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Resumen

El cdncer cérvico uterino (CaCu) es el segundo cdncer mas comun en mujeres y la primera causa de
muerte asociada a cancer en paises subdesarrollados. El agente etioldgico del CaCu es el Virus del
Papiloma Humano (HPV), presente e®99.7% de los casos, el cual altera distintas vias de
sefializacion celular, sin embargo poco se ha estudiado del CaCu a nivel de proteinas y aun se
desconoce su dinamica protedmica. En este estudio se aborda la expresion proteémica durante el
desarrollo tumoral, en tumores de linea celular HelLa inoculadas en ratones hembras atimicos de la
cepa Nu/Nu. En el presente trabajo se identificaron 31 proteinas y se describen sus posibles
funciones en el desarrollo tumoral. Las proteinas con una expresidn constantes, estan
involucradas en la resistencia al estrés, el transporte vesicular y el incremento de las vias de
activacion de NF-KB, que controla la supervivencia y proliferacion celular; las proteinas sub-
expresadas estan relacionadas en la via TNF-a, que puede activar las vias de MAPK, NF-KB, que
controlan la activaciéon de la apoptosis por medio de caspasas; las proteinas sobre-expresadas
estdn involucradas en un mayor rendimiento energético; las proteinas oscilantes sobre-expresadas
estan involucradas en la via VEGF y NO, encargadas del evento bioldgico de angiogénesis; y las
proteinas oscilantes sub-expresadas estan relacionadas al remodelamiento del citoesqueleto.
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Introduccion

Generalidades del cancer

En un organismo pluricelular hay células capaces de proliferar y participar en el mantenimiento y
reparacion tejidos a lo largo de su vida. Las células que componen un organismo, estdn reguladas
por sistemas de control que mantienen la organizacién celular, las interacciones inter-celulares, la
diferenciacidn, proliferaciéon y muerte, permitiendo la homeostasis del organismo [1,2]. Cuando
una célula es alterada en algin componente celular, las células son capaces de contrarrestar el
dafio por medio de sistemas de reparacion, o por activacién de la muerte celular programada
llamada apoptosis, sin embargo, hay ocasiones en las que las alteraciones celulares no son
reparadas, asi la célula es capaz de sobrevivir y acumular alteraciones sucesivas que le permiten
superar todas las barreras de control celular y concluir en el desarrollo de un céancer [1,3].

Los tumores se desarrollan en cualquier individuo, y con mayor frecuencia en los de edad
avanzada. La mayoria de los tumores no representa un riesgo, debido a que suelen ser localizados,
de tamaio pequefio y no son capaces de invadir otros tejidos; a estos se les denominan tumores
benignos. Un tumor benigno puede causar la muerte si crece de manera que obstruya algin
érgano o presione algln nervio vital, o si este secreta un exceso de sustancias bioldgicas activas,
como hormonas. En contraste, las celulas de un tumor maligno o mejor definido como cdncer, se
encuentran fuera de los sistemas de control celular, se dividen mas rapido que las células
normales, mueren con una menor tasa, presentan la formacidn de vasos sanguineos
(angiogénesis) y la capacidad de invadir tejidos distantes (metastasis) [1,2].

Existen mds de 100 tipos de cdncer, puede haber subtipos y presentar diferentes grados de
malignidad, esta complejidad presupone que las alteraciones sobre las células cancerosas deben
de ser muy variadas. Se ha propuesto qué la mayoria de los canceres presentan esencialmente
alteraciones en diez funciones basicas de la célula (fig. 1) [4]:

1.- Autosuficiencia en sefiales de crecimiento 6.-invasion de tejidos y metastasis
2.-insensibilidad a sefales de anticrecimiento 7.-angiogénesis sostenida
3.-evasion del sistema inmune 8.-inestabilidad gendmica
4.-potencial replicativo ilimitado 9.-evasion de apoptosis
5.-promocidon tumoral por inflamacién 10.-desregulacion metabdlica
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Figura 1. Las 10 caracteristicas distintivas del cancer. Imagen adaptada de ref. 4.

Tumorigénesis

La tumorigénesis es un proceso lento y progresivo de multiples etapas, las cuales suceden a lo
largo de décadas. Entre las células normales y las altamente malignas hay una serie de
alteraciones que reflejan los cambios adquiridos por las células con el tiempo. No obstante, no
todas las alteraciones en el crecimiento celular son consideradas como cancer y se clasifican de la
siguiente manera [1].

e Hiperplasia: se puede deber a varias razones, incluyendo: incremento en el estrés (como el
uso muscular intenso), inflamacién crénica, desbalance hormonal, o compensacion en el
tejido por daiio o enfermedad. En este tipo de crecimiento las células practicamente son
iguales a las normales con excepcién de un incremento en su nimero.

e Metaplasia: La metaplasia es la transformaciéon de un tipo de tejido en otro, este
fendmeno puede ser visto como un desplazamiento de células incapaces de soportar un
estrés por aquellas con una mayor resistencia. En este tipo de crecimiento las células son
practicamente normales a excepcidén de las que se encuentran en una capa celular a la
cual no pertenecen y no realizan todas las funciones normales.

e Displasia: se refiere a cualquier desorden en la maduracion y crecimiento de un tejido, el
cual es reversible si se elimina la causa. Se diferencia de la metaplasia puesto que hay una
expansion de células normales por células inmaduras. A este nivel las células presentan
disturbios citolégicos y cambios en tamafio, forma y organizacion. Este tipo de alteracion
representa una progresién hacia una transformacion maligna y es considerado un
crecimiento anormal.



e Papilomas, polipos: Estas células tienen un crecimiento anormal, a veces son llamadas
displasias de alto grado y su aparicion puede evolucionar a neoplasias. Este tipo de celulas
aun respetan la laminilla basal, pero presentan una divisidon celular acelerada y suelen
formar estructuras visibles llamadas papilomas o pdlipos y se les considera como tumores
benignos.

e Neoplasia: Estas células han sobrepasado todas las barreras de control celular. Este
crecimiento anormal no respeta la laminilla basal e invade los tejidos que lo rodean. En
este punto se presenta la capacidad de diseminacidén hacia 6rganos distantes (metastasis),
y es considero como cancer [1,3].

Las distintas anomalias en el crecimiento celular, son una serie de cambios, en los cuales las
células de los tejidos normales son alteradas hasta volverse malignas. Es importante remarcar el
hecho de que estas alteraciones no se han probado como pasos secuenciales hacia el desarrollo de
un cancer (fig. 2) [1,3].

| Cancer
) -
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) Neoplasia

s’ Papilloma,

i i olipo
J Displasia P@IIP
Metaplasia
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Tejido normal

Figura 2. Distintas alteraciones del crecimiento celular. Desde un tejido normal hasta un cancer hay una
serie de alteraciones en el crecimiento, sin embargo, no todas son consideradas como cdncer. Las
alteraciones del crecimiento celular no se han probado como eventos secuenciales hasta el desarrollo de un
cancer, pero queda la pregunta si existen vias comunes hacia el desarrollo tumoral.

Microambiente

La tumorigénesis es un proceso complejo de multiples etapas, las cuales no pueden ser entendidas
si separamos a las células tumorales del contexto en el que se desarrollan. Nos referiremos a las
células y componentes celulares adyacentes a las neoplasicas como el microambiente tumoral [5].

Cuando las células tumorales sobrepasan la laminilla basal, se involucran en un conjunto de
nuevas interacciones, una de las primeras sucede con la estructura de soporte llamada matriz
extracelular (ME), la cual es un reservorio dindmico de moléculas que promueven la proliferacion
celular, movimiento, diferenciacién, polarizacion celular y metabolismo de la misma. Durante la
tumorigénesis y la invasion de la ME, suele haber un reclutamiento de distintas células, como
fibroblastos, células del sistema inmune y células endoteliales [6].
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Los fibroblastos son células predominantes en la ME, los cuales estan encargados de la sintesis,
deposicién y remodelacion de la ME. Los fibroblastos producen colagenos, proteoglicanos,
enzimas proteoliticas y sus inhibidores, y secretan de forma paracrina factores de proliferacion y
supervivencia celular y bajo ciertas condiciones factores apoptéticos. En cada drgano existen
fibroblastos con funciones especificas, por lo cual los fibroblastos procedentes de diferentes
6rganos producen diferentes moléculas, asociadas al érgano de procedencia [7]. Esto es
importante de notar, debido a que los fibroblastos asociados a tumores muestran una mayor
proliferacién, expresan a-actina de musculo liso, y son rodeados por acumulaciones de colagenos
fibrilares. A esta condicidn se le conoce como desmoplasia y suele ser acompafiada por el
reclutamiento de células inflamatorias, una constante degradacion de la ME y la promocidn de
angiogénesis [8].

Cuando un tejido sufre de dafio, las células deterioradas son removidas por la induccién de
apoptosis, mientras que la regeneracién del tejido es gracias a la proliferacidon celular [3]. La
relacion funcional entre las células cancerosas y las células inflamatorias; leucocitos
(mononucleares: linfocitos y monocitos, y polimorfonucleares: neutréfilos, basdfilos y eosindfilos),
células dendriticas, macréfagos, asesinas naturales (NK) y mastocitos, es la contribucion al
desarrollo tumoral debido a la liberacién de potentes mediadores de inflamacidn, proliferacién,
migracion, remodelacion de ME, integridad gendmica y angiogénesis. Sin embargo, el sistema
inmune puede tanto favorecer el desarrollo tumoral como inhibir su crecimiento ya que hay
ocasiones en el que el sistema inmune logra detectar a las células cancerosas y mostrar una
respuesta adaptativa en contra de ellas, mediada por linfocitos B y T [9-11] nota: para mayor

informacion revisar apéndice A seccion Sistema inmune.

Los vasos sanguineos son esenciales en la oxigenacion, transporte de nutrientes y remocién de
desechos celulares, cuando hay dafio en tejido, se activa el proceso bioldgico de angiogénesis, que
se define como la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de los preexistentes. En el
desarrollo tumoral, no se sabe si la angiogénesis es promovida Unica y exclusivamente por la
secreciéon de factores angiogénicos por parte del tumor, ya que también puede haber liberacién de
estos factores de la ME. Cuando se lleva a cabo la formacidon de un nuevo capilar, las células
endoteliales secretan factores de proliferacidon cerca de las células no endoteliales, igualmente
liberan factores de crecimiento que atraen células peri-endoteliales llamadas pericitos y células de
musculo liso, que en conjunto forman lo que se denomina muralla celular. Una vez que se
encuentran en posicion, estas células liberan moléculas como factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF) y angiopoitina-1 (Ang-1), que promueven la supervivencia y proliferacion de las
células endoteliales. El desarrollo tumoral estd acompafiado por la proliferacién coordinada de
células estromales y endoteliales, lo que hace notar una dependencia a estas células en la
tumorigénesis (fig. 3) [12, 13].

Otro componente del microambiente son las hormonas. Estudios extensivos han mostrado la
relacidn entre el desbalance hormonal y la aparicion y progresion de algunos tipos de cancer [14].
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Reguladores criticos como TGF-B, IGF-1 y VEGF, son alterados con la administracion de altas
cantidades de hormonas sexuales, mostrando su relacién como reguladores paracrinos de células
epiteliales y estromales, asi como sus funciones en la regulacidn de proliferacién y supervivencia
celular [15, 16].

o CDMO @ Mastocito @ Monocitos W Pericito @ Epitelionormal

Vaso

@ Macréfago &% CSDM @ infocitos A\ sanguineo ;9 Célula tumoral

@ Neutréfilo =2 CM ~@&> Fibroblastos @D Célyla ==y, Célulalinfatica
Endotelial endotelial

Figura 3. El microambiente de las células tumorales. Las células cancerosas se ven involucradas en un
complejo microambiente que incluye células derivadas de la medula espinal (CDMO), células supresoras
derivadas de mieloides (CSDM), células mesenquimales (CM), células endoteliales, células epiteliales,
hormonas y matriz extracelular, entre otras. Imagen modificada de ref. 11.

Céncer cérvico uterino (CaCu)

El cancer cérvico uterino (CaCu) es una alteracidn originada en el epitelio cervical y del cuello
uterino, se manifiesta a través de lesiones precursoras, de lenta y progresiva evolucién en grados
leve, moderada y severa. Estas lesiones pueden llegar a evolucionar en un cancer in situ (cuando
se circunscribe a la superficie epitelial) o un cancer invasor (cuando las células invasoras traspasan
la membrana basal) [17].

De acuerdo con reportes de la OMS, en el afio 2008 hubo 12.4 millones de nuevos casos y mas de
7.6 millones de muertes por cancer en el mundo. El cancer de mama, pulmén y colorectal
representaron el 42.5% del total de las muertes en mujeres en paises desarrollados, mientras que
en paises en vias de desarrollo el cancer cérvico uterino ocupd el primer lugar con un 13.9% de las
muertes registradas por cancer [18]. En México, el CaCu representa la segunda causa de muerte
asociada a cancer, con una tasa de defunciones de 7.4 por cada 100, 000 mujeres [19].
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Clasificacion del CaCu
Dentro del cancer cérvico uterino hay cuatro tipos de cancer que pueden identificarse:

1. Carcinoma escamoso: proviene del epitelio escamoso cervical y es el mas frecuente con
aproximadamente el 80% de los casos.

2. Adenocarcinoma cervical: cuenta para un 15% de los casos y proviene de las glandulas
productoras de mucosa del endocérvix.

3. Carcinoma adenoescamoso: constituido por células de origen escamosas y glandulares ~1-
5%

4. Carcinoma neuroendocrinos: derivado de células neuroendocrinas cervicales, cuenta para
un ~0.1-1%

Los distintos tipos de cdncer cérvico uterino presentan caracteristicas clinicas muy similares, sin
embargo, los carcinomas adenoescamoso y neuroendocrinos son detectados de manera
ineficiente por los programas de rutina, por lo que suelen ser detectados en fases avanzadas [20].

Nota: Para mayor informacidn revisar apéndice A seccion Tipos de tumores.

Hay varios sistemas de clasificaciéon para el CaCu que tienen una terminologia uniforme para la
correcta comunicacién entre profesionales, proveer un correcto diagnostico, y asi mejorar el
tratamiento. A continuacidn se describen brevemente tres sistemas de clasificacion del CaCu:

El Sistema de clasificacion FIGO (International Federation of Obstetricians and Gynaecologists) fue
el primer sistema desarrollado para la clasificacion del CaCu en 1958 y su ultima actualizacidn fue
en el 2010. Este sistema se basa en tres factores:

e Alcance del tumor: si las células se encuentran en la superficie del cuello uterino o si han
invadido otros tejidos circundantes.

e Propagacidon a nddulos linfaticos préximos.

e Propagacion del cancer a drganos distantes (metastasis).

La clasificacidon por etapas o estadios se basa en la revision clinica y no en evidencia quirurgica.
Para asignar la etapa de la enfermedad, se combina la informacién sobre el tumor, los ganglios
linfaticos y la propagacion del cancer, proceso conocido como agrupacién de estadios. Los estadios
se describen usando los niumeros romanos del | al IV, con sub-etapas indicadas por niumeros y

letras [21]. Nota: para ver criterios de clasificacién revisar apéndice A seccién Sistema FIGO.

En 1968, se acuio el concepto de neoplasia intraepitelial cervical (NIC), con diferentes grados, NIC-
I, NIC-1l y NIC-IIl. El diagndstico y clasificacion de NIC por histopatologia se lleva a cabo por una
biopsia cervical, y se valora si una muestra tisular cervical presenta algun tipo de NIC y en qué
grado, esto en funcidon de las caracteristicas histoldgicas de diferenciacion, maduracién vy
estratificacion de la muestra y si hay anomalias nucleares. Para el diagnostico NIC se toma en
cuenta la proporcion del espesor epitelial de las células maduras y diferenciadas. En general entre
mas avanzada sea la fase NIC, suelen tener un mayor espesor epitelial las células indiferenciadas

13



en contraste con la capa de células maduras diferenciadas [22]. Nota: para ver criterios de

clasificacion revisar apéndice A seccion Sistema NIC.

Por ultimo, la clasificacion mas reciente fue desarrollada en 1988 conocida como el Sistema
Bathesda. Esta clasificacion introdujo el concepto de lesiones escamosas intraepiteliales,
subdividiéndose en lesiones escamosas intraepiteliaes de bajo grado (LSIL) y lesiones escamosas
intraepiteliales de alto grado (HSIL), también contempla la categoria de células escamosas atipicas
(ASC). Esta clasificacion se basa en el examen de Papanicolaou y se sustenta en dos conceptos: la
diferenciacidon escamosa de las células vaginales y los cambios morfoldgicos celulares que ocurren
en estas células cuando hay patologia. Esta técnica se basada en el estudio de las caracteristicas
morfoldgicas del nucleo, citoplasma y relacidn ndcleo-citoplasma de las células que son tomadas
del endo- y ecto-cérvix, y fondo del saco vaginal [22, 23]. Nota: para mayor informacién revisar
apéndice A seccion Sistema Bathesda.

Generalidades del Virus del Papilloma Humano (HPV)

El agente etioldgico del CaCu, es el Virus del Papiloma Humano (HPV), que se encuentra presente
en 299.7% de los tumores y causa la mayoria de las lesiones intraepiteliales. Sin embargo, existen
otros factores tanto exdégenos como enddgenos que contribuyen al desarrollo y progresion del
CaCu [20].

Los HPVs son virus que pertenecen a la familia Papovaviridae, sin envoltura, con un tamafio
pequefios (55 nm de didametro), de DNA y sin etapa de RNA, con tropismo a los epitelios
escamosos. Tienen una cdpside icosaédrica compuesta de 72 capsdmeros que contiene el genoma
viral. Los capsdmeros estdan compuestos de dos proteinas estructurales: la proteina L1 y la
proteina de cdpside menor L2 [20, 24].

El genoma de los HPVs es una molécula circular sencilla de doble cadena de DNA, que contiene
entre 6800 y 8000 pares de bases (pb) y asociada a histonas. El genoma de los HPVs presenta
entre 8 y 10 marcos de lectura abiertos (ORF) — E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, L1 y L2 — y se divide
en las regiones de: control, temprana y tardia (Figura 4 y Tabla 1) [20, 24].

Se han identificado mas de 120 tipos de HPVs que infectan al ser humano y aproximadamente un
tercio de estos presentan un tropismo al epitelio escamoso del tracto genital [20]. Los HPVs se
agrupan basandose en sus asociaciones clinicas como de alto riesgo (asociados frecuentemente al
desarrollo de céncer) y de bajo riesgo (asociados principalmente a verrugas genitales) [24]. Nota:
para mayor informacion revisar apéndice A seccion Asociaciones clinicas del HPV.
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Figura 4. Organizacion genémica del HPV (figura adaptada Ref. 24)

Tabla 1. Proteinas del HPV y su funcidn (tabla adaptada de Ref. 24).

Regién Tamafio/ Proteina Funcidon
gendmica peso

molecular
Region de 400, 1,000 pb -

control larga
LCR

Origen de replicacién y regulacion de la expresion génica del HPV.
Contiene el centro promotor p97 con secuencias potenciadoras y
silenciadoras que regulan la transcripcidn de los ORFs.

68-85 kD E1l Helicasa, esencial para la replicacién viral y el control de la
transcripcion de los genes virales.
48 kD E2 Factor de transcripcion viral, esencial para la replicacidn y control
Region de la transcripcién, participa en la segregacion y formacion de la
temprana capside
/Proteinas Desconocido E3 Funcion no conocida sélo se encuentra presente en algunos HPVs
Tempranas 10-44 kD Fusién Se une a proteinas del citoesqueleto
Involucradas E17E4
enla 14 kD E5 Interacciona con los receptores de EGF/PDF- B promoviendo
replicacién proliferacion.
viraly la 16-18 kD E6 Asociado a la degradacion de p53 y la activacion de la telomerasa.
oncogeénesis 10 kD E7 Interacciona principalmente con pRB y transactivador de
promotores dependientes de E2F.
20 kD Fusion  Proteina de represion de replicacion
E8NE2C
Regidn tardia 57 kD L1 Proteina mayoritaria de la cdpside
/Proteinas de 43-53 kD L2

capside

Proteina minoritaria de la capside
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Ciclo de vida del HPV

Para entender la relacion del HPV con el desarrollo y progresién del cancer cérvico uterino,
necesitamos entender su ciclo de vida y como afecta a la célula hospedera. El ciclo de replicacion
del HPV es poco comun, ya que la mayoria de los virus producen virones en la célula originalmente
infectada, pero el HPV completa la formacidn de virones hasta después de que la célula original ha
experimentado mitosis y una de las células hijas se ha diferenciado [25].

La infecciéon de HPV suele ser en las capas superiores de los epitelios escamosos, sin embargo, la
capa basal puede ser infectada cuando es expuesta por alguna lesién. Una vez que el HPV ha
infectado a alguna célula, su genoma puede permanecer en forma episomal (como elemento
extracromosomal) o integrarse al genoma del hospedero [25].

