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Resumen

#

RESUMEN

EI_ analisis de muestras de tumores por tecnologia protedmica,
plataforma que combina la electroforesis de dos dimensiones y el analisis de
espectrometria de masas es un enfoque prometedor para la caracterizacion
molecular del cancer. El cancer cervicouterino es la segunda causa de
mortalidad en la mujer mexicana. Para el afio 2000, el registro histopatol6gico
de neoplasias informé un total de 4620 defunciones, con una tasa de 13.6 por
cada 100 000 mujeres. El propdsito de este trabajo fue llevar a cabo la
comparacion de los patrones proteinicos de biopsias de tejido cervical normal y
de tejidos con lesiones de alto grado (NIC3 y CaCU) mediante el uso de la
protedmica. Se obtuvieron los patrones proteinicos con un promedio de 315
manchas para las muestras de tejido normal, 390 manchas en las muestras de
NIC 3y 530 para las muestras de CaCU invasor. Las diferencias mas
representativas en Ié expresién de proteinas fueron encontradas en los rangos
de pH de 55 a 7 y pesos moleculares entre 10 y 30 kDa. Las manchas
diferenciales fueron enviadas para ser caracterizadas por espectrometria de
masas. Hasta el momento se detectd una proteina con un pesoc molecular
aproximado de 24 kDa y un pl de 6.5. Los resultados obtenidos de la base de
datos indican una proteina que probablemente corresponde- a una cadena

ligera (kappa) de una Inmunogiobulina (IgG).
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Abstract

ABSTRACT

Analysis of tumor samples by proteomic technology, which combines
two-dimensional gel electrophoresis and mass spectrometry analysis, is a
promising approach for molecular characterization of cancer. Cervical cancer
(CC) is the first cause of death by neoplasias in Mexican women. In the year
2000, thé histopathological registry of neoplasias reported a total of 4620
deaths, with a rate of 13.6 per 100,000 women. The purpose of this study was
the comparison of the bidimensional protein patterns of biopsies from normal
cervical tissue against cervical tissue showing different levels of Cervical
Intraepithelial Neoplasia 3 (CIN3) and CC. Once obtained, the protein patterns
were analyzed with the software PDQuest. A mean of 315 spots were detected
in the normal tissue samples, 390 spots in the CIN 3 samples and 530 in the
invasive CC samples. The most significant differences in the protein expression
were found in the pH range of 5.5 to 7 and a molecular weight between 10 and
30 kDa. The differencial spots were characterized by mass spectrometry. The
first protein identified has a molecular weigh of 24 kDa and isoelectric point of
6.5. The results obtained from the database.indicate a probable light chain

(kappa) from one immunoglobulin (IgG).
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Introduccién

I INTRODUCCION

El cancer cervicouterino (CaCU) es una alteracion celular que se origina
en el epitelio del cuello del Utero y que se manifiesta inicialmente a través de la
evolucién de lesiones precursoras lentas y progresivas. Las etapas se
Clasifican en displasia leve, moderada y severa, evolucionando a cancer in situ,
en grado variable cuando esta se circunscribe a la superficie epitelial y luego a
cancer invasor cuando el compromiso traspasa la membrana basal. (Suarez y
col. 2005)

En el afio 2000, se detectaron 470,606 nuevos casos y 233,372 .
defunciones a causa del CaCU entre las mujeres a nivel mundial. Ademas, se
estimé que mas del 80% de los casos se presentaria en los paises menos
desarrollados, donde esta enfermedad es la principal neoplasia maligna entre
las mujeres. En el continente Americano, se pronosticaron 92,136 casos y
37,640 defunciones por CaCU, de los cuales 83,9 y 81,2 % corresponden a
América Latina y el Caribe respectivamente. Hoy en dia, el CaCU sigue siendo
una causa preponderante de mortalidad en las mujeres a nivel mundial, aunque
es la neoplasia con el mayor potencial demostrado de prevenciéon secundaria
(PATH 2004).

En México, el CaCU es un problema de salud publica y es la segunda

causa de muerte por cancer entre mujeres mayores de 35 afios. (Tabla 1)

Erika Patricia Briones Cerecero 3



Introduccién

Tabla 1.- Namero de casos nuevos de neoplasia maligna y defunciones

por pais con tasas estandarizadas por edades por cada 100,000

habitantes en 2000
. Casos . Tasa de Tasa de

Pais Nuevos Defunciones Incidencia Mortalidad
Argentina 2953 1585 14,2 7,6
Bolivia 1807 661 58,1 22,2
Brasil 24445 8815 31,3 11,6
Canada 1608 650 8,2 2,8
Chile 2321 860 29,2 10,6
Colombia 5901 2339 32,9 13,7
Costa Rica 424 197 25,0 12,1
Cuba . 1586 730 23,8 10,6
Haiti 2428 1326 93,9 53,5
Hondura 833 329 39,6 16,8
Jamaica 489 209 43,4 18,4
México 16448 6650 40,5 17,1
Peru 4101 1575 39,9 15,8

Estados
Unidos 13230 6417 7,8 3,3
Venezuela 3904 1454 38,3 15,2
(PATH 2004).

La evolucién a cancer invasor, puede durar hasta 20 afios y no todas las
mujeres que presentan las lesiones precursoras desarrollan la forma invasora
de esta enfermedad (Tabla 2). Uno de los avances mas importantes en la
deteccién de la neoplasia de cérvix ha sido la identificacién del grado de las
lesiones precursoras, las cuales han sido objeto de diferentes clasificaciones.
La primeta clasificacién se realiz6 en 1930 y se denominé displasia. De
acuerdo a su gravedad se denomina: leve, moderada o severa. En 1968 se
acufié el concepto de Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC), con diferentes
grados: NIC 1, NIC 2, NIC 3 o carcinoma in situ. En esta clasificacion el
porcentaje de epitelio involucrado en la lesion define el grado de la misma,

correspondiendo la displasia leve al NIC 1, la moderada al NIC 2 y la severa al

Erika Patricia Briones Cerecero 4




Introduccién

NIC 3 (Hadzic y col. 1999; Broso y coi. 1993). La clasificacion mas reciente
fue la desarrollada en 1988 y se conoce como el Sistema Bethesda, utilizando
el concepto de lesiones escamosas intraepiteliales. Las lesiones se subdividen
en lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado (LEIBG) y lesiones
escamosas intraepiteliales de. alto grado (LIEGA). En las LEIBG quedan
incluidas las infecciones por papilomavirus humano (VPH) y la displasia leve o
NIC 1. Las displasias moderada y severa o NIC 2 y 3 quedan agrupadas en las
LEIAG (Broso vy éol. 1993). Las equivalencias de los tres sistemas de
clasificacion se observan en la Tabla 3. El Sistema Bethesda contempla
ademas una nueva categoria, las células escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASCUS). Estas células no satisfacen los criterios de las LEIBG;

sin embargo, presentan anomalias menores que anteriormente se clasificaban

como atipicas. (Cox y col. 1999y 1995.)

Tabla 2. Progresion en cancer cervicouterino

Cancer
Cervicouterino

Infeccién con

VPH Displasia leve

Displasia severa

Extremadamente
comun entre

mujeres en edad

Son usualmente

La displasia

Es mas comun

reproductiva. temporales. Sin | severa es menos
embargo algunos | comun. Puede entre mujeres
Un pequerio casos, progresan progresar a entre 50 y 60
porcentaje de los a displasia canceren 10 — anos.
casos lleva a severa. 15 aros.
cambios celulares
anormales.

