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RESUMEN

El cancer cervicouterino es un grave problema de salud en México y en el mundo,
la presencia del virus del papiloma humano (VPH) esta asociada en mas del 95%
de los casos y los tratamientos contra dicha enfermedad son insuficientes, por ello
se tiene la necesidad de contar con farmacos que sean cada vez mas especificos
y que ademas sean capaces de actuar en las etapas tempranas de este mal
(displasias). El extracto vegetal L3, propiedad de la empresa Oculus Innovative
Sciences, es un derivado de la lignina, componente principal de la pared celular de
diversas plantas superiores, que es sabido tienen una variedad de efectos
bioldgicos. Por ello, el objetivo de este trabajo fue la caracterizacion del efecto
biolégico del extracto L3 en un modelo de cancer cervicouterino, in vitro. El
extracto vegetal L3 mostr6 tener un efecto citotoxico en 4 lineas celulares
provenientes de cancer cervicouterino (HelLa, SiHa, Ca Ski, y C33a) en una forma
dependiente de dosis, con una ICsp promedio de 12.5% (v/v). El extracto L3 fue
capaz de arrestar el ciclo celular de células HeLa (G2/M) y este efecto esta
relacionado con una acumulacién de ciclina B1. La muerte celular que se present6
por la exposicion de las células al extracto L3 fue asociada con necrosis, ya que
no se presentd marcaje con Anexina-V, ni fragmentacion internucleosomal del
DNA; sin embargo, se observé un incremento en la liberacion de LDH al medio de
cultivo. Los resultados del andlisis por microscopia electrénica apoyaron la
propuesta de un proceso necrético ya que no se observé la condensacion de la
cromatina, ni la formacion de cuerpos apoptéticos, caracteristicas de dicho
proceso y, en cambio, si se observd un dafio importante en el citoplasma de las
células, siendo el reticulo endoplasmico y las mitocondrias dos de los organelos
mayormente afectados. El extracto vegetal L3 indujo cambios en la expresion
genética de mas de 500 genes de células HeLa y debido a su arresto en la fase
G2/M aumento la sensibilidad de las células a la radiacion ultravioleta. Gracias a
los resultados obtenidos en este trabajo es posible proponer al extracto vegetal L3
como un nuevo antineoplasico que pudiera ser utilizado en displasias cervicales,
siendo capaz de detener el crecimiento maligno a través del arresto y la muerte
celular.



INTRODUCCION
1. Cancer

El cancer se puede definir como una enfermedad originada por un conjunto de
células que no obedecen a los controles regulatorios de proliferacion,
diferenciacion y/o muerte celular, es decir, aquellas células que se reproducen sin
control de manera indiferenciada y que no responden a los mecanismos naturales
de muerte programada (apoptodsis), y por tanto son capaces de formar colonias de
células cancerigenas llamadas tumores. En el caso de los tumores malignos, las
células cancerigenas son capaces de atravesar la lamina basal del tejido donde se
encuentran y por ende invadir otros tejidos (cancer invasor, Figura 1), e inclusive
atravesar capilares sanguineos produciendo lo que se conoce como metastasis,
que es la implantacién de células cancerigenas en diferentes tejidos u érganos.

8 dyipiasis

Figura 1. Representacion de la diferenciacién celular encontrada en A) un epitelio normal, B)
una displasia, C) un carcinoma in situ y D) un cancer invasor.

Los mecanismos de transformacion de una célula normal a una célula tumoral
estan en su mayoria bien definidos y se pueden clasificar en tres motivos: 1)
mutaciones espontaneas o hereditarias en el material genético de la célula 2)
factores fisicos y/o quimicos que son capaces de generar mutaciones y 3) la
incapacidad de la célula para revertir el dafio o en su defecto programar su
muerte.

a. Epidemiologia del cancer

En el mundo se reportan alrededor de 10 millones de casos nuevos de cancer y 6
millones de pacientes fallecen por este padecimiento cada afo. Se tiene reportado
que actualmente el cancer es responsable de aproximadamente del 13 al 15% de
todas las muertes, superado Unicamente por las enfermedades infecciosas
(25.9%) y cardiovasculares (30%). Para el afio 2020 se calcula que el nimero de



muertes sera de 10 millones por afio y el 47% de éstas correspondera a paises
desarrollados, mientras que el 53% a paises en vias de desarrollo. ")

b. Cancer Cérvico Uterino (CaCU)

Este tipo de cancer tiene una repercusion muy alta en el poblacién mundial, ya
que al afio se reportan cerca de 500 mil casos nuevos y 230 mil mujeres mueren
anualmente, esto significa que, aproximadamente cada minuto surge un caso
nuevo de CaCU, mientras que cada dos minutos muere una mujer por este mal. A
diferencia de otros tipos de neoplasias, cerca del 80% de los casos corresponden
a paises en vias de desarrollo (Figura 2), ya que en estos no se cuenta con
programas de deteccion oportunos y otras veces se presentan barreras culturales
0 econdémicas que impiden la deteccion temprana de este cancer. Por ejemplo, en
los paises desarrollados el 40% de las mujeres se han sometido a un tamizaje
para determinar la presencia de neoplasias cervicouterinas, mientras que en los
paises en vias de desarrollo Unicamente el 5% de las mujeres la ha hecho. ™
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Figura 2. Rangos de incidencia y mortalidad anuales (por cada 100 000 mujeres)
del cancer cervicouterino.en el mundo. ?



En nuestro pais es la principal causa de muerte por cancer, ya que 1 de cada
1000 mujeres de 35 a 55 afios de edad padece CaCU y cada dos horas muere
una paciente por este mal. ¢4

c. Factores de riesgo CaCU

Es un hecho que esta patologia estd matizada por multiples factores, que a falta
de la posibilidad de comprobar su relacion causal con el desarrollo del cancer, si
han probado su asociacién significativa y su influencia determinante para que el
riesgo de padecer la enfermedad aumente cuando estos factores estan presentes.

Los factores de riesgo principalmente asociados al CaCU, ya sea en su estado
premaligno (displasias) o como neoplasia francamente invasora, son:

Edad entre los 25 — 64 afios.

Edad al primer coito antes de los 18 afios.

Ausencia de deteccion citoldgica (Ej, Papanicolau).

Cuadros frecuentes de infecciones de transmision sexual que involucren
principalmente al virus del papiloma humano (VPH) y al herpes virus tipo Il.
Paridad mayor a cinco partos.

Edad al primer embarazo menor a 15 afos.

Inflamacién cervical crénica resistente al tratamiento médico convencional.
Antecedentes de manipulacioén cervical (legrado uterino instrumentado o
cerclaje).

Estatus socioeconémico bajo.

e Tener mas de 5 o 6 parejas sexuales.

e Tabaquismo crénico.

Al analizar los factores de riesgo propuestos se puede observar que ademas de
existir los factores biologicos inherentes al sexo y a la edad, el resto de ellos estan
relacionados al comportamiento sexual y reproductivo de la mujer, el cual esta a
su vez asociado con su entorno socioeconémico y cultural.

Aungue muchos de los factores capaces de iniciar un CaCU son bien conocidos,
poco se ha estudiado de los factores no biolégicos que contribuyen a la progresion
de éste a los estadios en los que su curaciéon es imposible. Por el contrario, se
sabe que la edad, el estado del sistema inmune de cada mujer, la coexistencia de
otras patologias, la estirpe histologica de la neoplasia y principalmente la
presencia de tipos de VPH altamente oncogénicos son factores biolégicos que
pueden hacer progresar un CaCU hasta la muerte de la paciente.

En Noviembre de 1991, la Agencia Internacional de Investigaciéon en Cancer y la
Organizacion Mundial de la Salud concluyeron oficialmente, en base a los datos
epidemiolégicos y de laboratorio, y a la asociacién mostrada entre la infeccion por
VPH con la presencia de cancer cervicouterino, que la infeccién por el virus del



papiloma humano debe ser considerada como una causa del desarrollo del cancer
cervical. ® Por ello, es un hecho que la deteccién temprana y por ende el
tratamiento de las lesiones premalignas o displasias son la clave en la lucha
contra la progresion del cancer cervicouterino.

2. Virus del Papiloma Humano (VPH)

El VPH pertenece a la familia Papovaviridae, del cual han reconocido mas de 130
genomas diferentes, los cuales han sido divididos en cutaneos y los que infectan
la mucosa. Estos ultimos han sido subdivididos en VPH’s de alto riesgo y VPH’s
de bajo riesgo, dependiendo de la lesion con la cual han sido asociados. Los de
alto riesgo estan predominantemente asociados con céncer cervicouterino,
mientras que los de bajo riesgo se han detectado comunmente en verrugas
genitales. ©

a. Estructura

El VPH es un virus de DNA de doble cadena de 7900 pb en forma de un complejo
parecido a cromatina con histonas celulares. Las particulas virales son
proteinaceas, no encapsuladas con un diametro de 55-60 nm y una estructura
icosahédrica de 72 capsomeros. Las secuencias codificantes estan localizadas
solo en una de las hebra del DNA y los marcos de lectura se clasifican en
tempranos (E1 a E7, del ingles “Early genes”) 6 tardios (L1 y L2, de “Late genes”),
dependiendo de su expresion en el ciclo de vida del virus, y en la regiéon
reguladora no codificante (LCR, long control region é URR, upstream regulatory
region). La funcién de cada una de las proteinas codificadas por estos genes se
describe a continuacion: ¢ 7

E1 Actividad de helicasa de DNA, ATPasa. Juega un papel importante
en la replicacion y en el control de la replicacion.
E2 Regula la transcripcién y la replicacion viral, controla la expresién de

los genes tempranos, en compaiiia de E1 determinan la eficiencia de
la replicaciéon del DNA.

E3 La funcion de esta proteina es desconocida, solo se ha encontrado
en algunos tipos de VPH.
E4 Expresado como un gen tardio sobre todo en la diferenciaciéon del

epitelio, participa en la infeccion productiva, asociado con el
citoesqueleto de queratina de las células epiteliales en cultivo,
participa en la salida del virus.

E5 Actividad transformante en VPH-16 in vitro. Probablemente estimula
la proliferacion celular benigna in vivo, pero podria participar en la
iniciacién de la carcinogénesis.

E6 Participa en el proceso de transformacion junto con E7. Tiene
propiedades de activacion transcripcional. La proteina E6 de los
VPH’s de alto riesgo inactiva p53 por induccién de su degradacion.



Junto con E7 provee de un ambiente celular idéneo para la
replicacion viral. (Figura 3)

E7 Propiedades transactivantes similares al adenovirus del promotor E2,
induce la sintesis de DNA en células quiescentes. E7 se une a la
forma hipofosforilada de la proteina Retinoblastoma (pRb) dando
como resultado una inactivacion funcional permitiendo la proliferacion
celular hacia la fase S del ciclo celular. (Figura 3)

E8 Funcién desconocida, solo esta presente en algunos tipos de VPH.
L1 Proteinas de la capside mayor.
132 Proteinas de la capside menor.
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Figura 3. Mecanismo de acci6n de las proteinas E6 y E7 de los VPH de alto riesgo
asociado a la promocién de la proliferacion celular.

b. Ciclo de Vida del VPH

El VPH logra entrar a las células a través de su unién con ligandos de la superficie
celular. El receptor especifico atin no ha sido identificado, sin embargo, se sugiere
que la familia de uag-integrinas pudiera estar involucrada.

El ciclo de vida del VPH esta ligado a la diferenciacion de los queratinocitos y
presenta, tanto un ciclo no productivo, como uno productivo. La etapa no
productiva involucra el establecimiento del genoma viral en forma de plasmido
nuclear, con un bajo nimero de copias de DNA. Esto sucede en la proliferaciéon de
la capa basal del epitelio donde, una vez que ha infectado, el VPH replica su DNA
al mismo tiempo que las células para establecer un estado estacionario de la



expresion de su genoma. Debido a que las células infectadas continian con su
ciclo de vida normal, un subconjunto de células hijas dejan la membrana basal
para estratificarse y diferenciarse. Esto conduce a la etapa productiva del VPH, la
cual ocurre en la capa terminal del epitelio ya diferenciada; durante ésta etapa el
VPH amplifica su genoma a un gran numero de copias y expresa sus genes
tardios, dando lugar a la produccién de su progenie viral.

c. Transformacion Celular

Cuando los tipos de VPH estan asociados a lesiones benignas de la piel, el
genoma viral se replica de forma extracromosomal, es decir, como episomas
independientes del DNA de la célula huésped. En contraste, en la mayoria de las
lesiones malignas, el DNA viral se encuentra insertado en los cromosomas de la
célula huésped. Cuando esta integracion ocurre, un rompimiento en el genoma
viral obliga a la perdida de la regién que codifica para las proteinas E1/E2 y como
consecuencia se produce una desregulacion de las proteinas E6/E7, induciendo
asi, la transformacién celular, en la cual, de acuerdo al ya mencionado mecanismo
de accion de las proteinas E6 y E7 del VPH, la célula es capaz de escapar de los
controles que regulan su crecimiento celular, su proliferacién y la adecuada
replicacion de su genoma. ©

d. Teoria de la carcinogénesis inducida por VPH

El conocimiento que se tiene actualmente sobre la transformacion celular
generada por la infeccién por VPH no es suficiente para explicar como una célula
fenotipicamente tumoral es capaz de llegar, inevitablemente, hasta un carcinoma
cervical, ya que se ha visto la frecuente regresién espontanea de la infeccién por
VPH y un gran retraso entre la infeccion persistente y la aparicion de la
malignidad. Por ello, se ha tratado de proponer la presencia de cofactores innatos
a la célula infectada por VPH que hagan progresar irreversiblemente a la célula
huésped hasta un carcinoma, sin embargo no se sabe ni como ni cuando actuan
estos factores o cofactores. Algunos autores han propuesto una teoria para la
carcinogénesis inducida por VPH, en ella se propone que la asociacién de E7 con
pRb provoca que ésta se disocie de su unién con la histona desacetilasa 1
(HDAC1) y como consecuencia la aberrante sobreexpresion de la proteina Notch-
1, la cual induce al carcinoma escamoso del cervix.

HDAC1 es una proteina que en uniéon a pRb mantiene la estabilidad entre el DNA
y el nucleosoma fungiendo como barrera para la expresion de genes relacionados
con la proliferacién celular; al desestabilizarse esta unién, la sobreexpresiéon del
gen Notch-1 es inevitable, dando lugar a una proteina transmembranal cuya
funcion es determinar la progresion de células inmaduras a estados mas
diferenciados. Los niveles de la proteina Notch-1 en células cervicales estan
altamente relacionados con la evolucion de las displasias (NIC 1 a NIC i) y en el
cancer invasor su presencia es mucho mayor. %



3. Displasias
a. Clasificacion de las lesiones preinvasoras del CaCU

La deteccién del CaCU se realiza principalmente a través de la citologia cervical,
la cual consiste en un analisis histolégico de las caracteristicas de las células del
epitelio del cervix y del canal endocervical, utilizando una técnica de tincién
conocida como técnica de Papanicolaou. Este método permite realizar un
diagnéstico citolégico, el cual puede ser desde la ausencia de lesion hasta el
cancer invasor de acuerdo a la siguiente clasificacion:

e Clase I: Negativo a anormalidades celulares.

e Clase ll: Negativo a cambios celulares sugestivos de neoplasia, con
cambios sugestivos de inflamacion inespecifica.

e Clase lll: Sospechoso por la presencia de cambios celulares atipicos no
concluyentes de neoplasia.

o Clase IV: Altamente sospechoso de carcinoma cervical.

e Clase V: Carcinoma invasor del cervix.

Sin embargo, esta clasificacion es muy antigua y no detalla las lesiones
preinvasoras (displasias) ni el cancer in situ, por lo que fue necesario la realizacién
de otras clasificaciones. (Tabla 1)

La clasificacion de Reagan utiliza el término “displasia” para referirse a las
lesiones histolégicas que constituyen la etapa preinvasora del CaCU. El término
displasia significa maduracién anormal de las células y este tipo de dafio incluye
cuatro caracteristicas principales:

1. Inmadurez celular
2. Desorganizacién celular
3. Anormalidades del nucleo de la célula.
4. Aumento de la actividad mitotica de las células (division celular).
Clase Clase Clase Clli‘/s'e Clsse
FRERSES Neg:ativo Inﬂanilatorio Sospgtlzhoso Altamente Canar
Sospechoso | Invasor
’ : Displasia
. . Displasia
Reagan Normal Displasia Leve severay
Moderada cancer in situ
Richart Normal Coilocitosis [ NIC | NIC Il NIC IlI
Lesiones Lesiones
Bethesda Normal intraepiteliales de intraepiteliales de
bajo grado alto grado

Tabla 1. Clasificacion de las lesiones preinvasoras.

La clasificacion de Richart utiliza el término “neoplasia intraepitelial cervical” (NIC)
para resumir el concepto de dafio epitelial de las mismas lesiones preinvasoras del




cervix. Estas lesiones se caracterizan por cambios morfolégicos celulares que
incluyen nucleos hipercromaticos, aumento de la relacion entre el tamafo del
nucleo y el citoplasma y mayor indice mitético. Este tipo de lesiones se encuentran
Unicamente en el epitelio escamoso, es decir, que no llegan a la membrana basal.
Por ello, la gravedad de la displasia se determina por la localizacién o profundidad
a la que se encuentran este tipo de células desdiferenciadas: ("

e NIC | (Displasia Leve): cambios epiteliales limitados y confinados a un tercio
del grosor del epitelio cervical.

e NIC Il (Displasia moderada): cambios epiteliales mas intensos, sin
evidencia de malignidad que involucran a la mitad del espesor del epitelio.

e NIC Il (Displasia severa): cambios epiteliales que exhiben todas las
variedades de dafio celular, sin evidencia de malignidad y ocupan la
totalidad del grosor epitelial.

e Cancer in situ: estd definido como el grado maximo de lesion celular
intraepitelial, e incluye a todos los dafios celulares con caracteristicas de
malignidad, pero todavia se encuentra confinado al epitelio y no ha
penetrado el estroma cervical que se encuentra por debajo de la membrana
basal, y por tanto no esta en contacto con vasos sanguineos o linfaticos.

Existen casos en los que se presenta de forma aislada dafio celular inflamatorio
severo con la presencia de células denominadas “coilocitos” que sugieren la
presencia intracelular del VPH en el epitelio cervical. El genoma del VPH tipos 16,
18, 45, y 31 se ha encontrado integrado a las células de los tejidos intraepiteliales
con lesiones de alto grado y cancer invasor en mas del 95% de los casos y se ha
visto que la infeccion por VPH puede coexistir con cualquiera de los tres grados de
gravedad de la displasia y con el cancer in situ.

Por ultimo, el sistema de clasificacién desarrollado por los especialistas del
Hospital de Bethesda en Maryland, EUA, utiliza los términos “Lesiones
intraepiteliales de bajo grado” y “Lesiones intraepiteliales de alto grado” para
clasificar a las lesiones precursoras del CaCU, su fundamento radica en que, si
bien todas las lesiones preinvasoras del cervix tienen la capacidad de convertirse
en lesiones malignas e invasoras que causan la muerte, la infeccién por VPH y la
displasia leve se consideran lesiones de bajo grado de severidad con menos
posibilidades de evolucionar a una lesién invasora, mientras que la displasia
moderada y la grave se consideran lesiones de alto grado de severidad y con
mayores posibilidades de evolucionar a lesiones francamente invasoras.

b. Evolucion de las lesiones preinvasoras del CaCU
Una vez que se han iniciado los cambios patolégicos celulares y tisulares del

cervix, éstos evolucionan paulatinamente, pasando por todos los grados de
severidad de la displasia hasta convertirse en neoplasia invasora. (Figura 4)



invasive carcinoma

Dysplasia {CIN 1,2} Dysplasia (CIN 3)

Figura 4. Evolucién de las displasias hasta cancer invasor. Tincion Hematoxilina-Eosina.

