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RESUMEN

Facultad de Medicina de la U.A.N.L.

Q.C.B.,, M.C. Sandra Gpe. Martinez Garza

Titulo del Estudio: ANALIISIS MOLECULAB DE LOS FACTORES
EXTRINSECOS E INTRINSECOS ASOCIADOS
A CANCER CERVICQO-UTERINO,

Candidata para el grado de Dactorado en Ciencias con especialidad en
Biologia Molecular e ingenieria Genética,
Area de Estudio: Medicina Molecular.

Objetivo y Metodo de Estudio: Dentro de las enfermedades neoplasicas, el
Cancer Cérvico-Uterino (CaClU), es uno de los problemas prioritarios en salud
publica del mundo. En los paises latinoamericanos y en particular en México, ¢l
problema es adn mas acentuada, pues es la primera causa de muerte por
cancer en mujeres con una tasa de mortalidad de 15/100,000 habitantes, lo que
ubica a México como uno de los paises con mas alta tasa de mortalidad por
esta causa en el mundo. El virus del papiloma humano (HPV), considerado
como un factor extrinseco, ha sido asociado al CaCU como una causa
necesaria, sunque no suficiente para el desarrollo de la enfermedad. Entre las
evidencias que indican que algunos HPV estan involucrados tenemos: 1) El
DNA viral se encuentra en »90% de dichos tumores (mas frecuentemente el
DNA del HPV tipo 18), 2) El DNA del HPV se integra al genoma celular, 3) Los
oncogenes de los HPVs de alto riesgo inmortalizan cultivos primarios de
queratinocitos humanos c¢on la cogperacion del oncogen ras, 4) El aumento de
la expresion de las oncoproteinas virales E6 y E7. Mientras que entre los
factores intrinsecos de las pacientes cuya funcidon es mediar |la infeccion del
virus, destacan: haplotipos del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA), la
predisposicion genética a CaCU conferida por el polimorfismo en el codon 72 en
la proteina tumor-supresora p53 y las mutacianes en I0s oncogenes Ras.
Consideranda que el CaCU es debido a diversos factores, el objetivo de este
estudio fue detemminar la posible asociacion de CaCU con: 1) Factores
extrinsecos (tipos de HPVs, integracién del HPV 16 y numera de coplas del
HPV 16), 2) Factores intrinsecos (HLA, polimorfismo en el gen pS3 y
mutaciones en los oncagenes K y H-ras) en mujeres con y sin CaCU. La
investigacion incluyé un aspeclo de tipe clinico y uno expenmental. En el
primero se obtuvo la informacion clinico-patolagica de 185 pacientes (85 casos
y 100 controles) en una entrevista con los pacientes, aplicacion de un
cuestionario y analisis del estudio de patalogia. La parte experimental incluyo:
1) El establecimiento de un banco de DNA a partir de muestras de tejido fresca
y sangre, 2) lmplementacion de las técnicas para la deteccion de 27 tipos de
HPYV, 3) Implementacion de las técnicas para conocer el estada de integracion y
el numera dé copias de HPV 16, 4) Determinacion de los alelos DQA, 5)
Implementacion de |as técnicas para determinar los alelos DQB, DR3, DR4 y el
polimarfismo en el coddn 72 del gen p53, 5) Determinacion de las mutacianes
presentes en los codones 12 y 13 del ancogen K-ras y el codon 12 del oncogen
H-ras y 6) Asociacion de los dates clinico-patologicos con cada uno de los



factores analizados en las mujeres con CaCU vs mujeres sin CaCuU.
Contribuciones y Conclusiones: Nuestros resultados confirman una alta
asociacion entre HPV y CaCU. Sin embargo no encontramas asociacion entre
€l estado de integracibn y el nimero de copias de HPV 16 y CaCU.
Observamos que en el Compleja Mayor de Histocompatibilidad, el alelo
DQB*0602 y el haplotipo DQA-DQB*4-*0602 actian como factores protectares
mientras que el alelo DQB*0201 actua como factor de riesgo para el desarrollo
de la enfermedad en la poblacion mexicana. El polimorfismo Arg/Arg
previamente relacionado con CaCU en otras poblaciones, no mostrd diferencia
significativa entre ambos grupos. Sin embargo, en nuestra poblacion el
polimorfismo Pro/Pro del cadén 72 del gen pS3 es un factor de riesgo en las
pacientes HPV-16 positivas de padecer CaCU de células escamosas. En
cuanto a los oncogenes ras los cuales han sido asociados a diferentes
canceres, en nuestrg estudio, la frecuencia de mutaciones en el coddn 12 del
oncogen H-ras en CaCU es de 12% y del oncogen K-ras es de 3.5%. La
informacidn encontrada en este estudio aporta datos importantes a la
epidemiologia molecular del CaCU en nuestro pals, ademas de que los factores
intrinsecos: 1) alelo DQB*Q201, 2) alelo DQB*0602, 3) haplotipo DQA-DQB*4-
"602 y 4) el polimorfismo Pro/Pro del codon 72 del gen p53, pudieran ser
utilizados como marcadores moleculares predictivos para el desarrollo de la
enfermedad.
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NOMENCLATURA

A Homocigoto para arginina

AQ Anticonceptivos orales

AP Heterocigote para arginina/profina
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Ca Céncer

CaCu Cancer Cérvico-Utering

Cel Células

cm Centimetros

coals. Colaboradores

CS Compaiieros sexuales

DNA Acida desoxirribonudleico

dNTPs Trifosfato de desoxiribonuciedsidos

DS Desviacion estandar

EUA Estados Unidas de América

FIGO Federation Intemationale de Gynecologie et d Obstétrique
FQ Fibrosis cistica

HCI Acido clorhidrico

HLA Antigenos leucocitarios humanos

HSIL Lesiones intraepiteliales escamosas de alto riesgo
HPV Fapilomavirus humanos

IARC International Agency for Research on Cancer

IC Intervalos de confianza

IVSA Inicio de la vida sexual activa

Kb Kilobases

LCR Regian controladora del locus

LSIL Lesiones intraepiteliales escamosas de bajo riesgo
LT Linfotoxina

M Marcador de peso molecular



MgCl; Clorura de magnesio

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad
min Minutos

mi Mililitros

mm Milimetros

mM Concentracion milimelar

Hg Microgramos

wl Microlitros

uM Concentracién micromolar

N Total de muestras

NaCl Cloruro de sodio

NaOH Hidréxido de sodio

ng Nanogramos

NIC Neoplasias intraepiteliales cervicales
No.y # Namero

NS No significativa

Oligos Oligonucledtidos

OMS Organizacién mundial de |a salud

Pa Pacientes

P Homocigato para prolina

Pb Pares de bases

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
pH -log [H+]

Pro Prolina

RFLPs Polimarfismos de longitud de fragmentas de restriccion
pm Revoluciones por minuto

SA-HRP  Estrepio vidina-peroxidasa de rabana

SDS Dodecil sulfato de sodio
SIDA Sindrome de inmunadeficiencia adquirida
STD Estandar

Taq DNA polimerasa de Thermus aquaticus
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 CANCER

El cancer es la segunda causa mas comin de muerte en México y EUA,
después de las enfermedades cardiovasculargs. Segun el Registro
Histopatologico de Neoplasias en México en 1997, las cinco neoplasias mas
frecuentes fueron cérvico- uterina (22.9%), mama femenina (10.3%), glandula
prostatica (G%), ganglios linfaticos (4.7%) y estémago (4.2%)". El cancer afecta
a individuos de tadas (as edades y a una extensa variedad de drganos. La
frecuencia de muchos de los canceres aumenta con |a edad, de modo que
conforme €l promedic de vida de los seres humanos se incrementa y la calidad
de vida de éstos mejora, un nimero mayor desarrollara la enfermedad®.

El cancer es caracterizado por una masa anormal de tejida cuyo crecimiento
excede al tejido normal, que no esta coordinado con ¢l, y que puede lievar a
una invasion de tejido local y metastasis sistémicas’. Recientemente, el cancer
ha sido caonsiderado como una enfermedad genética, clasificaindose como
desarden somatico acumulativo, al lado de los desordenes mendelianos, las
cromosomopatias, los desdérdenes mitocondriales, las enfermedades
monogénicas y las multifactoriales’.

Ahora se sabe que un proceso neoplasico resulta de una serie de alteraciones
genéticas, producto de la acumulacion de mutaciones a la largo del tiempa,



tanto en genes que activan (a division celular, como en otros que vigilan y
ordenan eliminar células potencialmente cancerosas (proto-oncogenes, genes
supresores de tumor y genes involucrados en la activacion de la transcripcidn
del ciclo celular y la apoptosis), interrumpiendo el mecanismo normal gue
contrala la proliferacién celular’. En la mayoria de los casos, las mutaciones
ocurren después del evento de fecundacion en una célula en particular, y estan
restringidas a las células hijas que se derivan {(clonas) de ésta. Esta clona
acumula mutaciones en su material genetico y durante el transcurso del tiempo
da origen a un tumer maligno®.

En varios canceres humanos se ha demostrado que mutaciones especificas en
algunos genes estan relacionadas con estados histopatoldgicos del desarrolio y
progresion del tumor. Por lo tanto, el dafio genetico (mutacion) representa un
marcador potencialmente valiosa en la deteccidn y evaluacién de la reaplasia,

siendo muy variados e incluyendo cualquiera de las siguientes formas.

Amplificacion de una region del cromosoma.
Deleciones ¢ pérdidas de material genético.

Translocaciones o rearreglos cramosdmicos.

ol s

Mutaciones puntuales que implican la sustitucion de un aminoacido

(mutacién de sentido equivocado) o la terminacidn prematura de la

traduccion (proteina truncada).

5. Insercidon de DNA exdgeno, generalmente ocurrida por la insercion de
material genético viral.

6. Expansion de secuencias repelitivas de nucledtidos debidas a

deslizamientos de la polimerasa en el proceso de duplicacion de DNA o

por defectos en los mecanismos de reparacion del mismo.



1.2 CANCER CERVICO-UTERINQ, un importante prablema de salud

Dentro de las enfermedades nedpldsicas, e cancer cervico-utering (CaCl} es
uno de los problemas prigritarios de salud publica de! mundo. Ocupa la
segunda causa de muerte por neaplasias en la poblacion femenina a nivel
global, siendo solo superada por el cancer de mama. En los paises
latinoamericanos y en particular en México, el problema es aun mas acentuado,
pues es la segunda causa de muerte por cancer a nivel general y la primera en
la poblacién femenina. De 19983 a 1997, 62,289 mujeres murieron de CaCU
(28.1% de mortalidad debido a cancer), dando una mortalidad de 15/100,000
habitantes. En 1997, se registraron 20,008 casos nuevos (22.9% de la
incidencia tatal de cancer), [0 que ubica a México ¢como ung de lgs paises con

la mas alta tasa de mortalidad por esta causa en el mundo™” &,

A pesar de los extensos programas de deteccion temprana de CaClU mediante
citologia exfaliativa, que han reducido globalmenle la mortalidad en mas de un
70%’, por diversas razanes estos no han presentado el mismo impacto en todas
las poblaciones y se estima que las fallas de deteccion temprana son
responsables hasta de un 0% de la mortalidad por esta neoplasia“. Por o
antes mencionado, el disefar nuevas estrategias que permitan la deteccion
temprana de esta patologia, 0 aan mejor, que lieven a identificar a fas mujeres
en riesgo de desarrollar CaCU antes de presentarlo, representa una de las

alternativas para combatir este tipo de cancer.

1.3 HISTOPATOLOGIA DEL CaCU

El cérvix incluye tanto la porcion vaginal (ectocervical) y la interna
(endocervical). El ectocérvix esta cubierto par epitelio escamoso estratificado y
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esta delimitado del endocérvix por epitelio columnar mucinoso que se invagina
por debajo del estroma formando estructuras como glandulas. La mayoria de
los canceres cervicales son de tipo escamoso y generalmente se generan de la
zona de transformacion, la cual es una regioén especifica del cérvix. Esta zona
es una area en lo cual se lleva a cabo un proceso llamado metaplasia
escamosa, durante el cual el que el epitelio columnar localizado en |la zona de
unién entre el ecto y endocérvix es reemplazado por epitelio escamoso (figura
1). Con menos frecuencia ocurren los carcinomas cervicales provenientes del
epitelio columnar/glandular del endocérvix (adenocarcinomas) .

Nacunhmo- Menarca- Post-
407s menopausla

LS

u““ Zona T mh Zona T “” Zona T

1 m m ed—u
| oF iginal o gnal arginal

8 Epitelio Escamoso & Epitelio Columnar
Zona T=Zona de transformacién

Figura 1. Esquema de la zona de transformacion del cérvix. Se observa |a zona de
transformacion, lugar donde se lleva a cabo la metaplasia escamosa (transformacion
del epitelioc columnar a escamoso) en las diferentes etapas de la vida desde el
nlazcimiento hasta después de |a menopausia. Modificado a partir de Tenorio-Gonzalez
Fe.

Durante el desarrollo de los carcinomas escamosos, las células escamosas
metaplasicas presentes en la zona de transformacién llevan a cabo cambios
morfolégicos distintos, que acompafian la transicion del epitelio normal a
carcinoma (figura 2). Las lesiones confinadas al epitelio son clasificadas como
lesiones intraepiteliales escamosas de bajo riesgo (LSIL) o de alto riesgo
(HSIL), dependiendo de sus caracteristicas morfolégicas. Las lesiones



intraepiteliales son caracterizadas por cambios anormales histopatolégicamente
en la proliferacion y diferenciacion celular.

OoMSs Displasia Carcinoma

g fe Rl g
| e d

fndo1 Grado2 Gudo:il
Richart Neoplasia Intm'pltellal Cervical
[ 1 d
L 1
Bajo Grado Ao Grado
Bethesda Lesion Intraepitelial

Figura 2. Estadios del CaCU. Clasificacion de l;s:tapas premalign_a;;dael—éacu y de
carcinoma, segun los criterios de la OMS, Richart y el Sistema Bethesda. Modificado a
partir de Krebs HB'®.

El carcinoma escamoso del exocérvix es el mas frecuente, entre 75 a 80%.
Segun la morfologia celular, se clasifican como de celulas grandes no
queratinizantes, de células grandes queratinizantes y de células pequefias no
queratinizantes. Esta subclasificacién tiene implicaciones pronésticas: en los
tumores con células grandes queratinizantes la sobrevida es de 68.5%, con

células grandes queratinizantes es de 41.7% y con células pequefias no
queratinizantes es de 20%'2.

