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Global expression analysis
in uterine cervical cancer:
Metabolic pathways and altered genes

ABSTRACT

High risk human papillomavirus (HPV) infection is consid-
ered to be the most important etiological factor of Cervical
Uterine Cancer. In order to determine the global expression
pattern and to identify possible molecular markers of cervical
cancer, cDNA arrays with probe sets complementary to 8,000
human genes were used to examine the expression profiles
among 5 cell lines derived from human cervical cancer, three
HPV16(+) tumor samples and three normal cervical tissues
HPV(-). The levels of expression of different cellular processes
were identified. Hierarchical clustering was performed and the
gene expression using RT-PCR was confirmed. Two genes
were found to be consistently overexpressed in invasive cervi-
cal cancer biopsies; one of them, IL-6 was previously reported
to be overexpressed in cervical cancer and one novel gene,
MMP10, previously not known to be related to cervical cancer.
Hierarchical clustering of the expression data revealed that
samples with common HPV type infection grouped together,
maybe this could mean that differences between HPV types
could be indirectly determined by expression profiles.

Key words. HPV. Uterine cervical cancer. Microarrays. Ex-
pression.

INTRODUCCION

El carcinoma cérvico uterino (CaCU), representa
la segunda causa de mortalidad en poblacién femeni-
na a nivel mundial,! y es una las principales causas
de muerte en la poblacién femenina mexicana. Este
tumor representa mas de 24% de todas las neopla-

RESUMEN

La infeccion por virus de papiloma de alto riesgo (VPH) es
considerada como el factor etiol6gico mas importante del can-
cer cérvico uterino (CaCU). Con el fin de determinar el patrén
de expresion global e identificar algunos posibles genes marca-
dores del CaCU, se utilizaron microhileras de DNA que conte-
nian 8,000 secuencias que codificaban para transcritos dife-
rentes, para estudiar los perfiles de expresidn de cinco lineas
celulares derivadas de CaCU, tres muestras tumorales conte-
niendo VPH16 y tres muestras normales negativas para la
presencia de VPH. Se identificaron los niveles de expresion de
genes relacionados con diferentes rutas metabdlicas. Se llevo a
cabo el andlisis de agrupamiento jerarquico y posteriormente
se confirmé la sobrexpresion de dos genes mediante RT-PCR.
Estos dos genes se encontraron sobrexpresados en biopsias
tumorales cervicales. Uno de ellos, el gen de IL6, que ha sido
previamente reportado en relacion con CaCU, asi como el gen
de la matriz-metaloproteasa 10 (MMP10) por primera vez re-
lacionado con esta neoplasia. El analisis de agrupamiento je-
rarquico, ademas, revel6 que las muestras que contienen el
mismo tipo viral estan asociadas, sugiriendo posibles diferen-
cias en expresion entre tipos virales.

Palabras clave. VPH. Cancer cérvico uterino. Microhileras.
Expresion.

sias malighas reportadas en México, haciendo de
esta neoplasia uno de los problemas de salud mas
graves en México.2

En diferentes reportes de tipo epidemioldgico, se
han determinado diversos factores de riesgo asocia-
dos al desarrollo del CaCU, como el nimero de pare-
jas sexuales, inicio temprano de vida sexual activa,

Revista de Investigacion Clinica / Vol. 57, Nim. 3 / Mayo-Junio, 2005 / pp 434-441


http://www.medigraphic.com/medi-artemisa
http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm

multiparidad, etc.3* Sin embargo, el factor etioldgico
mas importante para el desarrollo del CaCU es la in-
feccion con virus de papiloma humano de alto riesgo
(VPH-AR)>8 principalmente los tipos 16 y 18.°

Se ha demostrado que los genomas de los VPH-
AR usualmente se integran al genoma de la célula
hospedera. Esta integracion se realiza en diversos si-
tios, algunos de ellos cercanos a oncogenes especifi-
cos o sitios fragiles, sugiriendo que este evento pue-
de tener un papel importante en el desarrollo de los
tumores cervicales.1°