Este proceso evolutivo de las lesiones cervicales preinvasoras a cancer invasor
toma un tiempo de entre 2 y 10 afios. (Tabla 2) ("

2 anos 5 anos 10 anos
NICI-NICII 11.1% 20.4% 28.8%
NICI-NIC Il 2.1% 5.5% 9.9%
NIC Il — NIC Il 16.3% 25.1% 32.0%

Tabla 2. Evolucién de las displasias a los 2, 5 y 10 afios de haber sido detectadas.

A medida que se aumenta la gravedad de la displasia, disminuye la capacidad del
epitelio de autorrestaurarse y regresar a la normalidad, es por ello que se ha
notado que el 44% de las displasias leves sanan espontaneamente, mientras que
para las displasias moderadas solo el 33% muestra regresion espontanea vy,
Unicamente el 5% de las displasias severas muestran cambios hacia la
benignidad. (')

En la medida que sea posible interferir o inclusive impedir la evolucion de las
displasias, se obtendra un profundo efecto benéfico en el tratamiento del CaCU,
por lo que hay muchos grupos trabajando en ello.

c. Tratamiento de displasias

El procedimiento y los tipos de tratamiento para el cancer cervical son
determinados por varios factores complejos, incluyendo el tamafio, la etapa, o las
caracteristicas histolégicas del tumor, asi como la preferencia de las pacientes con
respecto a la cirugia o a la quimio/radioterapia. En general, una vez que se ha



detectado una progresion moderada de células malignas defectuosas en lesiones
intraepiteliales no invasoras, la crioterapia es el tratamiento de eleccion, ya que
estas pacientes generalmente conservan su fertilidad.

La crioterapia usualmente se lleva a cabo con una sonda a temperaturas
extremadamente bajas, la cual es capaz de inducir necrosis alrededor del tejido
anormal, en otros casos se puede utilizar también un rayo laser de diéxido de
carbono ya que con éste se logra que el tejido se recupere mas rapido y con
menos distorsion; sin embargo, este procedimiento es mas caro.

Al paso del tiempo se han buscado otros tipos de tratamientos como son los
agentes antivirales o los inmunomoduladores; por ejemplo, el cidofovir es un
derivado aciclico de un nucleésido fosfonato y se ha visto que tiene actividad
contra los virus de DNA pues es capaz de inhibir la proliferacién anormal de la
célula. "? Otros compuestos que se han probado para el tratamiento de pacientes
con cancer cervicouterino son la podofilina, un agente citotéxico que arresta a las
células durante la metafase y el vidarabin, que es un inhibidor de la DNA
polimerasa. 3) Por ultimo, recientemente se esta considerando el posible uso de
algunas citocinas en el tratamiento de las displasias, ya que el IFN -a, el IFN -, y
el IFN -y, han mostrado ser capaces de suprimir la transcripcién de las proteinas
E6 y E7 del VPH. ¥

Sin embargo, muy a pesar de los esfuerzos, ninguno de los procedimientos antes
mencionados ha sido realmente eficiente ni para el tratamiento, ni la prevencion
del desarrollo de las displasias ni para el control del VPH. Simplemente no existe
un método de control efectivo para la infeccion por VPH y, como consecuencia, las
recurrencias de las displasias después de tratamiento oscilan entre el 15y 25% en
nuestro pais. Por ello es determinante el encontrar nuevos compuestos cuyos
blancos terapéuticos sean mas especificos y, por ende, mas eficientes en el
tratamiento de las displasias del cervix.

4. Vacunas contra el VPH

Actualmente se estan desarrollando dos tipos de vacunas contra el virus del
papiloma humano: 1) las vacunas profilacticas cuyo fin es la prevencion de la
infeccion y las enfermedades asociadas y 2) las vacunas terapéuticas, donde lo
que se busca es inducir la regresion de las displasias o la remision de un CaCU
avanzado. Para lograr una vacuna contra el VPH se utilizan principalmente
particulas parecidas a virus (VLP, virus-like particles), las cuales contienen las
regiones inmunogénicas correspondientes a las proteinas de la caspide (L1yL2)y
carecen del DNA viral, estds se producen en diversas especies para luego ser
purificadas y poder utilizarlas para inducir la formacién de anticuerpos
neutralizantes. Debido a la alta especificidad antigénica de la caspide de cada uno
de los diferentes VPH's, no ha sido posible obtener anticuerpos que den algun tipo
de reaccién cruzada con otro VPH, por lo que en la fabricaciéon de este tipo de
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vacunas, el inmunégeno que se utilice determinara la proteccion contra ese VPH.
El mayor éxito lo han obtenido las compafias Merck y GlaxoSmithKline, ya que
ambas han producido una vacuna del tipo profilactico con muy buenos resultados

(5 En la tabla 3 se comparan las dos vacunas.

Vacuna Merck(*) GlaxoSmithKline (*)
Tioo Monovalente Bivalente
P (contra VPH 16) (contra VPH 16 y 18)
Concentracién 80 pg/mL VPH 16 ADipaimL VI 18

40 pg/mL VPH 18

Dosis y via de administracion

0.5 mL, intramuscular

0.5 mL, intramuscular

Esquema de Inmunizacién 0, 2y 6 meses 0,1y 6 meses
Eficacia en la prevencion de 0
la infeccion abie 2%
Eficacia en la prevencion de hio seanalizs 93%
anormalidades citolégicas . °
Eficacia en la prevencion de 5 o
lesiones preinvasoras 100% 100%
Reacciones adversas de No No

seriedad

Poblacién analizada y edad

768 mujeres de
16-23 afos

560 mujeres de
15-25 anos

Tabla 3. Comparacion entre las dos vacunas mas desarrolladas para prevenir la infeccion por VPH.

El problema con la creacién y aplicacién de vacunas contra el VPH es que
actualmente, solo estan dirigidas contra 2 de los tipos de VPH, que si bien es
cierto son los mas abundantes (VPH 16 y 18), no se esta tomando en cuenta el
resto de los tipos de VPH de alto riesgo (VPH 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59
y 68), dejando expuesta a la poblacién a la infeccién por estos agentes.

Por otro lado, también es muy importante considerar a la extensa poblacién que
actualmente se encuentra infectada (por cualquier tipo de VPH) y que a la fecha
no tiene ningln sistema eficiente de tratamiento, es por ello que la creacién de
vacunas contra el VPH ayudaradn mucho, pero no son la solucién para este grave
problema.

5. Lignina

a. Generalidades

La lignina proviene del latin “lignum” que significa lefio y es, después de la
celulosa, el principal componente de la madera. Se encuentra intimamente
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asociada a la celulosa en el tejido lefioso y es probable que esté combinada
quimicamente con ella, asi como con carbohidratos u otros componentes.

La Jignina es un polimero compuesto por unidades de fenilpropanoides derivadas
de 3 alcoholes cinnamicos principales (monolignoles): el alcohol p-cumarilico, el
alcohol coniferilico y el alcohol sinapilico (Figura 5).

OH OH OH
OCH, H,CO OCH,,
OH oH OH
pcoumnaryl alcohol  coniferyl alcohot sinapyl alcohol

Figura 5. Principales monolignoles encontrados en la
lignina de las plantas.

La principal funcién de la lignina en las plantas es reforzar la pared celular, facilitar
el transporte de agua e impedir la degradacion de los polisacaridos de esta
estructura, actuando asi como la principal linea de defensa contra patégenos,
insectos y otros herbivoros. (¢

En otros estudios se ha visto que los polifenoles como la lignina, poseen una
estructura quimica ideal para la proteccion contra radicales libres y se ha notado
que son antioxidantes mas efectivos, inclusive, que los tocoferoles y el ascorbato.
Las propiedades antioxidantes de los polifenoles radican en su alta reactividad
como donadores de hidrégeno o de electrones y de su habilidad para estabilizar y
deslocalizar los electrones desapareados (rompiendo la cadena de reaccién de los
radicales libres). Por otro lado, también se ha demostrado que los flavonoides son
capaces de alterar la cinética de peroxidacion por modificacion del orden de
empagquetamiento lipidico y disminuyendo la fluidez de las membranas. '

b. Derivados de lignina.

Existen muchos tipos de ligninas, con propiedades y composiciones variables
segin el origen de la lignina y el tratamiento al que se la ha sometido.
Actualmente, se utiliza solo una pequefia parte de los millones de toneladas de
lignina que se extraen cada afio de los desperdicios de la madera. Los liquidos
residuales de la industria de la pulpa de madera son la fuente principal de la
pequeiia porcidon de ligninas que se estan usando. De esta fuente se obtienen
ligninas, lignato de sodio y sulfonatos de lignina en forma de liquidos pardos o
polvos de pureza muy variable.
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Desde hace mas de 20 afios se han estudiado los efectos biolégicos de diferentes
derivados de lignina y se ha visto que la adiciéon de acetil-lignina o sulfonil-lignina
al medio de cultivo inhibe el crecimiento de fibroblastos (obtenidos a partir de
embriones de pollo) y de hepatocitos de rata (cultivo primario) de una forma
dependiente de dosis, notandose las diferencias en la sensibilidad celular, ya que
el efecto inhibitorio sobre los hepatocitos fue mucho menor en comparacioén con el
de los fibroblastos. ('® En otros estudios se encontré que el lignosulfonato, inhibe
completamente el efecto citopatico inducido por la infeccién del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), asi como también la expresién antigeno
especifica del virus y, en un sistema libre de células, inhibe también la actividad de
transcriptasa reversa. (

Otra propiedad que se le ha demostrado a los derivados de la lignina es la de
reducir los efectos genotéxicos inducidos por diversos agentes carcinogénicos en
células de mamifero cultivadas in vitro. 9

Dentro de la gran variedad de derivados que se pueden obtener a partir de la
lignina, los complejos lignina-carbohidratos (CLC) han sido también ampliamente
estudiados con fines terapéuticos; sin embargo, debido a la complejidad molecular
de estos derivados ha sido muy dificil poder asignar las actividades biolégicas
encontradas a estructuras especificas presentes en los CLC. Es por ello que se
han realizado tratamientos con distintos compuestos para obtener componentes
menos complejos. Por ejemplo, el tratamiento de los CLC con &cido elimina los
azucares, y el tratamiento con NaClO; elimina los polimeros de fenilpropanoides, o
bien éstos pueden ser deshidrogenados. " De esta forma se ha podido
demostrar que la combinacién de azucar con los polimeros de fenilpropanoides no
reducidos son los responsables de la actividad antimicrobiana, antiparasitaria y
antitumoral que se les ha demostrado a algunos de los derivados de lignina, y se
han propuesto dos principales mecanismos de accioén para esta mezcla particular:
1) a través de la acumulacion de macrofagos que inducen la produccion de
oxigeno activo, el cual es altamente tdxico para las células tumorales y para las
bacterias *? y 2) a través de la produccion endégena de citocinas, como el TNF-q,
el cual se ha visto que, en presencia de CLC, disminuye durante el envejecimiento
de ratones y se incrementa con la implementacién de tumores. *® Ademas, se ha
observado que los CLC tienen una actividad citotéxica mayor contra lineas
celulares tumorales, que contra fibroblastos, sugiriendo cierta citotoxicidad tumor-
especifica. ¥

También se ha encontrado que este tipo de derivados tienen actividad
antimutagénica y se propone que ésta sea debida a la inhibicion del citocromo
p450 ®) ya que como es sabido esta enzima es responsable de la bioactivacion
de promutagenos. Actualmente no se han identificado ni los factores
transcripcionales, ni los citocromos p450 de la familia CYP cuya expresion es
modificada por la lignina, por lo que no sabemos si la disminucién de la actividad
enzimatica es selectiva o completamente al azar.
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La actividad antiviral de los CLC también se ha descrito, y se ha propuesto que el
efecto anti-VIH pudiera deberse a la inhibicion de la adsorcién del virus sobre la
superficie celular ®® ¢ a la inhibicion de la transcriptasa reversa. #”) También se
ha propuesto que la actividad anti-influenza en los CLC in vitro, se deba a la
inhibicién de la RNA polimerasa del virus ®® 6 a la inactivacién del virus por su
unién directa con los derivados de lignina. ®® En este caso se demostré que la
parte polifendlica es la responsable de la actividad y no la porcién de los
carbohidratos. ®? En otros estudios se demostré que los CLC inhiben también
rotavirus y enterovirus debido a la interferencia con la adsorcién viral, méas que con
la inhibicidn de su replicacion después de adsorbidos. "

Todos los estudios antes mencionados muestran claramente que los derivados de
lignina acttan diferente dependiendo de su composicién y que la sensibilidad de
las diversas lineas celulares a la presencia de estos compuestos también es
diferente, dejando abierto todo un campo de estudio para los derivados de la
lignina.

6. L3: un agente de quimioprevencion efectiva en displasias
Caracteristicas del Extracto L3

El extracto L3 es un desarrollo de la empresa Oculus Innovative Sciences.
(Petaluma, California, E.U.A.) y se encuentra en proceso de patente. Es por esto,
que la informacion acerca de la especie vegetal de la cual se obtuvo, asi como su
composicion, no es de nuestro conocimiento y la informacién que se puede
difundir al respecto es muy limitada.

La unica informacion disponible del extracto vegetal L3 es que es un derivado de
la lignina, que al final de la extraccién y procesamiento del mismo es liofilizado.
Este se disuelve en solucién salina isotdnica de tal forma que se obtiene una
solucion al 25% (p/v), después es esterilizado y envasado en viales color ambar
de 1.5 mL.

Es un compuesto altamente polar, con un pH acido, no contiene restos proteicos y
presenta un punto de fusién superior a los 180 °C . Tiene una gran afinidad por
proteinas y iones, sugiriendo una alta reactividad. En estudios de permeabilidad
con membranas porcinas en celdas de Frank mostraron una absorcién de solo
6%.

Estudios previos demostraron que este extracto vegetal, a bajas dosis, detiene el
desarrollo de embriones murinos en un estadio de 4 a 8 células (mérula) sin
inducir su muerte; sin embargo, si se incrementa la dosis y el tiempo de exposicion
a este compuesto, si se induce la muerte de los embriones. 2
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JUSTIFICACION

Debido a las caracteristicas fisicoquimicas del extracto vegetal L3, éste solo
pueden ser aplicado a nivel tépico, esta condicion aunada a la incidencia tan alta
de céncer cervicouterino en nuestro pais, crean la necesidad de determinar si el
extracto vegetal L3 presenta algin efecto biolégico favorable “in vitro” en lineas
celulares provenientes de cancer cervicouterino, con la finalidad de utilizar, en un
futuro no muy lejano, dicho extracto vegetal en el tratamiento de displasias
cervicales, ya que desafortunadamente, todavia no existe un tratamiento no
invasivo eficaz para este problema.

Actualmente, existe la necesidad de tener en el mercado mas compuestos con
actividad biolégica que pudieran erradicar el problema del cancer cervicouterino, o
por lo menos, que sirvieran como terapia adyuvante, para lograr la inhibicién del
desarrollo maligno, desde las etapas iniciales o displasias, hasta el cancer invasor,
logrando asi disminuir considerablemente la incidencia de este tipo de cancer.
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HIPOTESIS
Si el extracto vegetal L3 presenta un efecto antineoplasico “in vitro” en diversas

lineas celulares de cancer de cérvix, entonces es posible caracterizar su efecto
biolégico para utilizarlo en el tratamiento de displasias cervicales.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el efecto antineoplasico del extracto vegetal L3 en un modelo
de cancer cervicouterino “in vitro”.

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar el efecto citotoxico del extracto vegetal L3 en 5 lineas celulares
diferentes (células Hela, SiHa, Ca Ski, C33A y células fibroblasticas
obtenidas de prepucio humano), a través de su capacidad mitocondrial para
convertir sales de tetrazolio en formazan.

Evaluar el efecto del extracto vegetal L3 en el ciclo celular de células HelLa
y de células fibroblasticas obtenidas de prepucio humano, utilizando la
incorporacion del yoduro de propidio al DNA y citometria de flujo

Determinar si el efecto en el ciclo celular de células HeLa esta asociado con
ciclinas a través de inmunohistoquimica y microscopia confocal.

Determinar si la muerte celular, en caso de presentarse, se lleva a cabo a
través de un proceso apoptético, evaluando los marcadores clasicos como
son el intercambio de fosfolipidos de la membrana plasmatica y la
fragmentacion del DNA, 6 si estd asociado a un proceso necrotico
evaluando la permeabilidad de la membrana plasmatica a través de la
liberacién de la enzima LDH al medio de cultivo.

Determinar si en células Hela tratadas con L3 existen cambios
ultraestructurales, mismos que pudieran ser relacionados con el tipo de
muerte celular que se encuentre, utilizando microscopia electrénica.

Determinar si el tratamiento de células HeLa con L3 induce cambios en la
expresion genética, a través del andlisis de un microarreglo de DNA.

Evaluar el potencial del extracto vegetal L3 como terapia adyuvante a
través de la radiosensibilizacién de células HelLa.
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MATERIAL
1. Lineas Celulares

Células Hela. Linea celular humana proveniente de un adenocarcinoma. Poseen
un cromosoma telocéntrico pequefio en el 98% de las células. Presentan 100% de
aneuploidia. Se tienen reportados 4 cromosomas como marcadores tipicos (M1-
M4). Una copia del M1, una copia del M2, de 4-5 copias del M3, y dos copias del
M4. M1 es un brazo largo y un centrbmero cambiados del cromosoma 1 y del
brazo largo del cromosoma 3. El M2 es una combinacién del brazo corto del
cromosoma 3 y del brazo largo del cromosoma 5. M3 es un isocromosoma del
brazo corto del cromosoma 5. M4 consiste en el brazo largo del cromosoma 11 y
un brazo del cromosoma 19. HelLa contiene secuencias del virus de papiloma
humano 18 (VPH-18). La expresion de p53 es baja, y se han reportado niveles
normales de pRb. ¥

Células SiHa. Linea celular humana proveniente de un carcinoma de células
escamosas. Se ha reportado que un 24% de estas células son hipertriploides, con
un numero de cromosomas entre los 69 y los 72. También contiene entre un 7.6%
de células poliploides. Se ha reportado que esta linea contiene integrado de 1 a 2
copias por célula del virus de papiloma humano 16 (VPH-16). Los niveles de p53 y
pRb estan reportados como normales. ©*

Células Ca Ski. Linea celular humana proveniente de un carcinoma epidermoide
de cervix derivado de una metastasis de intestino delgado. Las células contienen
secuencias integradas del virus del papiloma humano 16 (VPH-16) y 18 (VPH-18).
Se han reportado alrededor de 600 copias de VPH-16 por cada célula. 63

Células C33-A. Linea celular humana proveniente de un carcinoma de cervix, se
reportd inicialmente que exhibia un cariotipo hipodiploide y en ocasiones
pseudodipliode, con una morfologia epitelial. Las células son negativas para VPH.
Se ha descrito que la proteina pRb esta presente pero de tamafio anormal y que la
expresion de p53 se encuentra elevada. ©¥

Fibroblastos Humanos. Linea celular obtenida a partir de un cultivo primario de
fibroblastos provenientes de prepucio humano. Las células utilizadas fueron 100%
diploides.

2. Medios de cultivo.

Para el cultivo de las células HelLa, SiHa y C33A se utilizd medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al
10%, penicilina G (100 U/mL) / estreptomicina (100 pg/mL), aminodcidos no
esenciales (1X), L-glutamina (2 mM) y Earle's BSS ajustado para contener 1.5 g/L
de NagHCO:-;.
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Para el cultivo de células CaSki se utilizd medio RPMI-1640 suplementado con
SFB al 10%, penicilina G (100 U/mL) / estreptomicina (100 pg/mL), aminoacidos
no esenciales (1X), L-glutamina (2 mM) y piruvato de sodio (1 mM), ajustado para
contener bicarbonato de sodio a 1.5 g/L, glucosa a 4.5 g/L y HEPES a 10 mM.

