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RESUMEN

INTRODUCCION. El cancer cérvico-uterino (CC) es la segunda causa de muerte por
neoplasias malignas en la poblacion femenina en México. El Virus de Papiloma
Humano (VPH) es un factor necesario, mas no suficiente para el desarrollo de CC.
Uno de los principales mecanismos de carcinogénesis en CC es la inactivacion de
TP53 causada por la oncoproteina viral E6 de VPH. El objetivo del presente estudio
fue identificar los tipos virales de VPH, asi como los polimorfismos de TP53, como
factores de susceptibilidad genética asociados con el desarrollo de CC.
MATERIALES Y METODOS. Se obtuvieron muestras de DNA de sangre periférica
de casos de CC y controles con el fin de identificar polimorfismos de TP53 en los
exones 4 al 9, mediante la técnica de cromatografia liquida parcialmente
desnaturalizante (DHPLC) y secuenciacion. Se obtuvieron cepillados cérvico-
vaginales para determinar la presencia de VPH por PCR y secuenciacion.
RESULTADOS. En muestras control, la frecuencia de VPH fue semejante a lo
reportado a nivel mundial (12%-24%) aunque 70% de los VPH fueron de alto riesgo.
La frecuencia de VPH58 y VPH31 fue mayor a lo reportado a nivel mundial. VPH16
fue el de mayor frecuencia en CC. Con relacion a TP53, se analiz6 una region de
1,747pb (exon 4 al 9) y se identificaron 27 variaciones en la secuencia del DNA: 3
fueron SNPs en la region codificante, 3 mutaciones en la region codificante, 9 SNPs
en region no-codificante, asi como 12 cambios en regiones no codificantes, no
reportados previamente. De todos estos cambios, so6lo el codén 72 mostro
diferencias significativas entre casos y controles (p<0.05, RM= 0.542 IC 95% 0.31-
0.93). Sugiriendo que el gentotipo 72Arg/Arg es un factor de proteccién para el
desarrollo de CC, en contraste con lo reportado a nivel mundial. Sin embargo, el
analisis de casos mostré una asociacion con VPH16 y/o VPH18 con el genotipo
Arg/Arg (p=0.023, RM=2.59 IC 95% 1.10-6.09); asi como una tendencia de menor
supervivencia (x=24.13 meses V.s. x=26.05 meses) en comparacion con las
pacientes con genotipos Arg/Pro, las cuales se asocian a infeccién con tipos virales
diferentes de VPH16 y VPH18. Estos datos sugieren la asociacion entre la infeccion
de VPH16 y VPH18 de alto riesgo en pacientes con el genotipo Arg/Arg, con el riesgo
a desarrollar CC. Adicionalmente, se identificaron 2 SNPs en el intron 7 con alta
frecuencia, aunque el significado biolégico de éstos actualmente se desconoce.
CONCLUSIONES: Estos datos sugieren la deteccién de VPH de alto riesgo como
prueba de tamizaje adicional, ya que un alto porcentaje de mujeres con reporte de
Papanicolaou negativo presentan infeccion por VPH de alto riesgo (infeccion
subclinica). Adicionalmente la relativa alta frecuencia de VPH58 y VPH31 detectada
en la poblacion mexicana, sugiere la incorporacion de la proteccidon contra dichos
virus en las vacunas. Finalmente, se sugiere que la infeccién por VPH16 y VPH18 y
el genotipo 72Arg/Arg son factores ambientales y genéticos asociados con la
progresién del CC. Se identificaron SNPs en regiones no codificantes, aunque
actualmente se desconoce el papel funcional de éstos. El presente trabajo aportd
informacién sobre los tipos de VPH presente en las diferentes lesiones de la
progresion del CC, asi como el primer reporte bien documentado sobre la descripcion
de variaciones en la secuencia del gen TP53 en la poblaciébn mexicana mostrando
gue TP53 presenta mas cambios que los previamente reportados, apoyando el papel
de SNPs en cancer CC.



ABSTRACT

INTRODUCTION. Cervical cancer (CC) is the second cause of death by malignancies
in the female population of Mexico. The Human Papilloma Virus (HPV) is necessary
factor, but not sufficient for the development of CC. The major mechanism of
carcinogenesis in CC is the inactivation of TP53 by E6 viral oncoprotein. The aim of
this study was to identify the HPV types and TP53 polymorphisms as genetic
susceptibility factors for the development of CC. MATERIALS AND METHODS. ltis a
cases-controls study, the DNA from peripheral blood were used to identify
polymorphisms of TP53 exons 4 to 9, through denaturing high-performance liquid
chromatography (DHPLC), as well as cervical smears for the presence of HPV using
PCR and sequencing methods.

RESULTS. In control samples, the frequency of HPV was similar to worldwide reports
(12%-24%) being 70% of high risk HPV types. The frequency of HPV58 and HPV31
was relatively higher than that previously reported at worldwide. HPV16 was the most
frequent in CC. We analyzed a 1,747 bp region (exon 4-9) of TP53. We identified a
total of 27 variations in the DNA sequence: three SNPs in the coding region, three
mutations in coding region, nine SNPs in noncoding region, and 12 changes in
noncoding regions previously unreported. Only the 72Arg/Arg genotype showed
significant differences in CC respect to control subjects (p<0.05, OR=0.542 CI 95%
0.31-0.93), suggesting as possible protective factor for development of CC. However,
analysis of CC showed association with HPV16 and/or HPV18 and Arg/Arg genotype
(p=0.023, OR=2.59 CI 95% 1.10-6.09) as well as a tendency of lower survival (24.13
months vs. 26.5 months) compared to patients with Arg/Pro genotype, which in turn
are associated with another HPVs different to HPV16 and HPV18 types. These data
suggest the association between HPV16/HPV18 infection and Arg/Arg genotype with
risk to develop CC. We identified two SNPs in intron 7 with high frequency, although
their biological significance is currently unknown.

CONCLUSIONS: We suggest the detection of high risk HPV as an additional
screening test, due to a high percentage of women with negative Pap smear and HPV
high risk infection (subclinical infection). The incorporation of HPV31 and 58 vaccine
is needed to strength a protection in the Mexican population. Finally, we suggest that
infection with HPV16 or HPV18 and 72Arg/Arg genotype as environmental and
genetic factors associated with the progression of CC. We identified SNPs in non-
coding regions, although functional role is unknown. This work provided information
about the types of HPV in cervical lesions, and is the first well-documented report on
the description of the sequence variations in the TP53 gene in Mexican population
with CC, showing that TP53 have more changes than the previously reported and
support the role of polymorphisms in CC.



1. INTRODUCCION

1.1 Histologia y anatomia del cérvix uterino.

El cuello uterino es la parte fiboromuscular inferior del utero, es de forma cilindrica o
conica, mide de 3 a 4 cm. de largo y 2,5 cm. de ancho, aunque el tamafo varia
dependiendo de la edad, embarazos y la fase del ciclo menstrual. La mitad inferior
del cuello uterino, llamada porcion vaginal, penetra en la vagina por su pared
anterior, mientras la mitad superior queda por encima de la vagina (figura 1).

FIGURA 1. Anatomia macroscopica del cuello uterino. Tomado de
http://screening.iarc.fr/colpochap.php?lang=3&chap=1.

El conducto cervical desemboca en la vagina por el orificio cervical externo. La
porcién exterior del cuello se denomina exocérvix y es la porcion mas visible del
cérvix y la porcién del cuello uterino interior al orificio externo se denomina
endocérvix. El estroma del cuello uterino consiste en un tejido denso, fiboromuscular,

atravesado por un plexo vascular, linfatico y nervioso.
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El exocérvix esta constituido por 15 a 20 capas de células epiteliales no
gueratinizantes que contienen glucégeno. Histolégicamente en el fondo se presenta
una capa de células basales redondas, con nucleos grandes, cromatina densa y
escaso citoplasma, las cuales estan adheridas a la membrana basal separando al
epitelio del estroma. Puede presentar proyecciones llamadas papilas e

invaginaciones (figura 2).

Figura 2. Epitelio exocervical. Esquema de la citoarquitectura del epitelio cervical uterino, donde se
muestran las capas basal parabasal y superficial. A la derecha microfotografia de la histologia del
epitelio exocervical. 20X. (Tomado y modificado de
http://screening.iarc.fr/colpochap.php?lang=3&chap=1.)

Las células basales se dividen y maduran para formar las siguientes capas celulares,
denominadas células parabasales, con nucleos relativamente grandes, cromatina
densa y citoplasma basdéfilo. La maduracion o diferenciacion de estas células forman
las capas intermedias de células poligonales con citoplasma abundante y pequefios
nucleos redondos. La diferenciacion de éstas forman las células de las capas
superficiales, las cuales son grandes, planas, de nucleo pequefio, denso y picnético y

citoplasma transparente.

El citoplasma de las células de las capas intermedia y superficial contienen
abundante glucégeno, el cual se tifie de color caoba después de aplicar soluciéon
yodurada de lugol con acido peryddico de Schiff. La presencia de glucégeno en las
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capas intermedia y superficial es signo de maduracion normal y de desarrollo del
epitelio escamoso. La maduracion anormal o alterada se caracteriza por la ausencia
de glucogénesis. Dicha maduracion depende de la presencia de estrdgenos ya que

en su ausencia no se producen la maduracién ni la glucogénesis totales.

Por su parte, el endocérvix esta recubierto de una sola capa de epitelio cilindrico o
glandular, con ndcleos densos. La transicion del epitelio escamoso exocervical y del
epitelio cilindrico endocervical, es conocida como zona de transformacion o zona T.

(http://screening.iarc.fr/colpochap.php?lang=3&chap=1). Es en dicha zona donde

surgen las alteraciones que dan origen al cancer cérvico-uterino (CC) (Figura 3).

Figura 3. Uni6on escamo-columnar o zona de transiciéon. Se muestra la transicion del epitelio

escamosos del exocérvix y el epitelio columnar del endocérvix. (Tomado y modificado de

(http://screening.iarc.fr/colpochap.php?lang=3&chap=1)

1.2 Epidemiologia e historia natural de cancer cérvico-uterino

A nivel mundial en 2002 se reportdé una incidencia de 493,343 nuevos casos Yy
273,505 muertes por dicha neoplasia. Es el segundo cancer mas comun a nivel
mundial en mujeres y el 83% de los casos ocurren en paises en desarrollo (Parkin,
2005).

En México en 2002 se registrd una incidencia de 12,516 casos de CC y se estimaron
5777 muertes por dicha enfermedad (WHO, 2010). En México el CC junto con el
carcinoma in situ, hasta 2005 fueron la principal neoplasia en mujeres, en 2006 fue

rebasado por cancer de mama (INEGI, 2010).
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En 2007 el cancer en general representd la tercera causa de muerte entre las
mujeres con 35,303 defunciones, de las cuales el segundo lugar lo ocupé CC con
12.1%, (INEGI, 2009); mientras que la incidencia por esta neoplasia fue de 29.5
(Parkin, 2008). En 2008 el CC ocup6 la segundo lugar en mortalidad por tumores
malignos en mujeres con 11.3%. Si bien la mortalidad ha disminuido en comparacion
con afos anteriores, el CC continua siendo un problema de salud publica en nuestro
pais (OMS, 2010).

El CC es precedido por lesiones precursoras, las cuales han sido objeto de diferentes
clasificaciones (Tabla 1). En 1967 Richart propuso la clasificacion neoplasia
intraepitelial cervical con tres grados progresivos (NICI, 11 y 1ll) (Richart, 1973).
Posteriormente en 1988 se propuso la clasificacién binaria conocida como lesién
intraepitelial escamosa de bajo grado (LIEBG) y de alto grado (LIEAG), también
conocida como clasificacion Bethesda. Esta clasificacion fue justificada por el alto
indice de regresion de las lesiones de bajo grado y por la probabilidad de progresion
a CC de las lesiones de alto grado. Esta clasificacion fue modificada en 2001
(Salomon et al., 2001) y el equivalente de la LIEBG es NIC | y de las LIEAG son NIC
'y NIC Ill. Estas clasificaciones se basan en el conjunto de alteraciones
morfolégicas que se presentan a los largo del epitelio endo y exocervical, aunque la
hipertrofia nuclear y los cambios de tamafio y forma son caracteristicas constantes
de todas las células displasicas. En la figura 4 se presentan aspectos caracteristicos

de cada una de las lesiones descritas.

Existen datos diversos en la literatura en cuanto al porcentaje de regresion de
lesiones precursoras. En 1995 Ponten y cols. mencionaron que aproximadamente el
54% de lesiones precursoras tienen regresion sin tratamiento. Otro estudio menciona
gue 60% las mujeres que presentan LIEBG tienen regresion de la lesion sin ningan
tratamiento, progresando solo el 16% a un carcinoma in situ (Nasiell et al., 1986). La
tasa de progresion de NIC Il a CC varia aproximadamente entre el 12% al 69%
(Chakrabarti et al.,2003). Un ultimo reporte sugiere que 30% al 40% de las NIC llI
(LIEAG) progresan a CC (Stanley, 2010).