* Displasia se refiere a células anormales en tejido de cervix.

Erika Patricia Briones Cerecero




Introduccién

—e = e o 1
e —————

Tabla 3.- Sistemas de clasificacion de las lesiones premalignas.

Displasias/CIS Displasia | Displasia | Displasia
¢VPH? CIS
Afios 49 - 69 leve moderada grave

CIN —NIC :
VPH CIN-NIC | CIN-NIC
(Richard) CIN-NIC 3
(1976) 1 2
Aios 69 - 89

SIL-LIP
SIL-LIP BAJO GRADO
(Bethesda) SIL-LIP ALTO GRADO (H-SIL)
(L-SIL)
Desde 1989

(Lacruz 2003)

1.1 FACTORES DE RIESGO

Se ha demostrado que la infeccion por el papilomavirus humano (VPH) es la
causa necesaria, pero no la tnica en CaCU (Walboomers y col. 1999). A
pesar de la gran mayoria de las mujeres se infecta por algun tipo de VPH
oncogénico, nunca presentan CaCU. Esto sugiere que otros factores
adicionales que actGan conjuntamente con el VPH influyen en el riesgo de

aparicion de la enfermedad.

Los factores principales que contribuyen al desarrollo de CaCU:
e Multiparidad. Las mujeres con tres o cuatro embarazos de término tienen
un riesgo 2,6 veces mas alto de aparicién de cancer cervicouterino que

aquellas que nunca han dado a luz. (Mufioz y col. 2002).

Erika Patricia Briones Cerecero 6




Introduccién

e No hacerse la prueba de deteccibn de CaCU periédicamente
(Papanicolaou).

¢ Anticonceptivos orales. Un estudio realizado sugiere que el uso a largo
plazo de los podria aumentar hasta cuatro veces el riesgo de CaCU en
las mujeres infectadas con el VPH (Moreno y col. 2002).

o El tabaquismo parece estar firmemente asociado con la aparicién de
lesiones cervicales precancerosas y cancer. Los estudios revelan que el
riesgo para las fumadoras actuales al menos duplica el de las no
fumadoras.

e Las mujeres con una baja condicién socioecondmica a menudo tienen
bajos ingresos, limitaciones para acceder a los servicios de atencion de
salud, factores nutricionales y escasa concientizacién acerca de los
temas de salud y de una conducta preventiva (Santos y col. 1997).

e Las relaciones sexuales a una edad temprana (Ho y col., 1998), tener
muitiples parejas sexuales, o tener contacto sexual con alguien que ha
tenido parejas sexuales muitiples (Mufioz y col., 1992).

e La inmunosupresion por infeccién con VIH (Virus de Inmunodeficiencia
Humana) la cual puede causar una progresién mas rapida de las
lesiones intraepiteliales cervicales a carcinoma (Obstet Gynecol 1998).

o Laobesidad incrementar el riesgo de CaCu (Albanes, 1987; Wolk, 2001,

Ursin y col., 1996; Parazzini y col. 1988).

1.2 VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO
El VPH es una infeccién de transmisién sexual (ITS) que en muchos

casos es asintomatica. El factor de riesgo mas comun del CaCU es la

Erika Patricia Briones Cerecero _ 7



Introduccion

e La obesidad incrementar el riesgo de CaCu (Albanes, 1987; Wolk, 2001;

Ursin y col., 1996; Parazzini y col. 1988).

1.2 VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

El VPH es una infeccion de transmision sexual (ITS) que en muchos casos
es asintomatica. El factor de riesgo mas comuin del CaCU es la exposicion a
ciertas variedades del Papillomavirus Humano (VPH) de alto riesgo (PATH 2000).

El VPH es un virus compuesto de ADN circular de doble cadena de
aproximadamente 8Kb (Zur Hausen, 1999; Terai y Burk., 2001). Y pertenece a la
familia Papillomaviridae. Se han descrito mas de 150 genotipos relacionados, de
los cuales aproximadamente 85 han sido completamente secuenciados.

El VPH es un virus pequeiio (55-60 nm de diametro) sin cubierta (Shanley,
2002). La capside icosaédrica esta formada por 72 subunidades pentaméricas.

(Figura 1).

Erika Patricia Briones Cerecero 8
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w

Figura 1: Aspecto de la capside icosaédrica de un VPH, observandose las

unidades pentaméricas

1.3 ORGANIZACION DEL GENOMA DE LOS VPH

La organizacion del genoma de los papilomavirus (Figura 2) es similar y
consta de una region temprana (E, early) que codifica de 6 a 7 proteinas
tempranas (E6, E7, E1, E2, E4 (E8) y E5), una region tardia (L, late) que codifica 2
proteinas tardias (L1y L2) y 2 regiones regulatorias, denominadas region larga de

control (LCR long control region) y region pequefia no codificante (Seedorf y col.,

1985).
REGULATORY
NON-CODING TRANSFORMING
REGION PROTEINS
LB g
LR
MAJOR CAPSID

PROTEIN LI

El
REPLICATION

MINOR CAPSID

PROTEIN L2 P
— E2 REPLICATION AND
s TRANSCRIPTION
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Introduccion

La proteina trans-membranal E5 modula la actividad del factor de
crecimiento epitelial (EGF). La proteina E4 interactia con filamentos de
citoqueratina y los desesturaliza, provocando la muerte celular (Bosch y col.
2002).

Los virus no son formas de vida independientes y requieren de la célula
huésped para su replicacién. Por ello desarrollan mecanismos que implican
cambios importantes en la regulacion del crecimiento celular, comportandose,
en ocasiones como virus transformantes. El VPH realiza esta funcion a través
de la expresion de los genes E6 y E7.

La proteina E6 regula la degradacion de la proteina supresora de
tumores p53, la inactivacion de p53 inhibe la apoptosis y permite que la célula
prolifere y facilita que el virus complete su ciclo. La E7 se liga al producto
génico del retinoblastoma (Rb). La funciéon de E7 es basicamente la de un
“mitégeno” al incrementar la dinamica del crecimiento celular (Zur Hausen,
1996, Zwerschke y Jansen-Durr, 2000). En la Tabla 4 se muestra un resumen
de las funciones de los diferentes genes.

El ADN del VPH se integra frecuentemente al genoma de la célula
hospedadora y la transforma. Este fendmeno suele producir la delecion del gen
E2 el cual pierde su funcion represora y conduce a la sobreexpresion de E6 y

E7 (Bosch y col. 2004) (Figura 3).

Erika Patricia Briones Cerecero 10
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El ADN del VPH se integra frecuentemente al genoma de la célula

hospedadora y la transforma. Este fenémeno suele producir la delecion del gen E2

el cual pierde su funcion represora y conduce a la sobreexpresion de E6 y E7

(Bosch y col. 2004) (Figura 3).

oo e moeme

URR ]

ADN ADN ADN
celular virico celular

Figura 3. Integracion del genoma del VPH en el cromosoma celular con la

delecion de E2 y E4.

