc los pocos
que se conocia la secuencia, no se conocia su funcion. Ademds eran parte de cientos o
miles de genes cuya expresion cambiaba y las manchas obtenidas por la sefial de radiacti-
vidad no eran claras para definir con certeza el grado del cambio de expresion. El articulo
fue rechazado cn revistas de alto impacto y finalmente fuc publicado en Cancer Research.
Aun publicado, el informe recibio escasa atencion y el Instituto Nacional de Salud (NIH)

rechazé una aplicacion en busca de fondos para desarrollar el sistema®’.

Aungue no en forma cxacta, bdsicamente los microarreglos se han considerado co-
mo una extension de las metodologias de hibridacion tipo Northern (que rutinariamente
s¢ han empleado para el andlisis diferencial de expresion de genes). Solo que los microa-
rreglos permiten el andlisis de la ¢xpresion de vanos miles de penes en un solo experi-
mento apovandose en la competencia entre dos tipos de sondas. En los andlisis de Nort-
hern, la sonda esta en la solucion de hibridacién, mientras que en las técnicas de microa-
rreglos las sondas son las que estan fijadas a un soporte sdlido, y el material genético a
hibridar es la mezcla de los DNAcs de los dos sistemas a comparar. El desarrollo comer-
cial de los microarreglos solo pudo lograrse de modo préctico, por los avances en el cam-
po de la robdtica y en las técnicas de fotolitografia para dirigir la sintesis de bibliotecas
combinatorias aplicadas a la biologia molccular. Los microarreglos de acidos nucleicos
funcionan mediante hibridacién de RNA v DNAc (en solucion y marcado), a sondas de
DNA unidas a una superficie, en una localizacion especifica. La relacion de la sefial obte-
mda a partir de la hibridacidn a gran escala competitiva, proporciona una medida del ni-

vel de expresion de un gen dado en una condicion determinada, por lo que esta tecnologia
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es especialmente Gtil para el estudio de enfermedades complejas como el cancer, como ya
lo habia demostrado Augenlicht. El primer reporte de un estudio utilizando microarreglos
fue hecho en diciembre de 1996 por Lockhart D. J y cols*’. Actualmente la tecnologia de
microarreglos es ofrecida por varias casas comerciales y se basa en distintas estrategias,
como tener DNAc completos en los soportes sdlidos o también representaciones de los
genes con sondas de 20 hasta 40 nucledtidos. Los métodos de marcaje son mediante la
incorporacion de nucleotidos marcados con compuestos fluorescentes y también se dis-
pone de una variada seleccion de aparatos para detectar y cuantificar las sefiales fluores-

centes.

1.3.3. Estudios del transcriptoma.

Ahora con el acceso a la secuencia de miles de genes o secuencias expresadas mar-
cadas (ESTs), una de las mas importantes aplicaciones para los microarreglos es el moni-
toreo de la expresion penética (abundancia del RNAm)®. La coleccion de genes que son
expresados o transcritos a partir de DNA genoémica, reterido como el perfil de expresion
o transcriptoma, es un determinante del fenotipo celular y la funcién. La transcripeion del
DNA penémico para producir RNAm, es el primer paso en el proceso de la sintesis de
proteinas y las diferencias en la expresion de genes son las responsables tanto de los cam-
bios morfolégicos y fenotipicos, asi como de ser indicadores de las respucstas celulares a

. . . - -]
estimulaciones y perturbaciones ambientales,

In términos de entendimiento de la funcion de los genes, el saber cudndo, doénde y

cual gen es expresado y en qué cantidad, es central para entender la actividad y el papel
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biolégico de la proteina codificada, asi como las relaciones entre los productos génicos de
dos organismos que interactiian, como en €l caso de las células cervicales y el HPV, en el

desarrollo de CaCU.

1.3.4. Estudios del transeriptoma del CaCU.

Los estudios sobre perfiles de expresién utilizando microarreglos en CaCU se han
enfocado principalmente a dos aspectos: 1) identificar genes diferencialmente expresados
entre el CaCl] y el tejido cervical normal; asi comao en 11) establecer pardmetros de clasi-
ficacidn de los estadios dec progresion del cancer. Otro enfogue que se les ha dado g los
estudios del transcriptoma del CaCU ha sido para determinar la susceptibilidad o resis-
tencia a la radioterapia con base al nivel de expresion de algunos genes celulares. Los

antecedentes reportados son los siguientes.

En cuanto a los estudios para identificar genes diferencialmente expresados esta el
estudio de Mhees vy cols., en 2001 donde utilizaron microarreglos de DNAc para examinar
las alteraciones globales en la expresion en queratinocitos en diferenciacion, después de
ser Infectados con retruvirus a los que se les habian insertado los genes gue codifican para
las proteinas E6 y E7 de HPV16. La expresion de BO genes celulares (4% aproximada-
mente) fuc reproduciblemente alterada por E6 y/o E7. El anilisis por agrupamiento clasi-
ficd esos genes en tres grupos funcionales: 1) genes de respuesta a interferon, 2) genes
estimulados por NF-kappaB y 3) genes regulados en la progresion del ciclo celular y sin-
tesis de DNA. Se encontré que E6 reduce la cxpresion de IIFN-alfa y beta, subregula la

proteina STAT-1 v reduce la union de STAT-1 al elemento dec respuesta estimulado por

24



Annisis del perfit de axpresion del cancer cervical
M. C. Virgilio Bocancgra Gareia

IFN. Por otro lado E7 por si solo fue menos efectivo, sin embargo. 1a coexpresion de E6 v
E7 subregul6 los genes de respuesta a IFN mas eficientemente que E6 solo. E6 potencio
la expresidn de componentes celulares de la ruta de sefialamuiento NF-kappaB, incluyendo
a pS0, NIK vy la proteina de interaccidn a TRAF. E6 también incremento la secrecion de
IL-8, RANTES, la proteina 1 alfa macrdfago inflamatoria y la proteina 10 kappaDa indu-

cible por [FN gamma en los queratinocitos en diferenciacién.” ¢

Cheng v cols., en 2002 utilizaron RT-PCR, despliegue diferencial y microarreglos
de DNAc paru identificar genes celulares involucrados en la carcinogénesis de carcinoma
cervical de células escamosas. Se estudiaron 38 pacientes en varias etapas de la enferme-
dad y § pacientes sin CaCU. De particular interés fueron las clonas G32C4B y G3CC que
se identificaron como el gen de la NADH deshidrogenasa 4 y el pen de la proteina ribo-
somal S12 que se encontraron sobre expresadas en el cancer. Los autores indican que
estos genes pudicran ser potencialmente utiles como marcadores de diagnostico pretrans-

formacién de CaCU humano.”

Por otro lado Ruutu y cols., en 2002 estudiaron la carcinogénesis cervical inducida
utilizando una linea celular HPV33 positiva (U'T-DEC-1) establccida a partir de una dis-
plasia vaginal de bajo grado. Para determinar la importancia de la integracion del HPV,
compararon el nivel de expresion en queratinocitos de vagina normal, en pasaje temprano
y en pasaje tardic de las células UT-DEC-1 utilizando microarreglos de DNAc, E1 RNA
fue extraido mediante gradiente de centrifugacion con CsCl, sometido a RT con MMLV
RT y marcado con ®”P-aATP. Lus 16 genes sobre-regulados, identificados al comparar

ambos tipos celulares con los queratinocitos normales, al parecer estan invalucrados caon
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la progresion del ciclo celular o en la mitosis. Estos incluyen al factor de replicacion de
DNA mcm4, cdepi4 y el factor de ensamble de la cromatina 1 subunidad p48. Laos genes
subrcgulados (44 cn total) interfieren con Ja apoptosis y la adhesion celular, incluyendo
los genes inductores de apoptosis frap, bik y el precursor de caspasa-9. Las diferencias
més significativas entre los pasajes tempranos y tardios fueron la sobrexpresion de los
factores E2F$ con su compafiero de dimenzacién DPl. NF-kappa B y las serin/treonin
cinasas v la subexpresion de las enzimas de la ruta de MAPK. Con estos datos, la adqui-
sicion de una ventaja de crecimiento selectivo después de la integracidn viral podia ser
explicada pur un cambio considerable en la ruta de MAPK en la desregulacidn del ciclo