TABLA 1. COMPARACION DE LAS DISTINTAS NOMENCLATURAS DE CITOLOGIA CERVICO

UTERINA.
Sistema Sistema Sistema  NIC | Sistema Sistema Bethesda
Papanicolaou Descriptivo OMS | de Richart | Bethesda 1988 2001
1954 1968 1978
Clase 1 Negativo a células | Negativo Dentro de los | Negativo para
(benigno) malignas limites normales lesion intraepitelial
Clase 2 Atipia inflamatoria Cambios Cambios reactivos
(metaplasia o Atipia escamosa reactivos ASC-US/H
displasia) Atipia coilocitica ASCUS

LIEBG

Clase 3 Displasia leve NIC | LIEBG LIEBG
(sospechosos de Displasia moderada | NIC Il LIEAG LIEAG
malignidad) Displasia severa NIC 1l LIEAG LIEAG
Clase 4 Carcinoma in situ NIC Il LIEAG LIEAG
(positivo a
malignidad)
Clase 5 Carcinoma invasor | Carcinoma Carcinoma Carcinoma invasor
(positivo para invasor invasor

invasor)

NIC: Neoplasia intraepitelial cervical, LIEBG: lesion intraepitelial escamosa de bajo grado, LIEAG:

lesion intraepitelial escamosa de alto grado, ASCUS: atipia de células escamosas de significado no

determinado. (Tomado y modificado de Papanicolaou 1957; Richart 1973; Salomén 2001).

Debido al reconocimiento de las lesiones precursoras, asi como a la implementacion

de la citologia exfoliativa conocida como prueba de Papanicolaou (PAP) es posible el

diagnéstico y tratamiento temprano, siempre y cuando esta prueba de tamizaje se

lleva a cabo de manera adecuada y oportuna en la poblacion en riesgo.

Desafortunadamente en nuestro pais no se ha logrado una disminucion significativa

del CC, como ha ocurrido en otros paises (Bray et al., 2005).




FIGURA 4. Imagen citolégica e histolégica de las lesiones del cérvix uterino. En la parte superior
se muestran las imégenes citoldgicas de epitelio cervical sin alteraciones neoplasicas, hasta CC. En la
parte intermedia se muestran las imagenes histolégicas y en la inferior un esquema de las mismas con

su correspondiente clasificacion. (Modificado de Alonso, 2005; IARC).

Se ha estimado que la evolucién del CC es lenta, con un rango de 15-20 afios desde
gue se presenta una LIEBG hasta CC. Desde el punto de vista histopatoldgico, se
han identificado diferentes tipos de CC. El 90% de los CC son de tipo epidermoide y
entre 10 y 25% son de tipo adenocarcinoma, carcinomas adeno-escamosos Yy 0tros
tipos histologicos raros. La incidencia maxima del CC epidermoide se observa
alrededor de los 40 afos y alrededor de los 30 en las precursoras de alto grado. El
carcinoma cervical se manifiesta por tres patrones de crecimiento: fungoso (exofitico)
ulcerado e infiltrante. El mas frecuente es el tipo exofitico el que produce una masa
tumoral evidente, la cual sobresale por encima de la mucosa. El CC avanzado invade
por contigliidad afectando estructuras vecinas como peritoneo, vejiga, uréteros, recto
y vagina. También puede afectar ganglios linfaticos locales y a distancia. La
metastasis a distancia aparece en higado, pulmones y médula ésea, aunque es
menos frecuente que la invasidon a ganglios linfaticos locales (Robbins y Cotran,
2008).



7

Aproximadamente 95% de los CC epidermoides se originan a partir de células
grandes queratinizadas (bien diferenciadas) o no queratinizadas (moderadamente
diferenciadas) y menos de 5% son tumores cuyas células son pequefas y poco
diferenciadas. La Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO)
clasifica al CC en las siguientes etapas clinicas, las cuales fueron actualizadas en
2009 (Pecorelli et al., 2009; Match et al., 2009).
Estadio I. Carcinoma confinado al cuello del utero.
IA. Carcinoma preclinico, diagnosticado Unicamente mediante microscopia,
gue muestra infiltracién al estroma menor de 5 mm de profundidad y menor de
7mm de extension.
IAL. Invasion del estroma menor o igual a 3 mm de profundidad y extension
menor o igual a 7 mm.
IA2. Invasién al estroma entre 3 y 5 mm y extension menor o igual a 7 mm.
IB1. Carcinoma clinicamente visible no mayor de 4 cm.
IB2. Clinicamente visible mayor de 4 cm.
Estadio II. El carcinoma se extiende mas alla del cuello uterino, pero no alcanza la
pared pélvica. Afecta 2/3 de la vagina, pero no afecta el tercio inferior, no afecta los
parametrios.
[IA1 . Tumor menor de 4 cm, que involucra 2/3 partes de la vagina.
[IA2. Tumor mayor de 4 cm, que involucra 2/3 partes de la vagina.
[IB. Tumor sin invasion evidente a los parametrios.
Estadio Ill. ElI carcinoma se extiende hasta la pared pélvica y afecta el tercio inferior
de la vagina.
[IA. Tumor que involucra el tercio bajo de la vagina sin extensién a la pared
pélvica.
[1IB: Tumor con extension a la pared pélvica y /o hidronefrosis.
Estadio IV. Se extiende mas alla de la pelvis e infiltra la mucosa de la vejiga o el
recto y metastasis.
IVA. Tumor que invade 6rganos adyacentes.
IVB. Invasién a érganos distantes.
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Las etapas clinicas estan muy relacionadas con la supervivencia y respuesta a
tratamiento. La supervivencia de las pacientes a 5 afilos decae conforme avanza el
estadio clinico, presentandose en etapas |IA hasta IB2 una supervivencia del 70 al
80% en etapas IIB-IlIB de 35 a 45% y menos de 10% en etapa IV (Denton et al.,
2000; Bradley et al., 2006),

Diversos factores se han involucrado en el desarrollo de esta neoplasia, sin embargo,
a la fecha la infeccion por virus de papiloma humano (VPH) es el principal factor

etiolégico.

1.3 Etiologia del cancer cérvico-uterino: VPH

Desde la década de los 70s se propuso la participaciéon de VPH en el desarrollo de
CC (zur Hausen, 1977). Actualmente se reconoce la participacion de los VPH en el
desarrollo de CC, desde el punto de vista epidemiolégico y molecular, ya que VPH
esta presente el 99.7% de los casos (Walboomers et al., 1999).

La infeccién por VPH se transmite por via sexual: Algunos autores indican que el uso
de conddn puede reducir el riesgo de infeccion por este virus, sin embargo no
previene del todo la transmisién (Winer et al.,, 2006). Se ha propuesto que es en la
unién escamo-columnar o zona T donde se inicia la infeccion debido a pequefias
erosiones o Ulceras del epitelio. La infeccion puede ser transitoria; sin embargo, si es
persistente puede originar lesiones precursoras y CC. Se ha estimado de 10 hasta 20
afos la progresion desde la infeccion por VPH hasta el desarrollo de CC. Este
periodo depende de diversos factores tanto virales, del hospedero (genéticos) como

ambientales.

Diversos estudios sugieren que aproximadamente 70% de las mujeres sexualmente
activas han estado expuesta al VPH en algin momento de su vida y que al menos
80% de las mujeres a la edad de 50 afios han presentado infeccién por VPH (Bosch
et al.,, 2003; CDCP, 2004).
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Sin embargo la infeccion por VPH, no es suficiente para el desarrollo de CC. Algunos
estudios indican que el 80% de las mujeres que son infectadas con VPH de alto
riesgo (VPH-ar) no desarrollan lesiones neoplédsicas y 20% restante puede
desarrollar una lesién preneoplasica (Meijer et al., 2000). Debido a esto, la deteccién
de la infeccién por VPH tiene poco valor predictivo para el CC, ya que se presentan
altas tasas de infeccion transitoria en mujeres sexualmente activas (Hidesheim et al.,
1994; Snidjers et al., 2006). Sin embargo, la persistencia viral se ha asociado con el
desarrollo de lesiones precursoras de CC y de CC (Liaw et al., 2001). Algunos de los
factores virales involucrados en la persistencia de la infeccion viral y, por lo tanto. del
desarrollo del CC son el genotipo viral y variante molecular, la carga viral, la
coinfeccion con otras enfermedades de transmision sexual y la respuesta inmune del
hospedero (Mayrand et al., 2000, Brummer et al.,, 2006). Estos antecedentes
demuestran que ademas de la infecciébn por VPH existen factores ambientales y
genéticos que pueden contribuir al desarrollo de esta neoplasia. A continuacion se

describen algunos ya documentados en la literatura.

Diversas caracteristicas reproductivas y ambientales se encuentran relacionadas al
desarrollo de lesiones precursoras de CC y de CC, por lo cual se consideran factores
de riesgo. Tales factores incluyen inicio de vida sexual activa a edad temprana,
elevado numero de parejas sexuales, uso de anticonceptivos orales por tiempo
prolongado, gran nimero de gestaciones y tabaquismo entre otros (Castellsagué et
al., 2002, et al., 2003, Matos et al., 2005).

La alta paridad se ha encontrado consistentemente asociada a CC y a carcinoma in
situ en una amplia variedad de estudios de casos y controles. Un estudio de la IARC
indica que las mujeres con siete 6 mas embarazos tienen un riesgo cuatro veces
mayor de desarrollar cancer escamoso, comparado con mujeres nuliparas. Al
respecto se ha sefialado que tanto los factores hormonales, traumaticos e
inmunolégicos son los mecanismos que pueden explicar la relacion de la alta paridad
con el desarrollo de CC. La alta paridad puede incrementar el riesgo de CC debido al

mantenimiento de la zona de transformacion sobre el exocérvix por varios afios lo
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cual puede facilitar la exposicion de una manera mas directa al VPH (Autier et al.,
1996).

Por otra parte los cambios hormonales ocurridos durante el embarazo pueden
modular la respuesta inmune hacia el VPH e influir en la persistencia y progresion de
CC (Muioz et al., 2002). Adicionalmente, el uso prologado de anticonceptivos
hormonales por mas de cinco afios incrementa el riesgo de desarrollar CC, y se ha
demostrado que las hormonas puede alterar la actividad transcripcional del VPH
(Moodley et al., 2003).

Sin embargo, de todos los factores anteriormente descritos, la infeccion por VPH es
el de mayor importancia. Diversas evidencias epidemiolégicas y moleculares han

mostrado que la infeccion por VPH es un factor necesario para el desarrollo de CC.

Actualmente se conocen aproximadamente 200 tipos virales, de los cuales 40
infectan la regién genitourinaria. Cada tipo viral es definido por diferencias en su
secuencia nucleotidica, la cual es mayor de 10% entre tipos virales. Las variantes
virales son definidas por variaciones en la secuencia nulceotidica de 2% respecto a
la secuencia referencia o prototipo, que muestran amplia divergencia respecto a
regiones geograficas separadas. Asi mismo se ha sugerido que las variantes virales
de un mismo tipo viral poseen caracteristicas patogénicas diferentes (Kammer et al.,
2000; Ordoriez et al., 2004).

Los VPH pueden clasificarse en bajo (VPH-br) y alto riesgo (VPH-ar) debido a su
capacidad oncogénica y a su asociacion con lesiones proliferativas benignas o
malignas respectivamente. Los VPHar son 15 segun la clasificacién de Mufioz et al.
(2003) (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82), de los cuales los
tipos 16 y 18 son los de mayor importancia por estar asociados en un 70% a los
casos de CC. Los VPH de bajo riesgo son: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72,81y
CP6108.
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Un evento caracteristico de los VPH-ar es la integracion, mientras que los VPH-br, se
mantiene de forma episomal. Los VPH-ar, pueden integrarse al genoma del
hospedero, -lo cual se considera un evento raro- generando inestabilidad genémica,
la cual facilita la inmortalizacién celular y la transformacién (Tungteakkhun et al.,
2008).

Los VPH-br, tales como los tipos 6 y 11, pueden inducir proliferacion epitelial, la cual
se manifiesta como verrugas o papilomas cutaneos, aunque generalmente dichas

lesiones son autolimitantes.

Es un hecho que la prevalencia de la infeccién por VPH se incrementa de acuerdo al
grado de lesion. A nivel mundial se ha reportado en promedio prevalencias de
infeccién por VPH en 11% de muestras citologicas normales, 71% en LIEBG, 85% en
LIEAG y 87-99% en CC (Walboomer et al., 1999; WHO, 2010).

Un meta-analisis (de San Jose et al., 2007) reporta un promedio de 10% de infeccion
por HPV a nivel mundial, con las respectivas diferencias en cuanto a region
geografica. En Africa se determind 22.1%, en Centro América (incluido México)
20.4%, Norte América con 11.3% y Europa con 8.1% en epitelio cervical sin

alteraciones neoplésicas.

