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I. RESUMEN 
 
El Cáncer cérvico uterino (CaCu), representa la segunda neoplasia femenina 
más común a nivel mundial, en mortalidad. En México, es la neoplasia maligna 
con mayor incidencia entre la población femenina. El principal agente etiológico 
asociado al CaCu es la infección por Virus de Papiloma Humano, sin embargo, 
el largo periodo de latencia entre la infección y el desarrollo del tumor, así como 
el hecho de que no todas las pacientes infectadas desarrollan cáncer, hacen 
evidente que son necesarias otras alteraciones en la célula para que se de la 
transformación. Las técnicas de citogenética tradicionales han permitido 
detectar alteraciones limitadas en CaCu, sin embargo, la aplicación de técnicas 
moleculares han rendido mejores frutos. En este trabajo utilizamos la 
metodología de  hibridación genómica comparativa sobre microarreglos (CGH 
arrays), así como diversas herramientas bioinformáticas para determinar 
nuevas alteraciones en lesiones precursoras de alto grado cervicales, ya que 
en estas regiones se pueden encontrar genes que jueguen un papel importante 
en los primeros eventos de transformación del epitelio cervical y en el 
mantenimiento del fenotipo transformado. A través de este estudio se 
encontraron nuevas alteraciones cromosómicas que se están presentando en 
las lesiones precursoras, caracterizado por la tendencia a la pérdida mínima de 
material genético. Asimismo, se encontraron alteraciones que corresponden a 
lo ya encontrado en estudios con CaCu, como la perdida de casi todo el 19 y 
20, asi como, la identificación de posibles genes que se alteran en lesiones 
precursoras. En conclusión, este trabajo permito encontrar nuevas alteraciones 
en lesiones precursoras, donde se pudo observar que son mínimas las 
alteraciones con respecto a lo ya reportado con muestras invasoras, asimismo, 
representa el primer estudio que abarco todo el genoma. 
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II. ABSTRACT 
 
Cervical cancer (CC) represents the second most common female neoplasia in 
worldwide in mortality. In México, this disease is the neoplasia with more 
incidences among the female population. The main agent etiológico associated 
to CC is the infection with Human Papillomaviruses (VPH). However, the long 
period of latency between the infection and the development of the tumor, as 
well as the fact that not all the infected patients develop cancer, make evident 
that are necessary other alterations in the cell so that transforming. Traditional 
techniques of cytogenetic have allowed detecting alterations limited in CC, 
however, the application of molecular techniques have surrendered better 
results. In the present work we used the methodology of comparative genomic 
hybridization on arrays (CGH arrays), as well as diverse bioinformatics tools for 
determining news of chromosomal imbalances in high grade cervical lesions, 
due to in these regions can be genes that play an important role in the first 
events of transformation of the cervical epithelium and in the maintenance of 
the transformed phenotype. We found that there is a tendency to loss genetic 
material and we found to chromosomal imbalances previously reported in 
cervical cancer as the loss the almost all de chromosome 19 and 20. In 
conclusion, this work allowed to define a possible news chromosomal 
imbalances that could characterizing the high grade cervical lesions, where we 
could observe that there are minimum the alterations with regard to the already 
reported with invasive samples, also, there is a tendency to loss genetic 
material. 
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III. III. INTRODUCCIÓNINTRODUCCIÓN  
  

3.1 Cáncer cervico uterino 

En el año 2005, se registraron, de conformidad con las proyecciones de la 

OMS, más de 500, 000 casos nuevos de cáncer cervico uterino (CaCu), de los 

cuales el 90% correspondía a países en desarrollo. Se estima que un número 

superior al millón de mujeres padecen actualmente de CaCu en el mundo, la 

mayoría de las cuales no están diagnosticadas o carecen de acceso a 

tratamientos que podrían curarlas o prolongarles la vida. Ese año, alrededor de 

260 000 mujeres fallecieron de la enfermedad y cerca del 95% de esas 

defunciones ocurrieron en países en desarrollo; todo ello convierte al CaCu en 

una de las amenazas más graves para la vida de la mujer (1). En muchos 

países en desarrollo se tiene un acceso limitado a servicios de salud y la 

detección del CaCu, no se practica o bien se practica en unas pocas mujeres 

que lo necesitan. En dichas regiones, el CaCu es el cáncer más frecuente en la 

población femenina y la primera causa de mortalidad de cáncer entre las 

mujeres (1) (Gráfica 1 y 2). Las tasas más altas de incidencia anual se 

encuentran en algunos países de centro y Sudamérica (93.8 por cada 100,000 

mujeres en Haití, con la incidencia nacional más alta del mundo), en África del 

Sur (61.4 por cada 100,000 mujeres en Tanzania), y Asia (30 por cada 100,000 

mujeres en la India) (2). 

Durante el 2006 alrededor de 800 mujeres murieron cada día en todo el mundo 

por CaCu, y cada día 12 de esas muertes ocurrieron en México (3). En 1990 la 

tasa de mortalidad en México era del 24.97%, y esta cifra se redujo a 15.07% 

en 2005. Las 12 mexicanas en promedio que mueren por esta enfermedad 

cada día siguen representando una cifra muy alta (3, 4).   
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GRAFICA 1GRAFICA 1   

Tasa de incidencia de CaCu, normalizada según la edad, en países Tasa de incidencia de CaCu, normalizada según la edad, en países 
desarrolldesarrollados y en desarrollo (1).ados y en desarrollo (1).   
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GRAFICA 2GRAFICA 2   

Tasa de mortalidad de CaCu, normalizada según la edad, en Tasa de mortalidad de CaCu, normalizada según la edad, en 
países desarrollados y en desarrollo (1).países desarrollados y en desarrollo (1).   
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3.2 VIRUS DE PAPILOMA HUMANO Y CaCu3.2 VIRUS DE PAPILOMA HUMANO Y CaCu  

Existen diversos factores que están asociados al desarrollo del CaCu, donde 

tenemos el inicio de una vida sexual a edad temprana, múltiples parejas 

sexuales, tener antecedentes de otras enfermedades transmitidas 

sexualmente, uso prolongado de anticonceptivos orales y el tabaquismo (5, 6). 

Sin embargo, el principal factor etiológico asociado  al desarrollo del CaCu, es 

la infección por Virus de Papiloma Humano (VPH), un factor sexualmente 

transmisible. El VPH induce la trasformación celular por medio de la inhibición 

de los mecanismos de regulación del ciclo celular (proliferación, apoptosis, 

diferenciación celular, control de la expresión genética, etc.), que traen como 

consecuencia alteraciones del fenotipo celular (7-9). Estudios recientes, 

utilizando metodologías muy sensibles de detección, han confirmado una 

positividad a VPH en el 99.7% de los casos de CaCu (10). 

Los VPH pertenecen a la familia Papillomaviridae, y comprenden alrededor de 

120 tipos distintos (11). Son virus de DNA de doble cadena circular envuelto en 

una cubierta proteica llamada cápside. Su genoma se compone de dos grupos 

funcionales de marcos de lectura abiertos, llamados tempranos (E), y tardíos 

(L); están separados por una Región Larga de Control (LCR), que es necesaria 

para la replicación viral normal y el control de la replicación de genes (12). En 

la región temprana se encuentran genes que participan en la replicación viral y 

la inmortalización celular, por ejemplo E6 y E7. La principal función biológica de 
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E6 hasta la fecha parece ser la inactivación de la proteína supresora de tumor 

p53. Por su parte, E7 es capaz de formar complejos con varias proteínas 

celulares, incluyendo a la proteína supresora de tumor retinoblastoma (pRb). 

Finalmente, los genes de la región tardía codifican para proteínas de los 

capsómeros (13) (figura 1). En general, los tumores sufren una continua 

acumulación de cambios genéticos y epigenéticos que les permiten escapar de 

los controles de regulación celular y ambiental. 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Figura 1Figura 1   
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Organización del Genoma Viral del VPH. Tomando como modelo al Organización del Genoma Viral del VPH. Tomando como modelo al 
VPH tVPH t ipo 16, donde se puede distinguir sus tres regiones ipo 16, donde se puede distinguir sus tres regiones 

principales (temprana, tardía y la región larga de control) (14).principales (temprana, tardía y la región larga de control) (14).   