celular.>

También Berger y cols., en 2002 utilizaron microarreglos de DNAc y gPCR para
comparar la expresion de genes celulares en epitelio cervical a diferentes tiempos de ex-
posicion a transduccion retroviral con los genes E6/E7 de virus de bajo riesgo y alto ries-
go. En los pasajes tempranos, las células ransducidas con los genes E6/E7 del alto riesgo
demostraron una expresion incrementada de los genes reguladores del ciclo celular CDC2
y ¢l acarreador dc ubiguitina E2-C. En los pasajcs tardios, las mismas c€lulas exhibieron
incrementos dramdticos en el IGFBP-3, asi como en la proteina intracelular v en la secre-
tada, con incrementos de aproximadamente 85 veces, Estos resultados indican que la so-
breexpresion de IGFBP-3 es un evento tardio después de la expresion E6/T.7, fendmeno

que también se ha observado in vive.>

En otro estudio, el de Alazawl y cols. en 2002 se utilizaron microarreglos para in-

vestigar el efecto de la integracidn del HPV16 en la expresion genética de queratinacitos
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cervicales, utilizando la linea celular W12. Esta linea fue generada a partir de una lesién
cervical intraepitelial escamosa de baja grado, infectada de manera natural con HPV16 y
quc contienc aproximadamente 100 episomas de HPV16 por célula. Con ¢l arreglo de
Affymetrix U95A que contiene sondas para 12600 transcritos humanos, se identificaron
85 penes a partir de un rango de rutas celulares que muestran cambios en la expresion
después de la integracion del HPV16. Intcresantemente, la intcgracion esta asociada con
la sobreexpresion de numerosos penes que responden a IFN. Estos penes incluyen a p48,
un componente del regulador primario de la respuesta a IFN, y al gen del factor estimula-

dor de IFN3 .3

Finalmente, est4 el reporte de Lee y cols., en 2004 que realizaron un estudio para
identificar los genes y proteinas modulados por el oncogen HPV E7. Se utilizd la linea
{C33A para generar una linea estable que exprese E7. Utilizaron espectrometria de masas
MALDI-TOF y microarreglos. Detectaron 47 puntos diferenciales mediante electroforesis
bidimensional. Las proteinas disulfuro isomerasa A3, protefna de interaccidn a integrasa
1, proteing inhibidora de crecimiento, la glutation S-transferasa P y el protooncogen vav
sc cncontraron subreguladas. También la proteina dc shock térmico 60 kDa 1, la protcina
de union Ku70, la alfa enolasa v la subunidad 26S del proteasoma estaban sobre-
reguladas. A nivel de transcripeidn, con el estuche de microarreglos se encontrd que IL-
12R heta, el citocromo C y el receptor II del factor de necrosis tumoral fueron inducidos
por el oncogen E7. Estos resultados sugieren que E7 puede evadir 1a vigilancia inmunita-
ria suprimiendo o induciendo esos factores de seflalamiento, reguladores del ciclo celular

y chaperonas.*?
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En cuanto a los cstudios para ¢lasificar tumores con basc a su estadio en la progre-
sién o a su sensibilidad a radiacidn, tenemos el estudio de Achary y cols. del 2000 quie-
nes buscaron genes que pudieran identificar a los turmores que son radiosensibles. En un
arreglo de 5776 genes y ESTs conocidos, la expresion de 53 pgenes se encontrd elevada
(con un maximo de 4.1 veces) en las células radioresistentes en comparacion con las célu-
las radiosensibles. Diez de estas secuencias son genes conocidos, mientras que los otros
42 son ESTs. La expresion de 18 genes fue elevada en células sensibles en comparacidn
con células radioresistentes, siete de los cuales son penes conocidos y los otros 11 son
EST. Los genes que mostraron mayor sobre-cxpresion en las células radioresistentes fue-
ron el factor de transcripcion 1 metal regulador, el citocromo p450 CYP1B1, adenomato-
sis polvposis coli, el factor de enlogacion de traduceidn 1, el citrocromo-c oxidasa. Mien-
tras que en la linea de células radiosensibles, s¢ encuenira la transcripcion del factor NF-
kappa-B, el precursor de inhibidor d¢ metaloproteinasa 1, la superdxido dismutasa-2, la
proteina de unién parecida a la insulina 3, la proteina de unidn a guanina y la proteina

inducida por el factor transformante de crecimicnto bera.”

Por otro lado, Wong YF v cols., en 2003 examinaron los perfiles de expresion del
CaCU comparado con tejido cervical normal en microarreglos de DNA que contenian
aproxmmadamente 11000 puntos, y que correspondian & genes humanos con funcidn co-
nocida o a ETS. El objetivo era hacer una clasificacion de los tejidos en base a su nive! de
expresion. Los resultados mostraron que los 1ejidos cervicales normales fueron comple-
tamente segrepados de las muestras de cancer utilizando aproximadamente 40 genes con
expresion significativamente diferente. Los tumores en estado [B y IIB también pudieron

ser clasificados basados en sus perfiles de expresion. Mas atin, algunas de las muestras de
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tumor fueron estratificadas adicionalmente en dos grupos principales basandose en su

. - 5
respuesta a radioterapia.”’

Finalmente, Chen Y y cols., en 2003 utilizaron un arreglo de 30,000 clonas para
examinar los perfiles de expresion de 34 tejidos cervicales a diferentes estadios clinicos
definidos. Los perfiles globales separaron los tejidos cervicales normales de las lesiones
intracpiteliales escamosas de bajo grado y a la mayoria de las lesiones intracpitehales
escamosas de alto grado y a los cinceres. Entre los 62 genes/EST que estaban sobreex-
presados en el tumor v las lesiones de alto grado, 35 fueron confirmados utilizando hibri-
dacidn in situ con microarreglos de tejido cervical. Y en general, se ohservé que la sobre-
cxpresion de esos genes incrementd a medida que las lesiones progresaban de bajo grado

a alto grado y finalmente a cancer.”
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1.4. JUSTIFICACION

El CaCU es un grave problema de salud publica y €s una enfermedad multifactorial
fuertemente asociada a la presencia de un agente infeccioso, el HPV; especificamente los
HPV de alto riesgo. El cancer se ha distinguido por ser en una scla patologia, un conjunto
de enfermedades complejas, tanto por el efecto que tiene el medio ambiente sobre su de-
sarrollo, como por los mecanismos cclulares que estan involucrados en su generacion y
progresion. Especificamente en el caso del CaClU, la participacion del HPV complica dun
mas la comprensién de la enfermedad. A pesar de que se han abordado diferentes aspec-
tos en ¢l analisis del perfil de expresion en el CaCll, es necesario conacer qué rutas estan
alteradas, asi como el considerar el comportamiento de la expresion global de los genes
celulares y virales (en un mismo sistema), pero en diferentes ambientes. En este trabajo
se realizd la comparacion de tres sistemas de CaCl. donde se ohservd el cambio en los
perfiles de expresion de lineas celulares infectadas con HPV-16, con HPV-18 y sin infec-
Cidn, v se analizd la expresion de genes celulares v de penes virales con la finalidad de
definir rutas metabolicas alteradas, afectadas principalmente por el efecto de las oncopro-

teinas viralcs.
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CAPITULO I

OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Analizar cl perfil de cxpresion viral y celular en lincas celulares de CaCU y compa-
rarlo con ¢l perfil de expresidn de células de cérvix normal, para determinar y seleccionar

aquellos genes con la variacidn de la expresion global (mayor o menor) mas marcada.

2.2, Objetivos especificos.

1. Obtener ¢l RNA y el DNA de tejido cervical normal y de las lineas celula-
res de CaCU,
2 Analizar el perfil de expresion de los genes del HPV-16 mediante RT-PCR

cn ticmpo real.

3. Aplicar la técnica de microarreglos para el analisis del perfil de expresion
celular.
4, Seleccionar genes con expresion diferencial (sub o sobre expresados) y va-

lidar los resultados mediante andlisis por RT-PCR.

5. Realizar el analisis global de los resultados y elaborar las conclusiones



2.3. ESTRATEGIA GENERAL DEL TRABAJO

Obtencién del RNA de las muestras
a estudiar (Tejido cervical normal
y lineas celulares)

"Analisis del perfil de expre-
sién viral mediante gRT-PCR

tativa.