Tabla 4.- Funcion de los genes del VPH involucrados en el desarrollo de

CaCU
Gen Funcion
E1 Iniciacion de la replicacion del ADN
E2 Regulacion transcripcional y replicacion del ADN
E4 Ruptura del citoesqueleto
ES

Proteina trasformante que interactiia con receptores de factores de crecimiento

E6

Proteina transformante, se une a p53, e induce su degradacion

E7

Proteina transformante, se une a Rb y libera el factor de transcripcion EF2

Erika Patricia Briones Cerecero

11




Introduccién

condilomas, lesiones intraepiteliales y neoplasias invasivas, los VPHs genitales
se han dividido en tres grupos: los asociados con lesiones benignas o de bajo
riesgo (VPH 6, 11, 30, 34, 40, 42, 43, 44, 53-55, 57, 66) y los asociados con
lesiones escamosas intraepiteliales (LEl) y carcinomas invasivos divididos a su
vez en un grupo de riesgo intermedio (VPH 31, 33, 35, 51, 52) y un grupo de
alto riesgo oncogénico (VPH 16, 18, 45, 46) (Kurgan, 1994; McCance y col.
1998; Cooper y col. 1997). Los VPH mas comunes y sus lesiones asociadas
aparecen en la tabla 5 (Kurman, 1994, Beutnery col. 1997).

Debido a que el tipo 16, es el de mayor prevalecia, encontrdndose entre el 50
a 60 % de los casos de CaCU actualmente existen 5 grupos filogenéticos del
VPH 16 basada en el fragmento LCR. Europeo (E), Asiatico (As), Asiatico
Americano (AA), Africano-1 (Af-1) y el Africano-2 (Af-2) (Ho y col., 1991 y 1993;

Chany col., 1992).

1.5 DETECCION DE VPH

1.5.1 PAPANICOLAOU

El método principal de deteccion para este tipo de cancer es el
Papanicolaou que consiste hacer un raspado del cervix para comprobar la

presencia de células cancerosas en el cuello uterino.

1.56.2 COLPOSCOPIA.

Es un procedimiento diagnodstico, que consiste en la visualizacién directa
del cérvix a través de un sistema de ampliacion utilizando diferentes grados de

magnificacion provisto de una fuente de luz, para observar detalles del epitelio

Erika Patricia Briones Cerecero 12



Introduccién

y vasos sanguineos. Antes de iniciar el estudio, es necesaria la aplicacion de

acido acético al 3 6 5% para ayudar a discriminar el epitelio normal del anormal

(Ferris, 1997, Dexeus y col. 2002). El acido aceético se aplica directamente en el

cervix. En los epitelios dafiados hay un aumento de la permeabilidad de la

membrana celular, lo que permite que el 4cido penetre y cause aglutinacién de

proteinas, fendmeno responsable del color blanco que toma el epitelio afectado

(Ferris, 1994).

Tabla 5. Correspondencia entre el tipo de virus de VPH y la enfermedad.

Enfermedad

Tipos de VPH

Verrugas plantares

1%, 2*, 4,63

Verrugas comunes

1*, 2% 4,26, 27,29, 411, 57,65, 77

Verrugas comunes de los manipuladores de
carnes

1,2%3,4,710, 28

Verrugas planas

3*,10*, 27, 38,411, 49,75, 76

Verrugas intermedias

10*, 26, 28

Epidermodisplasia verruciforme

2%, 3%, 5%, 81, 9, 10%, 127, 14°t, 15" 171,
19, 201, 21, 22, 23, 24,25, 36, 37, 387, 47, 50

Condiloma acuminaldo

6%, 11*, 301, 42, 43, 44, 451, 511, 54, 55,70

Neoplasias intraepiteliales
No caracterizadas

De bajo grado

De alto grado

301, 34, 391, 40,53, 57, 59, 61, 62, 64, 661,
67,68,69,70,71,74

6%, 11%, 161, 18, 311, 331, 331, 351, 42, 43,
44, 451, 517, 521

6, 11, 16™t, 311, 331, 351, 391, 42,44, 457,
51t, 521, 561,581, 661

Enfermedad de Bowen

16*t, 311, 34

Papulosis bowenoide

161, 34, 391, 42, 45¢1, 65

Carcinoma de cérvix

16*t, 18*, 311, 331, 35%, 39¢, 451, 511, 521,

561, 581, 661
Papilomas laringeos 6%, 11*
Hiperplasia epitelial local de Heck 13* 32*
Papilomas conjuntivales 6*, 11*, 16*t

Oftros

6, 11, 16T, 30T, 33, 36, 37, 38T, 411, 481,
80, 72, 73

* Asociaciones mas frecuentes.
T Alto potencial maligno

(Harrison y col 1998).
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1.5.3 TECNICAS DE DETECCION Y TIPIFICACION MOLECULAR DE VPH

El VPH no se puede cultivar de manera confiable en un laboratorio; por
consiguiente, las pruebas del VPH dependen de las técnicas moleculares que
detectan el ADN del VPH en las muestras cervicales. Considerando que hay
muchisimos tipos del VPH con un potencial carcinogénico diferente, las
pruebas del VPH sirven para determinar si estan presentes uno o varios tipos
dealto riesgo en una muestra.

Actualmente se cuenta con diferentes tecnicas de deteccion de VPH tales
como:

1. Hibridacion in situ

2. Southern blot

3. Dot blot

4. Hibridacién con mezcla de sondas especificas de alto y bajo riesgo

5. Secuenciacion

6. PCR en tiempo real

1.6 PROTEOMICA

La protedmica es junto a la gendmica, una de las nuevas areas de
investigacion que Ultimamente mas interés estan despertando. El auge actual
de la proteémica se debe fundamentalmente; a la necesidad de descifrar esta
gran cantidad de informacion genémica ha estimulado considerablemente el
estudio directo y a gran escala de los productos codificados por los genes, es

decir, las proteinas. De forma paralela se ha estimulado el desarrollo de
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nuevas herramientas bioinformaticas para analizar y procesar esta informacién

(Vazquez, 2004).

El término “proteoma” se usd por primera vez en 1994, para describir el
conjunto de proteinas que se expresan a partir de un genoma. El proteoma es
un elemento altamente dinamico, cuyos componentes varian en un organismo,
tejido, celula o compartimiento subcelular dados, como consecuencia de
cambios en su entorno, situaciones de estrés, administracion de drogas,
efectores o sefiales bioquimicas en su estado fisiolégico o patolégico. Estos
factores incrementan de forma considerable la complejidad del proteoma, como
consecuencia de la activacion o supresion de la expresion de genes o los
cambios en sus modificaciones postraduccionales. El proteoma de una célula
es la expresidn de su fenotipo caracteristico, y las diferencias entre un tipo
celular y otro, o entre un mismo tipo celular en diferentes situaciones (Torrades,
2004).

La tecnologia mas utlizada para la separacion de proteinas es la
electroforesis en geles de poliacrilamida. La electroforesis bidimensional (2D-
PAGE) permite separar hasta miles de proteinas en un solo experimento, y
constituye actualmente el método mas eficiente para la separaciéon de mezclas
muy complejas de proteinas. Esta técnica se basa en una separacion de las
proteinas en funcién de la carga (pl), seguida de una separacién de las
proteinas en funcion de su masa molecular en presencia de SDS. (Garcia
2004).

La protedmica abre nuevos horizontes en muchas areas de investigacién
de las ciencias de la vida. Esto es particularmente verdadero  para los

esfuerzos de investigacién en el campo de la medicina. La proteémica clinica

Erika Patricia Briones Cerecero 15



Introduccién

se puede definir como una subserie de actividades proteomicas en el campo de
la medicina, que promete acelerar el descubrimiento de nuevos blancos
terapéuticos, y marcadores proteinicos de enfermedades (Vitzthum y col.