El adenocarcinoma se origina en el endocérvix. Los informes acerca de su
frecuencia son muy variables (de 10 hasta el 34%). Hay varios patrones



histologicos con su particular significancia prondstica. El tipo endocervical es el
mas frecuente (hasta un 90%) y su marfologia es parecida a las células de las
criptas endocervicales, el adenocarcinoma de desviacion minima (antes
llamado adenoma maligna) ¢on patrdon de crecimiento glandular bien
diferenciado, el carcinoma mucinaso, con celulas de tipo intestinal con
abundante citoplasma, el carcinoma endometroide, cuya maorfologia es parecida
a la del carcinoma endometrial, el carcinoma adencescamoso o mixto,

constituido por epitelio escamoso y glandular (ambos malignos)'.

1.4 FACTORES RELACGIONADOS AL CaCU

Se ha demostrado en estudios epidemiol6gicos que las mujeres con un inicio de
su actividad sexual a edad temprana, asi como las que tienen multiples
comparieros sexuales, estan en un riesgo mayor de padecer este céncer,
aunque na se€ canoce como e€s que estas factores afectan, ni como ciertas
caracteristicas sexuales especificas afectan el riesgo, pero se cree que en
edades tempranas existe un incremento de la susceptibilidad del cérvix, debido

a la metaplasia pavimentosa que esta acurriendo™.

Existen otros factores de nesgo asociados, como son: 1) los patrones
demograficas: el CaCU es mas frecuente en Latinoamerica y mujeres de clase
socicecondmica baja presentan el mayor riesgo, mientras que mujeres judias
de Israel el menor riesgo; 2) las deficiencias nutricionales, principalmente de
vitamina A, C, D, P-carotenos y folatgs; 3) habilo de fumar, pues se han
encontrado sustancias carcinogénicas derivadas del cigarro en biopsias de

cérvix; 4) el uso de anticonceptivas orales; §) |a paridad; stc'*.
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También se ha determinado el papel del comportamiento sexual masculino
como un factor determinante en el riesgo para CaCU: 1) existe un incremento
de cancer de cervix y de pene en ciertas areas geaograficas; 2) las esposas de
hombres con cancer de pene tienen de 3 a 6 veces mayor riesgo de padecer
CaCU que las mujeres control; 3) las mujeres casadas con hombres quienes
sus primeras esposas presentaron CaCU tienen un riesgo doble de padecer
CaCU; 4) mujeres quienes sus pargjas tienen de 10 a més compafieras
sexuales presentan un riesgo de 5 a 7 veces mayor que las mujeres control ™,
4 15 Todos estos factores han sido relacionados, aunque sin embargo no se
les ha demostrado asociacion causativa con el CaCU.

Los factores que si han sido asgciadas al CaCU por investigacion se dividen en
dos grandes grupos dependientes de las pacientes. factores exirinsecaos,
aquelios en los cuales no intervienen los antecedentes genéticos y los factores
intrinsecos, los cuales son dados por los antecedentes geneticos de cada una
de [as mujeres.

1.4.1 FACTORES EXTRINSECOS ASOCIADOS AL CaCU

Se ha podido determinar que la intervencidn de los papilomavirus humanos
(HPV) oncogénicos o de alto riesgo, (tipo 16, 18, 31 y 45) esta relacionada con
méas del 90% de todos los casos de CaCU®. Las infecciones por HPVs son
resueltas por el huésped en un 30-60% si son displasias, aunque no se logra la
eliminacion del virus, pero un pequefio porcentaje (1%) de mujeres con

infeccion cronica no resuelta, ésta evoluciona a CaClU invasor (tabla 1 y figura
3)16 17 18 19 20 21

1 ) ) ? v



Tabla 1. Histaria Natural de las Neoplasias Intraepiteliales Cervicales
Lesion Regresién Persistencia Progresion a Progresidon a

(%) (%) (%) cancer in sitt  cancer invasor

(%) {%)
NIC | 57 32 11 1
NIC Il 43 35 22 5

NIC Il 32 <56 - <12
NIC [-HPV 56 27 15 0
NIC II-HPYV 53 23 21 0
NIC WlI-HPV 14 15 69 ?

Modificado a partir de Disaia PS*.
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Figura 3. Patogénesis multifactorial del condiloma y la neoplasla cervical. La
expresian y replicacion viral completa en las células escamosas cervicales se
manifiestan por la proliferacién, maduracidn y formacién de condilomas ordinarios. La
expresion viral incompleta resulta en la praliferacion de células inmaduras donde se
potencia a integracion del virus en los cromosomas del huésped En éstas se praduce
la expansion clonal y transformacién del epitelio, hasta evolucionar a una enfermedad
neoplasica invasiva. La persistencia y progresion neoplasica son facilitadas muy
probablemente por una disminuciéon de la vigilancia del sistema inmune. Modificado a
partir de Ganzalez de Leon C?'



1.4.1.1 HPV como causa del CaCU

Entre

las evidencias caussles que indican que algunos HPVs estan

involucrades en CaCl, se sabe que:

1)

2)

3)

4)

El DNA viral se encuentra en mas del 90% de dichas tumores (més
frecuentemente sl DNA del HPV tipo 16)%;

En los tumores, el DNA del HPV se integra al genoma celular, rompienda
e inactivando el gen E2. Esto favorece la expresion de los oncogenes
virales E6 y E7%;

Los oncogenes de HPV de alto riesgo son capaces de inmortalizar
cultivos primarios de queratinocitos humanos, pero necesitan |a
cooperacion del oncogen ras para lransformarios. Ademas, al cultivar
durante tiempos largos las células inmortalizadas por E6 y E7, éstas dan
origen a clonas malignas, lo que sugiere que un gen celular se modifica

en dichos cultivos®*:

Las oncoproteinas virales E6 y E7 destruyen la actividad de las proteinas
antioncogénicas (supresoras de tumores) p53 y pRb, respectivamente®,
% Estas Gltimas dos proteinas estan implicadas en funciones
importantes del control del ciclg celular y su inactivacion conduciria a la

transformacién maligna en CaCu (figura 4) .
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Figura 4. Puntos clave del ciclo celular en células de mamiferos. Al dafarse el
DNA se produce acumulacion de la proteina p53. Esta acumulacién incrementa a su
vez los niveles de la proteina p21, la cual inhibe la activacién del complejo ciclina/cdk y
previene la fosforilacion de pRB. Los factores de transcripcion E2F permanecen
asociados a pRB-hipofosforilado y son incapaces de activar la transcripcién de los
genes requeridos para la progresion de G1 a la fase S. Consecuentemente el ciclo
celular se detiene en G1. Los HPVs de alto riesgo pueden romper el ciclo celular en
dos puntos separados: a través de la interaccion de E6 con p53 y de E7 con pRB,
ademas de inducir la muerte celular por apoptosis debida al dafio celular. Modificado a
partir de Vogelstein B'8

1.4.1.1A Virus del Papiloma Humano (HPV)

Los papilomavirus son un grupo de virus epiteliotréficos que como su nombre lo
indica causan proliferaciones en el epitelio y se han relacionado con cancer en
animales y humanos. Se han encontrado mas de 60 genotipos de papilomavirus
patégenos humanos que se dividen en dos grandes grupos: no oncogénicos
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(bajo riesgo), invalucrados en lesiones benignas y los oncogénicos (alto riesgo),
coma las implicados en el tumor abjeto de este estudio. El genoma de los HPVs
es una moleécula de ONA de doble cadena circular de 8,000 pares de bases, en
la cual existen numerosos marcos de lectura que codifican alrededor de 10
productos geénicos. Algunos de estos productos son transformantes cuando se
introducen en cultivos celulares primarios de roedores o humanas®.

Las marcos de lectura se dividen en das regiones: la temprana (E) y la tardia
(L). La regién temprana codifica para las proteinas ancogénicas E6 y ET7, asi
como para la proteina EZ2, Esta Gltima, al unirse a sitios de la region promatora
viral llamada Regign Controladora del Locus (LCR), actia como inhibidor
transcripcional de los oncogenes virales en HPV genitales de alto riesgo. Esta
misma proteina activa la transcripcion de los oncogenes de los HPV cutaneos.
En la LCR se encuentra el origen de replicacion viral y las regiones promaotoras

de estos virus. La region tardia codifica para polipéptidos estructurales del viridn
(tabla 2, figura 5)%, %8, #.

Tabla 2. Genes del HPV

Genes Funcién principal

E6  Transformacidn celular, unidn con p53, degradacion

E7 Transformacién celular, unidn con Rb, activacion de
la transcripcion celular

E1 Replicacidn del DNA viral, mantenimiento del plasmido

E2  Regulacion de la transcripcion viral

E4 Unidn con la citoquerating y otras funciones

ES Transformacion celular a través de interaccion con
receptares del factor de crecimiento

L2 Proteina menor de |a ¢apside

L1 Proteina mayor de la capside

Modificada a partir de Mufigz N°.
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Figura 5. Marcos de lectura del HPV tipo 16. El DNA presenta tres marcos de
lectura, por lo que las cajas representan los diferentes genes en cada uno de los
marcos. Las cajas designadas como L codifican para las proteinas estructurales y las E
para las proteinas regulatorias. Modificado a partir de Matlashewski G?°.

1.4.1.1B. Epidemiologia del HPV

La mayoria de los datos de epidemiclogia sobre HPV han sido revisados y
publicados en la monografia de la IARC {International Agency for Research on
Cancer). El mejor ejemplo es un estudio realizado por Bosch y colaboradores
en el 1995, donde se analizaron 932 biopsias de cancer de todo el mundo®. El
analisis inicial mostré una prevalencia de HPV de un 93%. Posteriormente
Jacobs y colaboradores en el 1997, analizando las mismas muestras pero
utilizando diferentes juegos de iniciadores, encontraron una prevalencia de HPV
de un 99%%,

En México, existen estudios de deteccion de HPV realizados en poblacién de
diversos estados: 1) en 1992 Gonzalez-Garay y cols. *° detectaron HPV 16 y 18
utilizando la técnica de Southern blot, en muestras de CaCU en dos ciudades
diferentes, encontrando una prevalencia de un 29% y un 7% de HPV16 y 18,
respectivamente en la Cd. de Monterrey, mientras que en la Cd. de México
encontraron un 26% y un 10% de HPV16 y 18 también respectivamente: 2) en
la Cd. de Cuernavaca en 1993, Tamayo-Legorreta y cols. *', utilizando la PCR y
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sandas especificas para las HPVs 6, 11, 16, 18 y 33, encontraron un 5.3% de
positividad en citologias normales y un 8.6% en citologias anormales; 3) en |a
Cd. de México se han realizado varios estudios para la deteccion de HPV,
encontrandose desde un 50-87% en pacientes con CaCU, 30-83% en
neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) y desde un 13-31% en controles
sanos®, ¥ | *: 4) (a frecuencia de HPV en €l estado de Guerrero ss de 90%-

93% para las NIC detectadas por PCR y de un 35-50% para contrales®, %, 37,

1.4.1.2 Integracién del HPV

Durante el ciclo normal del HPY, el DNA viral esta en forma episomal en el
nicleo de la célula infectada. Esto se refleja en las infecciones por HPV
praductivas, histoldgicamente clasificadas como lesiones premalignas de bajo
riesgo (NIC ). Sin embargo, en |as lesiones de altc grado (NIC Il4l) y en los
carcinomas, los genomas virales se encuentran integrados a la secuencia del
huésped. La frecuencia de regresion espontanea de la infeccion disminuye de
los NIC | a los NIC Ill, lo cual se correlaciona con el incremento de integracion
del HPV. Estos cambios sugieren que la recombinacién del DNA viral en la
secuencia celular dsl huésped da como resultado un venlaja de crecimienio y
por consiguiente su transformacidn a célula cancerosa. Se sabe que para la
integracion del virus usualmente se requiere de la ruptura de los marcos de
lectura de E1, E2 o ambos, dando como resultado |a pérdida de expresion de
estas proteinas. Los genes E1 y E2 actGan como represores de los promaotores
que dirigen la expresion de E6 y E7, por lo que la integracion del virus canlleva
a la sobreexpresion de estas oncoproteinas®. En el apartado 1.4.1.1 se explica

la accion que producen estas oncaproteinas a nivel del cicla celular.

Otra consecuencia de la integracion viral es la activacion transcripcional de
proto-oncogenes celuiares por los promotores virales. Aunque se ha
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demostrado la intregracidn cerca del proto-oncogen myc y c-fos, se ha
observado que los sitios de integracion son variables y no estan

correlacionados con la malignidad de los carcinomas™, %,

Se piensa que la integracidn es una alteracion genética irreversible que pudiera
servir como marcador molecular de rlesgo de progresién para carcinomas
invasores y lesiones de alto riesgo,

1.4.1.3 Numero de copias del HPV

Otro factor poco estudiado, es la carga viral preseme en las infecciones par
HPV. Existen algunas estudios en los cuales se ha observado que el numero de
copias de HPV tipo 16 es mayor al incrementarse la gravedad de la neoplasia
(NICI, NICII, NICIll), y por consiguiente el riesgo de presentar CaCU es
proporcianal a la cantidad de HPV tipa 16 presente en las celulas®’, 42, ¥, *, Sin
embargo, un estudio en el cual se analizaron muestras de CaCU se observo
que el nimero de copias disminuia al incrementar el estadio clinico, pero se

asociaba con el grado de diferenciacian histologica®

1.4.2 FACTORES INTRINSECOS ASOCIADOS AL CaCu

Aunque las infecciones por HPVs tienden a ser crénicas, parece que en la
mayoria de los casas se logra una completa resolucion. Se conoce que el
intervalo de tiempo requerido entre la infeccion inicial por HPV y la presencia de
cancer in situ varia desde unos pocos meses hasta varias decadas. Por otro
lado, ain no se ha establecide porqué tan solo una pequeia proparcion (s6lo
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un 1%) de las mujeres infectadas por HPVs progresan a cancer. Estos
aspectos implican que la infeccién por HPVs no es suficiente para ol desarrollo
del praceso maligna y que otros factores intrinsecos (geneticos) de [as
pacientes estan implicados en el CaClU.

Dentro de los factores intrinsecos se destacan varios de especial interés. El
primero se refiere al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, del ingiés,
mayor histocompatibility complex) y la inmuno-tolerancia a la infeccion crénica
viral'*; mientras que el segundo, a la predisposicién genética al CaCU conferida
por un palimarfismo en el gen cedificante para la proteina supresara de tumares
p53*. También se piensa que la activacién de Ras podria ser un evento
adicional en la patogénesis de este cancer.