La propiedad oncogénica principal de las protei-
nas virales E6 y E7 es su capacidad de inactivar a
las proteinas celulares supresoras de tumor pRB y
p53,11:12 respectivamente, permitiendo asi la trans-
formacion e inmortalizacion de las células infecta-
das. La inactivacién de los genes supresores de tu-
mor, ya sea por mutaciones génicas 0 por presencia
de virus genera la desregulacion del ciclo celular y
la activacion de varios protooncogenes.!? Estas inte-
racciones no han sido totalmente estudiadas!* y se
desconoce, por lo tanto, el comportamiento global
del CaCU.

En el presente trabajo fueron utilizadas microhi-
leras de expresion (DNACc) para explorar el compor-
tamiento global de la expresiéon génica en el CaCU.
Los patrones de expresion de las diferentes rutas
metabdlicas estudiadas permiten observar que éstas
en general, se encuentran modificadas en el proceso
de carcinogénesis cervical con respecto a su contra-
parte normal.

MATERIAL Y METODOS

Las lineas celulares HelLa (VPH18), SiHa
(VPH16) y CaSki (VPH16) se crecieron en el medio
de cultivo de Dulbecco. Por otro lado, es importante
mencionar que aunque el HPV18 ha sido asociado
preferencialmente con adenocarcinomas, también ha
sido encontrado en carcinomas escamosos del cer-
vix.1® Otras lineas celulares utilizadas en este traba-
jo: CALO e INBL que presentan HPV18 derivan de:
un carcinoma escamoso invasor del cervix estadio
1B y de un carcinoma escamoso invasor estadio IVA,
respectivamente.1® En el presente trabajo se obtuvie-
ron ocho tejidos posmortem del cervix uterino, sin le-
sion, de mujeres premenopausicas, cuya muerte no
estuvo relacionada con procesos ginecolégicos, y sin
presencia de miomatosis uterina, del Departamento
de Patologia del Hospital de Oncologia, CMN Siglo
XXI. Los tejidos invasores (ocho muestras) fueron ob-
tenidos a través de biopsias guiadas por colposcopia
de la lesién tumoral de mujeres premenopausicas en

el Centro Nacional de Displasias del Hospital Gene-
ral de México, S.S. Todos los procedimientos descri-
tos han sido evaluados y aprobados por el comité lo-
cal de ética del Hospital de Oncologia del Instituto
Mexicano del Seguro Social y las muestras invasoras
fueron tomadas bajo el consentimiento de las pacien-
tes previamente informadas. Todas las muestras se
dividieron en tres secciones, la parte media se conge-
16 en nitrégeno liquido y se almacend a -70 °C hasta
su uso. Los extremos de la biopsia fueron fijados en
etanol al 70% e incluidos en parafina. A diferentes
cortes histolégicos de los extremos de los tejidos fija-
dos y embebidos en parafina se les realizé la tincion
de hematoxilina/eosina con el fin de confirmar la pre-
sencia de al menos 80% de células tumorales presen-
tes en la biopsia. Mediante estos cortes, también se
realiz6 la clasificacion del tumor. Todas las mues-
tras invasoras fueron diagnosticadas como lesiones
escamosas.

Tanto el DNA como el RNA fueron extraidos de
las lineas celulares, asi como de los tejidos congela-
dos con trizol (Life Technologies, Grand Island NY
USA). Con el fin de determinar el tipo viral presente
en las muestras o bien la ausencia del virus en las
muestras normales, el DNA de cada una de éstas fue
sometido a reaccién en cadena de la polimerasa o
PCR utilizando los oligonucleétidos consenso MYQ9/
MY11 y secuenciacion automatizada de DNA.