2005).

1.7 IDENTIFICACION DE PROTEINAS

La espectrometria de masas se ha convertido en el método de eleccién

para la identificacién de proteinas a gran escala. Debido a su rapidez y elevada
sensibilidad.
El analisis de las proteinas mediante espectrometria de masas ha sido posible
gracias al desarrollo de meétodos de ionizacidon para convertir biomoléculas
grandes, polares y no volatiles en iones en fase gaseosa. Los espectrometros
de masa estan formados por una fuente de iones, un analizador de masas y un
detector y mide la relacion masa/carga (m/z) de los iones en fase gaseosa
(Garcia 2004).

Las fuentes de iones mas comunes son MALDI (Matrix — Assisted Laser
Desorption lonization) y ESI (Electrospray ionization), los iones producidos por
cada método pueden se detectados por: tiempo de vuelo (Time of Flight TOF),
cuadrupo o trasformada de Fourier (FT/MS) (Baxevanis y Oullette 2005).

El analisis de proteinas mediante espectrometria de masas requiere de
su conversion en peéptidos mediante protedlisis utilizando generalmente

tripsina. (Garcia 2004).
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Mascot Software

Fue desarrollada por Matrix Science, es uno de los programas mas
populares para la identificacién de la informacién generada por espectrometria
de masas. Mascot utiliza para su busqueda un algoritmo llamado MOWSE que
compara las masas de péptido para cada entrada en la base de datos de
secuencia con el juego de datos experimentales.

Mascot esta disponible en la web de forma limitada y en forma comercial
y utiliza diferentes bases de datos para su busqueda tales como; Swiss-Prot,

NCBI y MSDB.
1.8 APLICACIONES DE LA PROTEOMICA EN EL AREA DE BIOCIENCIAS.

En esta area, la Protedmica se ha aplicado fundamentalmente a tres

tipos de estudios:

a.- La microcaracterizacion sistematica de proteinas, con el objetivo de
abordar la identificacion a gran escala de los componentes de un protedéma

(Vazquez, 2004).

b.- La identificacion de los componentes del proteoma que sufren
alteraciones en sus niveles de expresién a consecuencia de alteraciones
fisiopatologicas o inducidas por agentes externos. Estos proyectos abordan la
identificacién de proteinas que sufren alteraciones en sus niveles de expresion
a consecuencia de cambios en su entorno, situaciones de estrés,
administracion de drogas o sefiales bioquimicas o su estado fisioldégico o

patolégico.
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Los biomarcadores son una gran esperanza para la deteccion,

diagnostico y pronostico de cancer debido a su habilidad en la identificacion de
sefiales moleculares Unicas de ciertos estados fisiopatologicos (Srivastava y
Srivastava R. 2005). Cualquier proteina que se expresa diferencialmente en
tejido con cancer cuando se compara contra tejido normal, o cualquier proteina
que se sabe que esta involucrada en proceso de cancer, son buenos
candidatos para biomarcadores de cancer. Uno de los métodos estandar para
identificar biomarcadores candidatos es comparar el perfil de transcripcién de la
enfermedad contra el tejido normal para identificar diferencialmente los
transcritos expresados (Aebersold y col. 2005).
c.- La caracterizacion de las interacciones subcelulares existentes entre las
proteinas y la determinaciéon de los componentes de complejos
macromoleculares. Estos proyectos pretenden investigar la funcion de las
proteinas caracterizando las interacciones que sufren en el interior de la célula.
(Vazquez, 2004).

La protedmica actualmente ha sido utilizada para la identificacion de
marcadores para el diagnéstico de diferentes tipos de cancer, por ejemplo
carcinoma hepatocelular, cancer de mama, cancer de ovario (Petricoin y col.,
2002), cancer de prostata (Meehan y col., 2002) y cancer de esofago (Zhou y
col., 2002). También puede ser utilizado para el andlisis de fluidos corporales

(suero, orina, fluidos cerebro espinal y liquido sinovial) (Kennedy S., 2001).
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Il OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GENERAL

Obtener los patrones de expresion bidimensionales y caracterizar las
proteinas expresadas diferencialmente en muestras de mujeres sanas y con

diferentes grados de lesion (NIC3 y CaCU invasor).

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

o Estandarizar la metodologia para la obtencién de patrones
bidimensionales en tejidos sanos y con lesiones intraepiteliales (NIC3) y
con CaCu invasor.

e Analizar los resultados para determinar que proteinas se encuentran
aumentadas o disminuidas en su contenido en los diferentes grados de
lesion.

¢ lIdentificar las proteinas diferenciales.
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Il MATERIALES Y METODOS

3.1 OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Las biopsias utilizadas para la estandarizacidén de la técnica fueron
proporcionadas por el Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”, estas
muestras se obtuvieron de pacientes con un Papanicolaou normal a quienes se
les realizo histerectomia abdominal electiva debido a sangrado uterino anormal,
poliposis 0 miomatosis.

Las muestras utilizadas para el estudio fueron proporcionadas por
la Clinica de Displasias de la Secretaria de Salud Hospital “Juan H. Sénchez".
Las biopsias fueron tomadas cuando las pacientes acudieron a consulta
después de obtener un resultado de lesion preneoplasica en la prueba de
Papanicolaou. Las pacientes se sometieron a una colposcopia para la cual
primero se limpia el cuello con una solucion liquida (acido acético 5%) que
permite diferenciar la mucosa normal de la patologica, se tomaron las
muestras de tejido aparentemente normal y tejido con lesién de cada paciente.
Las biopsias del cérvix fueron tomados por medio de colposcopia e
inmediatamente la muestra fue congelada en nitrogeno liquido para su
trasporte al laboratorio. Para este estudio se utilizaron en total 10 muestras: 5
muestras control, 3 muestras con NIC 3 y 2 muestras con CaCU invasor. Las
pacientes que se seleccionaron para realizar el analisis bidimensional de las
biopsias de acuerdo a la encuesta realizada se encontraron los siguientes
factores de riesgo: Rango de edad de 20 — 60 afos, inicio de vida sexual activa

de 14 a 20 afios, numero de parejas sexuales 1 — 3, todas las pacientes
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paridad mayor de 4, uso de anticonceptivos, medio socioecondmico bajo y
escolaridad primaria.
La recoleccion de las muestras se obtuvo con el consentimiento

informado de las pacientes que contaban con historial clinico.

3.2 EXTRACCION DE PROTEINAS.
Protocolo de extraccién de proteinas TCA/Acetona

Cada muestra de tejido se traté con la solucién de extraccion (10% TCA,
0.07% de 2ME en acetona), y se disgrega con ayuda de perlas de vidrio y un
pistilo. Se sonicé durante 5 minutos con intervalos de 10 seg. Se dejé
precipitar por 45 min. a -20° C, se centrifugd a 13 000 rpm por 15 min a 4° C.
Se decantd y lavo el pellet con 1 mL de acetona al 0.07% de 2 ME, 1 mM de
Inhibidor de proteasas, 1 mM de nucleasas y 2 mM EDTA. Se mezcl6 en vortex
y se dejé precipitar por 45 min. a -20°. Finalmente se centrifugbé a 13 000 rpm
por 10-15 min a4° C. Se repite el lavado una vez mas y la muestra se

resuspendid la muestra en solucion de rehidratacion.

