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1. INTRODUCCION

l. Cancer Cérvico Ut;erino

i) Epidemiologia de la enfermedad.

El cancer cérvico-uterino (CaCl) es un problema de salud publica en los paises en vias
de desarrolio y constituye una de las principales causas de muerte en las mujeres de 35 a
60 afics de edad. En México, el CaCU es la primera causa de muerte por tumores
malignos. En 1999 se reportaron 4,530 defunciones con una tasa de 19.9 por 100 000
mujeres, con esto se estima que en ese afo, murieron 12.5 mujeres por dia (1,2).
Actualmente nuestro pais ocupa uno de los primero lugares en morbilidad de esta
neoplasia a nivel mundial; asi, la incidencia de Carcinoma invasor e /n situ son de 411y

49.3 por cada 100,000 mujeres, respectivamente (3).

ii} Virus de Papiloma Humano {VPH) como factor etiolégico del Cancer Cérvico-
Uterino.

El factor etioldégico mas importante para el desarrollo del CaCU es la infeccidn con virus
de papiloma humano de alto riesgo (VPH) (4-7). Los VPH se han clasificado en funcién
del tipo de tejido que infectan {cutaneos y mucosas) y en asociaciéon con el grado de la
fesion (de alto, medio y bajo grado) (8). Un tipo viral se define en base a la diferencia de
ai menos 10% en la secuencia nucleotidica, cuando la diferencia es del 2-10%, se trata
de un subtipo (9). Actuaimente, se han identificado mas de 100 tipos virales, los cuales
han sido clasificados en 16 grupos (10). En las lesiones de bajo grado (Condiloma y NIC
1) predominan los tipos 6 y 11 de bajo riesgo en aproximadamente 20-22% de los casos.
En las displasias de alto grado {NIC 1I-NIC lil) predomina el tipo 16 entre 30-77%; 37.4-
41% de estas lesicnes estan también relacionadas con el tipo 18 y algunos del grupo de

los treinta {31, 33, 35, 39, etc.). Para los carcinomas infiltrantes se ha realizado una



actualizacion de la clasificacion epidemiolégica de los tipos virales en estas neoplasias.
Asi, en el grupo de alto riesgo se encuentran los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 68, 73 y 82; se considera igualmente a los tipos 26, 53 y 66 como de probable
capacidad carcinogénica. En el grupo de bajo riesgo estan los tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44,
54 61, 72, 81. Los tipos 26, 53, 66, 73 y 82 han sido reclasificados de un grupo
anteriormente como de riesgo indeterminado a ser incluidos en los de alto riesgo. Los
tipos 16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 y 58 se encuentran en mas del 95% de los carcinomas

escamosos (11).

Diferentes reportes indican que la prevalencia de infeccion con VPH de alto riesgo en
CaCU es superior al 99.7% de los casos y que la probabilidad de desarrollar una lesion
intraepitelial cervical de alto grado, se incrementa al menos 100 veces en mujeres
infectadas con estos tipos virales, comparadas con mujeres no infectadas (revisado en

12).

Para establecer una infeccién productiva, el VPH debe tener acceso a las células que
tienen la capacidad de proliferar es decir, las del estrato basal del epitelio cervical
(revisado en 12). Una vez que el VPH ha infectado a las células basales, el genoma viral
se replica activamente para lo cual se mantiene en forma circular libre o episomal

distribuyéndose a cada célula hija durante la divisién celular (13).

Los VPH pertenecen a la familia Papillornaviridae; su genoma es una molécula de ADN
bicatenaria, circular que mide alrededor de ocho kilo bases. El virién consiste de una
capside de 72 unidades o capsémeros que estan compuestos de dos proteinas
estruc’urales: L1 la cual constituye el 80% de la particula viral y L2. El genoma viral se

divide en tres regiones: la temprana (E), tardia (L) y una regién regulatoria no codificante



(LCRX14). La regién regulatoria presenta diferentes sitios de unidn tanto para represores
como activadores de la transcripcién (15). En la regién temprana se encuentran genes
involucrados en la promocién de la carcinogénesis (E1-E7), Estos genes se expresan en

las células de los estratos basal e intermedio del epitelic escamo-estratificado (16).

E1 y E2 codifican proteinas que son vitales para la replicacién extra cromosémica y la
terminacién del ciclo de vida viral. E1 juega un papel importante en el mantenimiento del
genoma viral en forma episomal (17). Por otra parte E2 esta involucrado en la regulacion
negativa y la transcripcion de los genes de la region temprana E6 y E7 (18). Asi, en los
casos de CaCU frecuentemente se ha perdido la expresion de E2 debido a la integracidn

y ruptura en la region E1/E2 del genoma viral (18).

E4 se expresa en las etapas posteriores de la infeccién, cuando se ensamblan los
viriones maduros. No se conoce si tiene propiedades de transformacion celular; sin
embargo, juega un papel importante en la maduracién y replicacién del virus {19);
ademas se ha visto que E4 induce el colapso de la red de citogqueratina citoplésmica en
queratinocitos humanos, mecanisma que podria permitir la liberacion activa de viriones en

las células infectadas (20).

E5 puede interactuar con diferentes proteinas celulares transmembranales como los
receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento § derivado
de plaquetas (PDGF-B) y con el factor estimulador de colonias 1 (21). Se ha visto que en

CaCU, E5 se deleta frecuentemente, sugiriendo que este gen no tiene un papel

importante en el mantenimiento del fenotipo maligno (revisado en 22).



En cuanto a las oncoproteinas virales E6 y E7, una gran cantidad de articutos evidencian
su papel en la promocién y mantenimiento del fenotipo tumoral. Ambas oncoproteinas se
expresan en tumores malignos de las regiones ano-genitales (23); en este contexto, se ha
observado que tienen capacidad para inmortalizar y transformar diferentes tipos celulares
_(revisado en 24). Ademas de las interacciones inicialmente caracterizadas entre E6 con
p53 mediada por E6-AP y E7 con pRb que promueve la inactivacion de ambas proteinas
celulares, se ha descrito una gran cantidad de interacciones con protéinas celulares. Sin
embargo, los diferentes procesos inducidos por ambas oncoproteinas virales no son

suficientes para convertir a una célula normal en cancerosa (revisado en 22).

Finalmente, la regién tardia tiene dos genes (L1 y L2) que codifican para proteinas que
conforman la capside viral. Estos genes se expresan en los queratinocitos diferenciados
de las capas superficiales de! epitelio. Evidentemente, esto responde a una estrategia
que permite al VPH empaquetar su material genético una vez que este ha sido replicado

intensamente para finalmente liberar viriones al tracto genital (25).

Uno de los eventos importantes que contribuyen al desarrollo de la neoplasia cervical es
la integracion viral al genoma celular, con la subsiguiente pérdida en la expresién del
represor E2, pues durante este fenémeno frecuentemente ocurre una ruptura en la region
E1/E2. Este mecanismo implica que al no tener represor activo, las regiones ce E6 y E7
presentan una actividad transcripcional incrementada (26). Por otra parte, la integracién
viral puede ocurrir en regiones cromosémicas en las cuales se encuentran genes con
participaciéon en diferentes tumores; por ejemplo, MYC, TP63, NR4A2, hTERT, etc

(revisado en 27).

Existen suficientes evidencias para estimar que los virus de papiloma humano de alto



riesgo tienen-la capacidad de inducir cambios celulares en el epitelio cervical normal que
conllevan al fenotipo tumoral. Sin embargo), no todas las pacientes infectadas con dichos
tipos virales desarrollan carcinoma cervical, pues es frecuente la eliminacion espontanea
de las infecciones virales. En un estudio realizado por Nubia Mufioz y cols. en Colombia
se muestra que la persistencia de la infeccién por VPH disminuye hasta 23%, con una
tasa de persistencia ligeramente mayor en los tipos de alto riesgo {28); esto indica que la
presencia de VPHAr es un factor de riesgo necesaric pero no suficiente para el desarrollo
de la neoplasia cervical, y que es probable la existencia de otros mecanismos
moleculares, celulares y ambientales que, en conjunto con el virus, propicien el desarrollo
det carcinoma cervical. Para conocer los mecanismos moleculares alterados por el
proceso de infeccion de los virus de papiloma en funcién de transcritos involucrados, se
han empleado en diferentes estudios herramientas de anélisis global (microarreglos de
expresion, Diferential Display, etc). Estas herramientas han generado datos relevantes

sobre el proceso de tumorigénesis cervical.

ll.- Métodos de analisis del Transcriptoma Celular.

