40

4.2 5.1B Verificacion de los productos amplificados

Cinco pl del producto amplificado mas 1 pl de jugo azil 6X se sometieron a
electroforesis junto con un marcador de peso malecular adecuado (pUC18
digerido con Afu |} para verificar el tamafio de las bandas obtenidas. Los
productos amplificados se corrieron en un gel de agarosa al 2% en TBE 1X. La
electroforesis se realiza a 80 V al principio hasta que entrd la muestra y luego a
110V por alrededor de 1 hora (dejando correr €l azul de bromofenaol tres cuartas
partes del gel). Despugs de la corrida se procedi¢ a teriir el gel en bromuro de
etidio (2 pg/ml) por un tiempo de 5 min y Se enjuago con agua corrients,

después se observa en 8l Gel Doc a traveés del software Molecular Analyst.

4.2.5.1C Hibridacion y deteccion de los HPVs

A 50 pl de producto amplificado se le adicionaron 25 ul de una solucidon
desnaturalizante que contiene NaOH. Se dejé actuar por lo menos § min,
mientras, se marca la tira con |a clave del paciente y se deposita en la charola
donde se llevd a cabo la hibridacion. Se prepararon las soluciones de
hibridacion (4X SSPE, 0.1% SDS) y lavado (1X SSPE, 0.1% SDS) y se
calentaron a 53°C. A cada tira se le agregd 3ml de la solucidn de hibridacion
caliente, asi como 70 ul de (a mezcia del producto amplificado en la solucion
desnaturalizante. Se incubaron en un barfic a 53°C a 70 rpm por 30 min.
Transcurrido el tiempo se elimind la solucion de hibridacion por aspiracion con
un sistema de vacio y se agregaron 3 ml de solucidn de lavado {temperatura
ambiente) e inmediatamente se elimind. Se agregaran 3 ml de salucion de
lavado caliente y se incubaron en el bafo por 15 min. Mientras este tiempo
transcurria se prepard la solucion del conjugado (SA-HRP).
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Una vez que paso este tiempo, se elimind la solucidn de lavado y se agrego el
conjugado dejandolo a 70 rpm a temperatura ambiente por 30 min.
Posteriormente se realizaron 2 lavados en agitacién con solucidn de lavado a
temperatura ambiente por 10 min. Al término de éslos, se agregaron 3 ml de
buffer de citratos y se dejd en reposo mientras se prepard la solucion de color
{Sustrato A + Sustrato B). Se elimind el buffer de citratos y se agregaron 3 ml
de solucidon de color y se incubaron en agitacion a temperatura ambiente por 5
min. Finalmente las tiras se enjuagaron con agua, se almacenaron en buffer de
citratos por espacio de 10 min, se elimind el exceso y se dejaron secar a
temperatura ambiente. Postetiormente se identificd el tipo de HPYV utilizando la

plantilla que viene en el estuche.

4.2.5.2 Determinacion de la integracion del HPV tipo 16

La integracion del HPV al genoma del huésped se realizd de una manera
indirecta, basandonos en que los HPVs requieren de una ruptura en los genes
E1 y/o E2 para linearizarse y poderse integrar. Para esta determinacion se
amplificaron por separado ambos genes y la ausencia de amplificacion nos
determing la ruplura del gen, por lo que se asume que el virus esta integrado.
Esta técnica es precisa cuando no hay amplificacion, pues nos indica que el
virus esta integrada por completo, pera cuando existe la presencia de una
banda de amplificacion, no podemos asegurar que todo el virus estd en forma
episomal, puesto que la banda obtenida por virus circulante nos enmascara la

no amplificacion (figura 11).
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No amplificacién de E1 = integracién

g1 Jeries | L1 L2 B Es

No anpliﬁu de E2 = integracidn

Figura 11. Diagrama de deteccién de la integracion del HPV. Se amplifican los

genes E1 y E2 en reacciones por separado y la no amplificacion determina la
integracion del virus.

4.2.5.2A Amplificacion del gen E1y E2

Para este apartado se seleccionaron las muestras que fueron positivas para
HPV-16, mediante la técnica descrita en el apartado 4.251. Las
amplificaciones de los genes E1 y E2 se realizaron por separado y para las
reacciones se utilizaron los oligos descritos por Berumen®®, en el caso de la
reaccion del gen E2 se coamplificd el gen E6 del HPV y los oligos utilizados

fueron descritos anteriormente por Tyan y cols.*, estos fueron los siguientes:

E141 5" taa tct acc atg gct gat cc 3°
E1-2 5" acg ttg gca aag agt ctc ca 3°
E21 5" tgg aca ctc ttt gcc aac gt 3°
E2-2 5" ggt cac gtt gcc att cac ta 3°
E6-1 5’ caa tgt ttc agg acc cac agg 3"

E6-2 5 gcaacaagacatacatcgaccgd’
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Las amplificaciones se realizaron con las condiciones optimas encontradas
experimentalmente a partir del DNA genomico extraido de las biopsias de cérvix

y descritas en las tablas 6, 7, 8 en un termocictador Omni-E Hydbaid.

Tabla 6. Condiciones de reaccion para [a amplificacion del gen E1 de HPV-16

Reactivo Volumen {ul) [Final)
Buffer 10X 2 X
E1-1 (5 uM) 4 1 M
E1-2 (5 uM) 4 1uM
MgCl; (25 mM) 1.6 2 mM
dNTPs (10 mM) 0.75 0.375mM
Agua 5.85 -

Tag DNA pol (5U/pl) 03 C.075 U/ul
DNA 15 (100ng/pl)
Vol. Total 20 -

Tahla 7. Condiciones de reaccian para la amplificacion del gen E2 de HPV-16

Reactivo Volumen (pl) [Final]
Buffer 10X 2 X
E2-1 (5 uM) 4 1 uM
E2-2 (b uM) 4 1 uM
E6-1 (5 uM) 2 0.5 uM
EG-2 (5 uM) 2 0.5 uM
MgCl; (25 mM) 1.6 2mM
dNTPs (10 mM) 0.7 0.370 mM
Agua 1.85 -

Taq DNA pol (5U/pl) 0.3 0.075 U/l
DNA 1.5 (100ng/ i)
Yol. Talal 20 -
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Tabla 8. Condiciones del programa para la amplificacion del gen E2 de HPV-16

Paso Temperatura Tiempo Evento
1 a4’C Smin  Desnaturalizacidn inicial
2 94°C 1 min Desnaturalizacion
3 55°C 2 min Apareamiento
4 2°c 3 min Extension
5 Repetir desde el paso 2, 4Q veces
6 720C 10 min Extensidn final

4.2.5.2B Verificacion de los productos amplificados

Los productos amplificados se corrieron en un gel de agarosa al 1% como se
describe en ef apartada 4.2.5.1B y el marcador de pesa malecular utilizado fue
lambda digerido con Pst |,

4.2 5.3 Determinacion del numero de copias virales del HPV tipo 16

Para este apartado se seleccionaron las muestras que fueron positivas para
HPV-16, mediante la técnica descrita en el apartado 4.2.5.1. La determinacion
del numero de copias virales se realizd de una manera semicuantitativa, Se
utiliz6 el plasmida psv2-E6, el cual contiene el gen E6 de HPV-16. A partir de
este plasmido sg realizaron diluciones hasta obtener un rango de 1copia del
plasmido hasta 10,000 copias. Se utilizd la siguiente formula para calcular el

namero de capias y se amplificd por medio de la PCR.
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#cél(copias) = (DNA ng) (No. de Avogadro)
{1 pb) {(tamano DNA pb)

No. de Avogadro = 6.023X10%
1pb = 660X10° ng
Tamano psv2-EG = 4,810 pb

4.2.5.3A Amplificacion del gen E6 para determinar nGmero de copias

La amplificacion se realizé con las condiciones optimas encontradas
experimentalmente (sin llegar a la fase de meseta de la PCR) a partir del DNA
gendmico extraido de las biopsias de cérvix y descritas en las tablas 9, 10 en
un termaociclador Omni-E Hydbaid y usando los oligos descritos anteriormente
en el apartado 4.2.5.2A Se realizaron 2 PCR utilizando 10 y 100 ng de DNA
gendmico (1,666 y 16,666 células, respectivamente) para cada una de las

muestras.

Tabla 9. Condiciones de la reaccion para la amplificacion del gen E6 de HPV-1§

Reactivo Valumen {ul) [Final]
Buffer 10X 2 1X
E6-1 (5 nM) 4 1 puM
E6-2 (5 uM) 4 1 1M
MgCl; (25 mM) 1.75 2187 mM
dNTPs (10 mM) 1.25 0.625 mM
Agua 5 -

Tag DNA pol (5U/l) 0.5 0.125 U/ul

DNA 1.5 (10 y 100 ng/ul)
Vol. Total 20 -
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Tabla 10. Condiciones del programa para la amplificacion del gen EG de HPV-16

Paso Temperatura Tiempa Evento
1 94’c 5min  Desnaturalizacidn inicial
2 94°C 30 seg Desnaturalizacion
3 50°C 30 seg Apareamiento
4 72°¢c 30 seg Extension
5 Repetir desde el paso 2, 27 veces
6 720C 30 seq Extension final

4.2.5.3B Verificacion de los productos amplificados

Los productos amplificados se corrieron en un gel de agarosa al 2% como se
describe en el apartado 4.2.5.1 y el marcador de peso molecular utilizado fue
pBS digerido con Hae lll.

4.2.5.3C Semicuantificacion del no. de copias de HPV-1§

El analisis de los geles se realizd generando imagenes digitalizadas con el
equipo Gel Dac utilizando una integracidn entre 2 y 4 segundos, dependiendo
de los resultados electroforéticos obtenidos para evitar una saturacion. Con el
software Molecular Analyst, se calcula las cc/mm de cada una de las bandas de
las diluciones y de las muestras. Posteriormente haciendo uso del procesador
de graficos Microsoft Excel, se realizd una curva de calibracidn y se calculd el
numero de copias de cada una de las muestras, utilizando la ecuacion dada por

la curva de calibracién.
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4.2.6 ANALISIS DE FACTORES INTRINSECOS
(HLA, p53 Y ONCOGENES RAS)

4.2.6.1 Determinacion de los alelos HLA-DQA

La tipificacion del gen HLA-DQA se realizd con el estuche comercial "The
AmpliType HLA DQo1 PCR Amplification and Typing Kit" de Perkin Elmer que
cantiene los iniciadores GH26 y GH27* que incluyen biotina y que amplifican un
fragmento de 242 ¢ 238 pb.