  

  

  

  

  

  

El largo periodo de latencia entre la infección y el desarrollo del tumor, así 

como el hecho de que no todas las pacientes infectadas desarrollan cáncer, 

hacen evidente que son necesarias otras alteraciones en la célula para que se 

de la transformación. Cada una de estas alteraciones y sobre todo, la 

cooperación entre cada una de ellas, es importante para la aparición y 

desarrollo de tumores cervicales durante las distintas etapas de la progresión, 

sobre todo aquellas que le permita a ciertas clonas celulares adquirir 

características que representen ventajas de crecimiento frente a las celulares 

normales (15, 16). 

Uno de estos procesos lo constituye la inestabilidad cromosómica. En este 

trabajo, nos enfocaremos en particular al análisis de las alteraciones 

citogenéticas que se encuentran en lesiones precursoras de alto grado del 

cervix, que surgen durante la progresión del CaCu, las cuales pueden 

originarse durante el fenómeno de inestabilidad genómica. 

La inestabilidad genómica puede otorgarle a la célula transformada una mayor 

plasticidad y se ha propuesto como uno de los motores de la progresión 

neoplásica, ya que dicho fenómeno se ha detectado desde etapas muy 
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tempranas de la carcinogénesis en una gran variedad de tumores (17) (figura 

2).  

El proceso de inestabilidad genómica implica un cambio dinámico, donde se ve 

reflejado en alteraciones en el complejo genómico celular. De particular 

importancia resulta el estudio de este proceso de alteraciones genómicas, el 

cual se puede abordar mediante el análisis citogenético.  
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Figura 2Figura 2   

Historia natural de la infección de infección por VPH en el epitel io Historia natural de la infección de infección por VPH en el epitel io 
cervical, donde cervical, donde se observa la inestabil idad genómica desde etapas se observa la inestabil idad genómica desde etapas 

muy tempranas de la diferenciación del epitel io provocada por muy tempranas de la diferenciación del epitel io provocada por 
acción y efecto del VPHacción y efecto del VPH ( (77 )) ..   
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Previo al CaCu, se pueden distinguir una serie de etapas previas al desarrollo 

del mismo, denominadas neoplasias intraepiteliales cervical (NIC), que van del 

grado 1 al 3, asimismo, y de acuerdo a la nomenclatura de Bethesda las 

podemos dividir en lesiones de  bajo grado (LIEBG) y de alto grado (LIEAG) en 

función de la cantidad de epitelio cervical que ocupa dicha lesión (18) (figura 3). 

 

 

 

Figura 3Figura 3  

Representación de las NIC I Representación de las NIC I (lesión de bajo grado),(lesión de bajo grado),  NIC II y NIC  NIC II y NIC 
III respectivamente III respectivamente (lesión de alto grado)(lesión de alto grado) .. 
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La mayoría de las lesiones leves revierten espontáneamente (19). Se sabe que 

más del 70% de las adolescentes sexualmente activas y mujeres jóvenes 

adquieren una infección por VPH. Sin embargo, la mayoría son transitorias y 

sólo el 25% desarrollan una LIEBG. Después, sólo del 20 al 40% de estas 

LEIBG progresarán a LIEAG. Esto significa que aquellas mujeres que en 

alguna ocasión adquieren un VPH, sólo del 5 al 10% de ellas desarrollarán una 

LIEAG (19, 20). 

Estudios histopatológicos previos a 1960 demostraron anomalías mitóticas, no 

solo en CaCu, sino también en NICs (21). Gracias a la disponibilidad de 

material entre los 60s y 70s permitieron un gran numero de estudios 

cromosómicos, que fueron muy limitados porque no se habían desarrollado 

todavía las técnicas de bandeo de cromosomas. En general estos estudios 

mostraron que así como en el CaCu, las lesiones (NICs), también tienen sus 

características en cuanto a desbalances cromosómicos. Tales desbalances 

indicaban principalmente aneuploidías (21). 

Después de los 70s y gracias a las técnicas de bandeo cromosómico facilitaron 

el estudios de dichas anomalías cromosómicas principalmente en CaCu, pero 

la complejidad de los rearreglos cromosómicos impedían seguir avanzando en 

el estudio. 

Posteriormente gracias a estudios de cariotipo, pérdida de heterocigocidad y 

más recientemente por medio de la hibridación genómica comparativa (HGC), 

se pudo seguir avanzando (22). Los estudios han sido básicamente con 

muestras de CaCu y líneas celulares (21), revelando cromosomas implicados 
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en cambios estructurales en los cromosomas 1,3q, 5p, 11p, 17, X, en muestras 

con CaCu en perdida o ganancia de dichas regiones cromosómicas. Con los 

que respecta NICs, los estudios pocos e insuficientes, pero de los existentes 

muestran cambios implicando los cromosomas: 1, 3q, 5p, y el 11 que ha sido 

raramente reportado (21). Como hemos visto los estudios clásicos muestran 

muy poca evidencia de cambios sustanciales representativos de las NICs, 

asimismo, la vasta mayoría de los mismos se basan en muestras con CaCu, o 

líneas celulares. 

Otros estudios marcan la ganancia del 3q como un indicador en la transición de 

una displasia severa (carcinoma in situ) a un carcinoma invasor (23), que 

contrastan con resultados de otros grupos donde no encuentra la ganancia del 

3q en ninguna de sus muestras con NIC III (24). 

En general por medio de HGC se han identificado cambios cromosómicos en 

varias regiones; pérdida del 2q, 3p, 4p, 4q, 5q, 6q, 11q, 13q,  y 18q y ganancia 

del 1q, 3q, 5p, y 8q en varios estadíos del CaCu. Se ha sugerido que la 

ganancia del 3q puede ser el cambio más consistente durante la transición de 

una NIC III a CaCu (25). En otros estudio con NICs por medio de HGC se ha 

visto en pérdidas el 5p y Xq como los más persistentes pero sólo en 5/34 

muestras, y en ganancias el 3q (26). 

Estudios con lesiones precursoras por medio de HGC, encontraron un patrón 

recurrente entre lesiones precursoras y CaCu, siendo en CaCu mayor el 

número de desbalances, siendo la ganancia del 3q la más representativa en 

ambos casos, con un 35% en las lesiones y un 72% en las invasoras (27). 

Asimismo nuestro grupo trabajando con muestras de CaCu por medio de HGC, 

donde ya se cuenta con más de 300 muestras procesadas, que se puede 
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consultar en la página http://progenetix.blogspot.com/, se ha llegado a 

obtener un patrón global de desbalances, donde se ve la ganancia del 3q y del 

5p, así como la pérdida del cromosoma 4, que concuerda con lo ya reportado 

en la literatura para dicha neoplasia (figura 4)(22, 28). 

  
  

  
  
  
  

Figura 4Figura 4   
Desbalances cromosómicos detectados en más de Desbalances cromosómicos detectados en más de 402402 muestras  muestras 
hasta abri l  del 2008 derivadas de tej idoshasta abri l  del 2008 derivadas de tej idos  con CaCu mediante  con CaCu mediante 
HGCm y microarreglosHGCm y microarreglos . El histograma representa las alteraciones . El histograma representa las alteraciones 
de más de 334 muestras, la cuerva de incidencia a la izquierda de de más de 334 muestras, la cuerva de incidencia a la izquierda de 
los ideogramas (rojo), representa la pérdida de ADN, la curva a la los ideogramas (rojo), representa la pérdida de ADN, la curva a la 
derecha (verde), representa la ganancia derecha (verde), representa la ganancia de ADN.de ADN.   
 

