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Figura 17. Normalizacién de los datos obtenidos de la hibridacién a gran escala. En A se muestran los
datos no normalizados, graficando los resultados de expresion en de TCN en el eje y los resultados de ex-
presion en el eje x. En B se muestran la misma gréfica después de aplicado ¢l procedimiento de normaliza-
cion. Se puede observar que la dispersion de los puntos en el inciso B es menor que en el inciso A. En la
figura solo se muestra la normalizacién del sistema C33A/TCN. Un procedimiento igual se sigui6 en los
otros dos sistemas.

Los datos normalizados se toman para dividir la sefial de hibridacion de las mues-
tras en cancer entre la sefial de hibridacién de las muestras de tejido cervical normal y se
grafican. Asi, se pueden observar los niveles de expresion de cada gen, como se muestra
en la figura 18, generando valores negativos para los genes subexpresados y positivos

para los genes sobreexpresados.
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Figura 18. Gréfica de los datos normalizados. Una vez procesados los datos se obtuvieron las diferencias
en los niveles de expresién de cada gen en cada sistema de expresion estudiados. Al graficar, poniendo el
nivel de expresion en el eje “y” los genes en el eje “x” se obtuvo una gréfica como la que se muestra. Como
puede apreciarse, algunos genes presentan picos muy pronunciados. La gréfica que se muestra es la corres-
pondiente al sistema C33A/TCN. Un tratamiento idéntico de los datos se llevé a cabo en los otros 2 siste-
mas de expresién estudiados.

Como las diferencias en expresion de algunos genes son muy grandes, esto hace que
la gréfica sea dificil de manejar y de analizar, asi como de comparar los niveles de expre-
sion que no estan tan marcados, por lo que todos los datos obtenidos de la divisién de la
sefial de las muestras de cancer entre la sefial de las muestras de tejido cervical normal se

transforman a logaritmo base 2, obteniéndose una imagen que se muestra en la figura 19.
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Figura 19. Datos normalizados y transformados. Como se apreciaba en la figura |8, los cambios en la
expresion en algunos genes eran muy pronunciados, lo cual al graficar enmascara los niveles de expresion
de genes que no tienen cambios tan grandes. Para evitar esta situacion, todos los datos son transformados al
log2 para obtener una grafica como la que se muestra en esta figura, la cual corresponde al sistema
TCN/C33A. Un tratamiento idéntico de los datos se llevo a cabo en los otros dos sistemas de expresién

Como se puede observar, los niveles de expresion estan en forma més uniforme en
la figura 19, que los que se observan en la grafica de la figura 18, sin que afecte la apre-
ciacion sobre los genes que estan considerablemente sobreexpresados o subexpresados.

Las graficas obtenidas de los tres sistemas analizados mediante este método se muestran

en la figura 20.
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Figura 20. Grificas de los tres sistemas analizados, con los resultados normalizados y transformados.
Se muestran los tres sistemas de expresion analizados: a) C33A/TCN, b) HeLa/TCN y ¢) SiHa/TCN.
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Con base a los objetivos de esta tesis, a partir de las graficas de logaritmo base 2
generadas (Figura 20), se descartaron todos los genes en los cuales no hubiera por lo me-
nos una diferencia de expresion de 2.5 veces. De los genes que si cumplian con este crite-

rio, solo se eligieron los 3 genes con sobreexpresion o subexpresion mas marcada en cada

sistema.

4.3.4. Seleccion de los genes.

Con base en el analisis matematico, se seleccionaron los genes con mayor diferencia
en la expresion. En las figuras 21, 22 y 23 se observan los genes seleccionados en el sis-

tema C33A/TCN, HeLa/TCN y SiHa/TCN respectivamente.

Genes seleccionados de C33A/1HU

fold
o N & O

I

Gen

Figura 21. Genes seleccionados en el sistema C33A/TCN. En el eje y se muestran los niveles de expre-
sion y en el eje x los genes seleccionados. Los genes sobre-expresados son six1, rab3d y dccl y los genes
sub-expresados son mdm2c, hla-e y ptgs2.
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Genes seleccionados HelLa/1HU

Figura 22. Genes seleccionados en el sistema HeLa/TCN. En el eje y se muestran los niveles de expre-

sion y en el eje x los genes seleccionados. Los genes sobre-expresados son bripl, pah y rab27 y los genes
sub-expresados son mdm2c, hla-e y emk-1.

Genes seleccionados SiHa/3HU

Figura 23. Genes seleccionados en el sistema SiHa/TCN. En el eje y se muestran los niveles de expresion

y en el eje x los genes seleccionados. Los genes sobre-expresados son ppp4dc, rab3 y stat5 y los genes sub-
expresados son mdm2c, hla-e y frapl.
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4.3.5. Validacion de los resultados de microarreglos.

Los resultados de la validacion de la expresion de los genes seleccionados se

muestran a continuacion.

4.3.6. Estudios de expresion en C33A/TCN mediante RT-PCR semicuantitativa.

4.3.6.1. Genes sobre-expresados en el sistema C33A/TCN.
4.3.6.1.1. Gen six 1 (GC14M059102).

En la figura 24 se observan los resultados de las RT-PCR semicuantitativas.
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Figura 24. Gel de la amplificacion del gen six-1 y grifica de microdensitometria. En promedio se de-
tecta 0.8 veces mas expresién del gen en la C33A que en TCN. Los carriles 2 a 4 son el producto amplifica-
do del DNAc de tejido cervical normal, los carriles 6 a 8 son el producto amplificado del DNAc de C33A y
lo carriles 5 y 9 son el producto amplificado de GAPDH de tejido cervical normal y C33A respectivamente.
Los niveles de expresion de GAPDH en ambas muestras varian muy poco 0.1 veces.