GH26 5 gtg tgc cag gtg taa act tgt acc ag 3°
GH27 8’ ¢cac gga tce ggt age age ggt aga git g 3°

4.2.6.1A Amplificacian de HLA-DQA

Se siguieron las instrucciones de la casa comercial para las condiciones de
amplificacion y se describen en las tablas 11, 12. Las amplificaciones se
realizaron a partir del DNA gendmico extraido de sangre y en un termociclador
Omni-E Hydbaid.
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Tabla 11. Condiciones de Reaccion para la amplificacion de HLA-DQA

Reactivo Volumen {ul)
Mezcla de reaccion 20
Mezcla de oligos 20
DNA (2-10ng]) 10
Vol. Total 50

Tabla 12, Condiciones del programa para 1a amplificacion de HLA-DQA

Paso Temperatura Tiempo Evento
1 94°C 1min  Desnaturalizacion
2 60°C IVseg  Apareamiento
3 2°¢ 30 seg Extension
4  Repetir desde el paso 2, 32 veces
5 7290 7 min Extension final

4.2.8.1B Verificacion de los productos amplificados

Se verifico la amplificacion de las muestras mediante electrofaresis en geles de
agarosa al 2% como se describe en el apartado 4.2.5.1B y el marcador de peso
mclecular utilizado fue pBS digerido con Has lll.

4.2.6.1C Tipificacion de los alelos HLA-DQA por hibridacion reversa en
mancha

Los productos amplificados obtenidos fueron tipificados realizando una

hibridacidn reversa en mancha con sondas oligo-alelo especificas inmovilizadas



49

en membranas de nitrocelulosa para 6 alelos de DQA, para lo que se siguié el

siguiente procedimiento:

Primeramente, se les adiciond 2.5 mli de EDTA 200mM a cada uno de los
productos amplificados y se desnaturalizaron los praductos amplificados
biotinilados a 95°C por espacio de 5 min en un termociclador. Se colocaron 35
pl de cada producto amplificado en una charola de tipificacion junto con 3 ml de
solucion de hibridacion (5X SSPE, 0.5% SDS) y conjugado enzimatico
estreptovidina-peroxidasa. La hibridacion se llevé a cabo a 55°C y con agitacion
constante de 50 rpm por 30 min. Transcurrido el tiempo de hibridacion, se
realizaron 2 lavados (2.5X SSPE, 0.1%), uno a temperatura ambiente y otro a
55°C a 50 rpm por 12 min. Se retird la solucidn y nuevamente se lavaron las
membranas a temperatura ambiente por algunos segundos. Se elimind fa
solucion y se agrego a cada tira, buffer de citratos (Citrato de sodio 0.1M) pH=5,
se agitéd a temperatura ambiente por 5 min a 50 rpm. Transcurrido el tiempo, se
retird la solucién y se agregaron 3 ml de la soluciéon de desarrollo de color
conteniendo el cromageno TMB y perdxido de hidrogeno. La charola se cubrid
con papel aluminio y se agitdé a 50 rpm en un agitador orbital a temperatura
ambiente hasta observar un precipitado azul (5 a 10 min). Se retira la solucion,
se agrego agua destilada para detener la reaccion y se agitd por & min a 50
rpm, se repitic este (ltimo paso una vez mas. Se retird el agua y se degjaron
secar las membranas. La tipificacion se realizd siguiendo [as instrucciones dei
estuche comercial.

4.2.6.2 Determinacion de los alelos HLA-DQB

Para determinar los alelos de HLA-DQB se usaran los 27 oligos especificos
descritos por Olerup y cols, ¥ {tabla 13} y un par de oliges para amplificar una
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porcian del gen DRB1 como control interno. La amplificacion es indicativa de la
presencia del alelo correspondiente a la PCR amplificada.

Tabla 13. Secuencia de primers usados para determinar los alelos HLA-DQBE

Primer Secuencia

_
B5-01 5 cggagegegtlgcggg g3’

B5-02 5" tgc ggg gtg tga cca gac 3°
B5-03 5' goe atg tge tac ttc acc aat 37
B5-04 5 cgtgegicitgtgaccagat 3’
B5-05 5 gga gcg cgt geg icttgta 37
B5-06 5 cgtgtaccaglttaagggcad’
B5-07 5" gig cgt cit gtg agc aga ag 3
B5-08 5’ gac gga geg cgt gog tet 3
B5-09 5" gac gga geg cgt geg ta 3°
B5-10 5’ cac caa cgg gac cga get 3
B5-11 5’ cac caa ¢Jyg gac cga gog 3’
B5-12 5 gtg cgg got gtg acc aga t 3
B5-13 5 cgtgta ccagtttaagggec 3’
B3-01 5 geotgttccagtacicggoaa 3’
B3-02 5 tgt tec agt act cgg cge 13°
B3-03 §" gog gey tea ceg cec ga 3°
B3-04 5 cagcogtgiccaacteoget 3’
B3-05 § gt gt coa gta cte gge at 3°
B3-06 5" gca gga tec cge ggt ace I3’
B3-07 5" gea agg teg 1gc gga get 37
B3-08 5  ¢tg ttc cag tac tcggeg g 3
B3-09 5 agt act cgg cgt cag geg 3°
B3-10 5 ctgtic cag tac tcg geg t 3
B3-11 5" gat agt tgi gtc tgc ata cg 3°
B3-12 5" {gc aca ccc tgt cca cog 3
B3-13 5" aac teccgecegg gtec e ¥
B3-14 5 caa ctc g ¢og gat oot 3
Ch 5 tgccaagtggagcacccaad’

C3 5" gea tet tge tet gty cag at 3
BS y C5: oligos 5° , B3 y C3: oligos 3°
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4.2.6.2A Amplificacién de HLA-DQB

Se realizaron 22 reacciones de PCR (tabla 16) por separada a partir del DNA
extraido de sangre y con las condiciones ¢ptimas encontradas
experimentalmente {tabla 14 y 15). La temperatura de apareamiento fue
modificada dependiendo del juego de dligos utilizados en la reaccion y el

termociclador usado fue un Omni-E Hydbaid.

Tabla 14. Condicanes de reaccidn para la amplificacion de HLA-DQB

Reactivo Valumen (ul) [Final]
Buffer 10X 1 1X
C5 (& uM) 1 0.5 uM
C3 (5 uM) 1 0.5 uM
Oligo 5° {5 uM)* 1 0.5 uM
Oligo 3" (& uM)* 1 0.5 uM
MgCl; {25 mM) 04 1mM
dNTPs (10 mM) 0.2 0.2 mM
Agua 2.8 -
Taq DNA pol (5§U7ul) 0.3 0.15 U/ui
DNA 1.5 (100 ng/pl)
Val. Total 10 -

*Los oligos varian de acuerdo a la PCR amplificada

Tabla 15. Condiciones del programa para la amplificacion de HLA-DQB

Paso Temperatura Tiempo Evento
I — —
1 g4°C Smin  Desnaturalizacidn inicial
2 94°C 20 seg Desnaturalizacién
2 49°c* 6 s0°c* 50 seg Apareamiento
3 12°c 20 seg Extension
4  Repetir desde ei paso 2, 30 veces
5 7200 5 min Extension final

*Temperatura para PCR 1,2,3,4,6,7,6,9,10,11,14,16,17 y 19.20,21 y 22
*“*Temperatura para PCR 5,12,13,15y 18
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4.2.6.2B Vaerlficacion de los productos amplificados

Se verifico la amplificacion de las muestras mediante electrafaresis en geles de
agarosa al 3% como se describe en el apartado 4.2.5.1B y el marcador de peso
molecular utilizado fue pBS digerido con Hae lll.

4.2.6.2C ldentificacion de los alelos HLA-DQB

Se utilizo Ya tabla 16 para discriminar los alelos en las muestras de acuerdo a la

amplificacion en cada uno de las PCRs:

Tabfa 16. PCRs utilizadas para la identificacion de los alelos HLA-DQB

PCR Oligo5 Oligo3” pb Alelos DQp*

B5-01  B3-01 128 0501
B502 _ B302 117 0502
B502  B3-03 87 _ 0503
B503 B304 198 0601
B504  B3-05 121 0602
B5-05  B3-05 127 0603, 0608
B5-06 _ B3-06 254 Q604
B5-07 __ B3-07 205 0201
B5-08 _ B3.08__ 129 0201, 0302
B5-09 _ B3-09 122 0301,0304
B5-08  B309 122 0302, 0303
B508  B3-10 129 0303
B5-10  B3.11__ 200 0401

~ B5-11__ B3-11___ 200 0402
B5-12  B3-02 118 0504

B5-13 __ B3-06__ 254 0605

B505  B3-1Z__ 176 0606

B5-08 _ B313 165 0602, 0603, 0607

B5-05 _ B3-01 127 0604, 0605, 0606, 0607

B505 _ B3-14 163 0604, 0605, 0606, 0608

B509  B3-10 129 0601, 0301

B509  Ba08 129 0304

|| A || e b | k| [ |
BﬁgwmﬂmmhmMAOQGNEUhmm_
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4.2.6.3 Determinacién de los alelos HLA-DR3 y HLA DR4

La identificacion de los alelos DR3 y DR4 se realizd con iniciadores especificas
para cada uno en reacciones diferentes descritos par Olerup y cols.®. Cada
reaccion cuenta con un par de iniciadores adicionales para co-amplificar el gen
de la B-globina con DR3 y el gen de fibrosis quistica con DR4 como contrales
infternos, la amplificacion en cada una de las PCRs nos indican la presencia del
alelo analizado, los iniciadores son los siguientes:

DR3
950927-49 5" tac tic cat aac cag gaggaga 3°
950927-50 5 tgc agttgtccaccec g 3’
BG1 5 caa ctt catcca cgttcacc 37
BG2 5" gaa gag cca agg aca ggtac 3
DR4
961106-99 5 ctg cac tgt gaa gct ctc cad’
961106-100 5’ ¢ctg cac tgt gaa gct ctc ac 37
961106-101 5 gft tct tgg age agg tta aac a3’
CF1 5 gtt ttc ctg gat tat gee tgg cac3’
CF2 5° gtt ggc atg ctt tga tga cge tic 3°
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4.2.6.3A Amplificacion de HLA-DR3 y HLA-DR4

La amplificacion de HLA-DR3 y DR4 se realizé bajo condiciones gptimas de
reaccién descritas en las tablas 17, 18, 19 y 20. Estas reacciones se realizaron
a partir del DNA extraido de sangre y usandg un termociclador Omni-E Hydbaid.