1.4.2.1 Complejo mayor de histocompatibilidad

El sistema inmune juega un papel importante en la prevencion del desarrollo de
las enfermedades asociadas a HPV, ya que los pacientes con cancer y SIDA
presentan una incidencia mayor de enfermedades paor HPV. También se ha
reportado una alta incidencia de lesiones cervicales asociadas a HPV e

infecciones multiples de HPV en pacientes inmunosuprimidos™, 4, 47.

El reconaocimiento de los antigenos por medio de las células T esta restringido
por los productos palimorficos del MHC, una regién genética muy grande que
cadifica para las moléculas de clase | y 1], asl como para otras proteinas. Las
moléculas del MHC son extremadamente polimorficas, con hasta 150 alelos

comunes o mas, para cada gen individual*®.
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Se sabe que las moléculas de clase | y Il se unen a antigenos peplidicos
extrafias y forman complejos que son reconocidos por linfocitos T especificos
de antigena. Los antigenos asogiados a [as moleculas de clase | son
reconocidos por los linfocitos T citoliticos CD8*, mientras que los antigenos
asociados a las maléculas de clase || son recanocidos por los linfocitos
colaboradores CD4", Estos productos son codificados por un grupo de genes
gistribuidos en varios loci a 1o largo del cromosoma 6. El MHC humano es muy
grande (alrededor de 3,500 kb) y se organiza de |a siguiente farma: 1) genes de
clase || (HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR), los cuales son expresados por las célufas
presentadoras de antigenos (casi todas pertenecientes al sistema inmune) y por
algunos epitelios, Z) genes del complemento, 3) genes de proteinas de choque
térmico y citoquinas (TNF, LT y LT-p), y 4) genes de clase | (HLA-B, HLAC y
HLA-A), estos son expresados por la mayoria de las células somaticas. Los
genes scn llamados HLA (del ingles, human leukocyte antigens) debido a que
se expresan en la superficie de los leucocitos (figura 6)*.

Existe una gran controversia en cuanto a la asociacion del MHC y el CaCU, sin
embargo se han reportado asaociaciones entre genes de la regién HLA con NIC
y CaCU, particularmente los de clase Il (HLA-DQ y HLA-DR) y algunos de sus
haplotipos. Helland y cols.*® encontraron que los alelos DQA1*030X y
DQB1*0301 estan incrementados, mientras que DQA1*0201 y DQB1*0201
estan disminuidos en pacientes con carcinoma escamoso del cérvix (SCCC)
cuando se compararon con controles, mientras que el HPV no esta asociado a
ninguno de estos alelos. Montoya y cals. ¥ sélo encontraron una tendencia en
el incremento del alelo DQB1*0302 en pacientes con SCCC.

También existen algunos estudios en donde se ha encontrado una asaciacion
entre los haplotipas de HLA y NIC en diferentes pablaciones: los haplotipos
DRB1'0401-DQB1*0301, DRB1*1101-DQB1*0301 se asocian con NIC en
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pacientes britanicas, el haplotipo DQA1*0102-DQB1*0602 incrementa el riesgo
de desarrollar NIC al tener una infeccién con HPV 16°'.
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Figura 6. Mapa de los genes del MHC humano. HLA-F, G, H, J y X son moléculas
similares a las de clase |. Este mapa esta simplificado para excluir a otros genes
similares a los de clase | y I, genes sin interés inmunoldgico, y numerosos genes de
funcién desconocida. El patrén de los genes de clase |l puede variar segun el alelo
heredado. Los genes DM, TAP y el proteosoma contribuyen al ensamblaje de la
molécula de MHC; C2, C4A, C4B y el factor B son proteinas del complemento; HSP-70
es una proteina de shock térmico, la linfotoxina (LT), linfotoxina B (LFpB) y el factor de
necrosis tumoral (TNF) son genes de citoquinas. Modificado a partir de Abbas AK*®,

En poblacion hispana se ha encontrado asociacion significativa entre el CaCU
invasor y el haplotipo DRB1*1501-DQB1*0602%2. En mujeres hondurefias se
encontro un RR de 3.45 en pacientes con CaCU que presentaban el alelo HLA-
DQA1*0301%, Mientras que en un estudio realizado en poblacién mexicana, se
observé que la frecuencia de HLA-A2 y HLA-DRS5 se encontraba incrementada

en pacientes, al compararse con controles sanos™.
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La base tedrica es que los antigenos virales de los HPVs son presentados a las
células T por moléculas del complejo HLA y podria asumirse que algunas de
estas moléculas influyen la respuesta inmung y san responsables de la pérdida
de la vigilancia inmunoldgica contra el proceso maligno.

1.4.2.2 Polimorfismo de p53

En cuanto a la susceplibilidad gendtica, Storey y cols, * describieron una
asociacion entre el CaCU y un sitio polimérfico ubicado en el coddn 72 del
transcrito para la proteina p53 (la cual es degradada por la oncoproteina viral
EG in vivo). Esta proteina es el producto de un gen supresor de tumor cuya
funcion es controlar la proliferaciéon celular y en su ausencia se pierde este
cantrol y contribuye a la farmacién del cancer (figura 4)*. Dicho sitio polimdrfico
puede codificar para un residuo de arginina (Arg72) 0 uno de prolina {(Pro72). La
oncoproteina E6 de los HPVs 16 y 18 degrada méas efectivamente a p53Arg que
a p53Pro in vivo. En éste estudio, el alelo Arg72 estuvo presente en el 76.7% de
las pacientes afectadas y tan solo en un 36% de las controles sanas, mientras
que el genotipo Pro/Arg estuvo presente en un 16.7% en los tumores
comparado con un 58.8% de los controles. Con base en lo anterior, concluyeron
que el genotipc homocigoto Arg72/Arg72 conferia una susceptibilidad 7 veces
mayor a la tumarogénesis por HPVYs oncogénicos que el genotipo heterocigoto.
No se encontrd diferencia significativa en la frecuencia del alelo homocigoto
para Pra72. De esta forma, el polimorfismo que codifica para el alelo de Arg se
le ha postulado como un factor de riesgo importante en el desarrollo de
canceres asociados con HPVs. Makni*® y Zhbe® confirmaron fa asociacién del

polimarfismo de p53, mientras que un sin fin de estudios rechazan esta asociacian
con el CaCl 58 § 60 €1 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72
1 r 1 v ] 1 ] ] .

v \ 1 v I ’
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1.4.2.3 Mutaciones en los genes RAS

Se ha demostrado experimentalimenie que el DNA de HPV 16 coopera junto
con H-ras en la transformacion de células de rindn de rata y los oncogenes de
HPV de alto riesgo son capaces de inmortalizar cultivos primarios de
queratinocitos humanos ayudados por €l oncogen Ras, por lo que se piensa
que la activacion de Ras podria ser un evento adicional en la patogénesis de

este cancer’>, ™.

Las mutaciones presentes en los oncogenes Ras son muy frecuentes en
tumores sdlidos humanos. Los adenocarcinomas pancreaticos presentan un
90% de mutaciones mientras que los canceres de células pequefias de pulmén,

colon, tircides, seminomas y melanomas presentan alrededor de un 30%7°, ¢,
77

La familia Ras esta constituida por 3 genes: N-ras, H-ras y K-ras y aunque
tienen estructuras geneticas diferentss, todas cedifican para proteinas de 189
aminoacidos, genéricamente designadas como pZ21 por su peso molecuiar
(21Kda). La proteina ras normal actia en la célula coma un elemento
fransductor de sefial, como intermediaric de una cascada, recibe sefiales
estimulatorias del crecimiento, frecuentemente liberadas por receptores
mitégenos de la superficie celular, y las pasa hacia las moléculas blanco que a
su vez estimulan la proliferacidn celular. Estas genes adquieren propiedades
malignas por mutaciones puntuales que afectan la codificacion del aminoacido
12, 13 0 61 de su respectiva proteina’™.
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Wong'® encontrd una frecuencia de mutaciones en €l codon 12 de K-ras de un
61%. mientras que de un 35% en el oncogen H-ras (codén 12) en poblacidn
oriental. Sin embargo, estos resultados no han sido reproducibles en otras
pablaciones, ya que las frecuencias de mutaciones tanto para K-ras y H-ras
san muy bajas (24% las mas altas en ambos oncagenes) 7%, ¥, ®', 82 A Ig fecha
existen muy pocos reportes relacionados con la busqueda de mutaciones en
estas genes, siendo los resultados muy controversiales.
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CAPITULO I

JUSTIFICAGION Y OBJETIVOS

2.1 JUSTIFICACION

Debido a que el CaCll es la sequnda causa de muerte por neoplasia en Méxica,
€s necesario la realizacion de proyectos de investigacion que permitan conocer
la epidemiologia y patogénesis molecular de la enfermedad. Los HPVs
oncagénicas estan claramente implicados en la patogénesis de la infeccién
cronica del cervix y del CaCU, pero la mayoria de |a evidencia demuestra que la
progresion al cancer es muy lenta y solo ocurre en un numera muy limitado de
pacientes que son incapaces de resolver satisfactariamente la infeccion viral.
Esto ultimo revela |la importancia de los factores intrinsecos del huésped en el
desarrollo de la neaplasia. Hasta el momento no existen estudios que valoren la
asociacion simultanea entre HPVs, y los factores intrinsecos (MHC,
polimorfismo de p53 y mutaciones en los oncogenes K- y H-ras) coma causas
del CaCU. Este conocimiento es importante, debido a que aunque cada uno de
esos factores ha sido estudiadgo por separado, ademas es sabido que en el
desarroflo de las neoplasias puede existir un efecto sinérgico de das o mas
factores. De acuerdo con ésto, conacer las interacciones y asociaciones entre
los diferentes genes a analizar nas permitira entender mejor la génesis de la

enfermedad para lograr en dltima instancia su prevencion y tratamiento.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la posible asociacién de CaCU con: factores extrinsecos (tipos de
HPVs, integracion del HPV y nimero de copias de HPV) y factores infrinsecos
(HLA, polimorfismo en el gen p53 y mutaciones en los oncogenes K- y H-ras) en
mujeres con y sin CaCl.

2.2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Realizar la extraccion de DNA genomico @ partir de sangre periférica y de
biopsias de tejido fresco, para establecer un banco de DNA proveniente
de las pacientes con y sin CaCU.

2. Implementar la técnica de PCR e hibridacion reversa para la tipificacion
de 27 tipos de HPVs a partir del DNA aislado de las biopsias.

3. Implementar la técnica de PCR utilizando iniciadores especificos para
tipificar los alelos DQB, DR3 y DR4 a partir del DNA aislade de sangre
periférica.

4. Implementar la técnica de PCR utilizando iniciadores especificos descrita
por Storey y cols., para la deteccién del polimorfisma en el codén 72
del gen p53, a partir del DNA aislado de sangre periférica.
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Determinar si existe integracidon del HPV tipo 16 en el genoma del
huésped.

Determinar el nimero de copias virales del HPYV tipo 186.

Determinar los alelos de DQA en el DNA recuperado a partir de sangre
periferica utilizando |a técnica de PCR e hibridaciéon reversa
estandarizada en el laboratario.

Determinar las mutaciones presentes en el coddn 12 y 13 del oncagen K-

ras y coddn 12 del oncogen H-ras, mediante la técnica de RFLP's.

Determinar la asociacion entre los tipus y frecuencias de HPVs en 10s
DNAs de las biopsias de mujeres con y sin CaCU.

Determinar la asociacion entre los alelas DQA, DQB, DR3 y DR4 en
mujeres con y sin CaCU.

Determinar la asociacion entre los haplotipos HLA DQA-DQB en mujeres
con y sin CaCU.

Determinar la asociacidn entre los genotipos del palimorfismo en el
caddn 72 del gen p53 en mujeres con y sin GaCl.

Determinar la frecuencia de mutaciones en los codones 12 y 13 del
ancogen K-ras y el coddn 12 del oncogen H-ras en mujeres con y sin
CaCU.
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CAPITULG Il

ESTRATEGIA GENERAL

Para cumplir los objetivos planteados se siguid |a estrategia general ilustrada y

detallada a continuacion (figura 7 y 8).

1. Se recolectaron un total de 185 biopsias de cérvix de pacientes (85 con y
100 sin CaCll} de las cuales ademas se obtuvo sangre periférica con
EDTA, se exirajo el DNA genémico de las biopsias y sangre y se formo
un banco de DNA.

2\ Se estimé |la calidad y concentracion de cada uno de los DNAs en gel de

agarosa al 1%.

3. A parir del DNA proveniente de las biopsias y utilizando iniciadores
especificaos, se amplificaron por PCR las regiones correspondientes del
genoma de HPV para la deteccion de: 1) diferentes tipos de HPV (L1) y
2)E1,E2 E6yE7 del HPV-16.

4. Ast misma, se amplificaren por PCR los codones 12 y 13 del oncogen K-
ras y el codon 12 del oncogen H-ras.
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A partir del DNA proveniente de sangre, utilizando iniciadores especificos
para cada uno, se amplificaron por PCR las regiones correspondientes
para la deteccion de: HLA-DQA, HLA-DQB, HLA-DR3, HLA-DR4 y el
polimorfismo en el codon 72 de p53.

Se verificd el éxito de las amplificaciones sometiendo el producto
amplificado a electroforesis en gel de agarcsa al 1 y 2%, segun fue

negesarna.

En el caso del polimorfismo en el codon 72 de p53, para |a resolucion
efectiva de los fragmentos dado sus tamafios pequerios, se recurrio a
eleciroforesis vertical en gel de poliacrilamida al 12%, tefiido con
bromuro de etidio y se observaron con Juz ultravioleta.

Se generaron imagenes digitalizadas utilizando el equipo de
fotodocumentacion Gel Doc y se analizaron con el programa
computacional Maolecular Analyst.

En el caso de la deteccion de tipos de HPVs y HLA DQA, se realizo la
hibridacion reversa del producto amplificado con sondas oligo-tipo-

especificas y oligo-alelo-especificas, respectivamente.

Se realizd el analisis estadistico de los dalcs obtenidos para cada uno de
los objetivos planteados.
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Figura 7. Estrategia General (primera parte). A partir de las muestras de tejido
cervical se realizd la extraccion de DNA, para continuar con la PCR utilizando
iniciadores especificos segun fue el caso para la tipificacion de HPVs usando
posteriormente hibridacién reversa, la deteccidon del numero de copias e integracion del
HPV 16 usando electroforesis en gel de agarosa y la deteccion de mutaciones en los
codones 12 y 13 de K-ras y 12 de H-ras usando RFLPs.
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Figura 8. Estrategia General (segunda parte). A partir de las muestras de sangre se
realizd la extraccion de DNA, para continuar con la PCR utilizando iniciadores
especificos segun fue el caso para la tipificacion de los alelos DQA usando
posteriormente hibridacion reversa, la tipificacion de los alelos DQB, DR3 y DR4
usando electroforesis en geles de agarosa, y la deteccion del polimorfismo de p53
usando electroforesis en geles de poliacrilamida.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIALES

4.1.1 AREA DE TRABAJO

El trabajo experimental de esta tesis se realizd en el Laboratorio de Genética
Molecular de la Unidad de Laboratorios de Ingenieria y Expresion Genéticas
(ULIEG) del Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la

Universidad Autonama de Nuevo Leon.