El RNA fue tratado con RNAse-free DNAse | (Am-
bion Inc). La concentracion de RNA total fue deter-
minada por absorbanciay la integridad del acido nu-
cleico fue confirmada por electroforesis. EI RNA
mensajero se aislé de HelLa, SiHa, CaSki, CalLO,
INBL, de tres muestras normales (N03, N11, N22) y
de tres muestras tumorales VPH16 (T07, T31y T64)
mediante el kit Polyatract Isolation System Il (Pro-
mega Madison, WI), desafortunadamente del resto de
muestras tumorales y normales no se obtuvo la can-
tidad de mensajero necesaria; de ahi que éstas fue-
ran utilizadas para realizar RT-PCR. Sin embargo,
es importante mencionar que en la actualidad aun
no existe publicado ningun método estadistico que
permita definir un tamafio muestral especifico para
un analisis por microarrays; y el nUmero de mues-
tras que utilizamos en este manuscrito es similar al
que se utilizan en diversos articulos publicados en
donde usan la misma tecnologia. Los RNAs mensaje-
ros se cuantificaron utilizando el VersaFluor Fluoro-
meter (BioRad). Los DNAc marcados fueron obteni-
dos por la reaccion de transcripcion reversa acoplada
a PCR o RT-PCR a partir de 800 ng de ARNm en
presencia de (a-33P) dATP utilizando el kit cDNA La-
beling Ambion Advantage System (Ambion Inc,
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USA). Se realiz6 la hibridacion de las microhileras
gue contienen 8,400 clonas por duplicado (ULTRA-
rray Advantage System, Arrays and Hibridization,
Ambion Inc, Austin Tx) siguiendo las instrucciones
del fabricante.

La imagen de las microhileras de DNAc se capturd
digitalmente mediante el STORM 860 phosphorima-
ger/fluorimager (Molecular Dynamics, Buckingha-
mshire UK). Una vez capturadas las imagenes,
éstas fueron analizadas y normalizadas con el
paquete ArrayVision Software 8.0 rev 4 y LOESS
(Imaging Research Inc, USA). Se realiz6 un corte
asignado en los datos, en donde aquellos datos que
tuvieran un nivel de expresion menor a 0.5, no fue-
ran tomados en cuenta como sobrexpresados. Las
muestras fueron normalizadas contra la mediana de
las muestras control (tres muestras normales VPH(-
)). La medicién de cada gen de las muestras experi-
mentales se hizo dividiendo el valor de muestra entre
la mediana de ese gen en su muestra control corres-
pondiente. Con el fin de visualizar los niveles de ex-
presion de los genes en las diferentes muestras, se
realizé un agrupamiento o cluster jerarquico utili-
zando el programa J-Express disponible de manera
gratuita en la red (www.molmine.com) y el dendro-
grama se visualizé con el programa Treeview.

Con el fin de entender el comportamiento biolégico
del CaCU, se utiliz6 la base de datos Gene Ontology
(http://www.ebi.ac.uk/GOA/) con el fin de clasificar
a los genes en diferentes rutas metabdlicas. Cada
gen presente en el microarreglo fue asociado con su
correspondiente numero de Unigene (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov), y tanto los datos de expre-
sion como los nimeros de Unigene se integraron en
el website de Gene Ontology (http:/Amww.geneontology.org)
y se procedio6 a realizar el analisis. Finalmente se ob-
tuvo para cada uno de los genes el Cédigo de Gene
Ontology para procesos biolégicos, es decir, se obtu-
vieron las anotaciones funcionales de los genes que
componen el arreglo. El programa de Hierarchical
clustering (Gene Cluster v2.11) y el programa de vi-
sualizacion (Tree View v1.50) fueron utilizados para
graficar los analisis de cada una de las rutas (http://
rana.lbl.gov/Eisensoftware.htm) (Figura 1). Poste-
riormente se realizé un analisis de medianas. Este
se hizo de la siguiente manera: de cada gen a estu-
diar se obtuvo la mediana de las muestras tumorales
y de las lineas celulares y ésta se compard contra la
mediana de las muestras normales VPH(-). Se hizo
una sumatoria del total de las medianas de los ge-
nes que componen cada ruta metabolica estudiada y
asi se obtuvo el comportamiento global de la expre-
sion en estas mismas.
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Figura 1. Agrupamientos jerarquicos: A) Patron de expresion de
8,000 genes en ocho muestras. Las columnas indican a las muestras y los
renglones a los genes. Cada celda en la matriz representa el nivel de ex-
presion de un transcrito individual comparado con la mediana de ese
transcrito en las muestras normales; se indican los niveles de expresion
hacia arriba y hacia abajo del normal con rojo y verde, respectivamente,
para ese gen a lo largo de todas las muestras. La saturacion del color es
proporcional a la magnitud de la diferencia del normal. B) Agrupamiento
formado con genes que codifican para interleucinas o bien que son regula-
dos por éstas. C) Cluster enriquecido con genes implicados en metasta-
sis. Las flechas azules sefialan a los genes que fueron utilizados para la
validacion de la expresion por RT-PCR.