Tabla 17. Condiciones de reaccidn para la amplificacion de HLA-DR3

Reactivo Volumen (ul) [Final]
Buffer 10X 1.25 1X
95092749 (5 M) 1.25 0.5 uM
950927-50 (5 uM) 1.25 0.5 1M
BG1 (5 uM) 1.25 0.5 uM
BG2 (5 uM) 1.25 0.5 uM
MgClz {25 mM) 0.75 1.5 mM
dNTPs (10 mM) 0.25 0.2 mM
Agua 3.45 -
Taq DNA pal (SU/ul) 0.3 0.12 U/l
DNA 1.5 (100 ng/pl)
Vol. Total 12.5 -

Tabla 18, Condiciones del programa para la amplificacion de HLA-DR3

Paso Temperatura Tiempo Evento
1 94°C Smin  Desnaturalizacion inicial
2 94°C 1 min Desnaturalizacion
2 58°C | min Apareamiento
3 2°c 1 min Extension
4  Repetir desde el paso 2, 30 veces
5 720G 5 min Extension final
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Tabla 19.Condiciones de reaccidn para la amplificacién de MLA-DR4

Reactivo Volumen {ju) (Final]
Buffer 10X 1.25 1X
961106-89 (5 uM) 1.25 0.5 uM
961106-100 (& M) 1.25 0.5 uM
961106-101 (5 uM) 1.25 0.5 uM
CF1 (5 uM) 1.25 0.5 uM
CF2 (5 uM) 1.25 0.5 uM
MgCl; {25 mM) 0.75 1.5 mM
dNTPs (10 mM) 0.25 0.2 mM
Agua 2.2 -
Taq DNA pal (5W/ud} 0.3 0.12 Uil
DNA 1.5 {100 ng/wl}
Vol. Total 12.5 -

Tabla 20. Condicianes del pregrama para la amplificacién de HLA-DR4

Paso Temperatura Tiempo Evento
1 %G Smin _ Desnaturalizacion inicial
2 94°C 1 min Desnaturalizacion
2 62°C | min Apareamiento
3 72°c 1 min Extensidn
4  Repelir desde el paso 2, 30 veces
5 7200 5 min Extension final

4.2.6.3B Verificacion de los productos amplificados

Se verifico [a amplificacidn de las muestras mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2% como se describe en el apartado 4.2 .5.1B y el marcador de peso

molecular utilizado fue pUC18 digerido can Alu |.
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4.2.6.4 ldentificacion del polimarfismao de p53

La identificacion del polimorfismo se realizd mediante la PCR utilizando 2 pares
de iniciadores, cada uno especifico para detectar un polimorfismo en el codon
72 del gen p53 (codificante para arginina -Arg- o para prolina -Pro-) descritos
par Storey y cols.™:

pS3Arg+ §" tcc coc ttg ceg tec caald”
pS3Arg- 5" ctg gtg cag ggg cca cge 3°
p53Prat 5" gcc aga ggc tge tee cocc 3°
p53Pro- 5 cgtgcaagtcac agactt 3’

4.2.6.4A Amplificacion del polimorfismo p53

La amplificacion del polimorfismo del coddn 72 del gen p53 se realizd bajo
candiciones dptimas de reaccion descritas en las tablas 21 y 22. Esta reaccion

se realizd a partir del DNA extraido de sangre y usando un termociclador Omni-
E Hydbaid.
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Tabla 21.

Condiciones de reaccidn para la amplificacion del codén 72 de p53
Reactivo Volumen (ul) [Final]
Buffer 10X 2 11X
pS3Arg+ {5 uM) 0.6 0.15 uM
pS3Arg- (5 nM) 0.6 0.15 uM
p93Pro+ (5 uM) 4 1M
p53Pro- (5 uwM) 4 1 uM
MgCl; (25 mM) 0.8 1mM
dNTPs (10 mM) 0.75 0.375 mM
Agua 545 -

Tag DNA pol (SU/ul) 0.3 0.075 U/ul
DNA 1.5 (100 ng/ul)
Val. Total 20 -

Tabla 22. Condiciones del programa para la amplificacién del codon 72 de p53

Paso Temperatura Tiempo Evento
1 aa’c Smin  Desnaturalizacion inicial
2 a94’c 30 seg Desnaturalizacion
2 55°C 40 seg Apareamiento
3 72°c 50 seg Extension
4  Repetir desde el paso 2, 28 veces
5 720C 5 min Extensidn final

4.2.6.4B Verificacion de los productos amplificados

Los productos amplificados se resolvieron mediante electroforesis vertical en
geles de paliacrilamida al 12%. Se utilizd una camara de electroforesis vertical
de 20X20 cms con peine de tefldn de 20 camiles y 0.4mm de espesor. Los
vidrios utilizados se lavaron perfectamente con jabdn, agua destilada y etanoi.
Una vez secos, se acomadaron los vidrics y los separadcres y se sellaron los

lados con cinta plastica. Se prepard la mezcla descrita en la tabla 23, se vacié y
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se dejo polimerizar. Se colocaron 10 ul de producto amplificado y 2 pl de jugo
azul al 6X en cada carril, se colocé como referencia el marcador de peso
malecular pUC18 digerido con Hae lll. La electraforesis se realizd con TBE 1Xy
se carnid por espacio de 3 h a 170V. Los geles se tifieron con bromuro de etidio

2 ng/ml y se observaron en el equipo de fotodocumentacion Gel Doc 1000.

Tabia 23. Mezcia para preparar los geles de poliacrilamida al 12%.

Reactivo Volumen {ml)
Agua destilada 15
TBE 10X 3
Acrilamida/bisacrilamida al 30% 12
*Persulfato de amonio al 10% 0.5
*TEMED 0.05

¥ Catalizadores (se agregan justo antes de vaciar el gel en el molde pues
desencadenan la polimerizacion subita del gel).

4.2.6.5 Deteccion de mutaciones en los codones 12 y 13 de K-ras

La deteccian de mutacion en fos codones 12 y 13 se realizd utilizando la técnica
de RFLPs. Este técnica estd basada principalmente en 2 procesos: amplificacion
de los codones mediante una variante de la PCR que hace uso de
oligenuciedtidos que incorparan sustituciones estratéegicas para crear sitios de
restriccion al nivel de los codones 12 y 13 y digestidon de los productos
amplificados con las enzimas de restriccion para las cuales se creg el sitio. En
ambos casos, la mutacién esta presente cuando se detecta la pérdida de dicho
sitio artificial de restriccidn diagndstica en el codon en cuestién, a causa de la
presencia de una mutacion activadora del proto-oncogen. Los oligos utilizados
fueron descritos por Shibata y Kumar y cols. * * y la secuencia se describe a
continuacion:



Coddn 12
961107-103
961107-106
Coddn 13
961106-102
961108-108
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5’ tat aaa ctt gig gta gtt gga cct 3°
S5 tctatigttggatcatat 3’

5 gectgetgaaaatgactgaa 3°

5 cgtcaaggcactctt gcctag g 3°

4.2.6.5A Amplificacidn de los codones 12 y 13 de K-ras

Para la amplificacion de los codones 12 y 13, las condiciones de reaccion

utilizadas fueron las descritas a continuacion en la tabla 24 y 25. Estas

amplificaciones se realizaron a partir del DNA extraido de las biopsias de cérvix

y en un termaociclador Omni-E Haydbaid.

Tabla 24.

Condiciones de reaccidn para [a amplificacion de los codones 12 y 13 de k-ras
Reactivo Volumen {ul} [Final)
Buffer 10X 2 1X
103 0 102 (5 pM) 4 1uM
106 6 108 (5 pM) 4 1 M
MgClz (25 mM) 1.5 1.875 mM
dNTPs (10 mM) 04 0.2mM
Agua 6.1 -

Tag DNA pol (SU/pl) 0.5 0.125 U/l
DNA 1.5 (100 ng/ul)
Vol, Total 20 -
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Tabla 25. Condiclones del programa para la amplificacion de los codones 12 y 13

de k-ras
Paso Temperatura Tiempo Evento
1 94'C 5min  Desnaturalizacion inicial
2 94'C 30 seg Desnaturalizacion
2 *52 § **55 C 30 seg Apareamiento
3 72°C 30 seg Extension
4  Repetir desde el paso 2, 28 veces
5 720¢ 5 min Extensian final

*Temperatura para PCR del codan 12
** Temperatura para PCR codan 13

4.2 6.5B Verificacion de los productos amplificados

Se verificod la amplificacion de las muestras mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2% como se describe en el apartado 4.2.5.1B y el marcador de peso
malecular utilizado fue pUC18 digerido con Afu |.

4.2.6.5C Digestion con enzimas de restriccion

Después de verificar la amplificacion, se digirid una alicuota de 10 wl del
producto amplificado can las enzima Bst Nl para buscar la presencia 0 ausencia
de mutacidn en el coddn 12 y con Hae lll en el caso del coddn 13, Las

digestiones se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante.
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4.2.6.5D Resolucidon de los productos de digestiéon

Los productos amplificados se resolvieron mediante electroforesis vertical en
geles de poliacrilamida al 12% como se describe en apartado 4.2.6 4B.