Los resultados de la RT-PCR confirman la sobreexpresion de six|1 en la linea celular

C33A. Como se puede observar en la grafica hay una sobrexpresion sostenida en las tres
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cantidades de DNAc utilizadas para llevar a cabo la amplificacion. En promedio se detec-

ta 0.8 veces mas expresion del gen en la C33A que en TCN.

4.3.6.1.2. Gen rab3d (GC19M011296).

La figura 25 muestra los resultados de la RT-PCR semicuantitativa.
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Figura 25. Gel de la amplificacién del gen rab3d y grifica de microdensitometria. No se detecta una
diferencia de expresion significativa entre los dos sistemas. Los carriles 2 a 4 corresponden a la muestra de
tejido cervical normal, los carriles 6 a 8 a la muestra de C33A y los carriles 5 y 9 a GAPDH de TCN y
C33A respectivamente. El nivel de expresion de GAPDH aunque tenue estd sostenido en ambas muestras y
se hace evidente en la grafica con una variacién de 0.07 veces.

En los resultados de la RT-PCR semicuantitativa no se observa diferencia entre los
niveles de expresion del tejido cervical normal y el de las células C33A. E incluso segun
esta amplificacion, los niveles de expresion serian algo menores en C33A; por lo tanto no

se detecta una diferencia de expresion significativa entre los dos sistemas.

4.3.6.1.3. Gen dccl. (MGC5528).
Este gen no fue posible amplificarlo de manera satisfactoria. Se probaron dos juegos

de iniciadores diferentes, pero en ambos casos la presencia de bandas adicionales desde la

-
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estandarizacion no permitié llevar a cabo un anélisis comparativo de su expresion en las

muestras biologicas de interés de este trabajo.

4.3.6.2. Genes subexpresados en el sistema C33A/TCN
4.3.6.2.1. Gen ptgs2 (GCO1M183879).

En la figura 26 se muestran los resultados de la RT-PCR semicuantitativa,
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Figura 26. Gel de la amplificacion del gen ptgs2 y grificas de microdensitometria. En promedio se
detecta una expresion 3.7 veces mayor en TCN que en C33A. Los carriles 2 a 4 representan el DNAc del
tejido cervical normal, los carriles 6 a 8 el producto amplificado del DNAc de C33A y los carriles 5y 9 el
producto amplificado obtenido de GAPDH de tejido cervical normal y de C33 A respectivamente. Los nive-
les de expresion de GAPDH son iguales también en ambas muestras.

En el caso de este gen, se observan de manera muy evidente, tanto en el gel como
en la grafica, las diferencias en los niveles de expresion en el tejido cervical normal y en
la linea celular C33A, existiendo una menor expresion de este gen en la linea celular. En

promedio se detecta una expresion 3.7 veces mayor en TCN que en C33A.

4.3.6.2.2. Gen mdm2c (GC12P067488).

En la figura 27 se muestran los resultados de la RT-PCR semicuantitativa.
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Figura 27. Gel de la amplificacién del gen mdm2c¢ y grifica de microdensitometria sistema
C33A/TCN, El gen estd en promedio sobreexpresado 0.7 veces mas en TCN que en C33A. Los carriles 2 a
4 corresponden a las muestras de TCN, los carriles 6 a 8 corresponden a C33A y los carriles 5y 9 a
GAPDH de TCN y C33A respectivamente. Los niveles de expresion de GAPDH varian 0.09 veces en las
muestras.

Los resultados de este gen siempre generaron bandas adicionales en las muestras,
mas no asi en la estandarizacion. La expresion en células C33A es menor que en tejido

cervical. El gen esta en promedio sobreexpresado (.7 veces mas en TCN que en C33A.

4.3.6.2.3. Gen hla-e (GCO6P030563).

En la figura 28 se muestran los resultados de la RT-PCR semicuantitativa.

| |

Figura 28. Gel de la amplificacién del gen hla-e y grificas de microdensitometria sistema
C33A/TCN. El gen esta 0.3 veces mas expresado en TCN que en C33A. Los carriles 2 a 4 corresponden a
la muestra de TCN, los de 6 a 8 a la muestra de C33A y los carriles 5 y 9 a GAPDH de TCN y C33A res-
pectivamente. El nivel de expresion de GAPDH en ambos casos es similar con una variacion de 0.09 veces.
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En los resultados de la RT-PCR semicuantitativa se observa que los niveles de ex-
presion de este gen son menores en la linea celular C33A que en tejido cervical normal.

El gen esta 0.3 veces mas expresado en promedio en TCN que en C33A.

4.3.7. Estudios de expresion de HeLa/TCN.

4.3.7.1. Genes sobrexpresados en ¢l sistema HeLa/TCN

4.3.7.1.1. Gen bripl (GC17M060234).

En la figura 29 se muestran los resultados de la RT-PCR semicuantitativa.
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Figura 29. Gel de la amplificacién del gen bripl y grifica de microdensitometria. El gen esta 0.8 veces
mas expresado en Hela que en TCN. Los carriles 2 a 4 corresponden a la muestra de TCN, losdeSa7ala
muestra de Hela y los carriles 1 y 8 a GAPDH de TCN y Hel a respectivamente. Los niveles de expresion
de GAPDH varian 0.1 veces.

El gen muestra niveles de expresion mas altos en la linea celular HeLa que en el te-
jido cervical normal, como puede observarse en el gel y en la grafica. El gen esta 0.8 ve-

ces mas expresado en HelLa que en TCN.
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4.3.7.1.2. Gen rab27B (GC18P050644)

En la figura 30 se muestran los resultados de la RT-PCR semicuantitativa.
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Figura 30. Gel de la amplificacion del gen rab27b y grifica de microdensitometria. Rab27b no muestra
cambios significativos en su expresion en tejido cervical o en la linea HeLa. Los carriles 2 a 4 correspon-
den a la muestra de TCN, los de 10 a 12 a la muestra de HeLa y los carriles 5, 9y 13 a GAPDH de TCN y

HelL a respectivamente, los carriles de 6 a 8 son controles de amplificacién. Los niveles de GAPDH varian
0.1 veces, siendo menor la expresion en Hela.