Para obtener la linea de fibroblastos humanos se establecié un cultivo primario de
prepucio humano, el cual fue extraido, desinfectado y mantenido DMEM
suplementado con 10% de SFB, penicilina G (100 U/mL) / estreptomicina (100
pg/mL) / amfotericina (0.25 ug/mL), aminoacidos no esenciales (1X), piruvato de
sodio (1 mM) y Earle's BSS ajustado para contener 1.5 g/L de Na;HCOs.
Posteriormente, el tejido fue disgregado con navaja de bisturi en condiciones
estériles e incubado durante 2 h con colagenasa al 0.3%. Pro ultimo, se filtré6 por
malla y se cultivé en caja T75 a 37° C, CO, al 5% y humedad relativa del 100%.

METODOLOGIA
1. Citotoxicidad

Cultivo de Células: Se cultivaron las lineas celulares HelLa, SiHa, CaSki, C33A y
fibroblastos humanos (5x10%, 2x10%, 3x10°, 6x10° y 5x10°® células / pozo,
respectivamente), cada una en placa de 96 pozos por sextoduplicados con la
siguiente distribucion:

Control Negativo.
Control Positivo.
Control del vehiculo.
L3 al 1.25%.

L3 al 6.25%.

L3 al 12.5%.

L3 al 18.75%.

L3 al 25%.

Se incubaron durante 24 h y bajo condiciones de cultivo (37 °C, CO; al 5% y
humedad relativa del 100%).

Exposicién de L3: Cada una de las placas con los cultivos de células se lavaron
con 50 pL de PBS. Posteriormente, las placas se expusieron con 30 pL de las
diluciones de L3 antes descritas durante 5 min. Como control negativo se utilizé
medio de cultivo, como control positivo células tratadas con etopésido 25 pM y
como control del vehiculo solucién salina isotonica (SSI). Por ultimo, se retird el
excedente de cada una de las soluciones, excepto etopésido, y se adicionaron 200
pL del medio de cultivo correspondiente, incubandose durante 72 h bajo
condiciones de cultivo. Se corrieron triplicados para cada uno de los blancos de
reactivo.
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Evaluacién de Ia citotoxicidad: Al término de la incubacién de 72 h se adicionaron
40 pL de la mezcla de reactivo MTS-1 / PMS, provistas en el “kit” Cell Titer 96®
Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega), a cada pozo y se
incubaron durante 4 h bajo condiciones de cultivo. Finalizado el tiempo de
incubacion se determiné la absorbencia de las placas en el espectrofotémetro a
una longitud de onda de 490 nm. Este método colorimétrico evalta el metabolismo
celular a través de la capacidad de las deshidrogenasas mitocondriales para
reducir la sal de tetrazolio MTS en formazan, el cual absorbe a 490 nm de longitud
de onda.

2. Ciclo celular

Cultivo de Células: Se cultivaron 2x10° células HelLa y 5x10° fibroblastos humanos
en cajas T25 por triplicados para cada una de las siguientes variables:

Control Negativo.
Control Positivo.
Control del vehiculo.
L3 al 1.25%.

L3 al 6.25%.

L3 al 12.5%.

L3 al 18.75%.

L3 al 25%.

Se incubaron durante 24 h y bajo condiciones de cultivo (37 °C, CO, al 5% y 100%
de humedad relativa).

Exposicién de L3: Las cajas con el cultivo de células se lavaron con 1 mL de PBS.
Posteriormente, las cajas se incubaron con 3 mL de las diluciones de L3 antes
descritas durante 5 min. Como control negativo se utiliz6 medio de cultivo, como
control positivo células tratadas con etopésido 25 UM y como control del vehiculo
solucion salina isoténica (SSI). Por ultimo, se retiré el excedente de cada una de
las soluciones, excepto etopésido, y se adicionaron 4 mL de medio de cultivo,
incubandose durante 72 h bajo condiciones de cultivo.

Evaluacién del ciclo celular. Al término de la incubacién se recolectaron los
sobrenadantes de cada una de las cajas de cultivo por separado y se cosecharon
las células que quedaron adheridas a las cajas con 1 mL de tripsina al 0.25%. Se
junté cada sobrenadante con su respectivo botdn celular y se lavaron las células
con 1 mL de PBS y después con 1 mL de la solucién amortiguadora del “kit” Cycle
Test™ Plus DNA Reagent (Becton Dickinson). Posteriormente, se decanto la
solucién amortiguadora y se les adicionaron 250 pL de soluciéon “A” (tripsina) con
incubacion de 10 min a temperatura ambiente (TA); después, se les adicion6é 200
pL de solucion “B” (inhibidor de tripsina y RNAasa), también durante 10 min a TA.
Por ultimo, se les adiciond 200 pL de la solucién “C” (loduro de Propidio) con una
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incubacion de 10 min en frio (4-8 °C) para con ello lograr evaluar las fases del
ciclo celular de los nucleos tefidos por citometria de flujo.

3. Inmunohistoquimica de Ciclina B1

Cultivo de Células: Se cultivaron 3x10* células HelLa en laminillas de vidrio para
cultivo celular con las siguientes variables:

e Control del vehiculo.
e L3al12.5%.

Se incubaron durante 24 h y bajo condiciones de cultivo (37 °C, CO, al 5% y
humedad relativa del 100%).

Exposicién de L3: Las laminillas con el cultivo de células se lavaron con 200 pL de
PBS. Posteriormente, se expusieron con 500 pL de las diluciones antes descritas
durante 5 min. Como control del vehiculo se utilizd solucién salina isoténica (SSI).
Por ultimo, se retiré el excedente de cada una de las soluciones y se adicion6 1
mL de medio de cultivo, incubandose durante 72 h bajo condiciones de cultivo.

Inmunohistoquimica contra Ciclina B1: AL término de la incubacion las células se
lavaron 2 veces con PBS, se fijaron con acetona fria, después se lavaron con una
solucién amortiguadora de fosfatos 0.12 M a pH 7.2 con 0.1 % de Triton 100. Se
incubaron con suero bovino por 1 h (dilucién 1:150) antes de adicionar el
anticuerpo primario a-CycB1 (SantaCruz) diluido 1:200, el cual se incubé durante
2 h. Se lavaron 2 veces y se incubaron con un anticuerpo secundario anti-ratén
marcado con isotiocianato de fluoresceina (1:200) durante 1.5 h. Al término de la
incubacién se lavaron con la solucién . de lavado pero sin triton y. se incubaron con
ioduro de propidio durante 1 min. Por Ultimo, se lavaron con agua, se montaron
con medio vectashiel como vector, se sellaron con barniz y se observaron al
microscopio confocal. Todas las fotografias fueron tomadas con el mismo aumento
(40 X).

4. Determinacion del tipo de muerte celular.

a. Anexina V-FITC/IP

Cultivo de Células: Se cultivaron 1.5x10° células Hela en cajas T25 por
sextoduplicados como se indica a continuacion:

e Control del vehiculo.

e Control Positivo.
e Cultivo de células HelLa con L3 al 12.5%.
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Se incubaron durante 24 h y bajo condiciones de cultivo (37 °C, CO, al 5% vy
humedad relativa del 100%).

Exposicién de L3: Cada una de las cajas con los cultivos de células se lavaron con
3 mL de PBS. Posteriormente, se expusieron con 1 mL de L3 al 12.5% durante 5
min. Como control positivo se utilizé etopdsido 25 pM y como control del vehiculo
solucién salina isoténica (SSI). Por ultimo, se retiré cada una de las soluciones,
excepto el etopésido, y se adicionaron 4 mL de medio de cultivo incubandose
durante 72 h bajo condiciones de cultivo.

Marcaje con Anexina y Yoduro de Propidio (IP): Transcurrido el tiempo de
incubacion de 72 h, las células se lavaron con 2 mL PBS, y se desprendieron con
tripsina al 0.25%. Se lavaron con 1 mL de PBS y se resuspendieron en 100 pL de
solucién amortiguadora de unién del “kit” Annexin V-FITC Apoptosis Detection (BD
Biosciences). Se marcaron con 5 pL de Anexina V y 5 puL de IP, se agitaron en
vortex y se dejaron incubando 15 min a temperatura ambiente y en la oscuridad.
Por ultimo se les adiciond 400 pL de solucién amortiguadora de unién y se leyeron
por citometria de flujo.

b. Fragmentacion del DNA

Cultivo de Células: Se cultivaron 1.5x10° células HelLa en cajas T25 por duplicado
como se indica a continuacion:

e Control Negativo.

¢ Control Positivo.

¢ Control del vehiculo.

e Cultivo de células HelLa con L3 al 12.5% Tiempo 0.

e Cultivo de células HeLa con L3 al 12.5% Tiempo 24 h.
e Cultivo de células HelLa con L3 al 12.5% Tiempo 48 h.
e Cultivo de células HeLa con L3 al 12.5% Tiempo 72 h.

Se incubaron durante 24 h y bajo condiciones de cultivo (37 °C, CO, al 5% y
humedad relativa del 100%).

Exposicién de L3: Cada una de las cajas con los cultivos de células se lavaron con
3 mL de PBS. Posteriormente, se expusieron a 1 mL de L3 al 12.5% durante 5
min. Como control negativo se utilizd medio de cultivo, como control positivo
etopésido 25 pM y como control del vehiculo soluciéon salina isoténica (SSI). Por
ultimo, se retiré cada una de las soluciones, excepto el etopésido, y se adicionaron
4 mL de medio de cultivo incubandose durante el tiempo indicado para cada
muestra bajo condiciones de cultivo.

Extracciéon del DNA: Terminado el tiempo de incubacion a evaluar se retir6 el
sobrenadante de las cajas, las células se lavaron con 1 mL de PBS y se rasparon
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con gendarme, la suspension celular fue centrifugada a 500 x g durante 3 min y
resuspendida en 200 pL de PBS. Se adicionaron 200 pL de la solucién
amortiguadora de union del “kit” Apoptotic DNA Ladder (Roche) y se mezclé
inmediatamente, se dejo incubando durante 10 min a temperatura ambiente, para
luego adicionarle 100 pL de isopropanol y agitar en vortex. Todo el volumen fue
transferido a la columna de afinidad para su unién a la membrana por
centrifugacion. La membrana se lavé dos veces con la solucion amortiguadora
correspondiente y la elucién del DNA se realizé con agua estéril y libre de RNAsas
previamente calentada a 70 °C.

Electroforesis de DNA: Se realizé un gel de agarosa al 1%. Se cargaron 12 pL de
cada muestra con 0.1 pg de RNAsa A. La electroforesis se corrié a 100 V durante
1 h. A parte del control positivo utilizado en el experimento (etopésido 25 pM), se
corrié también el control positivo del “kit” (liofilizado de células apoptéticas U937).

c. Liberacion de LDH.

Cultivo de Células: Se cultivaron 1.5x10° células Hela en cajas T25 como se
indica a continuacion:

e Control Negativo.

e Cultivo de células HelLa con L3 al 12.5% Tiempo 0.

e Cultivo de células HelLa con L3 al 12.5% Tiempo 24 h.
e Cultivo de células HelLa con L3 al 12.5% Tiempo 48 h.
o Cultivo de células HelLa con L3 al 12.5% Tiempo 72 h.

Se incubaron durante 24 h y bajo condiciones de cultivo (37 °C, CO; al 5% vy
humedad relativa del 100%).

Exposicién de L3: Cada una de las cajas con los cultivos de células se lavaron con
3 mL de PBS. Posteriormente, se expusieron a 1 mL de L3 al 12.5% durante 5
min. Como control negativo se utiliz6 medio de cultivo. Por Gltimo, se retiré6 cada
una de las soluciones y se adicionaron 4 mL de medio de cultivo incubandose
durante el tiempo indicado para cada muestra bajo condiciones de cultivo.

Determinacién de la actividad de LDH: Al término de cada uno de los tiempos a
evaluar se tomaron 50 pL de cada una de las muestras, por duplicado, y se les
adicioné 50 pL del sustrato para la enzima LDH, provisto en el “kit” Lactate
Dehydrogenase Assay (DCL), previamente calentado a 37 °C, Las placas se
incubaron en el espectrofotometro durante 3 min a 37 °C y manteniendo dicha
temperatura constante se tomaron las absorbencias de las muestras a 340nm de
longitud de onda cada minuto durante 30 min. La actividad enzimatica obtenida
para cada muestra es directamente proporcional a la cantidad de enzima presente
en la muestra, por lo que los valores obtenidos fueron graficados como actividad
enzimatica.
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5. Microscopia Electrénica

Cultivo de Células: Se cultivaron 1.5x10° células HelLa en cajas T25 como se
indica a continuacioén:

Control Negativo.

Cultivo de células HelLa con L3 al 12.5% Tiempo 0.
Cultivo de células HelLa con L3 al 12.5% Tiempo 24 h.
Cultivo de células HelLa con L3 al 12.5% Tiempo 48 h.
Cultivo de células HelLa con L3 al 12.5% Tiempo 72 h.
Cultivo de células HelLa con L3 al 12.5% Tiempo 96 h.

Se incubaron durante 24 h y bajo condiciones de cultivo (37 °C, CO; al 5% y
humedad relativa del 100%).

Exposicién de L3: Cada una de las cajas con los cultivos de células se lavaron con
3 mL de PBS. Posteriormente, se expusieron con 1 mL de L3 al 12.5% durante 5
min. Como control negativo se utilizé medio de cultivo. Por ultimo, se retir6 cada
una de las soluciones y se adicionaron 4 mL de medio de cultivo incubandose
durante el tiempo indicado para cada muestra bajo condiciones de cultivo.

Fijacion de las células: Al término de cada tiempo las células se fijaron con
glutaraldehido al 2.5% durante 5 — 10 min y se rasparon con gendarme. La
suspension de células se guardé a 4 °C hasta obtener el Ultimo tiempo; y 24 h
después, todas las muestras fueron tefiidas con tetraoxido de osmio, seguido de
una deshidratacion con alcohol, después fueron incluidas en resina epéxica para
luego ser cortadas finamente y contrastadas con uranilo / plomo para poder ser
analizadas en el microscopio electrénico y obtener las micrografias deseadas.

6. Microarreglos de DNA

Cultivo de Células: Se cultivaron 1.5x10° células HelLa en cajas T25 como se
indica a continuacion:

e Control del vehiculo.
e Cultivo de células HeLa con L3 al 12.5%.

Se incubaron durante 24 h y bajo condiciones de cultivo (37 °C, CO; al 5% y
humedad relativa del 100%).

Exposiciéon de L3: Las cajas con los cultivos de células se lavaron con 3 mL de
PBS. Posteriormente se expusieron con 1 mL de L3 al 12.5% durante 5 min. Como
control del vehiculo se utilizé soluciéon salina isoténica (SSI). Por ultimo, se
retiraron ambas soluciones y se adicionaron 4 mL de medio de -cultivo
incubandose durante 6 h bajo condiciones de cultivo.
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Determinacion de la expresion génica: Después de 6 h de incubacién se extrajo el
RNA de cada una de las muestras utilizando columnas de afinidad de la marca
QIAGEN. ElI RNA obtenido se cuantificé y se observé su estado en un gel
desnaturalizante de agarosa, después se congel6 a —80 °C hasta su conversién en
cDNA, para lo cual se utilizé dUTP-Cy3, para el control, y dUTP-Cy5, para la
muestra de L3. Una vez obtenidos los cDNA's, éstos se mezclaron en cantidades
iguales y se hibridaron con los 10000 genes del chip de humano creado y provisto
por el Dr. Jorge Ramirez de la Unidad de Microarreglos de DNA del Instituto de
Fisiologia Celular de la UNAM. Los genes presentes en el chip son representados
por fragmentos génicos de 70 bases /,, impresos por duplicado en una superficie
de vidrio. Después del escaneo del microarreglo cada punto se revis6 visualmente
para que los datos obtenidos por el programa Array Pro-Analyzer 4.0 fueran
confiables. El andlisis de los datos se realiz6 de acuerdo a un limite de 1.5 veces
de cambio y los genes resultantes se agruparon por funcién biolégica de acuerdo
a la base de datos Kegg. ®¥

7. Radiosensibilizacion de células HelLa

Cultivo de Células: Se cultivaron 1.0x10* células Hela en una placa de 24 pozos
por triplicados como se indica a continuacion:

e Control del vehiculo.
e Cultivo de células HelLa con L3 al 12.5%.

Se incubaron durante 24 h y bajo condiciones de cultivo (37 °C, CO2 al 5% y
humedad relativa del 100%).

Exposicién de L3: Los pozos con los cultivos de células se lavaron con 1 mL de
PBS. Posteriormente, se expusieron con 500 pL de L3 al 12.5% durante 5 min.
Como control del vehiculo se utilizé solucién salina isoténica (SSI). Por dltimo, se
retiraron ambas soluciones y se adicionaron 1 mL de medio de cultivo a cada
pozo, incubandose durante 48 h bajo condiciones de cultivo.

Radiacién: AL término de la incubacion se retiraron 800 pL de medio de cultivo y
se aplicé un pulso de luz UV de 80 Jicm? durante 2 min. Se adicionaron 800 pL de
medio de cultivo fresco y se incubaron las células en condiciones de cultivo.
Después de 7 y 18 h de cultivo se tomaron fotografias de las células en el
microscopio 6ptico de luz.

8. Analisis Estadistico
Para el analisis estadistico se realizaron pruebas ANOVA y para la comparacién

entre grupos se utilizaron pruebas de Tukey, ambas con el programa estadistico
StatistiXL 1.5
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RESULTADOS

1. Citotoxicidad

Para determinar la concentracion inhibitoria 50 (ICso) de cada una de las 4 lineas
celulares provenientes de cancer de cervix se obtuvo el porcentaje de inhibicion de
la proliferacion con respecto al control (SSI) y se graficé contra la concentracion de
L3 utilizada (Figura 6). La ecuacién correspondiente a la regresion lineal de cada
curva permitié obtener los valores de ICs, para cada linea celular (Tabla 4).
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Figura 6. Efecto citotéxico
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Concentracion L3 (%)

del extracto vegetal L3 en 4 lineas de cancer cervicouterino,

donde se observa después de 5 min de exposicion, un efecto dependiente de dosis. El
valor obtenido para las células tratadas con SSI se utilizé como 100% de proliferacién.

Se evalué del efecto citotéxico del L3 en 4 lineas de cancer cervicouterino con
diferentes tipos de HPV, con la finalidad de determinar si se encontraban
diferencias en la resistencia de las lineas, dependiendo del tipo de HPV presente

en su genoma.

ICso (%) HPV
Hela 7.2 18
SiHa 115 16

Caski | 136 | 16,18
C33-A 1.0 -

Tabla 4. Concentracién de L3 necesaria para inhibir la proliferacion
del 50% de la poblacion de diversas lineas celulares provenientes de
cancer cervicouterino y su asociacion con el tipo de HPV que

presentan.
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Los resultados obtenidos muestran una sensibilidad diferente dependiendo de la
linea celular utilizada, siendo la linea C33A la mas sensible (IC5=1.0%), y la linea
celular mas resistente es CaSki, ya que presenta la ICsp mas alta (IC50=13.6%). La
linea celular SiHa fue la Gnica que con la concentracién mas alta de L3 (25%) no
se obtuvo el 100% de dafio celular. La linea celular HeLa muestra una sensibilidad
intermedia y un 100% de dafio con la concentracién mas alta.

La figura 7 muestra los resultados obtenidos para los fibroblastos humanos, donde
se puede observar que también son sensibles al tratamiento con el extracto
vegetal L3, obteniéndose una IC50=9.33, valor parecido a las 3 lineas de cancer de
cérvix mas resistentes.
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Figura 7. Efecto citotdxico del extracto vegetal L3 en fibroblastos
humanos.

Debido a la variacion entre las lineas celulares se escogid la linea celular HelLa
para caracterizar el efecto del extracto vegetal L3, ya que fue la linea que mostré
una sensibilidad intermedia entre los tipos celulares evaluados, incluyendo a los
fibroblastos humanos como un control de células no tumorales.