Los productos del HPV asociados a la transformacién son las oncoproteinas E6 y E7 por su
potencial transformador e inmortalizador. E6 y E7 por separado tienen capacidades
inmortalizadoras limitadas, pero existe una sinergia cuando las dos estan presentes. Las células
inmortalizadas con los oncogenes E6 y E7, presentan una baja tasa de tumorigénesis en ratones
desnudos, lo que indica la necesidad de otras alteraciones para la progresion a un cancer [26, 27].

Los genes virales E5, E6 y E7 poseen actividad proliferativa, al interrumpir vias de sefalizacion
celular. E5 estimula el crecimiento celular al formar un complejo con el receptor del factor de
crecimiento epidermal (EGF), la proteina factor g derivada de plaquetas (PDF-B) y el receptor del
factor 1 de crecimiento (IGF-1) promoviendo su funcién proliferativa [28]. E6 promueve la
degradacion de p53 y la proteina pro-apoptética BAK, que resultan en una evasion de las vias de
sefializacion apoptéticas y un incremento en la inestabilidad gendmica. Se ha postulado que la
oncoproteina E6 es responsable de la activacion de la telomerasas y de la inhibicidn de las cinasas
de la familia SRC encargadas de varias vias de sefalizacién involucradas en diferenciacién,
adhesion y transcripcion [29]. E7 degrada la proteina RB, el cual libera el factor de transcripcion
E2F y estimula la actividad de la cinasa INK4A, lo que resulta en la progresién de la fase G1 a la
fase S, en el ciclo celular. E7 estimula los genes ciclina Ay ciclina E de la fase S y parece bloquear la
funcién de los inhibidores de las cinasas dependientes de ciclinas p21 y p27 [30]. Estudios
recientes han demostrado la interaccion de E7 con deacetilasas de histonas (HDACs), asi como con
E2F6 que es un represor transcripcional de los promotores dependientes de E2F, lo anterior
mediante la formacién de complejo del grupo polycomb (PcG). Se ha visto que las interacciones
entre HDACs-RB-E7 son esenciales para mantener la forma episomal del HPV, lo que promueve la
produccidn viral en la fase S de células diferenciadas. Este conjunto de alteraciones, tienen como
objetivo permitir la produccién viral en células en las cuales no es normalmente posible. De esta
manera el HPV interfiere con las vias de sefalizacion y corrompe los controles celulares,
promoviendo la transformacion de células normales a células cancerosas (Figura 5) [20-30]. Nota:
para ver todas las interacciones reportadas de las proteinas E6 y E7 ver apéndice A, seccion Interacciones de
E6yE7.
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Estrato m m @ ___________
corneo @ Ensamblaje viral
y liberacion

Estrato
granuloso

Expresion de genes Tardios y

amplificacion del genoma viral
Estrato

espinoso

Expresion de genes Tempranos
Estrato E1,E2,E6 Yy E7

basal

Lamina basal

Epitelio normal

Epitelio infectado

Figura 5. Ciclo de vida del HPV. Una vez que el virus del papiloma humano (HPV) infecta a los epitelios en el
estrato basal, el genoma viral se establece en el nlcleo de la célula hospedera en forma episomal, con pocas
copias, donde se replica en sincronia con la replicacién del DNA en el ciclo celular. Cuando una célula de la
capa basal se divide, una célula hija migra fuera de la capa basal y experimenta diferenciacién, este evento
en células HPV+ induce la fase productiva del ciclo viral, que requiere la maquinaria de sintesis de DNA de la
célula hospedera. La expresion de las oncoproteinas E6 y E7, interrumpen varias vias de sefalizacion celular,
lo que desregula el ciclo celular, en consecuencia, células terminalmente diferenciadas experimenten la fase
S una vez mas permitiendo que el genoma viral sea amplificado en células que de otra manera no seria
posible. Las proteinas tardias L1 y L2 encapsidan los genomas virales y los nuevos virus son liberados en las
capas superiores del epitelio (imagen adaptada de ref. 27).

Vias de seializacién celular

Las vias de sefializacion celular son parte de los complejos sistemas de comunicacidn inter- e intra-
celulares, que coordinan las actividades celulares bajo distintos estimulos. Las vias de sefializacién
celular, proveen a las células la habilidad de distinguir y responder correctamente a la informacion
del microambiente, en eventos celulares que incluyen la proliferacién, reparaciéon de tejidos,
respuesta inmune y homeostasis de un tejido normal. La comunicacién celular se lleva a cabo por
medio de la transduccidn de sefiales, proceso que consiste de dos etapas:

1) En la primera una molécula sefial se une a un receptor.

2) El receptor sufre una alteracidon que activa a un segundo mensajero, lo que permite que se
transmita la sefial.

En cada paso, la sefial puede ser amplificada, lo que significa que una molécula sefial puede causar
una amplia gama de respuestas. En la mayoria de las enfermedades como diabetes, enfermedades
autoinmunes, enfermedades del corazén y en particular cancer, surgen como consecuencia de los
defectos en la correcta comunicacion de estas vias [2].

Para llevar a cabo el proceso de transduccion de sefiales se requiere de una maquinaria
especializada, una parte de esta, son los receptores, divididos en intracelulares y extracelulares.

17



Los receptores extracelulares, son proteinas integrales transmembranales, extendidas a lo largo
de la membrana plasmatica celular, con un dominio expuesto hacia el exterior de la célula y otro
hacia el interior. La transduccién de sefiales, inicia con la unidon del receptor con su ligando
(molécula sefial), lo que provoca cambios conformacionales del receptor, que resultan en la
activacion de su actividad intrinseca (cinasa, fosfatasa, fosfodiesterasa, etc) o la de las enzimas
asociadas al receptor o la exposicion de sitios de unién para proteinas de sefializacién intracelular,
permitiendo la propagacion de la sefal a través del citoplasma [31].

En células eucariotas, la mayoria de receptores se activan por la interaccidn con su ligando, como
las tirosina cinasas y las fosfatasas. Algunas tienen actividad enzimdtica y catalizan la formacién de
mensajeros secundarios como AMP ciclico (¢cAMP) e inositol trifosfato (IP3) los cuales cumplen
varias funciones como la liberacidn de calcio intracelular al citoplasma. Otras proteinas activadas
interactlan con proteinas adaptadoras que facilitan la sefializacién al coordinar los complejos de
sefializacion en respuesta a un estimulo particular. Existen enzimas que se asocian a receptores,
también a proteinas adaptadoras, las cuales son responsables de la produccién de varias
moléculas mensajeras secundarias. Como parte del proceso de transduccion de sefales muchas
proteinas adaptadoras y enzimas son activadas por la unién de mensajeros secundarios
especificos. Estas proteinas tienen dominios de unién especifica, por ejemplo, los dominios de
unién a Ca’* por parte de las anexinas, que permite su unién a membrana y la activacién de
sefializacion celular desde la membrana plasmatica. PIP3, y otros fofoinositoles, tienen la misma
funcién en dominios homdlogos de Pleckstrina, como en la proteina cinasa Akt [32-33].

Existe una amplia diversidad de dominios receptores extracelulares, los cuales llevan a cabo la
integracion de las sefiales extracelulares y permiten la respuesta fisioldgica: Las proteinas G
acopladas a receptores de tirosina e histidina cinasas, integrinas, de canales idnicos y tipo Toll [34].

nota: para mayor informacion revisar Apéndice A seccion Receptores extracelulares.

Los Receptores intracelulares, son proteinas solubles localizadas en nucleo y citoplasma. Los
ligandos tipicos de receptores nucleares son hormonas lipidicas, como las hormonas asteroideas y
derivados de vitaminas A y D. Los ligandos de receptores intracelulares deben pasar por la
membrana plasmatica, para unirse a su receptor citoplasmatico o nuclear, e iniciar la transduccion
de sefiales [35].

La respuesta celular a la transduccion de senales incluye la activacion génica y cambios
metabdlicos. Debido a que los genes transcritos pueden incluir factores transcripcionales, un
mayor numero de genes pueden ser activados. De esta manera, un estimulo puede disparar
grandes cambios en la expresidn génica, lo que implica importantes cambios en el proteoma
celular. La desregulacién de las vias de sefalizacion celular en células cancerosas es muy
frecuente, por lo cual su entendimiento permitird conocer mejor su biologia y la fabricacién de
farmacos dirigidos capaces de inhibir inicamente a las células que presenten estas alteraciones

[2].
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“El conocimiento no es suficiente, debemos aplicar. La voluntad no es suficiente, debemos
hacer”
Goethe.
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Estudios proteémicos en CaCu

Protedmica

Con la secuenciacién del genoma humano, el andlisis de la expresidn génica en condiciones
médicas ha despertado un enorme interés, especialmente en la investigacién del cancer. El
estudio de la expresion génica nos permite entender mejor el comportamiento celular tanto en
una célula normal como en la célula cancerosa. Sin embargo, frecuentemente no se observa una
correlacién directa entre la expresion génica a nivel de mensajero con la expresion a nivel
proteico. En la mayoria de los procesos celulares (crecimiento, proliferacidon, apoptosis,
senescencia, metabolismo, etc.,), las proteinas tienen un papel predominante como las moléculas
bioldgicamente activas, por lo tanto es indispensable conducir estudios de los perfiles protedmicos
y de como las proteinas se relacionan y controlan los distintos procesos celulares, que nos
permitan entender la biologia del desarrollo tumoral [36]. El termino proteoma se refiere a las
proteinas expresadas en una célula, tejido u organismo y el termino protedmica se define como el
estudio e identificacién del proteoma en una condicién dada [37].

La protedmica utiliza técnicas de extraccidn y separacion de proteinas para su posterior estudio. La
extraccion proteica puede ser de un tejido, un fluido o una fraccidn celular y en general se utilizan
métodos especificos para el tejido o fraccién de interés. La separacion del proteoma se lleva a
cabo por distintas metodologias, entre las que destacan la electroforesis en geles de dos
dimensiones (2-D), la cual separa a las proteinas por dos propiedades fisicoquimicas: El punto
isoeléctrico (pl) y el peso molecular (pM) (Figura 6) [37].
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Figura 6. Electroforesis de 2-D. Separacién del proteoma por medio de electroforesis bidimensional. Una
vez que el proteoma de la muestra bioldgica a analizar ha sido obtenido, es separada primero por punto
isoeléctrico 1-D y después por peso molecular 2-D.

Una vez separadas las proteinas de una muestra compleja, la identificacién proteica se basa
principalmente en espectrometria de masas (MS por sus siglas en inglés) [37]. Un espectrémetro
de masas es un instrumento capaz de separar iones moleculares por la diferencia en su proporcién
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de masa y carga (m/z). Generalmente un espectrémetro de masas consiste en tres componentes:
una fuente de ionizacion, un analizador de masas y un detector de iones. EL MALDI-TOF (Matrix-
assisted Laser Desorption/lonization Time-of- Flight), es un espectrometro de masas capaz de
detectar iones; en una mezcla de iones con la misma carga, los cuales al ser acelerados, aquellos
iones con una mayor masa tardan mas tiempo en viajar en el vacio, que aquellos iones de menor
masa (time-of-flight). Gracias a este principio, la resolucién que se alcanza es alta (menos de 1
Dalton de diferencia), este proceso es de gran sensibilidad y precision. El MALDI-TOF da como
resultado la huella digital de la proteina la cual se basa en el peso molecular de los péptidos PMF
(peptide-mass fingerprinting) [38].

El PMF consiste en un proceso en el cual las proteinas digeridas por proteasas como la tripsina,
producen una mezcla de péptidos, los cuales pueden ser identificados por MS y los valores de sus
masas dan como resultado una “huella” Unica de la proteina digerida. Estos valores, son
comparados contra las masas de la digestidn tedrica in silico, realizada de las sueciencas de genes
y genomas reportados, los cuales son almacenados en bases de datos, lo que permite identificar la
proteina analizada [37].

Protedmica en cancer

La aplicaciéon de la protedmica en el estudio del cdncer, ha permitido la identificacién de los
cambios en la expresidon proteica en diferentes tipos de cdncer, a continuacién se describen
brevemente algunos estudios protedmicos del cancer realizdos fundamentalmente para la
deteccion de proteinas diferencialmente expresadas las cuales en la mayoria de los casos fueron
propuestas como biomarcadores [39].

Cancer colorectal: se han propuesto cuatro biomarcadores: apolipoproteina C1, complemento C3a
des-arg, al-antitrypsin y transferrina [40].

Cancer de mama: Se analizaron 122 carcinomas mamarios invasivos comparandolos contra 167
muestras provenientes de pacientes sanos, logrando identificarse dos biomarcadores: Calciclina y
Calgranulina A. Estos biomarcadores ademas se confirmaron mediante inmunohistoquimica [41].

Cancer de pulmén: Comparando el suero de 30 pacientes con carcinoma broncogénico primario
contra 12 pacientes sanos se identificaron 5 biomarcadores corroborandolos mediante el uso de
chips de proteinas [42].

Céancer de proéstata: Analizando y comparando el suero de 246 hombres con cancer de prdstata y
99 hombres sanos. Tres proteinas fueron identificadas como biomarcadores: PC-1, PC-2, PC-3.
Comprobadas con el uso de chips de proteinas [43].

Céancer de ovario: Con el uso de tejidos microdisectados de tumores invasivos y no invasivos. Se
identificaron proteinas diferencialmente expresadas que incluyen las proteinas FK506, inhibidor de
disecacion Rho, proteina-G y glioxilasa, los cuales fueron propuestos como biomarcadores para
distinguir entre cancer de ovario invasivo y no invasivo [44].
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Protedmica en cancer cérvico uterino
El perfil proteédmico del CaCu ha sido abordado en varios estudios:

e En el 2005 Yoon Pyo Choi et al., analizaron seis biopsias de cancer escamoso cervical vy
utilizaron la linea celular HaCat como control, en su procedimiento separaron la seccién
citoplasmatica y nuclear; encontraron 5 proteinas reprimidas y 26 sobre-expresadas en la
fraccion nuclear, y 11 proteinas reprimidas y 22 sobre-expresadas en la fraccién
citoplasmatica [45].

e Enel 2005, Su Mi Baea y Chang-Hun Lee, usaron geles 2-D y MALDI-TOF MS, para analizar
33 biopsias de cancer escamosos cervical y 17 biopsias de individuos sanos, identificaron
12 proteinas sobre-expresadas y 11 reprimidas [46].

e En el 2008 Xuegiong Zhu y Jiegiang Lv, utilizaron 10 biopsias de cancer escamoso cervical y
su tejido normal adyacente, comparando sus perfiles protedmicos y encontraron 8
proteinas sobre-expresadas, y 11 proteinas reprimidas [47]

e En el laboratorio de Protedmica del CCG, 2006-2010, se establecié la cinética de
crecimiento de la linea celular HelLa en ratones desnudos Nu/Nu [48].

e En el laboratorio de Protedmica del CCG, 2006-2010, se establecié el “Nucleo central” del
proteoma de seis lineas de cancer cérvico uterino [49].

e Por Ultimo En el en el 2011 se analizaron 5 proteinas identificadas en varios estudios
protedmicos, estableciendo los niveles de expresion en etapas secuenciales del CaCu,
evaluando su posible aplicacién clinica como biomarcadores y su implicacién en la
prognosis [50].

Los distintos estudios protedmicos del CaCu muestran incongruencias entre las proteinas
identificadas como diferencialmente expresadas [45-47]. Esto puede deberse principalmente al
uso de diferentes estadios del desarrollo tumoral, dado a que cada estudio, utilizé diferentes
nomenclaturas del CaCu y también, a que las biopsias utilizadas contienen componentes
estromales diferenciales, ademas, no se tomaron en cuenta factores como la edad, estado
hormonal, raza, diferencias genéticas y medio ambientales de los pacientes. Esta variacion
experimental no permite comparar los resultados. Las proteinas diferencialmente expresadas en el
desarrollo del CaCu deben ser integradas al estudiar tiempos especificos en una dindamica
controlada.
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“La realidad estd determinada no por lo que los cientificos o alguien mds dice o cree, sino
por lo que la evidencia nos revela”
Alan Hale
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Modelos de estudio en CaCu

El estudio de la biologia del cdncer puede ser abordado por medio de biopsias, las cuales
representan el estado patoldgico real de un tumor in vivo y puede ayudar a definir cuales son los
cambios biolégicos generales en un tumor. Sin embargo, la interpretacion de los resultados debe
ser tomada con precaucidn, por la compleja heterogeneidad que una biopsia implica. Este tipo de
muestras representan solo un punto de la evolucidon del desarrollo tumoral y no reflejan su
dindmica a través del tiempo. Bioéticamente las muestras humanas de tumores no son sujetas a
experimentacion controlada, por lo cual el uso de modelos es necesario, los cuales permiten:

e Obtener un rango de observacion desde el origen del cancer hasta las Ultimas etapas de su
desarrollo.

e Probar hipdtesis acerca del origen, patofisiologia y alteraciones presentes en el cancer.

e Estudiar en detalle rutas patoldgicas.

e Definir marcas de diagnostico potenciales.

e Minimizar la interferencia de variables externas al fenémeno del cancer.

Entre los modelos que destacan son el uso de lineas celulares y modelos murinos, que bajo
cuidados correctos y una adecuada planeacion experimental, han ayudado a obtener valiosos
conocimientos que representan fehacientemente varias de las caracteristicas de diversos tipos de
cancer [51].

Lineas celulares

Las lineas celulares son referidas como modelos in vitro y han sido utilizadas en la investigacion
biomédica por mas de 60 afios y han aportado valiosos conocimientos en el entendimiento de la
bioldgica del cancer. Las lineas celulares cancerosas conservan las marcas del cancer, son de un
solo tipo celular, se propagadas de manera rapida, son genéticamente manipulables y bajo las
condiciones correctas y el control apropiado, retienen varias de las propiedades del cancer de
origen y presentan varias ventajas sobre el uso de biopsias como:

e Permiten tener un control preciso del medio ambiente: pH, temperatura, presion
osmotica, niveles de 0,, CO, y humedad, entre otras.

e Control sobre densidad celular.

e Composicion homogénea de la muestra: células con un fenotipo y genotipo muy similar y
un numero casi ilimitado de material de trabajo, lo que ayuda a superar el grave problema
de la heterogeneidad del uso de biopsias.

e Permite el uso de reactivos o medicamentos en volumenes pequefios y con acceso directo
a las células, lo que se traduce en un bajo costo experimental, en comparacion con el uso
de animales de prueba.
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e La investigacion biomédica requiere del sacrificio de animales de experimentacion, el
cultivo celular no puede reemplazar al ensayo in vivo, pero es una alternativa valida para
probar experimentos previos al ensayo in vivo.

El cultivo celular, sin embargo, también presenta desventajas:

e Inestabilidad. El cultivo de lineas celulares cancerosas puede ser inestable, debido a la
composicion cromosdémica aneuploide que presentan y su capacidad de adaptacion, las
células cultivadas bajo condiciones diferentes, pueden cambiar tanto su composicion
genética como su morfologia, lo que propicia que los experimentos entre laboratorios no
sean consistentes. La Unica manera de evitar esto es hacer un banco de células y
resembrarlas para el experimento en cuestién cada cierto tiempo.

e Requiere condiciones continuas de asepsia y de un personal altamente calificado para el
manejo adecuado.

e El ensayo in vitro no siempre garantiza el mismo resultado in vivo.

e Los complejos sistemas hormonales de un sistema vivo no pueden ser incluidos en este
tipo de cultivos.

e El crecimiento celular tridimensional no puede ser totalmente reproducido.

e El microambiente no puede estar presente en este tipo de cultivos.

Entre las lineas celulares que mas aportes a la biologia han ofrecido es la linea celular Hela, que
fue obtenida de una mujer de 31 afos de ascendencia africana, de un adenocarcinoma cervical
que presenta HPV-18. El analisis citogenéticos muestra que la linea suele presentar un nimero
modal de 82 cromosomas con un rango de 70 a 164 cromosomas [52]. Las células Hela han sido
cultivadas por mas de 50 afios y son un modelo de estudio esencial en la biologia. Una de las
caracteristicas que destacan de esta linea, es el hecho de que, en modelos de ratén
inmunocomprometidos son capaces de formar tumores [51-53].

El modelo murino y el caso del ratdn atimico Nu/Nu

La especie animal mds utilizada en experimentacién cientifica es el ratdon (Mus musculus). El cual a
su vez se ha convertido en uno de los sistemas modelo de experimentacién de mayor uso para el
entendimiento de los mecanismos moleculares del cancer y también en el desarrollo y prueba de
farmacos antitumorales. Este modelo in vivo, puede ser manipulado genéticamente (ratdn
transgénico) o la inoculacidn de lineas celulares cancerosas (cultivo in vivo). El uso del modelo del
ratdn tiene tanto ventajas como desventajas, pero con una cuidadosa planeacion y la correcta
interpretacion de los resultados obtenidos en el ratdn, lo vuelven una herramienta indispensable
en el estudio del cancer [51].