4.2.6.6 Detecclén de mutaciones en el codon 12 de H-ras

En esle caso, también se utilizo la técnica de RFLP's, usando los iniciadores
descritos por Wong y cols.”. La presencia o ausencia de la mutacion esta dada
por los diferentes tamaros de fragmentos de restriccion (secuencia narmal =
25, 55 y 236 pb y secuencia mutada = 21 y 291 pb). A continuacion se
describen los oligos utilizados:

12Hras-1 5’ tta tgg ttt ctg aga aca gat ggg 3’
12Hras-2 87 ggg tgc tga gac gaggga cf 3°

4.2.6.6A Amplificacion del coddn 12 de H-ras

Para la amplificacién del coddn 12, las condiciones de reaccion utilizadas fueron
las descritas a continuacian en las tablas 26 y 27. Estas amplificaciones se
realizaron a partir del DNA extraido de las biopsias de cérvix y en un
termociclador Omni-E Hydbaid.
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Tabla 26. Condiciones de reaccidn para ia amplificacion del coddn 12 de H-ras

Reactivo Volumen (ul) [Final]
Buffer 10X 2 1X
12Hras-1(5 pM) 3 0.75 uM
12Hras-2 (5 pM) 3 0.75 uM
MgCl; (25 mM) 1.75 2.875 mM
dNTPs (10 mM) 1.25 0.625 mM
Agua 7.2 -

Tag DNA pol (5U/ul) 0.3 0.075 U/ul
DONA 15 (100 ng/ul)
Vol. Total 20 -

Tabla 27. Condiciones del programa para |a amplificacion del codon 12 de H-ras

Paso Temperatura Tiempo Evento
1 g4’C 5 min  Desnaturalizacion inicial
2 04°C 1 min Desnaturalizacion
2 54°C 1 min Apareamiento
3 72°C 1 min Extensién
4  Repetir desde el paso 2, 30 veces
5 720¢ 10 min Extension final

4.2.6.6B Verificacian de los productos amplificados

Se verificd la amplificacion de las muestras mediante electroforesis en

geles de agarosa al 2% como se describe en el apartado 4.2.5.1B y el marcador

de peso molecular utilizado fue pBS digerido con Hae lll.
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4.2.6.6C Digestion con enzimas de restriccion

Oespués de verificar la amplificacion, se digirid una alicuota de 10 ul del
producto amplificado con la enzima Msp | para buscar la presencia o ausencia
de mutacion. Las digestiones se realizaron siguiendo las instrucciones del

fabricante.

4.2.6.6D Resolucidn de los productos de digestion

Los productos amplificados se resolvieron mediante electroforesis vertical en

geles de poliacrilamida al 12% como se describe en apartado 4.2.8.4B.

4.2.7 ANALISIS ESTADISTICO

E! analisis se realizéd haciendo comparacicnes estadisticas utilizando tablas de
contingencia de 2X2 ¢ 2X3 segun fue &l caso y se utilizd el exact tests (1,000

simulations), tomandose coma significancia una p<0.05.



CAPITULO V

RESULTADOS

5.1 DATOS CLINICO-PATOLOGICOS

Se recolectaron 185 biopsias de pacientes a las cuales se les realizd
histerectomia. COchenta y cinco de las muestras tuvieron diagnodstico
histopatologico confirmatorio de CaCU, las cuales constituyeron el grupa de
casos, cien biopsias de pacientes sin CaCU, las cuales formaron parte del
grupo contral; ambos grupos se analizaron por igual. También se recalectd
sangre penférica de 68 pacientes de los casos y de 87 pacientes del grupo
control. De las muestras de CaCll, 46 presentaban cancer invasor y 39 estaban
en etapa de in sifu (NIC [ll). El diagndstico histopatologico reveld que 43 (93%)
eran tipo escamoso y solo 3 (/%) eran adenocarcinomas, el grado de
diferenciacidn y de invasién para cada uno de los canceres invasores se muestran
en las tablas 28 y 29.

Tabla 28. Grado de diferenciacion de los CaCU

Diferenciacién N
. —

Bien diferenciado 2

Moderadamente diferenciado 41

Poco diferenciado 3

Totai 46




Tabla 29. Grado de Invasion de las CaCU

Grado N
la 3
b 14
lla 1
Ik 5
11l 23
Total 46
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La edad de las pacientes y los antecedentes gineco-ohstétricos de cada una de

las pacientes se analizaron y se muestran en la tabla 30, no se observo

diferencia significativa al comparar los casos vs contrgles (p>0.05). En el

cuestionario realizado a cada una de ias pacientes se les preguntd si habian

tenido el habito de fumar, asi coma el uso de anticonceptivos hormanales (tabla

31).
Tabla 30, Caracteristicas de (a poblacion
Rango Media
Casos Controles Casos Controles Casos QGontroles

Edad (arios) 16-78 27-69 4514 43.95 13.97 §.30
Gestas 0-13 0-13 561 4.16 3.38 272
Paridad 0-12 0-11 474 3.12 326 275
IVSA (anos) VSAN-33 VSAN-43  16.88 19.69 424 6.14
CS 0-15 04 1.76 1.22 1.93 0.56

DS= Desviacion Estandard, IVSA= Inicio de la Vida Sexual Activa, CS=

Companeros Sexuales, VSAN= Vida Sexual Activa Negada
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Tabla 31. Antecedentes de (3 Pohlacién
Casos (%) Controles

Antecedentes N=170 (%)
N =200

Tabaquisma 20 (23.5) 18 (18)

Uso de AQ 10 (11.8) 16 (16)

p>0.05, AO= Anticonceptivos grales

5.2 DATOS DE GENETICA MOLECULAR

5.2.1 BANCO DE DNA GENOMICQ

Se extrajo DNA genomico a partir de las 185 muestras de tejido cervical. Dichos
DNAs se integraron en un banco (85 casos y 100 controles). Estas muestras
tuvieron una conceniracian que oscilo entre 25 y 500 ng/ul, mientras que &l
volumen fue entre 20 y 500 pl. La integridad del DNA en las muestras fue
aceptable, ya que sélo en algunas cuantas se observd una ligera degradacion
del DNA. Ademas del DNA extraido de tejido fresco, se realizd la extraccidn de
DNA a partir de 155 muestras de sangre periférica (68 casos y 87 controles) y
se fntegrd un banco en el cual la calidad del DNA es mucho mejor que en el
extraido a partir de tejido, pues no se observo ninguna degradacion. Las
concentraciones de los DNAs estan entre 100 y 1000 ng/ul y el volumen
aproximado fue de 600 pl por muestra. En la figura 12 se muestran algunos de

los DNAs extraidos de las muestras de tejido en fresco y sangre.
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A)

STD (ng) DNA de sangre
1 L

100 200 300

B)

DNA de tejido  STD (ng)
1 1

100 200

Figura 12. Analisis de DNAs en geles de agarosa al 1%. A) DNAs extraidos a partir
de diferentes muestras de sangre periférica. B) DNAs correspondientes a muestras de
tejido fresco (biopsia cervical). STD= DNA estandar de concentracién conocida.
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5.2.2 FACTORES EXTRINSECOS

5.2.2.1 Deteccion y tipificacion de HPVs

5.2.2.1A Amplificacion y tipificacion de HPVs

Se logré la estandarizacién de la técnica para tipificar HPV. La amplificacion del
DNA genémico de las muestras de casos y controles a partir de tejido fresco
(biopsia) resultd satisfactoria, lograndose la amplificacion de las 185 muestras y
la tipificacion del HPV correspondiente, en las muestras que presentaron
amplificacion para el DNA de HPV (figura 13).

A) B)

mEEEEEE
Pacientes
R A |
pb
606 po
Controles
450
330 I

Tipos 16 18 16 51 6/53 4556
Tiras para tipificacion

Gel de Agarosa 2%

Figura 13. Amplificacion y Tipificacion de HPVs. A) Gel de agarosa al 2% en el cual
se observan algunos de los productos amplificados a partir del DNA de tejido, la banda
de 268 pb corresponde a una porcion del gen de la B-globina (control interno) y la
banda de 450pb corresponde a la amplificacion del HPV. M: Marcador de peso
molecular; -: Control negativo;, +: Control positivo (muestra con HPV 16). B) Tiras para
tipificar los 27 tipos de HPV, se pueden observan que las sondas del control interno
estan positivas en todas las muestras a excepcion del control negativo; -: Control

negativo; +: Control positivo (muestra con HPV 16), ultimas S tiras corresponden a
pacientes.
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§5.2.2.1B Frecuencia de HPVs

Se detecté la presencia de HPV en 74/85 (87.1%) de los casos y en 4/100 (4%)
de los controles (tabla 32). El tipec de HPV mas frecuente en CaCU fue el tipo 16
(64%) seguido del tipa 18 (12.16%). También se observo la presencia de 5
muestras (6.8%) con ceinfecciones de dos tipos de HPV (16/562=2, 16/51=1,

16/58=1 y 18/68=1). Se presentaron dos coinfecciones en los controles,

Tabla 32. Frecuencia de tipos de HPVs

Tipo de HPV Casos (%) Controles(%)
N=85 N =100

Asociados a GaCU

16 44 (52) 1(1)
18 8(9) g
45 4(9) 0
33 1(1.2) 0
iKY 1(1.2) 0
35 1{1.2) 0
39 1{1.2) a
51 4 (5) 1(1)
56 1(1.2) 0
58 2 (2.3) ¢
68 1(1.2) 0
No asociados a CaCU
1" 1{(1.2) 0
Co-infecciones

6/53 0 1(1)
16/52 2(2.3) 1
16/51 1(1.2) 0
16/58 1(1.2) 0
18/68 1(1.2) 0

Negativos 11 (12.9) 96 (96)
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La frecuencia de HPV, de acuerdo al estadio del cancer se muestra en la tabla
33, observandose una mayor prevalencia de HPV en los canceres invasores. La
coinfeccion fue similar en ambos grupos

Tabla 33. Frecuencia de HPV de acuerdo al estadio del CaCuU

Tipo de HPY CaCU in situ (%) GaCU invasoar (%)

N =239 N = 46
HPV 30 (76.9) 44 (95.7)
HPV 16 19/30 (63.3) 29/44 (65.9)
HPV 18 3/30 (10) 6/44 (13.6)
Cainfecciones 2/30 (6.6} 3/44 (6.8}

5.2.2.2 Integracién del HPY 16

5.2.2.2A Amplificacidn y verificacion de los productos amplificados de los
genes E1yE2

Para conocer si €l DNA de HPV tipo 16 esta integrado al genoma del huesped
se estandarizé por separado las PCRs de los genes E1 y E2, se utilizaron oligos
para amplificar el gen E6 coma control interna en la amplificacion de E2. Se
analizaron un total de 48 casos y 1 control que ¢ontenia HPV 16, siguiendo las
condiciones mencionadas en |a seccidn de materiales y métados y en la figura

14 se muestran los productos amplificados de algunas de las muestras,
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s

Figura 14. Amplificacion de los genes E1 y E2 del HPV 16. En ambas fotos, el gel
corresponde a uno de agarosa al 1%. A) Amplificacion del gen E1 del HPV16 (1923
pb). B) Coamplificacion de los genes E2 y E6 del HPV 16 (1034 pb y 424 pb,
respectivamente). En ambos geles la presencia de banda de amplificacién nos indica la
presencia del gen E1 6 E2 completos. M: Marcador de peso molecular, -: Control
negativo; +: Control positivo; Pa: Pacientes.