3.3 CUANTIFICACION DE PROTEINAS
Para la cuantificacién de proteinas se probaron dos Kits: Plus One 2D

Quant Kit (Amersham) y método Bradford.

a) Plus One 2D Quant Kit
1. Se prepar6 de una curva de acuerdo a la Tabla usando una solucion
estandar de suero de albumina bovina (BSA) 2 mg/ml. Como se muestra

en la Tabla 6.
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Tabla 6. Preparacion de la curva de calibraciéon 2D Quant Kit

Numero de 1 2 3 4 5 6
tubo
Volume_n de
solucion | g | 5 pl 10 i 15 pl 20 pl 25 pl

estandar de
BSA (2 mg/mi)

Concentracién | 0 ug 10 ug 20 ug 30 ug 40 ug 50 pg

de proteina

2. Cada muestra se prepar6 por duplicado con un volumen final de 30 pL
de muestra por ensayo.

3. Se adicioné 500 pl de precipitante por tubo. Mezclar por vortex e incubar
los tubos de 2-3 min. a temperatura ambiente.

4. Se adicioné 500 ul de co-precipitante. Mezclar por vortex o inversion.

5. Se centrifug6 los tubos a un minimo de 10 000 x g por 5 min.

6. Se decanté el sobrenadante, asegurandose de eliminar completamente
si es necesario se puede centrifugar de nuevo y eliminar el exceso con
una pipeta.

7. Se adiciond 100 ul del solucién de cobre y 400 ul de agua des-ionizada
a cada tubo. Dar vortex.

8. Se adicionar 1 ml de reactivo generador de color (Mezclar 100 partes del
reactivo de color A con una parte del reactivo de color B).

9. Se incubd a temperatura ambiente por 15 — 20 min.

10. Leer la absorbancia a 480 nm usando agua como blanco.

b) Bradford
Curva de Calibracién
1. Se prepar6 BSA a una concentracién de 1.4 mg/mL.

2. Se prepararon las diluciones que se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7. Preparacion de curva de calibracion por el Método de

Bradford.
Tubo Concentracion BSA (ul) Agua (pl)
mg/mli

1 0.0 0 200
2 0.2 29 171
3 0.4 57 143
4 0.6 86 114
5 0.8 114 86
6 1.0 143 57
7 1.2 171 29
8 1.4 200 0

3. Se adicionar 1 ml de la solucién de Bradford en un tubo y agregar 20 pl
de cada dilucion, todas las diluciones se hacen por duplicado o
triplicado.

4. Se incubarén a temperatura ambiente por al menos 5 minutos. La
absorbancia podria incrementarse con el paso del tiempo, las muestras
se pueden incubar por no mas de una hora a temperatura ambiente.

5. La lectura se realizd con una absorbancia a 595 nm.

Cuantificacion de proteinas
1. Se adicion6é 1 ml de la solucion de Bradford en un tubo y agregar 20 pl
de muestra y para el blanco utilizar 1 ml de solucion de Bradford.
2. Se incubd a temperatura ambiente por al menos 5 minutos. La
absorbancia podria incrementarse con el paso del tiempo, las muestras
se pueden incubar por no mas de una hora a temperatura ambiente.

3. Se midid la absorbancia a 595 nm.
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3.4 ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL (2D-PAGE)
Primera dimension: Isoelectroenfoque

Las muestras fueron aplicadas junto con la solucién de rehidratacion
(Apéndice A) en tiras con un rango pH 4 -7 (Bio Rad) por un periodo de 12
hrs. y sujetas a isoelectroenfoque en el equipo IPG phor Il IEF System
(Amersham Biosciences).

Rehidratacién de la tira. La muestra se resuspende en solucién de
rehidratacién (Apéndice A). Se agregaron 125 ul de la muestra en la bandeja
de rehidratacién y la cubierta protectora del gel se retira de la tira empezando
del extremo &cido al basico. La tira se coloca con el gel hacia abajo
sumergiendola en la muestra evitando la produccion de burbujas. Para
minimizar la evaporacion y cristalizacién de la urea, se cubre la tira con 3 ml de
aceite de cubierta (Amersham). La rehidratacion se lleva a cabo a temperatura
ambiente por 10 hrs, o bien toda la noche.

Para realizar la separacion por punto isoelectrico, se colocé la charola
de ceramica en el equipo Ettan IPGphor Il y cada carril se llen6 con 9 mi de
aceite de cubierta, se transfirié la tira con el gel hacia arriba con el anodo del
lado positivo del equipo, se colocé las esponjas en cada extremo de la tira
previamente hidratadas en 125 ul de agua destilada una vez colocadas las
esponjas se coloco los electrodos asegurandose que estos tocaran la
plataforma del equipo. Una vez que se armo el equipo este se programo en la

modalidad Volt-hours (kVh) como se muestra en la tabla 8.
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Tabla 8. Programacion del equipo Ettan IPGphor

Longitud | Rangode | Pasoy modo . Volt-hours
de la tira pH de voltaje Voltaje (V) (kVh)
1 Gradiente 500 0.01
2 Gradiente 4000 5.6
7 cm 4-7 3 Step and
Hold 5000 2.5
Total 8.0

La tira puede ser congelada hasta por 2 meses a -20°C y de 6 meses a

un afo a -80°C.

Segunda dimension - SDS PAGE

Después de la separaciéon por punto isoeléctrico se lleva a cabo la

segunda dimensién que es separacion por peso molecular (PM) en geles de

poliacrilamida al 15 % en condiciones desnaturalizante (Tabla 9).

Tabla 9. Preparacion del gel de segunda dimensién

Concentracion
Componentes 15 %
Acrilamida 2.5ml
Agua milliQ 1.2 ml
Tris HCIpH 8.8 1.3 ml
SDS 10 % 50
Persulfato de amonio (PSA) 50 ul
10%
TEMED 2yl
Total 5mi
Componentes 4%
Acrilamida 165 ul
Agua milliQ 750 ul
Tris HCI pH 6.8 315 yl
SDS 10 % 12.5 pl
Persulfato de amonio (PSA) 6.5 pl
10%
TEMED 1.25 yl
Total 1.25 ml

Erika Patricia Briones Cerecero
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Equilibrio de la tira

Si la tira no es congelada se coloca en un tubo con 2 mi de solucién de
equilibrio (Apendice C) por 15 min. y se agrega 0.1 g DTT (ditiotreitol) por
cada 10 ml.
Colocar la tira equilibrada en el gel SDS

Una vez que se cumpli6é el tiempo de equilibrio de la tira se elimino el
exceso de solucion con un papel filtro. Se coloco en el gel y se fijo con agarosa
0.5 % (Apéndice G). Las condiciones de corrida para la electroforesis son 10
mA por gel y una vez que entra al concentrador se aumenta a 20 mA por gel
con un tiempo aproximado de 3 hrs. Utilizando un buffer de corrida (Apéndice

H)

3.5 TINCIONES
La tincion se realizé por dos métodos a) Plata y con SYPRO Ruby.
a) Tincidén con plata
Para la tincién con plata se utilizo el SilverXpress Silver Staining Kit
(Invitrogen).
Ver soluciones en el apéndice |.
1. Se incubd el gel con la solucién fijadora durante 20 min.
2. Se decanto la solucién de fijado y se incubo el gel en 2 cambios de
solucion de sensibilizado.
3. Se decanto la solucion de sensibilizado y lavo el gel con dos cambios de
agua ultra pura de 10 min. cada uno.