El descubrimiento del raton “nude” fue un punto de inflexion sumamente importante para la
investigacion del cancer. El primer raton Nu/Nu fue descubierto en 1937 por el criador Miroslav
Holub, desde entonces mas de 70 cepas de ratones desnudos han sido generadas y las diferencias
inmunolégicas han sido descritas [iError! No se encuentra el origen de la referencia.].
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Originalmente fueron descritos como ratones Nu (por las primeras dos letras de la palabra Nude),
pero posteriormente se les llamo Hfhllnu, cuando el gene homologo HNF-3/forkhead del
cromosoma 11 fue identificado como el causante de esta condicidn. En el 2000, este gene fue
identificado como miembro de la familia génica Fox y la nomenclatura cambio nuevamente a
Foxnlnu [51].

Este tipo de ratén es llamado ratén desnudo atimico, debido a la presencia de dos copias
defectuosas del gene Nu, que no permiten el desarrollo normal del timo, lo que imposibilita la
correcta formacién de linfocitos T maduros y por lo tanto la incapacidad de montar la respuesta
inmune dependiente de células T, la cual incluye:

e Formacion de anticuerpos que requieren células T de ayuda.

e Respuesta inmune mediada por células, que requieren de células T CD8+.

e Respuesta hipersensitiva que requiere de células T de memoria.

e Destruccion de células infectadas por virus que requieren de células citotoxicas T.

Los ratones Nu/Nu, son incapaces de rechazar tejidos, puesto que esto requiere de células T CD4+
y CD8+. Aunque en algunos individuos se llega a presentar un timo rudimentario, no suele haber
una maduracion correcta de las células T. Sin embargo, es conveniente mencionara que las células
B complementarias del sistema inmune estan presentes y son funcionales [51].

Adicionalmente, los ratones Nu/Nu, presentan niveles elevados de macréfagos, células NK y una
respuesta normal por células del sistema independientes a las células T. No se ha reportado un
defecto en la produccidn células LAK (lymphikine-activated killer). Gracias a estas caracteristicas,
los ratones desnudos son un excelente modelo para el estudio de tejidos cancerosos trasplantados
o la inoculacion con células formadoras de tumores [3, 51].

Cuando una linea celular cancerosa es inoculada en ratones Nu/Nu, se le conoce como cultivo in
vivo, o tumor xendgrafo el cual ofrece las ventajas de ambos modelos, tabla 2 [53]:
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Tabla 2. Propiedades de cultivo in vitro, ratones y cultivos in vivo.

Propiedades

Modelos in vivo

Modelo in vitro

Cambios genéticos

Cambios epigenéticos

Cinéticas de crecimiento

Matriz extracelular

Organizacion 3D

Temperatura, pO, y pH fisiolégico

Factores de crecimiento y hormonas a
niveles fisiologicos

Presencia de células

Presencia de células inflamatorias,
endoteliales y fibroblastos

Transgénicos

Xendgrafos
+

+ + + + 4+

Células cancerosas

+
?

+

“n

Nota: el simbolo “+” representa presencia, el simbolo

representa ausencia y/o parcialmente presente y el ”?”, significa desconocido.
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Justificacion

El estudio del cdncer cérvico uterino ha sido abordado con metodologias gendmicas a nivel
transcriptomico para establecer los cambios de expresion génica a nivel de mensajero, no
obstante, frecuentemente existe baja correlacidn entre la expresion génica a nivel de mensajero y
la expresidon proteica [36,54-56]. Los estudios protedmicos han identificado proteinas
diferencialmente expresadas en el CaCu, sin embargo, existe inconsistencia entre los estudios y la
mayoria de estas proteinas carece de comprobacién experimental, ademas presentan una
heterogeneidad intrinseca a los pacientes (edad, estado hormonal, genética, medio ambiente del
individuo), o a las biopsias (contenido estromal diferencial, distintas etapas de desarrollo, tipo de
cancer) y del tipo de control utilizado en cada estudio, ya sean lineas celulares, biopsias no
cancerosas o tejido adyacente no canceroso. Esta diversidad de analisis no permite identificar
aquellos cambios necesarios en el desarrollo y progresidon tumoral. Como resultado, la biologia de
la dindmica del desarrollo tumoral a nivel de proteoma permanece desconocida [45,47].

Una manera de evitar la heterogeneidad humana es con el uso de lineas celulares, lo que permite
estudiar las caracteristicas del CaCu, sin embargo, durante el desarrollo tumoral, la presencia del
microambiente es esencial, el cual se compone de la ME, células endoteliales, estromales e
inflamatorias, asi como las complejas interacciones de estas y las células tumorales. Debido a esto
los modelos in vitro son incapaces de ofrecer las complejas interacciones autdcrinas y paracrinas
del microambiente, asi como las estructuras tridimensionales que los tumores adquieren y que
son responsables en gran parte del desarrollo tumoral [5, 6, 9, 51,52].

Para entender los cambios del proteoma durante el desarrollo tumoral de las células cancerosas,
es indispensable el uso de un modelo biolégico dindmico que reproduzca las complejas
interacciones del microambiente a lo largo de este proceso y minimice al mismo tiempo la
variacion entre las muestras. Una resolucién parcial, es generando tumores de células Hela
inoculadas en ratones de la cepa Nu/Nu, que recrean las complejas interacciones del
microambiente, condiciones de espacio, nutrientes, estructura y desarrollo tumoral a través del
tiempo. En conjunto, esto permitird tener un ambiente controlado, una variacion genética baja de
los ratones utilizados como hospederos para la inoculacion de las células cancerosas, las cuales
también tendran una variacion genética baja, la presencia del microambiente, un sistema
hormonal y un desarrollo tumoral controlado en tiempo y espacio, lo que permitird minimizar la
variacion entre las muestras analizadas, y como resultado seran establecidos cudles son los
cambios en el proteoma durante el desarrollo tumoral a través del tiempo [37,51,53].
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Hipotesis

Los cambios en la expresidon del proteoma permiten a las células cancerosas adaptarse a su
microambiente durante el desarrollo tumoral, y estos cambios pueden ser identificados en
tumores derivados de la linea celular HeLa (HPV-18+) en ratones hembras de la cepa Nu/Nu.

Objetivo General

Analizar los perfiles proteémicos durante el desarrollo de tumores derivados de la linea celular
Hela (HPV-18+), utilizando geles de 2-D y la identificacion de las proteinas diferencialmente
expresadas por medio de espectrometria de masas.

Objetivos Particulares
1. Definir el perfil protedmico del desarrollo tumoral a los 30, 45 y 50 dias, posterior a la
inoculacion de la linea celular Hela en ratones Nu/Nu.

2. Establecer las diferencias en la expresidn proteica entre los tres tiempos de la linea
analizados.

3. Identificar mediante espectrometria de masas las proteinas diferencialmente expresadas,
entre los tres tiempos de la linea celular Hela.

4. Proponer las posibles funciones bioldgicas de las proteinas identificadas durante el
desarrollo tumoral.
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Material y métodos

Disefio de metodologia:

Metodologia

e
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Figura 7. Metodologia. a) Las células Hela fueron cultivadas hasta un 70-80% de confluencia, b)
cosechadas e inoculadas en ratones hembra de la cepa Nu/Nu. c) Se cosecharon los tumores a tres
tiempos (30, 45 y 50 dias posteriores a la inoculacién). d) Se obtuvo el perfil protedmico de cada
tiempo. e-f) Se compararon los perfiles protedmicos para encontrar las proteinas diferencialmente
expresadas en el desarrollo tumoral. g) Las proteinas fueron identificadas por medio de MALDI-TOF y el
uso de PMF con MASCOT. h) Se analizaron los resultados por medio de un enfoque de redes y el uso de
GOs y rutas de interacciones. i-j) Analisis de la literatura para entender y proponer aquellos cambios
que suceden a lo largo del desarrollo tumoral del modelo y su posible interseccidon con el desarrollo
tumoral del CaCu en el humano.
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Cultivo celular

La linea celular Hela se cultivo en medio Advanced-RPMI (Invitrogen, CA), suplementado con L-
Glutamina y Antibidtico-Antimicdtico (10, 000 unidades de penicilina, 10mg de estreptomicina y
25 mg de anfotericina B por mL) en botellas de cultivo de 75 cm?® (Nunclon, Dinamarca) con una
concentracién constante de CO, al 5%, una temperatura de 37°C y un ambiente saturado de
humedad.

Tumores de CaCu

Las células en cultivo en fase exponencial a una confluencia aproximada de 80-90% fueron
cosechadas con solucidn de verseno. Se colocaron las células en tubos de 50mL y se centrifugo a
1,500xg por 5 minutos. Se retiro el sobrenadante y se resuspendié el botén celular en 10mL de
medio de cultivo y se procedid a contar de la siguiente manera:

Se colocaron 10uL de las células resuspendiadas y se agregaron 2uL de azul tripano, se agito
sutilmente y se incubo por 30 segundos, después se colocaron los 12uL en la cdmara Neubauer y
se observo al microscopio. Se contaron las células presentes en los cuadrantes y el nimero de
células fue estimado con la formula:

¥ xVolumen x 10,000 x Num de cuadrantes totales

Numero de células =
Num de cuandrantes contados

Una vez contadas las células se procedid a la inoculacidn, bajo condiciones de esterilidad, de
ratones Nu/Nu hembras con un rango de edad de 4 a 8 semanas. Se inyectaron
intradérmicamente un nimero aproximado de 1x10’ células por ratdn. Los tumores fueron
cosechados en tres tiempos del crecimiento tumoral: 30 dias, 45 dias y 50 dias. Los tumores
fueron quirdrgicamente removidos, lavados con solucién salina estéril removiendo sangre y restos
de tejido no tumoral, posteriormente se congelaron y se almacenaron a -70°C.

Extraccion de las muestras y cuantificacion

Los tumores fueron macerados en nitrégeno liquido, agregando un coctel de inhibidores de
proteasas (Roche Germany, AC). La extraccion proteica se realizo mediante extraccién fendlica y su
cuantificacidn se llevo a cabo por el método de Bradford acido. Nota: para mayores detalles ver
apéndice B.

Electroforesis de doble dimension

Para la electroforesis 2-D se utilizé el protocolo descrito por Encarnacién S., et al. [57]. La primera
dimension fue preparada con un gradiente de anfolitos pH 3-10 (Servalyt, grado analitico, SERVA
C.A.), con un pre-enfoque y posteriormente un enfoque isoeléctrico con 500 pg de muestra, la
segunda dimension fue realizada en geles de poliacrilamida al 12%. Una vez finalizada la
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electroforesis los geles fueron tefiidos con Coomassie coloidal y escaneados en escaner GS-800
(Bio-Rad, C.A.)

Analisis de geles

Las imagenes digitalizadas de los geles procedentes de la electroforesis de 2-D fueron comparadas
utilizando el software PDQuest 8.01 (Bio-Rad, CA). Para comparar las tres replicas experimentales
pertenecientes a los tres tiempos (3 geles T30, 3 geles T45 y 3 geles T50) se utilizo el software
PDQuest 8.01 (Bio-Rad, AC), con el cual se obtuvo una imagen virtual que resume la informacion
de las replicas experimentales en un solo gel virtual llamado “gel maestro”. Se tomo como
identidad electroforética valida, aquella presente en al menos un gel. Una vez obtenido el gel
maestro, los geles son comparados entre ellos para obtener aquellas proteinas diferencialmente
expresadas en el tiempo a través de pruebas estadisticas.

Identificacion de proteinas por espectrometria de masas

Con las identidades electroforéticas seleccionadas como diferencialmente expresadas y aquellas
con una expresion constantes, se procedid a la identificacion de las proteinas, se utilizé el
protocolo descrito por Encarnacion S., et al. Las proteinas fueron recortadas de geles 2-D,
alquiladas, reducidas y digeridas con tripsina [57]. Después fueron montadas en la placa de analisis
del MALDI-TOF, donde se obtuvieron los espectros de masas. Una vez obtenidas las PFM, se
obtuvieron las identidades proteicas con el uso de MASCOT y la base de datos SwissProt 2010_11,
con los siguientes parametros de busqueda:

Tipo de busqueda : Huella de masa molecular
Enzima : Tripsina

Modificaciones fijas : Carbamidometil (C)
Modificaciones variables : Oxidacion (M)

Valores de masa : Monoisotopicos

Masa de proteina : Sin restricciones
Tolerancia en masa del péptido 11200 ppm

Estado de carga del péptido c 1+

Maximo numero de cortes perdidos  : 1

Construccion de redes de interacciones proteina-proteina

Una vez identificadas las proteinas, las redes de interacciones de las proteinas se construyeron de
manera bioinformatica con el programa Cytoscape y el plug-in BisoGenet, en conjunto estas dos
herramientas permiten obtener las interacciones Proteina-Proteina reportadas por las bases
SysBiomics, la cual integra las bases INTACT, BIOGRID, MINT, DIP, BIND y HPRD. Se utilizo como
anzuelo (proteina utilizada para la busqueda de interacciones) las proteinas de cada categoria
como: constantes, sobre-expresadas, sub-expresadas y oscilantes. Agregando conexiones a los
nodos ingresados con los siguientes parametros [58, 59]:
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Identificadores Parametros de Método Salida

datos
Organismo: Homo sapiens BioRelaciones: Criterio de seleccion para Representacion
(Humano) Interacciones construccion de Red: de los nodos de
Identificadores de la lista Proteina Agregar vecinos a los lared en
de entrada: solamente Proteina. nodos de entrada a una términos de:
identificadores de proteina. distancia de 1 Proteinas

Analisis de enriquecimiento de GOs (Gene Ontology)

El analisis de enriquecimientos de GOs se llevo a cabo utilizando todos los nodos de las redes
extendidas de cada categoria con la herramienta ConsensusPathDB (CPDB) del Instituto Max
Planck para la Genética Molecular, en conjunto con las herramientas en linea de
sobrerrepresentacion de Ontologia de Genes (GO) nivel 3, categoria de proceso bioldgico. Para
encontrar aquellos GOs sobrerrepresentados, se hace una prueba Hipergeométrica que calcula la
significancia estadistica de la representacidn en cierto porcentaje de las proteinas en un GO con
las propias. Se tomo como punto de corte un valor p<1x10~ para las proteinas constantes, sobre-
expresadas, sub-expresadas y oscilantes [60].

Analisis de enriquecimiento de vias de interaccion

El andlisis de enriquecimientos de rutas de interaccion, se llevo a cabo utilizando todos los nodos
de las redes extendidas de cada tiempo usando ConsensusPathDB (CPDB) del Instituto Max Planck
para la Genética Molecular, con las herramientas en linea de sobrerrepresentacién de rutas de
interaccion (pathway over-representation). Para encontrar aquellas vias de interaccién
sobrerrepresentadas, se hace una prueba Hipergeométrica que calcula la significancia estadistica
de la representacion en cierto porcentaje de las proteinas en un via de interaccion con las propias.
Se tomo como punto de corte un valor p<1x10” y un sobrelape de via minimo de 5, para las
proteinas constantes, sobre-expresadas, sub-expresadas y oscilantes [60].
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“Para obtener un completo entendimiento de la biologia del cancer y ser capaces de llevar
esta informacion a la clinica, se requiere de una substancial informacion acerca del

proteoma a través del curso de esta enfermedad”

Andnimo 2010
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Resultados

Los tiempos a los cuales los tumores fueron cosechados se realizaron en base a la cinética de
crecimiento tumoral de la linea celular Hela, la cual muestra en los dias 1 al 25 un crecimiento
lento (estos tiempos no fueron tomados debido a que es un periodo en el que el tumor se
establece), pero, durante los dias 30 a 50 se observo un crecimiento muy acelerado, siendo entre
los dias 45-50 dias, cuando se encontré el mayor cambio [48]. Se tomo como referencia los
volimenes de los tumores con la formula V=3.1614/6 x L x W x H [61]. Los ratones Nu/Nu hembras
fueron inoculados dentro de un rango de edad de 4-8 semanas. El volumen promedio para los
tumores de 30 dias fue de V = 73.3 mm?® £ 36.82 mm?, para 45 dias V = 136.13 mm® + 36.18 mm’ y
a los 50 dias una media de V = 448.6 mm?® + 186.18 mm?®. Nota, para mayor informacién revisar
Apéndice E: Resultados suplementarios, Tabla 1 Medidas de los tumores.

Una vez colectados los tumores y medido sus parametros, se obtuvieron sus perfiles protedmicos
por geles de 2-D. Se analizaron 120 entidades electroforéticas como diferencialmente expresadas,
y se identificaron 31 proteinas por medio de MALDI-TOF las cuales fueron agrupadas dependiendo
del patrén de expresion a través del tiempo como: constantes, sobre-expresadas, sub-expresadas,
oscilantes sobre-expresadas, oscilantes sub-expresadas (ver tabla 3, Figuras 8-13). Nota: Para
observar individualmente cada proteina identificada ver apéndice D, Proteinas identificadas.

Tabla 3. Proteinas identificadas por medio de MALDI-TOF, MASCOT y la base de datos Swissprot_2011

Expresion Nombre Identificador Puntaje valor-p
de Swissprot MASCOT

Constantes | Proteina de choque térmico mitocondrial de 60kDa | CH60_HUMAN 74 3.30E-03
Esteroide 21-Hidroxilasa CP21A_HUMAN 67 3.70E-03
Enolasa-a ENOA_HUMAN 92 3.80E-05
Ferritina de cadena ligera 1 FRIL1_MOUSE 89 7.50E-05
Beta inhibidor de disociacion de GDP Rab GDIB_HUMAN 83 3.40E-04
Girdina GRDN_HUMAN 73 3.50E-03
Dominio homologo a pleckstrina contenedor del PKHA2_HUMAN 66 2.30E-02
miembro 2 familia A
Triosa fosfato isémerasa TPIS_HUMAN 102 4.10E-06

Sub- Actina alfa de musculo esquelético ACTS_HUMAN 172 4.10E-13

expresadas | Anexina A2 ANXA2_HUMAN 68 9.90E-03
Colagenasa cadena alfa-2(VI) CO6A2_MOUSE 103 3.30E-06
Helicasa de RNA dependiente de ATP DDX3X DDX3X_HUMAN 104 2.60E-06
Subunidad 1 del Factor de iniciacidn eucaridtico 3 EIF3I_HUMAN 83 3.00E-04
Proteina regulada por glucosa de 78 kDa GRP78_HUMAN 189 8.20E-15
Proteina beta de choque termico-1 HSPB1_HUMAN 123 3.30E-08
Factor de iniciacidn eucaridtico 4A-1 IFAA1_HUMAN 134 2.90E-09
Cadena alfa 3 de tropomiosina TPM3_HUMAN 65 2.00E-02
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Sobre- Gliceraldehido 3 fosfato G3P_HUMAN 79 8.40E-04
expresadas | Glutation S-transferasa Mu 3 GSTM3_HUMAN 81 5.70E-04
Oscilantes | Anexina A5 ANXAS5 65 2.10E-02
Sobre- N(G), N(G)-dimetilarginina dimetilaminohidrolasa 1 | DDAH1_HUMAN 64 3.70E-02
expresadas | FAM50A FAS0A_HUMAN 65 3.70E-02
Proteina cognado de choque térmico de 71 kDa HSP7C_HUMAN 134 2.60E-09
Proteina de choque térmico 1A/1B de 70 kDa HSP71_HUMAN 78 9.40E-04
Fosforilasa de nucledsido Purina PNPH_MOUSE 109 8.20E-07
Vimentina VIME_HUMAN 166 1.60E-12
Oscilantes | Actina alfa de musculo cardiaco 1 ACTC_HUMAN 85 2.20E-04
Sub- Factor de degradacion de insulina IDE_MOUSE 90 6.70E-05
expresadas | Creatina cinasa tipo M KCRM_MOUSE 91 5.10E-05
Triosa fosfato isémerasa TPIS_MOUSE/ 70 7.00E-03
HUMAN
Cadena beta de tropomiosina TPM2_MOUSE/ 71 5.30E-03

HUMAN
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Figura 8. Proteinas identificadas y su posicion en gel 2-D.