Existen diferentes estrategias disefadas para analizar la expresion diferencial de genes
en un organismo o célula e identificar los genes involucrados en un proceso de desarrollo,
en respuestas celulares a estimulos fisicos 0 quimicos, o genes involucrados en procesos
oncogénicos en un tipc de neoplasia determinado (28). Entre los métodos mas
empleados para clonar genes expresados diferenciaimente, se encuentran el analisis
representativo de diferencias (RDA), despliegue diferencial (DD}, reaccién en cadena de
la polimerasa iniciada arbitrariamente (RAP-PCR), e hibridacién substractiva (SH).
Basicamente, todos estos métodos estan disefiados para amplificar y aislar secuencias
de acidos nucléicos presentes en una muestra y ausentes o expresados en un nivel

diferente en otra muestra empleada como comparativo. Estas técnicas permiten la



deteccion de cambios en la expresion .de RNAs mensajero por medio de un
enriquecimiento selective sin ningin conocimiento previo de la secuencia de genes
especificos (30). Sin embargo, no pueden detectar transc’ritos expresados a bajos niveles,
ademas los pasos sucesivos de substraccién y amplificacién hacen posible la aparicidén

de falsos positivos (revisado en 29)

El andlisis en serie de la expresién génica {SAGE) es una compleja metodologia que
involucra una serie de herramientas de biologia mdlecular y bioinformatica, la cual
permite el analisis amplio y cuantitativo del perfil de expresidn celular. Con esta
tecnologia de analisis global, los transcritos son convertidos a ADN complementario vy
después digeridos en fragmentos pequefos o etiquetas (10-14 bp) por enzimas de
restriccion especificas (31- 33). SAGE esta basado en dos principios: representacién de
los transcritos expresados por secuencias cortas de cDNA o etiquetas y la concatenacion
de estas etiquetas para su clonacion, permitiendo su andlisis mediante secuenciacion. Se
ha calculado que la cantidad de genes presentes en el genoma humano es
aproximadamente 30,000-40,000. De esta manera, una secuencia de 10 pares de bases
podria identificar a mas de 1X10° transcritos diferentes (4'°, donde cuatro son las
diferentes bases que constituyen el cédigo genético); asi, el tamafio de estas etiquetas es
suficiente para discriminar todos los transcritos presentes en una célula en un momento

dado (34).

SAGE puede detectar y cuantificar simultaneamente los niveles de expresién génica en
una célula o tejido, tiene la sensibilidad de detectar genes expresados en bajos niveles,
ademas de identificar genes no descritos previamente. En suma, con esta metodologia se
puede generar un catalogo de genes expresados y los niveles de expresidn de estos; es

decir, el transcriptoma celular (revisado en 35). Esta valiosa herramienta se ha empleado



en la comprension del proceso que lleva una célula normal a una célula neoplasica,
principalmente en tres aspectos de la biologia del cancer:

-El andlisis dé diferencias entre los patrones de expresién en distintos tipos de
neoplasias y su contraparte normal.

-ldentificacion de genes alin no descritos que pueden jugar un papel en el
desarrollo de alguna neoplasia

-ldentificacién de genes regulados por oncogenes y genes supresores de tumor.

Este tipo de estudios no soélo nos permite comprender las vias de regulacion en los
procesos involucrados en la tumorigénesis, sino también identificar nuevos marcadores
de pronéstico y diagnostico. En la mayoria de los casos analizados con esta herramienta,
se ha empleado una o dos bibliotecas dé tejido normal y unas pocas de tejido neoplasico
o lineas celulares; por esto, los genes identificados con SAGE han sido analizados en un
mayor numero de muestras; encontrando concordancia en los resultados, validando de
esta manera la utilidad del gen identificado como probable marcador de prondstico y/o
diagndstico (revisado en 36). Asi, en adenocarcinoma prostatico se identificé el antigeno
de células tallo de préstata (PSCA), el cuai fue expresado en cuatro de seis bibliotecas
SAGE de cancer pancreatico, pero no en bibliotecas derivadas de células de los ductes
de la préstata normal. En ese mismo estudio se confirmé |la sobre expresion de PSCA en
14 de 19 lineas celulares derivadas de esta neoplasia, empleando RT-PCR (32). Por otra
parte, en otro estudio realizado en cancer pancreatico, se observd que un inhibidor de
metaloproteinasas del tipo | (TEMP-1) podria ser utilizado como marcador de diagndstico,
al medir los niveles en suero se encontraron resultados positivos en sélo 30% de
pacientes con esta neoplasia. Sin embargo, en combinacién con otros dos marcadores
(CA19-8 y antigeno carcinocembridnico), 60% de los pacientes en el estudio fueron

diagnosticados eficientemente con alta especificidad y sin falsos positivos (37, 38). Otro
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ejemplo del nivel de resolucién que se desprende del andiisis de librerias SAGE fue Ia
identificacidon de un nuevc miembro perteneciente a la familia de los antigenos de
melanoma (MAGE), denominado MAGE-E1 con tres variantes producidas por splicing
alternativo (MAGE-E1a, MAGE-E1b y MAGE-E1c). MAGE-Eta y MAGE-1b fueron
expresados especificamente en células de glioma (39). Estos resultados establecen la

validez del analisis de bibliotecas SAGE para identificar nuevos marcadores tumorales.

Una de las ventajas que hacen de SAGE una poderosa herramienta de analisis global es
la posibilidad de identificar para su posterior caracterizacidén genes ain no descritos; esto
se debe a que el andlisis se desarrolla utilizando como materia prima la totalidad de los
mensajeros expresados por la célula o tejido de interés; es decir, SAGE emplea un
sistema de andlisis abierto, a diferencia de otras herramientas de analisis globai como los
microarreglos. De esta manera, en cancer de mama se observé una etiqueta {cuyo gen
luego de ser caracterizado y clonado se le dio el nombre de HIN-1) que no relacionaba
con ningdn gen o EST (fragmento de secuencia expresado) caracterizado, y que se
presentd con un alto numero de copias en las librerias de células epiteliales normales; a
diferencia de las bibliotecas desarrolladas a partir de carcinoma ductal in situv o sus
metastasis, en donde no se observé dicha etiqueta {40). En un estudio posterior se
emplearon muestras de carcinomas mamarios provenientes de pacientes, en los cuales
se observd que HIN-1, se expresd en solo 21% de los tejidos neoplasicos estudiados; en
contraste con los tejidos normales, donde la expresién fue en la mayoria. Al clonar y
caracterizar el ADN complementario de HIN-1 se observé que es una proteina secretada
que regula negativamente el crecimiento de lineas celulares derivadas de cancer de
mama y que se inhibe la expresiéon por metilacién en tumores (41). La identificacion de
diferencias en tejidos neopldsicos y su contraparte normal a nivel molecular, abre

importantes expectativas en cuanto a los mecanismos que propician el desarrollo de un
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Cancer. Identificar estos actores especificos a cada enfermedad no sélo nos permitira
tener las heramientas necesarias para pronosticar y diagnosticar eficientemente, sino
que por otra parte podremos comprender mejor el fenébmeno analizado a una mayor

resclucion que hace algunos afios.

En cuanto a la identificacién de genes regulados por genes que modulan el perfil de
expresién como p53, el grupo de Bert Vogelstein induciendo la funcidn de p53 en una
linea celular con pS53 deletado, encontrd que 34 etiquetas difieren en su tasa de
expresion, de los cuales sblo tres han sido previamente identificados como genes
regulados por pS3 (42). Con este tipo de trabajos, es posible conocer la compiejidad de
genes involucrados en determinada ruta metabdlica; por otra parte, es claro que los
genes que habitualmente se encuentran mutados en cancer (por ejemplo p53), pueden
regutar a nivel transcripcional a un gran nimero de genes, modificando el patrén de

expresidn global durante la progresién tumoral.

SAGE ha sido prﬁpuesto como una herramienta analitica estratégica en el Proyecto de la
Anatomia del Cancer (CGAP). Se ha creado una base de datos con etiquetas producidos
por esta herramienta. A la fecha hay méas de tres millones de etiquetas de 88 diferentes
librerias derivados de 19 tejidos, tanto normales como tumorales (43). E! analisis de estos
datos ha arrojado algunos patrones interesantes; en primer lugar, células cancerosas y
sus contrapartes normales presentan un patrén de expresion celular muy similar; de
hecho, alrededor de 40 genes se expresan en niveles elevados en todos los tejidos
cancerosecs, no asi en los tejidos normales; esto podria sugerir que estos genes estén
involucrados en el proceso de tumorigénesis v los sefiala como marcadores moleculares,
o como blancos para estrategias terapéuticas. Por otra parte, se observd de manera

obvia que en los tejidos neoplasicos usualmente hay un aumento en la expresién de
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genes asociados con la proliferacidn y supervivencia y una disminucién en genes
involucrados en diferenciacidén. Ademas, se encontré que cerca de 1, 000 transcritos se
expresaban en todos los tejidos estudiados, los cuales representan el “transcriptoma
minimo™ es decir, aquellos genes cuya expresion es necesaria para mantener la

~magquinaria celular funcional (37,44).

En el caso del tejido cervical, no existen estudios empleando SAGE; gin embargo, se han
realizado diferentes trabajos utilizando la metodologia de microarreglos é microhileras de
expresion. Asi, el primer estudio realizado sobre Cancer Cérvico-Uterino reveld la
sobrexpresién de los genes de proteinas de unién a guaninas, Factor nuclear NF45 y
beta catenina, este trabajo permitié establecer a p16inK4 como probable marcador en
CaCuU; los hallazgos de genes diferencialmente expresados fueron validados mediante la

técnica de Northern Blot (45).

Posteriormente, otro grupo reporté las diferencias en expresion génica en queratinocitos
infectados con E6 y E7 de VPH16. Por ejemplo, se describié que la oncoproteina viral E6
altera la expresion de genes que afectan la resistencia de la célula hospedera a [a
infeccidn y la funcion inmune de la misma (46). Por otro lado, con la misma tecnologia, se
pudo relacionar directamente a los genes de la NADH deshidrogenasa 4 y de la proteina
ribosémica S12 con la progresién y presencia del cancer cervical {47). En otro trabajo se
mostrd la expresién diferencial del gen IGFBP-3 causada por la transduccién de las
proteinas E6/E7 de papilomas de alto y bajo riesgo, que es positiva en lesiones de alto

grado y en cancer invasor; mas no en cérvix normal (48)

De igual forma, se han estudiado los cambios en la expresién global debidos a la

integracién viral en el genoma del hospedero, demostrando que la integracion de VPH 16

13



en queratinoéitos aumenta la expresion de genes de respuesta a IFN (49). En lo que
respecta a la blsqueda de genes asociados a radioresistencia, empleando microarreglos
de expresidn existen a la fecha al menos tres trabajos independientes que por medio de
diferentes plataformas de microarreglos empleadas, nimero y tipo de pacientes y analisis
estadistico analizan el perfil de expresidén e identifican un grupo de genes capaces de

agrupar pacientes que desarrollaran resistencia a la radioterapia (50-52).