 

 

Neevia docConverter 5.1



 

 

 

IV. Hibridación genómica comparativa (HGC) 

En las dos últimas décadas hemos sido testigos de un impresionante avance 

en lo que se refiere al entendimiento del funcionamiento de celular normal, y de 

cómo se modifica dicho funcionamiento en células tumorales. Este avance a 

sido posible gracias al desarrollo de nuevas metodologías de análisis global, 

las cuales nos permiten detectar, analizar  y cuantificar la presencia de 

moléculas de importancia biológica. La hibridación genómica comparativa es 

una metodología de análisis genómico que sólo requiere como fuente de 

análisis el ADN tumoral, obteniéndose un mapa genómico de las regiones de 

pérdida o ganancia de material genético en un solo experimento de hibridación 

(29). La HGC tiene su fundamento en la comparación de dos poblaciones de 

DNA genómico, una proveniente de la muestra tumoral y la otra proveniente de 

una muestra de referencia cariotípicamente normal. Cada una de estas 

poblaciones es marcada diferencialmente utilizando fluorocromos diferentes. 

Por convención, el genoma tumoral se marca con isotiocinato de fluoroceína 

(FITC, verde) y el genoma de referencia con tetrametil rodamina (TRITC, rojo). 

Ambas poblaciones genómicas se marcan diferencialmente en cantidades 

equimolares y se utilizan como sondas para una reacción de hibridación (en 

presencia de ADN cot-1 no marcado), sobre cromosomas en metafase de un 

sujeto cariotípicamente normal. La hibridación de estas sondas se lleva a cabo 

sobre sus secuencias complementarias en los cromosomas de manera 

competitiva, de esta forma, la cantidad relativa de ADN normal o tumoral que 
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puede unirse a su secuencia blanco en los cromosomas, irá en proporción a la 

abundancia relativa de esa secuencia en las poblaciones genómicas. El uso del 

ADN Cot-1 no marcado es para bloquear las secuencias cromosómicas 

altamente repetitivas presentes en las regiones centroméricas de los 

cromosomas, eliminando hibridaciones no específicas en este tipo de regiones. 

Después de que la hibridación se lleva a cabo la captura digital de las 

imágenes. Posteriormente un programa específicamente diseñado para este 

tipo de análisis empalma  las tres imágenes capturadas (la imagen de la 

metafase normal, la imagen de la señal del genoma tumoral y la imagen de la 

señal del genoma normal  de referencia), para producir una imagen compuesta, 

la cual es sometida a un análisis digital de imagen. De esta forma, una vez 

hibridados los genomas normal y tumoral sobre los cromosomas, las 

diferencias en la intensidad de cada fluorocromo se interpretan como cambios 

en el número de copias entre ambos genomas (figura 4). 
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Figura 4Figura 4 

Metodología de Hibridación genómica comparativaMetodología de Hibridación genómica comparativa . El ADN se El ADN se 
extrae tanto de células tumorales como de normales. extrae tanto de células tumorales como de normales. 
Posteriormente se marcan coPosteriormente se marcan con rodamina (tumor), y f luoresceína n rodamina (tumor), y f luoresceína 
(normal), por medio de “nick translation”, una vez mezclados en (normal), por medio de “nick translation”, una vez mezclados en 
cantidades equimolares, ambos ADNs se uti l izan como sondas de cantidades equimolares, ambos ADNs se uti l izan como sondas de 
hibridación sobre cromosomas en metafase de un sujeto hibridación sobre cromosomas en metafase de un sujeto 
cariotípicamente normal. Una vez hibridadcariotípicamente normal. Una vez hibridado se l leva acabo la o se l leva acabo la 
captura de imágenes por medio de un microscopio de captura de imágenes por medio de un microscopio de 
epif luorescencia, para después realizar el análisis de cambios en epif luorescencia, para después realizar el análisis de cambios en 
el número de copias a lo largo de todos los cromosomas.el número de copias a lo largo de todos los cromosomas. 

 
 

  DNA normal    DNA tumor 

Hibridación sobre 
cromosomas 

Marcaje 
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4.1 Limitaciones de la HGC sobre cromosomas 

A pesar de su gran capacidad de análisis y de la abundante información que 

ofrece, el método tiene sus limitaciones, entre las que podemos mencionar que 

el resultado del experimento refleja un promedio de las alteraciones presentes 

en la totalidad de las células analizadas, por lo que es muy importante 

asegurarse de que al menos el 60% de las células analizadas provengan del 

tejido tumoral mediante el análisis histopatológico del tejido del cual se obtiene 

el ADN. La HGC solamente detecta alteraciones en le número de copias en el 

ADN, pero no detectara translocaciones reciprocas, rearreglos cromosómicos o 

cambios en la ploidía. Sin embargo, la mayor limitación de la HGC sobre 

cromosomas en metafase la constituye su limitada sensibilidad, así como el 

hecho de la necesidad de evaluar una gran cantidad de cromosomas en cada 

experimento para la obtención de un resultado adecuando,  hace necesario la 

utilización de otras herramientas de análisis global para la detección de 

desbalances cromosómicos. Por otro lado, debido a estas limitaciones en la 

sensibilidad para detectar pequeñas alteraciones, los datos derivados de HGC 

sobre metafase nos ofrecen muy poca información acerca de los posibles 

genes específicos que son blancos de cambios en su número de copias, 

indicando únicamente la presencia de alteraciones en regiones citogenéticas 

que pueden contener una gran cantidad de genes dentro de ellas. 
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Para solventar algunas de estas limitaciones, sobre todo la de sensibilidad, 

diversos grupos han desarrollado un nuevo método, los arreglos de HGC (CGH 

array) (30, 31). 

 

 
V. HGC sobre microareglos. 

Un microarreglo, está constituido por secuencias de ácidos nucleicos que 

previamente han sido caracterizados, los cuales están ordenados e 

inmovilizados sobre una matriz sólida, que puede ser nylon, cristal o plástico, 

generalmente formando una matriz de puntos. Cada punto representa un gen y 

la posición de cada gen dentro de la matrix esta perfectamente ubicada. En 

general, el fundamento de los microarreglos es similar al de la HGC, dos 

poblaciones experimentales, ya sean de ADN o ADNc obtenido a partir de los 

genes expresados en diferentes condiciones experimentales (por ejemplo, 

tejido normal contra tumor), son marcados diferencialmente utilizando 

fluorocromos, cada sonda competirá por hibridar sobre su complementario en 

el microarreglo, y de igual forma que en la HGC, la evaluación de la intensidad 

de la fluorescencia entre las sondas hibridadas será una representación de la 

abundancia relativa de cada una en la población inicial. Una vez hibridados, se 

capturan las imágenes en los diferentes canales de cada fluorocromo utilizando 

un “scanner” y se obtienen la relación de intensidades de fluorescencia para 

cada fluorocromo. Finalmente, los datos se deberán analizar para determinar la 

tasa de expresión o el número de copias para cada uno de los genes 

representados en el arreglo. 
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Por otra parte, uno de los beneficios alternos de la Secuenciación del Genoma 

Humano, fue la construcción de diversos vectores que contienen clonados 

fragmentos discretos de los cromosomas humanos, los cuales fueron utilizados 

para llevar acabo la secuenciación del genoma de una manera ordenada. De 

tal forma que fue necesario conocer primera la localización citogenética exacta 

de cada una de estas clonas, así como el orden en que se encontraban cada 

una de ellas sobre los cromosomas. Este esfuerzo de mapeo puso a 

disposición de los investigadores un grupo de clonas que reprendan 

secuencias particulares del genoma humano, perfectamente mapeadas y con 

una correlación directa con el genoma humano.  