4. Seincubo el gel en solucion de tefiido por 30 min.
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5. Se decantar la solucién de teflido y lavar el gel con dos cambios de agua
ultra pura de 10 min. cada uno.

6. Se incubo el gel con la solucion de desarrollo hasta que la intensidad de
las manchas sea la deseada. (Aprox. 3 — 15 min.)

7. Se adiciono la solucién de paro directamente al gel, cuando la intensidad
sea la deseada.

8. Se decantd la solucién de paro y lavar con agua ultra pura.

9. Setomo la foto de los geles en el Gel — Doc scanner (Bio — Rad).

10. Se seleccionaron las manchas de interés.

11. Se cortaron las manchas.

12.Se destifieron las manchas.

b) Tincion con SYPRO Ruby

1.

Fijar el gel. Para geles de poliacrilamida ya sea de 1-D o 2-D, utilizar la
siguiente solucion:

o Metanol al 50%, acido acético al 10%.

El gel se incuba en la solucion de fijado a temperatura ambiente por 15 minutos

(30 minutos para geles de 2-D) y se repite.

2.

Incubar el gel en SYPRO Ruby sin diluir. Para obtener una mejor tincién en
los geles 1-D o 2-D, se incuba el gel toda la noche con el SYPRO. Una
excelente sensibilidad es lograda después 3-4 horas.

Lavar el gel. Para reducir el fondo fluorescente e incrementar Ia
sensibilidad se hacen 2 lavados en metanol al 10% (o etanol), acido acético
al 7% por 30 minutos. El gel puede ser monitoreado periddicamente
utiizando un transiluminador UV para determinar el nivel de fondo

fluorescente adecuado.
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4. Vista y fotografia del gel. La tincion con SYPRO Ruby tiene dos
excitaciones maximas, una de aprox. 280 nm y otra de aprox. 450 nm, y
tiene una emisién minima cerca de 610 nm. Las proteinas tefidas con este
colorante pueden ser visualizadas usando un transiluminador UV de 300
nm, un transiluminador azul claro o un escaner laser. La tincion una
fotoestabilidad excepcional que permite largos tiempo de exposicion para

una maxima sensibilidad.

3.6 IDENTIFICACION DE PROTEINAS

Las machas de interés se cortaron manualmente de los geles mas
representativos, esto se realiz6 con la ayuda de una punta esteril
Inmediatamente después de cortar la mancha de interés, se destiio y se

almacen6 con agua Milli Q en tubos Eppendorf.

Para el analisis de espectrometria de masas las manchas fueron
enviados a CINVESTAV Unidad Irapuato y las muestras se manejadas por la
responsable del servicio del sistema MALDI-TOF (Amersham). Las proteinas
fueron reducidas y digeridas toda la noche a temperatura ambiente con tripsina
a una relacion final de 25:1 w/w. Los valores de masas obtenidos de la
digestion triptica analizaron automaticamente en la base de datos utilizando el
programa MASCOT, y las proteinas se identifican automaticamente
comparando con la base de datos del genoma humano (http://www-
celera.com), la Organizacion de Genoma Humano (http://www.hugo-
international.org/index.ntm) 'y la base de datos de genoma

(http://iwww.ncgr.org.gsdb).
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4. RESULTADOS

4.1 PREPARACION DE LA MUESTRA

Se compararon varias técnicas de preparacion de la muestra reportadas en la
literatura. Se realizaron diferentes métodos de extraccion de proteinas como fue la
extraccion directa con diferentes buffers de lisis (urea 7.0 M, thiourea 2M, DTT 10
mM, IPG buffer pH 4 — 7 al 1%) (Bisca y col., 2004). También se utilizd el SBO2
(urea 9.8 M, CHAPS al 2%, IPG buffer pH 3 — 10 al 0.5%, DTT 65 mM), y se
evalud un kit comercial Plus One 2-D Clean-up Kit (Amersham), pero debido a la
presencia de moco cervical y sangre, no se obtuvieron buenos resultados (Stasyt
T. y col, 2001). El la Figura 4 podemos observar que hay otros componentes que

interfieren en la migracién de la proteina.

Figura 4. Electroforesis en geles de poliacrilamida al 15% en donde se

observa la interferencia por otros componentes de la muestra (Buffer SB02).

Erika Patricia Briones Cerecero 29



Resultado

Se evaludé un método de extraccion con TCA/Acetona modificado
(http://www.noble.org) con el cual se obtuvieron mejores resultados en la Figura
5 se muestra un gel SDS-PAGE al 15 % para evaluar la eliminacion de otros

compuestos que interfieren con la migracion de las proteinas.

Figura 5. Gel poliacrilamida al 15 %. Se muestra la eliminaciéon de

interferencias en la migracion de proteinas. Tincion con plata.

4.2 CUANTIFICACION DE LA MUESTRA

Para la cuantificacion de proteinas se probaron dos métodos Bradford y
Plus One 2D Quant kit (Amersham). Los reactivos utilizados en la preparacion de
la muestra tales como detergentes, agentes reductores, anfolitos, o la presencia
de reactivos que forman complejos con el ion clprico son incompatibles con otros
ensayos de proteinas. El uso del kit 2D Quant di6 resultados mas confiables,

especialmente para las muestras que se diferencian en la composicién de
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e ——

detergentes. El ensayo se basa en la union especifica de iones de cobre a la
proteina. Las proteinas se precipitadas y se redisuelven en una solucidén que
contiene cobre; el cobre libre se cuantifica como agente colorimétrico. Es este

trabajo se utilizé una cantidad de 50 ug por muestra.

4.3 ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL

Trabajos reportados de diferentes neoplasias como céncer de prostata,
mama, ovario y renal (Bisca y col 2004; Brown y col 2002; Kellner y col. 2002),
utilizaron tiras de 7 cm pH 3 — 10 para la separacién por punto isoelectrico. Para
SDS-PAGE se han utilizado geles de acrilamida al 15 — 16 % y la visualizacion de
las proteinas es realizada por medio de tincion con plata o Sypro Rubi. Para este
estudio se utililizaron las mismas condiciones, y para la deteccion se utilizo el kit
Silver Quest/ Silver Stainig Kit (Invitrogen). Como se observa en la Figura 6, la
mayor concentracion de proteinas se encuentra en el centro del gel para obtener
una mejor resolucion de proteinas se cambié el rango de pH de la tira a pH 4 -7 de
7 cm y se utilizaron tiras de 11 cm. En la figura 7 se compara una muestra de
tejido normal y 2 muestras de lesiones de diferentes grados (NIC3 y CaCU
invasor). Se muestra un notable cambio en el contenido de proteinas.

La reproducibilidad de la técnica se evalud corriendo las muestras por

duplicado bajo las mismas condiciones, como se muestra en la Figura 8.
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Figura 6. Gel de poliacrilamida al 15% utilizando tiras de 7 cm con rango de
pH 3 - 10. La mayor cantidad de proteinas de la biopsia se localizan en rango

de pH central (ovalo).
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Figura 8. Electroforesis en geles de poliacrilamida de (A) tejido normal Dia 1,
(B) Dia 3. Para la primera dimension se utilizaron tiras de 7 cm pH 4 - 7, para

la segunda se usaron geles de poliacrilamida al 15%. Tincién con plata.
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4.4 ANALISIS DE LOS GELES

El analisis de los geles se realizé mediante el software PDQuest. Se
determiné un promedio de 315 manchas para las muestras de tejido normal, 390
manchas en las muestras de NIC 3 y 530 manchas para las muestras de CaCU
invasor.