Al igual que en sistema TCN / C33A este gen de la familia Rab, el Rab27b no

muestra cambios significativos en su expresion en tejido cervical o en la linea HelLa.

4.3.7.1.3. Gen pah (GC12M101735).

El gen pah fue imposible de amplificar. No se obtuvo sefial en ninguna de las con-

diciones probadas con el juego de iniciadores disponibles.

4.3.7.2. Genes subexpresados en el sistema HeLa/TCN

4.3.7.2.1. Gen mdm2c (GC12P067488). En la figura 31 se observan los resultados

de la RT-PCR semicuantitativa.
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Figura 31. Gel de la amplificacion del gen mdm2c y grifica de microdensiiometria sistema
HeLa/TCN. EI gen esta 0.7 veces mas expresado en promedio en TCN que en Hela Sin embargo, los
niveles de expresion de GAPDH son muy dispares en ambas muestras con una variaion de 0.5 veces,
habiendo mayor expresion en HeLa. Los carriles 2 a 4 corresponden a la muestrade TCN, losde6a8ala
muestra de HeLa y los carriles 5 y 9 a GAPDH de TCN y Hel a respectivamente. Sin embargo, los niveles

de expresién de GAPDH son muy dispares con una diferencia de 0.5 veces. Existiendo mayor expresion en
Hela.

En este ensayo, en el punto de 1 ul de DNAc de HeLa no se obtuvo sefial, pero en el
resto de los puntos ensayados se ve claramente que el nivel de expresion de este gen estd

disminuido en la linea celular HeLa. El gen esta 0.7 veces mas expresado en promedio en

TCN que en Hela.

4.3.7.2.2. Gen hla-e (GCO6P030563).

Los resultados de la RT-PCR se muestran en la figura 32.
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Figura 32. Gel de la amplificacién del gen hla-e y grifica de microdensitometria sistema HeLa/TCN.
El gen esta 0.5 veces mas expresado en promedio en TCN que en Hela. Los carriles 2 a 4 corresponden a la
muestra de TCN, los de 6 a 8 a la muestra de HeLa y los carriles 5 y 9 a GAPDH de TCN y HelLa respecti-
vamente. Los niveles de GAPDH son similares con una variacion de 0.05 veces, detectdndose menor expre-

sion en HelLa.

En este gen se muestra una clara disminucion de sus niveles de expresion en la linea

celular HeLa que en tejido cervical normal. El gen esta 0.5 veces mas expresado en pro-

medio en TCN que en HeLa.

4.3.7.2.3. Gen emk-1 (GC11P063382).

Los resultados de la RT-PCR semicuantitativa se muestran en la figura 33.
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Figura 33. Gel de la amplificacién del gen emk-1 y gréifica de microdensitometria. E| gen esta 0.6 ve-
ces mas expresado en promedio en TCN que en HeLa. Los carriles 2 a 4 corresponden a la muestra de
TCN, los de 6 a 8 a la muestra de HeLa y los carriles 5 y 9 a GAPDH de TCN y HeLa respectivamente. La
expresion de GAPDH es menor también en HeL A con una diferencia de 0.4 veces.
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Para este gen se observa menor expresion en HeLa que en tejido cervical normal. El

gen esta 0.6 veces més expresado en promedio en TCN que en Hela.

4.3.8. Estudios de expresion en SiHa/TCN

4.3.8.1. Genes sobreexpresados en el sistema SiHa/TCN

4.3.8.1.1. Gen ppp4c (GC16P030126). Los resultados de la RT-PCR semicuantita-

tiva se observan en la figura 34.
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Figura 34. Gel de la amplificacion del gen pppdc y gréfica de microdensitometria. El gen esta 0.2 ve-
ces mas expresado en SiHa que en TCN. Los carriles 2 a 4 corresponden a la muestra de TCN, los de 10 a
12 a la muestra de SiHa y los carriles 5, 9y 13 a GAPDH de TCN y SiHa respectivamente, los carriles de 6
a 8 son controles de amplificacion.

En este gen se observa una sobrexpresion ligera en la linea celular SiHa. El gen esta

0.2 veces mas expresado en SiHa que en TCN.

4.3.8.1.2. Gen stat5b (GC17M040726).

Los resultados se muestran en la figura 35.
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4.3.8.1.3. Gen rab23 (GC06M057100).
Los resultados del analisis de ambos genes (stat5Sb y Rab23) por RT-PCR semicuan-

titativa se muestran en la figura 35,

Rab23
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Figura 35. Gel de la amplificacion de los genes statSb y rab23 y grificas de microdensitometria.
Stat5b esta 0.3 veces mas expresado en SiHa que en TCN. El gen rab23 también presenta este mismo com-
portamiento, el gen esta 0.5 veces mas expresado en SiHa que en TCN. Los carriles | y 2 representan la
amplificacién para el gen StatS de la linea celular SiHa y TCN respectivamente; los carriles 4 y 6 son la
amplificacion de GAPDH de SiHa y TCN respectivamente. Los carriles 4 y 5 representan a TCN y SiHa
respectivamente, Los niveles de expresion de GAPDH son similares en ambos tejidos con una variacion de
0.05 veces en el caso de Rab23.

En el andlisis por RT-PCR semicuantitativa, la expresion del gen StatSh es mayor
en la linea celular SiHa que en el tejido cervical normal, el gen esta 0.3 veces mds expre-
sado en SiHa que en TCN. El gen rab23 también presenta este mismo comportamiento, ¢l

gen esta 0.5 veces mas expresado en SiHa que en TCN.