En México se han realizado diversos trabajos identificando la presencia de VPH tanto
por captura de hibridos como por PCR, generalmente utilizando los iniciadores
GP5+/GP6+y MY11/MYQ09. En la tabla 2 se muestra el porcentaje de VPH detectado
en epitelio cervical sin alteraciones neoplasicas considerado como normal, en

lesiones precursoras 'y CC.

A nivel mundial, dentro de los VPH-ar, el tipo viral 16 es el mas frecuente en CC con
54% en CC, seguido del tipo 18 con un 10-20% (Clifford, 2006), por lo cual son los
mas estudiados, desde el punto de vista epidemiolégico y molecular. Sin embargo,

existen diferencias en cuanto a la frecuencia de ciertos tipos virales, lo cual esta



12

relacionado a la distribucién geografica y/o poblacional.

En un meta-andlisis (Smith et al., 2007) se analiz6 la distribucion geogréfica de los
HPV en CC, estos datos se indican en la tabla 3

TABLA 2

PREVALENCIA DE HPV EN LESIONES DEL CERVIX UTERINO EN MEXICO
NORMAL LIEBG LIEAG CcC Poblacién Referencia
n.d. n.d. n.d. 36! D.F, Monterrey Gonzélez, 1992
13: n.d. n.d. 56¢ Morelos Hernandez, 1997
17 33 83 87 D.F. Torroella, 1998
10.1 69.6 92.9 n.d. México-americanos Giuliano, 1999
8.8 60.6 59.1 n.d. Frontera norte Giuliano, 2001
14.5 n.d. n.d. n.d. Morelos Lazcano, 2001
n.d. n.d. 41 69 Jalisco Montoya, 2001
11 n.d. n.d. 50.8 D.F “Berumen, 2001
21 79 89 n.d. D.F. °Gonzélez, 2002
21 79 89 n.d. D.F. °*Hernandez, 2002
2.15 94.4 94.4 n.d. Durango Rodriguez, 2003
20 79 93 n.d. D.F. Hernandez, 2003
n.d. 28 92 86 Yucatan Gonzélez, 2004
23 66 91 95.5 D.F Carrillo, 2004
16 n.d n.d. 95.8 D.F. Tirado, 2005
12 57 88 92 DF, Edo. Mex. *Pifia, 2006
11.9 27 40 65.8 D.F. “Lizano, 2006
4.8 n.d. n.d. n.d. Durango Sanchez, 2006
n.d. n.d. 92 92 SLP, Gto. L6pez, 2008
355 n.d. n.d. 100 Guerrero lliades, 2009
14.7 24.0 294 87.5 Puebla 4Velélzquez, 2009
40.9 94.5 83.5 100 Guerrero llliades, 2010

Prevalencia expresada en porcentaje. n.d. No determinado en el estudio. "Sélo se determiné la
presencia de VPH 16 y 18. °Sélo se realizé la deteccion de VPH16. *VPH de alto riesgo. “Deteccion
de VPH 16, 18, 31, 6 y 11. *Datos obtenidos en esta tesis.
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TIPO VIRAL 16 18 31 45 33 52 58 35 56 59 6*
Mundial 544 15.9 3.6 3.7 4.3 25 3.3 1.7 0.7 1.0 0.5
Africa 545 15.5 25 6.6 7.6 1.2 1.5 29 11 0.8 0.4
Asia 52.0 14.9 2.2 2.6 3.9 3.8 55 1.7 0.7 1.5 0.5
Europa 58.1 15.7 4.0 29 4.4 0.6 1.2 1.5 1.0 0.1 0.3
Norteamérica 54.2 22.2 45 3.3 35 1.0 0.3 0.4 0.2 0.1 1.2
América central 524 12.7 7.0 57 4.1 3.7 29 21 0.6 1.9 0.6
MEXICO** 43 15.6 13.1 | 6.6 3.3 2.3 2.3 085 |15 215 | 1.7
México*** 72.2 4.6 1.9 0.9 0.9 0 1.9 0.9 0 1.9 2.6

* bajo riesgo. Datos tomados de Smith et al. 2007. ** Los datos sobre México se basan en sélo dos

reportes (Torroella et al., 1998 y Meyer et al., 1998).*** Datos generados de esta tesis y publicados

(Pifia et al.,2006).

Sin embargo, un dato en el que coinciden es en la alta presencia de VPH de alto

riesgo (Sanchez et al., 2006), asi como una frecuencia mayor a 50% de HPV tipo 16

en CC y la presencia de tipos virales como el 33, 35 52 y 58 en lesiones de alto
grado y CC (tabla 4).

Como se ha mencionado anteriormente, la infeccion por VPH es el principal factor

involucrado en el desarrollo de CC, a continuacion de describen aspectos de los VPH

desde el punto de vista molecular y su contribucion al desarrollo del CC.




PREVALENCIA DE TIPOS VIRALES EN DIFERENTES REGIONES DE MEXICO

TABLA 4
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DX 16 18 31 45 33 35 | 52 | 58 | 69 6 11 Region Referencia
(n)

CcC 26 10 | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. D.F. Mty. Gonzélez,
1992

N 13 7 nd. | nd. | nd. | nd. | nd |nd |nd |nd |nd Morelos Hernandez,
CcC 49 0 1997

N 28 0 n.d. 0 n.d. 14 | nd. | nd. | nd. D.F. Torroella,
BG 4.7 0 4.7 0 1998
AG 58 | 125 0 8.3 12.5
CcC 42 | 144 10.1 0 28 | 43
AG 24 3 n.d. | n.d. nd.| 16 | nd. | nd. | n.d. | Guadalajara | Montoya,
CcC 61 8 15 2001

N 1.7 1 14 | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | n.d. | Morelos Lazcano,

2001

N 18 | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. |nd. |nd. |nd. |nd. Frontera
BG 15 norte Giuliano,
AG 23 2004
BG 20 13 10 3 3 23 13 Yucatan Gonzélez,
AG 27 11 16 30 2004
CcC 31 23 7 31 0

N 36 | 04 | nd. |nd. | nd. | nd. |nd |nd |nd.|nd. |n.d. Durango Sanchez,

2006.

N 9 28 | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | n.d. D.F. Lizano,
BG 24 | 5.5. 2006
AG 49 8.5
CcC 50.3 | 15.5

LIEAG | 55 43 | 186 | nd. | 29 | 79 | 71| 0.7 | nd. | nd. | n.d. San Luis Lépez,
y CC Potosi 2008

CcC 68 | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. |nd. |nd D.F. Hernandez,
2009

N 23 |1 05104 |nd |27 |003|01]|] 13 |02]|05]03 Guerrero
BG 106 | 15 | 13 134 05 | 06| 22 | 05|32 ]| 04 llliades,
AG 274 | 44 | 99 12.1 0 2.2 0 0 0 2010
CC 681| 85| 71 1.4 14| 35|26 |07 ]| 07
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CC: cancer cervical uterino, N: sin alteraciones neoplasicas, LIEBG: lesion intraepitelial escamosa de

bajo grado, LIAG: lesion intraepitelial escamosa dealto grado. n.d.:no determinados en el estudio

1.4 Virus de Papiloma Humano

Al parecer la via de entrada del virus a la célula es dependiente de receptores
celulares tales como la alfa 6 integrina (Evander et al., 1997) y heparan sulfato
(Giroglou et al., 2001) asi como enodocitosis via clatrina (Culp et al., 2004). La
infeccién por VPH se inicia en las células basales y/o columnares del cérvix, donde
se mantiene de manera episomal en bajo nimero de copias, de 10 a 200 copias
(deGeest et al., 1993). El ciclo de vida viral se encuentra estrechamente ligado al
programa de diferenciacion epitelial (Garner et al., 2002), ya que utiliza la maquinaria

celular para su regulacion.

El VPH es un virus de DNA de doble cadena de 8 kb, , pertenece a la familia
papillomaviridae. Contiene 8 marcos de lectura abiertos localizados en la misma

cadena de DN, son epiteliotrépicos y especie-especificos.

El genoma de los VPH esta dividido en tres regiones funcionales (Figura 5). La
primera es la region reguladora no codificante (URR o LCR), donde se encuentra la
region promotora (promotor p97 para VPH 16) y es la responsable del control de la
transcripcion de los ORF. La region temprana (E) donde se localizan los genes E1,
E2, E4, E5, E6, E7 y E8, los cuales estan involucrados en la replicacién viral y en la
oncogénesis . La tercer region es la region tardia (L) la cual codifica para proteinas
estructurales L1y L2 (Burd, 2003).

E2 y E1: Son los principales genes involucrados en el control de la replicacién viral y
son los genes méas conservados. E1 codifica para una helicasa, funciona como
iniciadora de la replicacién dependiente de ATP, promoviendo el desenrrollamiento
del DNA en el origen de replicacion, recluta factores celulares de replicacion tales
como DNA pol a y topoisomerasa |, formando un complejo de replicacion o

replisoma. La expresién de este gen y en general de los genes tempranos, es
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modulada por factores de transcripciébn celulares y virales, por control
postranscripcional como splcing alternativo o poliadenilacién, o por traduccién

selectiva de mensajeros policistronicos (Lace et al., 2008).

Figura 5. Estructura del genoma de los VPH. Los genes tempranos son sefialados E, L1 y L2
corresponde a la regién de los genes tardios los cuéles forman la capside viral. (Imagen tomada de
Stanley, 2010).

E2 codifica una proteina de 50 kD que puede funcionar como activadora de la
transcripcion cuando estad presente en bajas concentraciones y como represor
transcripcional cuando se encuentra en altas concentraciones, ya que interfiere con
la unién del factor de transcripcion TFIID (Longworth et al., 2004). Reconoce
secuencias ricas en AT en el origen de replicacion. E2 es requerida para la
replicacion y la transcripcion, funciona como dimero y su amino-terminal contiene el
dominio de transactivacion, mientras que el carboxi-terminal interactia con E1. E1
por si misma tiene una débil union con el ori, pero esta union es facilitada por E2,

una vez unidas, E1 forma hexameros de alta afinidad al DNA (Sedman et al., 1998).

E4: La proteina E4 es traducida en la fase temprana de la infeccién en niveles bajos,
a partir de RNA policistrénico. Posteriormente, en la fase tardia de la infeccion es la
proteina mas expresada y lo hace a partir del la fusiébn con E1AE4 . Esta proteina de
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los VPH-ar interactlia con la red de queratinas y también puede regular la expresion
génica al interactuar con la helicasas de RNA E4-DBD, la cual a su vez esta

involucrada en el splicing, transporte e iniciacion de la traduccién.

E5: Es una proteina hidrofoba de 83 aminoacidos localizada en las membranas
endosomales del aparato de Golgi y membrana celular. E5 reduce acidificacion de
compartimentos endomembrales y promueve una activacion sostenida del Receptor
del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF-R), asi como en la inhibicién de FAS y
TRAIL (Barbaresi et al, 2009).

E7: Es una proteina de 100 aminoacidos, la cual se asocia a la familia de las
proteinas pRb desestabilizandola del complejo que forma con el factor de
transcripcion E2F, pRb es degradada por la via del proteasoma, lo cual libera a E2F,
el cual activa genes necesarios para la progresion del ciclo celular. E7 participa en la
progresion del ciclo celular aun en células ya comprometidas con la diferenciacion.

E7 junto con E6 son las proteinas que son expresadas consistentemente en CC.

E6: El gen E6 codifica para una proteina de aproximadamente 151 aminoécidos,
contienen dos motivos dedos de zinc altamente conservados caracterizados por un
motivo CXXC. E6 es una proteina pequefia con alto contenido de cadenas alfa-
hélices y beta plegadas, por lo cual son inestables e insolubles una vez purificadas
(Nomine et al.,2001).

E6 es una de las proteinas tempranas que se expresa, en etapas iniciales de la

infeccion y es uno de los dos principales oncogenes de HPV junto con E7.

La expresion de E6 de VPH-ar induce proliferacién en células epiteliales, pérdida de
diferenciacién y formacion de tumores. La expresion de E6 es suficiente para la
inmortalizacion y coopera con E7 para inducir transformacién en cultivos de
gueratinocitos primarios (Hawley-Nelson et al, 1989); sin embargo las proteinas E6

de los VPH-br no tienen estas caracteristicas.
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El potencial oncogénico de las proteinas E6 de los VPH-ar se debe principalmente a
la interaccion e inactivacion de proteinas celulares, tales como genes supresores de
tumores. La primera actividad identificada de las proteinas E6 de HPV-ar fue la
capacidad de formar complejos con TP53 (Werness et al, 1990), asi como de su
inactivacion por degradacién via ubiquitina-proteosoma, lo cual fue de suma
relevancia debido a su funcién como gen maestro en el control de diversos procesos

celulares.