Andlisis del perfil de
expresion celular me-
diante microarreglos

Anélisis cuantitativo por
RT-PCR en fiempo real
de los genes E6, E7,
E2,EdylL1

Comparacion de los niveles
de expresion de tejido cervical
normal con las lineas
celulares C33A, SiHay Hela

—

Analisis de resultados y
seleccion de genes
diferenciaimente
expresados

r

Andlisis de los genes
diferencialmente expresados por
RT- PCRemicuantitativo

Andlisis de resultados
y conclusiones

AR

Figura S. Esquema general del desarrollo experimental . La estrategia consistié en la obtenciéon de RNA
de los tejidos a estudiar y lineas celulares y llevar a cabo estudios de expresién de los genes virales selec-
cionados y el estudio de expresién de los genes celulares mediante microarreglos, para luego, a partir de
esos resultados, seleccionar un grupo de genes y corroborar su nivel de expresion por RT-PCR semicuanti-
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS.

3.1, Origen de los reactivos,

Los materiales utilizados para el cultivo de células (frascos, cajas, tubos, filtros, pi-
petas, unidades de filtracion, etc.) fueron adquiridos de las compafiias: Falcon™ (Lincoln
Park, N. J., E. 1. A), Corning (New York, N. Y., E. U. A)), Costar (Cambridge, M. A F.
U. A.) y Promega (Madison, Wisconsin, E. U. A.). Los tubos d¢ ultracentrifuga de 5.2 ml

s¢ obtuvieron de la compafiia Beckman (México, D. F.).

Para el aislamicnto del DNA se utilizd EDTA, SDS, Na(l, trizma base, triton X-100
y fenol, adquiridos de Sigma Chemical Company (Saint Louis, M. O., E. U. A.), asi como
acido clorhidrico, cloroformo, alcohol isoamilico, etanol y cloruro de cesio, de la compa-
fiia Merck (México, D. F.). I'n las reacciones de amplificacién y de retrotranscnpicion se
utilizaron las enzimas Tag DNA polimerasa y MMLYV polimerasa, la solucién amortigua-
dora de reaccidn, el cloruro de magnesio, los ANTP’s, el RNAsin, D'IT y BSA de ]la com-
pafiia Promega y el aceite mineral de Sigma Chemical Company. Para las electroforesis
en geles de agarosa se utilizd agarosa, trizma base, EDTA, écido borico, azul de bromo-

fenol, xilencianol y bromurc de etidio, de Sigma Chemical Company. La solucidn de lisis
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para extraccidn de RNA y la solucidn de preservacion de tejido para extraccidn de RNA

se obtuvieron de la compaiia Qiagen, (Valencia, CA, E. U. A).

Los reactivos para preparacion de medios de cultivo, asi como suera bovino fetal
(SBF), y la tripsina, se adquirieron en Sigma Chemucal Co., HyClone, Inc. (Logan, UT, E.
U. A), DIFCO-LABORATORIES (Detroit, MI, E. U. A)) y {itbco-BRL de BRL Life
Technologies, Inc. (Gaithersburg, MD, E. U .A.) respectivamente. Los reactivos para ela-
borar las scluciones amortiguadoras, medio de cultivo, geles de agarosa se obtuvieron de:
Sigma Chemical, Co., Merck, y Aldrich Chemical Company (Milwaukee, W1, E. U. A).
Los reactivos para €] marcaje de los RNAs y la hibridacion de los microarreglos, asi ¢o-
mo los arreglos de penes PanHuman Cancer Array se obtuviercn de la compaiiia MWG

Biotech (Ebersgery, Alemania).

3.2. Equipo.

Se utilizé un homo de microondas Goldstar modelo MA-857M, Microcentrifugas
Eppendorf modelos 5402 y 5415 (Camibh Gotlingen, Alemania), ultracentrifuga Beck-
man modelo TLX120, un termociclador de la compariia MJ Research Inc (San Francisco,
CA, E. U. A)) modelo PT100, una fuente de poder Gibeo BRI, modclo 250, una campana
de flujo laminar marca Labconco Corporation (Kansas, City, MO, E. U. A.), una campana
para PCR CBS Scientific Inc modelo P-036-02 (Lus Angeles, CA, E. U. A}, una balanza
digital Sartorios modelo 1206 MP (Camibh, Géttingen, Alemania), una balanza analitica
OHALS modelo AP1105 (Florham Park, Suiza), micropipetas de Pipetman Gilson de

Raininp Instruments CQO, Inc. (Emeryville, CA, E, U, A.), un agitador G10 marca New
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Bussines Scientific CO., Inc. (Edison, MI, EUA), jeringas y agujas Becton Dickinson
(Juiz de la Fiors, MG, Brasil), un potencidémetro Beckman (0320, y un microscopio inver-

tido Karl Zeiss (Mexico, D. F.).

Para los experimentos en liempao real se utilizd el termociclador ABI Prism 7000 de
la compaiiia Applied Biosystems (M¢éxicg, D. F.). Para los cxpenimentos de microarreglos
se utilizo el escaner Axon 4000 de la compariia Axon Instruments Inc (Los Angeles CA,
EUA) v para la cuantificacién de los dcidos nucleicos se utilizo el bio-Photometer de Ep-

pendorf.

El procesamiento de los datos se realizo en computadoras marca Power PC marca
Compaq, Presario, MV500 y una Laptop Compaq Presario 1200. Se empled el procesador
de textos Microsoft Word version XP, procesadores de graficos Microsoft Power Paint
version XP, y procesador de hojas de datos Microsoft Excel version XP, Adobe Photos-
hop Limited Edition 2.5.1 (1989-1993 Adobe Systems Inc.) y el programa de fotodocu-
mentacion Molecular Analyst version 1.5 de BioRad Labaratories (San Diego CA E. UL

AL,

Para los analisis relacionados 2 la Biologia Molecular se uséd el proprama DNA
Strider TM 1.1 (Ch. Marck y CEA, 1989, Service de Biochimig-Départament dc Biolo-
gie-Institut de Recherche Fondamentale-CEA-Francia), Amplify version 1.2b (Hill En-
gels 1992, University of Wisconsin Genetics M, (Madison, WI, E. U. A), Oligo ver-
sion 4.0 (Plymouth, MN, E. U. A). Para la busqueda de informacién se recurrid

al intcmet cn las bases de datos de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.goy/) v sitios del NCBI
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como el programsa Blast y la base de datos OMIM, GENATLAS

(hitp://www.geneatlas.org/gene/main jsp), ATLAS (htip.//www.infobiogen. fr/services/chromeancer/), el

Protcin Data Bank (PDB) (http://www.rcsb.org/pdb/), Y GENECARDS

(http://bicinformatics. we izmann.ac.il/cards/).

3.3. Metodologia.

3.3.1. Recoleccion y almacenamiento de las mucstras.

Mediante ¢l apoyo del Dr. Oscar Vidal Gutiérrez, del Servicio de Ginecologia dcl
Hospital Universitario. Sc colectaron 26 biopsias de tejido cervical normal (ICN), de
pacientes sometidas a cirupia cervical por causas diferentes a CaCU. Las biopsias tenian
pesos que variaban entre 10 y 40 mp, las cuales al ser obtenidas del paciente se sumergie-
ron en 10 volumenes de conservador de RNA (aproximadamente 1 m] Qiagen RNA La-
ter®) para su transporte hasta ¢l laboratorio. Inmediatamente se llevaron a 4°C y para

conservacidn a largo plazo se mantuvieron a -70°C.

Las lincas cclulares FHela, Caski, C33A y Silla se usaron como modelo de CaCll,
ya que Hela contiene integrado el virus HPV-18, SiHa y Casky presentan el virus HPV-
16 y C33A es HPV negativa. Las lineas celulares s¢ obtuvieron y cultivaron en ¢l labora-
torio de Binlogia Celular de la ULIEG, en medio DMEM con 10% de suero bavino fetal
(SBF) ¢n una atmostera al 5% de C(),. Las células se mantenian hasta llepar al 80% dc

confluencia, en este punto se lizaron para obtener el RNA total. Con este material biolo-
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gico se generaron los sistemas de comparacion de expresion para los genes virales (Hela,
SiHa y Caski) y para los genes celulares (SiHa/TCN, HeLa/TCN y C33A/TCN) para ob-
servar el comportamiento de la expresion de un tejido canceroso en presencia del HPV-

16, del HPV-18 y en ausencia de virus.