Las muestras de sangre periférica y biopsias se obtuvieron a partir de mujeres
que asistieron a la consulta del Departamento de Ginecologia y fueron
analizadas por el Servicio de Anatomia Patologica, ambos departamentus del
Hospital Universitario de la Facultad de Medicina de la U.AN.L.

4.1.2 MATERIAL BIOLOGICO

De cada una de las mujeres a analizar con y sin CaCU se obtuvieron muestras
de sangre periferica tratada con EDTA y una biopsia de lejido cervical, tomada
de la pieza quirdrgica, obtenida por histerectomia terapéutica. La muestra de
sangre se conservo a 4°C y el tejido cervical se conservd en un tubg esteril a
-70°C hasta el aislamiento del DNA.
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4.1.3 REACTIVOS QUIMICOS

Para el aislamiento de DNA se utilizé EDTA, SDS, NaCl, trizma base, tritén X-
100 y fenol, adquiridos en Sigma Chemical Company (Saint Louis, Missouri,
EUA), Proteinasa K de Promega {(Madison, WI, EUA), asi come &cido
clorhidrico, claroforme, alcohal isoamilicg y etanol de Merck de México.

La amplificacién y deteccién de los HPVs se realizé con el estuche de
investigacion "HPV Consensus PCR and Genotyping” donado por Roche
Molecular Systems, Inc. (Alameda CA, EUA).

La tipificacion de los alelos DQA se realizd con el estuche comercial " The
AmpliType HLA DQA1 PCR Amplification and Typing Kit", adquirido de Perkin
Elmer (Branchburg, New Jersey, U.S5.A.). Para la hibridacién reversa en
mancha fambién se utilizaron EDTA, SDS, NaCl, fosfato monosédico, acido
Gitrico y citrato de sadic, de Sigma Chemical Company y peroxido de hidrogeno
de TJ Baker (San Antonio, TX, EUA).

Las amplificaciones del HPV para verificar integracién y namero de copias, de
los alelos DQB, DR3 y DR4, del polimorfismo del gen p&3, asi como para la
identificacion de mutaciones en los codones 12 y 13 del ancogen K-ras y el
codon 12 del oncogen H-ras, se realizaron con iniciadores sintetizados por
Gibco-BRL (Rockyille, MD, EUA). Se utilizaron también enzima Taq DNA
polimerasa, buffer de reaccion, cloruro de magnesio y dNTPs de Promega
(Madison, WI, EUA) y aceite mineral de Sigma Chemical Company (Saint Louis,
Missouri, EUA).
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Para la identificacién de las mutaciones en los codones 12 y 13 del oncogen K-
ras y el codon 12 del oncogen H-ras, se utilizaron las enzimas de restriccion Bsf
NI, Hae Il y Msp | de New England Biolabs (Beverly, Ma, EUA).

Para la electroforesis en geles de agarasa se utilizd agarosa, trizma base,
EDTA, &cido borica, azul de hromafenol, xilene cianol y bromura de etidio
mientras que para las electroigresis en geles de paliacrilamida se utilizd
acrilamida, N,N-metilenbisacrilamida, TEMED, EDTA, trizma base y bromuro de
etidio, todos los anteriores de Sigma Chemical Campany. Como marcadores de
peso molecular en las electraforesis se utilizé el DNA del plasmido pUC18 y
pBS digeridas con las enzimas de restriccion Hae II! o Alu | y el DNA de lambda
digerido con Pst |. Las enzimas de restriccion fuercn adquiridas en New
England Biglabs y los DNAs plasmidicos se obtuvieron mediante técnicas de
mediana escala realizadas en nuestro laboraterio siguiendo procedimienta
estandares®. El marcador de peso molecular corresponde al fago lambda, fue
adquirido en Pramega (Madison, Wi, EUA).

4.1.4 MATERIAL OE LABGRATORIO

Los tubos de microcentrifuga (de 0.2, 0.5, 1.5 y 2.0 ml), las puntillas (de 0.01,
0.2 y 1 mi) para las micropipetas de precisidon, los tubos conicos de
polipropileno {de 15 y 50 ml) y los guantes de latex fueron compradas a Cell
Associates, Inc. (Houston, TX, EUA). Las micropipetas de precision de volumen
variable de 2, 10, 20, 200 y 1000 w fueron obtenidos de Rainin Instruments
(Wobum, MA, EUA). También se utilizd una pipeta repetidora Eppendorf
(Westbury, NY, EUA).
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4.1.5 EQUIPO DE LABORATORIO

En el aislamiento de ONA se utilizd una centrifuga clinica de mesa Beckman
TJB, un vortex modelo 37600 y un Thermomixer de Thermolyne (Dubuque, A,
EUA), una balanza granataria Sartorius modelo 1206 MP (Cambh, Gdttingen,
Alemania) y wuna microcentrifuga Eppendorff modelo 5412 (Hamburg,
Alemania). Las amplificaciones fueron realizadas en un termociclador PTC-100
JM-Research (Watertown, MA, EUA) y un Omni-E Hydbaid (Reina Unido).

Para analizar los productos amplificados se utilizaron camaras de electroforesis
horizontales fotodyne (Hartland, WI, EUA), camaras verticales de 20X20 cms y
una fuente de poder modelo 250 ambos de Gibco-BRL.

Para analizar los geles tanto de agarosa como de poliacrilamida, se utilizd el
equipo de fotodocumentacion Gel Doc 1000 y el programa Molecular Analyst de
Bio Rad {(Hercules, CA, EUA).

4.1.6 APOYO COMPUTACIONAL

El procesamiento de datos fue realizado en una computadora maodelo Acer
Power P75 y un sistema de analisis dimensional de geles compatible con PC,
constituido de una camara de video, una fuente de luz UV y una computadora
(Gel Doc System, BIO RAD). El procesador de texto utilizado fue Microsoft
Ward 97 {(Microsoft Corporation), procesadares graficos Microsaft Power Paint
97 {Microsaoft Corporation), Microscft Excel 97 (Microsoft Corporation), Adobe
Photoshop Limited Edition 2.5.1 (Adobe System Incorporated y UMAX Scan
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{UMAX Scanner Driver, Impact Research, Inc). Las bases de datos utilizados
por via INTERNET fueron: Entrez (National Center for Biotechnology
Information (NCBI); Gen Bank (ICEBEG, Trieste, ltalia). El programa utilizado
para comunicacion en la red fue el Microsoft internet Explorer version 4.0

4.2 METODOS

4.2.1 TIPO DE ESTUDIO

Es un estudio de casos y controles, tipo prospectivo y descriptivo. La
investigacion constd de dos aspectos: uno de tipo clinico y €l otro experimental.
En la investigacidn clinica, se disefié un cuestionario (anexo ) que inclula datos
clinico-patologicos, los cuales se correlacionaron con los datos moleculares
obtenidos en la parte experimental.

4.2.2 CRITERIOS DE INCLUSION DE LAS PAGIENTES

El grupo de casos fueron pacientes que se les habia diagnosticade CaCU por
citologia. El grupo de controles fueron pacientes que se les realizd
histerectomia por incontinencla urinaria, miomatosis, etc. y que na presentaban
CaCU de ningun tipa. Se incluyeron en el estudio pacientes a las cuales se les
realizd histerectomia terapéutica por CaCU u otra causa en el periodo de
septiembre de 1898 a marzo de 2001 por los Departamentos de Ginecologia y
Oncologia de! Hospital Universitario “Dr. J. Eleuteno Gonzéalez" de la Facultad
de Medicina de la U.A.N.L. A todas las pacientes se les explicd en que consistia
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el estudio y a las que aceptaron participar en el estudio se les pidid que
contestaran el cuestionario clinico asi como su autorizacion antes de la cirugia,
y se les solicitd que firmaran una carta de consentimiento informado (Anexo |).

4.2.3 MUESTRAS DE CASOS Y CONTROLES

Se analizaron un total de 185 pacientes, de los cuales 85 fueron casas y segtn
los criterios de la FIGO (Federation Intemationale de Gynecologie et
d'Obstétrique) ®, 46 presentaban cancer invasor y 39 estaban en etapa de in sit.
El grupo de controles se constituyd de 100 pacientes con un diagnostico
histopatologica libre de cancer o cualquier estadio premaligno. Las muestras
fueron analizadas por el Departamento de Patologia del Haspital Universitario de
la Facultad de Medicina de la U AN.L. De todas las pacientes analizadas se
obtuvieron muestras de sangre periférica con EDTA la cual se almacens a 4°C
hasta el momento de la extraccion de DNA y una biopsia del cérvix la cual fue
tomada por un r;esidente del Servicio de Anatomia Patolégica y depositada en un
tubo eppendarf de 2 ml utilizando guantes y pinzas estériles y se transportaron

3 A o
en hielo al laboratorio, en donde se almacenaron a -70 C hasta el momentq de
su procesamiento.

4.2.4 EXTRACCION DE DNA GENOMICO

4.2.4.1 Extraccion de DNA gendmico a partir de las muestras de sangre

Se colocaron 5 ml de sangre con anticoagulante en un tubo cdnica de
polipropileno de 15 ml. Las células se lisaran con 2 ml de solucion de lisis TSNT
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(2% Triton, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA),
mezclando mediante inversion por varics segundos. Postenormente, se
agregaron 5ml de fenol saturada (con Tris-HCI 0.1M, pH 8) y 1 ml de sevag
(Cloroformo-alcohol isoamilico 24:1), se mezcld para homogenizar por completo
utilizando un vortex. En seguida se agregaron 2mi de buffer TE (Tris 10 mM-
EDTA 1mM pH 7.4) y se centrifugd durante 18 min a 10,000 rpm. Se recuperd
la fase acuosa y se transfirio0 a un tubo nuevo de 15 ml. Se agregaron 2
volimenes de etanol absoluto y se agité lentamente por inversiéon hasta
observar el DNA precipitado, como una hegbra blanca. Utilizando una
micropipeta, el DNA se recuperd y transfirid con cuidado a un tubo Eppendarff
de 2ml. Se centrifugd durante 10 min a 14,000 rpm en una micracentrifuga y la
pastilla obtenida se lavd con 1 ml de etanal al 70%. Se centrifugd nuevamente,
se decanté el etanol, se secd el DNA y finalmente se resuspendié en TE*.

4.2.4.2 Extraccion de DNA gendmico a partir de las biopsias de cérvix

Se descongelaron las biopsias y en condiciones asépticas se pesa de 10 a 50
mg de tejido. Utilizando una hoja de bisturi, se cortd en pedacilos lo mas
pequefios posibles y se pasaron a tubos Eppendarff de 1.5 ml, los cuales
contenian 1 ml de solucidon de lisis (500 mM Tris, 20 mM EDTA, 10 mM NaCl,
pH 9), 50 ul de SDS 10% y 37.5 ul de proteinasa K 10 mg/ml. Se incubaron en
un Termomixer a 48°C con agitacién vigorosa durante 12 a 14 horas, para
finalmente inactivar la enzima 95°C durante 10 min.

Se transfirié todo el contenido a tubos de 15 ml para realizar una extraccion
fenol:.cloroforma 1:1. Usando el vortex se agitd durante 5 min y luego se
centrifugd durante 10 min a 10,000 rpm. La fase acuosa se transfirid a otra tubo
de 15 ml, repitiendo la extraccidén dos veces mas.
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La fase acuosa final se transfirid a un tubo de 15 ml, se agregaron 0.33
volimenes de acetato de amonio 10 M y 2.5 volumenes de etanol al 100%. Se
mezcld suavemente por inversion, se dejd precipitar a -70°C durante una hora.
El DNA se recuperd con una micropipeta y se transfirié a un tubo eppendarf de
2ml y se centrifugo durante 10 min a 14,000 rpm. El sobrenadante se decanto y
la pastilla se lavo con 1 ml de etanol al 70%. Esta se secd y se resuspendio en
TE®,

4.2.4.3 Evaluacion de la calidad y la concentracion del DNA

Para asegurar que €l DNA se resuspendiera homogeneaments, se deja durante
12 a 14 horas en una plataforma agitadora vertical. Finalmente, se procedio a
realizar diluciones 1:10 para determinar su concentracion y calidad.

Se preparo un gel de agarosa al 1% en buffer TBE 1X (0.09 M Tris-Borata y
0.002 M EDTA, pH 8), disolvienda con calor. Una vez gelificada en el moide, se
deposito el gel en una camara de electroforesis y se cubrié con el misma buffer.
Se mezclé 1ul de una dilucion 1:10 de la muestra a cuantificar con 4 pl de TE
1X y 1 pl de jugo azul 6X (0.3% azul de bromafenol, 0.3% xilencianol y 30%
glicerol). De la misma manera, se preparo una serie de estandares cambiando
el DNA a cuantificar por cantidades conocidas y variables de las muestras
estandares. La serie de preparaciones se colocd en los carriles del gel y se
realizd electrofaresis honizontal, inicialmente a 8¢ V mientras se internaba el
colorante en el gel y posteriormente a 110 V por alrededor de 1 hora (dejando

correr el azul de bromofenal tres cuartas partes del gel).
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Concluida la electroferesis, €l gel se colocd en una solucién de bromuro de
stidic a 2 ug/ml por 5 6 10 min y luego el gel se lavo varias veces con agua
corriente para quitar el exceso de bromuro y asi proceder a su observacion en
un transiluminador de luz UV. Se determind la concentracion del DNA por
comparacion de la intensidad de la fluorescencia de la banda de interes con la
de los estandares, utilizando el software Molecular Analyst de Bic Rad. La
integridad se evalud tomando en cuenta la intensidad del barrido, la cual
determina el grado de degradacidn; la ausencia de tal barrido indica que el DNA
extraido esta integro.

4.2.5 ANALISIS DE FACTORES EXTRINSECOS (HPV)

4.2.5.1 Deteccion de 27 tipos de HPV

Para la deteccion del tipo viral de cada una de las muestra se utilizé el estuche
"HPV Consensus PCR and Genotyping System”. Este estuche estd basado
principalmente en 3 pracesos: amplificacidn de la secuencia blango mediante
PCR, hibridacién de los productos amplificados a sondas oligo-tipo-especificas, y
deteccion del producto amplificado unido a las sendas, mediante una reaccidn de
desarrollo de color, El desarrollo de este ensayo de PCR involucra la region L1
del genoma de HPV, la cual es una regidn consenso para todos los HPVs, y
oliganucledtidos (oligos) biotinilados que flanquean la region L1 (figura 9).