4.3.8.2. Genes subexpresados en el sistema SiHa/TCN.
43.8.2.1. Gen frapl. (GCOIMO0O10876).

Los resultados de la RT-PCR semicuantitativa se muestran en la figura 36.
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Figura 36. Gel de la amplificacién del gen frapl y grifica de microdensitometria. No se observa una
diferencia significativa en los niveles de expresion en las muestras analizadas, la diferencia detectada es de

0.1 veces.

En este gen no se observa diferencia en los niveles de expresion en ambas muestras.

En el caso de GAPDH se observa una expresién mas marcada en el caso de tejido cervi-

cal normal.

4.3.8.2.2. Gen mdm2c (GC12P067488).

Los resultados de la RT-PCR semicuantitativa se muestran en la figura 37.
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Figura 37. Gel de la amplificacién del gen mdm2c y grifica de microdensitometria. El gen esta 0.55
veces mas expresado en TCN que en SiHa. Los carriles 2 a 4 corresponden a la muestra de TCN, los de 6 a
8 a la muestra de SiHa y los carriles 5 y 9 2 GAPDH de TCN y SiHa respectivamente. La diferencia de

expresion de GAPDH es de 0.12 veces
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El punto de 1 ul de DNAc¢ no dio sefial, pero en el resto de los puntos se observa
una disminucion clara en los niveles de expresion del gen mdm2c en la linea celular

SiHa. El gen esta 0.55 veces més expresado en TCN que en SiHa.

4.3.8.2.3. Gen hla-e (GC06P030563).

Los resultados de la RT-PCR semicuantitativa se muestran en la figura 38.
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Figura 38. Gel de la amplificacién del gen hla-e y gréfica de microdensitometria. El gen esta 0.4 veces
mas expresado en TCN que en SiHa. Los carriles 2 a 4 corresponden a la muestra de TCN, losde6a8 ala
muestra de SiHa y los carriles 5 y 9 a GAPDH de TCN y SiHa respectivamente.

El nivel de expresién de hla-e es considerablemente menor en la linea SiHa que en

el tejido cervical normal. El gen esta 0.4 veces mas expresado en TCN que en SiHa.

4.3.9. Resumen de resultados de validaciéon de los genes seleccionados de los experi-
mentos de microarreglos.

Los resultados de la validacion en los tres sistemas se muestran en la tabla 12. De

los 18 genes seleccionados 13 pudieron ser corroborados, y al hacer un analisis de su me-
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canismo de accion se determinaron seis rutas de sefialamiento donde estos genes partici-

pan.

TABLA 12

RESLL.TADOS DE LA CORROBORACION DE LA EXPRESION DE LOS

GENES SELLECCIONADOS.

Sistema C33A71CN

(rencs sohrexpresados (ienes subexpresados
Gen Corroboracion Gen Corroboracion
six] SI mdm2e SI
rab3d NO hla-e SI
 dec - NO ptes2 SI

Sistema Hcla/ TON

(ienes sobrexpresados Genes subexpresados
Gen Corroboracion Gen Corroboracion
bripl SI emk | SI
pah NO mdm?2c SI
rab27 NO hla-e S |

Ststcma SiHa/ TCN

Gencs sobrexpresados

|

Genes subexpresados

Gen Carroboracion (Gen Corroboracion
pppAc SI frapl NO

rab3 SI mdm2c SI
statSb SI hla-e SI
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CAPITULO V

DISCUSION

El CaCU es un gran problema de salud mundial al que muchos investigadores de di-
ferentes areas del mundo han dedicado su csfuerzo. (racias a las herramientas molecula-
res fue posible estudiar y caracterizar con detalle al agente eticldgico o al menos altamen-
te asociado a esta patologia: al HPV. En la actualidad, virtualmente existe una explosion
de informacion y de nuevas investipaciones sobre la biologia molecular del virus y su
papel en el desarrollo del cancer de cérvix. A la vez, se amplia la lista de genes del hués-
ped que se asocian y/o participan en el desarrollo de esta patologia. Recientemente, a raiz
de la informacion de miles de genes secuenciados con el Proyecto del Genoma Humane ¥
del surgimiento de nuevas hcrramientas de alto rendimiento (que permuiten el estudiar de
genomas completos en un mismo ensayo), la manera de abordar tales investipaciones es
ahora diferente. Por un lado, se cuenta con metodologias que permiten detectar y cuantifi-
car en forma muy precisa, cantidades minimas de secuencias de DNA; y por atro lado,
existen con metodologias que permiten hacer tamizajes de la expresién de cientos y miles
de genes en un solo ensayo. Sin embargo, hasta ahora son muy escasos los trabajos que se
han reportado cn los que se analiza en forma global la expresion de genes celulares y vi-

rales en un modelo de cancer de cérvix.
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El objetivo de este trabajo fuc el de analizar y comparar los cambios en los perfi-
les de expresion de los genes virales y celulares en sistemas de CaCU en los que se tenia
incorporado el genoma del VPH; para ello, se utilizaron lineas celulares que estaban in-
fectadas con HPV-16 (Caski y SiHa), con 1{PV-18 (HeLa) y sin infeccion (C33A). A su
vez, cada linea celular se compard contra un mismo conjunto de tejidos de cérvix normal,
lo que permitid tener un patron de expresion constante entre los tres sistemas para validar

los datos obtenidos.

En este trabajo encontramos que 1a expresion de los genes seleccionados en la li-
nea celular SiHa esa sostenidamente mas elevada que en CaSki. En los estudics de expre-
sidn de los genes cclulares, hubo cambios en un namero considerable de los genes sclee-
cionados en el arreglo, pero solo elegimos los genes con mayor o menor subexpresion.
Con base a esto, 18 genes fueron estudiados por RT-PCR semicuantitativa y 13 pudieron

ser corroborados. Los detalles de los hallazgos se discuten a continuacion,

S.1. Perfil de expresion de los genes virales.