L
-

Seccién A| SwissprotID Secci6én B| SwissprotID Seccién C| SwissprotID Seccién D| SwissprotID
1A CO6A2_MOUSE 1B HSPB1_HUMAN 1C G3P_HUMAN 1D TPM2_MOUSE/HUM
2A FAS0A_HUMAN 2B GRP78_HUMAN 2C ANXA2_HUMAN 2D ANXA5
3A DDX3X_HUMAN 3B HSP7C_HUMAN 3C PNPH_MOUSE 3D TPM3_HUMAN
4A DDAH1_HUMAN 4B HSP71_HUMAN 4C CP21A_HUMAN aD GSTM3_HUMAN
5A GDIB_HUMAN 5B PKHA2_HUMAN 5C TPIS_HUMAN
6A ENOA_HUMAN 6B CH60_HUMAN 6C TPIS_MOUSE/HUM
7A KCRM_MOUSE 78 VIME_HUMAN 7C FRIL1_MOUSE
8A IDE_MOUSE 8B GRDN_HUMAN
9B IFAA1_HUMAN

10B ACTS_HUMAN
11B ACTC_HUMAN
12B EIF3I_HUMAN
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Para entender el comportamiento del proteoma en el desarrollo tumoral, se uso un enfoque de
redes de las proteinas identificadas en cada categoria. Este andlisis consistid en interacciones
Proteina-Proteina utilizando como anzuelo® a las proteinas identificadas, agrupandolas segun su
expresion, en Cytoscape con ayuda del plug-in BisoGenet para la generacidon de redes, con
expansion a un vecino e interacciones proteina-proteinas (PPl) (ver tabla 4), aqui las proteinas
fueron tomadas como solo pertenecientes al ser humano, esto nos permitié recuperar mayor
informacién y consideramos que, si bien la proteina diferencialmente expresada tiene un origen
murino, es probable que esta proteina desarrolle un papel funcional similar en el humano.

Tabla 4. Numero de nodos obtenidos por medio de Cytoscape y BisoGenet.

Categoria Anzuelos usados Nodos totales

Constantes 8 110
Sub-expresadas 9 348
Sobre-expresadas 2 88
Oscilantes Sobre-expresadas 7 336
Oscilantes Sub-expresadas 5 75

Con las redes formadas, se buscd aquellas proteinas con las cuales interactian las proteinas
encontradas en este analisis, con el objetivo de obtener un panorama general de las funciones
bioldgicas en las cuales estan relacionadas. Se procedié a hacer un andlisis de Ontologia Génica
tomando las primeras 10 funciones mejor representadas obteniendo los siguientes resultados (ver
tablas 5-9).

Tabla 5. Ontologias Génicas de las proteinas Constantes.

Termino de Ontologia Génica Categoria Tamafode Candidatos Valor-p Valor-q
nivel grupo contenidos
G0:0023034 intracellular signaling BP 3 1699 75 (4.4%) 1.04E-028  4.19E-026
pathway
G0:0010033 response to organic substance BP 3 1072 61 (5.7%) 1.71E-028  4.19E-026
G0:0023014 signal transmission via BP 3 736 52 (7.1%) 2.21E-028  4.19E-026
phosphorylation event
GO0:0012501 programmed cell death BP 3 1321 66 (5.0%) 8.50E-028  1.21E-025
G0:0010941 regulation of cell death BP 3 1115 61 (5.5%) 1.48E-027  1.68E-025
G0:0007165 signal transduction BP 3 2445 87 (3.6%) 1.98E-027  1.88E-025
GO0:0050790 regulation of catalytic activity BP 3 1044 58 (5.6%) 2.10E-026  1.56E-024
G0:0006793 phosphorus metabolic process BP 3 1492 68 (4.6%) 2.20E-026  1.56E-024
G0:0023060 signal transmission BP 3 2770 90 (3.2%) 1.10E-025  6.92E-024
GO0:0043412 macromolecule modification BP 3 1991 76 (3.8%) 4.82E-025  2.74E-023

1 , . , s T
Proteina anzuelo: se refiere a la proteina que se utiliza en este analisis para buscar en las bases de datos
todas las interacciones Proteina-Proteina que esta presenta.
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Tabla 6. Ontologias Génicas de las proteinas Sub-expresadas.

Termino de Ontologia Génica Categoria Tamaiio de Candidatos Valor-p Valor-q
nivel grupo contenidos

G0:0012501 programmed cell death BP 3 1321 143 (10.8%) 1.78E-044  1.18E-041

G0:0010941 regulation of cell death BP 3 1115 126 (11.3%) 1.35E-040  4.48E-038

G0:0035466 regulation of signaling BP 3 1124 122 (10.9%) 2.22E-037  4.90E-035

pathway

G0:0023034 intracellular signaling BP 3 1699 151 (8.9%) 1.10E-036  1.83E-034

pathway

G0:0007010 cytoskeleton organization BP 3 579 85 (14.7%) 3.92E-035  5.20E-033

G0:0007165 signal transduction BP 3 2445 182 (7.4%) 6.72E-035  7.42E-033

G0:0010646 regulation of cell BP 3 1275 126 (9.9%) 1.72E-034  1.63E-032

communication

G0:0023014 signal transmission via BP 3 736 93 (12.6%) 3.54E-033  2.93E-031

phosphorylation event

G0:0023060 signal transmission BP 3 2770 190 (6.9%) 7.47E-032 5.50E-030

G0:0019538 protein metabolic process BP 3 2969 197 (6.6%) 2.50E-031  1.66E-029

Tabla 7. Ontologias Génicas de las proteinas Sobre-expresadas.

Termino de Ontologia Génica Categoria Tamaiio de Candidatos  Valor-p Valor-q
nivel grupo contenidos

G0:0006793 phosphorus metabolic BP 3 1492 58 (3.9%) 1.40E-023  8.06E-021

process

G0:0023014 signal transmission via BP 3 736 41 (5.6%) 9.08E-022  2.60E-019

phosphorylation event

G0:0012501 programmed cell death BP 3 1321 52 (3.9%) 4.55E-021  8.71E-019

GO0:0010033 response to organic BP 3 1072 47 (4.4%) 9.11E-021  1.12E-018

substance

G0:0007165 signal transduction BP 3 2445 69 (2.8%) 9.79E-021  1.12E-018

G0:0043412 macromolecule BP 3 1991 62 (3.1%) 2.37E-020  2.26E-018

modification

GO0:0010035 response to inorganic BP 3 316 28 (8.9%) 4.26E-020  3.49E-018

substance

G0:0002764 immune response- BP 3 105 19 (18.1%) 8.52E-020 5.73E-018

regulating signaling pathway

G0:0023060 signal transmission BP 3 2770 72 (2.6%) 8.99E-020  5.73E-018

GO0:0023051 regulation of signaling BP 3 866 41 (4.7%) 3.66E-019  2.10E-017

process
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Tabla 8. Ontologias Génicas de las proteinas Oscilantes sobre-expresadas.

Termino de Ontologia Génica Categoria Tamaiio de Candidatos  Valor-p Valor-q
nivel grupo contenidos

G0:0012501 programmed cell death BP 3 1321 137 (10.4%) 4.59E-043 2.57E-040
G0:0010941 regulation of cell death BP 3 1115 116 (10.4%) 6.44E-036 1.80E-033
G0:0019538 protein metabolic process BP 3 2969 193 (6.5%) 6.88E-033 1.29E-030
G0:0044260 cellular macromolecule BP 3 5344 272 (5.1%) 3.58E-032 5.02E-030
metabolic process
G0:0048518 positive regulation of BP 3 2465 170 (6.9%) 4.13E-031 4.62E-029
biological process
G0:0023014 signal transmission via BP 3 736 87 (11.8%) 1.62E-030 1.51E-028
phosphorylation event
GO0:0048519 negative regulation of BP 3 2193 157 (7.2%) 4.28E-030 3.43E-028
biological process
G0:0010033 response to organic BP 3 1072 104 (9.7%) 2.49E-029 1.73E-027
substance
G0:0043412 macromolecule BP 3 1991 147 (7.4%) 2.77E-029 1.73E-027
modification
G0:0031325 positive regulation of BP 3 1141 107 (9.4%) 5.75E-029 3.22E-027
cellular metabolic process
Tabla 9 Ontologias Génicas de las proteinas Oscilantes sub-expresadas.
Termino de Ontologia Génica Categoria Tamainode Candidatos Valor-p Valor-q

nivel grupo contenidos
GO0:0007010 cytoskeleton BP 3 579 32 (5.5%) 4.61E-020 2.48E-017
organization
GO0:0048659 smooth muscle cell BP 3 80 14 (17.5%) 4.57E-016 1.23E-013
proliferation
GO0:0010035 response to inorganic BP 3 316 21 (6.6%) 8.11E-015 1.46E-012
substance
GO0:0010941 regulation of cell death BP 3 1115 34 (3.0%) 1.72E-013 2.31E-011
G0:0010033 response to organic BP 3 1072 33 (3.1%) 3.37E-013 3.00E-011
substance
G0:0051017 actin filament bundle BP 3 60 11 (18.3%) 4.32E-013 3.00E-011
assembly
G0:0003012 muscle system process BP 3 261 18 (6.9%) 4.38E-013 3.00E-011
GO0:0051050 positive regulation of BP 3 343 20 (5.8%) 4.45E-013 3.00E-011
transport
G0:0009888 tissue development BP 3 895 30 (3.4%) 6.24E-013 3.73E-011
G0:0012501 programmed cell death BP 3 1321 36 (2.7%) 7.64E-013 4.11E-011
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Una vez que se obtuvieron los GOs sobrerrepresentados, el evento de sefializacién celular fue el

qgue mayor numero de veces se encontrd, por lo cual se procedid a buscar aquellas vias de

interacciones bioldgicas que puedan estar involucradas con las proteinas identificadas, utilizando

para esto, el

programa ConsecusPathDB (http://cpdb.molgen.mpg.de/) vy el

analisis de

enriquecimientos de rutas de interaccién. Solo se tomaron las 10 vias de interacciones mejor

representadas (ver tablas 10-14 y métodos).

Tabla 10. Vias de interaccién de las proteinas Constantes.

Nombre de la via de interaccion Tamanode Candidatos Valor-p Valor-q Fuente de la
la via contenidos via

MAPK signaling pathway 161 16 (10.0%) 4.08E-09 2.67E-06 Wikipathways

IL-6 Signaling Pathway 100 11 (11.0%) 4.6E-07 7.50E-05 Wikipathways

Tabla 11. Vias de interaccion de las proteinas Sub-expresadas

Nombre de la via de interaccién Tamafiode Candidatos Valor-p Valor-q Fuente de la

la via contenidos via

TNF-alpha-NF-kB Signaling Pathway 187 42 (22.6%) 3.30E-019 7.49E-017 Wikipathways

MAPK signaling pathway 161 35 (21.9%) 1.01E-015 1.14E-013 Wikipathways

keratinocyte differentiation 59 20 (37.7%) 2.12E-014 1.93E-012 BioCarta

Integrin 27 15 (55.6%)  3.29E-014 2.49E-012 INOH

EGFR1 Signaling Pathway 177 34 (19.2%) 1.52E-013 9.87E-012 Wikipathways

IL6 71 21 (29.6%) 1.20E-012 6.81E-011 NetPath

B cell receptor signaling 37 14 (40.0%) 7.25E-011 3.01E-009 INOH

Translation Factors 50 16 (32.0%) 1.62E-010 5.64E-009 Wikipathways

RIG-I/MDA5 mediated induction of 50 16 (32.0%) 1.62E-010 5.64E-009 Reactome

IFN-alpha/beta pathways

Apoptosis 83 20 (24.1%) 2.55E-010 8.26E-009 Wikipathways

Tabla 12. Vias de interaccidon de las proteinas Sobre-expresadas.

Nombre de la via de interaccion Tamaio Candidatos  Valor-p Valor-q Fuente de

de la via contenidos la via

Integrin 27 (27) 7 (25.9%) 3.90E-008  4.06E-006 INOH

Tabla 13. Vias de interaccidn de las proteinas Oscilantes Sobre-expresadas.

Nombre de la via de interaccion Tamainode Candidatos Valor-p Valor-q Fuente de la
la via contenidos via

TNF-alpha-NF-kB Signaling 187 44 (23.7%) 7.94E-022 1.69E-019 Wikipathways

Pathway

Toll Like Receptor 3 (TLR3) 71 22 (31.4%) 2.97E-014 1.41E-012 Reactome

44


http://cpdb.molgen.mpg.de/�

Cascade

Caspase cascade in apoptosis 56 19 (35.8%) 1.14E-013 4.88E-012 PID
Apoptosis Modulation and 91 24 (26.4%) 1.54E-013 5.98E-012 Wikipathways
Signaling

MAPK signaling pathway 161 31 (19.4%) 3.78E-013 1.35E-011 Wikipathways
MyD88-independent cascade 71 21 (29.6%) 4.45E-013 1.46E-011 Reactome
initiated on plasma membrane

keratinocyte differentiation 59 18 (34.0%) 1.51E-012 4.29E-011 BioCarta
Activated TLR4 signalling 88 22 (25.0%) 5.26E-012 1.40E-010 Reactome
FAS pathway and Stress 38 15 (39.5%) 9.04E-012 2.15E-010 Wikipathways
induction of HSP regulation

NFkB and MAP kinases activation 67 19 (28.4%) 1.36E-011 2.83E-010 Reactome

mediated by TLR4 signaling
repertoire

Tabla 14. Vias de interaccion de las proteinas Oscilantes Sub-expresadas.

Nombre de la via de interaccion Tamaiio de la Candidatos Valor-p Valor-q Fuente de
via contenidos la via
erk and pi-3 kinase are 34 6 (19.4%) 6.43E-007 0.000192 BioCarta

necessary for collagen binding
in corneal epithelia
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“A Dios no le importan nuestras dificultades matemdticas. El integra empiricamente”
Albert Einstein
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Discusion e integracion de resultados

Volumen tumoral a través del tiempo.

El volumen tumoral medio obtenido a los 30 dias y comparandolo contra el de 45 dias fue 1.857
veces mayor, y el volumen de 45 dias y 50 dias, el volumen de 50 dias es 3.295 veces mayor. Los
tiempos de cosechas entre 30 y 45 dias, implican un intervalo de 15 dias, pero entre 45 y 50 dias,
solo 5, solo un tercio del tiempo y sin embargo, es en esta pequefia ventana de tiempo el volumen
tumoral se triplica, este comportamiento tumoral indica cambios importantes durante este tiempo
(Figura 14) [48, 61]. Para obtener una vision global de los cambios celulares que estén tomando
lugar durante esos tiempos se procedié a obtener los perfiles protedémicos.

Volumen Tumoral

a) Figura 14. Cinética de crecimiento
tumoral de la linea celular Hela. a)
cada punto del grafico muestra el
volumen tumoral de muestras a lo
largo del tiempo. A los 30 dias el
volumen tumoral alcanzo una media de
V =73.3 mm’, a los 45 dias V = 136.13
mm3, y a los 50 dias V = 448.6 mm°. b)
Se muestra un ratén inoculado con la
linea celular Hela, c) el tumor
inoculado intradérmicamente es
cosechado en el mismo lugar, d-g) se
muestran los tumores de 20, 30, 45 y
50 dias. Figura adaptada de [ref. 48].

* HelaT30
® HelaTds
# HelaT50

Volumen cm*3
03

Perfiles protedmicos.

Una vez cosechado los tumores, se procedid a definir el proteoma de cada tumor (3 replicas
experimentales por cada tiempo), y se establecieron los perfiles protedmicos de cada muestra
para identificar las proteinas diferencialmente expresadas en la dindmica del CaCu usando 2D-
PAGE (Apéndice C: Geles e imagenes 8-13). Posteriormente se procedid a su comparacion para
obtener las proteinas diferencialmente expresadas en cada tiempo. Al comparar los geles digitales,
en el tiempo 30 (T30) se encontraron 824 spots con un coeficiente de correlacién medio® (CCM) de
CCM = 0.710, en el tiempo 45 (T45), 763 spots con un CCM = 0.723 y en el tiempo 50 (T50) 1012
spots con un CCM = 0.724 (Figura 15). En cuanto a los perfiles protedmicos, al comparar las
replicas agrupadas de T30 contra T45 se obtuvo un CCM = 0.701, T45 contra T50 un CCM =0.713y
T30 contra T50 un CCM = 0.729. Estos resultados indican que las replicas se encuentran dentro del

2 . . .z . . . s . es .
El coeficiente de correlacion medio se defiende como la proporcion entre la desviacidn estandar y la
media, de una serie de datos, entre mas acercado a uno, significa una mayor reproducibilidad.
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rango en el cual la variacién experimental no interfiere para obtener resultados con significado
bioldgico [62].

Se compararon todas las replicas agrupandolas por tiempo (T30, T45, T50) y se normalizaron con
una regresion lineal local para cada gel. Se encontraron 610 entidades electroforéticas
compartidas entre todos los tiempo y por medio de una prueba t-student con una a=0.05, 120
identidades electroforéticas mostraron una expresidn diferencial conforme al tiempo. Nota: cada
gel utilizado para el establecimiento del perfil proteémico, asi como el gel maestro se pueden consultar en el
apéndice C seccion Geles.

T30
824
617 793
610
T45 T50
703
763 1012

Figura 15. Diagrama de Venn de los perfiles protedmicos. Comparando los perfiles protedmicos
encontramos 610 entidades electroforéticas comunes a los 3 tiempos (30, 45 y 50 dias), T30 y T45
comparten 617, T45 y T50 comparten 703, y entre el T50 y el T30 se comparten 793.

Localizadas las identidades electroforéticas diferencialmente expresadas y aquellas con una
expresion constante en todos los tiempos, se procedid a su identificacién, por medio de
espectrometria de masas (MALDI-TOF), hasta el momento se han identificado 31 proteinas
(Figuras 16-23). Posteriormente agrupamos a las proteinas de acuerdo a su comportamiento de
expresion, tomando como referencia la expresién que muestra al T30, y haciendo categorias, con
los siguientes criterios:

e Constantes: muestra una expresion constantes (su expresién es practicamente igual en los
3 tiempos)

e Sobre-expresadas: muestran un aumento en su expresién conforme al tiempo (al
comparar su expresion al T30, hay una aumento para el T45 y T50)

e Sub-expresada: decremento su expresion conforme al tiempo, (disminuye su expresion al
comparar su expresion al T30, hay una disminucidn para el T45 y T50)

e Oscilante sobre-expresada: Esta categoria incluye a las proteinas que al tiempo T30 tienen
una expresion, al T45 aumenta y al T50 disminuye.

e Oscilante sub-expresada: Esta categoria incluye a las proteinas que al tiempo T30 tienen
una expresién, al T45 disminuye y al T50 aumenta. Nota: para consultar cada proteina
individualmente ver apéndice D seccidn Proteinas identificadas.
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Constantes

Area X Densidad dptica
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Figura 16. Proteinas con una expresion constante a través del desarrollo tumoral. En el eje de las X
tenemos a cada proteina agrupada en T30, T45 y T50, en el eje de las Y tenemos la densidad 6ptica por el
area y cada diagrama de caja agrupa las replicas de cada tiempo que presentaron una expresion constante.
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Sub-expresadas
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Figura 17. Proteinas Sub-expresadas a través del desarrollo tumoral. En el eje de las X tenemos a cada
proteina agrupada en T30, T45 y T50, en el eje de las Y tenemos la densidad dptica por el drea y cada
diagrama de caja agrupa las replicas de cada tiempo de las proteinas que mostraron una sub-expresion

conforme al tiempo.
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Sobre-expresadas

Area X Densidad éptica
]
!
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GETM3_T45 —
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Figura 18. Proteinas Sobre-expresadas a través del desarrollo tumoral. En el eje de las X tenemos a cada
proteina agrupada en T30, T45 y T50, en el eje de las Y tenemos la densidad dptica por el area y cada
diagrama de caja agrupa las replicas de cada tiempo de las proteinas que mostraron una sobre-expresion

conforme al tiempo.

Oscilantes Sub-expresadas
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Figura 19. Proteinas Oscilantes Sub-expresadas a través del desarrollo tumoral. En el eje de las X tenemos
a cada proteina agrupada en T30, T45 y T50, en el eje de las Y tenemos la densidad dptica por el drea y cada
diagrama de caja agrupa las replicas de cada tiempo de las proteinas que mostraron una oscilacién en su

expresion, llegando al punto minimo al T45.
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Oscilantes Sobre-expresadas
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Figura 20. Proteinas Oscilantes Sobre-expresadas a través del desarrollo tumoral. En el eje de las X
tenemos a cada proteina agrupada en T30, T45 y T50, en el eje de las Y tenemos la densidad 6ptica por el
drea y cada diagrama de caja agrupa las replicas de cada tiempo de las proteinas que mostraron una
oscilacién en su expresion, llegando al punto maximo al T45.

Proteinas con expresiéon constante

Encontramos tres grupos de funciones en las proteinas constantes. Dos proteinas —ENOA, TPIS—
son parte de la glicolisis y participan en la produccién de energia celular (Figuras 27 y 32) [63-66].
Tres proteinas asociadas en resistencia a estrés mitocondrial CH60, CP21A, FRIL1 (Figuras 25, 26,
28) [67-76] y 3 proteinas asociadas a comunicacidn vesicular y citoesqueleto GDIB, PKHA2, GRDN
(ver Figuras 29, 30y 31)[77-86].