14



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En general, los tumores sufren una continua acumu!‘acién de cambios genéticos y
epigenéticos que les permite escapar de los controles celulares y ambientales. Existe un
gran numero de trabajos que describen la participacion de diferentes genes en la
regulacion de estos procesos. Sin embargo, técnicas de analisis gendmicas sugieren que

el nimero de estos genes puede ser mayor.

Hasta este momento no se ha descrito el transcriptoma completo del carcineoma del cuello
uterino, una neoplasia en la que la participacién viral es fundamental como factor
etioldégico. La comparacién entre el transcriptoma del carcinoma invasor del cuello del
utero con librerias SAGE publicadas para ofras neoplasias, permitira distinguir genes

especificos para esta neoplasia involucrados en el proceso oncogénico.

La caracterizacion de perfiles globales de expresién puede ayudar a eiucidar procesos
bioldégicos importantes tanto en células tumorales como normales. Aunque estos estudios
sean principalmente descriptivos, pueden ayudar a revelar las bases moleculares de los

fenotipos ya caracterizados.
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3. HIPOTESIS:

La comparacién del patrén de expresidn entre epitelic cervical normal con lesiones

invasoras del cuello uterino, permitira distinguir genes celulares involucrados en el

proceso oncogénico.
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4. OBJETIVO GENERAL:

Caracterizar el perfil de expresion global del Epitelio de! Cuello Uterino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

|- Caracterizar los transcritos presentes en epitelio cervical normal y en lesiones invasoras

del cancer del cuello uterino.
11.- Comparar los patrones de expresion génica entre |os tejidos estudiados.

Il.- Caracterizar las vias metabdlicas y de sefializacién alteradas en el carcinoma cervical

del cuello uterino.

17



5. MATERIAL Y METODOS

I. Tejidos y pacientes.

Se colectaron veinte tejidos de cérvix normal provenientes de mujeres que fueron sujetas
a histerectomia por miomatosis uterina, con citologia negativa confirmada por analisis
histopatolégico. Todos los pacientes se encontraban en etapa reproductiva y ninguno de
ellos recibid terapia o anticonceptivos hormonales. Asi mismo, se colecté 20 tejidos
tumorales en etapa clinica ilB, con diagnéstico histopatolégico confirmado. Todos los
procedimientos fueron aprobados por el comité local de ética e investigacién del Hospital

de Oncologia CMN SXXI-IMSS.

Todos los tejidos obtenidos se dividieron en tres secciones, la parte central se congeld en
nitrégeno liquido inmediatamente después de la toma de la muestra y los extremos fueron
fijados en etanol 70% durante toda la noche y embebidos en parafina. De estos bloques
se cortaron secciones de 5 um y se realizd la tincion de Hematoxilina/Eosina para
confirmar el estadio histopatologico, siempre con la asesoria de un patdlogo
deldepartamento de Patologia del CMN SXXI. Todos los tejidos fueron clasificados de
acuerdo a la FIGO (Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia). De esta
manera, se seleccionaron las biopsias de Carcinoma invasor que presentaran al menos
un 80% de células tumorales. También se verificéd que el total de la muestra de los tejidos

normales consistiera en tejido microscépicamente normal.

Il. Obtencion de Acidos nucleicos
El ADN y el ARN fueron obtenidos de los tejidos frescos utilizando homogenizadores de
vidio vy 1 ml TRIZOL (Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island NY USA). El

homogenizado se incubd 15 min en Trizol a temperatura ambiente en agitacidn constante.
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Se agregé 1 ml de cloroformo, se agitd la mezcla hasta homogenizar y posteriormente se
centrifugé 15 min a 12,000 g. Para la extraccién del ARN se separd la fase superior de la
tricapa obtenida del centrifugado y pasandose a otro tubo, haciéndose lo mismo con la

extraccion de ADN.

Para obtener el ARN, a la solucidn obtenida mediante el Trizol se agregaron 0.5 ml de
Isopropanol, se mezcld y se dejé incubar por 15 min. Posteriormenté se centrifugo de la
misma manera que la vez anterior. Se elimind el sobrenadante y la pastilla se lavd con
etanol al 75%. Finalmente, el ARN se suspendié en 20-50 ul de agua MilliQ. El posible
ADN contaminante de las muestras se eliminé mediante el tratamiento con DNAsal libre

de RNAsa (Ambion Inc. Austin Texas USA).

Para obtener el ADN se procedié de la siguiente manera: la fase obtenida dei Trizbl se
resuspendié en 1 ml de agua MilliQ, y se agregaron 200 pg/ml de Proteinasa K. Esto se
incubé toda la noche a 55° C y al dia siguiente se extrajo el ADN con el kit Wizard
Genomic ADN Purification kit (Promega), siguiendo las instrucciones del proveedor.
Brevemente, al tubo con Proteinasa K se le agregaron 3 pl de solucion de RNAsa, se
mezclé y se incubd a 37°C por 20 min, se dejé enfriar a temperatura ambiente y
posteriormente se agregaron 200 pl de solucién de precipitacién de proteinas. El tubo se
centrifugd a 12,000g por 5 min y el sobrenadante se pasé a otro tubo, al cual se le
agregaron 600 ul de isopropanol, se mezcld suavemente por inversién y se volvié a
centrifugar bajo las mismas condiciones, se eliminé el sobrenadante y se dejo secar la

pastilla. Esta se resuspendié en 100 ul de agua MilliQ.
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Hi. Cuantificacion y Verificacion de la calidad del ADN

Tanto el ADN como el ARN fueron cuantificados por espectofotometria y con el fin de
verificar su calidad, las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 1% con bromuro de
etidio, a 100 Volts durante 90 min. El gel se visualiz6 con el analizador de imagenes

Eagle-eye (Stratagene).

IV. Deteccion y Tipificacion de VPH

En el caso de epitelio cervical normal, la deteccidn viral se realizé por medio de los
oligonucledtidos MY11/MY09. La deteccién de secuencias de VPH en las biopsias de
CaCU se realizd mediante PCR empieando oligonucledtidos dirigidos a la region VPH
16/E6. La tipificacion de las secuencias virales se confirmd mediante secuenciacion

directa del producto ampilificado.

V. ANALISIS EN SERIE DE LA EXPRESION GENICA (SAGE)
El procedimiento para la construccién de librerias de expresién SAGE se esquematiza en

la figura 1.

i- Preparacion de ADN complementario unido a adaptador

En este procedimiento, se sintetizé ADN complementario a partir de mRNA proveniente
de una biopsia de cervix sin alteraciones histopatologicas, negativo para secuencias
virales de VPH. Una vez sintetizado el ADN compiementario, se digirié con la enzima de
restriccion Nfalll, la cual reconoce la secuencia 5-CATG-3' cortando después de G, de
esta forma se produce un extremo cohesivo de cuatro bases, esta enzima corta cada 256
pb aproximadamente. Brevemente se describe a continuacién la reaccién de sintesis y

restriccién de ADN complementario:
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1.-Se resuspendieron las particulas magnéticas acopladas a oligo d(T); y se afadieron a

un tubo eppendorf de 2 ml.

Tejido o linea celular

Extraccion de ARNm
Sitio para Nialll ‘ Sintesis de ADNc¢
Sitio .
I gy Ciqueta
AAAAAAAAAA. Corte con Niallf
CATGAGCTTGACGA ..... AAAAAA, AAAAAAAAAA
AAAAAAAAAN
Stio .
Naii! Etiqueta

[Adaptadodilll [Adaptador S .. .
I  |Adaptador|CATGAGCTTGACGA [Adaptado Ligacion de las etiquetas
Sitio Bsmfi T [Adaptadof ] a un adaptador
s

PCR a gran escala para
Adaptado Adaptado amplificar las Di-gtiquetas

Il [AdaptadorlcATGx00000K0000000000CATGAdaptador| | Adaptado
Di-etiqueta

Liberacién de Adaptadores

IV CATG0000000000000000000C AT GXIGCO0X 00X0000000000CATG. _::- Concatamerizacion
1 ] i :

Il i 1 y clonacion
Etiqueta1 Efiqueta 2 Etiqueta 3 ftiquetad............

Evaluacion del perfil
de expresion

Namero de
Etiquetas

Normal Tumor

Figura 1.- Representacion esquematica de la metodologia de Analisis en Serie de
Expresién Génica (SAGE).
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2.-Se colocé el tubo con las particulas magnéticas en un aditamento especial con iman
para lavar con diferentes soluciones amortiguadoras para capacitar a las particulas
magnéticas a unirse al extremo poli A de la poblacién de mensajeros presentes en la
muestra.

3.- Se emplearon 5ug de ARN total, los cuales fueron diluidos en un volumen de 1mL. Se
unié a la poblacién de ARN poli adenilado con las particulas magnéticas, se mezclaron
ambos durante treinta minutos.