En la reaccidn de amplificacion, cada pareja de aligos biotinilados se une a la
regidn blanco y despues, catalizados por la DNA polimerasa, usando un exceso
de desoxiribonucledsidos tri-fosfalados (ANTPs) en la mezcla de reaccion, se
extienden en la direccidn 5° a 3°. De esta manera, se generan copias del ONA
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flanqueado por los oligos, secuencias llamadas amplicones 0 productos
amplificados. En la misma reaccién se adicionan unos oligos biotinilados que
amplifican una porcién del gen de la pB-globina presente en todas las células
humanas; este producto amplificado nos sirve como control interno de la reaccién.

wmm-»

S-globina \
MYBOS/MYB11 B-PCO4/B-GH20 PCR

Linea de referencia —» == — NAOH

HPV 16— == Lavado 15 S—
Conjugado enzimatico

F-‘ ‘ i‘:j « -0

f-globing s m— Lavado :’i_:’

Desarrolio de color 2

- D 4

Figura 9. Estrategia para la deteccion de HPV. Se amplifico la region L1 de los HPVs
y una porcion del gen de la p-globina como control interno. Pasteriormente los
productos amplificados se desnaturalizaron con NaOH y se hibridaron con las 27
sondas de los diferentes tipos de HPVs. Finalmente se realizaron lavados seguidos de
la reaccion de desarrollo de color para asi proceder a la interpretacion de los
resultados.

Por otro lado, sondas oligonucleotidicas especificas para 27 tipos de HPV (tabla
3) y 2 para el gen de la B-globina, estan en forma de cadena sencilla unidas a una
membrana de nylon para capturar los productos amplificados correspondientes. El
sistema de deteccion usado en el ensayo es un conjugado de estreptovidina-
peroxidasa de rabano (SA-HRP) que se une a los productos amplificados
biotinilados capturados en la membrana por las sondas. Los sustratos usados
para la formacion de color en el ensayo son el peroxido de hidrégeno (H202) y la
tetrametilbencidina (TMB) (figura 10).
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Tipos de HPVs Tipos de HPVs
asociados a cancer no asociados a cancer
(HPVs de alto riesgo) (HPVs de bajo riesgo)
16,18.26,31,33,35,39,45,51,52,5 |6, 11, 40, 42, 53, 54, 57, 66, MM8
5,56,58,59,68 (ME180), MM4|(P155)
(W13B), MM7 (P291), MM9
(P23BA)
| CQramogeno Prec fpitado
| INBY BCIP) !’irplu
Fosfatasa akalina g
Estrep tavidina )
Biotina DNA amphificado /
¥ N\ T
\ y Sondade DNA
et
Thilla de nylon

Figura 10. Esquema de una hibridacion reversa. La sonda de DNA es retenida al
papel de nylon por medio de una cola de poli-T. Después de que el producto
amplificado ha sido marcado con biotina, este se incuba con la sonda y se realizan
lavados de alta astringencia para eliminar las uniones no especificas, se agrega el
conjugado de estreptovidina-fosfatasa y posteriormente se agrega el sustrato de la
enzima que va a producir color.

4.2.5.1A Amplificacién del HPV

Se realizo la reaccion de PCR a partir del DNA proveniente de las biopsias de
cérvix en una campana en condiciones de esterilidad como se describe en la
tabla 4.
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Tabla 4. Cendiciones de amplificaciéon para la deteccion de HPVs

Reactivo Yolumen (pl) [Final]
Buffer 10X 8 1X
MYBO9 (50 uM) 0.6 0.5 M
MYB11 (50 uM) 0.6 0.5 pM
HMBO1 (56 M) 0.06 0.05 M
BPCO4 (50 uM) 0.06 0.05 uM
BGH20 (50 uM) 0.06 0.05 uM
MgCl; (25 mM} 14.4 § mM
dNTPs (10 mM) 1.2 0.2 mM
Agua 34.62 -

Taq gold (SU/ul) 0.9 0.075 U/ul
DNA 15 (100ng/ul)
Vaol. Total 60 -

Se mezcld el DNA y fos reactivos en un volumen final de 60 pl y se lievd a caho
la amplificacion bajo (as condiciones descritas en la tabla § en un termociclador

Omni-E Hydbaid.

Tabla 5. Condiciones del programa para la amplificacion de HPVs

Paso Temperatura Tiempo Evento
1 95°C 12 min  Desnaturalizacion inicial
2 95°C 1 min Desnaturalizacion
3 55°C 1 min Apareamiento
4 72°¢ 1 min Extension
5 Repetir desde ef paso 2, 30 veces
6 720C 5 min Extensién final
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4.2 5.1B Verificacion de los productos amplificados

Cinco ul del producto amplificado méas 1 ul de jugoe azil 6X se sometieron a
electroforesis junto con un marcador de peso malecular adecuado (pUC18
digerido con Afu 1) para verificar el tamafio de las bandas obtenidas. Los
productos amplificades se corrieron en un gel de agarosa al 2% en TBE 1X. La
electroforesis se realizd a 80 V al principio hasta que entrd la muestra y luego a
110V por alrededor de 1 hora {dejando correr el azul de bromofenol tres cuartas
partes del gel). Después de la corrida se procedio a teriir el gel 8n bromuro de
etidio (2 pg/ml} por un tiempo de 5 min y se enjuago con agua corriente,

despues se observa en el Gel Doc a través del software Molecular Analyst.

4.2.5.1C Hibridacion y deteccion de los HPVs

A 80 ul de producto amplificado se le adicionaron 25 ul de una solucidon
desnaturalizante que contiene NaOH. Se dejo actuar por lo menos 5 min,
mientras, se marcad |a tira con |a clave del paciente y se deposité en la charola
deonde se llevd a cabo la hibridacidn. 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 solucién de hibridacion
caliente, asi como 70 pul de fa mezcia del producto amplificado en la solucion
desnaturalizante. Se incubaron en un bafio a 53°C a 70 rpm por 30 min.
Transcurrido el tiempo se elimind la solucian de hibridacion por aspiracion con
un sistema de vacio y se agregaron 3 ml de solucion de lavado {temperatura
ambiente) e inmediatamente se eliminé. Se agregarcn 3 ml de salucion de
lavado caliente y se incubaron en ¢l bafioc por 15 min. Mientras este tiempo
transcurria se preparo la solucidn del conjugado (SA-HRP).
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Una vez que paso este tiempo, se eliminé la solucién de lavado y se agrego el
conjugado dejandole a 70 rpm a temperatura ambiente por 30 min.
Posteriormente se realizaron 2 lavados en agitacidn con solucidén de lavado a
temperatura ambiente por 10 min. Al término de éslos, se agregaron 3 ml de
buffer de citratos y se dejo en reposo mientras se preparé la solucién de color
{Sustrato A + Sustrato B). Se elimind el buffer de citratos y se agregaron 3 mi
de solucidon de color y se incubaron en agitacion a temperatura ambiente por §
min. Finalmente [as 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. Posteriormente se identificd el tipo de HPV 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, baséndonos en que los HPVs requieren de una ruptura en los genes
E1 y/o E2 para linearizarse y poderse integrar. Para esta determinacién 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, perc cuando existe la presencia de una
banda de amplificacion, no podemos asegurar que todo el virus esta en forma
episomal, puesto que la banda obtenida por virus circulante nos enmascara la
no amplificacion (figura 11).
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(Jeie] v | u fslial

No amplificacién de E1 = integracion

No amplificacién de E2 = integracién

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

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

4.2.5.2A Amplificacion del gen E1 y E2

Para este apartado se seleccionaron las muestras que fueron positivas para
HPV-16, mediante la técnica descrita en el apartado 4.25.1. 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
reaccién del gen E2 se coamplifico el gen E6 del HPV y los oligos utilizados
fueron descritos anteriormente por Tyan y cols. ™, estos fueron Jos siguientes:

E11 S taatctacc atggctgatcc 3°
E1-2 5" acg ttg gca aag agt ctc ca 3°
E2-1 5 tgg acactc tttgcc aac gt 3°
E2-2 5" ggt cac gtt gcc att cac ta 3°
E6-1 5" caa (gt ttc agg acc cac agg 3°

E6-2 5 gcaacaagacatacatcgaccg 3’
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Las amplificaciones se realizaron con las condiciones optimas encontradas
experimentalmente a partir del DNA gendmico 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 la amplificacion del gen E1 de HPV-16

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

Taq DNA pal (5U/ul) Q.3 0.075 U/ul
DNA 15 (100ng/pl)
Vol. Total 20 -

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

Reactivo Volumen (ul) [Final]
Buffer 10X 2 1X
E2-1 (5 uM) 4 1 uM
E2-2 (5 uM) 4 1 uM
EG-1 (5 pM) 2 0.5 uM
ES-2 (5 uM) 2 0.5 uM
MgCl; (2§ mM) 1.6 2mM
dNTPs (10 mM) 0.75 0.375 mM
Agua 1.85 .

Taq DNA pal {(5U/pl) 0.3 0.075 U/ul

ONA 1.5 (130ng/w)
Vol. Total 20 -
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Tabla 8. Candiciones del programa para la amplificacion del gen E2 de HPV-16

Paso Temperatura Tiempo Evento
1 94’C Smin  Desnaturalizacidn inicial
2 94°C 1 min Desnaturalizacion
3 55°C 2 min Apareamiento
4 2°c 3 min Extension
5 Repelir desde el paso 2, 40 veces
6 7290 10 min Extensidn final

4.2.5.2B Verificacion de los productas amplificados

Los productos amplificados se corrieron en un gel de agarosa al 1% como se
describe en el apartado 4.2.5.1B y el marcador de peso malecular utilizado fue
lambda digerido con Psf |.

4.2.5.3 Determinacién 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 plasmide psv2-E6, el cual contiene el gen E6 de HPV-16, A partir de
este plasmido se realizaron diluciones hasta obtener un rango de 1copia del
plasmido hasta 10,000 copias. Se utilizdé la siguiente férmula para calcular el

numero de capias y se amplifico por medio de la PCR.



45

#cél(copias) = [(DNA ng) (No. de Avogadro)
(1 pb) (tamario DNA pb)

No. de Avogadro = 6.023X10%
1pb = 660X10° ng
Tamano psvZ-E6 =4,810 pb

4.2.5.3A Amplificacion del gen E6 para determinar nimero de copias

La amplificacidon se realizé con |as condiciones optimas encontradas
experimentalmente (sin llegar a la fase de meseta de la PCR) a partir del DNA
gengmico extraido de las biopsias de cérvix y descritas en las tablas 9, 10 en
un termociclador 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 a reaccion para a amplificacion del gen E6 de HPV-16

Reactivo Valumen (ul) [Final]
Buffer 10X 2 X

E6-1 (5 uM) 4 I uM
E6-2 (5 uM) 4 1 uM
MgCl, (25 mM) 1.75 2187 mM
dNTPs (10 mb) 1.25 0.625 miM
Agua 5 -

Taq DNA pol (5U/ul) 0.5 0.125 U/l
DNA 1.5 (10y 100 ng/ul)

Vol. Total 20
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Tabla 10, Condiciones del programa para la amplificaciéon del gen EG de HPV-16

Pasa Temperatura Tiempa Evento
1 94°C 5min Desnaturalizacian inicial
2 9s’c 30 seg Desnaturalizacidn
3 50°C 30 seg Apareamiento
4 72°c 30 seg Extension
5 Repetir desde el paso 2, 27 veces
6 720C 30 seg 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 pesa malecular utilizado fue
pBS digerido con Hae ll.

4.2.5.3C Semicuantificacion del no. de copias de HPV-16

El andlisis de los geles se realizd generando imagenes digitalizadas can el
equipo Gel Doc 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 realizé una curva de calibracion y se calculd el
namero de caopias de cada una de las muestras, utilizando la ecuacion dada por
la curva de calibracion.
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4.2.6 ANALISIS DE FACTORES INTRINSECOS
(HLA, p53 Y ONCOGENES RAS)

4.2.6.1 Determinacion de [os alelos HLA-DQA

La tipificacion del gen HLA-DQA se reslizd con el estuche comercial “The
AmpliType HLA DQo1 PCR Amplification and Typing Kit" de Perkin Elmer que
contiene 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 %’ cac gga tcc ggt age age ggt aga gtt g 3

4.2.6.1A Amplificacion 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 extraida de sangre y en un termaciclador
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 la amplificacion de HLA-DQA

Paso Temperatura Tiempo Evento
1 94°C 1 min  Desnaturalizacion
2 60°C IVseg  Apareamiento
3 2°¢ 30 seg Extension
4  Repetirdesde el paso 2, 32 veces
5 7200 7 min Extension final

4.2.6.18 Verificacion de los productos amplificades

Se verificd la amplificacidn de las muestras mediante electrafaresis en geles de
agarosa al 2% coma se describe en el apartado 4.2.5.1B y el marcador de peso
molecular utilizado fue pBS digerido con Hase lI.

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

Los productos amplificados obtenidos fueron tipificados realizando una
hibridacion reversa en mancha con sandas oligo-alelo especificas inmovilizadas
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en membranas de nitrocelulosa para 6 alelos de DQA, para lo que se sigui¢ el
siguiente procedimiento:

Primeramente, se les adiciond 2.9 ml de EDTA 200mM a cada uno de los
productos amplificados y se desnaturalizaron los praductos amplificados
biotiniltados 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
soluciéon de hibridaciéon (5X SSPE, 0.5% SDS) y conjugado enzimatico
estreptovidina-peroxidasa. La hibridacitn se llevd a cabo a 55°C y con agitacion
constante de 50 rpm por 30 min. Transcurrido e! 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 solucidén y nuevamente se lavaron las
membranas a temperatura ambiente por algunos segundos. Se eliming la
solucion y se agregd a cada tira, buffer de citratos (Citrato de sodio 0.1M) pH=5,
se agité a temperatura ambiente por 5 min a 50 rpm. Transcurrido el tiempo, se
retird la soluciéon y se agregaron 3 ml de la solucién de desarrollo de color
conteniendo el cromageno TMB y perdxido de hidroégeno. La charola se cubrid
con papel aluminio y se agitd a 50 rpm en un agitador orbital a temperatura
ambiente hasta observar un precipitade azul (5 a 10 min). Se retira |la solucién,
se agregt agua destilada para detener la reaccidon y se agitd por & min a 50
rpm, se repitiG este lltimo paso una vez mas. Se retird el agua y se dejaron
secar las membranas. La tipificacion se realizd siguiendo las instrucciones del

estuche comercial.