Proteinas asociadas a glicolisis

La expresion dea -enolasa (ENOA) durante el desarrollo tumoral tuvo una expresién constante
(Figura 27) durante la dinamica del proteoma, esta enzima de la ruta glicolitica cataliza la
deshidratacién de 2-fosfo-D-Glicerato (PGA) a fosfoenolpiruvato (PEP), y su reaccidén reversa
durante la gluconeogénesis. Laa -enolasa en la superficie celular actia como receptor de
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plasmindgeno, el cual es capaz de activar a la plasmina la cual tiene un papel crucial en el proceso
de fibrindlisis®, al activar las proto-colagenasas en su forma activa degradando fibrinas, laminina y
fibronectina de la ME. Como resultado la a-enolasa podria estar involucrada en los altos niveles de
glicolisis y a la vez estar aumentando la habilidad de las células tumorales de remodelar e invadir
la ME, lo que a su vez favorece el desarrollo de vasos sanguineos y metastasis [63, 64]

La triosa fosfato isdmeras (TPIS) (Figura 32) cataliza la interconversion de isémeros de triosas
fosfato (dihidroxiacetona fosfato y D-gliceraldehido). En humanos, cambios en su expresion y
correcta actividad han sido relacionados con una serie de condiciones patoldgicas. La expresion
constante de TPIS puede estar involucrada en los altos requerimientos energéticos y de
sintesis/degradacion proteica en tumores [65, 66].

Proteinas asociadas a estrés mitocondrial

Bajo condiciones normales, la proteina de choque térmico mitocondrial de 60 kDa (CH60) actua
como chaperona en el plegamiento de proteinas mitocondriales. Aunque se ha visto su presencia
en citoplasma y su secrecidn, algunos estudios muestran que la sobre-expresién de la CH60 es
clave en el avance del cancer de vejiga mientras que otros estudios en carcinoma urotelial no
muestran esa relacién [67, 68]. Cuando la CH60 es secretada se ha demostrado que es capaz de
activar la sefializaciéon por CD14, la cual es una mediadora en la produccion y activaciéon de
Interleucinas en macréfagos. La CH60 mostro una expresion constante en nuestro andlisis (Figura
25), y consideramos que puede contribuir al desarrollo tumoral por medio de la inflamacion y su
funcién de ayuda al correcto plegamiento de proteinas [69].

La proteina esteroide 21-Hidroxilasa (CP21A) (Figura 26) es parte de las enzimas citocromos P450,
las cuales estan involucradas en varios procesos, como la asistencia en el catabolismo de drogas y
detoxificacidn, participacion en la produccién de colesterol, hormonas y lipidos. A pesar de que la
CP21A se expresa normalmente en las glandulas adrenales de los rifiones, también, se ha sugerido
que tiene actividad en tumores dependientes de hormonas [70]. Stikkelbroeck investigo la
prevalencia en tumores testiculares con hiperplasia adrenal y reporto diferencias significativas en
la talla del tumor de aquellos portadores de deleciones CP21A, los cuales mostraron tumores de
mayor tamafio [71]. Otro estudio conducido en tumores de ovario, mostro la asociacién del alelo
CP21A-15 con sindrome poliquistico de ovario [72]. La relacidén entre el desarrollo tumoral y esta
proteina no es directa, pero se puede inferir que participa en procesos mitocondriales,
detoxificacién, produccién de lipidos y hormonas, estimulando el crecimiento tumoral.

La cadena ligera de ferritina (FRIL) (Figura 28) es un importante regulador de la concentracion
intracelular de hierro [73]. El aumento de ferritina ha sido reportado en varios tipos de cancer,
como colorectal, mama y melanoma [74, 75]. Durante la inflamacioén, el factor nuclear kappa de
cadena ligera de células B activadas (NF-kB) es antagonista de la apoptosis inducida por el Factor
de Necrosis Tumoral-a (TNF-a) al desactivar a la cinasa pro-apoptdtica c-Jun N-terminal (JNK). La
actividad antiapoptdtica de NF-kB incluye la supresidn de la acumulacidén de especies reactivas de

3 LT . .z oL e . s .
La fibrindlisis consiste en la degradacion de las redes de fibrina formadas en la coagulacion sanguinea.
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oxigeno (EROs) y la FRIL ha sido identificada como un mediador esencial de la actividad
antioxidante y protectora de NF-kB al suprimir la formacbn de EROs, por medio del secuestro de
hierro y como consecuencia la desactivacidon de la cinasa JNK [76]. Es importante destacar que el
espectro de masas de esta proteina dio la mayor identidad contra la FRIL de origen murino. Esta
proteina presento una expresion constante, por lo cual debe ser una de las proteinas que el
microambiente esta aportando durante el desarrollo tumoral.

Proteinas asociadas a transporte vesicular

La proteina Beta inhibidor de la disociacién de GDP Rab (GDIB-2) presento una expresion
constante (Figura 29) y es parte de la familia Rab, las cuales son esenciales en varios pasos de
formacién, anclaje, transporte y fusién vesicular. Las proteinas GDIB pueden interactuar con una
gran variedad de proteinas Rab y ayudan a su liberacidn de las de membranas cuando estan unidas
a GDP [77, 78]. Se ha reportado la formacién del complejo GDIB-Rab5 por medio de la
intervencion de la p38 MAPK la cual regula a la proteina GDIB en el ciclo citosdlico de Rab5 vy
modula la endocitosis [79]. La proteina GDIB-2 ha sido encontrada en suero de pacientes con
cancer pancreatico y gastrico [80]. En una linea celular de adenocarcinoma de ovario se observo
gue la GDIB-2 se encontraba sobre-expresada comparada con una linea no carcinogénica de ovario
y su sobre-expresion se asocio a la resistencia al fadrmaco anti-cancer paclitacxel utilizado en el
tratamiento de cancer de ovario [81, 82]. Esta evidencia manifiesta que la GDIB-2 se encuentra
involucrada en procesos de trafico vesicular y resistencia a estrés en el desarrollo tumoral.

La proteina de soporte de Filamento de Actina Girdina (GRDN) es expresada de manera ubicua en
mamiferos y se asocia con Actina, Proteinas G heterotriméricas y Dinamina, que se encuentran
involucradas en el remodelamiento del citoesqueleto y en movilidad celular. Se ha encontrado en
fibroblastos que Akt fosférila a GRDN en respuesta a factores de crecimiento como EGF, y que
GRDN fosforilada se acumula en los bordes de migracion de las células, con funcidn de migracion
Akt-dependiente. En células COS7, la GRDN cuando es sobre-expresadas aumenta la fosforilacion
de Akt sin necesidad de factores de crecimiento [83]. La fosforilacion de GRDN mediada por Akt en
celulas endoteliales promueve la migracion dependiente de VEGF y la formacidn de tubo por parte
de estas. Experimentos con iRNAs en ratén muestran que la inhibicion de GRDN no permite el
remodelamiento correcto de vasos sanguineos y es indispensable en la vasculogénesis [84]. La
GRDN se ha reportado como sobre-expresada en diferentes tipos de cancer como colorectal,
mama, pulmoén y cérvico-uterino [85]. En el desarrollo tumoral encontramos una expresion
constante de GRDN (Figura 31) e inferimos que actua en la migracién, comunicacién celular,
angiogénesis y como activadora de la cinasa Akt.

El dominio homologo a Pleckstrina contenedor del miembro 2 familia A (PKHA2) es una proteina
adaptadora que regula la sensibilidad a insulina por la unién a Ptdins(3,4)P,, en la via de
sefializacion de PI3K. En ratones mutantes para PKHA2, con incapacidad de unir Ptdins(3,4)P,, se
observo una sobre-activacion conjunta de PI3K y Akt, y una mayor sensibilidad a insulina.
Adicionalmente se ha reportado que PKHA2 interacciona con al menos 4 proteinas con dominio
PDZ, que incluyen a PTPN13, MUPP1, Sintropina y Utropina, e intervienen en varias vias de
sefializacion celular y procesos de reorganizacion de citoesqueleto [33]. Se ha reportado que la
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sobre-expresién de PKHA2 en leucemias de células B, potencializa la adhesion a fibronectina y
laminina, promoviendo la metastasis, mientras que su interferencia, muestra una alta inhibicién
de adhesién [86]. En el desarrollo tumoral vemos una expresion constante de PKHA2 (Figura 30)
gue es un regulador negativo de la via de sefalizacion de la via PI3K lo cual puede ser en respuesta
al alto consumo de glucosa en tumores [4,33].

Proteinas sub-expresadas

Algunas proteinas pueden funcionan como inhibidores del desarrollo tumoral, por lo cual la
pérdida de su expresion, podria ser considerada como ventajosa. Entre las proteinas sub-
expresadas encontramos tres tipos de funciones: tres proteinas estan involucradas en la
traduccién, DDX3X, EIF3 e IF4A1 (Figuras 36, 37 y 40) [87-91], dos en sefializacién mediada por
calcio, ANXA2 y GRP78 (Figuras 34 y 38) [32, 92] y 4 en eventos de citoesqueleto; ACTS, CO6A2,
HSPB1 y TPM3 (Figuras 33, 35, 39 y 41) [93-99].

Proteinas asociadas a traduccion

El factor de iniciacién eucariético 4A-1 (IFAA1 o DDX2A) es una helicasa de RNA ATP-dependiente
gue ayuda en la traduccion tipo cap-dependiente por el complejo eiF4F. Poco se han explorado de
las funciones de IF4AA1 en cancer, sin embargo, se encontrado como sobre-expresado en
carcinoma hepatocelular primario, en lineas de melanoma y en melanomas primarios. Se ha visto
gue los tumores expuestos a periodos de hipoxia, son capaces de adaptar su expresion génica del
tipo cap-dependiente a una tipo cap-independiente. Este cambio permite que los mMRNAs con
secuencias IRES (Sitio de Entrada Ribosomal Interno) sean preferencialmente traducidos y este
tipo de mRNAs generalmente provienen de genes pro-crecimiento, pro-angiogénicos y de
supervivencia (HIFla, VEGF, BCL-2, entre otros). Durante el desarrollo de tumores derivados de
células Hela, observamos una sub-expresién tiempo dependiente de IF4A1 (Figura 40), lo cual
siguiere un posible cambio en la expresion tipo cap-dependiente a uno tipo cap-independiente en
estos tumores [87]. Una de los fendmenos observados en células bajo estrés, es la inhibicién de la
traduccién tipo cap-dependiente, por medio del secuestro de los factores de traduccién como IEF4
en granulos insolubles de estrés y el bloqueo de respuestas pro-inflamatorias por la interrupcién
de las vias de sefializacién de TNF-a y la activacion NF-kB [88].

La Helicasa de RNA ATP-dependiente DDX3X (DDX3X) interactia con el complejo eiF4F y
promueve la expresion tipo cap-dependiente. La DDX3X es sub-expresada en hepatocarcinomas,
en especial aquellos con virus de hepatitis B. Para entender la funcion de DDX3X, se uso siRNA en
la linea celular NIH3T3 de fibroblastos, y se observo una entrada prematura la fase S y una
proliferacién celular mayor, esto fue correlacionado con los bajos niveles de p21waf y los niveles
elevados de Ciclina D1 en células knock-out para DDX3X. También se ha observado la activacién de
DDX3X por el receptor TLR4 por la via de sefializacion de TRIF y TKB1 para la transcripcién del
complejo AP-1. Adicionalmente, en ausencia de DDX3X, las Caspasas 6 y 9, no pueden ser
activadas, lo que protege a las células de la apoptosis [89]. Es importante notar que la proteina
DDX3X encontrada en este estudio tiene un origen murino, por lo cual los cambios asociados a
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esta proteina deben de estar sucediendo en células del microambiente (Figura 36.), los cuales
sugiere un cambio a una traduccidn tipo cap-independiente, la inhibicién de apoptosis por medio
de caspasas, ademas, de la perdida de expresion del complejo AP-1.

El complejo EIF3 estd conformado por 13 subunidades y es responsable de la interaccion entre el
complejo de pre-iniciacién 43S, el complejo de mRNA y elF4F durante la traduccidén. La proteina
Subunidad 1 del Factor de iniciacién eucariético 3 (EIF3l) es parte del complejo elF3 e interactua
con el receptor tipo Il TGF-B. Estudios en la linea celular MCF-7 de cancer de mama, con el
inhibidor Currumina, y en la linea celular de CaCu Hela con dicitratoytterbium (Ill), muestran una
inhibicién de la fosforilacién de mTOR, y una sub-expresion del gene TGF-B, lo que resultan en una
menor proliferacion, identificando la sub-expresién de EIF3l como la responsable; lo que sugiere
su relacidon con la expresidn de genes apoptéticos [90,91]. En el desarrollo tumoral observamos
una sub-expresién de la proteina EIF3I conforme al tiempo (Figura 37), no tenemos claro porque
estd sucediendo, pero podria ser una adaptacion a una menor sintesis proteica y a la transcripcion
de genes asociados a la apoptosis.

Proteinas asociadas a trafico vesicular y senalizacion mediada por calcio

Entre las proteinas sub-expresadas identificadas en este estudio se encuentran la ANXA2 y la
GRP78 (Figura 34. ANXA2_HUMAN., Figura 38. GRP78_HUMAN.), las cuales tienen papeles
importantes en el trafico vesicular y las vias de sefializacion celular mediadas por calcio.

La Anexina A2 (ANXAZ2) participa en procesos celulares, como movilidad celular, remodelamiento
de citoesqueleto, endocitosis e interacciones de la ME y sus funciones son dependientes de las
condiciones y tiempo de expresion. La ANXA2 en superficie de membrana funciona como receptor
de proteasas (catepsina B, plasmindégeno y activador de plasminégeno) y de proteinas
remodeladoras de la ME (colagenasa tipo 1 y tenascina C). Se ha asociado a la ANXA2 con
potencial metastatico: la inhibicion de ANXA2 en la superficie celular de la linea celular 1542CP3TX
de cancer de préstata, disminuyo su capacidad de invasién, por la falta de unién de proteasas en
superficie celular. Otro estudio en ratén, con la misma linea mostro que la sobre-expresién de
ANXA2 vy la activacion de moléculas de adhesién a leucocitos promueven la metastasis [32]. La
ANXA2 funciona como co-receptor de TLR4 para la deteccidn de la Glicoproteina IB , (GPI-B;) la
cual promueve la activaciéon/fosforilacion de la MAPK p38, la produccion del Factor Tisular (TF) en
monocitos y la activacién de NF-kB, que en conjunto activan vias pro-inflamatorias y pro-
coaguladoras [34]. Es probable que la ANXA2 esté disminuyendo su expresion (Figura 34) al
funcionar como una seial pro-coagulante, lo cual puede inhibir el crecimiento tumoral, ademas,
este comportamiento puede estar relacionado con la evasidn del sistema inmune [34].

La proteina Regulada por Glucosa de 78 kDa (GRP78) se encuentra en el reticulo endoplasmico
(RE), y pertenece a la familia de las HSP70, que ayudan al correcto plegamiento de proteinas [92].
En condiciones normales, la GRP78 estd unida a las proteinas transmembranales PERK, IRE1 y ATF6
manteniéndolas en su forma inactiva, pero cuando hay acumulacién de proteinas mal plegadas,
GRP78 libera a estas proteinas y desencadena la respuesta de proteinas mal plegadas (RPMP) que
activan a las cinasas Akt y PI3K, las cuales activan a NF-kB. Estudios anteriores muestran que la
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activacion de NF-kB se disparada por la proteina ATF6, en tanto que las proteinas PERK e IRE1
parecen tener blancos en otras vias de sefializacién [92]. En cancer la proteina GRP78 solo ha sido
estudiada a nivel de expresidn, encontrandola sobre-expresada en cancer hepatocelular y gastrico
[66]. En este estudio se ve una sub-expresion conforme al tiempo del desarrollo tumoral (Figura
38) y su relacidn funcional en el desarrollo tumoral puede ser por su capacidad de inhibir la RPMP
por medio de la sefializacidn de ATF6, que activa sefiales de reciclado de nutrientes por autofagiay
activacidon de NF-kB, lo que confiere una resistencia a apoptosis. Asi la sub-expresion de GRP78
puede promover la supervivencia de las células tumorales a través de la autofagia, conforme el
volumen del tumor aumenta y es mas dificil obtener nutrientes.

Proteinas asociadas a citoesqueleto

Varias proteinas asociadas a citoesqueleto se ven sub-expresadas en este estudio, ACTS, COL6A2,
HSPB1 y TPM3 (Figuras 33, 35, 39 y 41). Se podria pensar que la pérdida de la expresion de
proteinas encargadas de la estructura de citoesqueleto, es una via directa en la adquisicién de una
mayor movilidad y por consecuencia una capacidad de invasién mayor.

La Actina alfa de musculo esquelético (ACTS) participa en la movilidad celular, estructura e
integridad de citoesqueleto. La proteina ACTS ancla fisicamente los complejos de adhesion focal
asociados a Integrinas con el citoesqueleto, lo que permite una adhesién focal. En el desarrollo
tumoral encontramos una sub-expresion de ACTS (Figura 33), lo que podria estar relacionado con
la pérdida de uniones celulares, una mayor capacidad de movimiento, proliferaciéon y pérdida de
uniones célula-matriz [93].

La colagenasa cadena alfa-1l(VI) (COL6A2), participa en la formacion de microfilamentos celulares,
aporta fuerza de tensién a la matriz extracelular y su expresién es clave en el desarrollo
embrionario [REF]. La expresidn génica de COL6A2 esta regulada por citocinas como el Factor de
Crecimiento Transformante-h (TGF-h) que promueve la expresion de la COL6A2, se ha reportado
qgue la citocina TNF-a, reduce la expreéin de la COL6A2 a nivel de mRNA [94]. Una de las
funciones alternas de la COL6A2 es su capacidad de unién a metaloproteasas (MMP) en la ME,
impidiendo su activacion. En cdncer la sub-expresion de COL6A2 es parte de los cambios
adquiridos hacia un estado menos diferenciado, sin embargo su sobre-expresién suele estar
relacionada con una mayor resistencia a diferentes drogas [95, 96]. En la dindmica del proteoma
encontramos una sub-expresién en el tiempo (Figura 35), esto puede permitir que las
metaloproteasas en la ME sean activadas, lo que, puede traducirse, en facilitar la invasién de la
ME por las células tumorales [97].

La proteina beta de choque térmico-1 (HSPB1) es una chaperona independiente de ATP, que
reduce el dafio por especies reactivas de oxigeno (ERO), oxido nitrico (ON), y confiere estabilidad a
la F-actina y resistencia celular a la citocina TNF-a. La HSPB1 en mitocondria incrementa el
potencial de membrana y se une al complejo pro-apoptético Smac/Diablo inhibiendo su
activacion. La HSPB1 se ha reportado sobre-expresada en varios tipos de cancer; mama, proéstata,
ovario, colon, cervical y esdfago [98]. En el 2011 Lomnytska, mediante un andlisis de
inmunohistoquimica estudio la expresion de la HSPB1 en muestras de NIC-l, Il, carcinoma in situ e
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invasivo. Encontrando que la expresién en los NIC-l y Il se encontraban sobre expresada
comparadas con el tejido normal, pero la expresién en el carcinoma in situ e invasivo, estaba sub-
expresada con respecto a las precursoras. Por ultimo, observd que la sub-expresién de HSPB1 en
pacientes con CaCu invasivo resultaron en una pobre prognosis. En nuestro estudio hemos
obtenido un comportamiento similar al que muestra la HSPB1, al ser sub-expresada conforme al
desarrollo del CaCu (Figura 39) [50]. La sub-expresion de HSPB1 no es clara, ya que es una
chaperona, pero, su sub-expresion podria estar relacionada con un mayor potencial invasivo, ya
gue esta provee de estabilidad al citoesqueleto celular [98].

La Cadena alfa 3 de tropomiosina (TPM3) es parte de las proteinas estructurales que forman el
citoesqueleto de actina y participa en la contraccién muscular. La sub-expresién de las isoformas
de la TMP se asocian a un fenotipo transformante, estos cambios contribuyen a los re-arreglos de
los microfilamentos y alteraciones morfolégicas que incrementan la movilidad celular, disminuyen
la adhesidén focal, aumentan el crecimiento y ayudan a la evasién de la apoptosis [99]. En la linea
celular de fibroblastos embrionarios de ratéon transformados (NIH3T3 v-ki-ras), una sub-expresién
de las isoformas TPM1 y TPM2 permiten una mayor tasa de formacién de tumores en ratones
desnudos [100]. Estudios que usaron los inhibidores especificos de MEK1 (PD98059) y Ras-ERK
(UO126), siguieren que la sub-expresidn de las TPMs esta a cargo de la via de sefializacion Ras-Raf-
MEK-ERK, al menos en cultivo celular [99]. En este estudio se observé una sub-expresion de la
TPM3 conforme al tiempo (Figura 41), lo cual puede ser parte de la adquisicion de una mayor
capacidad de invasién [100].