3.3.2. Extraccidon del DNA.

Para la extraccion del DNA de las lineas celulares, éstas se recuperaron con tripsina
y se resuspendieron en 50 ul de PBS. Las células luego se trataron con proteinasa K (10
mp/ml) agregando 20 pl de esta solucion a la muestra (20 mg) y posteriormente se incu-
baron por 30 nun a 55°C. La lisis se llevd a cabo mediante 1a adicion TSNT (Tritdn 2%,
SDS 1%, NaCl 100 mM y Tris-HC] 10 mM). La extraccion del DNA se hizo mediante
separacion de fases con fenol-cloroformo-alcohol iscamilico, siguiendo el procedimiento
estandar de extraccion de acuerdo a Sambrock 1988%.

La cuantificacién de los &cidos nucleicos se llevé a cabo en un Bio-Photometer™, e
acuerdo con las instrucciones del instrumento. El aparato tiene ya funciones preprogra-
madas para cuantificar directamente acidos nucleicos y proteinas. Para hacer las cuantifi-
caciones se realizd una dilucién 1:20 (S0ul de la muestra v 950 ul agua) y se colocod en
una celda. La celda se colocé en el porta celda del aparato y se llevd a cabo la medicion

directa. El resultado se reporta en myg / ml.
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333. Extraccidén del RNA.

Para la extraccion del RNA se probaron vanas metodologias con 1a finalidad de de-
terminar cual de éstas permitia la obtencion de RNA de mejor calidad, en mayor concen-

tracidon v libre de DNA.

Inicialmente se utilizd el reactivo comercial Trisol. En este protocolo, a 1ml de lisa-
do cclular sc lc agregaron 0.9 mi de Tnizol y 0.1 ml de Sevag. Se mezceld en vortex ¥y sc
incubd durante 15 min. en hielo, Posteriormente se centrifugd a 2,500 r.p.m y el sobrena-
dante se recuperd en un tubo limpio para realizar la extraccién con fenol cloroformo y

precipitacién con etanol.

El otro método que, se utilizd fue el de Qiagen, que es un método de separacion del
RNA mediante columnas de silica. El estuche contiene todos los reactivos nceesarios para
la lisis celular. 1Ina vez obtenida el lisado, éste se transfiere a la columna y se centrifuga
para retener en clla ¢l RNA y eliminar ¢l resto de liquido y componentes celulares. El
RNA se recupera de la columna con yna siguiente solucidn de “elucién™, E] RNA cobteni-

do esta listo para su uso.

Se probo también el método de ultracentrifugacion en gradiente de cloruro de ce-
sio, de acuerdo con las instrucciones del Sambrock 1988, En este método, el tejido se

macerd y se homogenizd en solucion D (isoficianato de guanidina 4 M, 25 mM de citrato
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de sodio pH 7, 0.1 M de 2-ME y 0.5% (p/v) de N-laurilsarcosin) o en la solucién de lisis
del kit RNAcasy® de Qragen, y ¢l lisado total se colocd en un tubo de ultracentrifuga con
agua destilada y cloruro de cesio (1 gr/ml) y 20 pl de bromuro de etidio (2 mg/ml). El
tubo se sella y se lleva a ultracentrifugacién a 96,000 RPM durante 12 h. Después de la
ultracentrifugacion la banda de DNA queda suspendida a la mitad del tubo y el RNA total
queda como un paquete precipitado en el fondo del tubo. Este precipitado se extrae me-
diante una jeringa con una aguja calibre 20. El paquete es lavada tres veces con etanol al
70% frio en agua DEPC (dieltilpirocarbonato) para eliminar el exceso de ¢loruro de cesio
v de bromuro de etidio, luego se deja secar 30 min a temperatura ambiente. El RNA seco
se disolvid en agua DEPC mediante calentamiento durante 5 min a 55°C. El RNA se

guarda a -20°C o a -7(1°C para conservacidn a largo plazo.

3.4, Cuantificacién del DNA y RNA obtenides.

La cuantificacion de los dcidos nucleicos se llevo a cabo en un Bio-Photometer® de
acucrdo con las instrucciones dcl instrumento. El aparato tiene ya funciones preprogra-
madas para cuantificar directamente dcidos nucleicos y proteinas. Para hacer las cuantifi-
caciones se tomd una alicuota de 50 pl de la muestra, se coloco en una celda y se llevd a

cabo la medicion, El resultado se reporté en mg / ml.
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3.5, Analisis de los genes virales.

3.5.1. Anilisis de las secuencias y disefio de sondas.

Los penes seleccionados para el analisis del numero de copias, expresion y activi-
dad fueron E§, E7, E4, L1 y E2. Los iniciadores y las sondas se mandaron a sintetizar por
el servicio “Assay by design™ proveido por Applicd Biosystems de México. Para ello, se
seleccionaron del Gene Bank las secuencias de interés y los sitios especificos donde se
deseaba ubicar la sonda para llevar 4 cabo la deteccion (denominadas: coordenadas). En
el disefio de éstas se procurd seleccionar aquellas regiones altamente especificas para ca-
da uno de los genes. Las coordenadas indicadas para cada secuencia fueron: E6
(NC 001526.1) coordenada 531, E7 (NC 001526.1) coordenada 150, E4 (NC_001526.1)
coordenada 150, L1 (NC_001526.1) coordenada 770 y E2 (NC_001526.1) coordenada
652. Las sondas y los iniciadores fueron disefiados por el fabncante con base en csas co-

ordenadas.

3.5.2. Obtencion del DNAc de los genes virales.

[.as muestras para medir la expresion de los genes virales por gPCR fueron el pro-
ducto directo de una reaccion de RT de los RNAs de cada linea celular (SiHa, CasKi y
HeLa). No se utilizo el te]ido cervical normal ni la linea celular C33A ya que son negati-
vas para H{PV. Tos reactivos para las reacciones de RT se merclaron de camo se indica

en latabla 1.
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TABLA 1

CONDICIONES DE REACCION PARA LA RT DE LOS GENES VIRALES

- Reactivos Volimen
Hufter 5X (Invitrogen) 2.0pl
DNTP’s 10 mM (Promega) 1.0
DTT (Invitrogen) 1.0 ul
RNAsin (Promega) 0.5 ul
BSA (Promega, dil 1:2) 0.4 ul
Agua MiliQ 11l
OligoDT (Promega) 1 pl
RNA total (1 ug) 3l

Volumen total 10 ul

El programa en ¢l termaciclador PTC-100 MI Research del laboratorio de Genética

Molecular fue el que s¢ muestra en la tabla 2.

TABLA 2

CONDICIONES DE INCUBACION PARA LA REACCION DE LA RT.

Paso Condiciones
1 25°C 15 min
2 42°C 60 min
3 72°C 15 min
4 Fin
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El producto de esta reaccion (10 ul totales) se agrego a la mezcla para amplificacion
en tiempo real, simultdneamente con la curva de calibracion para cada gen, Cada muestra
se analizo por triplicado. Cada punto de la curva de calibracion se amplificé por duplica-
do. Las muestras analizadas fueron DNAcs obtenidos a partir de los RNAs de las lineas

celulares C33A, SiHa vy HelLa.

3.5.3. PCR cuantitativa de los genes virales.

3.5.3.1 Disefio de la curva dc calibracidn.

La curva de calibracion se construyé mediante diluciones (10, 100, 1000, 10000,
100000, 1000000 copias) del plasmido pHPV16 que contenia todos los genes del virus
HPV-16 (El, k2, E4, E5, E6, E7, L1 y L2). Este plasmido fue proveido por el Dr. Greg-
ory L. Shipley, director del Quantitative Genomics Core Laboratory, Department of Inte-

grative Biology and Pharmacology de la University of Texas Medical School at Houston.

3.5.3.2. Montaje dc la placa.

Las muestras (DNA 6 DNAc) v la curva de calibracion se ¢olocaron en la placa de
amplificacion y se cargd y corrio el programa estindar para experimentos de “Assay by
design” que ya viene precargado en el Termociclador de Tiempo Real de Applied biosys-
tems ABI PRISM 7000. La distribucion de las muestras en 1a placa se muestra en la figu-

rab.
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Figura 6. Distribucién de las muestras en la placa para qPCR del sistema ABI PRISM 7000. Cada
placa consta de 96 lugares, y solo puede utilizarse una vez, por lo que es necesario colocar todas las mues-
tras que se desean cuantificar. La distribucién de las muestras depende del analista, pero en general se colo-
ca primero la curva de calibraciéon y luego las muestras. Siempre se agregan controles que no tienen DNA,
denominados NTC (non template control).