4.2.6.2 Determinacion de los alelos HLA-DQB

Para determinar los alelos de HLA-DQB se usaran los 27 dligos especificos
descritos por Olerup y cols. ™ (tabla 13) y un par de cligos para amplificar una
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porcidon 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-DQOB

Primer Secuencia
B5-01 5" cggagegeglgcggg g 3’
BS-02 5"tgc ggg gtg tga ccagac 3
B5-03 5' gee atg tge tac e acc aat 3°
B5-04 5 cgtgegtetigtgaccagat 3
B5-05 5" gga gog ogt gog tetigta 3
BS-06 5 cgtgtacoagitiaagggecad’
B5-07 5 gig ogt ctt gtg agc aga ag 3°
B5-08 5’ gac gga geg cgt geg tot 3°
B5-09 5’ gac gga gcg cgt geg tta 3
BS-10 5’ cac caa ¢cgg gac cga got 3°
B5-11 5§’ cac caa ¢gg gac cgagog I’
B5-12 5 glg cgg g9t gtg accaga t 3’
B5-13 § cgt gta cca gittaa ggg o 3°
B3-01 § gctgitocaglactcggoaa 3°
B3-02 5" tgttec agt act cgg cge 1 3°
B3-03 §' gog geg tca ceg coc ga 3
B3-04 5 cag cgt gtc caaclccget 3°
B3-05 5 gclglt cea gta ctc gge at 37
B83-06 §° gca gga tec cge ggtace 3
B3-07 5" gea agg teg lgc gga get 3
B3-08 § ctgttc cag tac teggeg g '
B3-09 5 agt act cgg cgtcag gog 3
B3-10 5 ctg tic cag tac tcg geg t 37
B3-11 5" gat agt tgi gtc igc ata cg 3°
B3-12 5" gc aca ccc tgt oca ceg 37
B3-13 5" aac tco gec cgg gicce 37
B3-14 5 ¢aa cto cgec cocg gt ect 3
ChH 5 tgccaagtggagcacccaa d’
C3 5" gca tet tge tet gtg 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 separado a partir del DNA
extraido de sangre ¥y con las condiciones Opltimas enconlradas
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 amplificaclon de HLA-DQB

Reactivo Volumaen (ul) [Final]
Buffer 10X 1 1X
C5 (5 uM) 1 0.5 uM
C3 (5 uM) 1 0.5 .M
Oligo 5™ {5 uM)* 1 0.5 uM
Oligo 3" (5 uM)* 1 0.5 pM
MgCl; {25 mM) 0.4 1 mM
dNTPs (10 mM) 0.2 0.2 mM
Agua 26 -
Taq DNA pol (5U7w) 0.3 0.15 Uil
DNA 1.5 (100 ng/pl)
Vol. 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
1 g4°c Emin Desnaturalizacion inicial
2 a4°C 20 seg Desnaturalizacion
2 49°c* ¢ sa’c™ 50 seg Apareamiento
3 2°c 20 seg Extension
4 Repetir desde el paso 2, 30 veces
5 720¢ S min Extension final

*Temperatura para PCR 1,2,3,4,6,7.8,9,10,11,14,16,17 y 12.20,21 y 22
“*Temperatura para PCR 5,12,13,15y 18
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4.2.6.2B Vaerlficacién de los productos amplificados

Se verificd la amplificacion de las muestras mediante electraforesis en geles de
agarosa al 3% como se describe en el apartadg 4.2.5.1B y el marcador de peso
molecular utilizado fue pBS digerida con Hae Il

4.2.6.2C |dentificacion de los alelos HLA-DQB

Se utilizd 1a tabla 16 para discriminar los alelos en las muestras de acuerdo a la

amplificaciéon en cada ung de las PCRs:

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

PCR Oligo5 Oliga3 pb Aleles DQp*

B5-01 _ B3-01 128 0501
B502 ___B302 117 0502
B502 B3-03 87 0503
B503 B304 _ 198 0601
B5-04  B305 121 0602
B5-05 _ B3-05 127 0603, 0608
B5-06 _ B3-06 _ 254 0604
B5:07 _ B307 205 0201
B5:08 __ B3-08__ 129 0201, 0302
BS09 _ B3-09 122 0301, 0304
B5:08 _ B309 122 0302, 0303
B5-08  B3-10 129 0303
B5-10 _ B3.11 _ 200 0401

~ B5-11_ B3-11__ 200 Q402 _
B5-12_ 8302 118 0504
B5-13 __ B3-06 _ 254 0605
B505  B3-12__ 176_ 0606
B508 _ B343 165 0602, 0603, 0607
B505 _ B3-01__ 127 0604, 0605. 0606, 0607
B505 _ B3-14 163 0604, 0605, 0606, 0608
B509 __ B3-10__ 129 0601, 0301
B509 _ B3-08 129 0304

A A | | et A | | | | b
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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
internos, la amplificacion en cada una de las PCRs nos indican la presencia del
alelo analizado, los iniciadores son los siguientes:

DR3
95092749 5 tac Hic cat aac cag gag gag a 3°
950927-50 5 tgc agttgtccaccc g 3’
BG1 S caa ctt cat cca cgttca cc 3°
BG2 5" gaa gag cca agg aca ggtac 3°
DR4
961106-99 5 ctg cac tgt gaa gct ctc cad’
961106-100 5’ cig cac tgt gaa get cic ac 3°
961106-101 5’ gtt tct tgg age agg ta aac a3”
CF1 5° gtt ttc ctg gat tat gec tgg cac3’
CF2 5’ gtt ggc atg ctt tga tga cgc tic 3°
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4.2.6.3A Amplificacion de HLA-DR3 y HLA-DR4

La amplificacion de HLA-OR3 y DR4 se realizé bajo condiciones gptimas de
reaccion descritas en las tablas 17, 18, 19 y 20. Estas reacciones se realizaron
a partir del DNA extraido de sangre y usanda un termociclador Omni-E Hydbaid.

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

Reactivo Volumen (pl) [Final]
Buffer 10X 1.25 11X
95092749 (5 uM) 1.25 0.5 uM
950927-50 (5 M) 1.25 0.5 M
BG1 (5 uM) 1.2% 0.5 uM
BG2 (5 uM) 1.29 0.5 uM
MgCl; (25 mM) 0.75 1.5mM
dNTPs {10 mM) 0.25 0.2mM
Agua 3.45 -
Taq DNA pol (5U/u) 0.3 0.12 U/l
DNA 1.5 (100 ng/ul)
Vol. Total 12.5 -

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

Repetir desde el paso 2, 30 veces
7200 5min Extensién final

Paso Temperatura Tiempo Evento
1 § 94°C - Smin _ Desnaturalizacion inicial
2 94°C 1 min Desnaturalizacién
2 58°C [ min Apareamiento
3 12°¢ 1 min Extension
4
5




35

Tabla 19.Condiciones de reaccidon para la amplificacién de HLA-DR4

Reactivo Volumen (ul) [Final]
——
Buffer 10X 1.25 1X
961106-99 (5 uM) 1.25 0.5 uM
961106-100 (5 M) 1.25 0.5 uM
961106-101 (5 uM) 1.25 0.5uM
CF1 (5 uM) 1.25 0.5 uM
CF2 (& uM) 1.25 0.5 uM
MgCl, (25 mM) 0.75 1.5 mM
dNTPs (10 mM) 0.25 0.2 mM
Agua 22 -
Taq DNA pal (5U/ul) 0.3 0.12 U/l
DNA t.5 (100 ng/ul)
Vol. Total 12.5 -

Tabla 20. Condiciones del pragrama para la amplificacién de HLA-DR4

Paso Temperatura Tiempo Evento
1 94°C Smin  Desnaturalizacion incial
2 94°C 1 min Desnaturalizacion
2 62°C [ min Apareamiento
3 72°%¢ 1 min Extensidn
4  Repelir desde el paso 2, 30 veces
5 7200 5 min Extensién final

4.2.6.38 Verificacion 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
molscular utilizado fue pUC18 digerido can Afu |.
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4.2.6.4 ldentificacién del palimarfismao 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 coddn

72 del gen p53 (codificante para arginina -Arg- 0 para pralina -Pro-) descritos

par Storey y cols.™:

pPS3Arg+
pS3Arg-
p53Pra+
p53Pro-

§’ {c¢ ¢oc tig ceg tec caald’
5’ ctg gtg cag ggg cca cge 3
5" gec aga ggc tge teg cec 3°
9 cgtgcaagtcacagacttd’

4.2.6.4A Amplificacion del polimorfismao p53

La amplificacién del palimarfismo del coddn 72 del gen p53 se realizé bajo
caondiciones optimas de reaccion descritas en las tablas 21 y 22. Esta reaccion

se realizdé 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 (i) [Final]
Bufter 10X 2 1X
pS3Arg+ (5 uM) 0.6 0.15 uM
pS3Arg- (5 pM) 06 0.15 uM
p53Pro+ (5 uM) 4 1M
p53Pro- (5 uM) 4 1 M
MgCl; (25 mM) 0.8 1mM
dNTPs (10 mM) 0.75 0.379 mM
Agua 945 -

Tag DNA pal (SU/ul) 0.3 0.075 U/l
DNA 1.5 (100 ng/ul)
Vol. Total 20 -

Tabla 22. Condiciones del programa para la amplificacioén del coddn 72 de pS3

Paso Temperatura Tiempo Eventa
1 (2 g4’c "~ 5min_ Desnaturaizacion inicial
2 94’C 30 seg Desnaturalizacion
2 55°C 40 seg Apareamiento
3 72°c 50 seg Extension
4  Repetir desde el paso 2, 28 veces
S 7200 5 min Extension finatl

4.2.6.4B Verificacion de los productaos amplificados

Los preductos amplificados se resolvieron mediante electroforesis vertical en
geles de paliacrilamida al 12%. Se utilizé una camara de electroforesis vertical
de 20X20 cms con peine de teflon de 20 camiles y 0.4mm de espesor. Los
vidrios utilizados se |lavaron perfectamente con jabdn, agua destilada y etanol.
Una vez secos, se acomadaron los vidrios y los separadores y se sellaron los
lados con cinta plastica. Se prepard la mezcla descrita en a tabla 23, se vacio y
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se dejo polimerizar. Se colocaron 10 ul de producto amplificado y 2 ul de jugo
azul al 6X en cada carril, se colocé como referencia el marcador de peso
molecular pUC18 digerido con Hae |ll. La slectroforesis se realizd con TBE 1Xy
se carrid por espacio de 3 h a 170V. Los geles se tifieron ¢con bromuro de etidio
2 pg/ml y se observaron en el equipo de fotodocumentacion Gel Doc 1000.

Tabla 23. Mezcla 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 justg antes de vaciar el gel en €l molde pues
desencadenan la polimerizacion subita del gel).

4.2.6.5 Deteccidon de mutaclones en los codones 12 y 13 de K-ras

(La deteccidan de mutacion en los codones 12 y 13 se realiza utilizando Ia tecnica
de RFLPs, Este técnica estd basada principalmente en 2 procesos: amplificacion
de los codones mediante una variante de la PCR que hace uso de
oligonucledtidos que incorparan sustituciones estratégicas para crear sitios de
restriccion al nivel de los codones 12 y 13 y digestidbn de los productos
amplificados con las enzimas de restriccion para las cuales se cred el sitio. En
ambos casas, la mutacion esta presente cuando se detecta |a perdida de dicho
sitio artificial de restriccidn diagnostica en el coddn en cuestiéon, 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
Codén 13
961106-102
961108-108
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§' tat aaa ctt gtg gta gtt gga cct 3°
S tctatigttggatcatat3’

§'geectgctgaaaatgactgaa 3’

§' cgtcaaggecactctt gcctagg 3°

4.2.6.5A Amplificacion 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 extraide de las biopsias de cérvix

y en un termaociciader Omni-E Haydbaid.

Tabla 24.
Condiciones de reaccidn para la amplificacion de los codones 12 y 13 de k-ras
Reactive Volumen {ul) [Final]
== =
Buffer 10X 2 1X
103 0 102 (5 uM) 4 1uM
106 6 108 (5 pM) 4 1 puM
MgClz (25 miM) 1.9 1.875 mM
dNTPs (10 mM) 04 0.2 mM
Agqua 6.1 -
Tag DNA pol (SU/ul) 0.5 0.125 U/l
DNA 1.5 (100 ng/ul)
Val. Total 20 s
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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 Smin  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
8 720¢C § min Extensian final

*Temperatura para PCR del codon 12
** Temperatura para PCR coddn 13

4.2 6.58 Verificacion de los productes amplificados

Se verifico la amplificacion de las muestras mediante electrofaresis en geles de
agarosa al 2% como se describe en el apartadg 4.2.5.1B y el marcador de peso
molecular utilizado fue pUC18 digerido con Afu |.

4.2.6.5C Digestién con enzimas de restriccion

Después de verificar la amplificacidn, se digirid una alicusta de 10 ul del
producto amplificado con las enzima Bst NI para buscar la presencia ¢ ausencia
de mutacion en el codon 12 y con Hae lll en el casoe del codén 13. Las

digestiones se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante.
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4.2.6.50 Resolucion de los productos de digestion

Los productos amplificados se resalvieron mediante electroforesis vertical en
geles de poliacrilamida al 12% como se describe en apartado 4.2.6 48.

4.2.6.6 Detecclon de mutaciones en el coddn 12 de H-ras

En esle caso, tambien se utilizd la técnica de RFLP’s, usando los iniciadores
descritas por Wong y cols.”. La presencia o ausencia de la mutacion esta dada
por los diferentes tamarnos de fragmentos de restriccion (secuencia normal =
25, 55 y 236 pb y secuencia rmutada = 21 y 291 pb). A continuaciéon se
describen los oligos utilizados:

12Hras-1 5 tta tgg ttt ctg aga aca gat ggg 3’
12Hras-2 §° ggg tgc tga gac gag gga ct 3°

4.2.6.6A Amplificacion del coddn 12 de H-ras

Para 1a amplificacién del codon 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 bigpsias de cérvix y en un
termocicladar Omni-E Hydbaid.
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Tabla 26. Condiciones de reaccidn para ia amplificacion del codén 12 de H-ras

Reactive 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 f.2 -

Taq DNA pol (§U/ul) 0.3 0.075 Ulul
DNA 1.5 (100 ng/ul)
Vol. Total 20 -

Tabla 27. Condiciones del programa para la amplificacién del codon 12 de H-ras

Paso Temperatura Tiempo Evento
1 94°C 5 min  Desnaturalizacion inicial
2 94°C 1 min Desnaturalizacion
2 54°C 1 min Apareamiento
3 72°C 1 min Extensién
4  Repetirdesde el paso 2, 30 veces
5 720C 10 min Extension final

4.2.6.6B Verificacion de los productos amplificados

Se verifico 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

Después de verificar la amplificacion, se digirid una alicuota de 10 pl del
producto amplificade 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 Resolucion de los productos de digestidon

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

El analisis se reslizd haciendo comparaciones estadisticas utilizando tablas de
contingencia de 2X2 6 2X3 segun fue el caso y se utilizo el exact tests (1,000

simulations), tomandose coma significancia una p<0,05>.