Proteinas sobre-expresadas

Encontramos como proteinas sobre-expresadas a la Gliceraldehido 3 fosfato (G3P) y la Glutatid S-
transferasa Mu 3 (GSTM) (Figuras 42 y 43) [101-106]. La G3P participa en la glicolisis y la GSTM3 es
una enzima que ayuda a la detoxificacion celular.

La G3P se encuentra en citoplasma, nucleo, mitocondria y vesiculas. La G3P en citoplasma lleva a
cabo la reaccién de conversion de gliceraldehido 3 fosfato a D-glicerato 1,3, bifosfato en presencia
de NAD+ [101]. Bajo estrés oxidativo, es modificada y ayuda al cambio de metabolismo para la
produccién de NADPH en el ciclo de las pentosas. Cuando la G3P es internalizada a mitocondria se
une al canal VDAC1, que induce un estado pro-apoptoético por la liberacidon de las proteinas
Citocromo-c y Factor Inductor de apoptosis [102]. Bajo condiciones prolongadas de estrés, la G3P
es nitrosilada y translocada al ndcleo en donde se une a Siah (una E3 ubiquitin ligasa) y activa
genes apoptdticos como p53 [103]. La G3P se ha reportado sobre-expresada en varios tipos de
cancer [66]. Durante el desarrollo tumoral observamos un aumento gradual en los tiempos
analizados (Figura 42), posiblemente por sus multiples funciones y también por el alto consumo
de glucosa observado en los tumores [4].

La proteina GSTM3 pertenece a las enzimas que catalizan la conjugacion del glutatién (GSH) con
sustancias electrofilicas. Uno de sus papeles mds importantes es mediar la detoxificacion de
moléculas foradneas, por lo cual las GSTs confieren resistencia a varias drogas anti-cancer [104]. En
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la mayoria de los estudios con lineas celulares tumorales con resistencia in vitro a agentes
quimioterapéuticos se ha observado una sobre-expresién de varias formas de GSTs, en
comparacion con las no resistentes, adicionalmente, la sobre-expresion de GSTs se ha reportado
en varios tipos de cancer (colon, mama, rifién, ovario y pulmon) en comparacion con los tejidos no
afectados [105]. Las GSTs (GSTP y GSTM) regulan la sefializacién de TNF-a al inhibir a TRAF2 la cual
activa JNK y p38 pero no a NF-kB, ademas, atenudan la auto-fosforilacién de TRAF2-ASK-1 (cinasa
apoptotica) [106, 107]. Por estudios de interacciones Proteina-Proteina en queratinocitos
humanos inmortalizados que expresan la oncoproteina E7 de HPV-16, se ha observado que E7
interactia con GSTP1, los autores proponen que la GST es activada por la oncoproteina E7,
minimizando la oxidacidn de la GST, la cual inhibe la sefializacién por JNK [108]. En este estudio, se
observo que la proteina GSTM3, aumenta su expresion gradualmente del T30 hasta el T50 (Figura
43), esto puede deberse a sus capacidades de detoxificacion pero, también a su utilidad para
evitar la apoptosis por la inactivacion de TNF-a [106].

Proteinas oscilantes sobre-expresadas

En el presente estudio observamos proteinas con una sobre-expresidon en el tiempo T45 en
comparacion a los tiempos T30 y T50. Analizamos la expresion de dos proteinas relacionadas con
resistencia a estrés HSP7C, HSP71 (Figuras 47 y 48) [109-113]; dos con formacién de vesiculas y
comunicacién intracelular ANXA5 y VIME (Figuras 44 y 50) [114-122]; dos con funciones
metabdlicas DDHA1 y PNPH (Figuras 45 y 49) [123-131]; y la proteina FA50A (Figura 46) la cual no
se le ha asociado una funcidn bioldgica [132].

Proteinas asociadas con resistencia a estrés

La proteina cognado de choque térmico de 71 kDa (HSP7C) ayuda al correcto plegamiento de
proteinas, participa en la degradacion de agregados polipéptidicos y funciona como una ATPasa en
el ciclo de ensamblaje y desensamble en la comunicacion endosomal por vesiculas revestidas de
clatrina (VRC) [109]. Masayuki en el 2010, mediante siRNA y el uso del farmaco KNK437, inhibié la
expresion de HSP7C en células umbilicales endoteliales, observando una baja activacién de Akt y
sus moléculas efectoras, incluyendo eNOS. La relacion funcional se demostrd por la regulacion
negativa de PI3K, donde su actividad decayd a menos un 40% con la interferencia de HSP7C, y
como resultado produjo un bloqueo de la via VEGF/PI3K/Akt en la activacidon de angiogénesis en
células endoteliales [110]. En algunos estudios se reporta a la HSP7C como sobre-expresada en
cancer hepatocelular y gastrico [66]. En nuestro estudio la expresidn corresponde a un pico
maximo al tiempo T45 (Figura 47), y sugerimos que podria estar involucrada en procesos de
transporte vesicular, resistencia a falta de oxigeno y a promocién de angiogénesis.

La proteina de choque térmico 1A/1B de 70 kDa (HSP71), se ha visto expresada en varios tipos de
cancer y es un regulador de crecimiento, supervivencia y resistencia a farmacos. La HSP71 ayuda al
correcto plegamiento de proteinas y minimiza la respuesta de estrés del reticulo endoplasmatico
(RE) [111]. Al interferir la expresion de HSP71 y HSP7C por medio de siRNAs, se demostrd una
interrupcion en la activacién de Akt y sus moléculas efectoras. Los autores sugieren una
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coordinacion de estas dos proteinas en la activacion de Akt por medio de la via PI3K. En ese mismo
estudio, se interfirié la expresion de HSP71 durante el desarrollo del pez cebra, lo cual no permitié
la correcta formacién de vasos sanguineos [112]. Experimentos para probar la relacién entre la
activacion de Akt y el bloqueo de HSP71, se procedid a usar CUEH con la expresién de una forma
siempre activa de Akt y el bloqueo de HSP71, observando que solo se recupero una parte de la
migracion y formacién de tubos de las CUEH, lo que implica que HSP71 interviene en otros
mecanismos durante la angiogénesis [110, 112]. En estudios en linea celulares de carcinoma
hepatico expuestas a una atmosfera con bajo oxigeno (1% de O,), se demostré la sobre-expresion
de la HSP71, por la activacién del HIF-a y su interaccidn con los elementos de respuesta a hipoxia
con un efecto directo en el promotor de HSP71 [113]. En nuestro analisis del desarrollo tumoral
observamos la sobre-expresién al T45 de HSP71 y HSP7C (Figura 47 y

Figura 48) que consideramos se pueden relacionar con la angiogénesis tumoral.

Proteinas asociadas a la comunicacion intracelular

La Anexina A5 (ANXADB) esta presente en nucleo, membranas y extracelularmente, y tiene una alta
afinidad a membranas con fosfatidilserina (PS), participa en el trafico de vesiculas, division celular,
apoptosis, sefializacién por calcio y regulacién de crecimiento [114]. La respuesta inicial a dafio
vascular es la formacién de plaquetas®, y su adhesion al coldgeno de los vasos afectados, lo que
dispara los niveles de PS en superficie de membrana, que promueve el ensamblaje de
protrombinasa y su conversion a trombina [115-116]. La ANXAS se une a la PS, lo que previene la
formacién de protrombinasa esta inactivacién es fundamental en la angiogénesis [117]. La PS en
membrana activa la fagocitosis por macréfagos, al unirse a receptores como MFG-E8, beta-2-
glicoproteina-1, Anexina Al y A2 [118]. La ANXAS inhibe la fagocitosis de células dafiadas, al unirse
al PS en la superficie celular [115]. Algunos estudios de cdncer hepatocelular y colorectal reportan
la sobre-expresion de ANXA5, mientras que otros una sub-expresion [66]. En cancer pancreatico,
gastrico y cérvico uterino se reporta una sobre-expresion, mientras que en cancer de ovario una
sub-expresion [66]. En este estudio observamos una sobre-expresidn al T45 en comparacidn con
los T30 y T50 (Figura 44), consideramos que la ANXA5 funciona como moduladora de la respuesta
inmune y la angiogénesis, principalmente durante este tiempo [115-117].

La Vimentina (VIME) es una proteina intermediaria de filamentos de soporte, que participa en la
integridad estructural, adhesidn, migracién, supervivencia, sefializacidn celular, la sobre-expresién
de VIME ha sido reportada en varios tipos de cancer y se relaciona con una mayor capacidad de
invasion y el fenémeno de transicién epitelial-mesenquimal [119]. En ratones knock-out para VIME
se ha observado que estos se desarrollan normalmente, pero muestran una deficiente reparacién
de heridas [120]. Por otro lado se ha demostrado la interaccién de la VIME con la integrinaavf 3,
en sitios de adhesion focal de células endoteliales, y que cuando se inhibe la expresion de VIME
con iRNAs se pierde su adhesion focal [121]. Otro estudio probo la relacion funcional de la VIME

4 . e ~ . ’

Las plaquetas son fragmentos citoplasmaticos pequefio, irregulares y carentes de nucleo, de 2-3 um de
diametro, derivados de la fragmentacion de megacariocitos. Las plaquetas son fundamentales en la
hemostasia y una fuente de factores de crecimiento.
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en el desarrollo tumoral al estudiar el efecto de VIME en la linea de carcinoma colorectal LS174T
en ratones Nu/Nu monitoreando la angiogénesis durante el desarrollo tumoral. Adicionalmente,
se ha observado una supresion casi total del crecimiento tumoral al interferir la VIME e inhibir la
formacién de vasos sanguineos y en este mismo estudio se encontré que células endoteliales
asociadas a tumores de colon se encontraban sobre-expresando la VIME, pero no en el caso de
células endoteliales normales [122]. La relacion de la VIME con el desarrollo tumoral (Figura 50)
muestra una sobre-expresion en el tiempo T45 con una funcién que podria estar involucrada en la
angiogénesis [122].

Proteinas con funciones metabdlicas

La N(G),N(G)-dimetilarginina dimetilaminohidrolasa 1 (DDAH1) cataliza la reaccién: N-omega, N-
omega'-metil-L-arginina + H,O = dimetilamina + L-citrulina. La inhibicién de la actividad de DDAH
causa la acumulacidn dimetilarginina asimétrica (ADMA), que bloquea la sintesis de oxido nitrico
(NO) por la Oxido Nitrico Sintasa (NOS) [123]. La regulacién de NO por parte de DDAH tiene
efectos pleiotrdpicos en la biologia tumoral, al tener una correlacidn entre la actividad de NOS y el
grado de tumoral en cancer de mama, ovario, de cabeza, cuello y tumores neuronales [124-127].
Los tumores derivados de la linea celular de glioma C6 que sobre-expresan iNOS (Sintasa inducible
de Oxido nitrico) y eNOS (Sintasa endotelial de Oxido nitrico), tienen una actividad superior de
DDAH, lo que reduce el ADMA y aumenta la produccién de NO y VEGF, esta alteracidon no aumenta
el crecimiento in vitro pero si in vivo, aumentando el crecimiento tumoral, lo que siguiere que la
ruta DDAH/ADMA afecta el desarrollo tumoral, al promover la vascularizacién tumoral [128, 129].
En nuestro estudio observamos que al tiempo T45 (Figura 45) una sobre-expresién de DDAH1 al
compararlo con los tiempos T30 y T50, lo cual puede estar promoviendo la angiogénesis tumoral
durante este tiempo y el T50 [128, 129].

La enzima Fosforilasa de nucledsido Purina (PNPH) se localiza en mitocondria y citosol, cataliza la
conversidn de inosina en hipoxantina y de guanosina a guanina. Estas reacciones ocurren en la via
de recuperacién de purinas, las cuales metabolizan a las purinas y sus ribosas a adenosina. Se ha
reportado la sobre-expresion de PNPH en cancer oral y de colon [130]. La adenosina funciona
como una molécula sefial y como sensor del estado energético celular; en tumores con altas
cantidades de adenosida se ve incrementada la angiogénesis, ya que estimula la proliferacion de
células endoteliales [131]. Sin embargo, no hay estudios que prueben la relaciéon de la PNPH y la
angiogénesis por lo cual, deben de realizarse los experimentos correspondientes para establecer el
papel funcional de PNPH [130, 131]. La PNPH detectada en este estudio tiene es de origen murino
(Figura 49), lo que significa que proviene del microambiente tumoral y debido a su expresién
especifica en células endoteliales, puede estar relacionada con la angiogénesis [130].

La proteina FA50A tuvo una sobre-expresion al T45 en comparacién con T30 y T50 (Figura 46),
pero no existen reportes concretos de su funcidon. Se considera que puede ser un factor
transcripcional o una proteina de unién a DNA [132].

Todas las proteinas identificadas en este estudio que presentaron una sobre-expresién durante el
tiempo T45 en comparacidn con los T30 y T50 estan involucradas con la respuesta a estrés por
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hipoxia y la angiogénesis [109-131], a excepcidn de la FA50A que no se le ha asignado una funcion
clara. Con estas evidencias proponemos que estas proteinas podrian estar jugando un papel
importante en el desarrollo tumoral al estimular la angiogénesis. Es necesario llevar a cabo los
experimentos adecuados para rastrear el proceso angiogénico en este modelo para poder
comprobar que en el T45 del desarrollo tumoral se estd llevando a cabo este fendmeno de
importancia vital en el desarrollo del CaCu.

Proteinas oscilantes sub-expresadas
Tres proteinas estan involucradas en vias de produccion energética la IDE, KCRM y TPIS (Figuras

52, 53 y 54) [65, 137-143]; de las cuales 2 proteinas estdn involucradas con citoesqueleto y
movilidad celular ACTC1 y TPM2 (Figura 51y 55) [133-136].

Proteinas de citoesqueleto y movilidad celular

La actina alfa de musculo cardiaco 1 (ACTC1), es constituyente mayoritario de la maquinaria
contractil. Las formas beta y gamma coexisten en la mayoria de los tipos de células lo que permite
una correcta estructuracién del citoesqueleto y sirve como un mediador de la movilidad interna
celular [133]. Varios estudios en cancer han encontrado una sobre-expresion de ACTC1, como en
cancer de vejiga, eséfago y mama [66]. En el desarrollo tumoral encontramos una oscilacién en la
expresion con una menor expresion en el tiempo T45 (Figura 51), lo que puede ser un indicio de
una menor estructura del citoesqueleto celular, sin embargo no es facil relacionar su efecto en la
biologia general del desarrollo tumoral, mas estudios deben de ser llevados a cabo para entender
las razones de esta comportamiento.

La Cadena beta de Tropomiosina (TPM2) es una proteina de union a actina en citoesqueleto. La
TPM2 junto con el complejo Troponina, se asocian con actina en las fibras musculares y regula la
contraccion muscular, por otro lado la funcién de TPM2 en células no musculares se conoce muy
poco y puede incluir funciones estructurales aparte de la formacion de microfilamentos [99]. Se ha
investigado la presencia de TMP2 en lineas celulares de préstata (LNCaP, PC3, y DU 145) y de
mama (MCF-7, BT-20, MDA-MB-231, BT-474, T-47D, y ZR-75.1) demostrando que la sub-expresion
de TPM2 se asociada a una mayor agresividad tumoral [134, 135]. Estudios realizados en tumores
asociados al Sistema Nervioso Central revelan que tumores de astrocitos de bajo grado expresan
TPM2, mientras que los altamente malignos no lo hacen [136]. Estos estudios sugieren una
correlacién inversa entre la expresion de TPM2 vy la capacidad invasiva [134-136]. Parece haber
incongruencia con los estudios en tumores y lineas celulares cancerosas ya que la expresidon que
encontramos en este estudio, es una sub-expresion del tiempo T45 en comparacién del T30 y T50
(Figura 55), lo cual sin embargo nos deja la pregunta: éen qué procesos puede estar involucrada la
TPM2 en el desarrollo tumoral para hacer que la progresidon del tumor sea orientado a un tipo mas
agresivo?

Proteinas involucradas en vias de energia celular
El Factor de Degradacion de Insulina (IDE) metaloproteasa citoplasmatica de la familia de las
inverzincina que participan en la degradacidn de la insulina y proteinas ricas en hojas B-plegadas,
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como la proteinaP -Amiloide, Amilina, Glucagén, Factor natriurético atrial, Calcitonina, Factor de
Crecimiento Similar a insulina | y Il y el Factor de Crecimiento transformador a [137-139]. Ratones
knock-out de IDE muestran niveles altos de insulina en sangre, de la proteing3 -amiloide en
cerebro y la proteina precursora Amiliode de cerebro [140]. La hormona insulina es crucial en el
metabolismo y esencial en el crecimiento de tejidos sanos y neopldsicos [1]. Razvant T., en el 2007,
determino la cantidad de insulina presente muestras de cancer de mama, observando que en
tumores de grado 3 encontraban insulina, mientras que los de grado 2 y tejido mamario glandular
eran negativos [141]. En otro estudio se comparo la expresidn de IDE, el cual estaba presente en el
92% de los carcinomas examinados en comparacion con el 57% de los tejidos normales que
presentaron IDE. Se analizé adicionalmente carcinomas con invasién en nodos linfaticos
mostrando que la expresion IDE presenta un decremento desde el tumor primario a la metdstasis
de nddulos linfaticos [141]. Desafortunadamente no logramos establecer una relacion directa en el
desarrollo tumoral y la proteina IDE con la sub-expresién en el tiempo T45 (Figura 52), estudios
funcionales deberan ser llevados a cabo para entender su papel en el desarrollo tumoral en el
CaCu.

La creatina cinasa tipo M (KRCM) se expresa en varios tejidos y cataliza la reaccidn reversible de
fosforilacién de creatina para dar fosfocreatina (FC) y adenosina difosfato, esta enzima es
importante en el metabolismo energético al desempeiiar dos papeles fundamentales: la FC
funciona como amortiguador energético en el consumo rdpido de ATP y como transportador de
energia en el circuito de FC entre sitios intracelulares de consumo y produccion de ATP [142].
Durany, en el 2000, estudio la actividad de la KRC encontrando una mayor actividad en cancer de
mama al compararlo con tejido normal, y en un caso se encontré una menor actividad en la
neoplasia, en comparacidn con su tejido normal [143]. Esto puede ser un indicio de su oscilacion
en el desarrollo tumoral. En este estudio puede pensarse que existe un comportamiento similar,
debido a que su expresidén decae en el tiempo T45 en comparacién con la expresion al tiempo T30
y T50 (Figura 53). Esta proteina fue identificada mediante espectrometria de masas como de
origen murino, por lo cual es posible que sea una de las proteinas aportadas por el microambiente
[143].

La triosa fosfato isdmerasa (TPI) fue identificada nuevamente, pero al buscar a que organismo
pertenece, los espectros obtenidos por MALDI-TOF no fueron suficientes para establecer si eran
de origen humano o murino (Figura 54). No surge una explicacién directa de cdmo la TPI presenta
este comportamiento, mas estudios deben ser llevados a cabo para entenderlo [1]

Interacciones funcionales Proteina-Proteina (IPP) de cada categoria

Para conocer cuales son las proteinas que interactian con las proteinas que se identificaron, se
uso un enfoque bioinformatico de redes de las interacciones proteina-proteina (IPP) con base a las
proteinas identificadas en cada categoria (ver tabla 5 y métodos). Las proteinas usadas en la
busqueda de las IPP, fueron tomadas como solo de origen humano, esto permite la obtencidn de
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una mayor informacién de las bases de datos, siendo probable que las proteinas de origen murino
desempeiien un papel funcional similar dado su homologia con el humano.

Se obtuvieron en promedio 191 interacciones por categoria y se analizaron cada categoria por
separado en donde se obtuvo el promedio de IPP por proteina (Apéndice E: Figura 1). Las
proteinas con mayor numero de interacciones fueron las proteinas oscilantes sobre-expresadas
(en promedio 48 IPP) y las sobre-expresadas (en promedio 44 IPP), seguidas por las proteinas sub-
expresadas (en promedio 38 IPP), las proteinas oscilantes sub-expresadas presentaron en
promedio 15 IPP y por ultimo las proteinas constantes (en promedio 13 IPP) (para mayor
informacién revisar Apéndice E: Resultados suplementarios, Figura: Andlisis de las interacciones
Proteina-Proteina)

Ontologias Génicas: Seinalizacion

Con las redes formadas y la busqueda de las IPP, se busca encontrar aquellas proteinas que estén
relacionadas con las identificadas en este analisis con el objetivo de obtener un panorama general
de las funciones bioldgicas, en las cuales estas proteinas estdn involucradas durante el desarrollo
tumoral, se procedié a hacer un analisis de enriquecimiento de Ontologias Génicas’. Para esto se
utilizaron todas las proteinas de las redes formadas de cada categoria (para revisar las ontologias
génicas ver tablas 5 a 9) [60].