Para obtener los DNAc; 200 ng de RNA total de
cinco tejidos normales (obtenidos posmortem), las li-
neas celulares y de cinco muestras tumorales (obteni-
das del Centro Nacional de Displasias del Hospital
General de México, S.S.) fueron sometidas al uso del
estuche de RT-PCR Access System (Promega, Madi-
son, WI1). Los oligonucleétidos para los genes de inte-
rés fueron disefiados utilizando el programa Bio-
tools de Integrated DNA Technologies (http://
biotools.idtdna.com/gateway). Para la amplificacion
de los siguientes transcritos: Matriz metaloproteasa
10 (MMP10), 509 pb TM =60 °C (5’-CATTCAGTCTC-
TCTACGGACCT-3’), (5'-CAGCTATTAGTCTAGGGA-
AGCC-3’). Interleucina 6 (IL6), 621 pb: TM = 55 °C
(5’AGTTGCCTTCTCCCTGG3’) (5'TGAGGGCTCTT-
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GGGCAAAT-3’), y B-actin (5’-TGAAGTCTGACGT-
GGACATC-3") (GTTCGTTCCTCATACTGCTCA-3’)
243 pb, TM = 55 °C. Las condiciones de la RT-PCR
fueron las siguientes: 48 °C durante 45 miny 94 °C
por dos min. Seguido por 94 °C por 30 seg (la TM
°C especifica para cada par de oligonucleétidos) du-
rante un min, y 68 °C por dos min en un total de 25
ciclos seguido por un ultimo paso de 68 °C durante
siete min. Los productos se visualizaron en geles de
garosa al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio, y las
imagenes se capturaron utilizando Eagle Eye System
(Stratagene, La Jolla, Ca). Los tamafios de los pro-
ductos fueron determinados por comparacion con un
marcador de 100 pb (GeneRuler, MBI Fermentas).

RESULTADOS

Con el fin de estudiar el transcriptoma del cancer
cervical, en el presente trabajo iniciamos con la defi-
nicion de los patrones de expresion de lineas celula-
res derivadas de CaCU y de tres muestras de CaCU
positivas para VPH16, comparando las medianas de
los valores de expresion de las lineas celulares y teji-
dos enfermos con la mediana de los valores de expre-
sion del cervix normal negativo para secuencias de
VPH. De este andlisis, se lograron agrupar los ge-
nes estudiados en genes sobrexpresados, suprimidos
y aquellos que no tuvieron cambios en los valores de
expresion con respecto a tejidos normales.