Para poder realizar una comparacion entre tejidos sanos y tejidos con
alguna displasia las muestras se agruparon junto con sus réplicas en tres grupos:
A, By C correspondientes a muestras normales, muestras con NIC 3 y muestras
con CaCU respectivamente (PDQuest manual Bio Rad).

Las muestras normales fueron utilizadas como control para determinar
cantidad de manchas y la intensidad de cada una de ellas. En el caso de la
intensidad, el software utiliza al control como referencia y le da un valor (1) y para
el caso de las muestras problema se determinaron los siguientes parametros: Si la
intensidad es mas del doble (2 o mas) la mancha es detectada como un aumento
en su contenido; si la intensidad esta a la mitad o menos (0.5 o menos) la mancha
es detectada como una disminucién en su contenido. En la Figura 9 se muestra
una mancha que presenta un cambio en su intensidad por lo que el software la

detecta como aumento en su contenido.
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(imagen creada .
por el software) (CaCu invasor) (Muestra normal)

Figura 9. Anadlisis de una mancha la cual presenta un cambio en su
intensidad.

Una vez determinados los parametros se realizaron dos comparaciones:

1. El grupo de muestras control vs. el grupo de muestras con NIC3
2. El grupo de muestras control vs. el grupo de muestras con CaCU
invasor.

En el andlisis de la primera comparacién se encontraron 110 manchas
iguales, de 100 que estaban fuera de los limites 69 tenian una disminucién en su
contenido y 31 que presentaban un aumento en la Figura 10 se sefialan algunas
de las proteinas que tienen un aumento en su contenido. Las proteinas que se
encuentran en un rango de pH 5.5 — 7 y un peso molecular de 10 a 30 kDa, estos

son los rangos en los encontramos las diferencias mas significativas.
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(A) (B)

Figura 10. Analisis de los geles bidimensionales utilizando el software
PDQuest. (A) Muestra de tejido normal, (B) muestra NIC3. Las cruces azules

indican las manchas que tienen un aumento en su contenido.

En el analisis de la segunda comparacién se encontraron 52 manchas iguales, de
46 que estaban fuera de los limites de las cuales 31 tenian un disminucion y 15
un aumento en su contenido. En la Figura 11 se sefialan algunas de las proteinas
que tienen un aumento o disminucién en su contenido, al igual que en el caso del
analisis de las proteinas de las muestras de NIC 3. Diferencias significativas se

encuentran en el mismo rango. En la Tabla 10 se muestra el peso molecular y el
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O —
punto isoelectrico de las manchas que se encuentran en el rango mas

representativo.

(A) (B)

Figura 11. Analisis de los geles bidimensionales utilizando el software
PDQuest. (A) Muestra de tejido normal, (B) muestra con CaCU invasor. Las
cruces amarillas indican las manchas que tienen un aumento y las rojas

indican las que tienen una disminucion en su contenido.
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Tabla 10. Lista de pesos moleculares y puntos
isoelectricos de las manchas mas representativas

de CaCU invasor

PM pl PM pl
32.22 5.82 37.99 5.38
39.12 5.91 15 5.25
35.69 6.17 115 53
36.07 6.23 14.48 5.39
14.57 59 21 5.64
17.16 6.08 27.88 5.67
26.71 6.29 271 5.46
28.82 5.92 29.71 5.48
28.55 5.97 33.63 5.62
33.11 6.07 33.96 551
32.13 6.23 31 5.54
35.13 59 41.24 5.61
37.97 5.98 35.89 5.48
39.42 6.1 4319 5.66
27.9 5.91 45.59 5.69
28.98 6.45 15.3 5.7
34.16 6.56 19.43 574
326 6.4 26.05 5.89
35.36 6.73 28.68 5.89
35.68 6.4 30.21 5.69
38.25 6.59 29.47 5.72

4.5 ESPECTROMETRIA DE MASAS

Las manchas de interés fueron cortadas

manualmente y posteriormente

destefiidas. Se enviaron al CINVESTAV - lrapuato para su analisis por

espectrometria de masas MALDI — TOF. La identificacion de proteinas se realizd

por medio del software Mascot.

Los primeros resultados obtenidos, son provenientes de una mancha con peso

molecular aproximado de 27 kDa y un pl de 6.5 (Figura 13, circulo 2). La muestra

Erika Patricia Briones Cerecero
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se obtuvo de una paciente de 41 afios de edad con una lesién NIC 3, los
resultados obtenidos de la base de datos Mascot sobre el andlisis de esta proteina
se muestran en la Figura 14.

En la Tabla 11 se muestran los datos obtenidos del software Mascot. Se puede
observar la posicién inicia y terminal de cada péptido identificado, su peso

molecular, los errores generados y la secuencia del péptido.

Tabla 11. Datos obtenidos por medio del software Mascot.

Inicio -Termino | PM observado | Errores Secuencia
1-18 1883.97 0 - EIVLTQSPGTLSLSPGER.A
33-46 1693.84 1 R RVAWYQHKPGQAPR.L
109 - 127 2102.11 1 K.RTVAAPSVEIFPPSDEQLK.S
110-127 1946.00 0 R.TVAAPSVFIFPPSDEQLK.S
128 - 143 1797.86 0 KSGTASVVCLLNNFYPRE

Para corroborar la informaciéon generada por la base de datos Mascot, se
realizd un analisis en BLAST (www.ncbi.com) y se observa homologia con la
cadena ligera Kappa de la region variable de la Inmunoglobulina G. Los resultados

obtenidos se muestran en la Figura 12.
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Score E
Seqgquences producing significant alignments: {Bits) Value
gi]48425065] pdb] INOZ|H Chain H, Crystal Structure Of A Broadl... 367 2e-100
g1]21669349|dbj|BACO1689.1] immunoglobulin kappa light chain VLJ azz 1e-88
gi}l 46015517 pdb| 1RHH|C Chain C, Crystal Structure Of The Broa... 325 4e-88
gij21669471|dbj|BACO1760.1] immunoglobulin kappa light chain VLJ 325 6e-88
1121669423 |dbj|BACO1736.1] immunoglobulin kappa light chain VLJ 325 6e-88
gi|21669427|dbi]BACO1738.1] immunoglobulin kappa light chain VLJ 325 7e-88
gil21669447|dbj|BACO1748.1] immunoglobulin kappa light chain VLJ 324 Se-88
gij21669421|dbj|BACO1735.1] ijmmunoglobulin kappa light chain VLJ 324 1e-87
gi}{21669339]db1|BACO1694.1| immunoglobulin kappa light chain VLJ 324 1e-87
gi]21669485|db3j|BACO1767.1] immunoglobulin kappa light chain VLJ 323 2e-87
gil 10835794 | pdb} iQLR]C Chain C, Crystal Structure Of The Fab ... 322 4e-87
il 21669461 cdbi|BACDO1755,.1] immunoglobulin kappa light chain VLJ 322 5e-87
01145015863 |gb| AAS54981.1]f enti-HIV-1 gplZ20 immunoglobulin X5 1i 322 7e-87
gi]21669395|cdbj[BACO1722.1| immunoglobulin kappa light chain VLJ 321 le-86
gi]21619606] glb] AAH32451.1] TUnknown (protein for HGC:40426) [Homo 320 1e-86
gil229528]prf] 17514234 protein Len, Bence-Jones 320 2e-86
138541890 gb] AAHG62704.1} TUnknown (protein for MGC:71990) [Homo 320 3e-86
91149258112 |gb| AAH?3793.1] Unknown (protein for HGC:88813) [Homo 318 3e-86
gi]21669347|dbj|BACO1688,. 1] immunoglobulin kappa light chain VLJ 319 3e-86
il i87410al it adHI a3 20 11 Jinknomm inratein for JGC223763 [Homo 319 4p-86

Figura 12. Resultado del analisis realizado con BLAST para ver la homologia

con otras secuencias.