Para estos expernimentos se utilizaron unicamente las lineas celulares Caski y SiHa,
que son las que tienen integrado el genoma de HPV 16. Se determind ¢l nimero de copias
y los niveles de expresién de los penes E4, E6, E7, L1 v L2, ya que éstos dan una clara
idea de la actividad viral. Se observd que la linea celular CaSki tiene consistentemente

mayor mimero de copias que los que tienc SiHa; sin embargo, cuando analizamos la acti-
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vidad de los genes, ésta no es proporcional al nimero de ¢opias observado, ya que SiHa

es la que presentd mayor actividad.

El hecho de que los genes de la linea celular Caski no presenten niveles de expre-
sion elevados, como se esperaria, indica que debe existir algiin mecanisma que inhiba la
expresion de los genes en esta linea celular. Recientemente, en un trabajo reportado por
Badal S. y cols., en el 2004°' reportan que ¢l genoma de I[PV pucde ser eficienternente
metilado por las enzimas metilasas del hospedero, y que diferencias en el patron de meti-
lacidon podrian explicar las diferencias de la expresién. En este estudio, no se exploraron
los patrones de metilacién de las lineas celulares analizadas, pero s interesante conside-
rar que cuando sc¢ hace ¢l diagndstico de HPV en una muestra clinica, solamente se detec-
ta la presencia del genoma viral, pero nunca se determina si los genes de éste, estan o no
expresandose, ni tampoco se determina la actividad de ¢stos; lo cual pudiera tener impli-

caclones importantes en la cvolucion de la infeccion del HPVY en ¢l tejido cervical.

Finalmente, debido a que los niveles de expresidn y la actividad de los genes virales
varian ampliamente entre si, se dificulta establecer una relacion entre éstos y el estado
fisiologico de las lineas ceiulares o determinar la situacion funcional del virus cn estas

lineas de manera clara.

A pesar de estas diferencias de mveles de expresion en las lineas celulares y entre
genes, las células estdn transformadas o como en el caso de la linea celular C33A la cual
estd transformada sin siquiera estar infectada por HPV. Esto indicaria que los niveles de

expresion de las proleinas E6 y E7, necesarios para iniciar la transformacion maligna son

91



o o - __ _Anatsis del perfil de expresion ded cancer cervical
M. C. vargilio Bocanegra Garcia

muy bajos, 0 que s¢ requiere una susceptibilidad previa dentro de los mecanismos de re-
gulacion celulares, para que pequeftas cantidades de las oncoproteinas E6 y E7 puedan ser
efectivas. Tampoco se descarta que sea necesaria una sene de eventos moleculares poste-
riores para lograr la transformacién maligna, de los cuales la infeccion viral y la interac-
cion de las oncoprotéinas E6 y E7 serian solamente unos de los primeros fendmenos re-

queridos.

Dentro de la biologia estos sistemas, la integracidén del genoma viral en el genoma
celular, v el posterior descontro] de la expresion de los genes virales que ileva a un “se-
cuestro” de las proteinas E6 y E7, penera una situacion desfavorable para el desarrollo
natural del virus, por lo que es evidente que el misma virus se ve afectado al momento en
quc las c€lulas sc transforman, dejando de lado €]l modelo del patogeno que dada al hos-

pedero para favorecer su propia biologia.

Con todo ésto el papel del virus de HPV-16 en el CaCU parece ser un elemento se-
cundario a un desbalance en los mecanismos de regulacién y/o vigilancia celulares, lo que
a su vez favorece la integracidn del virus y hace que la célula sea més susceptible al efec-

to de las oncoproteinas E6 y E7 y lleva a la posterior transformacidn.

En cuanto a los genes E2, E4, v L1 s0lo se observd una variacion en sus niveles de
expresion y actividad en ambos sisternas, pero sigutendo el mismo comportamientn, es-
tando estos mas activos en la linea celular SiHa. Los cfectos v actividad de 1os productos

de estos genes en las células son menos ¢laras que las actividades de E6 v E7.

92



o dnaling def perfif de expres{on del cancer cenyeal
M. C. Vugilio Bocanegra Garcia

5.2. Perfil de expresidn de los genes celulares.

A partir de los experimentos de microarreglos se seleccionaron 18 genes en los tres
sistemas de expresion estudiados, de los cuales 13 fueron validados por RT-PCR semi-
cuantitativa. Estos genes pertenecen a diferentes rutas, de las cuales seis pudieron ser
identificadas, v se describen en el apéndice 1. Sin embargo las rutas donde participan
estos genes son de mecanismos muy diversos, que van desde mecanismos relacionados
con el sistema inmune, hasta rutas metabdlicas, pasando por cascadas de seflalamiento y

formacidn y estabilidad de los micratibulos.

Con relacion a los estudios ya reportados sobre el perfil de expresion del CaCU, en
todos los casos se detectan rutas de sefialamiento diversas alteradas en comparacion a las
diversas mucstras que s¢ usan como control. Nuestro estudio coincide con cl de Ruutu M
y cols del 2002 en que el gen FRAP esti subexpresado, aunque en este trabajo ese gen no
se pudo validar por RT-PCR semicuantitariva. Con relacién a los demds trabajos, todos
reportan modificaciones en genes y rutas de sefialamiento diferentes. Sin embargo, hay
una coincidencia entre los reportes de Nees M y cols 2001, Ruutu M y ¢ols 2002 y Acha-
ry y cols 2000, quienes encuentran al gen NF-kappa B sobrexpresado en los tumores. En
nuestro trabajo también se incluy6 este gen, pero en Jos tres sistcmas estudiados se en-
cuentra dentro de los genes con cambio no significativo. El gen NF-kappa beta esta inve-
lucrado en la generacion de p50, pl0S ¥ en ¢l desarrollo de la apoptosis. En este trabajo

encontramos a los genes mdm2b y a hla-e con baja expresitn en los tres sistemas, lo cual
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es de notar, ya que en otros tumores, Ia expresion de mdm?2b siempre estd elevada, y al
ser una molécula de control de P33, tavorece la desregulacion del ciclo celular; 1a protei-
na hla-e es un molécula de 1dentificacién de las células, si esta molécula no esta correc-
tamente expresads o en las cantidades adecuadas, las células NK lo detectan y eliminan a
las células con esta molécula expresada defectuosamente, segiin nuestros resultados, las

células de CaCU utilizadas deberian de ser muy susceptibles al ataque de los NK.