Con el fin de identificar patrones de expresidn gé-
nica que se modificaran en las muestras utilizadas,
se realizé de primera instancia un andlisis de tipo de
agrupamiento jerarquico con una matriz de visuali-
zacion seudocoloreada.'” En dicho agrupamiento o
cluster jerarquico, el eje “Y” agrupa genes con nive-
les de expresion similar y en el gje “X” agrupa mues-
tras con expresion similar. Por otro lado, la matriz
coloreada del “cluster” permite que la sobreexpresion
génica sea facilmente identificada cuando se compar-
te entre lineas celulares y muestras (puede visuali-
zarse como un renglén coloreado en rojo). Esto signi-
fica que estos genes pueden ser potencialmente
utilizados como marcadores. Una propiedad notable
de los datos estudiados fue que las muestras y tumo-
res infectados con el mismo tipo de VPH se agrupan
en dos ramas distintas en el dendrograma (Figura
1a): es decir, que las lineas celulares SiHa y CaSki
(VPH16) y las muestras tumorales VPH16(+) TO07,
T31y T64, asi como las lineas celulares VPH18(+)
(INBL, HelLa, CaLO) fueron segregadas en dos ra-
mas terminales independientes en el cluster.

Por otro lado, se identificaron grupos de genes in-
volucrados en procesos celulares especificos, la varia-

cion en sus niveles de expresion podria reflejar las
diferencias en la actividad de estos procesos en
las distintas muestras estudiadas. Por ejemplo, en la
figura 1b todos los genes identificados pertenecen a
los de las interleucinas. En otro cluster no mostrado,
las muestras estudiadas reflejan una sobrexpresion
de los genes caracteristicos de células epiteliales, no
asi en los genes pertenecientes a estroma; haciendo
notar que las células estudiadas son de origen epite-
lial y que las biopsias estan compuestas en su mayo-
ria por células epiteliales.'® Asi, este cluster esta
constituido por componentes complejos adherentes,
moléculas de adhesidn célula-célula, e intercambiado-
res de sodio.*®

En la figura 1c se muestra un cluster especifico
para genes involucrados en metastasis, como las me-
taloproteasas, las integrinas involucradas en la ar-
quitectura celular, asi como inhibidores de protea-
sas.

Debido a que uno de los propositos de este traba-
jo era encontrar genes que pudieran estar asociados
al CaCU, los 15 genes que estuvieran mayormente
sobrexpresados en todas las muestras y los 15 genes
suprimidos en todas las muestras se seleccionaron
para elaborar una tabla basada en aquellos genes
con sobrexpresion o subexpresion > 4 veces con res-
pecto al normal (Cuadro 1.)

Expresion de procesos celulares

Con el fin de estudiar la variacion de los niveles de
RNAm en diferentes rutas metabdlicas, utilizamos
la base de datos de Gene Ontology para identificar
grupos de genes presentes en nuestras microhileras
gue estuvieran involucrados en procesos celulares es-
pecificos. Estas variaciones se presentan en una gra-
fica de barras (Figura 2). En general puede obser-
varse que todos los procesos celulares mostrados se
encuentran preferencialmente sobrexpresados, sien-
do los mas afectados los procesos de ciclo celular y
los pertenecientes al grupo de metabolismo de farma-
cos. Cabe mencionar que la linea celular HelLa
muestra un patron de sobrexpresion muy diferente a
las otras lineas celulares con VPH18. El resto de las
rutas presenta cambios muy discretos.

Confirmacion de la sobrexpresion
de genes en CaCU por RT-PCR

Para validar la expresion diferencial del gen IL6,
previamente identificado como posible marcador de
CaCU y MMP10 como un nuevo posible gen marca-
dor, ambos obtenidos a partir del cluster jerarquico,
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Cuadro 1. Genes mayormente sobrexpresados y suprimidos en el cancer cérvico uterino.

Nombre del gen Unigene ID tumoral/normal

Genes sobreexpresados

CDP-diaciglicerol sintetasa Hs. 152981 493
Periplakina Hs. 74304 487
Proteina ribosomal S6 cinasa 60 kD, polipéptido 2 Hs. 10081 462
Proteina ribosomal S6 cinasa 70 kD, polipéptido 4 Hs. 105584 441
Proteina KIAA0143 Hs. 84087 426
2' 5 oligoadenil sintetasa 1 Hs. 82386 485
Inhibidor de metaloproteasa 1 Hs. 5831 419
Matriz metaloproteasa 9 Hs. 151738 448
Integrina alfa 8 Hs. 91296 445
Catepsina L2 Hs. 87417 444
Matriz metaloproteasa 2 Hs. 367877 433
Catepsina B Hs. 297939 428
Proteasa alfa inhibidora de serinas Hs. 173594 5.62
Matriz metaloproteasa 10 Hs. 2258 458
Interleucina 6 Hs. 512234 5.04