4.- Se coloct el tubo en el aditamento con iman para lavar todo aquello no unido a las
particulas magnéticas, es decir, capturar Unicamente mRNA.

5.-Al terminar la sintesis de la primera cadena, se realizdé la sintesis de la segunda
cadena.

Al finalizar la sintesis de ADN complementario es necesario emplear un control de
reaccién, para esto se amplifica una alicuota de Ié muestra con oligonucledtidos
especificos para GAPDH y EF2 {Tabla 1).

Si la banda de los controles de amplificacidon corresponde al tamafo esperado, se

continua con la digestién del ADN complementario por Nlall.

ii. Restriccion con Nlfalll {seccion I de la figura 1).

Esta enzima de restriccién reconoce la secuencia CATG, por lo que la frecuencia tedrica
de reconocimiento dentro del genoma es cada 256 pb. Un transcrito maduro en promedio
tiene 1 Kb, asi es posible que cada transcrito presente en el tejido de interés al menos
una secuencia de reconocimiento por esta enzima. Por otra parte Nfa/ll produce un
extremo 3’ cohesivo palindrémico. Esta caracteristica permite que el proceso de ligacion a
los adaptadores sea favorecido.

La restriccién del ADN complementario unido a las particulas magnéticas se llevo a cabo

a 37°C durante una hora.
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Tabla 1. Oligonucleétidos empleados para este estudio.

Fragmento
Gen Sentido (57 3) Antisentido (5”2 3) i gmen

(°cy (bp)
DTP GGATTTGCTGGTGCAGTACA CTGCTCGAATTCAAGCTTCT 55
EF-1 CATGTGTGTTGAGAGCTTC  GAAAACCAAAGTGGTCCAC 55 350
GAPDH CATCTCTGCCCCCTCTGCTGA GGATGACCTTGCCCACAGCCT 60 205
VPH*  GCMCAGGGWCATAAYAATGG CGTCCMARRGGAWACTGATC 55 450
NICE-3 ACGGCTATGAAACAGCCCGCT/ GCACATTGCAACTGACTGGCT 57 330
NICE-4 ACGGAATCCAATGAGGAAGGC, TCAGTATTGGCTGGCTCTGCA 57 294
S100 A8 ATGCCGTCTACAGGGATGAC ACGCCCATCTTTATCACCAG 58 160
S100 A9 TCAGCTGGAACGCAACATAGA TCAGCTGCTTGTCTGCATT 56 205
SPRR3 TTCCACAACCTGGAAACACA TTCAGGGACCTTGGTGTAGC 55 174
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iii. Ligacion de adaptadores

El ADN comp!ementa’rio digerido por Nlalll se liga a adaptadores de ADN sintéticos. Estas
secuencias sintéticas presentan algunas caracteristicas importantes para el presente
estudio (figura 2):

Tienen un extremo 3’ cohesivo complementario a la secuencia producida por Nialil.
Presentan un sitio de reconocimiento en el extremo 3’ para la enzima de restriccion
BsmFi (5'- GGGAC-3'), empleada para producir las etiqueias génicas (seccién II de la
figura 1).

Tienen unido covalentemente un grupo amino en el carbono 7 del anillo de citosina del
extremo 5'. Esta modificacidon es necesaria, para que la ligacion de las etiquetas génicas
se lleve a cabo .en el extremo terminal 5’

Finalmente, poseen una secuencia de reconocimiento a los oligonucledtidos empleados
para amplificar por PCR la poblacion de etiquetas génicas mismos que no reconocen
ninguna secuencia dentro del genoma humano.

La ligacion se llevé a cabo a 16°C durante dos horas, empleando la enzima T4 ADN

ligasa.

iv.- Produccion de etiquetas Génicas (tags).

Bsme es una enzima de restriccion del tipo {IS; asi, el sitio de corte se encuentra alejado
del dominio de reconocimiento a su secuencia consenso de 10 a 14 pb. De esta manera,
la secuencia correspondiente é los 10-14 pb conforma la etiqueta génica, pues es la
secuencia del ARN mensajero mas cercana al extremo 3’, adyacente al sitio de corte
{CATG) de Nialll. El uso de la enzima de restriccion BsmFf permitié la generacién de
etiquetas génicas de 10 a 14 pb uni&as al adaptedor (40 pb). La reaccion de restriccién

con BsmfFl se realizd a 65°C durante una hora.
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Adaptador A

Bsmfi

5-TTT GGA TTT GCT GGT GCA GTA CAA CTA GGC TTA ATA GGG A CATG
3’-amino-CCT AAA CGA CCA CGT CAT GTT GATCCG AATTAT CCCT

Extremo
cohesivo

Sitio de alineamiento
para el oligo 1

Adaptador B

BsmFl!

5-TTT CTG CTC GAA TTC AAG CTT CTA ACG ATG TAC GGG GA CATG
3"-amino-GAC GAG CTT AAG TTC GAA GAT TGC TAC ATGCCCCT

Extremo
cohesivo

Sitio de alineamiento
para el oligo 2

Figura 2.- Secuencia de los adaptadores.
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v.- Produccion de dietiquetas Génicas (ditags).

Posterior a la digestidn, se precipito el ADN empleando fenol-cloroformo. BsmF/ genera
extremos romos; por lo tanto, se empleé la fraccion Klenow de la ADN polimerasa | de E.
coli, para polimerizar dichos extremos. La reaccién de polimerizacién con el fragmento de
Klenow se realizd a 37°C durante una hora.

Se purificé el ADN por medio de la técnica Fenol-Cloroformo.

Fina!rﬁente, se realizé una reaccion de ligacién con las etiquetas unidas a adaptadores,
con el objeto de producir dietiquetas flanqueadas por las secuencias de los adaptadores
{seccién Il de la figura 1).

La reaccion de ligacion se llevo a cabo durante 14 horas a 16°C; empleando la enzima T4

ADN ligasa.

vi.- Amplificacion de las dietiquetas.

Con el fin de conocer el nimero de reacciones de PCR dptimo, para tener las suficientes
dietiquetas, pues en los subsecuentes pasos de purificacién se pierde una cantidad
considerable de material, se realizd una titulacidn empleando diferentes diluciones del
producto de PCR de las dietiquetas, utiizando como control un fragmento de ADN de
concentracion conocida (1ug/ul), para determinar el nimero de reacciones de PCR para
la obtencién de suficientes dietiquetas ligadoa a adaptadores. De esta manera, se
realizaron diluciones 1/20, 1/40 y 1/80 de las dietiquetas. Se tomd 1pl de estas diluciones
y se realizé PCR empleando ios iniciadores disefiados para amplificar especificamente la
secuencia de los adaptadores (DTP, tabla 1). Las condiciones de PCR fueron las

siguientes: 95°C dos minutos; 27 ciclos de 95°C un minuto, 55°C 1 minuto y 72°C 2
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minutos; finalmente 72°C durante cinco minutos. El producto de PCR de esta reaccién se
corrié en un gel de agarosa a una concentracion de 4% para identificar dos bandas de 80
y 100 pb. Se cuantificaron por picogreen la concentracién de ADN contenida en las PCRs
de cada dilucién. Esto permitié determinar que la cantidad 6ptima de reacciones de PCR
_fueran 200, pues la concentracion de ADN obtenida en la dilucién 1/40 fue de 20 ng/ul. En
el reporte original de este método se recomiendan 200 PCRs cuando la cantidad de |la

dilucién 1/40 este entre 5-250 ng/ul.

vii. Aislamiento y purificacion de las dietiquetas de 100 pb.

Los productos de las 200 PCR's fueron recuperados por medio del método Fenol-
Cloroformo. El ADN precipitado fue resuspendido en 500ul de LoTE. Se prepard un gel de
acrilamida al 12% para separar las bandas que corresponden a las dietiquetas (100 pb)
con los adaptadores ligados sin dietiquetas (80 pb). La electroforesis se realizé6 en una
camara vertical BioRad a 200 V. Se concluyé cuando el colorante xylen-cyanol contenido

en el Buffer de carga se encontraba a 2 centimetros del frente de corrida.

El gel se tifié con bromuro de etidio (0.5 pug/mL), para visualizar y cortar la banda que

correspondiera a 100 pb. El ADN contenido en dicha banda, fue eluido y purificado.

viii. Purificacion de las dietiquetas.

Como se aprecia en la figura 2, los adaptadores contienen un extremo cohesivo que en
realidad es la secuencia de reconocimiento de Nlall; de esta forma la digestidén con dicha
enzima permitié liberar los adaptadores de las dietiquetas. La restriccidn se llevé a cabo a
37°C durante toda la noche. Posteriormente, el ADN se purificé con Fenol-Cloroformo. Se

resuspendié en 50 ul de LoTE y se corriéd en un gel preparativo de poliacrilamida al 12%.
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Después de téﬁir el gel con bromuro de etidio, se visualizaron y cortaron las bandas de 26
pb que corresponden a las dietiquetas sin adapatador. Finalmente se eluyé y precipito el

ADN presente en dichas bandas.

ix. Formacion de concatameros y clonacién.

Se ligaron las dietiquetas empleando T4 ADN ligasa durante 3 horas (seccion IV figura 1).
Transcurrido este tiempo se corrieron en un gel de poliacrilamida al 8%. Después de tefir
el gel con bromuro de etidio, se observé un barrido de aproximadamente 100pb a 1 Kb.
Se dividio dicho barrido en tres regiones: 300-500 pb; 500-800 pb y 800-1Kpb. Finalmente

se eluyd y precipitd el ADN presente en dichas bandas.