Es importante recalcar que no solo el papel de las rutas de sefialamiento identifica-
das queda por esclarecer, sino tamhién el papel de los mismos genes, ya que aunque todos
han sido previamente relacionados con cancer en otros tejidos, no se ha determinado el
papel concreto que juegan en cada caso y mucho menos en el caso especifico del CaCU.
Por lo tanto, es necesario que éstos genes sean explorados individualmente con mayor

detalle para poder establecer o descartar un papel importante en ¢l desarrollo del CaCU.

Las variaciones entre los trabajos son debidas en parte a que no se utilizan los mis-
mo sistemas de estudio del transcriptoma, e incluso, los grupos de genes incluidos en los
arreglos estudiados son diferentes; pera también debido & que las alteraciones del trans-
criptoma son muy considerables, no solo en e] impacto sobre la expresién de un gen de-
terminado, sino sobre la cantidad de genes que se alteran en relacion con un tejido no

transformado.

Finalmente, ademas del posible papel que tengan los genes descritos en este rabajo
sabre la hologia del CaCll, un anélisis de la expresion en muestras de displasias seria

muy util para poder determinar si alguno de los genes identificados pueda servir como
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marcador temprano de desarrollo del CaCU o si el efecto en su expresidn sala se da

cuando 1a célula ya ha sido transformada.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

¢ Se implement6 un sistema de cuantificacidn de la expresion de los genes del HFV
mediante la técnica de PCR y qPCR v se determinaron los niveles de expresion de los

genes clave del HHPV-16.

» Se determind la actividad de los genes E4, E6, E6, L1 y L2 de HPV 16, con base a
los resultados de expresidn, en las lineas celulares Caski y SiHa (que tienen integrado el

genoma de HPV-16)

« S¢ analizaron frcs sistcmas de lincas celulares de cérvix en relacion a tejido cervi-

cal normal y se seleccionaron 18 genes con los niveles de expresion mas diferenciados (6

por cada sistema)

¢ D¢ estos genes 13 fueron corroborados por RT-PCR semicuantitativa y s¢ detecta-

ron 6 rutas de sefializacidn celular donde estos genes estan involucrados.

e Se implementd el sistema basico de estudio del transcriptoma (para HPV y celu-

lar) en CaCU,
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CAPITULO VII

PERSPECTIVAS

Es necesario determinar las causas de la elevada expresion de los genes de HPV en
la linea celular Sil{a y en diferentes tejidos de cancer de cérvix para identificar si estas
cambios en los mveles de expresion son debidos a multiplicacion de los genes o a altera-

ciones en la maguinaria transcripeional,

Se deben llevar a cabo un andlisis con un niimero mayor de genes, para poder esta-
blecer posibles relaciones sutiles entre los niveles de expresion de grupos determinados

de genes y el desarrollo del CaCU.
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APENDICE 1

CARACTERISTICAS DE LOS GENES SELECCIONADOS.

Las caracteristicas de los gencs se recopilaron de las bases de datos del internet menciona-

das cn los matcriales y métodos.

Gen six 1 (GC14M059102).

Los genes SIX de los vertebrados son homologos de los genes “sine oculis” de Drosophiia,
los cuales son expresados primariamente en el sistema visual en desarrollo de la mosca. Los
miembros de la familia d¢ genes SIX codifican para proteinas que estan caractenzadas por
un hetcrodominio divergente de unidn al DNA y un dominio SIX rio arriba, el cual puede
estar involucrado en determinar la especificidad de unidn al DNA y en mediar las interac-
ciones proteina - proteina. L.os genes de la familia SIX han mostrado que juegan papeles en
el desarrollo de insectes y vertebrados o han sido implicados en ¢l mantenimiento del esta-
do diferenciado de los tejidos. El pen six-1 se expresa principalmente en tejido muscular
esquelético y liso. Su producto es una proteina de 284 aminoécidos de 32210 Da, cuya fun-
cion parcce cstar involucrada en el desarrollo de tendones y ligamentos (por similitud). Su
localizacidn celular es nuclear y pertenece a la familia de genes SIX/SINE oculis homeo-

box.

109



Gen rab3d (GC19M011296).

E! producto del gen rab3d es una GTPasa Ras-like, la cual es un regulador clave del trans-
porte intracclular de vesiculas durante la cxocitosis. S¢ ha mostrado que las G1Pasas Rab3
son abundantes en las células con rutas de secrecién reguladas v se piensa que confieren la
especificidad de anclaje y fusion durante la exocitosis regulada. A diferencia de otras iso-
formas Rab3, la rab3d esta enriquecida en un nimero de tejidos no neuronales y localizada
en los granulos secretorios en el citoplasma de estas células. La proteina que codifica es de
219 aminoicidos con un peso de 24267 Da. El pen es altamente expresado en granulocitos
de sangre penférica. Se expresa constitutivamente a bajos niveles en todas las lineas celula-
res hematopoyéticas que se han investigado y s activa durante la diferenciacion micloide.
Pertenece a la subfamilia Rab y a la superfamilia de las GTPasas pequefias. Se le ha asocia-
do a tumores de glioma recurrente, tumores metastaticos de colon, tumores de mama, pros-

tata y cerebro.

Gen ptgs2 (GCOIM183879).