3.5.3.3. Cuantificacion del nimero de copias.

Para la cuantificacion de nimero de copias de DNA de cada gen, se llevd a cabo
una extraccion de DNA de cada linea celular y de tejido cervical normal y se utilizaron
100 ng de cada muestra de DNA. Todas las muestras, las correspondientes a la curva de
calibracion, al DNAc y al DNA se colocaron en una misma placa de cuantificacion, la
cual tiene 96 lugares. De este modo, en una sola corrida se realizaron la curva de calibra-
cion, la cuantificacion del DNAc y la cuantificacion de cada uno de los genes del HPV-16

estudiados.
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En ¢ste experimento, se determing la cantidad de copias de DNA y de DDNAc de ca-
da gen, utilizando una curva de calibracién generada por el plasmido pHPV-16, el cual

contiene el genoma completo del HPV-16.

Las reacciones de amplificacidon se llevaron a cabo de la siguiente manera: se prepa-
10 una mezcla de reaccion para cada una de las sondas de acuerdo con las instrucciones

del fabricante como s¢ muestra en la tabla 3.

TABLA 3

CONDICIONES DE REACCION PARA LA PCR CUANTITATIVA.

Reactivos Volumenes
Sonda e iniciadores 2.5 )
Agua MiliQ + Muestra 22.5 ul
Master Mix (ABI) 25 pl
Volumen final _ 50l

La muestra era DNA o DNACc segiin el caso, en concentraciones adecuadas para ca-

da experimento como se describe mds adelante.

3.5.4. Anilisis de resultadaos.

1os resultados se obtienen en nimero de copias detectadas de cada muestra con ha-
s¢ en la curva de calibracion. Se obtiene el numero de copias de DNA de cada gen, del

numero de copias del DNAc de cada gen v con estos dos datos se puede determinar la
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actividad de cada gen individual en cada linea celular, dividiendo la cantidad de copias de
DNACc detectadas entre la cantidad de copias de DNA detectadas. Todos los resultados se
grafican por gen, poniendo el niinero de copias en el eje “y", y las muestras de lineas

celulares en ¢l ¢je “x”.

3.6 Analisis de los genes celulares

Los niveles de cxpresidn de los genes celularcs se determinaron mediante la téeni-
ca de microarreglos. Para €sto, se generaron tres sistemas comparativos entre el tejido

normal y la linea celular de cdncer.

En resumen la metodologia consiste en lo siguiente: se realizé el marcaje de los
RNAs mediante una reaccion de RT, para finalmente cbtener DNAcs marcados. En cada
sistema se marcd ¢l tejido normal con el colorante Cy3 y la linea celular con el colorante
CyS. Después del marcaje, los DNAcs se cuantificaron y se mezclaron en cantidades
iguales. La mezcla de DNAcs marcados se calentd a 65° C y pasteriormente se colocd en
helo. A la mezcla se le agrego la solucion de hibridacion y toda la mezela se colocd so-
bre la laminilla que contenia las sondas. Sc cubrio ¢l arreglo y s¢ sometio g hibridacidn al
menos 12 h. La laminilla se sacé de la hibridacion vy se realizaron lavados para eliminar el
exceso de la sonda. Postedormente la laminiila se procesd en el scanner y se obtuvieron

los resultados.

45



M (. Virgilio Bocanegra Garcia

3.6.1. Marcaje y sintesis de los DNAc.

Para la sintesis de DNA¢ marcado de cada muestra se utilizaron 30 ug de RNA to-
tal, llevando a cabo el marcaje mediante una reaccidon estandar de retrotranscripcion agre-
gando nucledtidas marcados con los colorantes fluorescentes Cy3 y CyS para 1a muestra
problema y la muestra de referencia. respectivamente, como se muestra en 1a tabla 4. El
producto resultante de la reaccion se purificd mediante precipitacidn con 2.5 voliumenes
de ctanol al 100% y 1/10 del volumen de acetato de sodio 3 M pH 5 centrifugando a
12000 RPM durante 10 min, al precipitado se le elimind ¢l sobrenadante v se lavé con |
ml de etano] al 70% y se centrifugo de nuevo a 12000 RPM durante 10 min. Al precipita-

do se le elimind el sobrenadante y se resuspendi6 en 10 ul de agua MiliQ y se cuantifico.
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TABLA 4

CONDICIONES DE RT PARA MARCAJE DEL DNAc

Reactivas Volumen Volumen
TCN | Linea celular |
Agua MiliQ 17.5 ul 17.5ul |
 Oligo d(T15,20)-Primer (1 pg/p) ' 1g | 1|
5x RT reaction buffer (superscript 11 kit, invitrogen 8 ul 8 ul ]
dNTP master mix - 4 pl 4 ul
1 mM Cy3-dCTP Qul 4l
1 mM CyS-dCTP 4, 0pl
0.1 M DTT (superscript [1 Kit, invitrogen) 4 ul 4 ul
Superseript 11 (200 U, Invitrogen) | 154 | 15ul
RNA 30 pg (X pl) | 30 pg (X )
Volumen total 50 ul 50 ul

3.6.2. Hibridacidn cuantitativa a gran escala.

Las hibridaciones se realizaron en parejas de una linea celular v tejido cervical nor-
mal como referencia, generando los siguientes sistemas de comparacion de expresion:

C33A/TCN, Silla/TCN, Iela/TCN.

Las placas de microarreglos fueron obtenidas de MWG Biotech, el arreglo de Pan
Human Cancer Array que contiene 1921 genes relacionados con cancer y 79 genes consti-
tutivos como control intemo. Los protocolos y reactivos neccsarios para levar a cabo

estos experimentos fueron proporcionados por el proveedor,
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Cantidades iguales (15 a 20 pg) de éste DNAc marcado fueron colocadas en contac-
to con la solucidn de hibridacion (MWG Biotech) que se coloco sobre el arreglo de genes
Pan Human Cancer array de MWG Bintech. 1.a laminilla se colocd en una cdmara hiime-
da de hibridacién por 24 h a 42°C. Concluida la hibridacidn se realizaron tres lavados,
uno en buffer 2x SSC, 0.1% SDS por 5 min a temperatura ambiente, luego en buffer SSC
[x por 5 min a temperatura ambiente y finalmente en buffer SSC 0.5 x por 3 a S min a
temperatura ambiente, para eliminar la sefal no valida y ¢l nudo de fondo. El portaobje-
tos se secd en un tubo conico de 30 ml por centrifugacion a temperatura ambiente por 2

min a 500 RPM.

3.6.3. Lectura con el escaner y ohtencidon de la imagen.

La lectura e interpretacidn de los resultados se llevd 4 cabo en un escaner Axcn Ge-
ne Pix 4000, mediante ¢l soflware Jaguar Amay analisis. El programa permite convertir
la intensidad y tipo de color detectado en el arreglo a valores numéricos, asi como la de-

terminacién del ruido de fondo.
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3.6.4. Procesamiento de los datos: Normalizacidn, transformacién y seleccion de ge-

nes

Fl analisis de los perfiles de expresion se llevd a cabo con el programa Microsoft
Excel XP. Estc andlists incluyo sustraceidn del fondo, un proceso de normalizacion, el
cual se llevé a cabo mediante un factor de normalizacién obtenido por la ecuacidn: (n -
sefial de fondo / £n) y transformacion a log2 de cada dato obtenido. Solo los genes con
una diferencia de 2.5 o mas en su nivel de expresion fueron tomados en cuenta. Con bhase
a este criterio se seleccionaron los genes con una diferencia en la expresion més marcada
en los tres sistemas antes mencionados. Después del anilisis informatico, de cada sistema
s¢ selecclonaron los 6 genes con una mayor diferencia en los niveles de sobreexpresion o

subexpresion.