Se emplearon 2ug por cada region descrita arriba det p‘lésmido pZero-1 linearizado con
Sphl (Figura 3). La ligacidn se llevé a cabo durante 3 horas con T4 ADN ligasa. Se

purificd y precipité el ADN, para finalmente eluirlo en 12l de LoTE.

Para [a transformacién de bacterias se empled el método de electroporacién, pues es
mas efectivo cuando se cuenta con cantidades limitadas de ADN. Se afadid 1ul de
concatdmeros clonados por cada vial de bacterias E. coli electrocompetentes. Las
condiciones de electroporaci{on que se establecieron en el presente estudio fueron las
siguientes: 200 Q de resistencia, 25 uF de capacitancia a un voltaje de 1.98 KV. Después
de la electroporacién, se afiadié 1 mL de medio SOC, 100 pl fueron plaqueados en medio
selectivo (50 ug/ml de Zeocina). Finalmente, después de cultivar cada placa a 37°C
durante toda la noche, las colonias resuiltantes fueron tomadas con un palillo estéril y por

medic de PCR directa se realizd el anadlisis de transformantes. Se utilizaron los
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cligonuclettidos M13 sentido y antisentido (Tabla 1) para amplificar el inserto
correspondiente a los concatameros. El producto de PCR de cada colonia fue corrido en
un gel de agarosa al 1% para determinar el tamaiio de dicho inserto. Para el proceso de
secuenciacion, solo se emplearon aguelios insertos mayores a 500 pb. En el presente

estudio se realizaron aproximadamente 1,500 reacciones de secuenciacion para obtener

el transcriptoma completo del epitelic Cervico-uterino.
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Fig 3. Mapa de pZero. El sitio multiple de clonacion se encuentra en el marco de lectura
abierto del gen ccd, el cual inhibe la funciéon de la ADN girasa, por lo que las células que

adquieren el plasmido no recombinante son incapaces de replicarse en medio selectivo.
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x. Analisis de Datos

El resuitado final de una biblioteca de expresién tipo SAGE, es una lista en la cual se
muestra la frecuencia de cada etiqueta presente. Para obtener esta lista, es necesario
extraer los datos generados por el software del secuenciador automético. Asi, los datos
crudos son obtenidos a partir de los archivos con extension *.seq. El programa de analisis
que recupera las secuencias de las dietiquetas y genera un reporte de cada etiqueta con

su nivel de abundancia es SAGE2000.

Para relacionar cada etiqueta con el gen del cual proviene, se empled la base de datos
“most reliable gene to tag”; es decir, se utilizaron las secuencias de etiquetas con una
mayor correspendencia al gen del cual provienen, identificadas por RefSeq. Dicha base
de datos se encuentra disponible en el sitio

ftp:/fftp.ncbi.nim.nih.gov/pub/sage/map/Hs/Nlallll. Finalmente, para poder relacionar

ambas tablas, y extraer la informacién pertinente a cada etiqueta, se empleé el programa

Access de Microsoft.
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V1. Microarreglos de Expresion

En este trabajo, nuestro principal objetivo fue obtener el transcriptoma completo del
epitelio cervical, de esta manera SAGE pemnitid en parte cumplir dicho objetivo. El
principal inconveniente fue el costoso esfuerzo de secuenciar la biblioteca correspondiente
al tejido epitelial normal. De esta manera, se decidié emplear otra herramienta que nos
permitiera cumplir con ios objetivos planteados inicialmente, pero a un costo menor. Asi
fue como se utilizé la plataforma de microarreglos CodeLink Human Whole Genome
Bioarray de General Electric, [a cual en una sola laminilla presenta impresas alrededor de
55,000 secuencias diferentes, 1o que tedricamente representaria el transcriptoma humano.
Estas secuencias fueron obtenidas de las bases de datos de EST's y RefSeq del NCBI y
UniGene. Esta plataforma tiene la sensibilidad de detectar una copia por célula y la
especificidad de discriminar secuencias altamente homolégas. Esto es posible gracias a
que las sondas se encuentran inmersas en una matrz tri-dimensional semisélida que

permite un adecuado proceso de hibridacién (53-55).

i.- Tejidos, sintesis de cRNA e Hibridacion.
Se emplearon tres biopsias de cervix normal y ocho biopsias de carcinoma invasor en

estado clinico 1B, positivos para VPH 16.

En esta plataforma de expresién se empled ARN total como fuente de analisis. La sintesis
del ADN complementarioc se realizé con Superscript Il reverso transcriptasa y un
oligonucledtido T7. Posteriormente, la segunda cadena del ADN complementario se
produjo usando ADN polymerasa | de E. coli y RNasa H. El ADN complementario
bicatenario resultante, fue purificado en columnas QlAquick (Qiagen, Valencia, CA). Se
sintetizd ARN complementario (CRNA) por medio de una reaccion de transcripcién in vitro,

usando T7 ARN polimerasa y biotina-11-UTP (Perkin-Elmer, Boston, MA). El cRNA fue
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purificado en una columna RNeasy (Qiagen) y cuantificado por espectrofotometro.
Finaimente, se emplearon 10 pg de cRNA que fue fragmentado previamente a 94°C
durante 20 minutos en una solucién con magnesio. El cRNA fragmentado fue hibridado
por 14 horas a 37°C sobre un arreglo de Codelink Whole Human Genome Bioarray,
~empleando una incubadora con agitacion orbital Innova 4080 (New Brunswick, Edison, NJ)

a 300 revoluciones por minuto.

ii.- Post-hibridacién, procesamiento y escaneo.

Después de la hibridacién, los arregios fueron lavados en buffer 0.75X TNT filtrado {0.10M
Tris-HCI pH 7.6, 0.15M NaCli, 0.05% Teen 20 ) a 46°C durante 1 hora. Posteriormente, se
incubaron a temperatura ambiente, por 30 minutos, en la oscuridad en una solucién con
estreptavidina-Cy5 (Amersham, Piscataway, NJ USA). Después, los arreglos se lavaron
con buffer 1X TNT durante 15 minutos. Como lavado final, se empleé una solucion con

0.05% de Tween 20 en agua por 30 segundos, con agitacién gentil.

Las laminillas se secaron por centrifugaciéon y se mantuvieron en la oscuridad hasta el
procedimiento de escaneo; en ninguno de los casos fue mayor a dos dias. Las imagenes

fueron capturadas empleando un scanner de la marca GenePix (Arlington, TX).

iii.- Normalizacion y analisis estadistico.

Las imagenes fueron analizadas empleando el software Codelink Expression Analysis
v4.1. Los valores de expresion fueron globalmente normalizados al valor de la mediana
de expresion de todos los puntos en los arreglos. Para evitar problemas al manejar
divisores en cero, tados los valores de expresion iguales a 6 por debajo de tres veces el
valor de la linea del ruido de fondo {background noise} fuercn tomados de manera

arbitraria como 5. Este procedimiento nos permitié eliminar los eventos con un coeficiente
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de variabilidad mayor al 10%, disminuyendo de esta manera la probabilidad de encontrar

falsos positivos (55).

Una vez que los valores de expresion estuvieron normalizados, se obtuvieron las tasas
de expresion. En este caso utilizamos la mediana de expresién para cada gen de los
tres tejidos normales que se emplearon como referencia, para compararla con los
valores de expresiéon con los ocho tejidos tumorales. Se oﬁtuvieron los logaritmos en
base 2 de las tasas de expresion para visualizar aumento ¢ disminucién en los niveles

de expresion de un determinado transcrito.

Los datos fueron analizados inicialmente empleando cluster jerarquico; este
procedimiento permite visualizar a los genes de manera agrupada en base a las
similitudes en los valores de expresion para cada muesfra analizada. De esta manera,
la representacion grafica permite observar sobre- expresion (rojo} o sub-expresion
(verde} de un gen determinado. Por otra parte, en el eje horizontal se agrupan de
manera adyacente a los tejidos o muestras cuyos patrones de expresion son similares.
El agrupamiento jerarquico se realizé por medio del programa Cluster; para visualizar ef

dendrograma, se usé el programa TreeView (56, 57).