El producto de cste gen cs la prostaglandin endoperodxido sintasa (PTGS), también cono-
cida como ciclooxigenasa, que es la enzima clave en la biosintesis de prostaglandinas, y
actua como una dioxigensasa y como una peroxidasa. Existen dos isotipos de [a PTGS: una

PTGS1 que es constitutiva y la PTGS2 que es inducible, las cuales difieren cn su regula-
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cion de la expresidn y en la distribucion en los tejidos. Este gen codifica para 1a PT(S2,
que en los humanos sc expresa en un numero limitado de tipos celulares y cs regulada por
eventos estimulantes especificos, sugiriendo que es responsable de la biosintesis de prosta-
noides, los cuales a su vez estdn involucrados en la inflamacidn y en la mitogénesis. La
expresion de este pen estd desregulada en tumores epitehales. PT(GS52 un potente mediador
de la inflamacion y mitogeno y juega un papel menor en la carcinogénesis colorectal, se
sobrexpresa en carcinoma de células escamosas de la cabeza y el cuello, y putativamente ha
sido involucrada en la respuesta del tejido tumoral a la necrosis. Otra de sus funciones es
como transportador de glectrones, ya que ¢s una dxidorreductasa. PIGS2, de 604 aminod-
cidos, y 68,996 Da de masa molecular, participa en el primer paso en la formacién de pros-
taglandinas y tromboxanos. Se le encuentra asociada a membrana de los microsomas. Su
expresion se induce por la presencia de citocinas y mitogenos. Fista enzima es el blanco de
los antiinflamatcrios no esteroideos como la aspirina. Pertenece a la familia de protagland-
na G/H sintasa. Se le ha encontrado sobreexpresada en carcinomas de células escamosas de
cabeza y cuello y en retinohlastoma, en adenocarcinomas de colon y tumores mamarios. En

la figura 39 sc obscrva un esquema de las rutas en las que participa.
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PGE
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Figura 39. Rutas metaboélicas donde participa el gen ptgsZ, también denominado COX2. Marcado con
un circulo rojo se localiza el gen ptgs2 en la esquina superior derecha. Como puede observarse es uno de los
elementos iniciales que participa en una cadena de reacciones que termina en muchos efectos como dolor,
fiebre, vasodilatacion, contraccion uterina, contraccion del musculo liso, vasoconstriccion, activacion de
plaguetas y coagulacion. www.biocarta.com

Gen mdm2c¢ (GC12P067488).

El producto del gen mdm2c es una fosfoproteina nuclear con una masa molecular aparente
de 90 kd que forma un complejo con p53. El mdm2 humano fue identificado como un pro-

ducto homélogo del gen “murine double minute 2” del ratén. El gene mdm2 aumenta el
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potencial tumorigénico de las células cuando estd sobreexpresado y codifica para un factor
de transcripeién putativo. La formacion de un complejo fuerte con el gen p33 pucde inhibir
la transactivacién mediada por pS3. MDM2 se enlaza a p53 y la amplificacion de MDM?2
en sarcomas llcva a un escape del control de crecimicento regulado por pS3. Este mecanismo
de tumorogénesis paralelo al de los tumores inducidos por virus en los cuales los productos
de los oncogenes virales se enlazan e inactivan funcionalmente a p53. La sobreexpresion
del oncogen mdm?2c se encontrd en leucemias. La inactivacion de los genes supresores de
tumor llcva a una desregulacion de la proliferacion celular y ¢s un factor clave cn la tumo-
rogénesis humana. MDM?2 interactia fisicamente y funcionalmente con la proteina RB y
puede inhibir su capacidad de regulacion de crecimiento. Tanto la proteina p53 como RB
pueden ser sujetas de regulacidn negativa por el producto de un solo protooncogens celular.
El gen mdm sufre empalme alternativo produciendo 5 variantes de transcrito a partir del
gen completo. Los transcritos alternativos tienden a ser expresados en tejido tumoral, mien-
tras que el mdm2 completo es expresado en tejido normal. Su funcion principal es como
punto de control en G1 para la superviviencia celular. Su expresion estd amplificada en
sarcomas humanos, en gliomas malignos, angiosarcomas, liposarcomas bien diferenciados
y en astrocistoma anapléstico v en linfomas difusos de células B. Se encuentra sobreexpre-
sado cn lcucemias. En la figura 40 s¢ mucstra un diagrama de las rutas de sefialamiento en

las que participa.
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Figura 40. Rutas donde participa el gen mdm2c¢ en el ciclo celular. El gen mdm2 interactia con p53 y la
inactiva, previniendo con esto las funciones de p53. También capacidad de bloquear las funciones de Rb.
Debido a que tiene efectos de regulaciéon negativa sobre dos de los principales controladores del ciclo celular
a este gen se le ha relacionado con muchos procesos de desarrollo de cancer. www.biocarta.com

Gen hla-e (GC06P030563).

El hla-e pertenece a la clase [ de HLA de pardlogos de cadenas pesadas. Esta clase I de mo-
lécula es un heterodimero que consiste de una cadena pesada y una cadena ligera (beta-2
microglobulina). La cadena pesada esté anclada a la membrana. La proteina hla-e se enlaza
a un subgrupo de péptidos derivados de los péptidos lideres de otras moléculas clase I. La
cadena pesada es de aproximadamente 45 kDa y su gen contiene 8 exones. El exén uno

codifica para el péptido lider, los exones 2 y 3 codifican para los dominios alfa 1 y alfa2,
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los cuales se enlazan al péptido, el exon 4 codifica para el dominio alfa 3, el exén 5 para la
region transmembranal y los exones 6 y 7 para la cola citoplasmatica. Se localiza en la
membrana plasmatica y su funcion parece tener caracteristicas estructurales que le confie-
ren especificidad para el enlace con el péptido a presentar en correlacion con la unién de un
péptido lider de la clase | de MHC. También juega un papel central en la inmunotolerancia
durante el embarazo temprano, modulando la produccién de citocinas de células dendriticas
generadas de monocitos durante las primeras etapas del embarazo. La expresion de este gen
y la interaccion de su producto con el receptor CD94/NKG2 de las células NK, evita que
las células sean atacadas por ellos. La proteina es de 358 aminodcidos con un peso de

40130 Da. En la figura 41 se muestra un diagrama esquemadtico de su funcién como marca-

dor de membrana.
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Figura 41. Esquema donde se muestra la funcién de hla-e. Este marcador de membrana debe interactuar
con el receptor CD94/NKG2 para evitar que este ataque a la célula. Las células que no presentan la proteina
hla-¢ son atacadas por perforinas del NK. www.biocarta.com



Gen bripl (GC17M060234).