CAPITULO V

RESULTADOS

5.1 DATOS CLINICO-PATOLOGICOS

Se recolectaran 185 bigpsias de pacientes a las cuales se les realizd
histerectomia. Qchenta y cinco de las muestras tuvieron diagnéstica
histopatolagica canfirmatorio de CaCU, las cuales constituyercn e! grupa de
casos, cien biopsias de pacientes sin CaCU, las cuales formaron parte del
grupo control; ambos grupos se analizaron por igual. También se recolectd
sangre penférica de 68 pacientes de los casos y de 87 pacientes del grupo
control. De las muestras de CaCU, 46 presentaban cancer invasor y 39 estaban
en etapa de in situ (NIC Ill). El diagndstico histopatologico reveld que 43 (93%)
eran tipo escamosgo y solo 3 (7%) eran adendcarcinomas, el grado de
diferenciacidn y de invasion para cada uno de [0s canceres invasares se muestran
en las tablas 28 y 29.

Tabla 28. Grado de diferenciacion de los CaCU

Diferenciacion N
iS= = ———————————— " ~———*——~——_—_ 5
Bien diferenciado 2
Moderadamente diferenciado 41
Poco diferenciado 3

Total 46
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Tabla 29. Grado de Invasion de los CaCU

Grado N
la 3
b 14
lla 1

Ilb g

[ 23
Tolal 46

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 observd
diferencia significativa al comparar los casos vs contrgles (p>0.05). En el
cuestionario realizado a cada una de las 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 DS

Casos Controles Casos Controles Casos GControles

Edad (afos) 16-78 27-69 45.14 43.85 13.97 §.30
Gestas 0-13 0-13 5.61 4.16 3.38 272
Paridad 0-12 0-11 474 3.12 326 275
IVSA (anos) VSAN-33 VSAN43 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, €S=
Companergs Sexuales, VSAN= Vida Sexual Activa Negada
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Tabla 31. Antecedentes de [a Poblacion
Casos (%) Controles

Antecedentes N=170 (%)

N =200
Tabaquisma 20 (23.5) 18 (18)
Uso de AQ 10 (11.8) 16 (18)

p>0.05, AQ= Anticonceptivas crales

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 concentracion que oscila entre 25 y 500 ng/ul, mientras que el
volumen fue entre 20 y §00 pl. La integridad del DNA en las muestras fue
aceptable, ya que s6lo en algunas cuantas se abservd una ligera degradacion
del DNA. Ademas del DNA extraido de tejido fresco, se realizd la extraccion de
DNA a partir de 155 muestras de sangre periferica (68 casos y 87 controles) y
se integrd 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.



67

A)

STD (ng) DNA de sangre
1 1

100 200 300

B)

DNA de tejido STD (ng)
L 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 logrd la estandarizacién de la técnica para tipificar HPV. La amplificacién del
DNA genomico de las muestras de casos y controles a partir de tejido fresco
(biopsia) resulto 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)

Pacientes
M
. pb
Cantroles
450
300y HESEERe .. P

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 porcidn 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 centrol interno
estan positivas en todas las muestras a excepcion del control negativo; -: Control

negativo; +: Control positivo (muestra con HPV 16), Gitimas 5 tiras corresponden a
pacientes.
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5.2.2.1B Frecuencia de HPVs

Se detect6 la presencia de HPV en 74/85 (87.1%) de los casos y en 4/100 (4%)
de los controles (tabla 32). El tipc de HPV mas frecuente en CaCU fue el tipo 16
(64%) sequido del tipo 18 (12.16%). También se abservd la presencia de 5
muestras (6.8%) con coinfecciones de dos tipos de HPV (16/52=2, 16/51=1,
16/58=1 y 18/68=1). Se presentaron dos cainfecciones en las controles,

Tabla 32. Frecuencia de tipos de HPVs

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

Tsociados aGaCu

16 44 (52) 1(1)
18 8(9) g
45 4 (5) 0
23 1(1.2) 0
31 1(1.2) 0
35 1{(1.2) 0
3g 1{1.2) 4]
51 4(5) 1(1)
56 1(1.2) 0
58 2(2.3) 4]
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) 11
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 estadic del CaCU

Tipo de HPY CaCu in situ (%) CGaCU Invasar (%)

N =39 N =46
HPV 306 (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 Integracion del HPV 16

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

Para conocer si €l DNA de HPV tipo 16 esta integrado al genoma del huésped
se estandarizd por separado las PCRs de los genes E1 y E2, se utilizaron oligos
para amplificar el gen E6 coma control interno en la amplificacion de E2. Se
analizaron un total de 48 casos y 1 control que contenia HPV 16, siguiendo las
condiciones mencionadas en |a seccidn de materiales y métodos y en la figura
14 se muestran los productos amplificados de algunas de las muestras.
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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) Coamplificaciéon 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 integracién 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 integracién. En la
figura 15 se muestra el porcentaje de integracion en ambos casos.

P>0.05

Cain sltd Cainv
# | Integrado | |Episomal

Figura 15. Integracion de acuerdo al Estadio del CaCU. La frecuencia de integracion
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 Invasion Integracién N
(%)

| 70 10

Il 0 3

1l 29 14

IV 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 seccién de
material y métodos; se verificd la amplificacion en geles de agarcsa al 2%
(figura 16). El minimo nimero 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 gendmico 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.

ccmm
e 2 4 - Y NBITUay Y

g swme 999

7 ! :._ l'.:l N proy
e |
- 0

- - E ' 1w :tz (L] 1aen
1. 10 copias 3. 1000 copias A SOTIn — g itm ica (Serint)
2. 100 copias 4. 10,000 copias

Figura 16. Amplificacion del gen E6 y curva de calibracién para cuantificar el
numero de copias de HPV-16. A) Gel de agarosa al 2%. Amplificacion del gen E6S del
HPV16 (424 pb). M: Marcador de peso molecular; -: Control negativo; E6: 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 Asociacion del nimero de copias virales y caracteristicas de los
CaCu

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 gentmico. 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 genémico
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
diagnostico de cancer invasor se detectaron de 10-89 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 gendmico

. Ca in situ [I Cainvasor
n=19 n=29

Figura 17. Frecuencia del numero de copias virales/100 ng de DNA genomico 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. Soélo
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 paciente en cada unao
de |os grados de invasion en el grupo de los CaCU invasores y los resultados
se muestran en la tabla 35.

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

Grado de invasidn

No. de copias/1 00ng | ] 1] v
<10 12 5 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 Determinacidn de los alelos DQA

5.2.3.1A Deteccidn y tipificacion de los alelos DQA

Habiendo recurrido en este caso a un estuche comercial, las muestras se
ampiificaron can las condiciones indicadas en la seccion de material y metodaos
sin prcblema alguno y los productos amplificades obtenidos se verificaran en
geles de agarosa al 2% (figura 18).

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

realizo la lectura de la tira y se determinaron los genolipos correspandientes;
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todo esto también sin necesidad de cambiar el protocolo y las condiciones
recomendadas por el fabricante. Es importante sefalar 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
combinacion de los 6 alelos origina un maximo de 21 genotipos diferentes
(figura 18).
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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 resuitados
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 encontrd asociacién 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) 19 (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 casos como en controles fue 3,4 seguido del
4.4 (tabla 37). No se enconitré asociacion 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)
1112 g 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)
1.14 8 (9.3) 7(7)
1.21.2 0 1(1)
1.2,1.3 0 1(1)
1.2,2 0 1(1)
123 1(1.1) 3(3)
1.24 7(8.1) 6 (6)
1.3,2 1(1.1) 2(2)
1.3,3 1(1.1) 2(2)
13,4 2(2.2) 2(2)
2,2 1(1.1) 0
2.3 3 (3.5) 1(1)
24 7(8.1) 9 (9)
3,3 7 (8.1) 9 (9)
34 29 (34) 27'(27)
4.4 12 (14) 18 (18)

p>0.05
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5.2.3.2 Determinacion de los alelos DQB

5.2.3.2A Deteccion e identificacion 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 |
utilizado como control interno y los productos amplificados obtenidos se

alelos se realizé mediante los productos amplificados obtenidos en cada una de

verificaron en geles de agarosa al 3% (ver figura 19). La identificacion de los
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 alelgs diferentes en la poblacion estudiada (casos y
controles). Se encontrd asociacion entre los alelos DQB al compararse casos vs
contrales. 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 como un factor protector (tabla 38).

Tabla 38. Frecuencia de los alelos DQB

Alelo Casos (%) Controles(%) X° RR IC 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) 039 130 06-29 NS
303 4] 1(0.5) 0.85 0 - NS
304 8(4.7) 7(3.9) 034 136 0538 NS
401 0 9 (4.5) 782 0 - NS
402 15(8.8) 24 (12) 098 071 0441 NS
501 20(11.8) 14 (7) 249 1.77 0.8-386 NS
502 11 (6.5) 13 (6.5) 000 1 0.4-2.3 NS
503 4(2.4) 9 (4.5) 1.25 051 0217 NS
504 0 2(1) 170 0 - NS
601 3(1.8) 6 (3) 059 058 0.1-24 NS
602 11 (6.5) 27 (13.5) 491 044 0.2-0.9 0.027
603 6 (3.5) 6 (3) 0.08 118 0438 NS
604 13 (7.6) 11(65) Q70 142 0633 NS
605  19(11.2) 21(105) 004 107 0621 NS
606 2(1.2) 3(1.5) 007 078 0147 NS
607 1{0.6) 2(1) 019 059 0165 NS
608 1 (0.6) 7(35) 367 016 00213 NS

P=0.01, X*=37.80. RR=Riesge Relativc, IC=Intervalo de Confianza,
NS=No significativa

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

Genatipa Casos Controles N=85 Controles
N=385 N=100 N =100
201-201 2 0 401-501 ¢ 1
201-301 2 0 401-602 Y 2
201-302 4 2 401-604 0 1
201-402 4 4 401-805 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 0 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 0 1
201-608 g 3 402-604 0 1
301-301 1 2 402-605 2 2
301-302 2 0 402-606 a 1
301-304 g 1 501-502 2 0
301-402 1 0 501-503 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 g 5 501-604 1 1
301-604 2 0 a01-605 1 Q
301-605 2 0 501-606 0 1
301-606 1 0 501-607 1 0
301-608 1 0 902-502 1 2
302-302 0 1 502-601 1 g
302-304 Q 2 502-604 2 0
302-401 0 1 502-605 1 1
302-402 4 2 903-604 0 1
302-502 0 1 503-605 0 1
302-6035 3 2 503-6Q6 0 1
303-402 a 1 504-504 0 1
304-304 1 0 601-605 1 a
304-401 0 1 602-602 3 g
304-501 3 0 602-604 1 0
304-502 1 0 603-603 1 0
304-602 1 2 604-604 1 a
304-603 0 1 604-605 4 ¢
304-6086 1 0 605-605 1 Q
P>0.05

Se analizaron los haplotipos DQA-DQB y se encontraron 76 diferentes (tabla
40). En los casos se detectaran 58 y 70 en los controles. Se encontrd
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asociacion en los haplotipos DQA y DQB al comparar casos vs confroles. El
haplotipo 4-602 tiene un efectg protector en las mujeres contra el CaCU.

Tabla 40. Frecuencia de los haplotipos DQA-DQB

Haplotipg Casos Controles Haplotipe 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 v
1.1-304 2 Q 2-608 0 1
1.1-402 1 1 3-201 6 2
1.1-501 € 5 3-301 7 3
1.1-502 ] 1 3-302 5 6
1.1-503 a 4 3-304 4 3
1.1-602 1 1 3401 0 5
1.1-604 ¢ 1 3402 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 A
1.2-302 0 2 3-504 0 2
1.2-304 0 1 3-601 Q 2
1.2-401 0 1 3-602 3J 3
1.2-402 1 1 3-603 v 2
1.2-501 ¢ 1 3-604 S 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 Q K
1.2-605 ¢ 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 0 2
1.3-601 2 1 4402 10 13
1.3-602 0 2 4-501 9 6
1.3-603 0 2 4-502 7 1"
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 9
2-303 0 1 4-506 2 2
2-401 G 1 4-607 1 1
2-402 1 2 4-608 1 2

p=0.03, X*=78.43. *RR=0 35, IC=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 Deteccioén 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 B-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 B DR4
) DR3 ) Paclentes
Pacllentes

Figura 20. Amplificacion de los alelos DR3 y DR4. En ambas fotos, el gel
corresponde a uno de agarosa al 2%. A) Amplificacion del alelo DR3 (151 pb) y del gen
de [3-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 pablacion. No se encantrd asociacion can ninguno de los dos

alelos al compararse el grupo de controles vs casos.

Tabla 41. Frecuencia de los alelos DR3 y DR4

DR3 DR4
] Casos Controles Casos Controles
Alelo (%) {%) Alelo (%) (%)
n=85 n=100 n=35 n=100
Presencia  11(12.9) 12(12) |[Presencia 42(49.4) 40 (49
Ausencia 74 (87.1) 838 (88) |Ausencia 43 (50.6) 60(60)
p>0 05 p>0.05

5.2.3.4 Determinacion del polimorfismo en el codon 72 del gen p53

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

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

condiciones de reaccion para estandarizar una PCR duplex y analizar ambos

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

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

en geles de poliacrilamida al 12% tefiidos con bramuro de etidio (figura 21).
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Figura 21. Amplificaciéon 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/Prolina; A: Homocigoto para Arginina, P:
Homocigoto para Pralina, -- 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
diagnoéstico histopatoldgico de los tumares, se muestra en la tabla 43 (se tomd
un numero menaor de muestra debido al analisis que se realizé 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 diagndstico histopatoldgico

Diagnéstico Arg/Arg Arg/Pro ProPro Total X p
Histopatolagico {%a) (%) (%)

CaClU (HPV) 37 (59.68) 14 (22.58) 11(17.74) 62  3.77 0.6
Escamoso (HPV) 24 (63.16) 6(15.79) 8(21.05) 38 6838 006
Escamoso (HPV 16) 15(57.69) 4(1538) 7 (26.92) 26 744 Q02
Escamoso (HPV18) 2(50.00) 1(2500) 1(2500) 4 149 053
Escamoso (sin HPY) 2 (100.00) Q 0 2 1.12 Q.64
Adenocarcinoma 1 (50.00) 1 (50.00) 0 2 052 1.00

CaCU in situ (HPV) 18(5806) 11(3548)  2(6.45) 31 053 075
(HPV 16) 8 (50.00) 6 (37.50) 2 (12.50) 16 1.1 (065
(HPV 18) 2 (100.00) g 0 2 112 064

Controles (HPV) 4 (80.00) 1 (20.00) 0 9 070 Q.79

Controles {sin HPV) 58(63.74) 26(2857) 7(7689) 91 - -

5.2.3.5 Determinacién de las mutaciones presentes en Ras

5.2.3.5A Deteccion de las mutaciones en [0s oncogenes K- y H-ras

Se analizaron por separado los codanes 12 y 13 del oncogen K-ras y €l coddn
12 del oncogen H-ras utilizando las condiclones 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 ningdn 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) codén 12 B) codén 13
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Figura 22. Detecciéon 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 |ll que permite evidenciar mutaciones en el codon 13. La secuencia

normal generd dos fragmentos al digerirse con la enzima (53 y 20 pb).