El andlisis del patrén de expresion génica por agrupamiento jerarquico permite obtener
poca informacion sobre [a significancia estadistica {(op. cit). Por esta razén empleamos
un método estadistico desarrollado en la Universidad de Stanford, conocido como
Analisis Significativo de Microarreglos (SAM, pos sus siglas en inglés). Este algoritmo
permite identificar genes con cambios estadisticamente significativos en sus niveles de
expresion entre dos grupos de muestras diferentes (58). Seleccionamos aquellos genes

que tuvieran una tasa de falsos positivos (FDR) menor al 10%. Asi, los genes que se
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obtuvieron por este algoritmo fueron empleados para los subsecuentes analisis.

iv.- Caracterizacion de vias metabdlicas invotucradas'
Empleamos el programa Pathway Express (PE} de la universidad de Wayne

(hitp:/ivortex.cs.wayne.edu/Projects.htmi) para conocer las rutas metabdlicas alteradas en

Carcinoma Cervical. A partir de una lista de genes y su tasa relativa de expresion, PE
busca en la base de datos de la Enciclopedia Kyoto de Genes y Genomas (KEGGY

hitp://www.genome.ad.ip/kegq/) las vias metabélicas 'asociadas. Después de generar

dicha lista, el programa primero calcula un factor de perturbacién PF(g) para cada gen; el
cual toma en cuenta: (i) la tasa relativa de expresién normalizada para el gen en cuestion
y {ii} el nimero de genes y la tasa de expresion relativa para cada gen que se encuentren
dentro de una ruta metabdlica particular. El factor de perturbacion refleja asi la importancia
relativa de cada gen diferencialmente regulado en una ruta metabdlica particular.
Posteriormente se calcula un factor de impacto para la via metabdlica completa, que
incluye un valor numérico que toma en consideracion: (i} la cantidad de genes
diferencialmente regulados en determinada via y (ii}) el global de los factores de
perturbacion para dicha via. Los factores de impacto de las vias involucradas se emplean

para asignar la posicion de cada via con respecto a las ofras (59).
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6. RESULTADOS

En este trabajo, nuestro principal objetivo fue obtener un analisis completo de los genes
expresados en el epitelio cervical; tanto en el estado normal o histopatolégicamente sano
com o en tejidos invasores en estadio l1B. En este sentido, empleamos dos metedologias
que nos permitieron realizar nuestros objetivos: Analisis en Serie de la Expresiéon Génica

(SAGE) (Anexo 1) y microarreglos de expresién (Anexo 2).

l.- Deteccién de Secuencias de Virus de Papiloma Humano (VPH)
Se purificd ADN y ARN total de las biopsias del cuello uterino. Para determinar ia
presencia de VPH, se emplearon oligonucleotidos universales MY09/MY 11, se tomaron

las biopsias de Cérvix Uterino normal que no preseniaran secuencia viral alguna.

il. Analisis en Serie de la Expresion Génica (SAGE)

i.- Sintesis de ADN complementario y digestion por Nialil.

En fa figura 4 se observa la eficiencia de sintesis de ADN compiementario y la eficiencia
del proceso de digestién del mismo empleando la enzima de restriccion Nfalll. Se utilizd
una pequena alicuota de ADN complementario y se buscé la presencia de secuencias de
los genes constitutivos GAPDH y EF-1a (carriles 2 y 4). Para verificar que la reaccion de
digestién fuera eficiente se empled una alicuota del producto de digestion de MNalll,. Se
disefiaron los oligonucledtidos de GAPDH de tal forma que el oligonucleétido antisentido
quedara fuera de uno de los sitios de corte de la enzima, por lo que después de la
digestién con Nfa lii se pierde un sitio de alineamiento para GAPDH (caril 3). Por lo tanto,
fue posible verificar que los procesos de sintesis de ADN complementario y de digestién

del mismo se llevaron a cabo de manera optima.
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Fig 4. Eficiencia de sintesis de ADN complementario y de restriccion con Nalll. Después
de sintetizar el ADN complementario se tom6 una alicuota para amplificar los genes
constitutivos EF-1a {carril 1) y GAPDH (carril 2). Después de digerir con Nfalil, se pierde

e! sitio de alineacion del oligo sentido para GAPDH (carril 3), conservandolo en el caso de

EF-1a (carril 4). M, marcador de peso molecular.
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ii.- Amplificacion de las dietiquetas por PCR.

Con el objeto de conocer el nimero de reacciones 6ptimas para amplificar las dietiquetas
figadas a los adaptadores, se realizé una titulacién del contenido inicial de éstas. En la
figura 5 se observa una mayor intensidad en la dilucién 1:80 del producto de PCR de las
dietiquetas en comparacién con el fragmento de ADN usado como control. Por lo tanto, la
cantidad de dietiquetas que se tiene se encuentra en el rango de 40-200ng/ul, de esta
manera el nimero de PCR o&ptimo segun el protocolo inicial de SAGE es de 200
reacciones. Este resultado fue confirmado empleando un fluorémetro, cuya lectura dio un
resultado de 250ng//uL. Sin embargo, es importante la reacciéon de PCR para confirmar
que el producto final tendra el tamafio esperado. En el caso de SAGE, 1a identificacion de
los genes expresados depende de la secuencia, por lo que en todos los cascs de
amplificacién se utilizan ADN polimerasa de alta fidelidad; disminuyendo asi la

identificacién errénea de genes involucrados en el modelo de analisis.
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Fig 5. Electroforésis en gel de agarosa al 4% de diferentes diluciones de dietiquetas
ligadas a los adaptadores. Carriles 1-3 corrsponden a diluciones 1/20, 1/40 y 1/80
respectivamente. Carriles 3-6 correponden a las mismas diluciones del controt positivo

para esta reaccién con una concentracién inicial de 200 ng/ul de ADN.
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iii.- Purificaciéon de Dietiquetas.

Después de realizar las 200 reacciones de PCR para amplificar la poblacidn de
dietiquetas ligadas a los adaptadores, se colectaron todas las reacciones en un solo tubo;
el ADN presente fue purificado y precipitado. En la figura 6 se observa una electroforésis
vertical en get de poliacrilamida al 8% para separar las bandas de 100 pb que
corresponden a las dietiquetas ligadas a adaptadores. Las otras bandas observadas
corresponden a secuencias de adaptadores sin etiquetas; evidentemente en la reaccién
de ligacién, los adaptadores se encuentran en exceso, asi cuando son amplificados, la

pobla;::ién que no contiene dietiquetas ligadas éparece como una banda de 80 pb.

iv.- Digestion con Nia lil.

Para separar las dietiquetas de los adaptadores, se realizé una digestidon con la enzima
Nia 1ll. El producto de la digestién fue corrido en un gel preparativo de acrilamida al 12%
{Fig. 6) con el objeto de recuperar las bandas correspondientes a las dietiquetas de 28 pb
para la formacién de concatdmeros. Las bandas de ADN correspondientes a 100 y 60 pb,
son digestiones parciales o incompletas. La banda que corresponde a ~ 40 pb son los

adaptadores amplificados.

v.- Formacién de Concatameros y Clonacion.

La presencia del extremo cohesivo reconocido por Nia [t presente en las dietiquetas, hizo
posible ligarlos para formar concatdmeros de diferente tamafio. Para seleccionar las
diferentes poblaciones de concatameros en funcién del nimero de dietiquetas ligadas, se
realizd una electroforésis vertical en gel de acrilamida at 8%. En la figura 8 se observa un
barrido que corresponde a concatameros de diferente tamafo. Se seleccionaron tres
regiones del gel; una de 300 a 500 pb, otra de 500 a 800 pb y de 800 a 100 pb. Estas tres

regiones fueron clonadas cada una en el plasmido pZErO-1. Una alicuota de la mezcla de
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reaccion fue electroporada a la cepa de E. Coli TOP 10; las bacterias recombinantes
fueron seleccionadas y analizadas mediante PCR empleando primers especificos para

PUC M13.
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Fig 6. Purificacion de dietiquetas de 100 pb, empleando un gel preparativo de acrilamida
al 8%. Las bandas de 80 pb corresponden a adaptadores que fueron ligados sin contener

dietiguetas
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Fig 7. Purificacién de dietiquetas de 28 pb en un gel preparativo de acrilamida al 12%.
Después de la digestion con Nialll, se generan diferentes fragmentos; el de 28 pb
corresponde a las dietiquetas, los adaptadores de 40 pb y los digeridos parciales de 60 y

100 pb
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Fig 8. Purificacién de concatameros. Se aislaron fres regiones del gel de acrilamida al

8%: una de 300-500 pb, otra de 500 a 800 pb y de 800 a 1 Kpb
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vi.- Secuenciacion e identificacion de etiquetas.

En la figura 9 se observan los productos de PCR c‘orrespondientes a los insertos
ampiificados de las colonias seleccionadas. Una alicuota de la reaccién de PCR, se corrié
en un gel de agarosa al 1%, aquellos productos que presentaron un tamafio mayor de
500 pb fueron purificados y cuantificados. Es importante seleccionar los insertos por su
tamario, pues esto permite optimizar las reacciones de secuenciacién; un tamafo mayor

del inserto corresponde un nimero mayor de dietiquetas secuenciadas.

Los insertos fueron secuenciados en un secuenciador de Applied Biosistems modelo 310.
En la figura 10 se observa el electroferograma tipico de una reaccién de secuenciacion de
SAGE, las dietiquetas se encuentran separadas por la secuencia reconocida por [a
enzima Nialll (CATG), dicha secuencia en esta metodologia se le conoce como signo de
puntuacion. Los archivos con extension *.seq fueron utilizados para alimentar el software
de analisis SAGE2000 (Johns Hopkins University) que identifica los signos de puntuacion
CTAG, exirayendo la secuencia de cada Etiqueta. De esta manera, se produce una base
de datos que muestra las secuencias de 10 pb que corresponde a cada Etiqueta; por
medio de una conexion al portal del NCBI, es posible identificar el gen al que corresponde

la secuencia de cada etiqueta.



Fig 9. Tamario de los insertos de las colonias crecidas en placas selectivas con Zeocina.