El producto del gen TP53 no es el Unico blanco celular que es inactivado por E6 de
HPV-ar. Diversas proteinas celulares que participan en la regulacion de apoptosis
son afectadas por las oncoproteinas E6, tales como BAK, FAS, FADD, inhibiendo la
apoptosis. Otras participan en la reparacion de dafio al DNA, tales como XRCC1 y
O6MGT, por lo cual E6 inhibe la reparacion del DNA. Ademas de la interaccion con
proteinas, también tiene efectos en la activacion de la transcripcién de genes como
en TERT (telomerasa transcriptasa inversa), BIRC5 (survivina) y MYC. Se han
caracterizado los residuos que intervienen en las interaccién con algunas proteinas,
tal es el caso de la proteina con dominios PDZ como SCRIB y DLG (Howie et al.,
2008). Estudios genéticos han demostrado que variaciones naturales en la secuencia
de aminoacidos de la oncoproteina E6 de VPH 16 generan diferencias en cuanto a
la eficiencia de degradacion de proteinas celulares tales como BAX y TP53 (Lichting
et al., 2006).

Sin embargo, una de las principales funciones de las oncoproteinas E6 es la
inactivacion del gen supresor de tumores TP53.

1.5 Gen supresor de tumor TP53

1.5.1. Descripcion

El producto del gen TP53 es una proteina de 393 aminodcidos, la cual fue
identificada en 1979 y caracterizada como proteina relacionada con la transformacion

neoplasica. (DeLeo et al., 1979). Sin embargo, fue hasta 1989 que se descubrié que
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la proteina originalmente descrita tenia una mutacién con sentido y que las
propiedades oncogénicas atribuidas originalmente se debian a la mutacion (Baker et
al., 1999; Finlay et al., 1989).

En 1992 se generd el primer raton knockout (KO), lo cual evidencio la funcién como
gen supresor de tumores de TP53 Wild Type (WT) o silvestre (Donehower et al.,
1992). En estudios subsecuentes fue reconocido como un gen supresor de tumores y
fue catalogado por la revista Nature como el guardidn del genoma (Lane, 1992).
Actualmente es reconocida su funcion antiproliferativa debido al control de la
expresion de numerosos genes blanco, ademas de diversas interacciones proteina-

proteina.

La proteina TP53 participa en una gran variedad de funciones e interacciones con
otras proteinas, ejerciendo, en general los siguientes efectos:

*Induccidn del arresto del crecimiento celular en respuesta a estrés.

*Puntos de control y reparacion en la progresién del ciclo celular.

* Apoptosis

*Control de la senescencia

* Control de la estabilidad genémica.

El gen TP53 se localiza en el brazo corto del cromosoma 17. Estructuralmente
consiste en 11 exones los cuales generan una proteina de 393 aminoé&cidos. La

proteina consiste en tres dominios estructurales y funcionales (Figura 6).

Dominio de transactivaciéon: Localizado en el N-terminal de los aminoacidos 1-50,
codificado por los exones 2-4. La transactivacion es la funcion mejor caracterizada
de TP53. Este dominio esta involucrado en la modulacion de la transcripcion de
genes blanco a través de la interaccion con componentes del aparato transcripcional
tales como proteinas de complejo TFIID: TBP (proteina de union a la caja TATA) y
TAFII (factor asociado a TBP), acetiltransferasas y MDM2. Ademas presenta una

region rica en prolina PXXP, importante para la estabilidad, regulada por MDM2.
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Dominio central de unién a DNA: Este dominio participa directamente en el
reconocimiento y unidn a secuencias especificas de DNA, se localiza entre los
aminoacidos 92-292 codificados por los exones 5-8. La secuencia consenso de
reconocimiento a DNA consiste en dos copias de un motivo de 10pb
5"PuPuPuC(A/T)-(T/A)GPyPyPy-3" separadas por 0 a 13 pb (Kern et al., 1991). Este
dominio es muy conservado entre especies y es donde se han detectado 80% de las

mutaciones del gen.

Dominio de oligomerizaciéon: localizado en el dominio C-terminal entre los
aminoacidos 323-356, es responsable de la oligomerizaciébn de la proteina en
tetrAmeros, también se encuentra la secuencia sefial para el transporte al nucleo.
Los aminoéacidos 363-393 son sujetos a modificaciones por acetilasas, cinasas,
glicosilasas e interaccion con otras proteinas, lo cual es determinante en la
regulacién de su actividad funcional. Este dominio es un regulador negativo, debido a
su capacidad para bloquear por cambios conformacionales al dominio central de
union a DNA. La interaccion del extremo C-terminal y el dominio central es revertida
debido a modificaciones postraduccionales, tales como fosforilacion y acetilaciéon y el
dominio de union a DNA es activado, de esta manera aumenta la actividad

transcripcional de TP53.

Figura 6. Dominios de la proteina TP53 y modificaciones post-traduccionales por dafio a DNA.
En la figura se muestran los dominios de la proteina TP53, la cual consta de 393 aminoéacidos. En
Ovalos rojos los residuos que son fosforilados en respuesta al dafio al DNA, en azul los residuos que
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son acetilados y en amarillo los residuos sumoilados. (Tomado y modificado de Anderson 2002).

1.5.2.Regulacion de TP53

A nivel de su transcripcién TP53 es regulado a través de dos promotores, el primero
(p53P1) y se localiza hacia la regién 5° del primer exdn y es el responsable de la
transcripcion de la mayoria de los mRNA. El segundo promotor (p53P2) es un
promotor mas fuerte que el primero y se localiza 10,738 pb en el primer intrén,
aproximadamente a 1000 pb 3" del exdn 1 (Reisman et al., 1996).

Yin y cols. (2002) demostraron que la traduccion de TP53 puede llevarse a cabo a
partir de dos sitios alternativos. La traduccién del segundo sitio resulta en una
proteina de 47 kD, la cual pierde el sitio de unibn a MDM2 y el dominio N- terminal de

transactivacion.

La proteina TP53 es mantenida en niveles bajos debido a la degradacion activa por
parte de la ubicuitina (también llamada ubiquitina) ligasa MDM2 y por la via del
proteosoma. Diversas formas de estrés, particularmente estrés genotoxico inducen la
estabilidad y activacion de TP53. Dicha estabilidad se lleva a cabo por
modificaciones postraduccionales, las cuales a su vez evitan que sea degradado por
MDM2.

1.5.3 Modificaciones post-traduccionales y activacion

Las modificaciones post-traduccionales son los mecanismos de regulacion de la
actividad de TP53, y un primer paso en la activacion entendida como el incremento
en la concentracion de la proteina y posteriormente por un incremento en la

transcripcion de genes con elementos de respuesta a TP53.

En células no estresadas, la vida media de TP53 es de 20 a 40 minutos y se

encuentra en niveles bajos en forma latente. Diversos factores genotéxicos, tales
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como radiaciones ionizantes, UV, hipoxia, agentes alquilantes, especies reactivas de
oxigeno, etc., inducen la estabilizacion y activacion de TP53 a traveés de diversas
modificaciones post-traduccionales. Esto causa su acumulacion en el nucleo y su
activacion como factor de transcripcion. Dicha activacion puede llevar al arresto
celular en la transicion G1/S o G2/M 0 a la apoptosis. El extremo amino-terminal
generalmente en fosforilado, para la estabilizacion de la proteina; mientras que el
carboxi-terminal puede ser fosforilado, acetilado y sumoilado. Estas modificaciones
se llevan a cabo en al menos 18 sitios. En el extremo amino terminal, siete serinas
(6, 9, 15, 20, 33, 37, 46) y dos treoninas (18 y 81) son fosforiladas en respuesta a
radiacion ionizante o UV, mientras que la treonina 55 es fosforilada en condiciones
de no estrés y defosforilada después de dafio a DNA (Anderson y Apella, 2002)
(Tabla 5).

En el extremo carboxi-terminal la Ser315 y la Ser392 son fosforiladas, mientras que
Lys320, Lys373 y Lys382 son acetiladas, y Lys386 es sumoilada en respuesta al
dano del DNA, mientras que Ser376 y Ser378 son constitutivamente fosforiladas
(Waterman et al., 1998). La acetilacion incrementa la afinidad de TP53 al DNA, asi
como para la inhibicion de transformacién oncogénica inducida por RAS (Pearson et
al., 2000).
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TABLA 5
MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES DE TP53 EN RESPUESTA A ESTRES

aa Modificacién Inductor Efecto

Ser6 Fosforilacion por Chkl | UV, RI,

Ser9 Fosforilacion por CK1g | UV, Rl

Serl5 | Fosforilacion por | UV, RI Inhibicion de p53/MDM2, reclutamiento de
CHK1, ATM CBP/p300

Ser20 | Fosforilacién por Chk2, | RI, UV Eliminacion de la interaccion p53/MDM2
Chk2

Ser33 | Fosoroliacion por | RI, UV
MAPK

Ser37 | Fosforilacién portar uv

Ser46 | Fosforilacién por P38K,
MAPKC

Trel8 Fosforilacion por CK15

Tre55 | Fosforilacion por | basal Constitutivamente fosforilada y
TAF250 defosforilada en estrés.

Tre81 | Fosforilacion JNK uv Estabilizacion de p53

Ser315 | Fosforilacién por CDK2 | UV

Lys320 | Acetilacion por PCAF uv Reclutamiento de CBP/p300

Lys370 | Acetilacion Estabilizacion de p53,

Lys370 | Metilacion por MSYD2 Estabilizacion y activacion transcripcional.

Lys372 | Acetilacion Estabilizacion de p53

Lys372 | Metilacién por Set7/9 Estrés genotdxico Estabilizacion y activacién transcripcional

Lys373 | Acetilacion Dafio DNA Estabilizacion de p53, blogue la progresion
CBP/p300? del ciclo celular en G2

Ser376 | Fosforilacién IR Interaccion p53/14-3-3

Ser378 | Fosforilacién IR Interaccion p53/14-3-3

Lys381 | Acetilacion Estabilizacion de p53

Lys382 | Acetilacion por | RI, UV, adriamicina, | Estabilizacion de p53
CBP/p300 hipoxia

Lys386 | Sumoilacion por | UV
E1+Ubc9

Ser392 | Fosforilacién por PKR uv Tetramerizacion de p53

Tomado y modificado de Anderson y Apella 2002.
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La activacion de la transcripcion de genes blanco de TP53 depende tanto del
estimulo inductor, de las modificaciones postraduccionales y del tipo celular. La
induccidn transcripcional de genes involucrados en el arresto de ciclo celular en dos
puntos de control, en G1 antes de la fase S y en G2 antes de la mitosis, para llevar a
cabo reparacion del DNA y en su caso induccién de apoptosis.

Uno de los residuos de mayor importancia es Serl5. Se ha demostrado que la
fosforilacion de este residuo se incrementa en condiciones de senescencia replicativa
0 senescencia prematura inducida por el oncogen RAS (Webley et al., 2000). En
respuesta a radiaciones ionizantes Serl5 es fosforilada, ademas de fosforilarse en
respuesta a diversos farmacos. Mutaciones en los residuos Ser33 y Ser46 decrece la
apoptosis inducida por UV dependiente de TP53. Mutaciones en las Serl5 o Ser20,
evitan la estabilizacion de TP53 y evitan su acumulacién en respuesta a dafio del
DNA (Chao et al., 2000). La fosforilacion de la Ser392 por la cinasa PKR requiere la
interaccion con 30 amino&cidos del C-terminal y es incrementada por interferon
(Cuddihy et al., 1999).

Por otra parte, la acetilacion y metilacion de TP53 son mecanismos de regulacion
recientemente descritos. La acetilaciéon de TP53, es importante en la supresion de la
transformacién oncogénica inducida por RAS (Pearson et al., 2000), asi como para
su estabilidad, debido a que TP53 es protegida de la ubicuitinacibn y en
consecuencia de la degradacién (lvanov et al., 2007 ). La acetilacion de TP53 es
importante para su funcion co-represora de la transcripcién, tal como lo muestra el
trabajo de Yang y cols. (2008), donde la acetilacion de K373 induce la acumulacion
nuclear, asi como la metilacion de K370 induce la represion del promotor del gen del
factor de crecimiento derivado de plaquetas PDGFRB uniéndose en una secuencia
CCAAT, facilitando la inducciéon de apoptosis. Las metil-transferasas de lisinas de
histonas KMT5 KMT3C y KMT5A, metilan lisinas C-terminales especificas. Dicha
metilacion puede aumentar o disminuir la actividad transcripcional de TP53,
dependiendo del sitio metilado (Scoumanne, 2008). Al respecto, un estudio reciente

demuestra que los sitios metilados en la region promotora no ejercen efectos en la
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transcripcion del gen, y que su regulacion epigenética se debe a modificaciones en la
metilacion de histonas (H3K9Me3) y a CTCF (Soto y Recillas 2010).