2. Ciclo Celular

Las diferencias morfolégicas observadas por microscopia de luz eran indicativas
de un incremento en la relacién nacleo/citoplasma, sugiriendo un arresto en la fase
G2/M (Figura 8), por lo que se determino la fase del ciclo celular en que se
encontraban las células HelLa tratadas con diversas concentraciones de L3.

Figura 8. Células Hela tratadas con SSi(control) y con L3 al 12.5%.
Micrografias tomadas 72 h postratamiento con el mismo aumento (32X)
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a. Ciclo celular de HelLa

Los resultados del ciclo celular son indicativos de que el extracto vegetal L3 afecta
la fase GO/G1 y G2/M (Figura 9A-H) de las células HelLa a las 72 h después de
haber sido expuestas durante 5 min. El arresto del ciclo celular es dependiente de
dosis hasta la concentracion de 12.5% de L3 (Figura 9A-E), ya que por arriba de
esta concentracion no se observé diferencia estadisticamente significativa entre el
resto de las diluciones probadas (Figura 10).

A B Cc

Channels.

Control SSI L3 1.25%

Channe 5 hannets

L3 6.25% L3 12.5% L3 18.75%

Channels

L3 25% ETO

Figura 9. Histogramas obtenidos por citometria de flujo de células Hela tratadas con diversas
concentraciones de L3 y con 25 uM de Etopésido .
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Los histogramas de la figura 5 muestran como la poblacion de células HelLa se
mueve hacia la regiéon correspondiente a la fase G2/M del ciclo celular, estos
cambios son pequefios pero estadisticamente significativos a la concentracion de
6.25% de L3 (Figura 9D) y claramente significativos e partir de 12.5% de L3
(Figura 9E-H ).

La figura 10 agrupa las tres fases del ciclo celular permitiendo observar
claramente el arresto en la fase G2/M de células Hela tratadas durante 5 min con
diferentes concentraciones de L3. Se observa que el movimiento de la poblacion
es desde la fase GO/G1 hasta la fase G2/M, manteniéndose practicamente
constante la fase S, con excepcion de la concentraciéon 12.5% de L3 que si mostré
una disminuciéon en el porcentaje de células en fase S, diferencia que fue
estadisticamente significativa.
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Figura 10. Porcentaje de células HelLa en cada una de las fases del ciclo celular.
Evaluacion 72h postexposicion de 5 min con L3. CTRL.=Control Negativo.
SS=Solucién Salina Eto=Etopdsido. *Diferencia estadisticamente significativa con
respecto a la SS n=3 +SD p =0.05
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El analisis de los resultados mostré que la solucion salina, utilizada como vehiculo
para las diluciones de L3, no afectd el avance del ciclo celular de las células, ya
que la distribucion de la poblacién en el ciclo celular no presenté diferencia
estadisticamente significativa con respecto al control negativo, por ello se toman
estos valores como control negativo del experimento y se observa que en las
células Hela tratadas con L3 al 12.5% se presenta una disminucion de la fase
GO0/G1 que va del 61.98% al 8.75% respecto a la poblacién de la SSI, mientras
que en la fase G2/M del ciclo celular se observé un incremento del 72.65%, (Tabla
5). A su vez, la poblaciéon que se encontraba en la fase S (19.78%), también
disminuyé considerablemente (0.36%) y paso a la fase G2/M.

Las células tratadas con etopésido, un conocido inhibidor de topoisomerasas,
presentaron una distribucion del ciclo celular diferente a las tratadas por L3, ya
que mas del 90% de su poblaciéon se encontré repartida en la fase S y en la fase
G2/M del ciclo celular.

Es importante comparar que la ICsy obtenida en el ensayo de citotoxicidad para
HelLa (7.2%) corresponde con una concentracion suficiente para obtener un
arresto de entre el 45 y el 90% de la poblacién celular, aproximadamente, por lo
que es posible suponer que el extracto vegetal L3 tiene un efecto citotoxico
dependiente de dosis relacionado con el arresto de las células en la fase G2/M del
ciclo celular.

GoG1 S | GaM,
Control | 54,08 28.75 17.18

SSsl 61.98 | 19.78  18.24
L31.25% | 55.22  26.07 18.71
L36.25% | 38.01 @ 17.68 44.31

L318.75% | 4.18 | 3.97 | 91.85
L3 25% '
Eto

Tabla 5. Valores promedio del porcentaje de células HeLa que se encuentran en cada
una de las fases del ciclo celular después de haber sido tratadas con L3.

|

L3125% | 875 0.36  90.89
|
|
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b. Ciclo celular de Fibroblastos humanos

El andlisis del ciclo celular de fibroblastos humanos p5 tratados con L3 permitid
determinar que existe un movimiento en la poblaciéon de su fase G0/G1 a su fase
G2/M (Figura 11A-H).
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Figura 11. Histogramas obtenidos por citometria de flujo de fibroblastos humanos p5 tratados con
diversas concentraciones de L3 y con 25 uM de Etopdsido.

Este arresto en dicha fase se muestra con un comportamiento similar al efecto
notado en células HelLa, ya que también se observa una dependencia de dosis
hasta la concentracion de 12.5%, y por arriba de esta no se observan cambios
estadisticamente significativos (Figura 12), sin embargo, la gran diferencia en
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comparaciéon con el arresto del ciclo de células HelLa es el nimero de células
afectadas, ya que como podemos ver en la Tabla 6, la poblacién celular se
desplaza Unicamente un 10%, aproximadamente, de la fase G0/G1 a la G2/M,
. notando que la fase S permanece casi constante, ya que en ningun caso se
observé diferencia estadisticamente significativa, en todos los casos se utilizd
como control negativo y punto de comparacién estadistica el efecto obtenido por el
vehiculo (SSI), ya que éste no muestra alteracién alguna del ciclo celular de
fibroblastos humanos.
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Figura 12. Ciclo celular de fibroblastos humanos p5 tratados 5min con L3, evaluacién 72 h
postexposicion. * Diferencia significativa con respecto a su propio control de SSI. n=3 + SD p =0.05

lco/g1! s | c2M|
Control | 9130 267 6.03
ssl . 9014 4.6 5.70
L31.25% | 9299 238 4.64
L36.25% | 8899 4.02 6.99
L3125% | 8265 255 14.80
L318.75% | 8344 279 13.77
L325% | 8044 421 1535
Eto | 7282 1969 7.49

Tabla 6. Valores promedio del porcentaje de fibroblastos humanos que se encuentran
en cada una de las fases del ciclo celular después de haber sido tratados con L3.

Debido a los efectos encontrados en la citotoxicidad y el ciclo celular se decidié
utilizar la dosis de 12.5% de L3 para el resto de los ensayos, ya que a esta
concentracién se obtiene un 50% de efecto citotoxico, aproximadamente, y un
90% de arresto celular en la fase G2/M de células Hela.
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3. Inmunohistoquimica Ciclina B1

En condiciones normales la ciclina B1 se une con cdc2 para formar el complejo
conocido como MPF (M phase-promoting factor) debido a la habilidad que tiene
para inducir el paso a la mitosis celular a través de la activacion por fosforilacién
de substratos que regulan la condensacién de la cromatina, los cambios de la
membrana nuclear, y la reorganizacion de microtubulos mitéticos. ?" Es por ello
que para determinar si el arresto en la fase G2/M del ciclo celular de células HelLa
esta relacionado con esta ciclina se realizé una inmunohistoquimica contra esta
proteina y se visualizé por microscopia confocal.

Figura 13. Inmunohistoquimica a-Cyc B1 de células Hela tratadas con L3 al
12.5% durante 5 min. A) loduro de propidio. B) Ciclina B1. C) Traslape de ambas
imagenes. D) Imagen sin fluorescencia. Aumento 40X.

Control

Figura 14 Diferencia en el tamafo de los nicleos y en la acumulacion de ciclina B1 en
células Hela control y células tratadas con L3 al 12.5% durante 5 min. Aumento 40X

Las figuras 13 y 14 muestran la acumulaciéon de ciclina B1 alrededor de los
nucleos de células Hela tratadas con L3, por lo que se puede suponer que el
arresto del ciclo celular en la fase G2/M pudiera estar asociado con esta
acumulacién de ciclina B1.
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4. Apoptosis
1) Anexina V-FITC

La anexina es una proteina con una alta afinidad por la fosfatidilserina, la cual es
un fosfolipido que se encuentra principalmente en la cara interna de la membrana,
por lo que en las etapas iniciales de la apoptosis, cuando se presenta el flip-flop de
las membranas este fosfolipido es expuesto por la célula y es por ello que el
marcaje con anexina permitié identificar el porcentaje de células apoptoéticas.

Debido a que la anexina se encuentra acoplada a la fluoresceina (FITC) es
sencillo detectarla por citometria de flujo, y si ademas se utiliza la tincién paralela
con ioduro de propidio, entonces es posible diferenciar las células apoptéticas de
las necréticas. Los resultados obtenidos por la citometria de flujo se interpretan
por cuadrantes, siendo el cuadrante superior izquierdo el correspondiente a las
células necréticas, que son aquellas que dan marca positiva con IP, el inferior
derecho a las células apoptéticas que dan marca positiva con anexina, el inferior
izquierdo a las células vivas (negativas para ambas marcas) y el superior derecho
a las células dobles positivas.
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Figura 15. Andlisis por citometria de flujo de células HelLa marcadas con
anexina V-FITC / IP, A) Control negativo (SSI), B) células tratadas 5 min con
L3 12.5% y C) células tratadas con etopésido 25 uM.
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Como se observa en la figura 15 el tratamiento con 12.5% de L3 no provoca que la
célula exponga la fosfatidilserina, por lo que la marca con anexina es negativa,
este resultado sugiere una muerte independiente de apoptésis; a diferencia de lo
encontrado en las células tratadas con etopésido, ya que como es sabido, induce
la muerte celular por apoptoésis al estabilizar el complejo DNA-topoisomerasa y
retrasar a la horquilla de replicacion. ©?

El promedio de los valores encontrados se encuentra representado en la figura 16,
donde es evidente la diferencia entre el nimero de células apoptéticas y
necréticas en ambos tratamientos.
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120.0 - ] células apoptsticas

1000 - N

80.0 -
60.0 -
40.0 -
20.0

0.0 +— - —_— —— =

Control SSI L3 ETO 25 uM

Figura 16. Porcentaje de células apoptoticas / necréticas provocado por el
tratamiento con L3 al 12.5% y con etopésido 25 uM en células Hela.

Estos resultados sugieren que la muerte de las células Hela inducido por la
exposicion de L3 al 12.5% no se debe a un proceso apoptético, y en cambio, la
marca positiva para ioduro de propidio sugiere un proceso necrético. Sin embargo,
para confirmar la ausencia de apoptosis se buscé la formaciéon de escaleras de
DNA caracteristica de la fragmentacion internucleosomal del DNA inducida por un
proceso apoptotico.

2) Fragmentacion del DNA
Se realiz6 un curso temporal de cada 24 h postexposicion para determinar la
presencia de las escaleras de DNA vy la figura 17 muestra que las células Hela

tratadas durante 5 min con L3 al 12.5% no presentan una fragmentaciéon del DNA
a los tiempos probados.
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De la misma forma el vehiculo utilizado (solucién salina) no presenta ninguna
alteracion a la integridad del DNA.

1500 pb

500 pb

Figura 17. Gel de agarosa al 1 %. Se observa el DNA integro de las células HelLa
tratadas con L3 12.5% a diferentes tiempos (flechas). Se observa fragmentacion
del DNA a las 72 h en las células tratadas con Etoposido 25 pM (Eto). PM: Peso
Molecular, CP: control positivo, Ctr: control negativo, SS: solucién salina

Los resultados obtenidos demuestran que el tratamiento con L3 no induce la
fragmentacion internucleosomal del DNA, por lo que se confirma que el efecto
citotoxico antes demostrado es independiente de un proceso apoptético. Es
importante mecionar que tampoco se observé degradacion inespecifica del DNA,
caracteristica de un evento necrético, por ello y para evaluar una posible necrosis
celular asociada a la permeabilidad de la membrana celular se realizé el ensayo
de liberacion de LDH al medio de cultivo.

3) LDH

Se realizé un curso temporal de cada 24 h postexposicion para evaluar el efecto
producido por la solucién de prueba L3 al 12.5% a la membrana de las células
HelLa como marcador de un proceso necrético, y para ello se evalué la liberacion
de la enzima citosdlica Lactato Deshidrogenasa Humana (LDH) al medio de
cultivo. Para lograr la conversion de lactato a piruvato se requiere de la oxidacion
del cofactor NADH a NAD" y debido a que la LDH cataliza también la reaccion
inversa (de lactato a piruvato), entonces es posible evaluar el incremento en la
formacion del cofactor NADH, el cual absorbe a 340 nm de longitud de onda. La
aparicion de este cofactor es directamente proporcional a la actividad enzimatica,
y ésta a su vez, también es directamente proporcional a la cantidad de enzima, por
lo que de forma indirecta es posible detectar el incremento en la cantidad de
enzima liberada al medio de cultivo.

Se tomaron 31 lecturas de absorbencia a 340 nm (1 lectura por min durante 30

min) para cada tiempo a evaluar, cada uno por duplicado y se obtuvo el delta
promedio del incremento en la absorbencia, estos valores se resumen en la Tabla
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7 y la Figura 18 muestra claramente el incremento de la LDH conforme aumenta el
tiempo.

2 Abs/min 2 Abs/min Promedio + DE 7
Control Negativo 0.0045 0.0046 0.0045333 + 4.714E-05
Tiempo 0 0.0069 0.0065 0.006700 + 0.00033
Tiempo 24 h 00002 0.0105 0.0098333 + 0.0008957
Tiempo 48 h 0.0121 0.0124 0.0122667 + 0.0002357
Tiempo 72 h 0.0169 0.0170 0.0169833 + 2.357E-05

Tabla 7. Valores del delta promedio de absorbencia por minuto obtenidos cada 24 h por el
tratamiento de L3 al 12.5%. DE=desviacién estandar.

0.025
0.020
| *
T |
(a] |
- 0.015
T *
L]
e 2
2 0.010 - )
3 %
0.005 - j
0.000 AJﬁ - . .
Control 0 24 48 72

Tiempo (h)
Figura 18. Incremento de la actividad enzimatica de la lactato deshidrogenasa humana
liberada al medio de cultivo de células Hela tratadas con L3 al 12.5%. *Diferencia
estadisticamente significativa con respecto al control p < 0.05.

Los resultados encontrados muestran que conforme pasa el tiempo el dafio a la
membrana plasmatica de las células Hela tratadas con L3 12.5% también
aumenta. Este incremento en la permeabilidad de la membrana pudiera ser
consecuencia de la necrosis que estan sufriendo las células.

Por ultimo, en el analisis estadistico realizado (Tukey) se encontré que si existe
diferencia estadisticamente significativa entre todos los tiempos analizados.
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5. Microscopia Electrénica

El andlisis por microscopia electréonica mostré que las células HelLa tratadas con
L3 presentan un extenso dafio intracitoplasmatico desde las primeras 24 h de
exposicién (Figura 19B), particularmente en mitocondrias y en reticulo
endoplasmatico. En los dias siguientes (Figura 19C-H), las mitocondrias van
perdiendo sus crestas progresivamente y el reticulo endoplasmatico sus
ribosomas.

Figura 19. Analisis por microscopia electronica de células HelLa
tratadas con L3 al 12.5%. Las micrografias (A — H) muestran el
estado ultraestructural cada 24 h después del tratamiento. Las
flechas muestran invaginaciones que se pudieran formar por
endocitosis. Micrografias A, B, E y F aumento 4000X. Micrografias
C y H aumento 50000X. Micrografias D y G aumento 25000X
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Las micrografias obtenidas del andlisis por microscopia electrénica de células
Hela tratadas con L3 al 12.5% muestran cambios ultraestructurales asociados a
procesos necréticos, se detectan mitocondrias redondas y con perdida de la
estructura interna (Figura 19D), el reticulo endoplasmico ha perdido los ribosomas,
se observa un incremento en la cantidad de vacuolas citoplasmaticas y formacion
de autofagosomas(Figura 19G); aunado a esto, se observa una cromatina laxa
con membranas nucleares aparentemente intactas (Figura 19 C, D, Gy H) . La
membrana plasmatica no esta lisada pero presenta formacion de filipodios (Figura
19 E). El aumento en el tamafo del nucleo sugiere un incremento en la cantidad
de DNA presente en la célula, propio de un arresto en la fase G2/M (Figura 19B y
F).

Las flechas colocadas en las micrografias de 48 y 96 h (Figura 19C y H) indican la
presencia de pequefas vacuolas que pudiéramos suponer corresponden a un
proceso activo de endocitosis que no sabemos si es el extracto vegetal L3 siendo
endocitado como un mecanismo de defensa de la célula.

6. Microarreglos de DNA

Para determinar los cambios en la expresién génica de células Hela tratadas 5
min con L3 al 12.5% se realizé6 un microarreglo de DNA, para ello se obtuvo
primero el RNA tanto de las células control como de las células tratadas. La
extraccion se realiz6 a las 6 h de haber sido expuestas y la figura 13 muestra que
el RNA obtenido no se encuentra degradado y que se obtiene una cantidad
suficiente de cada muestra para el experimento.

Cuantificacion
5.2Kb 1) Control:
1.9 Kb S 437 pg/mL

2) L3 12.5%:
318 pg/mL

Figura 20. Gel desnaturalizante de agarosa al
1% para detectar el estado del RNA extraido
de células Hel a tratadas con L312.5%
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Antes del marcaje del RNA, éste fue concentrado con acetato de sodio 3M y
etanol absoluto, para obtener la mayor cantidad posible de cada una de las
muestras (Tabla 8), mismas que fueron marcadas con los fluoréforos
correspondientes. Para igualar la cantidad de muestra que seria hibridada en
funcién de la fluorescencia, se obtuvo la absorbencia de las muestras a 560nm
para Cy3 y a 660 nm para Cy5.

Muestra | RNA total | Fluoréforo = Absorbencia |

{
H

Control  20pg | Cy3 0.0052

L3125%  19pg | Cy5 | 0.0039

Tabla 8. Valores de absorbencia del cDNA obtenido a partir
del RNA de células Hela tratadas con L312.5% para
normalizar la cantidad a hibridar.

La figura 21 muestra la imagen obtenida por el lector de microarreglos, donde los
puntos de color rojo representan una disminucién en la expresion de ese gen, los
puntos verdes una sobreexpresion y los amarillos indican que no hubo cambio en
la expresion.

Para la adecuada cuantificaciéon de los valores obtenidos por la emision de la
fluorescencia, se normalizaron las lecturas y se decidié tomar en cuenta los
cambios en la expresién genética por arriba de 1.5 veces con respecto al control.
Se encontraron 250 genes sobreexpresados y 228 silenciados (anexo Il). Los
resultados obtenidos fueron agrupados de acuerdo a su funcién bioldgica,
formando principalmente 6 grupos: Metabolismo, Sefalizacion, Ciclo celular,
Moléculas de adhesion, Receptores y Sintesis de proteinas. La tabla 9 presenta
algunos genes importantes tomados como ejemplos de cada una de las funciones
celulares antes mencionadas.