En la HGC sobre microarreglos se sustituyen las preparaciones de 

cromosomas en metafase por estas clonas, generalmente representadas en 

cromosomas artificiales de bacterias (BACs). Estas clonas son ordenadas 

sobre soportes de sólidos utilizando un robot micro-arreglador y sirven como 

blanco para la hibridación (figura 5 y 6), siguiendo una metodología muy similar 

a la utilizada en la HGC sobre metafase. De tal forma que la sensibilidad de los 

microarreglos dependerá del tamaño de las sondas inmovilizadas sobre el 

cristal (30, 31). 
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Figura 5Figura 5   

Metodología  de arreglo de Hibridación Genómica Comparativa. Metodología  de arreglo de Hibridación Genómica Comparativa. 
Se hace la extracción de nuestros ADNs normal y tumoral, se Se hace la extracción de nuestros ADNs normal y tumoral, se 
marcan con flurocromos Cy5 para el Amarcan con flurocromos Cy5 para el ADN normal y Cy3 para DN normal y Cy3 para 
nuestro ADN tumoral. Una vez marcados se mezclan en cantidades nuestro ADN tumoral. Una vez marcados se mezclan en cantidades 
equimolares para hibridarlos sobre la laminil la con el microarreglo.equimolares para hibridarlos sobre la laminil la con el microarreglo.   
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Figura 6Figura 6   

Obtención de imagen. Obtención de imagen. Una vez hibridado se l leva a cabo la Una vez hibridado se l leva a cabo la 
captura de captura de imagen con ayuda de un scanner. Se lee el arreglo en imagen con ayuda de un scanner. Se lee el arreglo en 
sus diferentes canales,  para después con ayuda de programas sus diferentes canales,  para después con ayuda de programas 
especializados para cada tipo de microarreglo realizar el análisis especializados para cada tipo de microarreglo realizar el análisis 
de cambios en el número de copias a lo largo de todos los de cambios en el número de copias a lo largo de todos los 
cromosomas.cromosomas.   

 
Otra ventaja de los microarreglos, además de su mayor resolución es el mejor 

rango dinámico que se obtiene en estos experimentos en comparación con los 

cromosomas en metafase, la correlación directa entre los blancos impresos en 

el arreglo  y la secuencia del genoma humano y la facilidad de analizar un alto 
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número de muestras de manera automatizada, abriendo las puertas de la 

aplicación del método al ámbito diagnóstico (32). 

La HGC sobre microarreglos ha sido aplicada también al estudio de la biología 

del cáncer, utilizándose arreglos dirigidos a ciertas regiones particulares del 

genoma (33, 34), regiones particulares que comúnmente sufren alteraciones en 

su número de copias en diferentes tumores (35), o utilizando microarreglos que 

cubren la totalidad del genoma humano (36). En todos los casos, la HGC sobre 

microarreglos ha detectado alteraciones que fueron pasadas por alto con por la 

HGC sobre metafase, lo que demuestra mucho mayor sensibilidad de los 

microarreglos de HGC. La HGC sobre microarreglos está abriendo la 

posibilidad de llevar a cabo clasificación de los tumores en base a sus patrones 

de alteraciones cromosómicas. Asimismo, dichos arreglos han permitido 

analizar de una manera más profunda las alteraciones previamente detectadas 

por medio de la HGC sobre cromosomas (37). También se ha utilizado la HGC 

en forma paralela con otras técnicas como el análisis de expresión por 

microarreglos de ADNc como una forma más rápida y poderosa de identificar 

genes importantes en la oncogénesis. Pollack y colaboradores,  utilizaron 

microarreglos de ADNc para estudiar alteraciones en el ADN de muestras de 

tumor mamario y en forma paralela, utilizaron estos mismos microarreglos de 

ADNc para estudiar los cambios de expresión a nivel de ARN en las mismas 

muestras (38). Con esta metodología, pudieron demostrar que existe un alto 

grado de correlación entre las alteraciones a nivel de ADN y los cambios de 

expresión a nivel del ARN. 

La aplicación de los métodos de análisis genómicos de alto rendimiento, como 

es la HGC sobre microarreglos, genera una gran cantidad de información, de la 
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cual es necesaria extraer lo más relevante, haciendo uso de diversas 

herramientas y de minado de datos. El manejo de grandes cantidades de 

información, así como la relación de estos datos con lo reportado e las bases 

de datos biológicos disponibles en la red, así como el análisis matemático de 

estas relaciones, ha dado lugar al surgimiento de una nueva área de las 

Ciencias Biológicas: la bioinformática. 

La bioinformática es el campo de la ciencia en donde la biología, las ciencias 

computacionales y las tecnologías de manejo de la información se unen para 

dar lugar a una nueva disciplina (39). La bioinformática ha venido 

evolucionando para combinar toda esta información biológica, para poder dar 

una visión global de lo que esta pasando en un momento dado el la célula 

normal como en su contraparte tumoral. Asimismo, la bioinformática ha 

permitido el desarrollo de nuevas herramientas que permiten el análisis de 

diferentes plataformas experimentales (SAGE, HGC sobre microarreglos, etc.), 

así como el desarrollo de nuevos algoritmos que nos permitan hacer 

correlaciones biológicas que a simple vista pasa desapercibidas al analizar 

grandes cantidades de datos. 

De esta forma la bioinformática es vital para el desarrollo y análisis de las 

herramientas de análisis global que hoy en día se utilizan y para aquellas que 

se seguirán desarrollando. En el presente trabajo haremos uso de dichas 

herramientas de análisis global, así como de algunos programas para 

determinar el patrón de alteraciones cromosómicas en lesiones precursoras de 

alto riesgo del cervix uterino.  
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VI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El CaCu representa la segunda neoplasia femenina más común a nivel mundial 

y la primera causa de mortalidad en la población femenina de México, 

constituyendo uno de los problemas de salud más importantes de nuestro país. 

Como sabemos el principal factor etiológico asociado a esta neoplasia es la 

infección por VPH, pero debe de haber otros factores genéticos que deben 

estas determinando la progresión de una lesión precursora a un cáncer. De 

particular importancia resultan las alteraciones que se presentan en lesiones 

precursoras, las cuales se mantienen en etapas posteriores de la progresión. 

Es posible que en estas regiones se ubiquen genes que juegan un papel en los 

primeros eventos de la transformación del epitelio cervical y en el 

mantenimiento del fenotipo transformado. De lo anterior, con la finalidad de 

resolver dicho problema se planteo la hipótesis mencionada a continuación y se 

establecieron los siguientes objetivos.  
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VII. JUSTIFICACIÓN 

El CaCu se desarrolla pasando por varias etapas previas al mismo, desde un 

epitelio normal, pasando por lesiones precursoras de bajo y alto grado para de 

esta manera llegar al carcinoma in situ, tumores invasores y metástasis en 

otros órganos del cuerpo. Las lesiones son morfológicamente distinguibles en 

cada etapa de la progresión, asimismo, si son detectables en etapas tempranas 

son curables (Histopatología y Citología). Sin embargo, el largo período de 

latencia entre la infección y el desarrollo del tumor, así como el hecho de que 

no todas las pacientes infectadas desarrollan cáncer, hacen evidente que son 

necesarias otras alteraciones en la célula para que se de su transformación . 

Hasta la fecha no se cuenta con ningún marcador molecular que pueda estar 

indicando la probabilidad de que una lesión precursora de alto riesgo 

evolucione a un tumor invasor. Entre las alteraciones que se presentan durante 

la progresión neoplásica se encuentran pérdida y ganancia de material 

genético (aneuploidía), por lo que la detección de alteraciones cromosómicas 

específicas en lesiones precursoras puede ser un reflejo de cambios que 

existen desde esta etapa y que ya se encuentran en un tumor invasor.  
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VIII. HIPOTESIS 
 

Es posible que haya regiones alteradas en lesiones precursoras de alto grado 

del cérvix, que también están presentes mayoritariamente en los carcinomas 

invasores del cérvix. 
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IX. OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar el patrón de desbalances genómicos que se alteran en lesiones 

precursoras de alto grado del cérvix uterino humano. 

 

9.1 OBJETIVOS PARTICULARES: 

 

• Determinar las ganancias y pérdidas de genes en el DNA genómico de 

las muestras mediante el uso de microarreglos Genómicos 

(microarreglos de HGC). 