El factor de transcripcion YY1 inhibe la interaccion de TP53 con p300/CBP y por lo
tanto la acetilacion para su estabilidad, de esta manera se evita la acumulacion de
TP53 en respuesta al estrés genotdxico, ademas de aumentar la interaccién con su

regulador negativo MDM2 (Gronroos et al., 2004)

Recientemente, se han identificado otros mecanismos de regulaciéon en los que
participa TP53. Se ha identificado que TP53 puede inducir la expresiéon de miRNAs,
especificamente de mir-34, lo cual tiene efectos en la induccion de apoptosis. (Cheng
et al., 2007). Por otra parte, se identific6 un miRNA que regula negativamente la
actividad de TP53, mir-125b, por unién directa al 3'UTR del RNA de TP53,
reprimiendo los niveles de proteina de manera dependiente de la uniéon al miRNA.
(Le et al., 2009).

1.5.4 Vias y genes regulados por TP53

La proteina TP53 es reconocida principalmente como activadora transcripcional y se
ha demostrado que algunos de los genes que regula, tienen expresion dosis
dependiente, tal es el caso del gen VCAN (versican o proteoglicano de matriz
extracelular) (Yoon et al., 2002). Al mismo tiempo TP53 funciona como represor de la
transcripcién de genes como RNA pol Il (Cairns y White, 1998) y CCNB1 (ciclina B)
(Levesque et al, 2005).

La capacidad de transactivacion de diferentes genes blanco es influida por la
estructura de los elementos de respuesta a TP53, tales como el numero de
nuceotidos que separan las dos secuencias palindromes, al incrementar el espacio

entre las dos secuencias la afinidad por el DNA disminuye (Resnick, et al., 2007).

Se ha determinado que aproximadamente 107 genes son inducidos por TP53 y 45

inhibidos, entre los que destacan genes asociados con la apoptosis, arresto de
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crecimiento, citoesqueleto, factores de crecimiento y sus inhibidores, matriz
extracelular y genes de adhesiéon (Levine et al., 2000). La topoisomerasa I, MDRI,
HSP70, proteina asociada a microtubulos 5, factor de transcripcion SPIl y HIF-1
también son regulados por TP53 (Levine, 1997).

Un estudio reciente de Smeenk demostré por medio de inmunoprecipitacion de
cromatina e hibridacién en genoma completo, que existen al menos 1545 sitios de
alta probabilidad de unién de TP53 en el genoma (Smeenk et al., 2008), de los
cuales 28% se encuentran dentro de genes fuera de primer intron y del primer exén,
ademas de la interaccidén en regiones cercanas a EST y regiones intergénicas, por

lo cual es posible identificar nuevos sitios regulatorios.

1.5.5 Familia de TP53

La familia TP53 consiste de tres genes TP53, TP63 y TP73, los cuales tienen
homologia y cuyos productos funcionan como activadores de la transcripcion. TP73
fue descubierto en 1997, se localiza en 1p36, cuyo loci es referido como pérdida de
heterocigosidad en varios tipos de cancer en humanos (Kaghad et al., 1997). TP63
fue descubierto en 1998 (Yang et al., 1998), localizado en 3qg27; esta region no se
reporta con pérdida o ganancia en tumores. Tanto TP63 como TP73 no son mutados
frecuentemente en tumores, tal como ocurre con TP53. Esta familia (tal como los
factores de transcripcion) comparten los dominios de transactivaciéon (TA), dominio
de unién a DNA (DBD) y un dominio de oligomerizacion en el carboxi-terminal
(Kaghad et al.,, 1997). TP63 y TP73 pueden unirse a sitios consenso de TP53 y
transactivar genes responsivos a TP53 induciendo el arresto de crecimiento y

generando apoptosis (Kaghad et al., 1997).

TP63 se compone de 15 exones y TP73 de 14 exones. Ambos genes generan
diversas proteinas producto del corte y empalme alternativo (Kaghad et al., 1997),
asi como al uso de promotores alternativos (Yang et al., 2000; Pozniak et al., 2000).
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1.5.6 TP53y cancer

La frecuencia de mutaciones en TP53 varia considerablemente de acuerdo al tipo de
tumor, desde 10% en neoplasias hematolégicas, hasta 79% en tumores soélidos tales
como ovario, colo-rectal y cabeza y cuello (Brosh et al., 2009). Sin embargo CC, es
una excepcion, ya que la frecuencia de mutaciones es muy baja comparada con

otros tipos de tumor (Tommasino et al., 2003).

Debido a que TP53 funciona en forma de tetrdmero, se ha encontrado que aun en
presencia de un alelo silvestre, este puede formar heterodimeros con la forma
mutada y tener un efecto dominante negativo. Al respecto, Vogelstein (1992) postul6

cinco mecanismos de inactivacion de TP53.

1. Delecién de uno o ambos alelos.

2. Mutaciones sin sentido o que afectan el splicing

3. Mutaciones con cambio de sentido que generan una reduccién de la actividad
funcional del tetramero.

4. Alteraciones en MDM2 como sobre expresion puede afectar la regulacion de
TP53.

5. Inactivacion por oncoproteinas virales, tales como E6 de VPH de alto riesgo y
antigeno T de SV40.

TP53 es un supresor de tumores que no cumple con el modelo de Knudson del
“doble hit", ya que la simple reduccién de la expresion constitutiva de TP53 es
suficiente para la predisposicion tumoral, es decir tiene un efecto de dosis génica.
Yoon y colaboradores (2002) identificaron por medio de arreglos de expresion que al
menos 35 genes cambian sus niveles de expresion por efecto de dosis génica. Estos
genes participan en la transduccion de sefiales, adhesion celular, regulacion de la
transcripcion y neurogénesis. El analisis de secuencias en dicho trabajo revel6 que
los genes altamente expresados en células con TP53 silvestre y heterocigoto

contienen varios sitios de union putativos a TP53. Entre dichos genes se encontrd
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VCAN (versican), que contiene un sitio de unién a TP53 en su primer intron y su
expresion correlaciona con la dosis génica de TP53, posteriormente se demostré

por ensayos in vitro e in vivo, que dicho gen es transactivado por TP53.

Por otra parte, las mutaciones de TP53 reportadas en la literatura se han compilado
en la base de datos de la IARC (version R14, noviembre 2009), donde se registran
26596 mutaciones somaticas en todo el gen de TP53 en mas de 60 tumores
distintos; donde so6lo se detectaron mutaciones en 78 casos de 1304 analizados con
CC. Respecto a las mutaciones de tipo germinal esta base de datos reporta un total
de 2333 de las cuales sélo siete se han asociado al tumores del cérvix uterino
(Petitjean et al., 2007).

De las mutaciones reportadas, 97% se encuentran en el dominio de unién a DNA,
afectando a 300 residuos y a diferencia de otros genes supresores de tumores, la
mayoria de sus mutaciones son puntuales (80% son mutaciones con sentido y 8%
mutaciones sin sentido). Por ejemplo en el gen APC (adenoma pélipos) solo el 9%

son mutaciones con sentido.

Debido a la alta frecuencia de mutaciones en todas las neoplasias, actualmente se
reconocen cinco puntos calientes en los codones: 175, 245, 248, 249 y 273. Martin y
colaboradores (2002) predijeron por medio de andlisis estructural las alteraciones
funcionales de las mutaciones que comprometen el dominio central de TP53. Dichas
alteraciones pueden ser explicadas en términos de alteraciones en el plegamiento
de la proteina asi como del contacto proteina-DNA. Por ejemplo R175H y R249S
son las mutantes de TP53 mejor caracterizadas, ambas muestran una pérdida total
de su actividad transcripcional en ensayos funcionales con levaduras en sistema
reportero. En cuanto a la mutacion R249S, probablemente no produzca una proteina
muy estable (Cho et al.,, 1994). Esta mutacibn es mas comudn en carcinoma
hepatocelular y ocurre como consecuencia directa de aflatoxina B1, una toxina

hepatocarcindgena de los hongos (Martin et al., 2002).
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En la base de datos de la IARC se reportan hasta el momento 0.21% de mutaciones

de tipo germinal en TP53 y 110 mutaciones de tipo somatico.

Donehower (1992) y Jacks (1994) desarrollaron ratones knockout de TP53. Los
ratones que carecen de uno o ambos alelos de TP53 tienen predisposicién a
multiples tipos de tumores, tales como linfomas, sarcomas, cancer de cerebro y de
pulmon, antes de los seis meses de edad (Harvey et al., 1993 , Jacks et al., 1994),
mientras que el heterocigoto TP53+/- sobrevive mas tiempo que el knockout; sin
embargo, no muestran un fenotipo en particular durante el desarrollo. En contraste,
ratones knockout de TP63 y TP73 muestran defectos en el desarrollo embrionario y
no desarrollan tumores espontaneos como los ratones nulos de TP53 (Yan et al.,
1999, 2000). Aunque los ratones TP53+/- conserven un alelo silvestre, éste no es
suficiente para la supresion de crecimiento tumoral, por lo que se clasifica como una

haploinsuficiencia (Venkatachalam et al., 2001).

El tipo de tumores desarrollados en ratones con alelos nulos de TP53, semeja el tipo
de tumores en pacientes con sindrome Li-Fraumeni. Por otra parte, los tumores que
pierden TP53 son resistentes a tratamiento con radiacion gama o adriamicina en
contraste con tumores que conservan TP53 silvestre, los cuales tienen a generar
apoptosis rapidamente (Lowe et al., 1994). El tiempo de desarrollo de los tumores
decrece cuando la pérdida de uno o ambos de los alelos de TP53 se pierden y se
combina con otra alteracion genética, tal como mutaciones en K-RAS (Jonson et al.,
2001).

Por otra parte, Garcia y colaboradores (2002) desarrollaron un “super TP53” el cual
lleva una tercer copia del gen silvestre controlado por un promotor endégeno, que es
mas resistente a los tumores que los silvestre y muestran elevada actividad de TP53

es respuesta a irradiacion.
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1.5.7 Sindrome LI-FRAUMENI (SLF)

El sindrome Li-Fraumeni (SLF) (MIM #151623), es un sindrome de predisposicion
familiar a mdltiples tipos de céancer, es clinica y genéticamente heterogéneo,
caracterizado por herencia autosomica dominante y desarrollo de tumores a edad
temprana, con multiples miembros de la familia afectados (Olivier et al., 2003). Esté
caracterizado por mutaciones germinales en TP53 con alta penetrancia ya que
aproximadamente 70% de los afectados presentan mutaciones en este gen (Hwang
et al., 2003). A diferencia de otro sindromes, los cuales se caracterizan por tumores
sitio-especificos, el SLF presenta una variedad de tumores, siendo los de mayor
frecuencia sarcomas, cancer de mama, cerebro y leucemia. Recientemente, se
identificaron mutaciones germinales de novo y se sugiere que estas podrian ser
relativamente comunes y podrian ayudar a identificar a pacientes con potencial SLF

con escasos antecedentes familiares de cancer (Gonzélez, 2009).

1.5.8 Polimorfismos de TP53

Los polimorfismos son variaciones que ocurren de manera normal en la secuencia de
DNA. Se clasifican en cambios de un solo nucleétido o SNPs, deleciones,
inserciones, variacién en el nimero de repetidos o microsatélites y variacion en el

namero de copias génicas.

Un SNP se define como el cambio de un nucleétido en una posicion determinada en
mas de 1% de la poblacién. Los SNPs son marcadores genéticos ampliamente
distribuidos en el genoma (més de 12 millones) y han sido seleccionados como
primera opcibn para estudios de asociacion en diversas enfermedades

mutifactoriales debido a su abundancia.

Diversos estudios han demostrado que determinados polimorfismos genéticos se
encuentran asociados al riesgo de desarrollar ciertas enfermedades complejas o

multifactoriales, por lo cual son considerados una herramienta importante como
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prueba genética para la identificacion de genes asociados a enfermedades humanas.
En CC se ha demostrado la asociacion de ciertos haplotipos de HLA, especialmente
de alelos MHC clase Il (Zoodsma et al., 2005). Adicionalmente, se han estudiado

polimorfismos de diversos genes como se muestra en la tabla 6.

TABLA 6
POLIMORFISMOS ASOCIADOS A CC
GENES POLIMORFISMO REFERENCIA
IL-10 -592A> Zoodsma, 2005.
MMP-7 -181G>A Singh, 2008
HLA TIPO | Deshpande, 2008
GSTM1, GSTT1, GSTM3 | GSTM1 y GSTT1 null, GSTM3*AB Singh, 2008
FAS -1377G>A Kang, 2008.
FASL -844C>T Sun, 2005
IL-4R 175V Ivansson, 2007
TNFa -308G>A Kohaar, 2007.
IL-6 -174 G>C Nogueira, 2006.
IL-1B -511 C>T Kang, 2007
XRCC1 Arg399Gin Niwa, 2005
COX-2 -1186NF-kappaB Kang, 2005
MMP-1 -1607inG Lai, 2005
AKNA R1119Q Perales, 2010

La base de datos del NCBI reporté en su construccion namero 126 un total de 199
SNPs, de los cuales 23 se encuentran en la region codificante, cuatro son SNPs de
tipo sin6bnimo, es decir, que no generan cambio de aminoacido

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp ref.cgi). En la construcciéon 136 actualmente

se reportan 36 SNP en la regién codificante de un total de 402 en todo el gen. De
estos polimorfismos se tienen informacién de las frecuencias alélicas de solamente
11 SNP en la regién codificante. De los polimorfismos validados s6lo uno de ellos,
en el codén 72, ha recibido especial atencién ya que se han publicado mdultiples
reportes donde se asocia la presencia de este polimorfismo con diversas patologias

incluidas el cancer (Whibley et al., 2009).