Figura 21. Imagen de un microarreglo de DNA
(10K) de humano hibridado con cDNA de células
Hela. Cada punto (spot) representa un gen.
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I ; | GENES SOBREEXPRESADOS ENES SlLENClADOS ” |
_Numero Total de Genes | 250 ) 228 i
Importante conjunto de genes | 20 Proteinas Ribosomales gl i
Gen Funcién Funcién f
Metiltransferasa )
Genes presentes | HEMK (metabolismo de 2.2) Aldehido deshidrogenasa
o en varias vias. - - ( boli e carbohid
ismo DDC Dopa descarboxilasa Acidos Grasos y a.a.)
(metabolismo de a.a.)
ia n‘\‘aym;meme Fosforilacion Oxidativa Metabolismo de Purina y Pirimidinas
Inhibe ERK, p38 y JNK, S, Activa JNK, promoviendo la
MAPK MKP se detiene la transcripcion transcripcion de genes prol i
de genes proliferativos. PKC Activa Ras/Raf induciendo prolife i
y EBAF/ . En conjunto con Rby p107 regulan al
Cascadas de TGF-8 i TOFBA 1 Inhibe a TGF-B RBL2/p130 factor transcripional EZFIDP.
‘Wnt 1 CK2 Efectos pr?]if'efat‘ijveo: B travé dela PKC Regulacién de la migracién celular.
Fosfaidilinositol | INPPsA | Proteina Do Dl domeniems | BKC Regulacién de Ca” intracelul
T o = == : - e -
Ciclo Celular ps7% ; Inhibe a la Ciclina D. PCNA Participa acl!van_l’eme en el proceso de
replicacion del DNA.
CycD | SeuneaCDK4/6 y fosforila a RB
o Parrici;ié activamente en la
Mﬂ:"."’g’ PAK4/p21 izacién de citoesqueleto de GIT2 Inhibe a p21
Adhesién = actina y formacion de filipodios
e ) ;
poe=i o ; CK2 | Esabilizalosmicromibulos | e |
adherinas }
SN " Incrementa la posibilidad de . ) :
A . Canal I6nico dependiente de ATP
Receptores GABA hlperpola?zar la. membrana P2RX4 extracelular.
GPR8 |  Recep plado a proteina G 8 GPR74 i Recep lado ap G4 |
- s .  POLR3F | Polipéptidos F y G de unién al DNA de la
Transcripcién y Traduccién GTF2IRDI Factor transcripcional basal TFIIF3  § POLR3G RNApol III

Tabla 9. Analisis de los cambios en Ia‘e)ibresién genética de células HeLa tratadas 5min con L3
12.5%, para la interpretacion de los resultados se utilizé la base de datos Kegg.
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7. Radiacion

EL dafio ocasionado por la radiacién UV en células HelLa fue mucho mayor en
comparaciéon con las células control (Figura 22), el dafio no fue cuantificado,
simplemente se observan las diferencias morfolégicas entre las células.

Control (SST) 7 h post radiacion 13 12:5% 7 h post radia.ciéi;,

Control (SSI) 18h post radiacion L3 12.5% 18h post radiacion.

Figura 22. Cultivos de células Hela tratadas con L3 12.5% durante 5 min y 48 h
después fueron expuestas a luz UV (80 J/mz) durante 2 min. Las fotografias se tomaron
7 y 18 h postradiacion en el microscopio invertido con el mismo aumento (objetivo 32X).

Las diferencias encontradas tanto en el nimero de células por campo, como en la
morfologia celular sugieren una mayor sensibilidad a la radiacién de las células
previamente tratadas con L3, esto apoyaria lo observado en el ciclo celular ya que,
como es sabido las células cuando se encuentra en la fase G2/M son mas
sensibles a la radiacion, ® por ello es factible proponer el tratamiento con el
extracto vegetal L3 como terapia adyuvante en otro tipo de canceres, en los cuales
la resistencia de algunos tumores a la radiaciéon complican el tratamiento y como
consecuencia la calidad de vida de los pacientes.
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DISCUSION

El extracto vegetal L3 ha mostrado un efecto citotéxico “in vitro” de una manera
dependiente de dosis. Las diferentes sensibilidades obtenidas pudieran deberse a
las diferencias histopatolégicas de las lineas probadas, ya que por ejemplo, HelLa
proviene de un adenocarcinoma epitelial, mientras que SiHa proviene de un
carcinoma escamoso y Ca Ski, que a pesar de provenir de una mujer con
carcinoma epidermoide, la linea celular fue establecida a partir de sitios
metastasicos en el intestino delgado. Igualmente, las diferencias en susceptibilidad
pueden estar ligadas a diferentes mutaciones puntuales en las diferentes lineas
tumorales. También es cierto que la sensibilidad de una linea a ciertos farmacos
puede deberse a otros factores, como son ciertos mecanismos moleculares
especificos, como la activacion de NF-kaPpa-B, que se ha visto contribuye a la
resistencia contra ciertos antineoplasicos, *% 6 inclusive, que las diferencias en la
sensibilidad pudieran deberse a los niveles de receptores, canales i6nicos o
transportadores membranales presentes entre las diversas lineas celulares
analizadas. ®® También es sabido que la presencia de ciertos tipos de HPV de
alto riesgo (HPV 16 y 18) presentes en algunas lineas celulares esta relacionado
con su resistencia a diversos antineoplasicos como el cisplatino o a factores
fisicoquimicos como la radiacion, ¥ esto pudiera explicar la extremada
sensibilidad de la linea C33A (HPV negativo), sin embargo, encontramos que el
efecto citotétoxico del extracto vegetal L3 no es exclusivo de células tumorales ya
que la ICsq de los fibroblastos tratados con L3 y su efecto dependiente de dosis es
muy similar a las lineas celulares provenientes de cancer cervicouterino. Otro
factor a considerar es el estado de p53 de las lineas de cancer de cérvix
probadas, ya que SiHa y CaSki tienen una expresion normal de esta proteina y
fueron las mas resistentes, HelLa tiene disminuida su expresiéon y C33A lo expresa
mutado y fue la mas sensible, por lo que, excluyendo la posible participaciéon de
otras mutaciones, seria posible suponer que exista un mecanismo de accién
dependiente de p53 pero independiente del tipo de HPV.

Muchos de los tratamientos contra el céncer, incluyendo la radiacién, los
antimetabolitos de purinas y pirimidinas, los agentes alquilantes, los inhibidores de
topoisomerasas e inclusive los derivados de compuestos de platino, dafan en
parte, al DNA de las células, y debido a que estos tratamientos no son selectivos
para las células cancerigenas, los pacientes sufren de graves efectos secundarios
cuando son tratados con estos farmacos, es por ello que muchos grupos de
investigacion se encuentran en la busqueda de nuevos compuestos contra el
cancer que cada vez sean mas especificos y por ende mas eficientes.

Los avances contra el cancer derivados del estudio del ciclo celular han permitido
la creacion de la idea de los anuladores del punto de control en G2 (G2 checkpoint
abrogators) como una terapia especifica contra una célula cancerosa, basandose
en el descubrimiento de que muchas de ellas presentan alteraciones en la
regulacion del punto de control G1 (G1 checkpoint), provocando asi que la célula
dependa de su punto de control en G2 para lograr la replicacién celular y en caso
de ser anulado la célula morira, principalmente por apoptosis. Una ventaja de
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estos agentes terapéuticos es que se convierten en especificos para las células
tumorales y por ello existe la posibilidad de un mejor tratamiento y por lo tanto
mejorar el pronéstico. ¢®

El incremento en la relacion nucleo/citoplasma se ha observado en los casos de
arresto del ciclo celular en la fase G2/M, debido al doblaje del DNA y al
impedimento de la mitosis. Al observar por microscopia de luz a las células
tratadas con L3 se encontré este fendmeno morfolégico, obligando asi el estudio
del ciclo celular de las células tratadas con L3.

Al comparar el efecto en el ciclo celular del extracto L3 entre las células HeLa y los
fibroblastos notamos una diferencia importante, ya que a pesar de obtenerse el
arresto en la misma fase (G2/M), la fraccion poblacional afectada es muy
diferente: 90% Hela Vs 14% Fibroblastos (ambos después de 12.5% de L3), ésta
diferencia tan marcada en la sensibilidad entre las células tumoral y las primariasl
en el ciclo celular hace factible la idea de que el L3 presenta cierta especificidad
para las células HelLa, por lo menos después del 6.25% de L3, ya que a menores
dosis no se presenta diferencia estadisticamente significativa con respecto a las
células tratadas con solucién salina y después de 12.5% de L3 se alcanza el
efecto maximo, mismo que se mantiene constante a 18.75 y 25% de L3. Este
comportamiento también se observé en el ciclo celular de los fibroblastos, siendo
la concentracion de 12.5% de L3 la que decidiera el estado de arresto en la fase
G2/M del ciclo celular.

Estos resultados sugieren que el extracto vegetal L3 pudiera compararse con un
anulador del punto de control en G2, y de ser asi, aportaria grandes ventajas en el
tratamiento de displasias cervicales.

Es sabido que las ciclinas forman parte fundamental en la progresiéon del ciclo
celular, siendo el complejo ciclina B1 / cdc2 el encargado de controlar el paso de
G2 a M, este complejo se encuentra inactivo en el c1toplasma debido a la
inhibicién que produce la fosforilacién de los residuos Thr' y Tyr'® de cdc2, por lo
que éste requiere ser activado por la fosfatasa Cdc25C. Ademas existe una via de
importacion y exportacion nuclear para la ciclina B1, que esta regulada por |a
fosforilacion y desfosforilacion de 4 residuos de serina (Ser®, Ser®, Ser'”", Ser'"®)
presentes en una secuencia de retencion cutoplasmétlca (CRS-cntop|asmat|c
retention sequence), que a su vez contiene una secuencia de exportacioén nuclear
(NES-nuclear export sequence) que al activarse por fosforilacion de la Ser'®
impide que la Ciclina B1 se una al factor de transporte nuclear CRM1, logrando asi
la acumulacion del complejo en el nlcleo para que pueda tener su accion. Es por
ello que la actividad bioldgica del complejo cilcina B1 / cdc2 esta regulada tanto
por su activacién enzimatica como por su distribucién subcelular. 56)

Los resultados inmunohistoquimicos encontrados muestran la acumulacion
nuclear de la ciclina B1, por lo que se puede inferir que el arresto en la fase G2/M,
inducido por el tratamiento con el extracto vegetal L3, pudiera estar asociado mas
que con la acumulacién nuclear de la ciclina B1, con la actividad enzimatica de
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ésta, ya que si la funcion enzimatica del complejo no estuviera alterada y el
problema se encontrara a nivel del sistema de exportacion nuclear, la célula se
arrestaria en M. Si el complejo ciclina B1/cdc2 no fuera exportado y degradado por
el proteosoma, la célula iniciaria la mitosis pero se arrestaria al término de la
anafase, " de hecho existen estudios en embriones de ratén en un estadio de 2
células, que cuentan con la suficiente cantidad de ciclina B1 para entrar en mitosis
XM?U arresto en G2/M es debido a la baja actividad en la desfosforilacion de cdc2.

Los resultados obtenidos respecto a la acumulacién nuclear de ciclina B1 deben
ser estudiados con mayor profundidad, ya que inclusive es posible que la
acumulacioén de esta proteina sea consecuencia del arresto en G2/M y no la causa
del mismo.

El dafio producido por el extracto vegetal L3 se presenta de una forma,
dependiente de tiempo y dosis, a través de un arresto del ciclo celular en la fase
G2/M, por lo que se traté de determinar si la muerte era debida a un proceso
asociado a apotosis. Contrario a lo esperado, al analizar el proceso a través del
cual las células tratadas con L3 al 12.5% mueren se encontré6 que se debe
principalmente a un proceso necroético, ya que no se observa marca con Anexina
V, ni fragmentacion del DNA y, en cambio, la liberacién de LDH al medio de cultivo
se incremento al paso del tiempo, si bien es cierto que los marcadores analizados
son exclusivos del proceso al que estan asociados, no podemos aun, determinar
un mecanismo puntual de muerte, ya que el L3 es un extracto cuyos componentes
y la proporcién de los mismo es aun desconocido por nosotros y cuyo mecanismo
de accion no ha sido elucidado auln, por lo que hasta ahora y con los resultados
obtenidos solo es posible visualizar un efecto citotéxico dependiente de dosis,
asociado al arresto del ciclo celular en la fase G2/M, mismo que pudiera deberse a
la activacion y/o acumulacion de la Ciclina B1.

El andlisis obtenido por microscopia electrénica apoya la idea de que la muerte
celular es debida a un proceso necroético, ya que a pesar de que la membrana
plasmatica no presenta lisis evidente, la membrana nuclear conserva su integridad
y la cromatina se mantiene laxa en todo momento, con lo que se puede concluir
que no se presentan los marcadores clasicos de apoptosis como son la
condensacion de la cromatina y la fragmentacién nuclear.

El dafio encontrado en las células Hela tratadas con L3 al 12.5% se increment6
conforme paso el tiempo. Este deterioro en el tiempo correlaciona con las grandes
alteraciones morfolégicas observadas en mitocondrias y reticulo endoplasmico,
mismas que podrian ser responsables de la disminucion del metabolismo celular,
afectando procesos de respiracion y produccion de energia, asi como traduccion
de proteinas llevando a la célula a un estado inevitable de muerte.

En muchos casos se ha observado que cuando las células no pueden salir del

arresto del ciclo celular mueren generalmente por apoptosis, sin embargo, para
que esto suceda se requiere de una serie de factores y condiciones que de no
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cumplirse podrian inducir un cambio en el tipo de muerte, de apoptosis a necrosis
6 viceversa. Estos factores son muy variados, se ha demostrado la necesidad de
una concentraciéon 6ptima de ATP para que la progresion de la apoptosis se lleve
a cabo, ya que cuando la célula no puede mantener niveles estables de ATP
intracelular, un estimulo apoptético causa necrosis, debido a que los
requerimientos energéticos para lograr la condensacion de la cromatina, la
degradacion del DNA y en si el colapso del nucleo, son muy elevados. “® Otros
estudios han demostrado que las caspasas pueden disparar una necrosis
secundaria si se unen e inactivan las bombas de Ca?* de la membrana plasmatica,
ya que si la concentracién de Ca®" intracelular aumenta la membrana plasmatica
se lisa como consecuencia de un desequilibrio osmético. “® A su vez, muchas de
las sefales apoptéticas inducen cambios en la mitocondria, como la apertura de
un canal iénico altamente regulado que se encuentra entre la cara interna y la
externa de la mitocondria y se llama poro transicional (PT) de la permeabilidad
mitocondrial. El PT es un gran complejo proteico compuesto principalmente por un
transportador de adenina, ciclofilina D y un canal aniénico dependiente de voltaje
(porina). Cuando el PT se encuentra abierto permite el paso de solutos de
aproximadamente 1500 Da, y como resultado, se produce una despolarizacion de
la mitocondria generando una disminucion en el gradiente electroquimico, con lo
cual se induce una inhibicion de la respiraciéon, se generan especies reactivas de
oxigeno (ROS) y se detiene la produccion de ATP. “” Entonces, si una sefal
apoptoética abre el poro y este es incapaz de cerrarse, la célula morird por
necrosis.

En la busqueda de un mecanismo de accién para el extracto vegetal L3 se tendra
que determinar si el dafio es inducido por un proceso Unicamente necroético, o si al
inicio se presentan estimulos apoptéticos, que por causas ya mencionadas,
terminen en una muerte con caracteristicas de necrosis.

Dentro de la idea de que el efecto bioldgico producido por el extracto vegetal L3 es
a través de mecanismos moleculares bien definidos se realizé6 un andlisis de la
expresion génica en células HelLa 6 h después de haber sido expuestas al L3
12.5%. Este analisis puede ser visto de dos formas, 1) los cambios en la expresion
genética son generados por alguna via de sefalizacion y dichos cambios
represente la causa del efecto biolégico encontrado para el tratamiento con L3, 6
2) la induccion de los cambios en la expresion genética se presenta como
consecuencia del dafio producido a la célula por la presencia de L3, es decir, lo
que notamos es un mecanismo de defensa celular para tratar de reparar el daio.
Tomando en cuenta el tiempo al cual se realizé la evaluacion (6 h) y considerando
que en los ensayos biologicos el tiempo de evaluacion del efecto fue hasta las 72
h post-exposicion es mas factible creer que los resultados encontrados son
consecuencia de una via de sefalizacién especifica. Ahora bien, no todos los
cambios en la expresion genética deben ser considerados causales de todos los
efectos biolégicos, ya que es posible que la muerte celular, e inclusive el arresto,
se obtengan por mecanismos independientes, producidos por la interaccién del L3
con cualquier componente celular, y por tanto, los cambios en la expresion
genética puedan simplemente contribuir con el efecto.
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Otro concepto que se debe tener en cuenta para mantener la debida distancia
entre el analisis de la expresion genética y su asociacion al efecto biolégico de L3,
es que el anadlisis de los genes encontrados solo representan el nivel
transcripcional de la célula en ese preciso momento y mientras no se evalten los
cambios traduccionales de la misma, sera imposible asegurar que estos genes
terminaran en proteinas funcionales con la capacidad de inducir un efecto
biolégico; sin embargo, lo que si se puede asegurar es que el simple hecho de
obtener cambios en la expresion genética de aproximadamente 500 genes es
evidencia suficiente de que el extracto vegetal L3 genera alteraciones metabdlicas
que finalmente desenbocan en la muerte celular.

Es muy importante aclarar que los resultados de sobreexpresion o silenciamiento
de genes obtenidos en este microchip no fueron confirmados por ninguna otra
técnica, por lo que su andlisis es muy subjetivo y aplica para los experimentos
realizados bajo las condiciones descritas en este trabajo, esta aclaracion se debe
a que inclusive dentro de un mismo laboratorio en muchos casos no se obtienen
resultados reproducibles ya que la metodologia de los microarreglos de DNA
todavia presenta variaciones técnicas importantes. “®

Los resultados obtenidos del analisis en la expresion genética de células HelLa 6 h
después de haber sido tratadas durante 5 min con L3 12.5% muestran que varias
funciones celulares se encuentran alteradas: 1) el metabolismo celular, 2)
importantes vias de sefalizacion, 3) el ciclo celular, 4) moléculas de adhesion, 5)
receptores membranales acoplados a proteinas G 6 receptores asociados al
equilibrio electroquimico de la célula y 6) funciones transcripcionales vy
traduccionales.

Dentro del metabolismo celular notamos que los genes que se encuentran tanto
sobreexpresados como silenciados se comparten en diferentes rutas metabdlicas
y codifican para un grupo de enzimas claves en la sintesis y degradaciéon de
aminoacidos, carbohidratos y acidos grasos. También se encontré una
sobreexpresion de varios genes relacionados con la fosforilacién oxidativa y un
silenciamiento de varios genes relacionados con el metabolismo de purinas y
pirimidinas. Algunos de estos cambios en el metabolismo celular correlacionan con
el dafio observado (por microscopia electrénica y por sales de tetrazolio) a la
mitocondria y por ende, podria suponerse una disminuciéon del aporte energético
de la célula, lo que la obliga a incrementar la fosforilacion oxidativa sacrificando el
metabolismo de bases nitrogenadas para tratar de compensar el gasto de energia.

En las cascadas de sefializacion afectadas encontramos que en la via de las MAP
cinasas esta sobrexpresado el gene de MKP, el cual inhiben la transcripcion de
genes encargados de activar la proliferacion celular como JNK, ERK y p38. La
activacion de éstas Ultimas dos proteinas estd asociada con apoptésis.
Ademas, estan silenciados genes que activan directamente la proliferacion celular,
por lo que es factible imaginar que a través de esta via se logra una contribucion al
arresto del ciclo celular.
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Todos los cambios en la expresion genética de las vias de sefializaciéon apoyan la
hipétesis que el L3 actia a través de alguna de estas cascadas para lograr su
efecto biolégico, ya que notamos que los genes alterados estdn asociados,
ademas de la inhibicion de la proliferacion, con la regulacién del calcio intracelular
y la regulaciéon de la migracién. Por ejemplo, se ha demostrado la importancia de
la proteina cinasa C (PKC) como un mediador de la sefial mitogénica, asi como su
papel en la regulacién de sefales antiapoptoéticas, por ello, la inhibicion de PKC
gg}ede inducir apoptosis e incremeptar el efecto citotdxico de algunos compuestos.

En el caso del efecto producido por L3 no podemos asegurar que sea un
inhibidor de PKC, pero lo que si notamos es una disminucién en la expresion de
esta importante proteina.