Genes suprimidos

Miembro C1 de la familia de aldo-keto reductasa Hs. 306098 0.01
Kiruneninasa Hs. 169139 0.01
Receptor nuclear de la proteina 1 Hs. 155017 0.01
Grancalcina Hs. 79381 0.01
Caderina 5 tipo 2, caderina VE Hs. 76206 0.01
Caderina 6 tipo 2, caderina 2K Hs. 32963 0.01
Sialoproteina de union a integrina Hs. 121552 0.01
Proteasa inhibidora de serina B Hs. 41072 001
Proteasa inhibidora de serina A Hs. 41072 001
Neutrdfilo elastasa 2 Hs. 99863 0.01
Receptor de interleucina 18, 2 Hs. 159301 0.01
Homeobox 1B Hs. 34871 0.01
Proteina homeobox 5 Hs. 2551 0.01
Proteina ribosomal S6 cinasa, 90 kD, polipéptido 3 Hs. 173965 0.01
Gen de fusién a ALL 1 del cromosoma 1q Hs. 75823 0.01
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Figura 3. Corroboracion de la
expresion de IL6 y MMP10 en li-
neas celulares y tumores cervica-
les mediante RT-PCR. Cien ng de
RNA total fueron utilizados para la
RT-PCR. Las muestras utilizadas
fueron: 1) control negativo sin
RNA, 2) Hela, 3) INBL, 4 ) CaLO,
5) SiHa, 6) CaSki, 7) muestra tu-

621 pb

509 pb

243pb

moral #T04, 8) muestra tumoral #T12, 9) muestra tumoral #724, 10) muestra tumoral #T43, 11) muestra tumoral #T45, 12) muestra normal VPH- #N07,
13) muestra normal VPH- #N11, 14) muestra normal VPH- #N20, 15) muestra normal VPH- #N23, 16) muestra normal VPH- #N25. El marcador de peso

molecular utilizado fue de 100pb.

se utilizaron dos diferentes métodos de analisis. El
primer método utilizado fue la base de datos “Gene to
Tag” que realiza la imagen del experimento de tipo
northern blot virtual (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Unigene/). En esta aplicacion se hibridaron virtual-
mente cada uno de los dos transcritos estudiados
(IL6 y MMP10) contra todas las librerias de expre-
sion de lineas celulares y tejidos existentes en la
base de datos. De manera interesante, los dos genes
hibridaron y mostraron sobrexpresién en los tejidos
de carcinoma de colon, adenocarcinoma de estdbmago
y carcinoma de mama (resultados no mostrados).
Con la informacion obtenida del experimento ante-
rior se procedio a realizar experimentos de RT-PCR
en las células HelLa, CaLO, INBL, SiHa, CaSki, en
cinco tejidos normales VPH(-) y en cinco biopsias tu-
morales del cervix. Los resultados de estos experi-
mentos mostraron que hay sobrexpresion de las li-
neas celulares y de las muestras tumorales con
respecto al epitelio normal (Figura 3).

DISCUSION

Con el fin de identificar marcadores potenciales y
alteraciones moleculares particulares del cancer cér-
vico uterino, utilizamos microhileras de DNAc para
determinar los niveles de expresién de mas de 8,000
genes en cinco lineas celulares derivadas de CaCU,
tres biopsias de CaCU positivos para VHP16 y tres
tejidos cervicales normales negativos para VPH.