Al analizar los 10 GOs mejor representados en cada categoria, encontrados que las funciones en
las que estan involucradas las proteinas, son esencialmente 4: Sefializacién, Metabolismo,
Regulacion de la Apoptosis y Citoesqueleto. El evento GO de citoesqueleto, solo se encontré en la
categoria de proteinas oscilantes sub-expresadas y una sola vez en proteinas sub-expresadas
mientras que el evento GO de sefializacién, fue observado el mayor nimero de veces entre las
categorias (Figura 21).

5 , ) . P . e s g
Las ontologias génicas son un vocabulario de términos para describir las caracteristicas del gen y las
anotaciones de sus funciones y participacion en eventos bioldgicos de cualquier organismo.
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Figura 21. Ontologias Génicas. Los 10 GOs mejor representados por las proteinas de cada categoria,
resultan evidentes 4 grupos de funciones: Sefializacion, Apoptosis, Metabolismo, y Citoesqueleto.

a) En las proteinas Oscilantes Sub-expresadas no se encontré GOs relacionados con Sefializacion, y en las
proteinas de expresion constantes sobre-expresadas y oscilantes sobre-expresadas, no hay GOs asociados
con citoesqueleto y en las proteinas sub-expresadas solo se encuentra un GO relacionado al citoesqueleto.

b) Al agrupar el total de los GOs de este analisis en la funciéon que estd involucrado, encontramos que el
evento celular de Sefializacién, ésta presente el mayor nimero de veces.

Analisis de sobrerrepresentacion de vias moleculares

Posterior al andlisis de GOs nos preguntamos ¢Cual es la relacion que tiene la sefializacion celular
en el desarrollo tumoral? Para esto se procedio a realizar un analisis de enriquecimientos de rutas
de interacciones moleculares. Utilizando todos los nodos de las redes extendidas de cada una de
las 5 categorias de expresidn, lo que nos permitié obtener una visidn de las vias moleculares que
pudieran estar involucradas en el desarrollo tumoral del CaCu (para ver las vias de interacciones
encontradas revisar tablas 10-14). Para el analisis de este enriquecimiento se tomaron las 10 vias
mejor representadas.

Al analizar las vias sobrerrepresentadas de cada categoria, encontramos 4 puntos importantes
(Figura 22):

1) La categoria de proteinas sub-expresadas contiene el mayor numero de vias
sobrerrepresentadas.

2) Lavia de interacciones moleculares de las MAPK se encuentra sobrerrepresentada en tres
categorias de expresion —Constantes, Sub-expresadas, Oscilantes sobre-expresadas—.

3) Hay una interseccion de las vias 3 vias de interacciones moleculares en la categoria de
proteinas Sub-expresadas y Oscilantes sub-expresadas, una interseccion de dos vias, en las
categorias Constantes y Sub-expresadas, y una interseccion de la via de interaccién de las
Integrinas en las Sobre-expresadas y Sub-expresadas.

4) Por dultimo, solo se encontré como Unica via sobrerrepresentada en las proteinas
Oscilantes Sub-expresadas a la via ERK-PI3K.
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Oscilantes Sub-expresadas

Sobre-expresadas

TLR3-4, MyD88 Yy { EGFR1, RIG-1/MDAS,
FAS HPS regulacion Activacion de cel. B
Translacién

Oscilantes o Sobre.

Sub-expresadas expresadas
Figura 22. Vias de interacciones moleculares sobre-representadas en las categorias de expresion.
El circulo azul representa las vias sobre-representadas en la categoria de proteinas constantes.
El circulo rojo representa las vias sobre-representadas en la categoria de las proteinas Oscilantes Sobre-
expresadas.
El circulo verde representa las vias sobre-representadas en la categoria de las proteinas Sub-expresadas.
El circulo amarillo representa las vias sobre-representadas en la categoria de las proteinas Sobre-
expresadas.
El circulo morado representa las vias sobre-representadas en la categoria de las proteinas Oscilantes Sobre-
expresadas. Nota: a cada circulo que representa una categoria de las proteinas, se le ha dado un valor cuantitativo en
el radio el cual es proporcional al nimero de vias sobrerrepresentadas.

Estos resultandos son una aproximacién bioinformatica que aportan una visién global de las vias
de interacciones moleculares que podrian estar involucradas con las proteinas identificadas en la
dindmica proteémica del desarrollo tumoral, por lo cual se deben de llevar a cabo los
experimentos correspondientes para comprobar que esto realmente esta sucediendo.
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“La vida, es el arte de dibujar suficientes conclusiones de premisas insuficientes”
Samuel Butler
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Conclusiones

Modelo de las adaptaciones del desarrollo tumoral a través del tiempo

Las proteinas identificadas durante el desarrollo del CaCu, han sido categorizadas de acuerdo al
comportamiento de expresidn que mostraron, cada categoria se asociada a distintas vias de
sefializacion celular. Las funciones de estas proteinas en el desarrollo tumoral han sido descritas y
se han entrelazado con diferentes eventos celulares:

Con los experimentos llevados a cabo en esta investigacion, la revisidn bibliografica y el uso de
herramientas bioinformaticas, concluimos:

1) La participacién de las proteinas clasificadas por nosotros como de expresion constante y la
activacion de NF-kB como via principal de supervivencia y proliferaciéon celular a través del
desarrollo tumoral son elementos fundamentales en el desarrollo tumoral.

2) Consideramos que entre el T45 y T50, es un momento clave en la angiogénesis tumoral por
medio de VEGF y NO, junto con las proteinas identificadas como oscilantes y que son expresadas
particularmente en este periodo de tiempo, con lo cual justificamos el crecimiento acelerado
observado en esa ventana de tiempo del crecimiento tumoral.

3) Las proteinas relacionadas con apoptosis en la via de caspasas reducen su expresion, también
aquellas que estan involucradas con reorganizacion de citoesqueleto, lo cual sugerimos que en
este estudio podria estar asociado a la transicidn epitelio-mesénquima.

4) Las proteinas sobre-expresadas potencializan el estado energético celular y promueven la
supervivencia celular en conjunto con las oncoproteinas E6 y E7, lo que permite el uso de la via de
inflamacién TNF-a y sus propiedades de proliferacion por medio de la via de sefalizacién del brazo
TRAF®6.
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Proteinas identificadas, agrupadas de acuerdo a su perfil de expresion en el tiempo.

Incremento en las vias energéticas asociadas a la glucosa.

Ciclo de las purinas y su participacion en |a angiogénesis.

Activacion de angiogénesis convergente a VASP y el receptor VEGF.

Activacion de los receptores TLR4 con su participacion en la activacion de la via PI3K, NF-kB, y AP-1.
Via de TNF-a y su participacién en la induccién de PI3K, NF-kB y AP-1.

Alta resistencia a ROS y produccion de energia.

Activacion de la respuesta a proteinas mal plegadas.

Co-activacion de Akt y NF-kB para |a supervivencia celular

Bloqueo de apoptosis por p53 y desregulacién de E2F por las oncoproteinas E6 y E7

50 G0N O i 1

=
=
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“Después de dos semanas trabajando en un proyecto, uno mismo se da cuenta si tendrd o no
futuro”
Bill Budge
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Perspectivas

Este trabajo muestra un enfoque protedmico del desarrollo tumoral a través del tiempo y sugiere
el uso de vias de sefializacidn celular diferencial dependientes del estado de desarrollo tumoral.
Hasta el momento, no se han identificado todas las proteinas diferencialmente expresadas,
consideramos importante identificar las proteinas de los perfiles proteémicos del desarrollo
tumoral para ensamblar de manera global los cambios del proteoma y su funcién en las
adaptaciones que el tumor adquiere a lo largo de su desarrollo.

Es importante considerar la expansion del trabajo de las siguientes maneras.

e Establecer los perfiles dindmicos de tiempos anteriores al T30 y posteriores al T50

e La obtencidn del perfil proteémico de un cérvix no afectado como control.

e Realizar cortes histolégicos con deteccidn inmunohistoquimicas de las proteinas
diferencialmente expresadas para establecer la localizacidn y expresidon en tiempo en las
estructuras tumorales.

e Validar la funcién de las proteinas identificadas como indispensables en el desarrollo
tumoral por medio de la interrupcion de la expresion de las proteinas con el uso de RNA
de interferencia o morfolinos y para su evaluacién de su funcién biolégica.

e Expandir este enfoque a lineas celulares HPV 16+ (SiHa) y HPV- (C33A) y lograr establecer
los cambios comunes al desarrollo tumoral y aquellos especificos de HPV 18 o 16.

e Una vez obtenidos los datos experimentales protedmicos, de la expresidn espacio-
temporal, a lo largo del desarrollo tumoral del cdncer cérvico uterino, se podria crear
modelos matematicos que nos ayuden a predecir vias alteradas que podrian servir como
blancos terapéuticos inhibiendo o sobre-expresando proteinas fundamentales de estas
vias.
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Apéndice A: Informacion extra

FIGO

Se presentan en la una tabla los criterios utilizados por FIGO (International Federation of
Obstetricians and Gynaecologists) para la clasificaciéon de cancer cérvico uterino (tabla 1).

Tabla 15, Criterios de Estadios para la clasificacion FIGO 2010.

Estadio | El carcinoma se encuentra estrictamente confinado al cérvix
1A Carcinoma invasivo que puede ser diagnosticado solo por microscopia, con una profundidad
<5mm y una extensiéon maxima de 7mm
A1 Invasion de estroma <3mm de profundidad y una extension de <7mm
1A 2 invasion de estroma de 3-5mm de profundidad y una extensién no mayor de 7mm
1B Lesion limitada al cérvix, con diagnostico macroscépico
1B1 lesidn visible <4cm
1B2 Tumor 24cm
Estadio Il Carcinoma invasor fuera del cérvix, sin llegar a la pared pélvica o tercio inferior de la vagina
A Sin invasidn a los tejidos préximos al cuello uterino (parametrio)
11A1 lesion visible no mayor a 4cm
11A2 lesién visible mayor a 4cm
11B Con invasion parametrial
Estadio Il Tumor que se extiende a la pared pélvica o tercio inferior de la vagina y/o causa
hidronefrosis o rifiones no funcionales
1A Invade un tercio inferior de la vagina, sin extension a la pared pélvica
1B Se extiende a la pared pélvica y/o presencia de hidronefrosis o rifiones no funcionales
Estadio IV EL carcinoma se ha diseminado fuera de la pelvis y ha involucrado las mucosas del recto y a
la vejiga y/o érganos distantes
IVA Invade drganos adyacentes, vejiga y recto
IVB Presenta metastasis en érganos distantes
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NIC

Se resumen los criterios de clasificacidn entre los distintos NIC tabla 2 y figura 1:

Tabla 16. Criterios utilizados para la clasificacion de NIC

Tipo Caracteristicas
NICI Maduracidn correcta, anomalias nucleares escasas, figuras mitdticas minimas, cambio de espesor de las capaz
celulares
NICII Cambios displasicos restringidos a dos tercios inferiores, mas anomalias citogenéticas y con mas figuras
mitdticas
NIC 11l la estratificacién y diferenciacion se ven alteradas, bastantes figuras mitéticas y anomalias citogenéticas

aparecen en todo el tejido

Figura 23. Cortes histolégicos de epitelio cervical normal, NIC I, NIC Il y NIC 1lI*

AR
a) Epitelio cervical normal, b) NIC I, las células displdsicas se  c) NIC II, las células displasicas d) NIC Ill, las células
hay una diferenciacion confinan al tercio inferior, puede se confinan a los dos tercios displdsicas se encuentran
normal y un orden claro en observar la alteracién del grosor  inferiores, hay invaginaciones en todo el tejido, hay
la laminilla basal (flecha) de las capas. anormales de la laminilla violacion de la laminilla

basal (flecha) basal (flecha).

*Imagenes tomadas de http://es.wikipedia.org/wiki/Neoplasia cervical intraepitelial#icite note-Agorastos-0

Bathesda

Tabla 17. Sistema de clasificacion Bathesda 2010

Anormalidades de células epiteliales clasificacion Bathesda ‘

Células escamosas atipicas (ASC)

ASC de significancia indeterminada (ASC-US)
ASC que no descarta HSIL (ASC-H)

Lesion escamosas intraepitelial de bajo grado (LSIL) Involucrando: HPV/displasia media/NICI

Lesidn escamosas intraepitelial de alto grado (HSIL) Involucrando: Displasia media y severa, carcinoma in situ, NICII
y NiClll
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Figura 24 Diferentes especimenes y clasificaciones de acuerdo al sistema Bathesda 2010

-
V‘“ ..‘ »

Espécimen cervical
interpretado como
celulas escamosas
atipicas de significancia
indeterminada (ASC-US).
En este espécimen, las
caracteristicas citoldgicas
son sugestivas, pero no
diagnosticas, para LSIL.

En esta citologia el
espécimen muestra una
sola célula parabasal
atipica (flecha). La célula
tiene varias
caracteristicas de una
HSLIL —célula con una
proporcidon mayor de
nucleo/citoplasma- pero
debido a que es solo una
célula se clasifico como
ASC-H.

Efectos citopaticos del Caracteristicas

HPV -atipia nuclear y citologicas de un
cavitacion proporcion
citoplasmatica nucleo/citoplasma
alterada, caracteristica
de HSIL. Las celulas

HSIL son de un tamaiio

perinuclear- la
manifestacion
morfoldégica de una
lesion intraepitelial con
produccion de HPV
(flecha). El nucleo es

menor que las celulas
LSIL

mas grande que uno
normal, este espécimen
se clasifica como LSIL

*imagenes tomadas de http://www.aafp.org/afp/2003/1115/p1992.html

Debido a que el sistema NIC y Bathesda surgieron de manera simultdnea se presenta una

comparacion, sin embargo, no se profundizara entre las diferencias y similitudes de estos métodos

y solo se presenta este cuadro de comparacion sencilla (tabla 5).

Tabla 18 Comparacidn del sistema Bathesda y NIC

Sistema Bathesda 1999 NIC Interpretacion

Normal no hay anormalidades celulares
Dentro de los limites normales

Células escamosas con anormalidades mayores a

ASC-US (células escamosas aquellas atribuibles a cambios por reacciones y que no
atipicas de significado tienen criterio para ser una lesion intraepitelial
indeterminado)

NIC1 células poco anormales; estos cambios suelen deberse
LSIL (lesion escamosa al HPV
intraepitelial de bajo grado)

NIC2/3 Células mediana o altamente anormales

HSIL (lesion escamosa
intraepitelial de alto grado

Carcinoma

Carcinoma escamoso
invasivo

La posibilidad de desarrollar cancer invasivo es alta
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Tipos de tumores

La mayoria de los tumores humanos provienen de tejidos epiteliales. Un epitelio esta formado por
una o mas capaz de células que se recubren las paredes de las cavidades, drganos, conductos y la
piel, estas células sirven como barrera al exterior y constituyen mucosas y glandulas, también
forman el parénquima de muchos érganos como el higado. Algo comun en los epitelios es que
estan sujetos a la laminilla basal (también llamada membrana basal); la cual separa las células
epiteliales del tejido conectivo de sostén, llamado estroma. La laminilla basal es una matriz
especializada formada principalmente por proteinas fibrosas (elastina, fibronectina, colageno),
aminoglucanos y proteoglucanos. Es vital en la adhesion celular e influye en la diferenciacién
celular [2].

Aquellos tumores que derivan de epitelios se les denomina carcinomas, la mayoria de los
carcinomas pueden ser clasificados en dos de las mayores categorias asociadas a su funcion
bioldgica original. Los tumores que surgen de los epitelios encargados del recubrimiento de
proteccion se les llaman carcinomas escamosos, mientras que aquellos tumores que derivan de
epitelios especializados en la secrecién de alguna sustancia en los ductos o cavidades que
recubren, son denominados adenocarcinomas [2].

Los tumores malignos que surgen de tejidos no epiteliales se clasifican segln su origen. Los
sarcomas provienen de tejidos conectivos derivados del mesodermo del embrién (hueso,
cartilago, grasa, musculos y vasos sanguineos entre otros). El segundo grupo de tumores no
epiteliales provienen de tejidos hematopoyéticos. Por ultimo tenemos al grupo de tumores que
provienen de células del sistema nervioso central y periférico, nombrados neuro-ectodermales
(tabla 20) [2].

Tabla 19. Origen y clasificacion de los distintos tipos de cancer.

Origen Tejido del que derivan Clasificacion Tejidos de incidencia
Epitelial* Epitelial de recubrimiento  Carcinoma Cérvix, eséfago, piel, laringe
Epitelial de secrecion Adenocarcinoma  Colon, mama, pancreas, endometrio
Tejido conectivo Sarcoma Hueso, fibroblastos, endotelios

No epitelial Células hematopoyéticas  Hematopoyético  Eritrocitos, linfocitos

Células neurales Neuro-ectodermal Astrocitos, glias, neuronas

*Los tumores epiteliales son responsables de mas del 80% de los casos de muerte asociada a cancer [18].
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Asociaciones clinicas del HPV

Asociacion clinica

Tipo de HPV

Verrugas en planta de pies
Verrugas comunes
Verrugas planas

Otras lesiones cutaneas (cistos
epidermoides, carcinoma laringeal)
Displasia epidermoide verruciforme

Papilomatosis respiratoria recurrente

1,2,4,63

1,2,3,4,7,10, 26, 27, 28, 29, 41, 57, 65, 77
3,10, 26, 27, 28, 38,41, 49, 75, 76

6, 11, 16, 30, 33, 36, 37, 38, 41, 48, 60, 72, 73

2,3,5,8,9,10,12, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 36, 37, 38,47, 50
6,11

hiperplasia epitelial focal de cavidad oral
Papilomas conjuntivos

Condiloma acuminata

13,32
6,11, 16

Neoplasia intraepitelial cervical

No especifica
Bajo riesgo
Alto riesgo

Carcinoma cervical

6, 11, 30, 42, 43, 45, 51, 54, 55, 70

30, 34, 39, 40, 53, 57, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69

6,11, 16, 18, 31, 33, 35,42, 43, 44,45,51,52, 74

6, 11, 16, 18, 31, 34, 33, 35, 39, 42, 44, 45, 51, 52, 56, 58, 66
16, 18, 31, 45, 33, 35, 39, 51, 52, 56, 58, 66, 68, 70

Interacciones de E6 y su efecto

Proteina Asociada

Funcion celular de la proteina asociada

Degradacion

Posibles consecuencias de la interaccion

+/) en la célula.
AMF-1/Gps2 Aumenta la actividad de p300 + Supresidn de Gps2; actividad de activacion
transcripcional
Bak Miembro de la familia Bcl-2; proteina pro- + Efecto anti-apoptdticos
apoptoticas
CBP/p300 co-activador de p53; regulacién en la modulan de - Represidn de la transcripcion dependiente
las sefiales en control del ciclo celular, de p53
diferenciacién y respuesta inmune
c-myc Factor de Transcripcidn; induccién de la apoptosis + Posiblemente contrarresta la apoptosis
inducida por myc
E6AP Transduccién de sefiales en proliferacion + Desregulacion de la transduccién de
mediante la degradacién de las cinasa Blk de la sefiales en células en proliferacion; factor
familia Src esencial para las acciones de degradacion
de E6
E6TPI Proteina GAP (proteina activadora de GTPasas) + Inhibidor de las sefiales mitogénicas
regulador negativo de Rab mediadas por Rab
ERC55 (E6BP) Proteina de unidn a Calcio (diferenciacion de - Inhibicién de la diferenciacion terminal de
células epiteliales y en la inhibicién de la las células epiteliales; inhibicion de
apoptosis) apoptosis independiente de p53
hDLG/Sap97 Homdlogo de humano de la proteina supresora de + Afecta la adhesion celular, la polaridad y la
tumores disc de Drosophila, importante para la proliferacién, contribuyendo a la
formacion de las polaridades en la diferenciacion invasividad de las célula transformadas
de las células epiteliales.
hScrib Homélogo de humano de la proteina supresora de + Posible pérdida de la adhesion epitelial y la

tumores de Drosophila Scrib, que controla la
formacion de las uniones celulares y el
crecimiento epitelial

polaridad
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Factor regulatorio
interferon 3

Induccién del mRNA del interferdn B;
transactivador de los interferones

Respuesta celular inadecuada a la
infeccidn viral ( no hay interferencia con la
replicacién viral, ni incremento del MHC-I,
ni activacién de células NK)

Posiblemente afeccidn en la sefializacion
de Akt; la inhibicidn de la apoptosis
dependiente de p53

Anulacion del punto de arresto la fase G1

Posible disrupcién del ensamblaje de los
complejos de sefializacion en las
membranas de las células epiteliales
Disrupcion de las interaccién es de la
matriz extracelular

Pérdida del control del Ciclo celular;
efectos anti apoptoticos.