Aquellas clonas que presentaron un inserto mayor a 500 pb fueron secuenciadas. La

flecha indica un tamafio de 500 pb.
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TCT&G ;’;TGTATC CCAG AACCTTa ATAGGGAG ATGTGGC TGCATCC

Ditag

Fig 10. Fragmento de secuencia en donde se muestran los sitios de puntuacion CATG
dejados por la enzima de restriccion Nlalli. En medio de dos de estos sitios se encuentra
una di-etiqueta de 24 pb; el software de andlisis extrae la secuencia de la di etiqueta y

reporta su frecuencia en una base de datos.
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vii.- Caracterizacion de los genes expresados.
En el presente estudio, se realizd una biblioteca de expresion tipo SAGE que se
denomindé SAGE_cervix_normal_B 1, dicha biblioteca puede ser consultada en linea en

el sitio SAGEmap del NCB1 hitp://www.ncbi.nih.qov/projects/SAGE/ (figura 11). Esto

permitid a nuestro grupo, obtener un reconocimiento como colaboradores del Instituto

Nacional de Cancer (NCI) de los Institutos Nacionales de Salud (NIH) (anexo 3).

La caracterizacion detallada de la biblioteca se encuentra en el anexo 1. Se secuenciaron
un total de 30,418 etiquetas, que correspondieron a 8,062 etiquetas Gnicas; de las cuales
5,255 estuvieron relacionadas a un gen particular. Las restantes 2,807 etiquetas no
tuvieron relacion con ningun gen en la base de datos de SAGEmap. Finalmente, 4,340
genes individuales fueron caracterizados, de los cuales 1,215 hasta este momento tienen
un nivel de anotacién pobre; es decir, aparecen en las bases de datos sin funcién

conocida. En ia tabla 2 del anexo 1 aparecen los genes con el mayor nivel de expresion.

viii.- Validacion de los resultados.

Con el fin de corroborar los datos de expresién producidos por medio de una metodologia
de alto rendimiento; empleamos una estrategia de analisis convencional ¢ de busqueda
de un solo gen, como es la Reaccién en Cadena de la Polimerasa acoplada a Retro
Transcripcion {(RT-PCR), en un grupo de seis muestras. En la figura 12 se puede apreciar
la expresién de cinco genes seleccionados en seis muestras de epitelio cervical normal
sin alteraciones histopatolégicas ni presencia de ninguin tipo de HPV. Este resuitado nos
permite confirmar que los datos observados en una scla muesira pueden ser

representativos del epitelio cervical normal.
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Platform 1D GeLd

Data table header descriptions

TAG Fag ssguence

COUNT Freguency for each TAG
TPM Tags per miflion

Data table

TAG

TAULTAGA

TAGBTIGTCY

STGACCACEG
GRHRLCALGE
GEBITEEGET
GUATA

5

Total number of rows: 8082

; Table puncated, full table size 197 Kbytes.

| view i table.. |

Supplementary data files not provided

i61

151
143
138
130

122
114
107
05
103

TPH
H930.76468
11703.596535
8073.574857
6607.929515
6180.53099
S049.040005
S6B7.421923
5323.045565
5292918667
5085.667039
4964.165954
4701.163783
4536.787428
4273785250
4308033716
4010783080
3747.780918
3512.654021
3451.993478
3386.152936

Fig 11 (cont). La base de datos que corresponde al transcriptoma del epitelio cervical

M W SEo T

normal, puede ser consultada en linea en la pagina web del NCBI

http://www.ncbi.nih.gov/projects/SAGE/. Cada etiqueta génica presenta un vinculo a la

informacién correspondiente al gen al que pertenece; asi como su nivel de expresién en

otras bibliotecas SAGE.
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GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

S100A8: $100 calcium binding protein A8 {calgranulin A}

S100AS: 5100 caicium binding protein A9 {galgranulin B}

SPRR3: Small praline-rich protein 3

* NICE-3: Chromosome 1 open reading frame 43

UBAP2L {NICE-4) : Ubiguitin associated protein 2-like

Figura 12. Validacion de los resultados de SAGE en diferentes muestras de cervix
normal. Se empled un grupo de seis muestras de epitelio cervical sin alteraciones
histopatolégicas ni presencia viral, para validar por medio de RT-PCR la expresion de

genes caracterizados por medio de SAGE.
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Il. Microarreglos.

i.-Hibridacion y escaneo.

La imagen que se obtuvo del proceso de hibridacion, es reflejo del nivel de expresion de
cada gen (Figura 13), pues la plataforma de microarreglos que elegimos permite obtener
el perfit de expresion global de un tejido particular, debido a que no se requiere una
hibridacién substractiva (dos colores). Esto significa que el nivel de expresion para cada
gen se manifiesta por la intensidad de fluorescencia en el punto correspondiente. Por otra
parte, gracias al empleo de controles tanto positivos como negativos (Figura 14), es

posible tener un estricto control en la calidad del experimento.

ii.-Analisis por agrupamiento jerarquico.

Una vez que los logaritmos de las tasas de expresion {(Log2R) fueron obtenidas {como se
describe en la seccion de material y metédos), se filtraron los datos eliminando aquellos
genes que tuvieran un cambio menor a dos en todos los tejidos. De esta forma obtuvimos
6,000 genes diferencialmente expresados; los cuales corresponden a 3,248 transcritos
caracterizados. Estos 6,000 genes fueron empleados para realizar un agrupamiento
jerarquico (Fig. 15), empleando para ello el programa Cluster de Eisen (56). Es
interesante notar que los tumores presenten entre ellos menores diferencias que los
tejidos normales. Este hecho pudiera ser explicado por que todos los tumores empleados
en este estudio presentaron infeccién viral por VPH16, de tal suerte que las alteraciones

inducidas por este tipo viral en las siete muestras analizadas son similares.

Por otra parte, los tejidos normales mostraron una gran diferencia entre ellos, esto puede
explicarse por el estadio del ciclo menstrual en el que se encontraban; sin embargo, no
pudimos tener acceso a esta informacion. En este sentido la informacién a la que tuvimos

acceso fue la edad, misma que oscilaba entre los 32 y 41 afos; ninguno de los pacientes
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recibia en ese momento terapia anticonceptiva hormonal. Las diferencias globales
observadas en los epitelios normales pudieran ser explicadas por el nimero reducido de

muestras.
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Figura 13.- Acercamiento de una hibridacién escaneada. La imagen fue producida por el
Software GenePix Pro v5.0; cada punto representa un gen; la intensidad de fluorescencia

esta en funcién del nivel de expresién de dicho gen.
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Figura 14. Controles de calidad en el microarreglo. Dentro del arreglo, existen diferentes
controles, tanto positivos (a) como negativos (b); dichos controles son transcritos
bacterianos que corresponden a diferentes genes. Cada sonda (representada por una
columna en la gréfica) esta distribuida 15 veces dentro del arreglo, de esta forma es
posible evaiuar la calidad tanto del experimento global, como de zonas especificas en la

matriz de puntos del arreglo. La linea roja en las imagenes, representa el nivel de sefal

de fondo (background).
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Figura 15. Agrupamiento jerarquico en CaCU VPH16+. Los datos de microarreglos fueron
analizados por el programa Cluster de Eisen y visualizados por TreeView. El agrupamiento
mostrado, representa alrededor de 6,000 genes. Cada fila es un gen, mientras que cada
columna representa un tejido. La linea de color por encima de las columnas indica: verde,
tejidos normales; rojo, tumorales. La abundancia relativa del gen en el tejido correlaciona
con la intensidad del color; rojo, sobre-expresado; verde, sub-expresado; negro, sin
alteracion. En el dendograma, las ocho muestras tumorales se agrupan, mientras que las

normales presentan diferencias mayores.
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iil.-Analisis Significativo de Microarreglos.

Se reanalizaron los 6,000 genes filtrados por el programa Cluster para encontrar genes
que permitieran discriminar de manera significativa los estados normal del tumoral;
asimismo, empleando Analisis Significativo de Microarreglos (SAM) {58) encontramos
1,135 y 1,701 genes que fueron sobre y sub expresados respectivamente, con una tasa
de descubrimiento falso (FDR) menor ai 10%. Asi, este analisis supervisado permitio
identificar un grupo de genes asociados a carcinoma cervical con infeccion por VPH 16

{Tablas 1y 2 del anexo 2).

iv.-Vias metabélicas involucradas.

Para conocer el significado bicldgico de los genes cuya expresidn encontramos aiterada
en CaCU positivos para VPH16, los genes que obtuvimos por SAM fueron analizados por
el programa Pathway Express (PE)59,60). PE es una herramienta desarrollada
recientemente y que se emplea para visualizar datos de expresién en el contexto de vias
metabdlicas KEGG. La importancia de esta herramienta de analisis consiste en la
obtencién de un factor de impacto (IF) de la ruta involucrada, el cual puede ayudar a tener
una idea mas clara del nivel de alteracién de dicha ruta. Asi, importamos al programa una
lista de genes significativamente sobre y sub expresados para convertir los datos de
expresion en ilustraciones de rutas metabdlicas alteradas. Con el fin de evitar errores en
la asignacién de IFs en las rutas alteradas, debido al tamafo de la muestra para la lista
de genes sobre y sub expresados; se sometieron una cantidad similar de genes en cada
caso. De esta forma, encontramos alteraciones importantes en diferentes rutas
metabdiicas en los carcinomas cervicales (Tabla 3 del anexo 2). En las figuras 2, 3y 4 se

puede odservar las vias de sefalizacién de Wnt, TGF-beta y Calcio respectivamente.
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7. DISCUSION

|. SAGE

La biblioteca de ex-presién que obtuvimos fue derivada de tejido ectocervical sin
alteraciones histopatoldgicas; es decir, clinicamente sano. Este tejido provino de una
donadora de 38 afios de edad, con vida sexual activa. Al momento de la toma de biopsia
la paciente no se encontraba bajo terapia anticonceptiva hormonal, o alguna otra que
pudiera alterar potencialmente la fisiologia cervical. Estos criterios de inclusion de la
muestra, nos permitieron corroborar los datos de expresidn en un grupc mayor de
muestras en cinco genes analizados (figura 12). Este resuitado permite validar que los
datos de expresion de una sola biblioteca SAGE podrian representar el transcriptoma del

epitelio cervical normal.