Como se esperaba, el dendrograma generado por
el agrupamiento jerarquico y los niveles de expre-
sion génica de las muestras, dieron como resultado
la identificacién de dos subgrupos de genes corres-
pondientes al tipo viral presente en las muestras.
Otros genes identificados como sobrexpresados (datos
no mostrados) son la inosina monofosfato deshidroge-
nasa, el factor de necrosis tumoral (TNF) y la metil-
transferasa 1. Estos s6lo se encontraron sobrexpresa-
dos en las muestras con VPH16, por lo que es posible
gue la expresion de éstos y otros genes adicionales

permitiera determinar las diferencias especificas en-
tre los tipos virales 16 y 18. Sin embargo, estos re-
sultados son aun preliminares y estan pendientes es-
tudios adicionales que permitan establecer su
significado funcional.

Con el fin de conocer las diferencias en expresion
de procesos celulares especificos de las muestras es-
tudiadas, se identificaron algunos grupos conforma-
dos por genes caracteristicos de rutas metabdlicas y
utilizando una grafica de barras se mostraron los ni-
veles de expresion (sobrexpresion o supresion) de las
muestras estudiadas con respecto a su contraparte
normal, este analisis se logré utilizando la base de
Gene Ontology. El Gene Ontology Consortium (GO)
es un proyecto internacional cuyos resultados estan
accesibles en la red. Podemos mencionar entre otros
aspectos que la base de datos GO muestra un grupo
de términos bien definidos y relaciones entre ellos,
con lo cual podemos interpretar el papel de un gen en
particular, producto de un gen o un grupo de produc-
tos de genes involucrados en la patogénesis. El anali-
sis GO organiza a los genes en tres ontologias separa-
das que comprenden procesos biolégicos, componentes
celulares y funciones moleculares. Uno de los factores
mas importantes es que agrupa diversas bases de da-
tos. Su estructura permite que los genes tengan asig-
nadas propiedades en diferentes niveles, dependiendo
de cuanto se sabe sobre el producto de ese gen. De ahi
qgue actualmente sea una de las herramientas mas
importantes para el andlisis de datos obtenidos por
microhileras.?°

El grupo de genes propios de células epiteliales
estd conformado por: periplakina, desmoplakina,
junction plakoglobina, y claudina 4, entre otros; no
presenta cambios en los niveles de expresién en las
diferentes muestras, sugiriendo que estos trans-
critos se originaron en células tumorales con carac-
teristicas epiteliales similares. El grupo de genes de
proliferacion y de ciclo celular basicamente estan
compuestos por productos que son necesarios para
la progresion a través del ciclo celular, para procesa-
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miento de RNA y maquinaria de traduccién y mar-
cadores para identificar células en proliferacion.?! En
el grupo de proliferacion los transcritos se expresan
de manera semejante entre las muestras infectadas
con los tipos virales 16 y 18, mientras que los de ci-
clo celular muestran un alto grado de sobrexpresion
en las muestras VPH16 y una supresion en las
VPH18; excepto en CaLO que muestra un patron si-
milar a VPH16. Esto ocurre también en el grupo de
“metabolismo de farmacos”, que esta conformado
principalmente por genes que acttan en la regula-
cion del estado “redox” en las células y en transpor-
tadores de diferentes compuestos; en este grupo el
aumento en la abundancia relativa de estos trans-
critos en las células VPH16 y en CaLO puede estar
indicando una seleccion para la resistencia a farma-
c0s.?? Este resultado puede sugerir que los genes de
respuesta a farmacos son activados en presencia del
VPH16 en las pacientes.

El grupo denominado de componente tumoral,
estd compuesto por genes tales como: homologo de
homeobox 2, proteina de tumor D52 y la H2A miem-
bro L, que son genes que han sido frecuentemente
mencionados de tener alterada su expresién en di-
versos tipos de tumores y que el GO les ha asignhado
esta categoria.