5.2.2.2B Frecuencia de integracion

No se observé integracién en la muestra control positiva para HPV 16. En los
casos no hubo amplificacion de E1 o E2 en un total de 26/48 muestras que
contenian HPV 16. En 11 muestras no se logré la amplificacién del gen E1, en 6
del gen E2 y en 9 ni de uno, ni de otro gen. En todos las muestras se amplificé
el gen EB, usado como control interno. Basandonos en estos resultados, los
casos presentaron un 54.2% de integracion del HPV 16 al genoma del huésped.
De 19 casos con un diagnéstico de CaCU in situ, 13 de las muestras estaban
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integradas y 13/29 de los CaCU invasor también demostraron integracion. En la
figura 15 se muestra el porcentaje de integracién en ambos casos.

Cainsitu Cainv
# | Integrado | |Episomal

Figura 15. Integracion de acuerdo al Estadio del CaCU. La frecuencia de integracién
en los CaCU in situ (68%) es mayor que en los CaCU invasores (45%).

Analizando por separado las muestras con diagnéstico de CaCU invasor, no se
encontrd asociacion entre la frecuencia de integracion y el grado de invasion de

las muestras. En la tabla 34 se muestran las frecuencias en cada uno de los
grupos.

Tabla 34. Frecuencia de integracién y grado de invasién

Grado de Invasién Integracién N
(%)

| 70 10

I 0 3

M 29 14

v 100 2

Total (muestras HPV 16) e 29
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5.2.2.3 Namero de copias del HPV 16

5.2.2.3A Amplificacion y verificacion del producto amplificado del gen E6
del HPV 16

Las muestras y el control para realizar la curva de calibracion se amplificaron
utilizando primers para el gen E6 con las condiciones descritas en la seccion de
material y métodos; se verific la amplificaciéon en geles de agarosa al 2%
(figura 16). El minimo niumero de copias virales amplificadas en la curva de
calibracion fue de 10 copias (figura 16). Se observé una buena amplificacion
utiizando 100 ng de DNA gendémico para cada una de las 49 muestras
analizadas. Los resultados de la amplificacion a partir de 10 ng de DNA
gendmico de muestra concordaron con las muestras que presentaban arriba de
100 copias en la amplificacién a partir de 100ng de DNA.

2. 100 copias 4. 10,000 copias

A) B) |
E6 Pa . }
. . - 1mm - i

“ 1 2 3 4 o ¥y llw-f:;?.llu [
e = |

T N T
[ i o - fosd |
0 |
= 1 10 ch—“u 1008 1 |
1. 10 copias 3. 1000 copias - Sutin) — agaimica (Seriet) |
'.
|

|
— e —

Figura 16. Amplificacion del gen E6 y curva de calibraciéon para cuantificar el
nimero de copias de HPV-16. A) Gel de agarosa al 2%. Amplificacién del gen E6 del
HPV16 (424 pb). M: Marcador de peso molecular; - Control negativo; EG6: Diluciones
del plasmido utilizado como control (10-10,000copias); P: Productos amplificados
provenientes de 100ng de DNA de muestras de pacientes. B) Curva de calibracién de
los productos amplificados del gen E6 (gel A, 1-4). Se utilizé la ecuacién de esta grafica
para cuantificar los productos amplificados a partir de las muestras.
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5.2.2.3B Asociacién del nimero de copias virales y caracteristicas de los
CaCuU

No se logré amplificacion de la muestra control que contenia HPV 16, debido a
que la sensibilidad que nos dio la PCR fue de 10 copias minimo, por lo que
asumimos que esta muestra presenta menos de 10 copias de HPV por 100 ng
de DNA gendmico. De los 48 casos que tenian HPV 16, 35 (72.9%)
presentaban menos de 10 copias virales, 10 (20.8%) entre 10 y 99 copias
virales y 3 (6.3%) entre 100 y 999 copias virales por 100 ng de DNA gendémico
de muestra. En la figura 17 se muestra una grafica comparando el nUmero de
copias virales vs estadio del cancer. En 10 de las 29 muestras con un
diagnéstico de cancer invasor se detectaron de 10-99 copias virales/100 ng de
DNA gendmico, comparadas con 2/19 de los canceres in situ (p=0.0596). Sélo
en 3 muestras se detectaron de 100 a 999 copias/100 ng de DNA y éstas

correspondieron al grupo de las muestras con Ca invasor.

P=0.0596
P>0.5
10-99 100-999

No. de copias/100ng de DNA genémico

. Ca in situ ll Cainvasor
n=19 n=29

Figura 17. Frecuencia del niamero de copias virales/100 ng de DNA genémico vs
tipo de cancer. El 35% de las muestras con CaCU invasor presentaron de 10-99
copias/100ng de DNA y un 10.5% de 100-999 copias/100 ng de DNA gendmico. Sélo
un 10% de los CaCU in situ presentaron de 10-99 copias/100ng de DNA.
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Se analizd |la cantidad de copias virales encontradas por paciemnte en cada una
de los grados de invasion en el grupo de los CaClU invasores y los resultados

se muestran en la tabla 35.

Tabla 35 No. de copias de HPV-16 de acuerdo al grado de invasion

Grado de invasidn

No. de copias!*lUOng | n 1] v
<10 12 ] 16 2
10-9¢ 3 1 6 0
100-999 2 0 1 0

p>0.05

5.2.3 FACTORES INTRINSECOS

5.2.3.1 Determinacion de los alelos DQA

5.2.3.1A Deteccion y tipificacion de los alelos DAA

Habiendo recurrido en este casg a un estuche comercial, las muestras se
amplificaron con las condiciones indicadas en la seccion de material y metodas
sin problema alguno y los productos amplificados obtenidos se verificaron en
geles de agarosa al 2% (figura 18).

El producto amplificado se tipificd mediante hibridacion raeversa en mancha. Se

realizo la lectura de la tira y se determinaron los genolipos correspondientes;
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todo esto también sin necesidad de cambiar el protocolo y las condiciones
recomendadas por el fabricante. Es importante sefialar que con el estuche
empleado se pueden identificar 6 de ocho alelos de DQA, ya que los alelos
0401, 0501 y 0601 (4.2, 4.1 y 4.3) se detectan juntos como alelo 4. La
combinacién de los 6 alelos origina un maximo de 21 genotipos diferentes
(figura 18).

A) B) 5w

1
12 34 c1141313 _ 114
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_ 11,12
34
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Figura 18. Tipificacién con el estuche del marcador HLADQA. A) Gel de Agarosa al
2%. Productos amplificados con el estuche de algunos de los pacientes. M: Marcador
de peso molecular; -: Control negativo; +: Control positivo. B) Se ilustran los resultados
de la hibridaciéon reversa en mancha de algunos de los productos amplificados,
indicandose los genotipos obtenidos para cada caso.

5.2.3.1B Frecuencia de los alelos de DQA

Se encontraron los 6 alelos detectados por el estuche comercial y la distribucion
se muestra en la tabla 36. El alelo mas frecuente fue el 4, seguido del 3 en
ambos grupos. No se encontrdé asociacion con los alelos cuando se compararon

los casos contra los controles
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Tabla 36. Frecuencia de alelos de DQA

Alelos Casos (%) Controles (%)
(OMS) N =170 N =200
1.1 (0101) 14 (8.2) 18 (9.5)
1.2 (0102) 9 (5.3) 15 (7.5)
1.3 (0103) 5(2.9) 10 (5)

2 (0201) 13 (7.6) 14 (7)

3 (0301) 52 (30.6) 54 (27)
4(0501,0401, 0601)* 77 (45.3) 88 (44)

p>0.05; *4.1,4.2.4.3

Se detectaron 20 genotipos de los 21 detectados por el estuche comercial. El
genotipo mas frecuente, tanto en cases como en controles fue 3,4 seguido del
4,4 (tabla 37). No se encontrd asociacidn en cuanto al genotipo al comparar el

grupo de casos vs controles.

Tabla 37. Frecuencia de genotipos de DQA

Genotipo Casos (%} Controles(%)
N =85 N =100
1.1,1.1 0 1(1)
1.1,1.2 1(1.1) 2 (2)
1.1,1.3 1(1.1) 3(3)
1.1,2 0 1(1)
1.1,3 4 (4.8) 4 (4)
1.1.4 8 (9.3) 7 (7)
1.2,1.2 0 1(1)
1.2,1.3 0 1(1)
1.2,2 D 1(1)
1.2,3 1(1.1) 3(3)
1.2,4 7(8.1) 6 (6)
1.3,2 1(1.1) 2(2)
1.3,3 1(1.1) 2(2)
1.3,4 2(2.2) 2(2)
22 1(1.1) 0
2,3 3 (3.5 1(1)
2.4 7(8.1) 9 (9)
3,3 7 (8.1) 9 (9)
3.4 29 (34) 27 (27)
4.4 12 (14) 18 (18)
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5.2.3.2 Determinacion de los alelos DQB

5.2.3.2A Deteccién e identificacién de los alelos DQB i

Las muestras se amplificaron con las condiciones indicadas en la seccion de
material y métodos. Todas las muestras amplificaron la porcién del gen DRB1 ‘ |f
utilizado como control interno y los productos amplificados aobtenidos se
verificaron en geles de agarosa al 3% (ver figura 19). La identificacion de los
alelos se realizé6 mediante los productos amplificados obtenidos en cada una de
las 22 PCRs.