Durante el analisis de los cambios en la expresion de los genes asociados con el
ciclo celular, encontramos que tanto la ciclina D2 como el inhibidor de complejos
ciclinas/cdks (ciclinaE/cdk2, ciclinaD2/cdk4, ciclinaA/cdk2) llamado p57<%? estan
sobreexpresados, mientras que la ciclina D2 tiene un incremento de 1.8 veces con
respecto a las células no tratadas, su inhibidor p57""? tiene un incremento de 3.0
veces (Anexo Il), por lo que podria uno suponer que predominaria el efecto del
inhibidor y como consecuencia un arresto en G0/G1; sin embargo, mucho se ha
comentado las deficiencias de las células tumorales para regular adecuadamente
el punto de control GO/G1. ®* También se encontré que el gen que codifica para
PCNA esta silenciado, el cual ademas de ser vital durante la replicacién del DNA,
se ha visto esta relacionado con Cdc25C durante la transicion de G2 a M, ©" por
lo que su ausencia pudiera contribuir con el arresto observado en las células
tratadas con L3; también es sabido que cuando se presenta algun tipo de dafo al
DNA antes de que la célula termine la fase S se puede obtener arresto en G2/M a
través de la proteina sensora ATR, la cual previene la activacion del complejo
ciclina B/cdc2 por inducciéon de su secuestro citoplasmatico y/o por la inhibicién
catalitica de Cdc25C. ®? Por ello, es posible que el efecto encontrado en los
cambios de la expresién genética con respecto al ciclo celular se refleje en el
punto de control en G2, impidiendo que la célula se divida.

Desde hace tiempo se sabe que existe una estrecha relacion entre las vias de
sefializacion -en particular la familia de proteinas de unién a GTP relacionadas a
Rho- la reorganizacion del citoesqueleto y la adecuada entrada y progresion del
ciclo celular, 3 de hecho, el gen con mayor sobreexpresion (3.67 veces) fue una
proteina activadora de Rho (Anexo Il). En algunos experimentos con analogos a
nucleosidos se ha propuesto que el efecto citotéxico se deba a la intervencion de
los puntos de control de daiio al DNA, a las vias de sefializaciéon asociadas a la
reorganizacion de citoesqueleto y a la maquinaria central de division celular para
inducir un arresto irreversible del ciclo en G2/M como el principal mecanismo de
muerte, alin mas que por apoptdsis. ®¥ Estos datos soportan la idea de que la
sobrexpresion de moléculas de adhesion relacionadas con la reorganizacion del
citoesqueleto también pudieran contribuir con el arresto del ciclo y la muerte de
células Hela tratadas con L3.
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En los cambios de la expresién genética relacionados con los receptores
celulares, encontramos alteracion en dos tipos, los acoplados a proteinas G,
capaces de iniciar una via de sefalizacion a través de segundos mensajeros y los
receptores relacionados con el equilibrio electroquimico de la célula como GABA o
canales i6nicos dependientes de ATP, es de esperase que cualquier alteracion de
estos influya en el metabolismo de la célula, en el arresto del ciclo celular 6
probablemente, en su muerte, suponiendo que alguno de los compuestos del
extracto vegetal L3 se une a la membrana plasmatica y bloquea canales i6nicos o
ATPasas provocando cambios en la polaridad de la membrana, probablemente
irreversibles, que pudieran conducir a la muerte por necrosis “® y/o que uno o mas
compuestos presentes en el extracto L3 se una especifica o inespecificamente a
receptores de membrana acoplados a proteinas G, como RhoA, desencadenando
cambios importantes en la morfologia de la célula, la comunicacién célula-célula,
la movilidad celular y la organizacién actina-miosina, *® situacién que como ya se
ha discutido ampliamente pudiera inhibir la proliferacion de las células y arrestarlas
en la fase G2/M del ciclo celular

En el dltimo grupo, relacionado con la transcripcion y la traduccién celular, se
encontré la sobreexpresion de un gen (GTF2IRD1) cuyo producto tiene una
funcién de factor transcripcional o como regulador transcripcional negativo analogo
a TFIl-l ®® y ademas un par de genes silenciados, POLR3F y POLR3G conocidos
también como RPC39 y RPC32, respectivamente. Estos genes codifican para
polipéptidos de union al DNA de la RNApol Il a través del complejo que forma su
factor transcripcional TFIIIB. Por lo tanto, si la RNApol lll presenta deficiencias en
su interaccion con el DNA, la transcripcion de tRNA’s, del 5S rRNA y de los RNAs
pequefios que participan en el procesamiento o “splicing” del mRNA se vera
afectada provocando una interrupcién en la traduccién proteica, en cuyo caso
podria, de ser confirmado, inhibir también la sintesis de las proteinas de HPV E6 y
E7 ayudando a la muerte y arresto celular mediadas por p53 y pRB.

En conjunto, el analisis del microarreglo de DNA confirma que el efecto biolégico
obtenido en células Hela tratadas con L3 (muerte celular asociada al arresto en la
fase G2/M del ciclo celular) se debe a mecanismos moleculares, donde cualquiera
de las funciones celulares analizadas pudiera en algin momento contribuir con
dicho efecto.

Un ultimo experimento que confirma el potencial de este extracto en la lucha
contra el cancer, es su capacidad para radiosensibilizar a las células a través de
su arresto en G2/M, que como ya es sabido es una de las fases del ciclo celular en
la cual las células son mas sensibles a la radiacion, ©” es por ello que el extracto
vegetal L3 no solo tiene un gran potencial en las displasias cervicales, sino
también como terapia adyuvante para otros tipos de canceres cuyos tumores son
resistentes a la radiacion.

Es un hecho que el mecanismo de accion del extracto vegetal L3 solo puede estar,

hasta ahora, basado en suposiciones, por ello, es importante continuar con las
investigaciones tratando de fraccionar dicho extracto hasta lograr identificar las
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diversas moléculas que lo conforman, asi como la actividad biolégica de cada una
de ellas, lo cual nos permitiria proponer de forma menos compleja un mecanismo
de acciéon para este derivado de la lignina, ya que como se ha mencionado
mientras se tenga una mezcla sera dificil determinar que compuesto es el que
produce el efecto biolégico encontrado, y ain mas dificil determinar el mecanismo
de accion. Asi mismo, si se llegaran a presentar efectos secundarios por el
tratamiento con el extracto L3, serd importante poder identificar al compuesto
responsable, y si es posible, eliminarlo de la preparacién.

De acuerdo a la literatura sobre los complejos que pueden formar la lignina con
carbohidratos ", es posible que de forma similar a ellos, el L3 esté actuando por
inhibicién de enzimas claves para el funcionamiento celular, ya sea con cierta
especificidad o por la simple afinidad que tiene por las proteinas, se este uniendo
a ellas de forma aleatoria, provocando alteraciones dramaticas en el metabolismo
celular.

En la medida que se vayan identificando los componentes del extracto L3, sera
posible indagar sobre otros efectos biolégicos (antimicrobiano, antiviral,
antimutagenico, etc) en comparacion con otros derivados de la lignina que
presentan esta variedad de actividades.
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CONCLUSIONES

o EL extracto vegetal L3 tiene efecto citotdxico en una forma dependiente de
dosis para células de cancer cervicouterino y fibroblastos humanos.

o El extracto vegetal L3 induce un arresto del ciclo celular en la fase G2/M en
células HelLa 72 h posteriores al tratamiento con una concentracion del
12.5%, este arresto estd asociado a una acumulacién de ciclina B1 en el
nucleo.

e La muerte de las células Hel.a tratadas con L3 al 12.5% esta asociada a un
proceso necrético.

e El tratamiento con L3 al 12.5% induce cambios en la expresiéon genética de
células Hela, que pudieran estar implicados en el mecanismo de accion del
extracto.

e El mecanismo de accién de L3 no ha sido descubierto, pero suponemos
que pudiera iniciar en la membrana plasmatica a través de receptores y/o
canales iénicas para inducir necrosis por dafio mitocondrial y arresto del
ciclo celular por alteracion en las vias de sefializacion.

PERSPECTIVAS

El presente trabajo solo describe el efecto biolégico, mostrado por el tratamiento
con el extracto vegetal L3, en células de cancer cervicouterino in vitro, por lo que
se considera que las investigaciones subsecuentes deberan dirigirse hacia la
elucidacion de un mecanismo de accién a través de analisis gendmicos mas
profundos, asi como también analisis proteomicos.

Otro factor a considerar a futuro es la posibilidad de fraccionar el extracto vegetal
L3 en busca del compuesto responsable de la actividad biol6gica y en la medida
de los posible, purificarlo para ayudar en la elucidacién del mecanismo de accion.

Por ultimo, es muy importante profundizar en el potencial que presenta el extracto

vegetal L3 como terapia adyuvante en la lucha contra el cancer, a través de su
efecto radiosensibilizador.
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ANEXO |

ANALSIS ESTADISTICO

Ciclo celular HelLa
Pgs_cﬂLveStahsﬂcs | | - T | (R
Y Variable | Group | M Mean | StdDev. | SHEr | |
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/L31875% | 4180 1316 0760 3
| L325% | 10.390 _ 0541 0.312 3
48w . . dged 257 1.484 3
S  Contol | 28750 _0.920 053 3
_lsst | 19.783 3.384 1.954 3
L3125% | 26067  0.835 0.482 3
" L36.25% _i 17677 6.106 3,525 3
L3125% | 0.360 0.624 0.360 3
: L318.75% | 3967 2456 1418 X
| |l325% | 5193 5210 3.008 3
. ko | 43050 14424 837 3
R S N R R
G2M [ Control | 17177 _1.908 1.102 3
_lsst | 18.237 2310 1334 3
L3125% | 18713 3012 1.739 3
L36.25% | 44307 7628  4.404 3
L3125% | 90.887 1.011] 0.584 3
o L31875% | 91.850 1247 0720 3
L325% | 84.417 4676 2700 3
Eo | 51.960 11.857 6.846 3

Post Hoc tests for Factor = Variable Test Tukey

I

Y Variable | Group1 | Group2 | MeanDiff., SE | q | Prob. |
GO/G1 Control issl | -?900 1.540 5.129 0.037
| [L31 25% -1.143 1.540 0.742 0.999

|L36.25% |  16.063 1.540 10429 0.000

|L3125% |  45.323 1540 29426  0.000

56



Y Variable | Group

1

| Group2  Mean Dnﬁ_ SE

|__a | Prob |

[L318.75% |

49.897 1540 32395  0.000

__ - L325% | 43687 1540 28363  0.000
~ |Eto | 49.087 1.540  31.869 0.000|
|ssl [L31.25% | 6.757 1.540 4.387  0.097

. | |l3625% | 23963 1540 15558  0.000

|L3125% | 53223 1540 34555  0.000

[L31875% |  57.797 1540  37.524 0.000

| |L325% | 51587 1540 33492 0.000

| | Eto | 56987 1.540  36.998 0.000

|L31.25% | L3 6.25% 17.207 1.540 11171 0.000

5 _|L3125% | 46467  1.540 30168 __ 0.000

| L318.75% 51.040 1540 33137 0.000
1l L325% 44830 1540 29106  0.000
] Eto 50230 1540 32612  0.000

L36.25% L3125% | 29.260 1540 18997  0.000

A 1L31875% | 33833 1540 21.966  0.000
| _|L325% 27.623 1540 17.934  0.000

I | 3023 1540 21440 0.000
1L3125% L31875% | 4573 1.540 2969 0454

L B _ |L825% | 1637 1540 1063 0994
. |Eo | 3763 1540 2443 0671
L31875%  |L325% -6.210 1540 4032 0.149
i Eto 0810 1540 0526  1.000

1325%

5400 1540 3508 0.271

el

Control

|31.25% |

_|L3625% |

=t

R M L
8967 3487 2571 0618
2683 3487 0769  0.999

3175 0377

|L312.5%

~ 11.073 3487
8.141) 0.001|

|L318.75% |

 |asw |

|Eto

 |12s% |

~ |L36.25%

28390 3487
24783 3487 7107 0002
6755  0.004

23557 3487
4.100 0.138

4300 3487
3.487| 1802  0.89
0.604  1.000

o |s125% |

6283

2107 3487
19423 3487 5570 0.020
15817 3487 4535  0.080
14590  3.487 4184  0.124
3487 6672  0.004

23267
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b |Eto

| YVarisble | Group1 | Growp2 |MeamDif.| SE | q | Prob. |
L31.25% |L36.25% 8390 3487 2406  0.687

A |[L3125% | 25707 3487 7371  0.002
] L31875% | 22100 3487 6337 0007
| |L325% | 20873  3.487 5.985 0.011

e . |ee | 16983 3487 4870 0052
|L36.25% |L3125% | 17.317 3487 4.965  0.046
[L318.75% |  13.710 3.487] 3.931| 0.168

" ls2s% | 12483 sae 3580 0250
|Eto | 25373  3.487 7.276  0.002

L312.5% [L318.75% |  -3.607 3.487 1.034/ 0.994

| [L325% | -4.833 3.487 1.386 0.971

| Eto | 42600 3487 12241 0000

~ |L31875%  |L325%  -1.227 3487 0352  1.000

| |Eto  -30.083 3487 11.207 0.000

-37.857 3487

10.855 0.000

R . | [ N
G2/M Control  |SSI ~ -1.060 3171 0.334 1.000
_ o |13125% _ -1.537 3471 0485  1.000
|L36.25% | -27.130 3171 8556  0.000

| |L3125% | 73710 3471 23247 0.000
P ~ _|L318.75% @ -74.673 3171 23551 0.000
| | L3 25% -67.240 3171 21206  0.000

. |Eeo | -34783 3471 10970  0.000

s8I | L3 1.25% -0.477 3171 0.150 1.000

— LIl _|13625% | 26070 3471 8.222 0.001)
S [L3125% | -72650  3.471 22913 0.000
| |L318.75% | -73613 3171  23.218 0.000

| L325% | -66.180 3.7  20.872  0.000

i | Eto -33.723 3171  10.638 0.000

" [L31.25% |L36.25% | -25.593 3471 8072 0.001
o [1e128% | 72473 3471 22762 0.000
. |i31875% | 73137 3471 23066 _ 0.000
ol |1325% | -65703 3171 20722  0.000
| Eto | -33247 3471 10485 0.000

1136.25%  |L3125% | 46580 3171 14691  0.000

= o |\31875% | -47.543  3.471 14994  0.000
. |325% | -40110  3471] 12650  0.000
__|Eto. | -7es3 3471 2414 0684
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L312.5% |L318.75% |  -0.963 3171 0.304) 1.000

L |2k | earg 3471 2041 0825

| | Eto | 38927 3171 12277 0.000

L3 18.75% |L3 25% | 7.433 3.171| 2.344 0.712

. |Eo | 39800 3171 12581  0.000

L325% |Eto | 32457 3471 10235 0.000

Ciclo celular Fibroblastos
Descriptive Statistics | ] |

" _YVariable | Group |  Mean StdDev. | StdEr | N |
 GO/G1 (Control | 91300 0461 0266 _3
| |ssl | 90.140 1.097 0.633 3
L31.25% | 92.987 0.472 0.272 3
. |L3625% | 88.990 0.580 0.335 3
| |L3125% | 82.650 0.165 0.095 3
 |1318.75% 83.437 1.118 0.645 3
|L325% | 80.440 1.084 0.626 3
' ~_ETO | 72.817 4735 2.734 3
s |Control | 2667 0.357 0.206 3
: |ssl | 4.157 0.932 0.538 3
|L31.25% | 2377 0738 0426 3
3 |L3e2s% | 4023 1208 o6 3
l L3125% | 2.553 0389 0225 3
| [L318.75% | 2793 0582 0336 3
|  |ws% | 4.210 0306  0.177 3
i |ETO ; 19.687 4.484 2.589 3
G2M__ |Contol | 6033 0159 0092 3
s8I | 5.703 0.166 0.096 3
L |L31.25% | 4640 0427 0.246 3
| |[L3625% | 6990 0841 0485 3
I  3125% | 14797 0266 0153 3
. |uste7s% | 13770 1209 0.698 3
f |L325% | 15.350 1.005 0.580 3
I |ETO | 7.490 0.265) 0.153 3
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Post Hoc tests for Factor = Variable Test Tkey |

_Y\Variable | _ Groupt | Group2 |MeanDiff.| SE | q | Prob. |
G0/G1 | Control |ssl | 1180 1.058 1.097 0.992
| ~ |L31.25% | -1.687 1.058  1.595  0.941]

| |L36.25% 2.310 1.058 2.184 0.774
L3 12.5% 8.650 1.058 8178  0.001]
| [L3 18.75% 7.863 1.058 7.434 0.002

| |L3 25% | 10.860 1.058  10.267 0.000

| |ETO | 18.483 1.058  17.475 0.000

. Isst |13125% |  -2847  1.058 2691 0.568
| [L36.25% | 1.150 1.058 1.087] 0.993

| [L3125% | 7.490 1.058 7.081 0.003

] ~ |L318.75% | 6703  1.058 6.338  0.007

_____ o L325% ! 9700 1.058 9.171) 0.000
. JETO | 17323 1058 16378 0.000
|L31.25% L36.25% | 3.997 1.058 3779  0.201
— L3125% | 10337 1058 9773  0.000
L | L31875% | 9550  1.058  9.029  0.000
| [L325% | 12.547 1.058  11.862 0.000

i |ETO | 20170  1.058 _ 19.069 0.000

|L36.25% [L3125% | 6.340 1.058 5994  0.011

- | L318.75% | 6553 1058 5250  0.031)
R (| -~ Y. 8550  1.058 8.083 0.001|

| |ETO . 16.173 1.058  15.291 0.000

|L3 12.5% |L3 18.75% -0.787 1.058 0744  0.999

Mpeipa |L3 25% 2210 1.058 2089  0.808
| |ETO | 9.833 1.058 9.297| 0.000(

|L3 18.75% |L325% | 2.997 1.058 2.833 0.509

RN |ETO | 10620  1.058 _ 10.041 0.000
|L3 25% |ETO | 7.623  1.058 7.207 0.002

I | |- B | ]

S | Control ssl_ | -149%0 _ 0.993 1.500 0.956
= _ L31.25% | 0290 0993 0292  1.000
| L36.25% | -1.357| 0.993  1.366 0.973

| i L3125% | 0113 0993 0114  1.000

I |L318.75% | -0.127| 0.993 0.127 1.000
| |L3 25% -1.543 0.993 1.553 0.948

| |ETO -17.020 0.993  17.132 0.000/

|ssl IL31.25% | 1.780 0.993 1792  0.898

] [L36.25% | 0.133 0.993 0.134 1.000

| |[L3125% | 1.603 0.993 1.614| 0.937

| |L318.75% | 1,363 0.993 1.372 0.973

| | L3 25% | -0.053 0.993 0.054 1.000
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[ YVaﬁ;bTé_l_  Group 1 1

|

ETO

| Mean Diff.| _

SE |

q | Prob. |

-15.530  0.993

. ___'E.__

|L31.25%

L318.75%

L325% |

_L3625%
. l3125% |

-1.647 0993

0993 15632 0.000

1.657 0.929

0477
0417 0.993

0993

0178  1.000
0419  1.000

-1.833 0993

L36.25%

_JETO |
[L3125% |

'L318.75%

_17.310 0893
1470

1845 0884

17.424 0.000

0.993

1480  0.959

1230 0993

1.238 0.984

0187 0.993

0.188  1.000

[L325% |
ETO

-15.663  0.993

|
|
|L3125%
|

L325% |

 |L31875%

15.766 0.000

-0.240  0.993
-1.657  0.993

0242 1.000
1668 0.927

|

ETO

-17.133 0.993

17.246 0.000

|L318.75%

L325%

I
| L3 25%

_|ETO.
ETO

. -1.417 0993

1.426 0.966

_-16.893 0993
-15.477 0.993

| J

17.004  0.000

15578 0000
| |

| ssl

0.330  0.385

 [L31.25%

[L3625%
1L312.5%

0.857  0.998

1393 0385
0957 0385

3.620

_ 0239
2486

0.654

-8.763 0.385

_L318.75% |

|L3 25%

7737 0385

22769  0.000
120.101

0.000

9317

__ETO

L3 1.25%

_-1.457
1.063

0385
0.385

0.385

24206  0.000
3785  0.199
2.763 0.538

L36.25% |

-1.287  0.385

3.343 0.320

|L3 12.5%

-9.093 0.385

23.626 0.000

~ |L318.75% |

|L3 25%

_ -B.067
9.647  0.385

0.385

20.959  0.000

25.064| 0.000

|ETO

-1.787 0.385

4.642 0.070

[L31.25%

|L3 6.25%

2350  0.385

|L3125%

L325%

-
|L36.25%

____,|
___|ETO i
L3125% |

|

1

I
=L

= _ |131875% |  -9.130

6.106 0.010

10157
10710 0.385

|

|L318.75% |
L325% |

-6.780  0.385)