La proteina codificada por este gen es un miembro de la familia RecQ DEAH helicasa e
interactia con las repeticiones BRCT del BRCAL1. El complejo unido es importante en la
funcién normal de reparaci6n de rupturas de la doble hebra de BRCA1. Al igual que el gen
BRCAL, este gen puede ser un blanco de mutaciones inductoras de cancer de linea germi-
nal. Mutaciones en este gen han sido asociadas a cancer de mama. En la figura 42 se obser-

va un diagrama esquematico de su participacion en la ruta de seflalamiento del BRCAL.
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Figura 42. Dibujo esquematico de la funcién del gen BRCAL. Para que BRCAI sea activo este tiene que
interactuar primero con bripl para que sea funcional y pueda participar en el resto de la cascada de reaccio-
nes. www.biocarta.com
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Gen rab27B (GC18P020644).

Este gen codifica para una proteina de 218 aminoacidos con un peso de 24608 Da. Esta
proteina se encuentra asociada a membrana, y pertenece a la superfamilia de pequerias
GTPasas, de la subfamilia RAB. También se encuentra en granulos del citoplasma. Su ex-
presion primaria es en testiculos. Juega un etecto clave de exocitosis de granulos citotoxi-
cos, vesiculas de transporte y en la dinamica de organelos, manejando el transporte y fusion

de vesiculas con sus receptores de membrana apropiados.

Gen emk-1 (GC11P063382).

I.a proteina EMK (L:1.KI. motif kinasa) es miembro de una pequeiia familia de protein cina-
sas ser/thr involucradas en el control de la polandad de la célula, estabilidad de microtdbu-
los v cancer. Varias clonas de DNAc han sido aisladas que codifican dos isoformas de la
protein cinasas scr/thr EMK1. Estas isoformas fueron caracterizadas por la presencia de un
exon alternativo de 162 pb que da lugar a dos formas, una que contiene el exén y otra que
no. Ambas formas se encontraron coexpresadas en un numero de lineas celulares seleccio-
nadas y muestras de tejido. L.a EMK| humana mostrd estar codificada por un solo mRNA

que se expresa de mancra ubicua.
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Gen pppéce (GC16P030126).

Este gen produce una proteina de 307 aminoacidos con un peso de 35080 Da. Puede estar
involucrado en la organizacion de microtubulos. Se localiza en el citoplasma y en el nicleo,
as{ como en los centrosomas. Pertenece a la familia PPP de fosfatasas, de la subfamilia PP-
X. Putativamente involucrada en la regnlacion de la mitosis. Se localiza en el citoplasma,
¢itoesqueleto, microtiibulos, y centrosomas. Varias translocaciones de este gen han sido

ascciadas con leucemia agua.

Gen statSb (GC17M040726).

I.a proteina codificada por este gen es un miembro de la familia STAT de factores de trans-
cripcidn. En respuesta a citocinas y a factores de crecimiento, los miembros de fa familia
stat son fosforilados por el receptor asociado a cinasas, y luego forman homo o heterodime-
1os gue se van al nacleo celular donde actdan como activadores transcripeionales. Esta pro-
teina media la sefial de transduccion activada por varios ligandos celulares tales como la
[L2, IL4, el CSF1 y difcrentes hormonas de crecimiento. Se ha demostrado que esta involu-
crada en diversos procesos biclogicos, tales como sefialador de TCR, en la apoptosis, en el
desarrollo de las glandulas marnarias en los adultos, y en el dumorfismo sexual de la expre-
sion genética del higado. Iiste gen se encontrd que se fusiona al receptor alfa del 4cido reti-
noico (RARA) en un pequefio subgrupo de leucemias promielociticas agudas (APLL). La
desregulacion de las rutas de sefialamiento mediadas por esta proteina puede ser la causa de

APLL. La proteina es de 786 aminoacidos con un peso de 89880 Da. Funciuna ¢n [a trans-
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duccion de sefiales y activacion de la transcripcion. Se localiza en el nicleo, llevada ahi en
respuesta a fosforilacion. Es reprimida por NCOR2. En la figura 43 se observa un diagrama

esquematico de su participacion en las cascadas de sefialamiento.

Ruta del receptor
de ia Insulina

Proteina G

Figura 43. Dibujo esquemitico que muestra las mdltiples rutas de seiialamiento donde participa la
proteina stat5. Stat5 puede actuar como monémero o como dimero, la fosforilacién promueve la dimeriza-
cién. Su accion es como factor transcripcional direactamente sobre el DNA. www.biocarta.com
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Gen rab23 (GC06M057100).

Codifica para una proteina de 237 aminoacidos, de 26659 Da de peso. Pertenece a la super-

familia de GTPasas pequefas de la familia Rab considerandosele un protooncogen.

Gen frapl. (GCOIMO10876).

I.a proteina codificada por este gen pertenece a la familia de las cinasas relacionadas a fos-
fatidilinositol cinasa. Estas cinasas median respucstas celulares a estrés tales como dafio al
DNA vy falta de nutrientes. Esta proteina actia como el blanco del FKBP12-rapamicina que
arrestan el ciclo celular y genera efectos inmunosupresivos. El gene CDT6 esta localizados
en un intron de este gen. L.a proteina es de 2549 aminoacidos de 288888 Da. Se considera

un anti-oncogen. Llevaa Gl en la progresion del ciclo celular.
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