(IRF3)
MAGI -1/2/3 Formacién de un complejo con B-catenina;
regulacién del supresor de Tumores PTEN
Mcm7 Iniciacion y permiso de la replicacién del DNA

Muppl Multiple proteinas PDZ posible rol en
transduccion de sefiales.

Paxilina Proteina de Adhesion focal; tiene un papel en la
adhesion y la regulacion de la actina del
citoesqueleto

p53 Proteina supresora de tumores; regula la
respuesta celular a eventos mitogénicos

XRCC1 Proteina de reparacion de DNA

- Interfiere con la eficacia de la reparacién
de DNA.

Interacciones de E7 y su efecto

Proteina Asociada

Funcion celular de la
proteina asociada

Posibles consecuencias de la interaccion en la célula.

Miembros de la
Familia de AP1
a-glucosidasa

Complejo de las
Ciclinas Ay E
Cinasa de histonas H1

hTid-1

IGFBP-3 (insulin like
growth factor binding
protein)

IRF-1 (interferén-Y
induced
transcriptional factor)
Mi2B

Mpp2

Cinasa de Piruvato M2
(M2-PK)

pRb

Factores de Transcripcion

Enzima de control en rutas
glicoliticas
Actividad de cinasa

Actividad de cinasa

Proteina homologa
supresora de tumores en
Drosophila Tid56

Blanco transcripcional de
p53 limita la disponibilidad
de IGFs.

Regula la expresion de IFN-
8

Desacetilasa de Histonas

Factor de Transcripcion

Modulacién de la actividad
glicoclitica de la enzima
M2

Regulacién del control del
ciclo celular mediante la
formacion de complejos de
los factores de
transcripcion E2F.

Inhibicién de la actividad transcripcional de IRF-1
Activacién alostérica que da como resultado el agotamiento del glucégeno;
promueve la hiperproliferacién celular

Activacidon de la ciclina A seguida de la activacion de la ciclina E

Posible interferencia con la transicién de fases G2/M del ciclo celular

Posible activacién de E2F en respuesta a dominios-J

Decremento de las cantidades de IGFBP

Posible inhibicién de IRF-1 mediada por la activacién del promotor IFN-B por

el reclutamiento de las desacetilasas en el promotor

Decremento de la actividad transcripcional de IRF-1

Decremento de la actividad transcripcional de IRF-1

Cambo en el equilibrio de la forma tetramérica de alta afinidad, a la forma
dimérica de baja afinidad por el substrato de M2-PK

Fosforilacién de pRb y la liberacién de E2F, ubiquitinacion y subsecuente
degradacion.
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pRB- proteinas
asociadas-
p21cw-1

p27KIP-1

p48

ATPasa Subunidad 4
TAF110 (TATA box-

binding-protein-
associated factor)

Proteina de unién a

caja TATA

Regulacién del control
celular

Inhibidor de Ciclinas
dependiente de cinasas
Inhibidor de ciclinas

celular.
dependientes de cinasas celular.
Proteina regulatoria de
interferén (unién a DNA,
componente de ISGF3)
Subunidad S4 del
proteosoma-26S
Involucrada en la iniciacién
de la transcripcion;
coactivador de la
regulacion de la
transcripcion

Involucrada en la iniciacién

de la transcripcion p53

Activacidn de genes especificos para la progresion del ciclo celular

Estimulacion del crecimiento mediante la pérdida del control del ciclo

Estimulacién del crecimiento mediante la pérdida del control del ciclo

Inhibicién de la via de sefial de interferon mediante la translocacién nuclear
de p48 después de la estimulacion de IFN-a

Degradacion de pRB mediante el proteosoma.

Modulacién de la transcripcion

Posible interferencia con la activacién de los promotores dependientes de

Células del sistema inmune y funciones de las moléculas que producen

Célula Moléculas producidas Funcién
Linfocitos Sintetizan y exportan factor epidermal de Son encargadas de la respuesta humoral, respuesta a
crecimientos unido a heparina (HB-EGF) y factor antigenos proteicos y participes en la inmunidad
de crecimiento de fibroblasto (FGF) innata (asesinas naturales) al reconocer lo propio de
lo ajeno y dado las moléculas que producen son
potenciadores del crecimiento de fibroblastos.
Monocitos Produccidn de interleucinas, IL-1B, IL-6 y TNF-a, Son células encargadas de la fagocitacion de agentes

Neutrofilos

Basofilos

Eosinofilos

Células
dendriticas

Mastocitos

MCP-1

Liberan lisozimas, mieloperoxidasa, proteinas
cationicas, elastasa, colagenasa, proteinasa 3.
Produccién de PG, LT, PAF. También liberan
especies intermediarias reactivas de oxigeno y
nitrégeno con efectos citotdxicos (perdxido de
hidrogeno, radicales hidroxil, oxigeno radical
libre).

Produccidn de histamina, heparina, serotonina,

leucoitreno C4,

Producen MBP, ECP, EPO, EDN. También
sintetizan PAF, LTC-4, citocinas (IL-3, IL-5, GM-
SCF) y quiocinas (eotacina) y 6xido nitrico
Produccidn de citocinas (interleuquina-1, 6, 12) y
quemocinas inflamatorias. Expresién de
moléculas (CD40, CD80 y MHC-III-A),
estimuladoras de adhesidn para linfocitos T.
Productoras de histamina, proteasas (tripasay
quimasa), TNF, interleuquina (IL-1), GM-CSF,
PAF, VEGF, qumioquinas (IL-8, MIP-1, RANTES) y
prostaglandinas D2 y leucotrienos C4

foraneos y restos celulares, también ayudan a
reclutar células T

Principales fagocitadores de agentes patdégenos y
remodelado de ME. Involucrada en la vasoactivacion.
Mediadoras de respuesta inmune sistémica.

Regulacion de la respuesta inflamatoria y activacion
de linfocitos T de memoria.

Reguladores de la respuesta inflamatoria y sustancias
vasoactiovadoras, también se han visto involucradas
en fagocitosis.

Presentadoras de antigeno e importantes
remodeladoras de la ME

Promueven inflamacién por la produccion de tripasa,
que incrementa la permeabilidad endotelial, lo que
recluta células inflamatorias. La quimasa es una
enzima que actla fuertemente sobre la ME, al digerir
colageno IV y activar metaloproteainasas.
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Receptores extracelulares de vias de sefializacion celular

Las proteinas G acopladas a receptores (PGAR) son una familia de proteinas transmembranales
integrales las cuales estan acopladas a proteinas heterotriméricas G que consisten en las
subunidades Ga, GB, Gy. La transduccion de sefiales de PGAR inicia con una proteina G inactiva
acoplada a su receptor, y una vez que la PGAR se une con un ligando, una molécula de GTP se une
y provoca la disociacién de la subunidad Ga, esta disociacion expone sitios en las subunidades que
pueden interactuar con otras moléculas. La proteina G disociada, inicia la sefializacion de varios
efectores como fosfolipasas y canales idnicos, los cuales permiten la liberacién de segundos
mensajeros. La fuerza de amplificacién total de la sefializacion es determinada por el periodo en el
cual el ligado interacciona con su receptor y el complejo receptor-efector.

Los receptores tirosina (RTC) son proteinas transmembranales con un dominio intracelular cinasa
y un dominio extracelular de unidn a ligando. En los cuales la transduccién de sefiales, por medio
de RTC, necesitan formar dimeros en las membranas citoplasmatica; este dinero es estabilizado
por la unién de ligando al receptor. La interaccién entre los dominios citoplasmaticos estimula la
autofosforilacién de las tirosinas dentro de los dominios de las RTC, lo que causa cambios
conformacionales. Los dominios receptores de cinas son subsecuentemente activados y se inicia la
cascada de sefializacion por fosforilacion que pueden facilitar la activacién de varios procesos
celulares como diferenciacion celular y metabolismo.

Las cinasas especificas de histidina (CH), son proteina transmembranales de dos dominios que
esencialmente trabajan transfiriendo un grupo fosfato de un ATP a un residuo de histidina dentro
de una cinasa, luego transferido a un residuo de aspartato, en el dominio aceptor, lo que activa el
residuo aspartato para la seializacidn.

Las Integrinas, son producidas por una amplia gama de células, las cuales tienen un papel central
en la unién de las células a la matriz extracelular y son transductores de senales de componentes
extracelulares como fibronectica y coldgeno. La unidn del ligando en el domino extracellular de la
integrina cambia su conformacion, lo que agrupa a la membrana celular e inicia la transduccion de
sefales. Las integrinas carecen de actividad cinasa, por lo cual, la transduccion de senales se lleva
a cabo por una variedad de proteinas adaptadoras. La proteina cinasa unida a integrina, es una de
las principales proteinas que actla como coordinadora de la sefalizacidon por integrinas. Se ha
visto la cooperacién entre las integrinas y los RTC en la sefializacién celular, son capaces de
determinar la supervivencia celular o apoptosis, asi como en ocasiones la diferenciacién celular.

Receptores de tipo Toll (TLR) son proteinas fundamentales en la respuesta del sistema inmune
innato. Son proteinas que funcionan en forma de homodimeros. Los TLR, pueden depender
también de correceptores para mostrar la mdxima sensibilidad al ligando. Los TLRs no tienen
dominios cataliticos y llevan a cabo la transduccion de sefiales por medio de proteinas cinasas
adaptadoras que median la sefializacion de los TLRs. Se han identificado cuatro moléculas
adaptadoras que estan involucradas en la sefalizacidon. Estas proteinas son conocidas como
MyD88, Tirap, Trif y Tram. Estos adaptadores activan otras moléculas dentro de la célula, lo que
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incluye ciertas proteinas cinasas (IRAK1, IRAK4, TBK1, y IKKi) lo que amplifica la sefial y lleva a la
transcripcidn de genes que estan involucrados en el proceso de respuesta inflamatoria.

Los receptores de compuertas de canales idnicos, tienen su sitio de unién en las compuertas y
después de la unién de un ligando, la conformacion del canal idbnico cambia para abrir el canal en
la membrana celular y permitir el paso de los iones, lo cual permite la respuesta. Un ejemplo de
este mecanismo, se encuentra en la sinapsis neuronal, en el cual el flujo hacia el interior de las
células a través de estos canales induce un potencial de accién en la membrana, por la
despolarizacién de las membranas de las células post-sinapticas, los canales vuelven a ser abiertos.
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Apéndice B: Protocolos

Protocolo de extraccion proteica para tumores

1.

10.

11.
12.

Se agrega de 1 a 5 mL de Coctel de inhibidores de proteasas (Roche Germany, AC),
dependiendo del tamano del tumor.

Se sumerge el mortero y pistilo en nitrégeno liquido X al menos 30 segundos, retirar del
nitrégeno liquido.

Se vierte dentro del mortero nitrégeno liquido hasta cubrir un 50% de su capacidad, se
sumerge el tumor en el nitrégeno liquido y con el pistilo se golpea sutilmente el tumor
hasta fracturarlo y poder macerarlo hasta polvo lo mas fino posible, se agrega nitrégeno
liguido conforme se vaya evaporando. Se recupera muestra en un tubo de 30 a 50 mL.

Se sénica en hielo la muestra de 3 a 10 veces, con pulsos de 10 segundos a maxima
potencia, dejando reposar la muestra al menos 1 minuto en hielo.

Nota: La muestra debe ser una suspension uniforme sin grumos.
Se agrega a la muestra 5 volumenes de acetona al 100% y se deja precipitar toda la noche
0 al menos 2 horas a -70 2C.
Se centrifuga a 7,000 g X 15 minutos de 0 a 10 2C, se decanta cuidadosamente.
Se agrega de 5 a 15 mL de buffer de extraccidon (dependiendo del botén), se da vortex
vigorosamente por intervalos de 15 a 30 segundos, hasta disolver por completo el botén,
se deja reposar en hielo por al menos 1 minuto entre cada vortex. Una vez disuelto el
botdon por completo se deja incubar la muestra con el buffer de extraccion por 10 a 20
minutos en hielo.
Se agrega 0.83 volumenes de fenol equilibrado y se da vortex vigorosamente por
intervalos de 1 minuto, dejando reposar la muestra por 1 minuto en hielo, hasta cumplir
30 minutos (la muestra no debe calentarse por ningin motivo).
Se centrifuga a 7,000 g X 15 minutos con una temperatura de 5 a 15 2C, se recupera la fase
fendlica en un tubo nuevo, sin arrastrar buffer de extraccion.

a. Siel buffer de extraccidén del lavado, se encuentra muy turbio, se repiten los pasos
7 a9, recolectando el fenol en un solo tubo.

b. Bucle de extraccidn: Tanto la fase fendlica como el buffer de extraccion deben de
ser practicamente translucidos, sino es asi se lava el fenol con buffer de
extraccion.

Se agregan 5 volumenes de acetato de amonio 0.1 M en metanol, se deja precipitar toda la
noche o al menos 2 horas a -70 °C.

Se centrifuga a 7,000 g X 15 minutos de 0 a 4 2C, se decanta cuidadosamente.

Se agrega de 5 a 10 mL de acetato de amonio 0.1 M en metanol dependiendo del botdn,
se da vortex vigorosamente por intervalos de 15 a 30 segundos y se deja reposar por al
menos 1 minuto en hielo, hasta disolver completamente el botén. Una vez disuelto
completamente el botdn, se incuba a -70 2C de 10 a 15 minutos.

a. Se repiten pasos 11y 12 hasta eliminar todos los residuos de fenol
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13.
14.

15.
16.

17.
18.
19.
20.
21.

b. Cada lavado n + 1, se agregan 0.7 volimenes de acetato de amonio 0.1 M en
metanol del lavado n.
Se centrifuga a 7,000 g X 15 minutos de 0 a 4 2C, se decanta cuidadosamente.
Se agrega de 15 a 30 mL de acetona al 80%, se da vortex vigorosamente por intervalos de
15 a 30 segundos dejando reposar por al menos 1 minuto en hielo, hasta disolver
completamente el botdon. Una vez disuelto completamente el botdn, incubar a -70 2C de
10 a 15 minutos.
a. Se repiten los pasos 13 y 14 hasta eliminar todos los residuos de acetato de
amonio 0.1 M en metanol (no se recomienda mas de 4 lavados).
b. Cadalavado n + 1, agregar 0.7 voliumenes de acetona al 80% del lavado n.
Se centrifuga a 7,000 g X 15 minutos de 0 a 4 2C, se decanta cuidadosamente.
Con 1 a 3 mL de acetona al 80%, se recupera cuidadosamente toda la muestra y se coloca
en un tubo eppendorf de 1.5 mL.
Se centrifuga a 13.4 rpm X 10 minutos, se decanta acetona.
Se deja evaporar la acetona X 30 minutos en hielo (destapar tubo).
La pastilla se seco en Speed-Vac por un minuto
Se agrega de 50 pL a 1.4 mL de buffer de solubilizacidn.
Se cuantifica por método de Bradford acido.

Soluciones

Buffer de extracciéon (200 mL)

Conc. Final Reactivo Cantidad/200ml

0.7 M Sacarosa 47.922 g
0.5 M Tris-Base 1211 g
0.1M Kcl 14g

30 mM HCI (12 N) 0.48 mL

50 mM EDTA (292.24 %/ ... 2.9224 g

2% "/, B-Mercaptoetanol 4mL

12™/ PVPP 24¢g

Buffer de solubilizacion.

Conc. Final Reactivo Cantidad/5ml
7M Urea RT 2.1033 g
2M Thiourea RT 0.761g
4% CHAPS 0.2g

2 mM TBP 0.05 mL
2% Anfolinas 3-10pH 0.1mL
60 mM DTT 0.04627 g

* Cuando esté listo filtrar con filtro de 0.45 um y almacenar a -70°C.
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Protocolo de cuantificacion por Bradford acido.

1.

v A W

Acidificar 4 pL de muestra con 36 pL de HCI 0.12 N y dejar reposar por 10 minutos.

Agregar 1.4 mL de solucién de Bradford.

Vortexear por 30 segundos

Cuantificar absorbancia a 595 nm.

Interpolar valores de absorbancia para estimar la concentracion de la muestra

Soluciones

Solucion de Bradford:

1.
2.
3.

Diluir Bradford Dye (Bio-Rad, AC) en agua MiliQ con una razén de 1:3.
Filtrar con papel Watman.
HCI0.12 N
En un tubo eppendorf agregar 990 pL de Agua MiliQy 10 uL de HCI 12 N
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Apéndice C: Geles

Tumor Hela T30 replica experimental 1
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Tumor Hela T30 replica experimental 2
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Tumor Hela T30 replica experimental 3
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Tumor Hela T45 replica experimental 1
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Tumor Hela T45 replica experimental 2
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Tumor Hela T45 replica experimental 3
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Tumor Hela T50 replica experimental 1
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Tumor Hela T50 replica experimental 2
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Tumor Hela T50 replica experimental 3
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Gel Maestro
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Apéndice D: Proteinas identificadas

Proteinas identificadas

Constantes

Figura 25. CH60_HUMAN.
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Figura 26. CP21A_HUMAN.
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Figura 27. ENOA_HUMAN.
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Figura 28. FRIL2_MOUSE.
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Figura 30. GRDN_HUMAN.
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Figura 31. PKHA2_HUMAN.
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Figura 32. TPIS_HUMAN.
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Sub-expresadas
Figura 33. ACTS_HUMAN.
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Actina alfa de musculo esguelético
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Figura 34. ANXA2_HUMAN.
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Figura 35. CO6A2_MOUSE.
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Figura 36. DDX3X_MOUSE.
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Figura 37. EIF3I_HUMAN.
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Figura 39. HSPB1_HUMAN.
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Figura 40.F4A1_HUMAN.
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Figura 41. TPM3_HUMAN.
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Sobre-expresadas
Figura 42. G3P_HUMAN.
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Figura 43. GSTM3_HUMAN.
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Figura 44. ANXA5_HUMAN.
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Figura 45. DDAH1_HUMAN.
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Figura 46. FAS0A_HUMAN.
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Figura 47. HSP7C_ HUMAN.
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Figura 48. HSP71_HUMAN.
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Figura 49. PNPH_MOUSE.
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Figura 50. VIME_HUMAN.
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Oscilantes sub-expresadas
Figura 51. ACTC_HUMAN.
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Figura 52. IDE_MOUSE.
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Figura 53. KCRM_MOUSE.
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Figura 54. TPIS_MOUSE/HUMAN.
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Figura 55. TPM2_MOUSE/HUMAN.
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Apéndice E: Resultados suplementarios

Tabla 1 Medidas de los tumores a T30, T45 y T50 de la linea celular Hela.

HelaT30 Ancho Llargo Grueso  Volumencm”3  Promedio mm”3 Desviacion mm#3
cm cm cm

1 0.8 0.3 0.7 0.08796459

2 0.6 0.9 0.4 0.11309734

3 0.3 0.5 0.7 0.05497787

4 0.6 0.2 0.3 0.01884956

5 1 0.3 0.7 0.10995574

6 0.5 0.7 0.3 0.05497787 73.3038285 36.820574
HelaT45

1 0.8 0.8 0.3 0.10053097

2 0.7 0.8 0.7 0.20525072

3 0.7 0.5 0.7 0.1282817

4 0.8 0.7 0.4 0.11728613

5 11 0.8 0.3 0.13823008

6 0.9 0.9 0.3 0.1272345 136.135682 36.1806375
HelaT50

1 14 0.9 1 0.65973446

2 0.8 1 0.7 0.29321531

3 1.2 0.9 0.4 0.22619467

4 1.2 1.2 0.7 0.52778757

5 13 11 0.7 0.52412237

6 11 0.9 13 0.67387162 484.154334 186.184441
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Anzuelos usados c) Promedio de interacciones

a
] &0

Oscilantes Subexpresadas ([N

50 +

Oscilantes Sobreenpresadas (NN
sobreespresadss [
® Anmuetos usados 30
subespresaca: [ 0 |
| ® Proamediode
Conuantes | 10 l interacciones
o/ :

1] z & L} 8 10

- S S
ﬁ"f e

Dscilantes Subexpresadas

Oscilantes Sobreesprosadas

B Nodos totales

Subexpresaday

[
——T

sobreexpresada: [
e
=

Constantes

] 100 200 303 400

Figura 1. Analisis de las interacciones Proteina-Proteina. a) Se usaron entre 2 y 9 proteinas anzuelo, con un
promedio de 6 anzuelos por categoria. b) Las interacciones de cada categoria van desde las 75 a 348. c) El
promedio de interacciones por nodo en cada categoria vario entre 13 y 48, siendo las proteinas sobre-
expresadas y oscilantes sobre-expresadas las de mayor promedio en interacciones, lo que puede implicar un
papel funcional mds complejo en el desarrollo tumoral.
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