0385
0385

2850 0385
0385

26389 0.000

23721 0.000

27.826 __ 0.000
7405 0.002

20283  0.000

17.616 0.000

-8.360

0.385

21721 0.000

|

|ETO

-0.500

0385

1.299 0.980

o |l3125%
|

|L318.75%

~1.027 0.385

2667 0578

L325% -0.553 0.385 1.438 0.965
| ETO | 7307 0.385  18.984 0.000
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|_Y Variable | Group 1_
[ [L318.75%

_ Group2 | MeanDiff.|
|L3 25%

-1.580

— 1

- L3 25%

Liberaciéon de LDH

ETO

6280

SE | q |

0385 4105

0137

0.385 16317 0.000

0385 20422

_0.000

Post Hoc tests for Factor = Tiempo | 1 i [
_Test | Group1 | Group2 | MeanDiff. | SE | g | Prob. |

Tukey

| Control

__|T=24h
|T=48h

|

|
N

_ |T=24n

T=72h

]T§72h
|T =48h

_ |T=48n

T=72n

|T=2an
_IT=48n |

-

- ]
_

ai
T=72h

_ -108.8558

17.0033

-266.2781
_ -388.5316
_ -625.5024

-279.6758
-516.6466

-122.2535
-359.2243

_-157.4223

17.0033

17.0033 228504

17.0033  36.7872

17.0033
17.0033  16.4483

17.0033  30.3851
71900  0.0166
211268 0.0000

17.0033
17.0033

15.6604

0.0285

_0.0003

_0.0000

__0.0000

10,0047
00002
 0.0000

| -2369708  17.0033 139368  0.0005
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Lista de genes sobreexpresados

Anexo Il

Gene | Control: | L3125%: | Timesof
~ GBacc = symbol | (intensity) = (Intensity) | Change
NM 013422 ~ |ARHGAPS | 32.8880194) 121.024523 3.679897
NM 021784  FOXA2 | 43.35047461  157.0975605 3.623895
NM 014782 | ARMCX2 | 2900266668 1033767321 3.55336
'NM 001031 RPS28 | 8951895703  287.1166154) 3.207328
NM 000913  loPRL1 |  18.30041856  56.24357039) 3.073349
(NM 012467 | IPSG1 | 7602641309 2326246671 3.059787
| NM_000076 | CDKN1C | 43.80018699]  131.6955076 3.006736
'NM 018509 - PRO1855 | 18.28930457|  50.95726745 2.786179
'NM_004907 IER2 | 49.06758171)  132.8506819 2707504
X79563 RPS21 |  57.15255997|  147.8180456 2586392
XM 004628 | | 115.8373388]  297.6517597, 2.569567|
'NM 004054 | C3AR1 | 246.5306819  627.7072986  2.546163
' NM 006236 POU3F3 | 6745043071 170.0995371) 2521509
NM 001021 RPS17 67.32038879)  168.5344487 2503134
'NM 002032 | FTH1 | 155.7074691|  389.7479512 2.503078|
'NM 000984  RPL23A 51.93499568]  129.924498 2.501675
NM 000988 RPL27 | 48.67746628]  121.6887528 2.499899
NM 001022 RPS19 66.65794116/  166.5703393 2.498882
NM 018478 | C200rf35 42.20136053 105.192459  2.492632
| NM_033301 'RPL8 | 3874385478/ 9577402436 2.47198
| NM_024992 | 1174074082] 2855798147 2432383
|NM 019554 | S100A4 | 4888674744 117.8166952 2.409993
'NM 002988 ccL18 | 104.9309465  250.5112187} 2.387391
'NM 001501 ' GNRH2 | 891.6077288| 2121.288286 2.379172
|NM 004295 |TRAF4 | 206328794 4891078024 2.370526
|NM 005539 | INPP5A | 2246431224 52.7585332) 2348549
_NM 002487 | NDN | 3400716055  79.68991138 2.343327
'NM_004096 |EIF4EBP2 | 33.0547749  77.16871573 2.334571)
' NM 005286 GPR8 | 1123117924 261.665511]  2.329813
|NM_000915 OXT | 49.3263344|  114.7156165 2325646
'NM 001540 | HSPB1 | 4470552837/  103.9381263 2.32495
| NM 016176 | Cabd5 | 364163368 83.92753324  2.304667
|NM 003793 JersE | 21.66125041]  49.79430813] 2.298773
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Gene Control: ‘ L3125%: Times of

. GBacc symbol |  (Intensity) | (Intensity) |  Change

'NM 002244 | 8405487123 192.904373 2.204981)
'NM 005884 PAK4 | 1954898731  44.83100459 2.293265
| XM_060006 - | 1729532072 303.5999959| 2.27576
INM 020079 |aPs | 1498645193 34.06210523) 2272193
| NM_080566 | ese1834283 1985000091 2239953
'NM 020673 | RAB22A | 2237409612]  49.99787983 2234632
|NM 012121 |CDCA2EP4 | 46.92093269  104.7698009) 2.232901
| NM 005617 __|RPS14 | 4252203116 940169593 2232183
' NM_003224 | ARFRP1 155552955  34.67875375 2.229386
'NM 002147 ~ |HOXBS 4778550714 106.5196523] 222912
'NM_001934 | DLX4 | 9341135497]  207.7888757|  2.22445
NM 022551 | B3GALT4 |  103.1682792| 228.544059, 2215255
| NM 002246 _ |KCNK3 | 2548504303  56.42317116| 2213972
NM 006042 | HS3ST3A1 | 99.98581198  221.0826706 2.21114)
!NM 1772 | PPP1R14D | 4814611095 1054703787, 2190631
'NM 001871 |cPB1 | 11.9033979  26.03909913  2.187535
 mwghuman20K#5417 hk1 | | 1915125444 41.80217643  2.182738
'NM 017774 cDKAL1 | 5090612619  111.0251036 2.180977
NM 004168  |SDHA | 8387844853 1827088203 2.17933
'NM 020158 (EXOSC5 | 9.80067268  21.31968881) 2175329
'NM 014637 | CHPPR | 3402076044 7389896932  2.171598
| NM 014947 | 3346010704  71.90842536 2.149079)
E_NM 006563 KLF1 | 1023126881/ 219.7788362| 2.148109
'NM 001932 | MPP3 | 2503524737| 5369740243 2144872
'NM_014035 | SNX24 | 20.20381009]  43.09284974, 2132907,
'NM 021077 INMB | 1209556212 257.9374797 2132497
| NM 006509 _|RELB | 1292464946 275.0001605 2127719
XMoigs7 | | 127.025647|  268.6499749 2114927
|NM 0220 Clof24 | 2765930266  58.04944993 2.098732
NMOo7275 |TuSC2 |  19.85767107  41.58953220| 2.094381
|NM 005086 | SSPN | 3058130234 6397565733 2091986
'NM 018458 | | 1025888314/ 214507744 2.090946
'NM_001320 CSNK2B | 2214288013 46.24639723  2.088545
'NM 016011 | cGl-63 | 1079593076  22.49316804 2.083486!
NM 001017 __|RPS13 | 30.02656137| 624122008  2.07857]
'NM 018143 KLHL11 | 26.72193479) 55.4241303  2.074106|
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| Gene Control: | L3125%: | Timesof

| GBacc_ ~_symbol (Intensity) | (Intensity) Change |
|NM 021827 | 716501858 148361027  2.07063
|NM_oo1d07 |CELSR3 ° | 1421285237 29.40970806 2.069233
' NM_018953 ' HOXC6 62.38194216)  128.8928869 2.066189
| NM_002996 | cx3cL1 | 6634983748 1368335043 2.062304
| NM 020552 |ToL6 | 1298083755 2675848045 2.061383
| NM 016202 | ZNF580 | 4073468978  83.96424074 . 2.061247
'NM 000976 |RPL12 | 7142001197 146727332 2.054403
NM 032011 |PCDHGC3 | 8299048969 169.6568677) 2044293
NM 018250 JFLJI0871 | 14.84162591| 302518709 2038312
'NM 058196 | 1680689721| 342420634 2.037382
'NM_002273 | KRT8 1554228829  31.66456769  2.037317
NM 014370 | STK23 1462954155 2979408547 2.03657
NM 003093 _ISNRPC | 2881721147 58.61765541 2.03412
(XM 071938 | 151.1363123  306.1756848| 2.025825)
humrp10a1#2-r1 | | 4002095421 81.01418736 2.023839
'NM 001015 _ IRPS11 | 7068861225  142.5829131 ~2.017056
'NM 004317 _|AsNAl | 17.04764183  34.29365403 2.011636
NM 012175 L | 4683300378 9413686034  2.010015
| NM_000666 ACY1 | 2504089129  50.23279058  2.00603
D138972 || 4161265067 8346504448 2005782
'NM_006387 | CHERP | 80.30674842  160.828 2.002671|
'NM 015493 | ANKRD25 | 2631067769 5254941778 1.997266
INM 002496 [NDUFSs | 2772312269 5521687641 1991726
Z___,____NM 003610 |RAE1 | 1509181239  300.2649043 1.989588
| XM 016979 | | 1261606492 25.07776527,  1.987764
NM_002566 | P2RY11 | 190.4533278|  378.2122227] 1.985853
NM_006789 | APOBEC2 | 128.3009398]  254.1371243 1.980789
NM 007056 |SFRS16 | 1535176196  303.7971351) 1.978907
NM 022773 FLJ12681 | 4232737612 8363655124)  1.975945
NM 004418 DUSP2 | 1567502202  30.79256159 1.964435
NM 001523  |HAS1 | 7610340497 1492838007 1961501
'NM 000054 _|AVPR2 | 2225803708/  43.61540556 1.959535
| XM 011673 | 1343410481] 2625180848 1.954104
| NM 012068 | ATF5 i 21.67831091| 42.34866022] 1.953504,
INM 01326  |cLc | 26.11004348|  50.84485131 1.947329
| NM_000407 _ |GP1BB | 1886442256/  36.73512037] 1947323
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| Gene | Control: L312.5%: " Times of
 GBacc | symbol | (intensity) (Intensity) |  Change |
NM 001020 |RPS16 | 119.6095504 232.8100379  1.946417
NM 014489  |FRAGI | 4810758467 9349954231  1.943551
NM 021075 | NDUFV3 | 3254708654  63.21597658 1.942293
'NM 012324 MAPK8IP2 | 2918286649  56.60461762 1.939652
NM 004223 _ |UBE2t6 | 8207534978 160.9409975 1.939624
NM_004107 | FCGRT | 1011218062  19.57091632 1.93538
NM 016173 | HEMK | 2511891905/ 4849770106  1.930724
'NM 018329 o _19.86873335  38.31292022]  1.928303
'NM 013324 CISH | 1574341857|  30.31916762  1.925831)
XM 056112 | 3915351659 7530040723 1.923209
' NM 006456 SIAT?TB | 27.65834277)  53.10321106) 1.919971|
'NM 002905 RDHS _ | 2030619114 38.98637956 1.919926
(NM 005022 | PEN1 | 6033148833  115.8272317  1.919847
'NM 020435 | GJA12 | 16.65273003  31.89716023 1.915431
'NM 012323  MAFF | 5350371251 102.573269) 1.913905
|AF116704 _ | 1104.856997  2109.224115  1.909047
'NM_002494 | NDUFC1 | 101.4898172  193.4550741| 11.906153
| NM 016026 'RDH11 | 89.11306286  160.8305638  1.905768
NM 012445 SPON2 9907265663 18.8663867  1.904298
NM 000152 IGAA 282806738 53.78557569] 1.901244)
BC015202 I FLI13111 | 1422024943  27.03108378  1.899684)
|NM 000025 _|ADRB3 | 2666701025  506.5684509) 1.899607,
'NM 016149 | 27.56427161 5220494409  1.8972
'NM 006013 | RPL10 | 66.23268219) 125583174  1.896091|
NM 003811 _|INFSF9 | 27.04752783  51.26924555| 1.895524)
| NM 016837 o | 2423419609  45.92754994) 1.895155|
| XM 069860 | | 6459149402  122.3405336]  1.894066
MQJ& GUCY2F | 4310102598 8154273512  1.891898
'NM_000994 ~ RPL32 | 3570101486  67.53907647 1.891797|
'NM 013259 NP25 | 18.33843125  34.67368793 1.890766.
'NM 001194 | HCN2 | 2409803619  45.53167408 1.889435
|NM 000201 ICAM1 | 569.31505  1074.308695 1.887017)
' NM_005809 'PRDX2 |  44.18915743|  83.35197759 1.886254/
'NM 002163 | 1CSBP1 | 17.99842019  33.93425755 1.885402
|NM 006623 | PHGDH  61.68268052]  116.2423877 1.884522

(NM 018926

_|PCDHGC3 |

45.21832239)

84.8118934

1.875609)
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Pre—

Conﬁ'ol: |

L312.5%:

" Times of

. GBace _symbol | (intensity) | (Intensity) |  Change
NM 015908  |ARs2 | 1861351231 34.88688322 1.874277
NM 006979 | SLC39A7 | 19.3850255  36.32725719 1.873986,
'NM 002121 | HLA-DPB1 | 130.7398169]  244.9290641, 1.873408
'NM 018404 | CENTA2 | 191.5194347|  358.7550941 1.873205,
NM 005794 _ |DHRS2 | 2620021678  49.05851684|  1.872447
NM 002153  |HSD17B2 | 5338536254  99.92631179 1.871792
'NM 007205 TREX2 | 167.0524326)  312.473705_ 1.870513
NM 022044 SDF2L1 | 16.23314564]  30.32857884)  1.868312
NM 016415 | 537.6986039) 1004.571423 1.86828
NM 003160 | AURKC | 9306285076/  173.099209 1.860025
NM 002434 _ MPG | 3489557849 6473642172 1.855147
'NM 005556 KRT7 5019455295 109.5793889 1.851174
humtubak 1#1-1 | 1125028005 208260335 1849676
' NM_003240 EBAF | 203.6928274  376.6730382 1.849221
|NM 003507 FZD7 344.7608015 __636.9569387] 1.847533
NM_005258 _ GCHFR 2202249512 4061773846 1.844375
NM 022042 SLC26A1 1277619374 23.55178547 1.843412
'NM_002133 HMOX1 1439289155  26.49489558) 1.840832
'NM 001689 _ ATP5G3 1294245239 2377948782 1.837325
' NM 003355 ucP2  11.6744571 2141492359  1.83434
NM 012079 DGAT1. | 1510471543 27.65650537]  1.830985
' NM_006035 | CDC42BPB 571.6551716  1043.489739 1.825383
|NM 022834 WARP | 426157078 77.72715847|  1.823909
NM 001481 | c16orf3 39.36555683 7150646381 1.816473
|NM 020309 _Istcizar | 1430397786 2507204582 1.815722
'NM_004165 | RRAD | 4061752367 73.72994676 1.815225
NM_006396 MTVR1 | 7555784148 137.1092532 1.814626
XM 009877 | 167.9650067  304.0693695]  1.810314]
'NM 023075 | MPPE1 | 2049258947 37.09362813 1.8101,
'NM_020421 ADCK1 6648726038 120.0015696) 1.804881
NM 003087  |sNco | 435001854  78.66338133  1.804612
NM 01893  |PCDHB2 | 14.0206482)  25.27841996 1.802942
NM 001759 | CCND2 | 4968194513  89.50159076) ~ 1.801491]
' NM_002590 ' PCDH8 | 2454477272 44.1718973 1.799646)
' NM_004210 INEURL | 8229940323  1479.808409 1.798079

|NM 000992

' RPL29 |

104.010603  186.9021969

~ 1.796953
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44.35031365

| NM 024748

79.67055458

1796392

'NM 003498  [SNN | 1370174565  24.58225671 1.794097
NM 007037  |ADAMTS8 | 2680240564 4818825155 1791891
NM_006547 IMP-3 | 33.48563029  59.99136564, 1.791556
|NM 014694 |Kiaaos0s | 19.82084563 3550454732 1791273
|NM 012126 __|cHsts | 108.1315542  193.6080801) 1790486
| NM 014643 || 662336454 1185176387 1.789387
'NM_018600 ! I 83.97439848  149.5499862 1.7809
NM 017659  |FLJ20084 | 6653925218 118174322 1.776009
NMoo29gs  [ccl4  233.3169837) 4143666655 1.775982
'NM 000979  |RPL18 2397292379 4254127587, 1.774555)
'NM_005922 |MAP3K4 | 1823376858/ 3234648835 1.773988
AKO27130  |C19%rf33 | 5672007536 100.6031469  1.773678
'NM 003254 | TiMP1 | 4408869951  77.93331305 1767648
'NM 001829 | CLCN3 | 69.06771429 122.0535744] 1767158
NM 017874 | c200rf27 43.7102629 77.14142948| 1.764836/
| NM 001673 | ASNS | 29.16820906 51.41011966| 1762539
'NM_001639 _|APCS | 5751465169 101.3688281]  1.762487
|[NM 001450 |EHL2 - 12.60558005 2217940822 1759491
|AB030648 |FGF20 | 2026889562  51.46802696/ 1.758455
|NM 025069 | FLJ14299 | 2504973918 440.1145997 1756963
NM 000526 _|KRT14 | 1557611631 27.3570798 1.756348
NM 001669 ~ |ARSD | 29.47630036]  51.73394906 1.755103
'NM 000978 'RPL23 | 5047245827  88.52007087] 1.753829
NM 002046 |GAPD | 9519123057/  166.6659965 1750855
'NM 012456 TIMM10 | 120.6403661 211.1353653 1750122
|NM 021939 FKBP10 | 18.85383844|  32.96733613 1.748574)
'NM 003946 ' NOL3 | 37.52242112]  65.58927363] 1.748002
NM 002004  |RDBP |  19.06894766| 3320542223 1746055
'NM 006883 | sHOX | 17.00150101]  29.66850976 1.745052
|NM 014606 || 53007472 9265021382 1.744908
|NM 007171 |POMT1 | 180.6149771|  314.8194471 1.743042
'NM_005116 | sLc23a2 | 17.36874434  30.25033118]  1.741653
NM 018173 | FLJ10665 | 87.45086986  152.2884088 1.741417,
'NM 001678 | ATP1B2 | 183.5079934  319.3854409 1.740444)
'NM 017706 JFLJ20195 | 2591820255|  45.09392321 1.739855
'NM 015559 |seTeP1 | 108.4098576]  188.5733373) 1.739448
'NM 017856 | FLJ20514 | 2481134251  43.15035849) 1.739138
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. GBacc
'NM 021212

&£

—
_symbol

Control:

_|__(intensity)