Los genes que elegimos para validar los datos de expresién de la biblioteca SAGE
proveniente de tejido normal cervical, se encuentran en el cromosoma 1g21. En esta
region cromosémica se agrupan al menos 27 genes divididos en tres familias, que
participan en la diferenciacién terminal de tejidos epiteliales (60). Hasta este momento no
se ha caracterizado el papel que tienen dichos genes en los procesos de diferenciacion

del epitelio cervical normal y su contraparte tumoral (articulo en preparacién}).

La biblioteca SAGE produjo 30,418 etiquetas secuenciadas, las cuales se emplearon para
generar una tabla que representa los genes expresados en el epitelio cervical normal.
Para tener acceso a la lista completa de genes expresados, por favor visitar el sitio de

Internet SAGEmap {http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/guery/acc.cai?acc=GSM2455). EI

catalogo de genes expresados derivado de este estudio representa el primer intento para

generar un andlisis completo del perfil de expresion de! epitelio cervical.
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Entre los genes con un mayor nivel de expresion, algunos corresponden a genes
ubicuamente expresados (GRIN2C, FTH1, GNS, RPLP2, RPL21) (Tabla 2 anexo 1); la
presencia de este tipo de genes es un resultado comun en bibliotecas de expresidn
SAGE; sin embargo, sus niveles de expresidén presentan una importante heterogeneidad.
En un reporte de Velculescu et al., empleando andlisis de bases de datos de bibliotecas
SAGE se encontré que airededor de mil genes se expresan en todos los tejidos tanto
tumorales como normales (32). A esta lista de genes se le ha denominado transcriptoma
minimo (es decir, el grupo de genes expresado en cualquier tipo celular). Para conocer si
los datos de expresion del epitelio cervical normal contenian dichos genes, accedimos a
fa informacién suplementaria del trabajo de Velculescu; de esta manera, una busqueda
por medio de programas que manejan bases de datos (MySQL), permitié identificar en
nuestra biblioteca alrededor de 95% de genes correspondientes al transcriptoma minimo.
El cinco por ciento restante podria ser debido a que el numero de etiquetas secuenciadas
no fue el 6ptimo. Se recomienda que para tener un analisis completo deben ser
secuenciadas alrededor de 40,000 etiquetas por cada biblioteca, pues en esta cifra es
dificii que aparezcan en la tabla de frecuencias nuevas etiquetas {comunicacidn personal

con el creador de la metodologia Victor Velculescu).

Uno de los principales problemas que enfrentamos al realizar este trabajo, fue el costo del
proceso de secuenciacion. En este sentido, para obtener la presente biblioteca de
expresion SAGE se hicieron alrededor de 1,500 reacciones de secuenciacion. Este
importante gasto generd problemas para la construccién de otras bibliotecas; por lo que
decidimos emplear otra metodologia para definir el transcriptoma completo del carcinoma
cervical {anexo 2). De esta manera, elegimos los microarreglos Human Whole Genome
CodelLink de General Electric, como una plataforma con la sensibilidad de detectar una

copia por célula y la especificidad de distinguir secuencias con alta homologia.
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b. Microarreglos de Expresion.

El uso de una plataforma de expresién, la cual tedricamente presenta todos los posibles
genes en el genoma humano; nos permitié identificar genes diferencialmente expresados
en CaCU VPH16+ con respecto a epitelio cervical normal. Algunos de estos genes se han
reportado como tipicamente involucrados en el proceso de carcinogénesis de manera
general 6 en CaCU. Ejemplos de estos genes son c-myc, ras, fos, NF-kappaB, EGFR,
beta-catenina, etc (61-65)(Tabla 3 anexo 2). Estas evidencias muestran la importancia de
empléar herramientas de analisis de alto rendimiento, pues en un solo experimento se
analiza un gran nimero de genes. Los resultados producidos al coincidir con trabajos
previos, validan no solo los genes coincidentes con la literatura, sino el grupo de genes
identificados por el empleo de herramientas de altoe rendimiento, en este caso

microarreglos de expresion.

A fin de encontrar un sentido biologico a los genes obtenidos, empleamos una herramienta
capaz de producir una imagen del carcinoma cervical basada en las vias metabéiicas
descritas por KEGG (Enciclopedia Kyoto de Genes y Genomas, por sus siglas en inglés).
La base de datos de KEGG presenta redes de proteinas anotadas por evidencias
biolégicas directas; es decir, todos los datos encontrados empleando esta herramienta
tienen sustento en una gran cantidad de articulos cientificos en donde se ha estudiado
cada via especifica (66). Una evaluacién sistematica de las vias aiteradas en CaCU se
muestra en la Tabla 3 del anexo 2. Algunas de estas rutas tienen un importante papel en
el proceso de carcinogénesis en diferentes modelos, ademas han sido caracterizadas en
CaCU. En este contexto, la via de Wnt se ha propuesto como promotor de la
transformacion de queratinocitos inducida por VPH (67), ademas en nuestro grupo hemos

cbservado la activacion de esta via en CCVPH18+ (68).
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Ofra de las rutas metabdlicas que encontramos aiteradas en este trabajo, fue la via de
TGF-beta; como se observa en la tabla 3 del anexo 2. Se ha observado que dicha via es
critica para mantener el control homeostatico del crecimiento celular, no solo en células
“malignas sino ademas en células que progresan en las etapas tempranas dei procesc de
los inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas p15INK4b y p21CIP1 (revisado en 69).
En este sentido, Nees et al. han demostrado que las oncoproteinas vi.rales E6 v E7 tienen
un efecto negativo en la expresion de genes de respuesta a TGF-beta (46). Las proteinas
de la familia Smad juegan un papel clave en la cascada de sefializacion intracelular de
TGF-B; son las primeras en fosforilarse después que se activa el receptor de TGF-;
Smad2 y Smad3 se fosforilan y forman complejos heteroméricos con Smad4; estos
complejos son translocados al nicleo dénde controlan la expresién de genes blanco. Lee
y cols. han mostrado que E7 de VPH 16 bloquea la sefalizacién de TGF- bloqueaﬁdo la
union del heterdmero de proteinas Smad a sus secuencias blanco en la regién promotora
de los genes que regulan {70}). Ademas, se ha observado la disminucién en la expresién
de Smad2 y 4 en carcinomas cervicales (71). En este trabajo, hemos mastrado la
subexpresién de los genes Smad (Figura 3 del anexo 2). Estas observaciones podrian
sustentar [a funcion de la via metabdlica de TGF-B cdmo supresor de tumores en epitelio
cervical. De esta manera, la disminucidén en la expresidn de genes involucrados en la via
de sefalizacién de TGF-p promovida por la infeccidn de VPH, puede representar un
mecanismo importante que contribuye a la estimulacién del crecimiento, inmortalizacién y

carcinogénesis del epitelio cervical

La importancia del presente trabajo radica en la caracterizacion de genes desregulados

en CaCU infectado por VPH16. Este tipo viral se detecta en aproximadamente 50% de los

59



casos de CabU en el mundo (72), mientras que en México puede detectarse hasta en
70% de la poblacion (73); de esta manera, el presente trabajo contribuye al conocimiento
de las alteraciones en cuanto ai perfil de expresion en CaCU producidas por la infeccién
del tipo viral mas comun. Esta caracterizacion fue posible gracias a la combinacién de
dos metodologias que permitieron realizar un analisis completo de los genes expresados

en epitelio cervical tanto en tejidos sin alteraciones histopatolégicas como tumorales.
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8. CONCLUSIONES

Este trabajo es el primer esfuerzo para obtener el transcriptoma del epitelio cervical. Esto
fue posible gracias a una metodologia que permitid analizar de manera completa los genes
expresados en este tejido. Aungque nuestra biblioteca SAGE fue producida de un solo
donador, la mayoria de las muestras analizadas expresaron los genes seleccionados; lo

que muestra la reproducibilidad de este estudio, inclusive con diferentes metodologias.

Esta metodologia es compleja y demasiado costosa, principalmente por el gran esfuerzo
de secuenciacion que se requiere para lograr un catalogo completo de genes expresados.
Sin embargo, la gran riqueza de informacion derivada de este estudio justifica el esfuerzo y
permite un mayor conocimiento de la biologia y fisiologia en términos de los genes
expresados en este tejido. En un futuro cercano, estos datos podrian aportar conocimiento
en los procesos relacionados a la infeccion viral u otras patologias que afectan el epitelio

cervical.

Estudios preliminares en CaCU empleando herramientas de aito rendimiento para obtener
el perfil de expresion en este tejido, han sido limitados principalmente por la cantidad de
genes impresos en el arreglo. En este trabajo empleamos herramientas de analisis de
expresién que nos permitieron tener un catalogo completo de genes expresados en CaCU,;
gracias a esto fue posible caracterizar vias celulares en las cuales una proporcién

importante de genes mostré desregulacién en su nivel de expresion.

La importancia de este frabajo es mostrar las vias metabdlicas alteradas y los genes que

participan en dichas vias, con el objeto de incrementar nuestro conocimiento sobre las

alteraciones moleculares inducidas por la infeccién por VPH16.
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