Figura 19. Amplificacién de los alelos DQB. Gel de agarcsa al 3%. Productos
amplificados de las 22 PCRs utilizadas para la identificacion de los alelos DQB. La
banda de 796pb corresponde al control interno. M: Marcador de peso molecular.
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5.2.3.2B Frecuencia de los alelos de DQB

Se detectaron 19 alelos diferentes en (a poblacion estudiada (casos y
controles). Se encontrd asociacion entre los alelos DQB al compararse ¢asos vs
controles. Los alelos mas frecuentemente encantrados fueron el 201 y 602 para
casos y controles, respectivamente. El alelo 201 puede considerarse como un
factor de riesgo, mientras que el alelo 602 comao un factor protector (tabla 38).

Tabla 38. Frecuencia de los alelos DQB

Alelo GCasas{(%) Controles(%) X* RR IcC P
N=170 N =200

201 25 (14.7) 14 (7) 577 229 1246 0.01
301 18 (10.6) 12 (6) 259 186 0939 NS
302 13(7.6) 12 {6) 039 1.30 06-29 NS
303 g 1(0.5) 0.35 0 - NS
304 8(4.7) 7(3.9) 034 136 0538 NS
401 0 945 782 0 - NS
402 15(8.8) 24 (12) 098 071 Q441 NS
501 20 (11.8) 14 ({7) 249 1,77 0.8-386 NS
502 11 (6.5) 1365 000 1 0423 NS
503 4(2.4) 9 (4.5) 1.25 051 0217 NS
504 0 2(1) 170 O - NS
601 3(1.8) 6 (3) 059 058 01-24 NS
602 11 (6.5) 27 (13.9) 491 044 0.2-0.9 0.g27
603 6 (3.5) 6 (3) 008 1.18 0438 NS
604 13(7.6) 11(55) 070 142 06-33 NS
605  19(11.2) 21(10.5) 004 107 0621 NS
606 2(1.2) 3(1.5) 007 078 0147 NS
607 1{0.6) 2(1) 019 059 01865 NS
608 1 (0.6) 7(35) 367 016 00213 NS

'P=0.01, X=37.80. RR=Riesgo Relativo, IC=Intervalo de Confianza,
NS=No significativa

Se detectaron 78 genotipos diferentes en ambos grupos, 34 en los controles y
62 en los casos (tabla 39), no se observy asociacion al comparar los genotipos
en los casos vs controles.
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Tabla 39. Frecuencia de genotipos DUB
Genotipo Casos

Genatipa Casos Controles N=85 GControles
N=85 N=100 N =100
201-201 2 0 401-501 ¢ 1
201-301 2 0 401-602 0 2
201-302 4 2 401-604 0 1
201402 4 4 401-605 0 2
201-501 2 1 401-608 0 1
201-502 2 1 402-402 0 1
201-503 0 1 402-501 3 2
201-601 1 0 402-502 g 5
201-602 1 1 402-503 1 1
201-603 2 0 402-601 0 1
201-604 1 1 402-602 0 1
201-605 3 0 402-603 v 1
201-608 0 3 402-604 0 1
301-301 1 2 402-605 2 2
301-302 2 0 402-606 da 1
301-304 0 1 501-502 2 0
301-402 1 0 §01-803 1 4
301-501 2 1 501-601 0 1
301-502 a 1 501-602 2 2
301-503 2 0 501-603 2 0
301-602 0 5 501-604 1 1
301-604 2 0 201-605 1 0
301-605 2 0 501-606 0 1
301-606 1 0 501-607 1 0
301-608 1 0 502-502 1 2
302-302 0 1 502-601 1 0
302-304 0 2 502-604 2 0
302-401 g 1 502-605 1 1
302-402 4 2 503-604 0 1
302-502 0 1 503-605 0 1
302-605 3 2 503-606 0 1
303-402 g 1 504-504 0 1
304-304 1 0 601-605 1 g
304401 0 1 602-602 3 0
304-501 3 0 602-604 1 0
304-502 1 0 603-603 1 0
304-602 1 2 604-604 1 Q
304-603 0 1 604-605 4 ¢
304-606 1 0 605-605 1 0
P>0.05

Se analizaron los haplotipos DQA-DQB y se encontraron 76 diferentes (tabla

40). En los casos se detectaron 58 y 70 en los controles. Se encontro
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asociacion en los haplotipos DQA y DQB al comparar casos vs controles, El
haplotipo 4-602 tiene un efecto protector en las mujeres contra el CaCU.

Tabla 40. Frecuencia de las haplotipos DQA-DQB

Haplotipg Casos Controles Haplotipo Casos Controles

N=170 N=200 N=170 N=200
1.1-201 2 2 2-601 1 0
1.1-301 1 1 2-602 0 2
1.1-302 0 1 2-603 1 0
1.1-304 2 0 2-608 0 1
1.1-402 1 1 3-201 6 2
1.1-501 6 5 3-301 7 3
1.1-502 1 1 3-302 5 6
1.1-503 0 4 3-304 4 3
1.1-602 1 1 3-401 0 5
1.1-604 0 1 3-402 2 6
1.1-605 a 2 3-501 5 2
1.2-201 3 1 3-502 3 1
1.2-301 2 1 3-503 2 2
1.2-302 0 2 3-504 0 2
1.2-304 0 1 3-601 0 2
1.2-401 0 1 3-602 K 3
1.2-402 1 1 3-603 2 2
1.2-501 0 1 3-604 5} 3
1.2-602 2 3 3-605 8 8
1.2-603 0 1 3-606 0 1
1.2-604 1 1 3-608 0 K
1.2-6Q5 0 1 4-201 5 1
1.2-608 0 1 4-301 7 7
1.3-201 1 2 4-302 7 2
1.3-304 1 0 4-304 1 3
1.3-402 a 1 4-401 Q 2
1.3-601 2 1 4-402 10 13
1.3-602 0 2 4-501 9 6
1.3-603 0 2 4-502 7 11
1.3-604 1 0 4-503 2 3
1.3-605 0 1 4-601 0 3
1.3-607 0 1 4-602" 5 16
2-201 8 g 4-603 3 1
2-301 1 0 4-604 6 6
2-302 1 1 4-605 11 g
2-303 0 1 4-606 2 2
2-401 0 1 4-607 1 1
2-402 1 2 4-608 1 2

p=0.03, X*=78.43. *RR=0.35, 1C=0.12-0.97, X*=4.39, p=0.0042
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5.2.3.3 Determinacion de los alelos DR3 y DR4

5.2.3.3A Deteccion de los alelos DR3 y DR4

Las muestras se amplificaron por separado para cada uno de los alelos con las
condiciones indicadas en la seccion de material y métodos. Todas las muestras
amplificaron la porcion del gen de FQ y p-globina utilizados como controles
internos, para DR4 como para DR3, procediendo tal y como se describié en el

apartado 4.2.6.3. Los productos amplificados obtenidos se verificaron en geles
de agarosa al 2% (figura 20).

A) DR3 B) Dra
M-+ Pacientes |
Pacientes _ ?

pb
260

Figura 20. Amplificacion de los alelos DR3 y DR4. En ambas fotcs, el gel
corresponde a uno de agarosa al 2%. A) Amplificacion del alelo DR3 (151 pb) y del gen
de [-globina como control interno (268 pb). B) Amplificacion del alelo DR4 (260 pb) y

del gen de la FQ como control interno (98 pb). M: Marcador de peso molecular; -
Control negativo; +: Control positivo.
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En la tabla 41 se muestra las frecuencias encontradas para los alelos DR3 y

DR4 en nuestra poblacion. No se encontrd asociacion can ninguno de los dos

alelos al compararse €l grupo de controles vs casus.

Tabla 41. Frecuencia de los alelos DR3 y DR4

DR3 DR4
Casos Controles Casos Controles
Alelo (%) {%a) Alelo (%) (%)
n=85 n=100 n=385 n=100
Presencia 11(12.9) 12 (12) |Presencia 42 (49.4) 40 (49
Ausencia  74(87.1) 88(88) |Ausencia 43 (50.6) 60(60)
p>0.05 p>0.05

5.2.3.4 Determinacion del palimorfismo en el codon 72 del gen p53

5.2.3.4A Deteccion del polimorfismo en el coddn 72 del gen p53

Se utilizaron los iniciadores descritos por Storey y cols.”®, modificando las

condiciones de reaccion para estandarizar una PCR dudplex y analizar ambos

alelos en una misma reaccion. Las condiciones utilizadas fueron las descritas

en la seccion de material y métodos. Las productos amplificados se analizaron

en geles de poliacrilamida al 12% tefiidos con bromuro de etidia (figura 21).
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Figura 21. Amplificacién de los alelos Arginina/Prolina en el codén 72 del gen
p53. El gel corresponde a uno de poliacrilamida al 12%. Productos amplificados
correspondientes a los alelos arginina (141 pb) y prolina (178 pb). M: Marcador de peso
molecular; A/P; Heterocitogo para Arginina/Prelina; A: Homocigoto para Arginina, P:
Homocigoto para Prolina; -: Control negativo.

5.2.3.4B Frecuencia del polimorfismo en el codén 72 del gen p53

Las frecuencias de los genotipos para el codén 72 del gen p53 se muestran en
la tabla 42. No se encontré asociacion entre los genotipos del polimorfismo
presente en el gen p53 al analizar casos vs controles.

Tabla 42. Frecuencia de los genotipos de p53

Casos Controles
Genotipos (%) (%)
N=85 N=100
Arg/Arg 53 (62.4) 62 (62)
Arg/Pro 21 (24.7) 31 (31)
Pro/Pro 11 (12.9) 7 (7)

p>0.05
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El andlisis de los genotipos del codon 72 del gen p53, asocidndolos al
diagnostico histopatoldgico de los tumores, se muestra en la tabla 43 (se tomd
un nimero menor de muestra debido al andlisis que se realiza para el articulo).
Se encontrd asociacion al comparar los CaCU escamosos HPV 18 vs controles
sin HPV (p=0.02) y se observé un RR=4 4.