El SNP del codon 72 (rs1042552) se localiza en el exén 4 (CGC/CCC) y genera un
cambio Arg>Pro, este SNP se localiza en una region rica en prolina (PXXP), la cual
involucra a los aminoacidos 61 al 94. Este dominio es requerido para la supresion

del crecimiento y apoptosis mediada por TP53 (Walter et al., 1996). Este motivo se
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ha demostrado que participa en sefiales de transduccion via dominios SH3. Este
dominio es indispensable para la activacion de la transcripcion y su delecién impide
a TP53 la capacidad de inhibicion del crecimiento (Walker et al., 1996). Estos
residuos forman un hélice tipo Il la cual crea un sitio de unién para dominios SH3
(Yu et al.,1994) y este dominio se encuentra conservado evolutivamente en especies

divergentes.

Al respecto, Sidique y colaboradores (2005) demostraron en sujetos heterocigotos
sanos asiaticos y caucasicos, que existe una expresion diferencial de los alelos Arg
y Pro del coddn 72. Los asiaticos expresan preferentemente Pro72, mientras que los
caucasicos expresan preferentemente Arg72. En contraste, pacientes chinas con
cancer de mama expresan preferentemente Arg72 (la cual raramente contiene
mutaciones somaticas), incluso en tejido histolégicamente normal. Estos datos
sugieren que la expresion diferencial de TP53 en sujetos heterocigotos es regulada
en razon de la etnicidad y durante el desarrollo de cancer.

Estudios epidemiolégicos han mostrado resultados contradictorios respecto a la
asociacion del polimorfismo 72 y CC. Sin embargo estudios de poblaciones como la
inda y la griega, muestran asociacion de riesgo de CC en mujeres homocigotas para
Arginina (Mitra et al 2005).

Por otra parte ensayos bioquimicos han demostrado que existen diferencias
funcionales de las proteinas con estas variantes. La proteina Pro72 tiene mayor
capacidad (dos veces mayor) como activador transcripcional y muestra altos niveles
de union a TAFII32 y TAFII70, respecto a Arg72 mientras que ambas proteinas
muestran igual capacidad de union a su secuencia consenso de DNA (Thomas et
al., 1999). Sin embargo TP53 Arg72 induce muerte celular con mayor eficiencia que

Pro72 en algunos tipos celulares (Dumont et al., 2003).

El polimorfismo del codon P47S es un polimorfismo de baja frecuencia, el cual se ha

reportado Unicamente en poblaciones de origen africano. La presencia de 47S,
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disminuye la fosforilacion de S46 vy por lo tanto de la activacion de genes pro-
apoptoticos, por lo cual puede potencialmente aumentar el riesgo de cancer (Feng et
al., 2006; Kurihara et al., 2007). En el dominio de unién a DNA se encuentra el SNP
V217M (debido a la transicion G>A) y estudios funcionales han demostrado mayor
activacion de los genes CDKN1A, BAX y NOXA con la variante M217 que con el
polimorfismo V217, por lo que se sugiere que tiene un efecto protector contra el
cancer (Whibley et al., 2009). El polimorfismo G360A se encuentra en la regién de
tetramerizacion e induce un ligero decremento en la transactivaciéon de BAX, MDM2,
y P53AIP, 14-3-3- sigma y GADD45 (Kato et al 2003).

En general la importancia de TP53 como gen supresor de tumor en el desarrollo de
cancer esta bien establecida ya que aproximadamente 50% de los tumores tienen
mutaciones en este gen. Sin embargo en CC es muy baja la frecuencia de
mutaciones en TP53, aunque es inactivado por las oncoproteinas virales E6 de los
VPH-ar. Sin embargo, la infecciébn por VPH no es suficiente para el desarrollo de
CC, por lo cual otros factores como los genéticos, especificamente polimorfismos,

pudieran asociarse al riesgo de desarrollo de CC junto con la infeccién por VPH.

2.0 ANTECEDENTES DIRECTOS
2.1 Oncoproteina E6 y TP53

La proteina E6 de los HPV-ar se une a TP53 en dos sitios distintos; uno a través de
la estructura central de p53, y otra en el extremo carboxi-terminal. La unién en la
parte central es requerida para la degradaciéon de TP53 (Li et al.,, 1996). La
interaccion de TP53 con E6 decrece la cantidad efectiva de la proteina TP53 por
estimulacion de su degradacion, la cual requiere de la participacién de la proteina
celular E6-AP, la cual es una ubicuitin-ligasa que promueve la degradacion de TP53.
Unicamente las oncoproteinas E6 de los VPH-ar pueden mediar la degradacion de
TP53 (Scheffner et al, 1990). La unién de E6 a TP53 en el dominio central requiere
de la interaccion con E6AP, mientras que la interaccion con el C-terminal no requiere

la interaccion con E6AP, por lo cual Unicamente la union en el dominio central es
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relevante para la degradaciéon de TP53. Respecto a las proteinas E6 de HPV de bajo
riesgo si existe interaccion con el C-terminal, mas no con el dominio central. Los
aminoacidos 66 al 326 del gen TP53, la cual corresponde al dominio de union a DNA,
contienen la regiébn minima requerida para su degradacion por E6 de los VPH-ar.
Adicionalmente, los aminoacidos 376 al 384 (Li et al., 1999) y los aminoacidos 364-
393 (Gu et al.,2001) de la region C-terminal de p53, interaccionan con E6. La region
364-393 es prescindible para la degradacion de p53, ya que ocurre la degradacién
de TP53 aun con la delecion de esta region (Gu et al., 2001). La unién de E6 y E6AP
no es suficiente para la degradacion de TP53, mientras que el dominio N-terminal
(aminoéacidos 1 a 112) es necesario pero no suficiente para la degradaciéon de TP53 y
el dominio 113-290 se une al complejo E6AP/E6 (Gu et al., 2001).

La proteina E6AP es una ubicuitina-ligasa E3 de 100kD, pertenece a la familia de
ubicuitin-ligasas llamadas proteinas E3 HECT, las cuales transfieren directamente la
ubiquitina a sus sustratos. La via de degradacion por ubicuitinacién involucra una
cascada de eventos enziméaticos incluyendo la activacién de la ubicuitina, su unién a
la proteina sustrato y degradacion de la enzima-sustrato. La enzima activadora de la
ubicuitina E1 cataliza la formacion de un enlace tiol-ester entre una cisteina y el C-
terminal de la glicina de la ubicuitina, lo cual requiere ATP. La ubicuitina es
transferida al sitio tiol de una o varias proteinas conjugadoras de la ubicuitina E2,
antes de transferirse al sustrato, en combinacion con la ubicuitin ligasa E3. El
conjugado ubicuitina-proteina es producido por la formaciéon de un isopéptido unido
entre el C-terminal de la glicina de la ubicuitina y grupo €-amino del un residuo de
lisina de la proteina blanco. El sustrato proteico ubicuitinado es reconocido y
degradado por el complejo 26S del proteosoma (Figura 7) (Daniels et al., 1998).
Debido a esta cascada de eventos, los niveles celulares de TP53 (cuya vida media
se estima en 20 a 40 minutos), en células infectadas con VPH-ar son dos o tres
veces mas bajos comparados a queratinocitos normales debido a su degradacion
por E6 (Butz et al., 1995).
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Figura 7. Degradacién de TP53 por E6. E1 es la enzima activadora de la ubicuitina cataliza la
formacion de un enlace tiol -ester entre la ubicuitina, posteriormente la ubicuitina es trasferida a un
sitio tiol de la enzima conjugadora de ubicuitina E2, después la ubicuitina se transfiere a la ubicuitin
ligasa E3 0 EBAP quien a su vez la transfiere a la proteina blanco, en este caso a p53, la cual una vez
ubicuitinada es reconocida por el sistema proteosoma 26S para su degradacién. (Tomado y

modificado de Daniela et al., 1998).

Sin embargo, se ha determinado que E6 puede interactuar con TP53 en ausencia de
E6GAP y a su vez, E6AP puede interactuar con p53 en ausencia de E6 y que la
degradacion de p53 ocurre en la region perinuclear de las células (Daniels et al.,
1998). Por otra parte se ha determinado que E6 de VPH16 promueve la
ubicuitinacion y auto-degradacion de E6AP, la vida media de EGAP es mas corta en
células de CC positivas para HPV que en las negativas (Kao et al., 2000). Ensayos
con RNAI para E6AP indican que existe baja expresion de E6AP y acumulacion de
TP53, asi como supresion del crecimiento en células HPV positivas (Hengstermann
et al, 2005).

Se ha determinado que E6 de VPH-br y VPH-ar puede alterar la capacidad

transcripcional de TP53 al unirse a su regiéon C-terminal, independientemente de la
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degradacion de TP53 (Li y Coffino, 1996). Esta interaccién resulta en la inhibicion de
la represion transcripcional de genes que contienen en sus promotores caja TATA,
(Lechner et al., 1992), asi como represion de la transactivacion en promotores que
contienen elementos de respuesta a TP53 (Thomas et al, 1995).

Por otra parte, diversos estudios, han sugerido que un polimorfismo de tipo SNP en
el codon 72 de TP53 afecta su degradacién por E6. Se ha propuesto que el genotipo
72 Arg/Arg representa un posible riesgo en el desarrollo de CC, ya que se ha
encontrado mas representado en casos de CC que en sujetos normales, ademas
gue estudios in vitro demuestran que es mas susceptible a la degradacién por E6 de
VPH 16 que TP53 72 Pro/Pro (Storey et al., 1998). Sin embargo, estudios clinicos en
otras poblaciones no muestran tal asociacion (Minaguchi et al.,1998). Ademas, la
frecuencia de los polimorfismos varia de acuerdo con la regién geogréfica asi como

a la etnicidad (Beckman et al., 1994).

El SNP del codén 72 de TP53 tiene efectos bioldgico distintos, por ejemplo, el SNP
72 Pro posee una capacidad transcripcional mas fuerte que el SNP 72 Arg (Thomas
et al., 1999).

Por otra parte, se han demostrado diferencias en cuanto a la actividad funcional de
las proteinas E6 de los VPH-ar. Se sabe por ejemplo que E6 de VPH 16 produce una
degradacion mas eficiente de TP53, que E6 de HPV18 (Wernes et al., 1990);
mientras que la interaccion de la proteina DLG es més estable con E6 de VPH 18
gue con E6-VPH-16 para inducir su degradacion (Gardiol et al., 1999).

Por lo que es posible que la presencia de polimorfismos de TP53 como el del codén
72, estén asociados a la susceptibilidad de CC, sin embargo no se han descrito la

frecuencia de los polimorfismos de TP53 en la poblacién mexicana.
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3.0 JUSTIFICACION

El CC es la segunda neoplasia mas comdn en mujeres mexicanas y la infeccién por
VPH es el principal factor de riesgo. A nivel mundial los VPH 16 y 18 son los de
mayor frecuencia, aunque la distribucion de los tipos virales varia de acuerdo a la
region geografica y/o étnica. En México, a pesar de ser un pais con una incidencia
de CC elevada, hasta el 2006 s6lo se habian publicado dos trabajos (Torroella et al.,
1998; Carrillo et al., 2004) donde se mostraba la deteccion de VPH en las distintas
etapas del desarrollo del CC y se conocia poco sobre los tipos virales en la
poblacion mexicana. Por esta razén en la primera etapa de este trabajo se realizé la
deteccion vy tipificacion de VPH en muestras del epitelio cervical en mujeres
provenientes de la regién central del valle de México.

Por otra parte, actualmente es aceptado que la infeccién por VPH no es suficiente
para el desarrollo de CC, por lo cual se sugiere que otros factores como los
genéticos, particularmente los polimorfismos, pudieran estar involucrados en la
susceptibilidad para el desarrollo de CC. Uno de los genes candidatos para el
estudio de polimorfismos como factor de riesgo en el desarrollo de CC es el gen
TP53, debido a que es inactivado por las oncoproteinas E6 de los VPH-ar.

TP53 es un gen supresor de tumores que participa en el control del ciclo celular y
apoptosis. Se ha demostrado que en aproximadamente 50% de los casos de cancer
en general, TP53 es inactivado por mutacion. En contraste, en CC la presencia de
mutaciones es muy baja y la inactivacion se debe a la degradacién de la proteina
por el complejo E6-E6AP-ubicuitinacion y degradacién por proteosoma. Por otra
parte, TP53 presenta 36 SNPs en la region codificante y 366 en regiones no
codificantes. Los SNPs codificantes que generan cambios en el aminoacido pueden
generar ligeros cambios conformacionales o funcionales, lo cual pudiera afectar las
interacciones con E6 de los VPH-ar y favorecer la interaccion y degradacion, como
se ha mostrado en el SNP del codon 72. En la literatura, s6lo se ha descrito al SNP

del coddn 72 como posible factor de riesgo para el desarrollo del CC con resultados
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controvertidos, debido en parte a las distintas técnicas empleadas, etnicidad, tipo de

muestras etc.