L312.5%:
_(Intensity) |

Times of
Change |

o | 6970843627  120.9092555/ 1734549
|NM 016328 |GTF2IRD1 |  8399804914| 1454805303 1731951
|NM 018228 C14orf115 26.10208798]  45.17426963 1.730676
NM 057158 | DUSP4 | 2243254886 38.80891033 1.730027,
NM 018161 |NADSYN1 | 1410642687  24.39896355 1729635
| NM 001703 ~|BAR | 137.255615  237.0624644  1.72716)
| NM 006368 |CREB3 | 2449665605 4229778369  1.726676
'NM 003955 ~ |socs3 | 236183885 40.76813352 1.726118
NM 025236  |RNF39 |  200.7461577 3608113152 1.720705
'NM 004723 |ARHGEF2 | 7591485078  130.5555185 1.719763
NM_014610 | GANAB | 187.2707364)  321.8777395) 1.718783
|NM 000787 | DBH | 3971077433 68.14755539) 1716097
MO0 |RPS7. | 2599044104 445853692 1715453
NM 004927 | MRPL49 | 13.07318941)  22.37407394) 1.711447,
'NM 014867 | 16.13750739|  27.59156194] 1.709769
NM 001997 FAU | 3157954342 5398023009 1700342
'NM 001888 | CRYM | 1481002449 2528782942 _1.707481)
;NM 014211 | GABRP | 2842042982 48.49762092 1.706435
'NM 002574 | PRDX1 | 275722431 470.4996536 1.706425
NM 000999 _|RPL38. | 4212335001] 7182248755 1.705052
' NM 005096 | ZNF261 | 4210610351 71.76553739, 1.704397,
| AE00B466 5 | | 2143579872  365.3433677, 1.704361
(NM 013349 | sPuE | 172868462 2045200056 1703728
| NM_024644  |Cldorf169 | 197777532 33.62760696  1.700274
XMo030144 | | 2590173452  44.02573465 _ 1.699721
| NM 004323 | BAG1 | 4121919397  69.89110971) 1.695596
%NM 016140 | CGl-38 | 114.9914044  194.9500146) 1.695423
NM 014364 | GAPDS | 17.74599073  30.07873915 1.69496)
'NM 000790 DDC | 121.977757,  206.5718392 1.693521
'NM 005321 | HISTIH1E J 349.6091821)  591.9472614| 1.693169
‘NM 016820 ~ loset | 1822785231  30.83430746 1.691604.
' NM_000325 |piITX2 | 3997829549  67.62105124) 1.691444
NMO014353  RAB26 | 1060653712 17.93689) 1.691117
|NM 017728 |FLI20255 | 6205330063 104878105 1690127

ESTA
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Lista de genes silenciados

Gene | Control: L3125%: | Timesof |
— GBacc | symbol | (intensity) = (intensity) | Change |
| NM 00 | C130rf22 | 4271201888  15.65395518] -2.72851
NM 020373 | IMEM16B | 6346221058  25.26942325| -2.51142
NM 033656  [C2lorf07 | 169.5883021) 67.56499834]  -2.51
NM 016323 HERC5 | 99.92518886  42.0822429  -2.37452
NM_003927 MBD2 | 520.1363613]  220.6344642| -2.35746
NM 016340 _ |RAPGEF6 | 308.8336511 131.3882587  -2.35054
NM 018076 JARMC4 | 131.4118847  56.04292056 -2.34484
NM 012399 | PITPNB | 224672203 9626428242 -2.33301
NM 000306 | POUTF1 | 885207849 3707678822  -2.33116
|NM 005925 | MEP1B | 5498660251 2378712854 -2.31161
NM 001775 _ep38 | 1591305877 6914091727  -2.30154
'NM 006379 _ sEmAsc | 2001222617  91.1589598  -2.20404)
'NM 018133 _ FLJ10546 | 6644457616  28.96542288| -2.29393
'NM_003675 ' PRPF18 | 212.0660275  93.63487305] -2.26482
'NM 001819 __CHGB _108.0588132  47.96350438  -2.25294
'NM 018686 | CMAS 174.318562  78.0850745| -2.23242
'NM 014018 MRPS28 209.4364347,  94.086718 -2.22599)
'NM_004844 SH3BP5 367.2239634'  165.1377398] -2.22374|
'NM_003742 ABCB11 165.5199212  74.70718253| -2.21558|
' NM 000957 - | PTGER3 | 260.8110511]  117.9476862| -2.21124
I_NM 016090 | RBM7 | 619.8482028  280.343355|  -2.21103
lNM 006451 | PAIP1 | 311.2864071) 141.0257087] -2.2073
' NM 014351 | SULT4A1 | 401.9337897  184.5359805 2.17737
|NM 022476 |ETS | 1759389344 80.85144176] -2.17608)
| NM_018844 |BCAP29 | 118.6328611  54.57299722 -2.17384,
(NM 003410 _ lzex | o7.38254484) 44.96080052 -2.16594
|NM 006803 __ AP3M2 | 9091156964  42.08359209) -2.16026
NM 017881 | C9orf95 | 328.1135356  152.1230001) -2.1569
'NM_004830 | CRSP3 | 79.92411865  37.10233384 -2.15415
NM 016477 I | | 118373768 5505765451 -2.15
'NM_006540 | NCOA2 | 128.4825227]  50.8909602|  -2.14527
NM 012408 | PRKCBP1 | 597.5018216) 2797065879  -2.13617
NMooss2  cuu | 731.2201738]  342.9877601)  -2.13191
NM 005742 | TXNDC? | 238.128188  111.8688852) -2.12864.
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NM 000582

BC000963

| (ntensity) | (intensity) |

e ARSOE.
NM 002560

Tlmes: of
_ Change

-2.12349

| 59.05067185  27.80836859)
| 1315232967 _ 61.95940401)

-2.12273|
-2.11575

NM 002296

NM 000781
INM 000358

|NM 012238

'NM 001326

|NM 000535

'NM 017412

-2.09429

43.07989058  20.61037355|

-2.0902
-2.08812

1554394173 74.53879966,

2615295915 125.8624979|
204.7334711  142433554)

| 159.2406557  76.99020426

|NM 004788
NM 004788
'NM 001948

iNM 24576
' NM_000026

o amarsiT

-2.08535

__-2.0779
-2.06927|
__-2.06832]

-2.06598

| 760.1789142 3682283713
| 243849225 1185053392
| 97.66100325

'NM 004768
' NM_004693
'NM 004951
'NM 022133

| XM 011118

'NM 018168

'NM 016399
fiXM 013065
|NM 018410

'NM_000161
'NM_001462
|NM 018912
|NM 018440

207.2626126

2202707291/ 108.5511254
| 654.1365032  322.7305976

__-2.06442
_-2.05602
_-2.04202

204101

~ -2.03845
_-2.03291

-2.02919)
-2.02688

| 8216978567  40.54485299
423.6996696 _ 209.3847319]

| 220220646

_-2.02664
_-2.02355

-2.01907|

DKFZp762E1312 79.33397356]  39.46410849|

2258697057 11.25312307|
62.22408177

-2.01028/

_-2.00965|
_-2.00717|

-2.00065)

125.3952027| _ 62.73275689)

| NM 025235
|NM 015577

! NM_021998

104.0763198| 5253005542 _

-1,99888

-1.99837

-1.99585

NM 012108

'NM 006541

'NM 017680

|BCO17212

2415762187 122.0427231)

XM 020162

|NM 017639

-1.99121

_-1.98242
-1.97944

-1.97794

21.59686836)

-1.97437,

| 167.9994299  85.27607761

_-1.97007
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Gene ‘ Control: | L312.5%: ‘ Times of
~ GBacc ~_symbol _ (Intensity) (Intensity) Change |
|NM 014118 || 5164143815 2624436492 -1.96772
NMO32582  |use® | 6o0Ms5707 3507865748 -1.96734
| NM 022353 | OSGEPL1 | 345003142 17.5484615]  -1.96652
'NM 013341 | PTDOO4 | 62.56317239]  31.95426782| -1.9579)
NM 018471 | LEREPO4 | 699428701 358.0654134|  -1.95335
NM 006980 | MTERF | 86.11163935  44.11205023 -1.95211)
NM 006611 |KLRA1 | 1124847985 57.77573167|  -1.94692
'NM 017523 ~ |HSXIAPAF1 |  104.0103967 5345506984 -1.94575
mwghuman20K#8615 hk1 | | 2652148526) 136.3350304  -1.9453)
'NM_021004 _|DHR34 _| 113.2587497  58.264293 -1.94388
'NM_003286 ‘TOP1 | 103.2456789  53.16480015 -1.94199)
'NM 019000 |FLJ20152 | 168.8832917  87.16098065) -1.9376
|NM 002618 _IPEX13 | 7537528315 38.98498793 103344
' NM_022461 Az o | 748.1352027|  387.8735214) -1.92881/
| NM 000922 | PDE3B | 3542643025 1836715861 -1.92879
 mwaaracontrol#002-07 e | 29.96161742 1553799434 -1.92828
NM_004982 (KCNJ8 | 58.88705097| 30.569903 -1.92631/
'NM_024894 FLJ14075 | 249.0332534  120.3464942  -1.92532
'NM_002598 PDCD2 | 417.8630237/ 217.0538925  -1.92516
'NM 004730 | ETF1 | 110.9908717  57.65467584]  -1.9251
'NM 007007 CPSF6 | 2529022707  131.6415036  -1.92114
'NM_006467 | POLR3G | 112.2954974  58.47913873]  -1.92027|
'NM 017897 | FLJ20604 | 59.36110792  31.04818675) -1.9119)
'NM 006134 | C21orf4 | 363.9457995|  190.3645913 -1.91184
NM 022456  |RAB3IP | 116.8704821  61.19164084]  -1.90991)
'NM_001990 | EYA3 |  64.86473559  33.99540556| -1.90804/
NMO14776  |am2 | 151.3186519]  79.32175536) -1.90766|
NM 022765 | NICAL | 3286484005 1724641172 -1.9056
'NM 021067 B J 67.93930186 3574398031  -1.90072
NM 013303 I |  64.55277913  33.98993401| -1.89917
NM002025  |FMR2 | 9078197519 _47.84602050  -1.89738
NM 018224 o] 33949073  179.0374406 -1.89625
NM 002357 IMAD | 7359243848 38.86733019  -1.89343
NM_000440 | PDEBA |  168.4731857  89.01996649 -1.89253|
| NM 014548 | T™MOD2 |  31.45638026/ 16.67551028  -1.88638)
|NM 006788 | RALBP1 | 101.1200208 5362468501 -1.88587
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GGI‘IB

L312.5%: |

| Control: Times of
. GBacc | symbol | (intensity) & (intensity) |  Change
|NM 007285 _ |GABARAPL2 |  248.895998 1325985292 -1.87706
'NM 017775 |FLJ20343 | 7152241867  38.12152459 -1.87617
NM 021120 _J DLG3 ; 4725662481 25.1983975§§______-j._81_53§
iL-I_M 014814 |ﬁ:‘§§_‘m [ 112‘5401ﬂ6j 60.02038138| -1.87503
NM 016308  |UMPCMPK | 4100331952 218.8232217|  -1.87381
_NM_M —— E— J&l@}j [_ _37.38533151§ 20.259431871__ __-1.8?0015
'mggsﬁ ~ |ivpa1 | 4549149579  24.39285963 -1.86495/
NMoOOt627  |ALCAM | 136.8873338 734151384 -1.86457
NM 014914 |Q,I_E_,N_‘_r_§g . [ .14T.982"26665. 79.38.4-.11.321;; -1 .3641_.22
NM 022474 |MPP5 | 1743651215  93.69462183 -1.86099
AKO00364 CHD7 _ 4881170287 26.23225075  -1.86075
NM 024109  |MGC2654 | 301.3872523 1624182831  -1.85562
NM 006998 _|SCGN | 7938278647 4284478441 -1.8528
'NM 017548 H41 | 5136388827 277380624/ _ -1.85175
'NM 017662 | TRPM8 585821726  31.65102795 -1.85088
'NM 002495 | NDUFs4 | 28.79566532  15.56767041 -1.84971
|NM 014666 | ENTH 71.94983948 3908191513 -1.841
XM 042940 766.2891922  416.2648244 -1.84087
|NM 003290 |TPM4 | 2240323569 1217336872 -1.84035
'NM 005524 JHES1 | 9649883237/ 5244440583 -1.84002
NMo14278  |APG | 1614083986  87.75697866  -1.83927
'NM 014333 IGSF4 | 2658831239  144.6356662 -1.8383
'NM 002072 | GNAQ | 9161308737  49.84189428  -1.83807
'NM 018313 lpB1 | 4123764450 224358485 -1.83802
'NM 004290 |RNE14 | 4514443036 2459674645  -1.83538
' NM_000696 ALDHOA1 | 235727256  128.5532902 -1.83369
XM 016170 | | 2932675289 160.2570508 -1.82998
'NM 006010 | ARMET | 7804954421 42069807345  -1.82794
NM00B481  |TCF2 | 223158547 1222692316 -1.82514
| NM_018547 ; | 5350024073  29.36420301| -1.82502]
; NM 007212 |RNF2 | 74.21894318  40.69827367 -1.82364
| NM 005410 | sEPP1 | 2101783582  115.5289705) -1.81927|
| NM 006837 _ lecopss | 3525463005 193.8838216 -1.81834
| NM_014942 | | 271.550788  149.4647948) -1.81682
| NM 016622 | MRPL35 | 1540563601 84.83034039  -1.81605
|NM 002670 lpLst | 2075380878  11.43925061| -1.81426
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Gene | Control: L312.5%: | Timesof
. GBacc __symbol | (Intensity) = (Intensity) |  Change |
'NM 003732 | EIF4EBP3 | 124.4948164  68.62524438 -1.81413
|NM_016487 Corf203 | 200237301, 1104880422 -1.8123
'NM 015878 i | OAZIN | 50.26376445  27.74906611) -1.81137,
| AL050296 |IK | 142.9675099  78.96469535  -1.81052
|NM 022091 _ |HEUC1 | 1365353382 7552021616/  -1.80793
'NM 001608 ~ |acADL | 4356783092  24.10311033 -1.80756
'NM 001877 Jerz | 27.30232198]  15.11870308]  -1.80586
NM 025126 |RNF34 | 1208348678  67.02515041 -1.80283
 mwgaracontrol#002-04 | | 3642195817 2022178785 -1.80112
'NM 015677 | sHavL1 | 525745387  29.2059862] -1.80013]
'NM 006548 | IMP-2 245.9115387|  136.6167272] -1.80001)
| NM 022771 |TBCIDIS | 9450930904 5258291243 -1.79734
NM 003676 - |DEGS | 9335036753 5204799856 -1.79354
NMoO15239 AGTPBP1 | 1277702292 71.34982273  -1.79076
'NM 001548 IFIT1 | 350.8823383  196.3973853 -1.78659)
' NM_024072 DDX54 | 137.9421639  77.25484541  -1.78555
'NM 002180 IGHMBP2 | 68.01139877  38.09693759 -1.78522
'NM 001231 PEA15 | 157.9837388  88.51635525 -1.7848
'NM 014143 | PpcDiLGT | 277.7179204  155.822637]  -1.78227
NM 025246  |TMEM22 | 2253667138 126.6860708 -1.77894
NM 019083  |UGT1A10 | 9358410108 52.73543336/ -1.7746
| AB023430  PTPNS1 | 7214491176 _ 406.9497619  -1.77282
'NM 024535 |FLJ22021 | 506.1366652  285.681004/ -1.77168|
|NM 024855 | ACTRS | 642367145 3626588041  -1.77127
NM 002583  |pAwR | 6234685651 3520458491 -1.77099
| NM_020390 | EIF5A2 | 366.4235242  207.1085684 -1.76923
| NM 053036 GPR74 | 35049339  203.2043709|  -1.76912
'NM 006282 | STK4 | 2229177834  12.60769049) -1.76811|
|NM 024051 | CTorf24 | 91.86554424  52.09334773  -1.76348
| NM 006573 | INFSF138 | 7521561126 42.86004514)  -1.75488
|NM 021999 [ITM2B | 9530453747 5437618641 175434
|NM 004245 ToMs | 7412306551 4226016575 -1.75307
 mwgaracontrol#002-08 | | 2999719972  17.11350713|  -1.75284
NM 016065 ' MRPS16 | 381.3495654  217.5640624, -1.75282|
| NM_000355 CjTeN2 | 1484583464  84.80269944) -1.75063|
|NM_030666 | SERPINB1 | 22.83215681  13.06925796 -1.74701/
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Gene | Control; L3155%_ |' -'i'imeé of_

. GBacc symbol (Intensity) | (Intensity) | Change |
NM 006245 _ |PPP2RSD | 454.1963428  260.6579998 -1.7425
NM 000629 | IENART | 47.24436534)  27.1582396|  -1.7396
'NM_017895 | DDX27 | 258.0606145  148.4100221 -1.73884
NM Q02789 | psma4 | 1517126709,  87.30268852 -1.73778
NM 012278 |;TGB1BR2 | 107.6560173| 61.96106281] -1.73748
(NM 004067 | CHN2 | 87.25480213 5024632373 -1.73654
| NM 004388 CTBS 5403017183  311.204315  -1.73616
:.LIM_QD_G_QQ_Z |cBX1 | 192.8803376 111.1529153i_ ___-133523'
'NM 005611 'RBL2 | 24.44703377) 1409279351 -1.73472
NMoOOS768  [C3F | 2977408209 17.16500046| -1.73458
NM 018975  |TERF2IP | 335373654/ 193.3552249 -1.73449
NM 005570  |LMAN1 | 72.36802157  41.72666908  -1.73433
NM 024580 EFTUD1 | 1425503525 8221653895 -1.73384
NM 016213 JTRIP4 | 665448385 38.38312182]  -1.7337
XM 070924 | | 155.3806937]  89.7420194] -1.7315)
'NM 031857 PCDHA2 35.30157948| 2044366436 -1.73118
NM 004839 HOMER2Z | 1_24,1319288f 71 .?8700?043 »1_.'.{29_1_.':'.;
'NM_002063 | GLRAZ | 18.01386992  10.42058141] -1.72868
NM 017696 | 2704741029 1564867791 -1.72842
| AK055328 _ | C210rfs9. | 222348308| 128.6662762 -1.72823
NM 016180  |MATP | 70.69886974| 4095453501 -1.72628
NMO4099 | 57.73129342| 3344537945 -1.72614)
'NM 014904 | Rab11-FIP2 4575136173 26.54605103] -1.72347]
'NM_000380 | XPA | 3552238712 206.1702904] -1.72296
| NM_004268 _ |CRSP6 | 2064657714 131.5313391]  -1.7217
NM 003020 | SGNE1 | 48.92077179  28.45253604) -1.71938
| NM 002592 PCNA | 2491457143  144.9549713]  -1.71878|
'NM 018180 DHX32 | 3224774662  187.7256697  -1.71781
'NM 018368 _|CBorf209 | 70.69284124)  41.17144334)  -1.71704
' NM_016029 | DHRS? | 115.8047235  67.49324079  -1.7158
'NM 007181 | MAP4K1 | 283.1601499  165.2542568|  -1.71348
'NM 001412 |EIF1AX | 66.62824908 3888786411 -1.71334
NM 016288 ~ IMo25 | 7435128162 43.4127894]  -1.71266

|

|

|

| XM 011708 | | 3777597401  22.07282019) -1.71142|
'NM 000272 |NPHP1 132.8567416/  77.64278613  -1.71113)
NM 015571 | SENP& 39.77602044  23.26208341| -1.70991
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GBace

I
|NM 024332
'NM 006919
| NM 003772

, — g
| symbol

CBAA

| SERPINB3

| JRKL

1008.535686

~ Control: |

L3 12.5%: |
(Intensity)

123.7793037|

Times of
_Change |

591.0182651)
26.28391583  15.4101108]

-1.70644)

-1.70495|

| NM 021820

| C6orf75

37.53319987.

22.02412564|

-1.70419

' NM 006157

|NM 024834

' NM_005792

XM 018464
XM 002943
| NM 002077

|NELL1

| MPHOSPH6

_INPX1

~|Cc10orf119

184.548336  108.3675847

2312786761

135.865715|

|
J _
| 211.0378296
|
|
|

383.1007824)

| 47.45891886

225.078779)

27.89309297|
316.0565714)  186.2343124|
29.15728827

17.19896063)

-1.70298
-1.70226
-1.70207.

-1.70146

-1.69709)
169520

'NM 003668

| GOLGA1 95.06301315 _ 56.1 1574554j
M_QQS. y _‘ _QLQ}_BSZ?:B?; i ___5{.082934?8! =

| MAPKAPKS

| 468.0069434

276.8734459

_-1.69405

-1.694

-1.69033
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