 

• Crear una base de datos mediante las herramientas GEO y Genome 

Browser UCSF y así definir los probables genes que se alteran.  
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X. MATERIAL Y METODOS 

Se analizaron en total 10 muestras mediante los arreglos de HGC. Estas 

muestras fueron de lesiones precursoras de alto riesgo incluidas en bloque de 

parafina, los resultados de dichas muestras dieron lugar a la creación de una 

base de datos de las alteraciones cromosómicas presentes en lesiones 

precursoras del cervix uterino. Esta base de datos fue evaluada utilizando 

diferentes herramientas de análisis bioinformática para determinar dicho patrón 

de alteraciones y así de esta manera determinar posibles genes que pudieran 

estar jugando un papel importante en la progresión. Para evitar falsos 

negativos o positivos, el área de interés en el tejido fue seleccionada y obtenida 

por punción evitando material genético proveniente de células estromales. La 

figura 7 presenta el esquema general seguido en esta metodología.  
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Figura 7Figura 7   

Diagrama de flujo que muestra la metodología diseñada para Diagrama de flujo que muestra la metodología diseñada para 
cumplir con los objetivos del presente trabajo. Se trabajaron cumplir con los objetivos del presente trabajo. Se trabajaron 10 10 
muestras de NIC III mediante los arreglos de HGC, para muestras de NIC III mediante los arreglos de HGC, para 
posteriormente con los programas SPOT y SPROC llevar a cabo el posteriormente con los programas SPOT y SPROC llevar a cabo el 
análisis bioinformático.análisis bioinformático.   
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10.1 Muestras biológicas  
 
Las muestras biológicas de NIC III fueron obtenidas de los archivos de 

Patología en el Departamento de Ginecología Oncológica del Hospital de 

Oncología del Centro médico Nacional Siglo XXI-IMSS, el Departamento de 

Patología del Hospital General de México. El proyecto fue previamente 

sometido y autorizado por la Comisión Nacional de Investigación Científica, con 

número de registro 2006-785-089. Debidamente las muestras fueron 

seleccionadas, y solamente aquellas que cubrieran nuestros criterios de 

inclusión (muestras donde el epitelio fuera en su totalidad NIC III, para evitar 

sesgo en los resultados) fueron las utilizadas para las hibridaciones (en este 

caso sólo 10 fueron las seleccionadas para las hibridaciones) (figura 8).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Figura 8Figura 8   

Tinción de hematoxil inaTinción de hematoxil ina--eosina, donde se observa que el epitel io eosina, donde se observa que el epitel io 
se encuentra cubierto se encuentra cubierto en su totalidad por NIC IIIen su totalidad por NIC III   
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10.2 Extracción de ADN 

El ADN de los tejidos se purificó utilizando el kit de Wizard (Promega) siguiendo 

las recomendaciones del fabricante. Brevemente, las áreas donde se 

encontraba la lesión fueron identificadas y señalas por un patólogo en un corte 

histológico teñido con hematoxilina-eosina. Este corte se utilizo como guía para 

identificar la misma región en cortes histológicos no teñidos, de los cuales se 

microdisecaron 10 cortes de 10 micras para la obtención del ADN. El tejido fue 

depositado en tubos Eppendorf de 1.5 ml y desparafinado en xilol dos veces 

durante 10 minutos, seguido de rehidratación en una serie de alcoholes con 

concentración descendente, hasta PBS (amortiguador de fosfato salino, 137 

mM NaCl, 2.7 mM KCL, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4) 1x. El tejido fue 

entonces centrifugado, se elimino el PBS y se resuspendió en 600 µl de 

amortiguador de lisis (10 mM Tris-Cl pH 8.0, 0.1 M EDTA pH 8.0, 0.5% P/V 

SDS), incubándose durante 72 horas a 50˚C. Después de esta incubación se 

adicionaron 20 µl de proteinasa K (20 mg/ml) y se incubó por otras 24 hrs. a 

50˚C. Una vez completamente digerido el tejido, se adicionaron 200 µl de la 

solución de precipitación de proteínas (3 M NaAc) y se incubó en hielo durante 

5 min. Posteriormente se centrifugó por 3 minutos a 16, 000 rpm y el 

sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo que contenía 600 µl de 

isopropanol frío para precipitar el ADN. El ADN se centrifugó durante un min. a 

16, 000 rpm y la pastilla se lavó dos veces en etanol al 70%, para ser 

finalmente resuspendido en un volumen adecuado de agua bidestilada estéril. 

La calidad del ADN fue determinada mediante geles de electroforesis de 

agarosa al 1% y la concentración fue determinada por nanodrop. 
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10.3 Marcaje de las sondas para los arreglos de HGC  

El marcaje de nuestro ADN se llevo a cabo por el método de marcaje de 

random primed, siguiendo el protocolo del kit de marcaje (Invitrogen) para los 

arreglos de HGC. Brevemente, 800 ng de ADN  genómico de las lesiones (NIC 

III), se mezclo con 10 µl de la solución de random primer y se llevo a un 

volumen de 21 µl con agua estéril, en un tubo eppendorf de 500 µl. El ADN se 

desnaturalizo en un termociclador a 99˚C por 10 min. Se centrifugo brevemente 

y se puso en hielo, para evitar que se volviera a renaturalizar nuestro ADN. Se 

le agrego 2.5 µl de nuestra mezcla de dNTPS (8 µl dATP 100 mM, 8 µl dGTP 

100 mM, 8 µl dTTP 100 mM, 4 µl dCTP 100 mM, 2 µl Tris 1M, 0.4 µl EDTA 0.5 

M, 184.6 µl dH2O), 1 µl de Cy3 (1mM, para el ADN de las NIC III) y 1 µl de Cy5 

(1 mM, para nuestro ADN de tejido normal), 0.6 µl de la DNA polymerasa 

Klenow (40 U/ µl). Se mezclaron y se dejaron incubando en un termociclador a 

37˚C toda la noche. Se puso una columna de sephadex G40 en un tubo 

eppendorf de 1.5 ml y se centrifugo a 760 x g por 1min. Se descarto el 

sobrenadante. La columna se paso a un nuevo tubo de 1.5 ml y se puso cada 

muestra marcada dentro de la columna y se centrifugo a 760 x g por 2 min. 

Para remover todos aquellos nucleótidos no incorporados de nuestra mezcla de 

ADN. Entre más obscura se torne la muestra es un indicativo de una mayor 

cantidad de nucleótidos marcados. 

10.4 Hibridación de las sondas marcadas sobre los arreglos de HGC  

Los análisis de los arreglos de HGC se llevaron acabo utilizando los 

microarreglos de la Universidad de San Francisco California (USA), siguiendo 
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las instrucciones del proveedor. Cada microarreglo consiste de 2400 clonas, las 

cuales cubre la totalidad del genoma arregladas por triplicado, estando 

impresos dos microarrglos por laminilla. El microarreglo al cubrir la totalidad del 

genoma representa una herramienta útil para detectar de forma confiable 

alteraciones citogenéticas  cuya asociación al cáncer han sido demostradas. 

Brevemente el arreglo se activo en un Stratalinker a 260, 000 µJ de UV. La 

mezcla de hibridación se preparo combinando 30 µl de ADN marcado tumoral 

(Cy3), con 30 µl de ADN marcado normal (Cy5) y 75 µg de ADN Cot1 humano 

no marcado. El ADN Cot1 representa la fracción del genoma que contiene 

secuencias altamente repetitivas, como las que se encuentran en los 

centrómeros de los cromosomas, la finalidad de incluirlos en la reacción de 

hibridación es la de bloquear estas regiones cromosómicas con secuencias 

repetitivas para eliminar hibridación inespecífica de las sondas en estas 

regiones. A esta mezcla se adicionaron 2.5 volúmenes de etanol absoluto frío y 

0.1 volumen de acetato de sodio 3M (pH 5.2) y se centrifugo a 14, 000 rpm por 

45 minutos a 4˚C. Se descarto el sobrenadante y se dejo secar al aire libre la 

pastilla de ADN durante 15 min. y se resuspendió  el pellet en 7µl  dH2O, 14µl 

SDS 20%, y 49 µl de solución de hibridación. Las sondas fueron 

desnaturalizadas 13 min. a 73˚C y finalmente incubadas a 37˚C durante 2hrs. 