Por lo cual en el presente trabajo, realizamos una caracterizacion de los
polimorfismos del exén 4 y asi como del dominio de unién a DNA de TP53, el cual
es codificado por los exones 5 al 9 con la finalidad de determinar si alguno o algunos
de los polimorfismos detectados se encuentran con mayor frecuencia en los casos

de CC, lo cual pudiera ser un factor de riesgo genético para el desarrollo del CC.

4.0 HIPOTESIS

Identificaremos cambios en la secuencias de TP53, especificamente SNP, algunos
de los cuales se encuentren mas representados en pacientes con CC, por lo cual

podrian considerarse como factor de susceptibilidad genética en CC.

5.0 OBJETIVO GENERAL

Determinar los tipos de VPH y los polimorfismos del dominio de unién a DNA del gen
TP53 asociados a cancer cervical uterino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

eldentificar la prevalencia y tipos de VPH en muestras del epitelio cervical sin
alteraciones neoplasicas, lesiones precursoras y CC.

*Determinar los polimorfismos del exén 4 y del dominio de union al DNA, el cual
comprende a los exones 5, 6, 7, 8, y 9 de TP53, en células de sangre periférica en
mujeres sin lesién neoplasica y en pacientes con CC.

*Determinar si existen diferencias en la presencia de los polimorfismos en mujeres
sin lesiones neoplasicas y en mujeres con CC.

e Determinar si existe una asociacion entre la presencia de polimorfismos y el tipo de
VPH.
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6.0 MATERIALES Y METODOS

6.1 Muestras biologicas

Es un estudio de tipo observacional de casos y controles con las siguientes
caracteristicas:

Criterios de inclusién controles

% Mujeres con vida sexual activa (VSA),

% colposcopia negativa,

% Papanicolau negativo

% Con datos clinicos de las pacientes

% Consentimiento informado firmado

Criterios de inclusién de casos con cc

% Mujeres con diagndstico histopatol6gico de CC

®,

% Con datos clinicos

% Consentimiento informado firmado

Criterios de inclusién de lesiones precursoras

% Mujeres con vida sexual activa (VSA),

% Con diagnéstico citopatolégico de LIEBG y LIEAG
% Con datos clinicos

®,

++ Consentimiento informado

Las muestras fueron colectadas a partir del programa de Deteccion Oportuna del
Céancer (DOC), de las Clinicas de Displasias y Servicio de Ginecologia Oncolégica
del Hospital General de México y del Hospital de Oncologia de CMN S XXI. Este
protocolo fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacion con 3062.

6.2 Disefio experimental
En la primera fase se realizé la deteccion vy tipificacion de VPH. Para ello se tomaron

muestras de cepillados cérvico-vaginales, las cuales fueron asignadas al grupo

control cuando el reporte de Papanicolaou fue negativo.
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En los casos segun el diagnéstico histopatolégico las muestras se asignaron como
LIEAB, LIEAG y CC. Se tomaron los datos clinicos de cada paciente y se realizo la
extraccion den DNA para la tipificacion de VPH, como se muestra en el esquema del

disefo experimental.

En la segunda fase se realizé la deteccion de polimorfismos de TP53, para lo cual se
seleccionaron casos y controles, segun el diagnéstico histopatolégico. De cada
paciente se tomaron dos muestras biolégicas: se tomaron 5 ml de sangre periférica
para la determinacion de los polimorfismos la cual fue colectada en tubos estériles
con EDTA. Por otra parte de tomd un cepillado de células del cuello uterino, el cual
fue colocado en medio de transporte para la tipificacion del VPH. Las muestras

fueron etiquetadas y transportadas al laboratorio para su proceso.
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BLASTdel inglés Basical Local Alignment Search Tool
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DISENO PARA LA DETECCION DE POLIMORFISMOS
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6.2.1 Extracciéon de DNA

Se realizé la extraccibn de DNA de las muestras de sangre periférica y de las
muestras del cérvix por medio Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega,
USA) segun las indicaciones del proveedor. Una vez purificado e hidratado en agua
libre de DNasa, se realizé la cuantificacion mediante el espectrofotometro Nanodrop
1000. La integridad del DNA fue corroborada por medio de electroforesis en gel de
agarosa Yy visualizado por medio de la tincibn de bromuro de etidio. Todas las

muestras se almacenaron a 4°C.

6.2.2 PCR de TP53

Se realiz6 PCR para la amplificacién de los exones 4, 5, 6, 7, 8 y 9 con iniciadores
especificos segun lo reportado por Gross (2001). La secuencia de los iniciadores y
condiciones de amplificacion se muestran en la tabla 7. La reaccion para PCR
consistio en: 2 mM de MgCl, 200 nM de cada oligonucleétido, y 1.5U de enzima
Discoverase (Invitrogen USA), 100ng de DNA en un volumen final de 50 pl. Se utilizd
un termocilcador PCR Sprint Thermo Hybaid con las siguientes condiciones:
Desnaturalizacion inicial 95°C por 4 min, 30 ciclos de denaturalizacién a 95°C 45 sec,
60°C 30 sec, y 72°C 1 min, y una extension final de 4 min at 72 °C. Los productos de
PCR fueron resueltos en gel de agarosa al 1.5% y teflidos con bromuro de etidio, los
cudles fueron visualizados en un transiluminador para verificar la presencia de

productos especificos.

Adicionalmente se realizé la amplificacién del DNA de las regiones mencionadas, de
las lineas celulares MCF-7, la cual presenta una secuencia silvestre (numero de
acceso U94788) asi como de las lineas celulares SW480 y Jurkat, las cuales

presentan mutaciones en TP53 para utilizarse como control de mutacion.
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INICIADORES PARA LA AMPLIFICACION D-II;APBRLSD?UCTOS DE TP53 Y TM UTILIZADA PARA LA

EXON | SENTIDO ANTISPECNRTIDO Tm | PB | REGION

4 ACCTGGTCCTCTGACTGCTC | GCCAGGCATTGAAGTCTC 60 | 363 | 11984-

5y6 | CCGTGTTCCAGTTGCTTTAT | TTAACCCCTCCTCCCAGA 60 | 488 i;ggg-

7a9 | TGCTTGCCACAGGTCTCC AGAAAACGGCATTTTGAGTG | 62 | 883 igg;;-
14821

7 TGCTTGCCACAGGTCTCC CCGGAAATGTGATGAGAGGT | 60 | 301 iiggg-

6.3 Deteccion de polimorfismos

6.3.1 Deteccion de polimorfismos de TP53 mediante Cromatografia Liquida
Parcialmente Desnaturalizante (D-HPLC)

El tamizaje de los polimorfismos se realizO mediante la tecnologia de D-HPLC
(Equipo Transgenomic Wave™), la cual se basa en la formacion y separacion por
cromatrografia liquida y temperatura, de moléculas heterodlplex parcialmente
desnaturalizadas, formadas a partir de una cadena de DNA mutante o polimorfica y
otra normal (O’Donnovan et al., 1998). Las moléculas heteroduplex tiene en perfil de
elusidon mas rapido que las homoduplex, estas son detectadas por UV y graficadas
en un cromatograma. Una vez obtenidos los perfiles cromatograficos se realizé

secuenciacion directa de las muestras con patrones heteroduplex.

Para este procedimiento se mezclaron 20 pl del producto de PCR de cada una de
las muestras, tanto casos como controles con 20 ul de la secuencia de referencia
control (WT), que en este caso fue el producto de MCF7. Esta mezcla fue
desnaturalizada 95° C por 5 minutos se enfriaron hasta 65° C con disminucién
gradual de temperatura de 1° C/min, vy finalmente 1 minuto a 65° C. 6 ul de los
productos mezclados fueron corridos en la columna precalentada del DHPLC
(Transgenomics). Las muestras se eluyeron 0.9 ml/min con un gradiente del
amortiguador A (acetato de trietilamonio 0.1 M , TEAA,) y del amortiguador B (0.1 M
TEAA, 25% acetonitrilo). La seleccion de la temperatura para la elusién de las
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cadenas heteroduplex fue con base en los resultados obtenidos por el software

(http://insertion.stanford.edu/cgi-bin/melt.pl), asi como por estandarizacién de

productos previamente caracterizados como silvestres o WT y productos controles
con mutacion. Las muestras se resolvieron 1° C arriba y 1° C debajo de la
temperatura calculada, con el fin de asegurar la deteccion de todas las posibles
cadenas heteroduplex. En la tabla 8 se muestran las condiciones de corrida para
cada producto. Los productos con patrones polimérficos fueron purificados mediante
el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (A9281) para posteriormente

realizar la secuenciacion.

TABLA 8
CONDICIONES DE DHPLC EN CADA PRODUCTO.
PRODUCTO Tamafio Tm calculada Tm Optima % B
Exén 4 363 61.50 62.9 +1 56.3
Exon5y 6 488 60.75 60.5 +1 58.4
Ex6n7a9 883 60.50 58.3 +1 61.5

Donde B=0.1M TEAA, pH 7, 25% acetonitrilo.

6.3.2 Deteccion de polimorfismos de TP53 mediante restriccion enziméatica
Surveyor

Otro método de tamizaje utilizado fue por medio de la enzima Surveyor®
(Transgenomics) que es una nucleasa derivada del apio, la cual reconoce puntos de
“mismatch” o no apareamiento. Para ello se realiza la hibridacion de los productos de
PCR con una muestra control normal de referencia, de la misma manera que para el
DHPLC a fin de formar cadenas homoduplex y hetoduplex. Posteriormente, los
productos son digeridos con 1 pl de la enzima por 20 minutos a 42° C y 1 ul de
Surveyor Enhancer S; se detuvo la reaccion con la solucién inhibidora.
Posteriormente, los productos fueron resueltos en geles de agarosa al 3% y con en el
base al patron de restriccion se identificaron las que presentan puntos de no
apareamiento, los cuales corresponden a polimorfismos y/o mutaciones. Las
muestras seleccionadas fueron sometidas nuevamente a PCR y purificadas mediante
el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (A9281) para posteriormente

realizar la secuenciacion.
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6.3.3 Secuenciacion

Las muestras que fueron detectadas como polimérficas por los métodos de DHPLC y
Surveyor fueron purificadas mediante el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System  (A9281). Posteriormente se cuantific6 el DNA en espectrofotometro
Nanodrop 1000 y los productos fueron resueltos en geles de agarosa al 2% para
verificar la presencia de producto especifico. Posteriormente se tomaron 10-20 ng
de DNA los cuales fueron marcados para secuenciacion mediante el sistema de
reaccion por terminacién de la cadena Big Dye v3.1 (Applied Biosystem). El marcaje
se realizd en 25 ciclos a 96° C 10 segundos, 50° C 10 segundos y 65° C 4 minutos.
Se realiz6 la secuenciacion con los iniciadores sentido y antisentido. Posteriormente
se purificaron los productos mediante columnas DyeEx de Qiagen. Los productos
purificados fueron secados mediante el sistema Speed Vac, posteriormente fueron
desnaturalizados en 20 pl de formamida HiDi (Applied Biosystem) 5 minutos. Los
productos fueron secuenciados en el secuenciador de capilares ABI3100 se Applied
Biosystem. Una vez obtenidas las secuencias, éstas fueron analizadas mediante el
programa 4Peaks y el algoritmo BLAST por sus siglas en inglés Basical Local
Alignment Search Tool para determinar los cambios en la secuencia de acuerdo con

la secuencia de referencia X54156.

6.4 Deteccion de VPH

Se realizo la deteccion de VPH en las muestras provenientes de cepillados cervicales
mediante PCR con iniciadores especificos para el gen E6 de VPH tipo 16. Las
muestras negativas fueron sometidas a PCR con los iniciadores GP5+ y GP6+, los
cuales amplifican una region consenso del gen L1 de los VPH. Los productos
amplificados fueron purificados, cuantificados y marcados con el sistema Byg Dye
v3.1 como se menciond anteriormente. Se determiné el tipo de VPH por medio de
BLAST.

Las muestras negativas para ambos iniciadores fueron sometidas a PCR de un gen
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endogeno para descartar que la no amplificacién se debiera a la degradacién del
DNA, por lo cual se utilizaron iniciadores de la region regulatoria (D-Loop) de
mitocondria cuyo producto es de 160 pb.