Tabla 43.Distribucign de los genotipos de acuerdo al diagnostico histopatolégico

Diagnéstico Arg/Arg Arg/Pro Pro/Prto  Total X° P
Histopatolagico (%) (%) (%)

CaCu (HPV) 37 (59.68) 14(_2558) 11(17.74) 82 377 Q.16
Escamoso (HFV) 24 (63.16) 6(15.79) B(21.05) 38 588 0.08
Escamoso (HPV 16) 15(57.69) 4(15.38) 7 (26.92) 26 744 Q.02
Escamoso (HPV18) 2 (50.00) 1(25.00) 1{25.00) 4 149 053
Escamoso (sin HPV) 2 (100.00) 0 0 2 1.12 0.64
Adenocarcinoma 1 (50.00) 1 (50.00) 0 2 052 100

CaCuU in sftu (HPV) 18(58.06) 11(3548) 2(6.45) 31 053 075
(HPV 16) 8(50.00) 6(37.50) 2(12.50) 16 115 065
(HPV 18} 2 (100.00) 0 0 2 112 064

Controles (HPV) 4 (80.00) 1 (20.00) 0 5 070 079

Controles {sin HPV) 58(63.74) 26(28.57) 7(769) 91 - -

5.2.3.5 Determinacidn de las mutaciones presentes en Ras

5.2.3.5A Deteccidn de las mutaciones en [os oncogenes K- y H-ras

Se analizaron por separado los codones 12 y 13 del oncogen K-ras y el coddn
12 del oncogen H-ras utilizando las condiciones descritas en la seccién de
material y métodos. Los productos de las diferentes digestiones se analizaron

en geles de poliacrilamida al 12% y se identificaron sin ningln problema. En las
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figuras 22 y 23 se muestran los productos de digestion para la identificacion de
mutaciones en el oncogen K-ras y H-ras, respectivamente.

A) codén12 B) codén 13
Bst NI
Pacientes
AN St ciine Hae lll
pb Pacientes
MA N

245

100
64

Figura 22. Deteccién de mutaciones en los codones 12 y 13 del oncogen K-ras.
En ambas fotos, el gel corresponde a uno de poliacrilamida al 12%. A. El producto de
la PCR (103pb) obtenido a partir de DNA de pacientes y de control, fue digerido con la
enzima Bst NI que permite evidenciar mutaciones en el codén 12. La secuencia
normal generd dos fragmentos al digerirse con la enzima (73 y 20pb). B. El producto
de la PCR (73pb) obtenido a partir de DNA de pacientes y de control, fue digerido con
la enzima Hae lll que permite evidenciar mutaciones en el codén 13. La secuencia
normal genero dos fragmentos al digerirse con la enzima (53 y 20 pb).

Figura 23. Deteccion de mutaciones en el cod6én 12 del oncogen H-ras. El gel
corresponde a uno de poliacrilamida al 12%. El producto de la PCR, obtenido a partir
de DNA de pacientes y de controles, fue digerido con la enzima Msp | que permite
evidenciar mutaciones en el codén 12. M: Marcador de peso molecular; A: Producto sin
digerir (312pb); m: DNA con mutaciéon (291 y 21 pb); N: DNA sin mutacién (236 y
55pb).

==s

p el v
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5.2.3.5B Frecuencia de mutaciones en los oncogenes Ras.

No se encontraron mutaciones en las muestras de controles en ninguno de los
3 codones analizados. En los casos se encontro una frecuencia de mutaciones
de un 3.5% (3/85) y de un 12% (10/85) para el coddn 12 de K-ras y H-ras
respectivamente. No se encontré mutaciones en el codon 13 del oncogen K-ras

en ninguna muestra.
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CAPITULO VI

DISCUSION

A pesar de los esfuerzos de los programas de deteccidon temprana del Cancer
Cérvico-Uterino (CaCl), por diversas razones estas campafias en nuestro pais
no han sido muy eficaces y la enfermedad sigue siendo un importante problema
de salud publica al ser la primera causa de muerte por cancer en mujeres
mexicanas. Por ello se propuso realizar este estudio, para buscar encontrar
factores causales del CaClU y examinar la posible asociacién de la

predisposicidon genética en la poblacibn mexicana.

Las pacientes analizadas en este estudio fueron captadas en los departamentos
de Ginecologia y Oncologia del Hospital Universitario “José Eleuterio Gonzéalez”
de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L. durante un periodo de dos afios y
medio y a cada una de ellas se les pidid su autorizacion para la toma de las
muestras. Del tfotal de las muestras recolectadas {185) se dividieron en dos
grupos: 85 correspondieron al grupo de casos y 100 al grupo de controles. La
edad de las pacientes en el grupa de los casos va desde los 16 hasta los 78

afos mientras gue en el grupo control va desde los 27 hasta los 69 afios.

El diagnostico histopatolégico efectuado en el grupo de casos nos reveld que el
estadio de las lesiones encontradas es muy similar, siendo de 54% para
canceres en etapa de invasor y de un 46% en etapa de in situ, corroborando
con esto que los programas de deteccién temprana en nuestro pais presentan
fallas que no permiten detectar todos los canceres en etapas de in sifu cuando

el prondstico del tratamiento es mucho mas alentador.
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E! tipo de cancer mas frecueniemente encontrado en el grupo de casos fue el
carcinoma escamoso con una frecuencia (83%) muy elevada en comparacion
con el 75-80% reportado en la literatura para otras poblaciones'?, mientras que

la frecuencia para el adenocarcinoma (7%) esta ligeramente inferior (10-34%)">.

Estudios epidemiolégicos realizados en otras poblaciones han demostrado que
el inicio de |a actividad sexual a edades muy tempranas, asi como la presencia
de multiples compaiieros sexuales y un numero grande de gestas y partos esta
asociado a un mayor riesgo de padecer CaCU™, " 15 % Al comparar estos
factores entre el grupo de casos y controles no se encontrd diferencia
significativa, concluyendo que al menos en la poblacion analizada en este

estudio, estos factores no contribuyen al riesgo de padecer CaCU.

El uso de anticonceptivos orales y el habito de fumar en el grupo de casos y
controles fue muy similar y no encontramos asociacion entre estos factores y el
CaCU en nuestra poblacién, aln cuando en otros estudios se ha observado

esta asociacion's, %4 9.

El HPV es el unico factor que se ha demostrado coma una causa del CaCU en
muitiples estudios alrededor del mundo, llegandose a encontrar una prevalencia
de hasta un 99%2°, %, En nuestro estudio la deteccion de HPV se realiz6
utilizando un estuche que discrimina 27 tipos de HPVs (HPV Consensus PCR
and Genotyping System). En nuestra poblacion legramaos detectar 15 tipos de
HPVs diferentes, siendo los mas frecuentes, el tipo 16 (63.5%) seguido del tipo
18 (11%), como lo son para todas las poblaciones en general. Dos de los 15
tipos de HPVs encontrados son de los no asociados al CaCU. Uno de ellos se

encontré en una muestra del grupo control, sin embargo el HPV tipo11 que es
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considerado como un tipo no oncogénico se encontrd presente en una paciente

con un diagnéstico histopatoldgico de CaCU in situ.

La prevalencia de HPV para el grupo de casos fue de 87.1%. Esta prevalencia
es baja al compararla con las estadisticas obtenidas por estudios de grupos

multicéntricos en los cuales se han estudiado diversas poblaciones (93-99%)%

% 8in embargo, es ligeramente superior a la reportada con anterioridad para
poblacion mexicana, la cual varia desde un 50 hasta un 80%, *, 3, En cuanto
a la prevalencia de HPV en los controles, ésta fue de 4% y esta dentro del
rango (1.5-20%), reportado en otras poblaciones”. Sin embargo, esta
prevalencia es ligeramente inferior a la reportada para la poblacién mexicana, la
cual varia desde un 5 hasta un 31%>1, 32, 33 3* Es importante hacer hincapié de
que las poblaciones analizadas son del centro de México. Creemos que esta
variabilidad es debida a la metodologia utilizada en los diversos estudios y no a

las diferencias étnicas y geograficas.

En nuestro estudio encontramos en los casos un 5.9% de coinfecciones por 2
tipos de HPVs, este hallazgo ha sido reportado en diversos estudios con
anterioridad®, #, 1% 10t 102 y en un estudio en poblacidn mexicana, la prevalencia

de coinfecciones fue de un 8.7% en canceres invasores*.

La frecuencia de HPV fue mucho mas alta en los canceres invasores (95.7%)
que en los canceres in situ {76.9%), como debia de esperarse. La frecuencia de
HPV 16 en los CaCU invasores fue de 65.9% mientras que para los CaCU in
situ fue de 60%, esta frecuencia es mucho mas alta al compararse con el
estudio realizado por Hemandez-Avila y cols.®®, quienes encontraron una

frecuencia de 48.8 y 48.3% de HPV 186, respectivamente.
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El HPV es un agente causal del CaCU por la alta frecuencia encontrada en los
casos Y no en los controles, sin embargo nos queda la duda de que si los CaCU
HPV negativos realmente son negativos o si pudiera existir un diagnostico
molecular mas sensible para detectar el genoma viral. La presencia de DNA de
HPV en las muestras de CaCU ha sido claramente asociada a esta
enfermedad, sin embargo se siguen buscando mecanismos por los cuales el
HPV es capaz de transformar las células. Uno de estos mecanismos es la
integracion del DNA viral al genoma del huésped. La integracion del virus
permite la sobreexpresion de las proteinas oncogenicas E6 y E7 que
interactian desregulando el ciclo celular de la célula normal. Para poder
llevarse a cabo la integracion del virus requiere de la ruptura de los genes E1 y
E2, por lo que en este estudic analizamos la integracion basandonos en este
mecanismo y observamos un 54.1% de integracién total en la poblacién de
casos analizados (n=48, solo se analizaron los HPV tipo 16). La frecuencia de
integracion del HPV en el CaCU es muy variable de acuerdo a la poblacion
analizada, asi como a la metodologia usada (36-91%)%°, 52, 103 106 105 105 107 108
e, 1, 1, TP En la poblacion mexicana la frecuencia reportada con anterioridad

de integracion es de un 36% y 73%%, 1%,

Se ha observado que la frecuencia de integracion se incrementa con el estadio
de la enfermedad, ya que la frecuencia de integracién en NIC es de 5-25%,
mientras que en los CaClU invasores va desde 70-88% cuando se han
analizado ambos tipos de muestras en un mismo estudio’®®, 0% 119 11 gjy
embargo, nuestros resultados demuestran lo contrario, ya que en nuestra
poblacién analizada la frecuencia de integracion para el CaCU in situ es mucho
mayor (68%) que la del CaCU invasor (45%). A pesar de observarse a simple
vista una diferencia grande en las frecuencias, la estadistica nos demuestra que
esta diferencia no es significativa, sin embargo suponemos que si aumentamos
el tamafio de la muestra pudiera volverse significativa y de esta manera

estariamos de acuerdo con estudios que asumen que la integracién no se
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encuentra asociada al estadio de la enfermedad®® 12 Al analizar estos
resultados podemos concluir que la integracion del HPV es una alteracién
genética que no se puede utilizar como marcador molecular con un valor
prondstico en la clinica de esta enfermedad.