Durante esta prehibridación se calienta el arreglo a 37˚C y una vez terminado el 

tiempo de incubación se ponen las sondas en el arreglo, se pone rubber 

cement en los límites del arreglo y se cubre con una cubierta de silicón 

(gasket). La hibridación se lleva a cabo en una cámara de incubación a 37˚C 

durante 68hrs, después de las cuales las laminillas con los arreglos se lavaron 

en formamida al 50%,  2x SSC (pH7) durante 15 min. a 45˚C, seguido de un 
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lavado en buffer PN ( fosfato de sodio 0.1 M, 0.1% nonidet p-40, pH8.0) por 15 

min. a temperatura ambiente. Las laminillas fueron almacenadas a 4˚C en la 

oscuridad hasta la captura de imágenes. 

10.5 Captura digital de imágenes y análisis 

La visualización y captura de imagen se llevo a cabo de inmediato usando un 

scanner láser (Axon 4000B), que captura de manera automatizada las 

imágenes del arreglo para los dos fluorocromos (Cy3 y Cy5), crea una imagen 

compuesta, normalizada, así como las imágenes de cada fluorocromo en 

escala de grises para su posterior análisis por medio de los programas 

diseñados exclusivamente para dichos arreglos. Una vez obtenidas las 

imágenes en escala de grises se cargaron en el programa SPOT 

http://www.jainlab.org/downloads.html que se encuentra disponible en la red. 

SPOT se encarga de medir las intensidades de fluorescencia de las imágenes 

obtenidas en los diferentes canales, elimina el ruido y fondo y convierte los 

colores (rojo y verde) y da una imagen integrada de la hibridación (figura 9), así 

como generar un archivo con extensión txt con los valores numéricos de la 

hibridación, para cargarse en el segundo programa SPROC, donde se cargan 

también las bases de datos de la información del los arreglos con la ubicación 

de las clonas dentro de los arreglos para que de esta forma se le brinde el 

contenido a cada punto de la hibridación (figura 10), así como la representación 

gráfica del patrón de desbalanes por hibridación (figura 11). 
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Figura 9Figura 9   
ImageImagen integrada de los valore del arreglo, generada por el n integrada de los valore del arreglo, generada por el 
programa SPOT. Se usan los valores integrados para encontrar los programa SPOT. Se usan los valores integrados para encontrar los 
subarreglos. Los espacios en negro indican el fondo de la imagen.subarreglos. Los espacios en negro indican el fondo de la imagen.   
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Figura 10Figura 10   
Imagen representativa del programa de SPROC,Imagen representativa del programa de SPROC, donde realiza el  donde realiza el 
análisis dando como resultado una base de datos de los análisis dando como resultado una base de datos de los 
desbalances cromosómicos por arreglo. desbalances cromosómicos por arreglo.   
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Figura 11Figura 11   
Representación esquemática de la base de datos generada por Representación esquemática de la base de datos generada por 
SPROC ubicando todas las clonas a lo largo de los crSPROC ubicando todas las clonas a lo largo de los cromosomas, omosomas, 
para identif icar aquellas clonas que se están ganando o perdiendo.para identif icar aquellas clonas que se están ganando o perdiendo.   
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Asimismo con el programa SPROC se construyó una base de datos por cada 

hibridación con el valor numérico de los desbalances, identificando aquellas 

clonas que se estaban ganando o perdiendo de manera significativa (figura 12), 

y con las herramientas bioinformáticas de GEO y Genome Browser UCSF 

(figura 13), se ubicó la región cromosómica que contiene dichas clonas para 

identificar aquellos genes que se están alterando. 

 
 
 

Figura 1Figura 122 

Base de datos que describe las alteraciones cromosómicas Base de datos que describe las alteraciones cromosómicas 
presentes en cada caso. En la columna A se indica cada clona presentes en cada caso. En la columna A se indica cada clona 

contenida en el microarreglo para su identif icación.contenida en el microarreglo para su identif icación.   
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Figura 1Figura 133 

Mediante las herramientas de GEO y Genome BrowsMediante las herramientas de GEO y Genome Browser UCSF, se er UCSF, se 
identif icaran las clonas que se estaban ganando o perdiendo de identif icaran las clonas que se estaban ganando o perdiendo de 
manera diferencial, ubicando la región cromosómica e identif icando manera diferencial, ubicando la región cromosómica e identif icando 
los genes contenidos en dichas regiones.los genes contenidos en dichas regiones.   
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XI. RESULTADOS 

Con la finalidad de determinar el papel que juegan las alteraciones 

cromosómicas durante la progresión del carcinoma cervico uterino, llevamos a 

cabo experimentos con microarreglos de hibridación genómica comparativa 

para determinar el patrón de desbalances en lesiones precursoras del cervix 

uterino. Creamos una base de datos por medio de herramientas bioinformáticas 

que contiene información de las pérdidas y ganancias de material genético en 

las lesiones precursoras de alto grado.  

Se realizó el experimento control de los arreglos de HGC, para estandarizar las 

condiciones de hibridación para los experimentos. En este experimento control 

se hibridan el ADN genómico de una mujer cariotípicamente normal, contra el 

ADN genómico de un hombre cariotípicamente normal (figura 14), donde no 

debe haber pérdida ni ganancia de material genético, salvo en el cromosoma Y, 

como se muestra en la figura 15. Se hibridaron en cantidades equimolares los 

ADNs. Para ADN extraído en muestras en fresco se marcan de 300 a 600 

ng/ml de nuestro ADN (40, 41), y para ADN extraído de muestras embebidas 

en bloque de parafina se debe de marcar 800 ng/ml de ADN, debido a la 

degradación del ADN sufrida al ser embebido en parafina (40, 42). 
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FFiigguurraa  1144  
CCoommpprroobbaacciióónn  ddee  llaa  bbuueennaa  iinntteeggrriiddaadd  ddeell  AADDNN  aa  uussaarr  eenn  eell  eexxppeerriimmeennttoo  
ccoonnttrrooll..  LLaa  ccoonncceennttrraacciióónn  ddeell  AADDNN  ddee  llaa  mmuujjeerr  ffuuee  664455  nngg//mmll,,  yy  llaa  ddeell  AADDNN  ddeell  
hhoommbbrree  558855  nngg//mmll..  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
  
  

                                                                                                                      AADDNN        AADDNN  
      MMWW                                                                                                  MMuujjeerr    HHoommbbrree    
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FFiigguurraa  1155  

GGrrááffiiccaa  ddee  llaa  hhiibbrriiddaacciióónn  ddeell  eexxppeerriimmeennttoo  ccoonnttrrooll,,  ddoonnddee  ssee  ccoommpprruueebbaa  llaass  
ooppttiimmaass  ccoonnddiicciioonneess  ppaarraa  llaass  hhiibbrriiddaacciioonneess..  SSee  mmuueessttrraa  ccoommoo  llaa  úúnniiccaa  zzoonnaa  

aammpplliiffiiccaaddaa  eess  llaa  ccoorrrreessppoonnddiieennttee  aall  ccrroommoossoommaa  YY..    
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11.1 Extracción de ADN 

En la figura 16 se muestra la calidad del ADN purificado a partir de los tejidos 

embebidos en parafina, con aquellas que se realizaron las hibridaciones. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FFiigguurraa  1166  
EEjjeemmppllooss  ddee  AADDNN  ppuurriiffiiccaaddooss  yy  ccuuaannttiiffiiccaaddooss  ppoorr  NNaannooddrroopp  aa  ppaarrttiirr  ddee  tteejjiiddooss  

eemmbbeebbiiddooss  eenn  ppaarraaffiinnaa..  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

11        22          33        44          55          66  

448899..2233  99  

336655..7733  1100  

554400..0022  88  
224400..1188  77  
336644..1188  66  
665500..5544  55  

332277..3322  44  
225511..0055  33  
337700..77  22  
557755..8833  11  

nngg//µµll  SSaammppllee  
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Para considerar como ganancia o pérdida de material genético (una copia extra 

o perdida de la clona), se cuentan ya con valores previamente establecidos, 

donde tenemos todos aquellos valores que se encuentran de 0.2 a 0.75, en 

función de una normalización en log2, se considera ganancia de material 

genético, aquellos valore de -0.2 a -0.75, son pérdida de material genético. 