Como se esperaba, en el grupo de transcritos que el
programa Gene Ontology clasificé como genes perte-
necientes a procesos estromales tales como: proteina
de membrana epitelial 1, trombospondina 1, Calponi-
na 3, caldesmonina 1y el coladgeno tipo IV alfa 1, en-
tre otros; los tejidos tumorales muestran un incre-
mento en su expresion probablemente debido al
componente de estroma presente en el tumor. Sin em-
bargo, SiHa y CaSki presentaron el mismo incremen-
to, esto pudiera explicarse debido a la presencia de
transcritos de un gran grupo de genes de colageno.

El grupo de “interferén” y algunos genes asociados
gue son regulados por éstos, indican patrones de ex-
presion diferentes entre todas las muestras sugiriendo
variacion en la respuesta de la ruta de interferones.
Nuestros resultados apoyan a resultados previamente
publicados.?®

Por otro lado, con el propésito de identificar posi-
bles marcadores moleculares de esta neoplasia, se
analizaron genes que estuvieran sobrexpresados en
todas las muestras independientemente del tipo viral
presente. Un gran numero de esta clase de genes son
los ribosomales, cuya sobrexpresion en los tumores
ya ha sido previamente reportada y puede reflejar un
aumento del metabolismo en células malignas, ade-
mas de que esta sobrexpresion se presenta en tumo-
res bien diferenciados. Los resultados de los experi-

mentos de expresion mediante RT-PCRs indican y
corroboran los niveles de sobrexpresion de IL6
y MMP10 en las lineas celulares y las biopsias previa-
mente mostrados en el experimento de microhileras.

Como se esperaba por reportes previos, uno de los
genes sobrexpresados fue el de la IL6; este gen codifica
una citocina que, ademas de regular algunos aspectos
de la respuesta inmune, tiene actividad inflamatoria®*
y es el principal factor autocrino de crecimiento de al-
gunas neoplasias hematolégicas, especialmente aque-
llas derivadas de linfocitos B.?> Ademas, se ha sugeri-
do tener una funcién de mediador central en la
inflamacion de infecciones del tracto genital femeni-
no.2® Es posible que en CaCU funcione también como
factor de crecimiento, lo cual concuerda con el hecho
de que algunas lineas celulares de esta neoplasia ex-
presan el receptor de IL6, aunque la relacion funcio-
nal no se ha probado formalmente, ademaés de que en
cuanto a algunas de las lineas celulares utilizadas en
este estudio aln no se ha examinado la expresion de
IL6R.

En el cervix uterino existen muchos tipos de célu-
las capaces de elevar su nivel de expresion como son
los linfocitos, macro6fagos, fibroblastos, queratinoci-
tos, células endoteliales y células tumorales.?” Ade-
mas, se ha comprobado que los niveles de IL6 se in-
crementan en las secreciones cérvico-vaginales de
las pacientes con CaCU y su produccién incrementa
con respecto a la severidad de la neoplasia.?® Por
otro lado, existen reportes que indican que esta in-
terleucina principalmente es producida en células
tumorales y que ademas puede funcionar como un
factor de crecimiento en lineas celulares cervicales.?®
De ahi que la sobrexpresion de este gen valida los ex-
perimentos realizados. En cuanto a la sobrexpresion
del gen MMP10 encontrada en este trabajo, existen
diferentes reportes que relacionan a las MMPs con
algunos canceres;3° sin embargo, actualmente no
existe ningln reporte que la asocie con CaCU, lo que
muestra que este gen puede ser relevante en la carci-
nogénesis cervical y ademas indica que algunos estu-
dios deberian ser dirigidos en esta direccion.

La infeccion por VPH muestra patrones caracte-
risticos de expresion con marcadas diferencias con
respecto a los tejidos VPH negativos. El analisis
mostro diferencias en la expresion de los genes IL6 y
MMP10 en los tejidos VPH(+) y VPH(-). Estos re-
sultados podrian contribuir a conocer parcialmente
(una fotografia molecular) el proceso invasor del
cuello uterino, indicando, ademas, que las alteracio-
nes en citocinas y componentes de matriz extracelu-
lar estan estrechamente relacionadas con la carcino-
génesis cervical influida por VPHs-AR.
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