Otro factor que se ha asociado al CaCU que es también dependiente del HPV,
es la carga viral de éste, presente en el epitelio cervical. Son pocos los reportes

y en la mayoria se concluye que la cantidad de virus encontrada en las

muestras clinicas se incrementa al ir en aumento el estadio de los NIC* 42 43,

44

, sin embargo esta asociacion no se observé en un estudio en el cual se
analizaron muestras de carcinomas en diferentes estadios clinicos. En este
estudio se observd una disminucion en el nimero de copias al aumentar el
estadio clinico (grado de invasién)”®. Los estudios anteriores solo han
encontrado esta asociacion en las muestras infectadas por el HPV tipo 16 y no
con los demas tipos de HPVs oncogénicos. Es por eso que en nuestro estudio
s6lo se analizaron las muestras positivas para HPV16 y la cantidad de copias
virales detectadas es mucho menor (1X10%-9X10° copias/ug) en comparacion a
lo detectado por Swan y cols.*'. Nuestros resultados indican que en un 90% de
los CaCU in situ se encontraron menos de 10 copias/100ng de DNA y solo en
un 10% se detectd de 10-99 copias/100ng, y en los CaCU invasores un 54.5%
presentaron menos de 10 copias/100ng, un 35% de 10-99 copias/100ng vy un
10.5% de 100-999 copias/100ng de DNA. Estos resultados indican que existe
un mayor niumero de muestras con diagnostico de CaCU invasor con mayor
cantidad de numero de copias virales, sin embargo no nos permiten concluir
contundentemente si la carga viral es un factor de riesgo de padecer el CaCU y
si afecta a la progresién de la enfermedad. En cuanto al grado de invasidn en
las muestras con diagnastico de CaCU invasor, no encontramos asociacion
entre el nimero de copias y el estadio clinico como lo observé Berumen vy

cols.®®.
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A pesar de que el HPV es un agente causal del CaCU y de todos los factores
inherentes asociados a los HPVs que han sido estudiados, se siguen buscando
factores que permitan la regresion de la infeccién por HPV 6 la progresion de la
infeccion hasta producir un cancer. Los factores intrinsecos de cada una de las

pacientes son los gue mas se han estudiados y entre ellos esta el MHC.

En cuanto a los alelos del MHC analizados en este estudio, se lograron detectar
los 6 alelos detectados para los genes HLA-DQA y 21 genotipos diferentes
distribuidos entre casos y controles homogéneamente y sin observarse

asociacion entre los alelos y genotipos de HLA-DQA y el CaCU.

Se encontraron 19 alelos de HLA-DQB distribuidos en la poblacién analizada y
encontramos que las pacientes que presentan el alelo HLA-DQB*0201
presentan un riesgo 2.29 veces mayor de presentar CaCU. Estos resultados no
estan de acuerdo con lo encontrado por Helland y cols.®' en poblacién noruega,
donde se observd que el DAB*0201 esta disminuido en pacientes con
carcinoma de células escamosas del cérvix (SCCC). También observamos que
las pacientes que presentan el alelo HLA-DQB*0602 tienen un factor protector
contra el CaCU. Este alelo no ha sido anteriormente asociado al CaCU. Al
analizarse los genotipos de HLA-DQB encontramos 78 genotipos diferentes
distribuidos en nuestra poblacion y no observamos asociacién entre alguno de
ellos y el CaCU.

Se analizaron los haplotipos DQA-DQB encontrandose 76 haplotipos diferentes
y estadisticamente se demostré que las pacientes que presentan el haplotipo
DQA-DQB*4-0602 presentan un factor protector. Teniendo 2.85 veces menos
riesgo de presentar CaCU que las muperes que no cuentan con este haplotipo.

Este haplotipo no ha sido asociado al CaCU en otras poblaciones.
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Oftros alelos analizados en este estudio correspondieron a los alelos DR3 y DR4
sin encontrarse asociacion con el CaCU. En un estudio previo en poblaciéon
mexicana se encontraron incrementadas las frecuencias de HLA-A2 y DRS5,
mientras que DR6, DR2 y DR1 estaban disminuidas en pacientes con CaCU,

sin embargo no se analizé DR3 y DR4.

En cuanto a la susceptibilidad conferida por el MHC podemos concluir que el
alelo HLA-DQB*0201 y el haplotipo DQA-DQB*4-0602 son un factor de riesgo

en nuestra poblacion, asi como el alelo DQB*0602 es un factor protector.

Otro factor intrinseco ha estado en controversia desde 1998, cuando Storey y
cols. asociaron el polimorfismo Arg/Arg del codon 72 del gen p53 a un riesgo
mayor de padecer CaCU en pacientes infectados por HPV. El analisis de este
polimorfismo en nuestro estudio no representa un factor de riesgo de padecer
CaCU y estos resultados concuerdan con todos los estudios que estuvieron en
contra de los resultados de Storey™', %8 5° 8 81 83 64 85 € 67 88 6 70 T 72 gijn

embargo, al analizar los resultados histopatolégicos de cada uno de los
tumores, asi como la presencia o ausencia de infeccién por HPV, encontramos
una diferencia significativa en cuanto al polimorfismo Pro/Pro y las pacientes
con CaCU de células escamosas positivos para HPV tipo 16. Esta asociacion
confiere un RR de 3.8 a las mujeres que presentan el polimorfismo Pro/Pro
infectadas con HPV 16 de desarrollar el CaCU de células escamosas en
comparacion de las pacientes que presentan el polimorfismo Arg/Arg. También
se encontrd un RR de 4.42 al compararse con las pacientes que tienen el
polimorfismo Arg/Arg+Arg/Pro. Esta asociacion es muy interesante debido a
que se opone a lo propuesto originalmente por Storey y cols.® y ya
anteriormente se ha observado en otros estudios, en donde se han clasificado

los tumores histopatolégicamente, sin encontrarse asociacion®’, '3, 1,
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En cuanto a estos resultados es necesario tomar en cuenta lo estudios
realizados por Makni y Malcom y cols.?, 8 que sugieren que la asociacion del
genotipo Arg y la carcinogénesis cervical esta influida por variaciones en la
metodologia utilizada en los diferentes laboratorios

Por ultimo, es importante analizar los resultados obtenidos de la frecuencia de
mutaciones en los oncogenes K- y H-ras que han sido asociados a diferentes
tipos de canceres y por consiguiente al CaCU. En nuestra poblacion la frecuencia
de mutaciones encontradas (3.5% y 12% en el cod6én 12 de K-ras y H-ras,
respectivamente) es similar a las encontradas en la mayoria de los reportes (24%

las mas altas en ambos oncogenes)™®, 80, 81 8

) ¥ encontramos mutaciones en el
coddn 13 del oncogen K-ras. Podemos concluir que en nuestra poblacion las
mutaciones en los oncogenes ras son un evento adicional al CaCU y no

precisamente la causa de éste.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Los hallazgos del presente trabajo, nos permiten llegar a las siguientes
conclusiones:

1. Se detectaron 15 tipos de HPV y el tipo mas comun fue el 16 (63.5%). Se
detectaron coinfecciones por 2 tipos de HPVs.

2. Lafrecuencia de HPV para casos fue de 87% y para controles de 4%.

3. La integracién de HPV 16 se presentd en igual proporcion en el CaCU
invasor que en el CaCU jn situ y no se encontrd asociacion entre la

integracion del HPV-16 y el grado de invasion del CaCU.

4, El HPV-16 presenta una mayor carga viral en el CaCU invasor que en el
CaCuU in situ y no se encontrd asociacion entre la carga viral y el grado

de invasion del CaCU.

5. No se encontrd asociacién entre los alelos y genotipos de DQA,
genotipos de DQAB y los alelos de DR3 y DR4 en nuestra poblacion.
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6. El alelo DQB*0201 es un factor de riesgo y el DQB*0602 es un factor
protector en el CaCU en la poblacién mexicana.

7. El haplotipo DQA-DQB*4-0602 es un factor protector en el CaCU en la

poblacidén mexicana.

8. El polimorfismo Pro/Pro del codén 72 del gen p53 es un factor de riesgo
en la pacientes HPV-16 de padecer CaCU de células escamosas.

9. La frecuencia de mutaciones en el codén 12 del oncogen H-ras en
CaCU es de 12% y del oncogen K-ras es de 3.5%.

10.Los factores extrinsecos analizados en este estudio no pueden ser

utilizados como marcadores moleculares para el CaCU.

11.Los factores intrinsecos: 1) alelo DQB*0201, 2) DQB*0602, 3) haplotipo
DQA-DQB*4-0602 y 4) el polimorfismo Pro/Pro del coddn 72 del gen p53
pudieran ser utilizados como marcadores moleculares predictivos para el
CaCU.

12.La informacion encontrada en este estudio aporta datos importantes a la

epidemiologia molecular del CaCU en nuestro pais
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CAPITULO VI

PERSPECTIVAS

Analizando el trabajo en su conjunto, sus hallazgos, alcances y sus
contribuciones tanto metodolégicas como de caracter epidemiolégico a nivel

molecular, podemos plantear la siguiente perspeciiva:

El contar con el banco de DNA gendmico de las pacientes con y sin CaCU nos
permitira realizar estudios para analizar nuevos marcadores moleculares que
permitan en un futuro identificar mujeres con riesgo de desarrollar CaCU con el
fin de lograr mejoras preventivas, diagnosticas y posibles cambios en

decisiones terapéuticas.
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