Figura 23. Deteccion de mutaciones en el codén 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 mutacion (291 y 21 pb); N: DNA sin mutacion (236 y
55pb)
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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 encantrd una frecuencia de mutaciones
de un 3.5% (3/85) y de un 12% (10/85) para el coddn 12 de Kras y H-ras
respectivamente. No se encontré mutaciones en el codén 13 del oncogen K-ras

en ninguna muestra.
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CAPITULO VI

DISCUSION

A pesar de los esfuerzos de los programas de deteccidn temprana del Cancer
Cérvico-Uterino (CaClU), por diversas razones estas campaias 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 CaCU y examinar la posible asociacion de la

predisposicidn genética en la poblacidbn mexicana.

Las pacientes analizadas en este estudio fueron captadas en los departamentos
de Ginecologia y Oncologia del Hospital Universitario “José Eleuterio Gonzélez”
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 autarizacion para la toma de las
muestras. Del total 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 grupo de los casos va desde los 16 hasta los 78

afios mientras que en el grupo control va desde los 27 hasta los 69 arios.

El diagndstico 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 deteccion temprana en nuestro pais presentan
fallas que no permiten detectar todos los canceres en etapas de in situ cuando

el prondstico del tratamiento es mucho mas alentador.
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El tipo de cancer mas frecuentemente encontrado en el grupo de casos fue el
carcinoma escamoso con una frecuencia (93%) 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 la actividad sexual a edades muy tempranas, asi como la presencia
de multiples compafieros sexuales y un numero grande de gestas y partos esta
asociado a un mayor riesgo de padecer CaCU™, * 15 9 A} 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
coniroles fue muy similar y no encontramos asociacion entre estos factores y el
CaCU en nuestra poblacién, ain cuando en otros estudios se ha observado

esta asociacion'®, % 9

El HPV es el tnico factor que se ha demostrado como una causa del CaCU en
muitiples estudios alrededor del mundo, llegandose a encontrar una prevalencia
de hasta un 99%%°, %, En nuestro estudio la deteccién de HPV se realizd
utilizando un estuche que discrimina 27 tipos de HPVs (HPV Consensus PCR
and Genotyping System). En nuestra poblacién logramos detectar 15 tipes 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 diagndstico histopatolégico 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%)%

2 sin embargo, es ligeramente superior a la reportada con anterioridad para
poblacion mexicana, la cual varia desde un 50 hasta un 80%, *, **, 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%>?, 32, 3 34 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 geogréficas.

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®, *, "% 10 102 y en un estudio en poblacidén 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 CaCl 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 16, 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 sobreexpresidon de las proteinas oncogénicas E6 y E7 que
interactian desregulando el ciclo celular de la célula normal. Para poder
llevarse a cabo la integracién del virus requiere de la ruptura de los genes E1 y
E2, por lo que en este estudio analizamos la integracion basandonos en este
mecanismo y observamos un 54.1% de integracion total en la poblacién de
casos analizados (n=48, solo se analizaron los HPV tipo 18). La frecuencia de
integracién del HPV en el CaCU es muy variable de acuerdo a la poblacion
analizada, asi como a la metodologia usada (36-91%)*, °°, w3 106 105 105 107 108
1 e L2 En la poblacidon 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 CaCU invasores va desde 70-88% cuando se han
analizado ambos tipos de muestras en un mismo estudio’®®, 1%, 110 11 gjp
embargo, nuestros resultados demuestran lo contrario, ya que en nuestra
poblacién analizada la frecuencia de integracion para el CaCU in sifu es mucho
mayor (68%) que la del CaCU invasor (45%). A pesar de observarse a simple
vista una diferencia grande en las frecuencias, |a 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 gue asumen que la integracién no se
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encuentra asociada al estadio de la enfermedad®® 112 Al analizar estos
resultados podemos concluir que la integracion del HPV es una alteracién
genética gue 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,
8 sin embargo esta asociacién no se observd en un estudio en el cual se
analizaron muestras de carcinomas en diferentes estadios clinicos. En este
estudio se observé una disminucién 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 y un
10.5% de 100-999 copias/100ng de DNA. Estos resultados indican que existe
un mayor numero de muestras con diagnéstico de CaCU invasor con mayor
cantidad de nimero 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 progresion de la enfermedad. En cuanto al grado de invasién en
las muestras con diagnastico de CaCU invasor, no encontramos asociacion
entre el numero de copias y el estadio clinico como lo observé Berumen y

cols. 3.
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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 que 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 poblacidén noruega,
donde se observd que el DQB*0201 esta disminuido en pacientes con
carcinoma de células escamosas del cérvix (SCCC). También observamos que
las pacientes gue 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 genoctipos diferentes
distribuidos en nuestra poblacion y no observamos asociacion entre alguno de
ellos y el CaCU.

Se analizaron los haplotipos DQA-DQB encontrandose 76 haplotipos diferentes
y estadisticamente se demostrd 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 mujeres que no cuentan con este haplotipo.
Este haplotipo no ha sido asociado al CaCU en otras poblaciones.
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Otros alelos analizados en este estudio correspondieron a los alelos DR3 y DR4
sin encontrarse asociacion con el CaCU. En un estudio previo en poblacion
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 gue 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 codén 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®', 58 %9 80 81 83 64 65 85 &7 ©8 6% 70 M 72 gjp

embargo, al analizar los resultados histopatologicos 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. Tambiéen
se encontré 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 histopatol6gicamente, sin encontrarse asociacion®, 113 14,
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En cuanto a estos resultados es necesario tomar en cuenta lo estudios
realizados por Makni y Malcom y cols.*®,  que sugieren que la asociacién 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 poblacién la frecuencia
de mutaciones encontradas (3.5% y 12% en el codén 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)’®, &, 81, 82

) ¥ encontramos mutaciones en el
codén 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 CaClU jn situ y no se encontrd asociacion entre |a
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
CaCU in situ y no se encontré asociacion entre la carga viral y el grado
de invasion del CaCU.

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

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

poblacion mexicana.

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.

La frecuencia de mutaciones en el codén 12 del oncogen H-ras en
CaCuU 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 VIII

PERSPECTIVAS

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

molecular, podemos plantear la siguiente perspectiva:

El contar con el banco de DNA gendmico de las pacientes con y sin CaCU nos
permitird 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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PROTOCOLO: ANALIS,IS MOLECULAR DE !’.,OS FA'CTORES
EXTRINCECOS E INTRINCECOS ASOCIADOS A CANCER CERVICO-
UTERINO

Clave del Paciente

Fecha
Nombre N° de Expedicnte
Edad aiios  Domucilio:
Telefono

Escolundad: Ocupacidn
ANTECEDENTES HEREDQ FAMILIARES
Antecedentes de Cancer | SI| | NO| Quien Tipo de Cancer
Qui¢n Tipe de Cancer Diabetes
Hipertension Otras ¢nfermedades

ANTECEDENTES PERSONALES NO PATOLOGICOS

Tabaquismo [NO| |SI| N° de adios N° de cigarrillos /dia

Activo |SI| Inactivo desde hace Alcoholismo[NO| [SI] N* de atios _
Cantidad Tipo de bebida Activo |SI| Inactivo desde hace
ANTECEDENTES GINECO-OBSTETRICOS

Menarca Regla X  dias Menopausia (afio) LV.S 8.
Gestas Parlus Cesargas Abortos Ectopicos

M.P.F.ISI] [NO| Tipo y tiempo de uso: Condon DIU OTB

Hormona! Oral (nombre /tiempa) Horazona! Parenterzal {nombre/tiempa)

Otros (especifique)

ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS
Enfermedad Afio de Diagndstico Tratamiento Evolucion, Como fue la respuesta
Diabetes

Hipertension

Artritis Reumat.

Obesidad

Otras

Enfermedades de Transmisidn sexual

Papilomatosis vulvar ¢ vaginal, condiloma acuminado o atipico, gonorrea, sifilis, chancro
blando, tricomoniasis, clamidiasis, SIDA, Hepatitis B o C, vaginosis incspecifica,candidiasis.
(tras.

Cervicitis Cromea
Neoplasias Benignas

Historia de Citologias Cervicales

Mencionar si existe infeccién por HPV u otro microorganismao. HPV
Fecha Resultada
Fecha Resultado
Fecha Resultada




Cancer Cervico-Uterino.
Fecha de Diagndstico: Estadio Clinico

Diagnéstico de Biopsia

Se detecto HPV

TRATAMIENTO
Quirirgico: Histerectomia /NO/ SI: Fecha

Estadio Post-Quinirgico

Reporte Histopataldgico

Grado de Diferenciracion

Se detecto HPY

No Quiriirgico: Preoperatorio /SUNO/ —-Qumioterapia/SI/ - Radioterapia/SI/
Inmunoterapia/SU/

Qumiotcrapia: Droga/Fecha Dosis/m’ Ciclos
Radioterapia: Sitio Dosis Total N° de sesiones
Prandstico en % de sobrevida a S aiios:
EVOLUCION
Recidiva 0 Recurrencia /SI/NQ/

Fecha Sitio de actividad neaplasica Tratamiento Eda, Clinico
COMENTARIOS

Defuncién Fecha Diagnasticos en ¢l certificado




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEYO LEON
FACULTAD DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por medio de la presente hago constar que estoy informada de la
realizacion del proyecto “ANALISIS MOLECULAR DE LOS FACTORES
EXTRINSECOS E INTRINSECOS ASOCIADOS A CANCER CERVICO-
UTERINQ”, por lo cual accedo de manera voluntaria a contestar el cuestionario
que me serd hechao, a donar § ml de mi sangre y una biopsia del cérvix después
de la realizacién de la histerectomia.

Asi mismo, autorizo a las personas que realizan este proyecto a que
utilicen tanto los datos proporcionados por mi y las muestras biol¢gicas quée se
oblengan de mi, para realizar las investigaciones que consideren necesarias en
el entendido de que tanto los resultados como mi persona seran mantenidos en
absoluta confidencialidad

FIRMA

NOMBRE DE LA PACIENTE
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CONTRIBUCIONES CIENTIFICAS

DISTINCIONES

Segundo lugar con el trabajo “HPV y procesos moleculares en el cancer
cérvico-uterino en mujeres mexicanas” en la categorla de Trabajos de
Investigacion concluidos del || Concurso de Carteles Cientificos en el XV
Congresa Internacional de Medicina ITESM realizado en la Escuela de
Medicina Ignacio A. Santos, en la Cd. de Monterray, N.L. (Abril de 1999).

Primer lugar con el trabajo “HPV y Polimorfismo en el Codon 72 de pb3
asociado al Cancer Cérvico-Utering” en la categoria de Protocolos de
Investigacion en el Il Concurso de Carteles Cientificos en el XVI Caongreso
Internacional de Medicina ITESM realizado en la Escuela de Medicina
Ignacio A. Santos, en la Cd. de Monterrey, N.L. (Abril de 2000).

Primer lugar con el trabajo “HPV y procesos moleculares en el cancer
cérvico-uterino en mujeres mexicanas” en el XVIl Congreso Nacional de
Investigacion Biomedica, realizado en la Facultad de Medicina de la
U.ANN.L., en octubre de 1999. (Mayo 2000).

Segundo lugar con €l trabajo "Deteccidn de mutaciones en el oncogen K-ras
en pacientes con cancer cérvico-uterino™ en el XVII Congresa Nacional de
Investigacion Biomédica, realizado en la Facultad de Medicina de la
U.A.N.L., en octubre de 1998. (Mayo 2000).



CONGRESOS

- HPV y Procesos Moleculares en el cancer cérvico-uterino en mujeres
mexicanas, trabajo presentado en el XVII Congreso Nacional de
Investigacion Biomédica realizado en la Facultad de Medicina de la U.ANN.L.,
(Octubre de 1999).

- Deteccion de mutaciones en el oncogen K-ras en pacientes con cancer
cancer cérvico-uterino, trabajo presentado en el XVIl Congreso Nacional de
Investigacion Biomédica realizado en la Facultad de Medicina de la U.AN.L.,
(Octubre de 1999).

- HPV y polimorfismo del codén 72 del gen p53 en cancer cérvico-uterino en
poblacion del noreste de México, trabajo presentado en el XXIV Congreso
Nacional de Genetica Humana, realizado en la Cd. de Zacatecas, Zac.
(Octubre de 1999).

- Asociacion de los alelos DR3, DR4 y cancer cérvico-uterino en la poblacién
mexicana, trabajo presentado en el XXIV Congreso Nacional de Genética

Humana, realizado en la Cd. de Zacatecas, Zac. (Octubre de 1999).

- Deteccion de mutaciones en los oncogenes K- y H-ras en pacientes con
Cancer Cérvico-Uterino, trabajo presentado en el Congreso Genética y
Biomedicina Molecular 2000, realizado en la Cd. de Monterrey, N.L.
(Octubre de 2000).

- Analisis molecular de los factores extrinsecos e intrinsecos asociados a
Cancer Cérvico-Uterino en mujeres del noreste de México, trabajo
presentado en el Congreso Genética y Biomedicina Molecular 2000,
realizado en la Cd. de Monterrey, N.L. (Octubre de 2000).



- Andlisis molecular de los factores extrinsecos € intrinsecos asociados a
Cancer Cérvico-Uterino, trabajo presentado en el Encuentro Estatal de
Investigacion, realizado por la Secretaria de Salud de Nuevo Ledn, en la Cd.
de Monterrey, N.L. (Octubre del 2000).