50 —p

30—

20 —p

15 —p»

10—

Figura 13. Escision de manchas interés. Se utilizaron tiras de 11 cm pH 4 -7.

Paciente de 41 aiios con una lesion NIC 3.
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Discusiéon

V. DISCUSION

La preparacidén de la muestra es un punto crucial para la resolucion de
proteinas en electroforesis bidimensional. Muchos de los problemas que
enfrenta este método son debidos a componentes celulares (lipidos,
carbohidratos, acidos nucleicos, etc.) que puedan afectar la migracion de
proteinas (Stasyk y col 2001). El método de TCA / Acetona modificado para le

extraccion de proteinas es el que proporcioné mejores resultados.

En un estudio realizado en biopsias de cancer de mama reportan una
cantidad de 30 g para tiras de 7 cm obteniendo buenos resultados para
tincion con plata (Bisca y col. 2004). Para este trabajo se utilizé una cantidad

de 50 ug de proteinas totales por muestra en 2D-PAGE.

En comparacién con algunos trabajos realizados con diferentes
neoplasias (Bisca y col 2004; Brown y col 2002; Kellner y col. 2002), los cuales
utilizan tiras de 7 cm pH 3 — 10 para la separacién por punto isoelectrico, para
este trabajo los mejores resultados en cuanto a la resolucién de la muestra se

obtuvieron utilizando tiras de pH 4 -7 de 7 cm.

Hasta la fecha no se han reportado trabajos de protedmica en cancer
cervicouterino, sin embargo ha sido utilizada en el estudio de otras neoplasias
como cancer de mama, prostata y ovario. En el caso de cancer de mama

detectaron 150 manchas utilizando una concentracion de 30 g (Bisca y col

43



Discusion

2004), en el caso de prostata detectaron alrededor de 450 manchas con una
concentracién de 100 pyg en geles de poliacrilamida utilizando tiras con un
rango de pH de 3 - 10. En este estudio los geles obtenidos se analizaron con
la ayuda del software PDQuest (Bio — Rad). Se determiné un promedio de 315
manchas para las muestras de tejido normal, 390 manchas en las muestras de

NIC 3y 530 manchas para las muestras de CaCU invasor.

En el andlisis comparativo de las muestras control vs. las muestras con
NIC3 se detectaron 110 manchas iguales, de 100 que estaban fuera de los
limites 69 tenian una disminucion en su contenido y 31 que presentaban un
aumento. En el caso de la comparacidon de las muestras control vs. CaCU
invasor se detectaron 52 manchas iguales, de 46 que estaban fuera de los
limites de las cuales 31 tenian una disminucién y 15 un aumento en su
contenido. Se pudo observar un cambio en el contenido de las proteinas y un

mayor nimero de manchas en las muestras con diferentes grados de lesion.

Las manchas mas representativas de cada lesién aun estan siendo
caracterizadas por espectrometria de masas. El primer resultado obtenido por
espectrometria de masas fue obtenido de una mancha del patrén proteinico de
una paciente con una lesién NIC3, con un peso molecular aproximado de 27
kDa y un pl de 6.5. Los datos obtenidos de la base de datos nos indican que
probablemente corresponda a wuna cadena ligera (kappa) de una
Inmunoglobulina G. Todas las inmunoglobulinas tienen una estructura central
comun; dos cadena ligeras idénticas (cada una de aproximadamente 24 kDa) y

dos cadenas pesadas idénticas (55 a 70 kDa) (Abbas y col. 1999).
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Apendice

VIl. APENDICE

A. Stock Soluciéon de rehidratacién IPG Buffer (8 M Urea, CHAPS al 4%, Azul

de bromofenol al 0.02 %)

Concentracion final Cantidad
Urea (PM 60.06) 8 M 12 g
CHAPS 2 % (wiv) 05¢g
Azul de bromofenol 2% 50 ul
H-O bi-destilada az25mi

*DTT e IPG Buffer o| Pharmalyte son afiadidos justo antes de su uso:

Adicionar 7 mg de DTT por 2.5 ml de solucién de rehidratacion.
IPG Buffer al 0.5 % (12.5 ul por 2.5 ml)

B. Stock de Azul de bromofenol

Concentracion final Cantidad
Azul de bromofenol 1% 100 mg
Tris — base 50 mM 60 mg
H,0 bi-destilada 10 ml
C. Buffer de equilibrio SDS
Concentracion final Cantidad
Tris-HCI, pH 8.8 50 Mm
Urea (PM 60.06) 6 M 10 ml
Glicerol (87% w/v) 30% (v/v) 72.07 ¢
SDS (PM 288.38) 2 % (wlv) 69 ml
Azul de bromofenol 0.002 % (wiv) 400 pl de la solucioén al
1%
H,O bi-destilada 200 mi

* Se afiade DTT justo antes de utilizar la solucién. 0.1 g de DTT por cada 10 ml.
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SR —
T R R ———————

D. SDS al 10%

Concentracion final Cantidad
SDS (PM 288.38) 10 % (wiv) 509
H,O bi-destilada a 50 mi
E. Persulfato de amonio al 10%
Concentracion final Cantidad
Persulfato de amonio 10 % (wiv) 01g
(PM 288.20)
H2O bi-destilada a1ml
F. SDS electroforesis buffer
Concentracion final Cantidad
Tris-base (PM 121.1) 25 mM 30.3¢g
Glicina (PM 75.07) 192 mM 1440 g
SDS (PM 288.38) 0.1% (w/v) 10.0g
H,0 bi-destilada a 200 ml
G. Agarosa al 5%
Concentracion final Cantidad
SDS electroforesis 100 ml
buffer
Agarosa 0.5% 05¢g
Azul de bromofenol 0.002% 200 ul

H. Buffer de corrida

Cantidad

Tris 69
Glicina 28.8g

SDS 19
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b R O ERRERTIRERE=

|. Soluciones para la tincion con plata

Solucién Componentes | 1 Gel (ml) | 2 Gel (ml) | 3 Gel (ml) | 4 Gel (ml)

Solucién de Agua ultra 90 180 270 360
fijado pura

Metanol 100 200 300 400

Acido Acetico 20 40 60 80

Solucién de Agua ultra 105 210 315 420
sensibilizado pura

Metanol 100 200 300 400

Sensibilizador 5 10 15 20

Solucion de | Colorante A 5 10 15 20

tefiido Colorante B 5 10 15 20

Agua ultra 90 180 270 360
pura

Solucién de Agua ultra 95 190 285 380
desarrollo pura

Desarrollo 5 10 15 20

Solucién de | Solucién de 5 10 15 20
paro paro
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