Aquellos valores mayores por encima de 0.75, o su contraparte negativa -0.75, 

se consideran amplificaciones o deleciones (material genético ganado o 

perdido en cuando menos dos copias) (40, 41). Bajo este criterio los resultados 

mostraron un patrón global de desbalances de 2618 alteraciones. (tabla1), 

donde se encuentran clonas que están alteradas en cuando menos una 

hibridación. 

CCLLOONNEE  LLoogg22RRaatt  

RRPP1111--8822DD1166  
  

--00..225599881188  

RRPP1111--111111OO55  
  

00..885500556611  

RRPP1111--6600JJ1111  
  

--00..228833112255  

RRPP1111--881133JJ55  
  

--00..226644222266  

RRPP1111--117788MM1155  
  

00..883366110022  

CCTTDD--22112288DD1144  
  

00..776600004422  

RRPP1111--44OO66  
  

00..778899333377  

RRMMCC0011PP005577  
  

11..116622339988  

CCTTDD--22005511JJ1111  
  

--00..228822888822  

RRPP1111--110044JJ1133  
  

--00..220000992288  

CCTTDD--22009988KK55  
  

00..886688007755  

RRPP1111--44PP66  
  

--00..336655772277  

RRPP1111--5511AA2200  00..777744777777  
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RRPP1111--119922AA1122  
  

--00..221133663333  

RRPP1111--88FF2244  
  

00..8866110055  

 
TTaabbllaa  11  

EEjjeemmpplloo  ddee  aallgguunnaass  ddee  llaass  cclloonnaass  ggaannaaddaass  oo  ppéérrddiiddaass,,  ddoonnddee  ssee  oobbsseerrvvaa  eell  
nnúúmmeerroo  ddee  iiddeennttiiffiiccaacciióónn  ddee  llaa  cclloonnaa,,  aassíí  ccoommoo  ssuu  vvaalloorr  eenn  lloogg22  RRaatt  qquuee  nnooss  
ddiiccee  ssii  ddiicchhaa  rreeggiióónn  ccrroommoossóómmiiccaa  ccoonntteenniiddaa  eenn  llaa  cclloonnaa,,  ssee  eessttaa  ggaannaannddoo  oo  

ppeerrddiieennddoo..  
 

Mediante las herramientas de GEO y Genome Browser UCSF, fue posible la 

creación de una base de datos con todas las alteraciones presentes en las 10 

hibridaciones (apéndice), donde se observa las alteraciones por hibridación, 

que clona es y el cromosoma en el que se encuentra. Del total de hibridación 

encontramos tenemos un total de 61 clonas que están representadas en al 

menos el 40% de nuestras hibridaciones entre ganancia y pérdida de material 

genético, de donde seleccionamos sólo aquellas representadas en más del 

50% de las hibridaciones para la búsqueda de posibles genes que se alteran 

en LIEAG (tabla 2). 

CCLLOONNAA  MMAATT..  
GGEENNÉÉTTIICCOO  

PPOOSS..  CCIITTOO..  %%  

CTB-141D22 PERDIDO 7q21.13b 50 

RP11-49N15 PERDIDO 7q21.3 60 

RP11-11L13 PERDIDO 10p13 50 

RP11-660B16 PERDIDO 11q12.3-q13.1 60 

RP11-548G17 PERDIDO 11q13.1 50 

RP11-31A19 PERDIDO 12q22 50 

CTD-2003I23 PERDIDO 12q24.2 60 

RP11-30C8 PERDIDO 13q21-13q22 70 

RP11-31C6 PERDIDO 13q22 50 
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RP11-120G8 PERDIDO 13q14.2 50 

CTD-2371A5 PERDIDO 16 p tel 60 

RP11-141E3 PERDIDO 16p12 50 

RP11-165M24 PERDIDO 17q25.3 50 

RP11-49M3 PERDIDO 19p13.3 50 

RP11-75H6 PERDIDO 19p13.3 50 

RP11-48M7 GANADO 20p12 50 

RP11-208I3 GANADO 19q13.2 50 

  
TTaabbllaa  22  

CClloonnaass  mmááss  rreepprreesseennttaattiivvaass,,  eess  ddeecciirr,,  aaqquueellllaass  qquuee  eessttáánn  aalltteerraaddaass  eenn  aall  
mmeennooss  eell  5500%%  ddee  nnuueessttrraass  hhiibbrriiddaacciioonneess..  

 

Asimismo, estas clonas encontramos que se ganan o pierden en la mayoría de 

las mismas junto con otras clonas (bloques) que también están alteradas, pero 

no en la misma proporción (entre el 20 y 30%). En la figura 17 se muestran las 

alteraciones encontradas en  el presente estudio donde se engloban tanto las 

alteraciones más representativas, así como, aquellas alteraciones que las 

acompañan (alteraciones en bloques), es decir, alteraciones donde se observo 

que había un comportamiento que la clona se ganaba o se pedía acompañada 

de otra u otras, ofreciéndonos un nuevo panorama de alteraciones en LIEAG. 

Posteriormente se realizo la búsqueda de posibles genes alterados, teniendo 

como criterios de inclusión, aparte del ya mencionado: 

 Que ya este reportado 

 Poco o nada descrito en cérvix  

 Función conocida 

 Función en carcinogénesis 
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11 22 33 44 55 66

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FFiigguurraa  1177  
AAlltteerraacciioonneess  eennccoonnttrraaddaass  aa  lloo  llaarrggoo  ddee  llooss  ccrroommoossoommaass  eenn  LLIIEEAAGG  ppoorr  mmeeddiioo  ddee  mmiiccrrooaarrrreeggllooss  ddee  HHGGCC..  

GGaannaanncciiaa  
  
PPéérrddiiddaa    
  
GGaannaanncciiaa  
eenn  bbllooqquuee  
  
PPéérrddiiddaa  
eenn  bbllooqquuee  

N
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77  88 99 1100 1111 1122
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1133  1144  1155 1166 1177 1188
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1199  2200 2211 2222 XX
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FFiigguurraa  1188  
GGeenneess  uubbiiccaaddooss  eenn  llaa  rreeggiióónn  77qq2211..33  
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FFiigguurraa  1199  

GGeenneess  uubbiiccaaddooss  eenn  llaa  rreeggiióónn  1111qq1122..22--qq1133..11  
  

N
eevia docC

onverter 5.1



 14

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

FFiigguurraa  2200  
GGeenneess  uubbiiccaaddooss  eenn  llaa  rreeggiióónn  1122qq2244..22  
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FFiigguurraa  2211  

GGeenneess  uubbiiccaaddooss  eenn  llaa  rreeggiióónn  1133qq2211  
  
  

N
eevia docC

onverter 5.1
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FFiigguurraa  2222  

GGeenneess  uubbiiccaaddooss  eenn  llaa  rreeggiióónn  1166pp1133..33  
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Una vez realizada la búsqueda utilizando herramientas de libre acceso en la 

red como Genome browser, NCBI, Genecard, etc., y teniendo en consideración 

los criterios de inclusión antes mencionados, se llego a la siguiente lista de 

posibles genes que se alteran en LIEAG (tabla 3). 