3,7 Validacién de los genes seleccionados por RT-PCR semicuantitativa

3.7.1. Seleccion de secucncias y disefio de imiciadores.

Para cada gen, se obtuvo su secuencia del GenBank y se disefiaron los iniciadores

correspondientes. En la tabla 5 y 6 se muestran los resultados.
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GENES SELECCIONADOS Y NUMERO DE ACCESO A SECUENCIAS
DEL GEN BANK

Gen No. de acceso Gen Bank
©Six-l | NM_ 005982 |
Rab3d NM 004283 |
Deel NM_005215
Mdm?2c NM_006880
Hla-c NM_005516 |
Pigs2 NM_ 000963
Bripl NM_032043
Pah NM_000277
Rah27b NM 004163
Emk1 NM_017490
Pppdc NM 002720 |
Stat5h NM 012448
Rab23 NM 016277
~ Frapl NM_004958
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SECUENCIA DE LOS INICIADORES UTILIZADOS PARA LA
AMPLIFICACION DE LOS GENES SELECCIONADOS

[ Sbil Rabid
Sixl- & CTGGAGAGCCACCAGTTCIC Rab3d-1 5 CITCCTCAGTACTCTGGGCA |
Sixl-2 CACTTAGGACCCCAAGTCCA Rab3d-2 3’ GTTGACAGGAGGGAAGGGAT
Decl Brip!
ee1§ GAGATGGAAACACTGGAGCC Brpl-1 5 GCATACAGGGCCTTAAACCA
dec-2 37 GTGTTTGUTITGAGGCUTGT Hripl-23° CAGUTGTIGUCTTIOCGUGTATT
decABC-1 5 AGATGTGGTCCCTGTCTTGG BripABC-1 5" GGTTTGCTCGGGATGAACTA
CccABC2 3 GOTTGITTIGGCTCCAGTGTT BnpABC-23°  CAATGGTACCAACCCAAACC
B Mdm2Ze Hiae
Midm-15  CAGCTTOGGAACAAGAGACC | Hiae-13”  GATTTTCCGAGTGAACCTGC
Mdm2c-2 37 GOCUCAAACTAGATTCCACACIC Hlae-2 37 CCTCCATATCACAGUAGUAA
Prgs? Pah
—P'l:!;’-l 8 CACITICTITGGAC TCTGCC 2ah-1§" ATGOHGCACAGTGTICAAG
Ptps3-2 3 GICTTATGGCACATTCAGGC Pah2 3’ CAATCCTTTGGGTGTATGGG
KabZTh Frkl
Rab27b-15 GGTGGGGAAGACAACATTIC Emkl 158 CAAGCTGGACACCTICTGTG
Rah2Th-2 ¥ CCATIGTOCGTGGTTTACTC Pmk]-23° CTCAGGCCGCTTATTTITCTG
Pppic Frapl
Ppplc-1 5 CAAGGAGAGCGAAGTCAAGG Frapl-l 5§ CCAGCAGGATATCAAGGAGC
Popdc-2 3 TGAGCAUCATCTCATTGAAG Frapl-2 3 ATCCCACTGTGCTCCAACTT
Statsh Rabl3
"Stash-15° GTTGGTGOAAATGAGCTGGT Rah23-1 %' GGAAGATATGGAAGT({CCA
Sta1Sh-2 3 TGCTTGATCTGTGGCTTCAC Ran23-23° ATGACAGCTUGATGGGTTIC
GAPDH T
OLIIS S AGUTCGGAGTCAACGGATT. GGT
OLIIGY CATGTGUGCCATGAGGTCCACCAC
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3. 7. 2. Condiciones de reaccién de amplificacién de los genes seleccionados
Para corroborar y validar los resultados obtenidos por microarreglos, se llevd a cabo
una RT-PCR semicuantitativa de cada uno de los genes seleccionados en tejido cervical

normal y la linea celular correspondiente. El procedimiento fue el siguiente:

a) Seleccionar los 3 genes mds sobreexpresados y los tres mads subex-

presados de cada sistema.

b) De cada gen se disciiaron un juego de oligonucledtidos basandonos

en las secuencias del Gen Bank para cada pen.

c) Se estandarizaron las condiciones para cada una de las RT-PCR se-
leccionadas v se aplice €l procedimiento a las muestras. Las condiciones de RT se
mugstran ¢n las tablas 9 y 10. Para ¢l analisis se tomd 1 ug de RNA total de TCN
y 1 ug de RNA de la linea celular correspondiente para ilevar a cabo una reaccion
de RT. De la reaccion de RT se tomaron alicuotas de 1 pl, 3 pl y § ul para llevar a
cabo la rcaccion de PCR. Sc utilizd cl gen GAPDH como control de amplificacion
en rcacciones independientes. Del producto obtemdo se colocaron S pl en un gel
de agarosa al 1.5% y se observo la intensidad de las bandas, la cual fue posterior-

mente medida por microdensitometria de gel. El procedimiento general se muestra

en la figura 7.
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d) Se disefiaron los iniciadores indicados en material y métodos para
cada unao de los genes seleccionados y se procedid a la estandarizacion de las con-
diciones de amplificacién para cada caso. Debido a que muchos de estos genes se-
leccionados aun no estaban reportados en la base de datos, los iniciadores se dise-
fiaron a partir de las secuencias de DNAc reportadas. Por lo anterior, la estandari-
zacion se realizd utilizando DNAcs generados de las lineas celulares y de la mez-
c¢la de tejidos normales, Las reacciones de RT se procesaban utilizando oligo-dT
para captar solamente RNAs mensajeros. El producto de reaccidn se utilizaba co-
mo muestra comun para llevar a cabo la estandarizacion de todos los genes selec-
cionados. Las condiciones dptimas de cstandarizacién se muestran cn las tablas 7

v 8.
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CONDICIONES DE REACCION DE PCR PARA LOS GENES

Condiciones de amplificacidn

SELECCIONADOS. Todas las cantidades estin en microlitros

Gien Buffer [ MgCL 25 | DNTPs 10 Primer 1 Primer 2 Agua Tag Mucstra Vohumea
=M vl fipal
six 1 xS 25 1 2 2 13-5 0s T T R
T rabdd 15 25 R 2 2 [ 13s | o5 [ 25
. mdm2e 25 2 1 32 2 14 O R R T
hla— 15 15 1 2 7 | 1as 05 T 5|
pigs2 25 PRI 1 7 | 2 ] 1a 0s 1 25
 bripi 25 2 T 2 T3 02 T
rabl? 25 25 1 2 z 13.8 02 T ] 25|
emkl 25 2 B 2 2 14.3 0.2 | 25
pppac 25 p 1 2 ) 143 02 L 25|
stats 15 15 1 _"‘TJ 77 | 1475 023 1 25
rab23 15 15 ] ] 1 14.73 025 i 235
frapl 15 s 1 2 2 | 147 0.25 [ 25
GAPDH 28 2 035 2 2 1475 | 032 | 25

NOTA. Las wondiciones paa palt ¥ dee no s inclvyen porgue £s0% penes na se pudieron amplificar
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TABLAS

CONDICIONES DE AMPLIFICACION PARA LA REACCION DE PCR DE
LOS GENES SELECCIONADQS

Condiciones de termociclador PTC-100 MJ Research
| Pasos | six1 | rab3d | mdm2c |  hlae ptgs2  bripl | GAPDH
1 95°C Smin | 95°CSmin | 9%°C i min §5°C % min 95°C Smin  95°C Smm | 9%°C Smm
2 | 9°Clmim | 9°Clmin | 95°C1mm 95°CImm | 95°CIlmm | 95°C (mm | 95°C | min
3 S2C1min | 52°C lmir | 52°C | minm 52°C | min S0°C lmm | 52°C lmm | 52°C | cm
4 72°C 1 min 72°C 1 min 72°C 1 mim 72°(7 1 min 72°C | mm 72°CC 1 min 72°C 1 mini
5 Wwecesal | 30vecesal | 3Dvecesa 2 I0wveces a2 30vecesal  I0vecesal | 30vecesal
3 72C5zia | 72°C5mm | 72°C 5 mum 72°C 5 min T2°C5mm  72°C5min | 72°C Smm
7 Fin | Fin Fin Fin Fin Fin Fin
Condiciongs de termociclador PTC-100 MI Research
Pasus  rab27 emk1 ppp4C stats rab23 frapl
l 95°C § mun D5°C 5 min $5°C § min 95°C S min 93°C § mm 95°C § mm
2 95°C1min | 95°C 1 min §5°C 1 min $5°Clmin | 95°C 1 run 95°C 1 min
3 S0°Clmin 52°C | mm $2°C 1 min 50°C 1 min S0°C | mm 49°C 1 min
4 72°C 1 min 72°C | min 72°C 1 min T2°C 1 min 72°C 1 mim 72°C 1 min
5 I0veces a2 30 vewes a 2 Wvexs al 30 veoes a2 "30 veces A 2 Mveccs 22 |
I3 72°C S min 72°C 5 min 72°C S min 72°C S min 72°C S min 705 mn |
7 Fin Fin Fin Fin Fin Fin
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CONDICIONES DE REACCION DE RETROTRANSCRIPCION