  

                          
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
TTaabbllaa  33    

LLiissttaa  ddee  pprroobbaabblleess  ggeenneess  qquuee  ssee  aalltteerraann  eell  llaass  LLEEIIAAGG  
 

GGeennee  LLooccaalliizzaacciióónn  
CCAALLCCRR  77qq2211..33  
GGNNGG1111  77qq2211..33  

RRAARRRREESS33  1111qq1122..33--qq1133..11  
MMAARRKK22  1111qq1122..33--qq1133..11  
SSBBAA22  1122qq2244..22  

TTDDRRDD33  1133qq2211--qq2222  
EERR  aallpphhaa  1166  pp  tteell  
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XII. Discusión 

En este trabajo de tesis se encontró un nuevo conjunto de alteraciones en 

lesiones precursoras de alto grado del cervix, utilizando microarreglos de 

hibridación genómica comparativa. El carcinoma cervico uterino es una 

neoplasia que se caracteriza por presentar un alto grado de inestabilidad 

cromosómica. Asimismo el desarrollo de este tipo de inestabilidad es un evento 

crucial que se da en etapas muy tempranas de la transformación celular (44). 

Los cariotipos de los tumores cervicales, presentan alteraciones complejas, 

incluyendo alteraciones numéricas tales como ganancia y pérdida de regiones 

cromosómicas o de cromosomas complejos y aberraciones estructurales, como 

translocaciones cromosómicas (45-52). Gracias a este tipo de estudios ha sido 

posible determinar el patrón de alteraciones cromosómicas que están 

definiendo a este tumor. 

En análisis de la base de datos de los microarreglo de HGC permitió definir 

alteraciones que no estaban descritas previamente, así como el hecho de que 

hay una tendencia a perder de material genético, así mismo, es notable que las 

alteraciones en LIEAG son mínimas, ya que no se encontró ninguna 

amplificación o delación, es decir, las alteraciones se quedan en sólo ganancia 

o pérdida de material genético; que contrasta con lo ya reportado en estudios 

con muestras con CaCu, donde hay alteraciones muy características y 

representativas, cabe mencionar que es el primer estudio con LIEAG con 

microarreglos de HGC, donde estamos cubriendo el genoma en su totalidad, 

haciendo necesario más estudios con LIEAG para poder empezar a 

caracterizar un posible perfil de alteraciones y que de esta manera las estén 

definiendo con una mayor credibilidad.  

Neevia docConverter 5.1



Hubo una clona ganada que se encuentra en la región 19q13.2 (50%), que no 

cumplió con nuestros criterios de inclusión, donde se encuentra mapeado el 

gen PSG1, que es un gen del desarrollo de placenta que se tiene que estar 

activo solamente durante el desarrollo embrionario, el cual se ha visto 

amplificado en muestras con CaCu, y que se esta viendo ganado desde 

lesiones precursoras (articulo en preparación), sugiriendo que pueda estar 

jugando un papel importante en el proceso de carcinogénesis cervical.  

En la literatura los estudios con lesiones precursoras reportan alteraciones 

entre un 30 ó 40% como algo ya representativo, como es el caso con la 

ganancia del 3q donde en lesiones precursoras lo encuentran solamente en un 

rango del 30 al 35%, mientras que ya en muestras con CaCu alcanza cuando 

menos un 75% de las muestras como ganado, ó simplemente no se encuentra. 

Asimismo, lo muestran como una alteración persistente desde etapas 

tempranas de la progresión, dejando de considerar otras alteraciones que en 

conjunto puedan estar determinando la progresión hacia un carcinoma invasor 

(23, 24, 49), y que nosotros simplemente encontramos una clonas alteradas 

ubicadas en el brazo corto de dicho cromosoma, sugiriendo que debe haber 

otro conjunto de alteraciones que puedan estar determinando la progresión a 

un carcinoma invasor.  

El gen CALCR, es un receptor de calcitonina, donde la positividad de su RNAm 

lo han relacionado con el grado de tumor en cáncer de próstata, donde esta a 

la fecha no hay nada descrito en cérvix (53). El gen GNG11, implicado en 

senescencia, donde su sobreexpresión activa  ERK 1/2 de las MAP´s, pero no 

ha RAS, ya que RAS activa la vía ERK de las MAP´s, ya que esta vía esta 

involucrada en la proliferación y la supervivencia celular, y donde se ha visto 
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que el uso de inhibidores que afectan esta vía se ha detenido el desarrollo de 

ciertos tumores (54-56). 

Para el caso de las alteraciones en la región telomérica del cromosomas 16, en 

tumores invasores también se han visto alteraciones cromosómicas en las 

regiones teloméricas y sub-teloméricas, lo que podría ser evidente que estén 

jugando un papel importante en la generación de alteraciones cromosómicas 

durante la progresión del carcinoma cérvico uterino. Recientemente se han 

llevado a cabo estudios que analizan los diferentes componentes de la 

maquinaria de mantenimiento de telómeros (expresión temporal de la 

telomerasa, largo telomérico y respuesta en diferentes puntos de control 

durante el  ciclo celular), durante la progresión de lesiones precursoras a 

carcinoma invasor del cervix (57). Los telómeros mostraron un acortamiento 

significativo en todas las muestras precursoras y no se observaron mayores 

acortamientos en los tumores invasores. La presencia de telomeros muy cortos 

se asoció con una actividad constitutiva de la vía de respuesta de daño a ADN 

y a una proliferación celular incrementada (57). 

Para el caso del gen RARRES3, el cual es un receptor del ácido retinóico, 

donde se ha visto que su producción esta asociada con la diferenciación 

tumoral, teniendo un rol importante en la carcinogénesis (58). 

MARK2, es un gen involucrado con la estabilidad de los microtúbulos, y 

también lo han asociado con cáncer (56), que se encuentra en la misma región 

citogenética que RARRES3, donde se tendría que estudiar si de alguna 

manera tendrían  alguna relación en la progresión a CaCu. 

El gen SAB2, su sobreexpresión en estudios con líneas celulares de cáncer de 

colon tiene un papel importante en la diferenciación del mismo (59), donde lo 
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proponen como un posible biomarcador de diferenciación en cáncer haciendo 

necesarios más estudios al respecto  

Por otra parte, los genes seleccionados como posibles blancos en lesiones 

precursoras, se encuentran en las clonas alteradas más representativas, pero 

dichas clonas son de las que se están alterando en bloques, donde nos pudiera 

estar sugiriendo una posible regulación entre los genes seleccionados y los que 

se encuentra en las otras clonas, que estén jugando un papel relevante en la 

progresión hacia el cáncer.  

El patrón de desbalances presentes en lesiones precursoras no ocupa grandes 

regiones cromosómicas como las reportadas en la literatura en trabajos con 

muestras de CaCu (9, 21-23), sugiriéndonos que los desbalances son mínimos 

y que en estas regiones se ubiquen genes que jueguen un papel importante en 

los primeros eventos de la transformación del epitelio cervical. Los desbalances 

descritos no han sido todavía estudiados en CaCu, por lo que representan 

importantes blancos que abren nuevas perspectivas de investigación para 

comprender el proceso de carcinogénesis de este tejido. Asimismo, existe 

ciertas alteraciones que si se comparten con las muestras con CaCu, como es 

el caso de la perdida de material genético en los cromosomas 1p, 16, 17 y 19 

que se presenta desde lesiones precursoras, y lo vemos más evidente en 

muestras con CaCu, así como, la ganancia de casi todo el cromosoma 15. 
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XIII. Conclusiones 
 

• Son mínimas las alteraciones presentes en lesiones precursoras de alto 

grado 

• Hay una tendencia a perder material genético. 

• Las alteraciones presentes desde etapas precursoras es la pérdida del 

cromosoma 1p, 15, 16, 17 y 19. 

• Las alteraciones encontradas en LIEAG  podría ser un indicio de que 

cuales de estas estarían determinando la progresión hacia un CaCu. 
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