Reactivos Volumen

Buffer 5 X (Promega) 2 ul
dNTPs 10 mM (Promega) 1ul
DTT (Promega) 1l
RNAsin (promega) 0.5 p.l—
BSA {Invitrngen) 0.2 pl
Apgua MiliQ 0.9 ul
MMLV-RT (promegza) 0.4 ul

| RNA (desnaturalizado 5 min a 70°0) | 3 ul |
OligodT (promega) 1 ul
Volumen final 10pl |

TABLA 10

CONDICIONES DE INCUBACION PARA LA REACCION DE

RETROTRANSCRIPCION
Paso | Condiciones
1 25°C 15 min
2 42°C 60 min
3 72°C 15 min
4 Fin
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Cantidades i ir de
s {1 % Il oS Se llevo a cabo una

Hg) de RNA de tejido RNA se sintetiza :
cervical normal y de la el DNAc en una PCR utilizando 1,3y
linea celular reaccion de 10 pl 5 p | de cada cDNA

Figura 7. Procedimiento de validacion de los genes seleccionados mediante RT-PCR semicuantitativa.
Se tomaron cantidades iguales de RNA de tejido cervical normal y de la linea celular correspondiente y se
llevé a cabo una reaccion de RT para obtener DNAc. La reaccion fue de un volumen total de 10 pl. El re-
sultado son 10 ul de DNAc de TCN y 10 pl de DNAc de la linea celular. En cada caso se llevé a cabo una
reaccion de PCR, utilizando tres cantidades diferentes, 1, 3 y 5 pl de DNAc, para obtener un producto am-
plificado. Los productos amplificados se compararon en un gel de agarosa al 1.5%. Se utilizaron 3 cantida-
des para descartar la posibilidad de saturacién de producto amplificado que podria enmascarar los resulta-

dos.
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4.1.1. Extracecion de DNA.

Anahisis goi perfil de expresian del cancer cervical

CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1. Obtencién del DNA y RNA.

M. C. Virgilio Bocanegra Garuia

La extraccion de DNA se realizo a partir de las tres lineas celulares SiHa, Casky y

Hela, con la técnica de TSNT-Proteinasa K. La cantidad de DNA extraido v los pardme-

tros de calidad se muestran en la tabla 11, y en la figura 8 se observa un gel de aparosa

donde se visualiza €]l DNA extraido.

TABLALI

RESULTADOS DE LA EXTRACCION DF. DNA DE LINEAS CELULARES.

Muestra Abs 260 | Abs 280 | 260/280 | ||ug/ml | Yol Totalpl | DNA total
SiHa 0.175 0.095 1.84 235.3 50 11.7
CaSki 0.074 0.038 1.94 187.1 50 935 |
Hela 0.088 0.045 1.95 219.7 50 | 109
Tejido 0.097 0.068 1.69 243.5 50 12.1
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Figura 8. Extraccion de DNA gendmico a partir de lineas celulares y tejido cervical. El carril 1 corres-
ponde a DNA de SiHa, el 2 a DNA de CaSki, el 3 a DNA de HeLa y el 4 a TCN. El gel es de agarosa al 1%

en TBE 1X.

4.1.2. Preparacion del RNA.

La extraccion de RNA se realizé a partir de las tres lineas celulares y de 27 muestras
de TCN. Para la extraccién se probaron métodos comerciales como el de Trizol de Gibco-
BRL, RNAeasy de Qiagen, High pure RNA tissue de Roche y el método no comercial de
Chomezynski®’, pero con ninguno de éstos se logré obtener la cantidad necesaria de
RNA y en todos los casos el RNA obtenido estaba contaminado con DNA, lo cual impli-
caba un tratamiento posterior del RNA con DNAsa, lo que disminuia su calidad; ademas

de que para tratar las cantidades necesarias de RNA para nuestro estudio, se requerian

grandes cantidades de DNAsa (1.5 pl de DNAsa por 1 ug de RNA).

Después de varios intentos, finalmente el protocolo de extraccion de RNA se llevo a
cabo de la siguiente manera: se utilizo la solucion de lisis contenida en el kit RNAeasy de
Qiagen sobre tejido cervical macerado (con mortero) o sobre suspensiones de lineas celu-

lares, y la suspension de tejido se procesé mediante el método de cloruro de cesio, como
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se describié previamente en la seccién de métodos. En la figura 9 se observa la separa-

¢ion de los dcidos nucleicos después de la centrifugacion.

- Resbos osluluien

.5

‘J- DNA

“ RNA total

Figura 9. Resultado de la ultracentrifugacién del lisado celular para la obtencién de RNA. En la parte
superior del tubo se observan los restos celulares. En la parte central se observa la banda correspondiente al
DNA y en el fondo se observa el boton de RNA. El RNA se extrae perforando el tubo con una aguja y suc-
cionandolo con la jeringa.

Se puede observar la banda de DNA a la mitad del tubo, en la parte superior se ob-
servan los restos celulares y en la parte inferior se observa la pastilla de RNA. Las canti-
dades obtenidas por este método variaron dependiendo de la cantidad de tejido, entre 10y
80 pg. Los valores superiores, de entre 50 y 80 pg, solo se pudieron lograr con suspen-
siones celulares. En las diferentes biopsias, la cantidad extraida vari6 entre 5 y 16 pg, por
lo que finalmente se hizo una mezcla del RNA de todas las biopsias de TCN y a esta
mezcla se le consider6 como una muestra representativa del tejido cervical normal. En la
figura 10 se observa el RNA en gel de agarosa con isotiocianato de guanidina al 1% re-
suelto por electroforesis. En todos los casos de extraccioén por este método no se aprecia
facilmente la tercera banda inferior (5S) del RNA. Sin embargo, estos datos fueron co-
mentados y analizados con un grupo de expertos del Instituto de Fisiologia Celular, quie-

nes comentaron que utilizan un procedimiento similar, donde obtienen los mismos patro-
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nes, y que esto no interfiere con los experimentos posteriores. La calidad del RNA es bas-
tante alta, a pesar de que la banda 58 es poco apreciable por su tamaiio y menor concen-

tracion

288

18S

5S

Figura 10. RNA obtenido por ¢l método de ultracentrifugacion de gradiente en cloruro de cesio. Las
muestras fueron corridas en un gel de agarosa al 1% con isotiocianato de guanidina (0.005 M) en TBE-
DEPC I1x.

4.2. Analisis del perfil de expresion de los genes virales

Se analizo la expresion de cinco genes virales: E7, E6, E4, E2 y L1, mediante el mé-
todo de qPCR. Para esto, se midio el nimero de copias del DNA de cada gen y el nimero
de copias de RNA expresadas y a partir de ahi se determiné la actividad de cada uno. En
general, se observd que la actividad de los genes virales presentes en la linea celular SiHa
superaban ampliamente la actividad de éstos mismos en la linea celular CaSki. Los resul-
tados obtenidos para los 5 genes (nimero de copias y niimero de transcritos), se muestran
en tres gréaficas, agrupados por linea celular (Figuras 11-CaSki, 12-SiHa y 13-Hela). En

una cuarta grafica se muestran las actividades comparativas de cada gen en cada linea
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celular (nimero de transcritos enfre numero de copias del gen). Los resultados en detalle

para cada gen se describen a continuacion.

4.2.1. Gen E6.

S¢ determind que hay 41.8 veces mas copias de E6 cn la linea CaSki que ¢n la linea
SiHa. Respecto a los niveles de expresion, CaSki tiene 4.4 veces mas expresién que SiHa,
pero al determinar la actividad de cada gen (la cantidad de copias de DNAc entre la can-
tidad de copias de [INA), el gen es 9.5 veces mas activo en Silla que en CaSki, 1o cual
implica que la linea celular CaSki tiene muchas més copias del gen E6 que la de SiHa.
Cuando se hace la comparacién proporcional entre el nimero de copias del gen v trans-
critos detectados, SiHa produce mas transcritos por cada copia de gen presente. Estos
resultados indican que la actividad génica de E6 ¢s mayor en SiHa que en CaSki. De la

misma manera se realizo el andlisis de actividad para todos los genes.

4.2.2 Gen E7.

Los resultados de la expresion de este gen en las lineas celulares estudiadas se ob-
scrvan cn las figuras 11, 12 y 13. El perfil de expresién de E7 en CaSki siguc un compor-
tamiento similar al de E6: se detectan 248.4 veces més cantidad de nimero de copias de
DNA de E7 en CaSki que en SiHa. En cuanto al ndmero de copias del DNAc, SiHa tiene
0.14 veces mas que CaSki. Al traducir esto a actividad, el gen E7 en Silia esta 283 veces
mas activo que en CasKi. En la figura 14 se observan los detalles de la actividad de este

gen en cada linea celular.
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4.2.3, Gen L1.

Los resultados de la expresion de este gen se observan en las figuras 11,12 y 13, Se
detectaron 307 veces més copias de DNA de 1.1 en CaSki que en Silla. I.a expresion de
L1 en CaSki es 62.17 veces mayor que en SiHa. En la grifica 14 se observan los niveles
de actividad comparativos para ambas lineas celulares. El gen L1 en SiHa tiene una acti-
vidad 4.9 veces mayor que el mismo gen el CaSki, por lo que el patron se sigue repitien-

do: muchas copias dc DNA en CaSki, pero baja actividad viral (pocos transcritos).

4.2.4, Gen E4.

Los resultados de la expresion de este gen se observan en las figuras 11, 12 y 13. En
el caso CaSki se detectaron 478,501 copias de DNA del gen E4 pero una baja expresion
de €ste con 81039 copias del transcrito. En €l caso de SiHa, no se lograron detectar copias
de DNA de E4 aunque si se detectaron transcritos para este gen. De cualquier manera, si
comparamos los niveles de expresion (numero de transcritos Unicamente) entre las lineas
celulares, observamos que esta es 11,000 veces mayor en CaSki que en SiHa. Como no se
ticnen los datos del numero de copias del gen en SiHa, no sc puede hacer comparacion de

la actividad entre ambas lineas celulares.

4.2.5. (ren E2.

Los resultadas de la expresion de estc gen se obscrvan en las figuras 11, 12 y 13_ En

el caso de E2 en la linca celular CaSki, se detectaron grandes cantidades de copias del gen
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(1,420,000 copias) y bajo niimero de transcritos. En el caso de SiHa, no se detectaron ni
copias del gen ni transcritos. La sonda para E2 esta disefiada para alinearse con la parte
central del gen. Los resultados pudieran indicar que el genoma viral de HPV esta integra-
do en el genoma celular de SiHa y el gen E2 fraccionado no puede ser detectado por la
sonda. En la figura 14 se observan los detalles de la actividad de este gen en cada linca

celular.

| 34833333
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No. de copias
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Figura 11. Niveles de expresién y niimero de copias de los genes seleccionados de HPV-16 en CaSki.
En esta figura se grafican en amarillo los niveles de expresion (transcritos) y en azul ¢l namero de copias,
para los genes E4, E2, E7, E6 y L1 en la linea celular CasKi. Nora: Los nimeros de copias se indican en la
base de cada barra. En este caso, la barra correspondiente al DNA de E7 no se muestra completa, para po-
der apreciar el resto de los resultados.
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Figura 12. Niveles de expresién y nimero de copias de los genes seleccionados de HPV-16 en SiHa.
En esta figura se grafican los niveles de expresion de los genes y el nimero de copias de los genes E4, E2,
E7, E6 y LI en la linea celular SiHa. Nota: en este caso, la barra correspondiente al DNAc de E7 esta cor-
tada (pero en la base se indica el nimero de copias), para poder apreciar el resto de los resultados.
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Figura 13. Niveles de expresion y namero de copias de los genes seleccionados de HPV-16 en HelLa.
En esta figura se grafican los niveles de expresion de los genes y el niimero de copias de los genes E4, E2,
E7, E6 y L1 en la linea celular HeLa. La mayoria de los resultados son de “cero”, y en la barra que muestra
algtin valor, la desviacién estindar es tan grande que los resultados no son significativos. Esta linea celular
se usé como control ya que es negativa para HPV16.
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Figura 14, Niveles de actividad de los genes seleccionados de HPV-16 en CaskKi, SiHa y HeLa. En esta
figura se grafican los niveles de actividad de los genes seleccionados en cada linea celular. La mayor acti-
vidad se observo en los genes de SiHa. La barra de actividad de E7 en SiHa esta recortada para poder apre-
ciar el resto de los resultados.

4.3. Aniilisis del perfil de expresion de los genes celulares mediante microarreglos.

Se analizaron los niveles de expresion de los genes celulares en tres sistemas dife-
rentes: SiHa contra TCN, Caski contra TCN y HeLa contra TCN. El marcaje de los RNA
se llevé a cabo durante la sintesis de DNAc mediante incorporacion de los colorantes
fluorescentes (Cy3 y CyS5). Las muestras marcadas se hibridaron competitivamente sobre
el microarreglo (PanHuman Cancer Array). Los resultados obtenidos se normalizaron y
se transformaron en logaritmos base 2. Para cada sistema s¢ seleccionaron los tres genes
maés expresados y los tres genes con subexpresién mas marcada a partir de las graficas
obtenidas. Los niveles de expresion de los genes seleccionados se corroboraron mediante

RT-PCR semiquantitativa.
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4.3.1. Preparacion del DNA¢ marcado.

El marcaje y generacion del DNAc se llevé a cabo de acuerdo con las instrucciones del
manual MWG Biotech, con cantidades de entre 30 y 60 ug de RNA de cada muestra que
se iba a hibridar. Después del procedimiento, éste se cuantificé con la finalidad de colocar
cantidades iguales de ambos DNAc en el arreglo para llevar a cabo la hibridacion. La
figura 15 muestra imagenes de dos DNAc¢ marcados; uno con el colorante Cy5 (rojo) y
otro RNA marcado con Cy5 (verde). Como se puede observar en los carriles donde no
hay RNA el colorante se acumula al final del gel. En los carriles donde hay RNA, se ob-

servan las bandas caracteristicas de é€ste, con ¢l colorante respectivo incorporado.

Figura 15, Resultado de la sintesis y marcado de DNAc para la hibridacién a gran escala. En ¢l carril
1 estéd el colorante Cy5 sin RNA, en el carril 2 RNA marcado con CyS5, en el carril 3 RNA marcado con
Cy3 y en el carril cuatro Cy3 sin RNA. Como se puede observar en los carriles donde no hay RNA el colo-
rante se acumula al final del gel. En los carriles donde hay RNA se observan las bandas caracteristicas de
éste con el colorante respectivo incorporado.
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4.3.2. Hibridacién.

Las imagenes de los resultados de las hibridaciones en los arreglos MWG Pan-
IHuman céancer array sc aprecian en la figura 16. Las imagenes fucron obtcnidas con ¢l
escéner Axon 4000 de Axon Instruments, Inc. Cada uno de los puntos representa un gen
y la intensidad y color dc la sefial. El escaner convierte estas imigenes en valores numéri-
cos v los organiza en una hoja de Microsoft-Fxcel, donde se realizan posteriormente los

analisis matcmaticos.

4.3.3. Normalizacién y transformacion de los datos,

Los resultados generados incluyen entre otros datos: el valor numérico de la sefial y
el valor del fondo (background). Se obtiene el Factor de Naormalizacion como se describid
cn métodos. Los datos exportados a la hoja de Microsoft-Excel s¢ procesaron de la si-
guiente forma: a cada dato se le restd la sefial de fondo registrada y luego se le aplicé el
factor de normalizacion. En la figura 17 se observan las graficas de dispersion no norma-
lizada (NN) y dispersion normalizada (N) de los datos obtenidos del sistema C33A /

TCN.
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Figura 16. Imdgenes de los resultados de la hibridacién a gran escala en los tres sistemas de andlisis
de expresién. De arriba hacia abajo corresponde a: C33A/Tejido cervical normal, Hel.a/Tejido cervical
normal y SiHA/tejido cervical normal.
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