TABLA 9
INICIADORES EMPLEADOS PARA LA DETECCION DE VPH

INICIADORES | SECUENCIA ™ PRODUCTO
E6HPV16F CAGGACCCACAGGAGCGACCC 55C | 126 pb
E6HPV16R GTCATATACCTCACGTCGCAG

GP5+ TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC 40 C | 155pb
GP6+ GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC

D-Loop F CGTACATTACTGCCAGCCACCAT 55 C | 166 pb
D-Loop R GGTGGCTTTGGAGTTGCAGTTG

Los iniciadores para la region regulatoria del DNA mitocondrial (D-Loop) fueron utilizados como control
enddgeno de amplificacién.

6.5 Analisis estadistico

Los datos tanto clinicos como los resultados de la tipificacion viral y la secuenciacion
fueron manejados en el paquete estadistico SPSS v12. Se realiz6 un analisis
descriptivo de los datos clinicos, asi como la prueba de X? para comparar las
frecuencias y significancia de las variables clinicas y de los polimorfismos

encontrados.

Se realiz6 la prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg (HW), y la prueba de maxima
expectacion para determinar las frecuencias genotipicas con fase desconocida.

Estas pruebas se llevaron a cabo en el programa Arlequin version 1.1.

Por dltimo se determind la razdon de momios (RM) y regresion logistica no
condicionada ajustando por variables potencialmente confusorias. El analisis de

sobrevida se realiz6 mediante la prueba de Kaplan-Meier.
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7.0 RESULTADOS

7.1 Deteccion y tipificacién de VPH

Se obtuvo DNA de citologias exfoliativas del cuello uterino de un total de 421
muestras, de las cuales 159 correspondieron a epitelio cervical con diagnostico de
Papanicolaou negativo a células displasicas, 95 con diagnostico de LIEBG, 59
LIEAG y 108 CC. Se realiz6 PCR con iniciadores especificos para E6 de VPH tipo
16, (ya que es el de mayor frecuencia). En las muestra que resultaron negativas
para HPV16 se realiz6 PCR con iniciadores GP5+/GP6+ (los cuales amplifican una
amplia variedad de VPH del género alfa), los productos fueron secuenciados y
alineados mediante el algoritmo BLAST para identificar los tipos virales.

El andlisis de las secuencias mostré un total de 20 tipos virales, de los cuales 11
fueron de alto riesgo: 16, 31, 35, 52, 58, 33, 18, 45, 39, 59 y 56; 4 tipos virales de
bajo riesgo: 70, 11, 6b y CP8304, tres de riesgo no determinado: 67, 73 y 69; y dos
de probable alto riesgo: 66 y 53. La prevalencia de VPH fue de 12%, 57%, 88% y
92% en controles, LIEBG, LIEAG y CC, respectivamente. Respeto al grupo de
controles se encontré una proporcion de cinco VPH de alto riesgo por uno de bajo
riesgo (5:1 VPH-ar:VPH-br). En las LIEBG, detectamos VPHar en 50% de las

muestras analizadas.

El VPH16 fue el mas frecuente en todas las muestras analizadas con un 3.8%,
25.3% 42.4% y 72.2% en controles, LIEBG, LIEAG y CC, respectivamente. Mientras
gue VPH58 fue el segundo en frecuencia en LIEBG y LIEAG con 5.6 y 18.3%
respectivamente; mientras que en CC fue VPH18 con 4.6%.

El analisis filogenético demostr6 que 75% de los tipos virales detectados
corresponden a la especie A9 (donde se encuentra VPH16), 15% a la especie A7
(VPH18) y 5% a la especie A6 (Tabla 10).
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TABLA 10
PREVALENCIA DE VPH EN LESIONES DEL CERVIX UTERINO
sp TIPO CE NORMAL LIEBG LIEAG CC TOTAL
% n) | % (n) % (n) % (n) n
16 AR | 3.8 (6) | 25.3 (24) |422 (25) | 72.22 (78) 133
31 AR |0 0) | 4.2 (4) 3.4 2) |19 (2) 8
35 AR |0 0 |11 (1) 0 (0) | 0.9 (1) 2
52 AR |13 2 |11 (1) 3.4 2 |0 (9] 5
58 AR | 0.6 (1) [ 53 (5) 186 (11) | 1.9 (2) 19
33 AR |0 O [0 (0) 1.7 (1) |0.9 (1) 2
67 ND | O © |0 (0) 1.7 1) |0 (0) 1
A9 5.6 (9) [36.8 (35) | 711 (42) | 77.7  (84) 170
18 AR | 0.6 1) | 4.2 (4) |6.7 (4) | 4.6 (5) 14
45 AR |13 (2) | 4.2 4 |17 (1) |0.9 (1) 8
59 AR |19 3) |21 2 |0 0 |19 (2) 7
70 BR | 1.3 2) |21 2 |0 o |0 0) 4
39 AR |0 O [0 0 |17 (1) |09 (1) 2
A7 5.0 (8) | 12.6 (12) | 10.16 (6) | 6.5 9 38
66 PAR | 0.6 1) |11 Q) |17 1) |0 (0) 3
53 PAR | O O [0 o |0 0 |19 (2) 2
56 AR |0 0) | 4.2 4) |34 2 |0 (0] 6
A6 0.6 (1) [5.2 (5) | 5.08 3) |19 (2) 11
Al10 11 BR |0 0 |11 1) |0 o |0 (9] 1
Al0 6b BR [0 0 [0 0 [0 0 |28 3 3
All 73 ND | 0.6 Q) |0 0 |17 1) |0 (0) 2
A5 69 ND [O O [0 0 [0 (0) |09 1) 1
A3 CP8304 | BR 0 o [11 1) [0 o |0 (0] 1
Otro 0 1) |21 2 |0 (1) | 0.9 (4) 8
POSITIVO 119 (19) | 56.8 (54) | 88.1 (52) | 91.6 (99) 224
TOTAL 100 (159) | 100 (95) | 100 (59) | 100  (108) 421

Sp: specie, CE: clasificacién epidemioldgica, AR:

alto riesgo, BR: bajo riesgo, PAR, probable alto

riesgo, ND: no determinado, LIEBG: lesién intraepitelial escamosa de bajo grado, LIEAG: lesidn

intraepitelial escamosa de alto grado, CC: cancer cervical invasor.

Posteriormente fueron clasificados los tipos virales de acuerdo a su grupo

filogenético y se determinaron los riesgos de infeccion en los distintos grupos de

muestras, con respecto al grupo control. Como se puede observar en la tabla 11 la
RM més alta fue para el grupo de VPH relacionados a VPH16 en LIEBG (RM 16 IC
6.4-42.4), y en LIEAG fue el grupo de los VPH donde se encuentra VPH58 (RM 100
IC 95% 23.3-427.8).



TABLA 11

ASOCIACION ENTRE LOS SUBGRUPOS DE VPH Y EL GRADO DE LESION
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VPH N LIEBG LIEAG cC

n n RM? n RM? n RM?

Icgs%) IC 95% Icgs%

NEGATIVO 140 41 10 7 1.0 9 1.0

VPH*

VPH 16, 31, 35 6 29 16.5 27  90.0 81  210.0
(6.4-42.4)* (28.0-288.7)* (72.1-611.3)

VPH 58, 33, 52, 3 6 6.8 15  100.0 3 155
67 (1.6-28.5)* (23.3-427.8)* (2.7-88.3)*
VPH 18, 45, 59 6 10 5.7 5 16.7 8 20.7
(1.9-16.6)* (4.0-68.1)* (5.9-72.7)*

VPH 56, 53, 66 1 5 7.0 3 60.0 2 31.1
(0.9-150.3) (5.5-652.9)* (2.5-376.4)*

OTROS VPH 3 4 - 2 - 5 -
Positivos VPH 19 54 97 52 54.7 99  81.0
(5.2-18.2)* (21.7-1137.8)* (35.2-186.6)*

! Grupo de referencia. RM? ajustada por edad. *Estadisticamente significativo.

7.1.2 Caracteristicas clinicas

Se tomaron datos clinicos de las pacientes y se analizaron para determinar cuéales
eran factores de riesgo. Como se observa en la tabla 12, en este grupo de muestras
estudiadas, la edad no es un factor de riesgo para el desarrollo de LIEBG y LIEAG,
sOlo para CC. La edad de inicio de vida sexual, el nUmero de parejas sexuales y
nimero de embarazos no fueron asociados al desarrollo de LIEBG. En contraste
estos factores se asociaron significativamente al desarrollo de LIEAG y CC.

Posteriormente se realiz6 el andlisis de polimorfismos del gen TP53. Dicho andlisis
se realiz6 en un grupo independiente de casos y controles, es decir, pacientes con
diagnéstico histopatolégico de CC y un grupo de mujeres con diagnostico de

Papanicolaou y colposcopia negativos.
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TABLA 12
FACTORES CLINICOS ASOCIADOS A LESIONES DEL CERVIX UTERINO

FR | 'C
N LIEBG LIEAG cC
ng RMa IC 9505 | N2 RMa I1C 9504 ns RMa 1C 9596
EDAD
<40 | 108 | 56 1.0 34 1.0 23 1.0

=40 51 139 10 0.6-1.8 25 09 0.4-18 83 4.1 2.0-8.3*

IVS
218 112 |63 1.0 30 1.0 47 1.0
<18 47132 14 08-26 29 3.0 1.4-65* 61 4.0 2.1-8.2*
P.SEX
<2 | 144 | 84 1.0 47 1.0 79 1.0

>2 33|11 1.3 0.5-32 12 2.7 1.0-7.5* 29 3.7 1.4-9.5*

EMB.
0-2 79 | 45 1.0 18 1.0 13 1.0
2-4 65 | 27 06 0311 21 1.0 04-24 20 1.0 0.4-2.4
25 15 | 23 22 0954 20 50 17147 |45 149 5.2-42.1*

El grupo de referencia o control son mujeres con reporte de citologia y colposcopia negativa a
lesiones. FR: factor de riesgo, IVS: edad de inicio de vida sexual, Par sex: nimero de parejas
sexuales. RMa: razon de momios ajustada por infeccion., IC: intervalo de confianza de 95% C no
ndmero de controles. * Estadisticamente significativo.

Estos datos son ampliados en el anexo 1 (Int J Gynecol Cancer 2006).

7.2 Deteccion de polimorfismos del exén 4 de TP53 y caracteristicas clinicas

Para este estudio se selecciond un grupo independiente de casos (CC) y controles
con los criterios antes descritos, de los cuales se obtuvieron muestras de sangre
periférica para la deteccion de polimorfismo y de células exfoliadas del cuello uterino
para la deteccién vy tipificacion de VPH. De las muestras colectadas, se
seleccionaron las que contaban con datos clinicos completos, los cuales se

describen a continuacion.

7.2.1 Caracteristicas clinicas

Se analizaron un total de 111 casos de CC y 126 controles (reporte de Papanicolaou

y colposcopia negativos). La edad promedio en los casos fue de 53.63 + 12 y de 43.9
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+12.8 afos en los controles. El inicio de vida sexual activa fue de 18.5+4 y de 19.0
+ 3.6 aflos en casos y controles respectivamente. El nimero de embarazos fue de 6
+ 3 en los casos y 4+ 2 en los controles. Estas variables fueron estratificadas y se
determinaron posibles diferencias entre los casos y controles, mediante la prueba de
X2,

TABLA 13
CARACTERISTICAS CLINICAS DE LAS MUESTRA ESTUDIADAS
VARIABLE CcC CONTROL RM (IC95%) p
N (%) n (%)
EDAD
<50 47 (42.3)| 78 (61.9) | 1.0 0.003*
> 50 64 (57.7) | 48 (38.1) | 2.12 (1.31-3.72)
IVSA
218 52 (46.8) | 81 (64.3) 1.0 0.007*
<18 59 (53.2) | 45 (35.7) | 2.04(1.21.3.43)
PAREJAS SEXUALES
0-1 61 (55.0) 78 (61.9) |10 0.278
=2 50 (45.0) 48 (38.1) | 1.3 (0.80-2.23)
EMBARAZOS
0-2 15 (13.5) 49 (389) |10
3-6 50 (45.0) 57 (45.2) | 2.83 (1.43-5.72)
27 46 (41.4) 20 (15.9) | 7.5 (3.44-16-40) | 0.000*
TABAQUISMO
NO 70 (66.1) 90 (73.8) | 1.0 0.203
Sl 36 (34.0) 32 (26.2) | 1.44 (0.81-2.55)
ANTICONCEPTIVOS
HORMONALES
NO 73 (69.5) 56 (72.7) |10 0.382
Sl 32  (30.5) 21 (27.3) | 1.16(0.60-2.42)
VPH
VPH 16 56 (53.3) 13 (10.6) 0.000*
VPH 18 8 (7.6) 0 0
OTROS 34 (32.4) 17 (13.8)
NEGATIVO 7 (6.7) 93 (75.6)
M.I. 6 - 3 -
ETAPA (FIGO)
IB 8 (7.2) -
A 3 (2.7
1B 58 (52.2)
1B 38 (342
IVA 3 (2.5)
VB 1 (0.9)
TIPO HISTOLOGICO
Escamoso 87 (82.0)
Adenocarcinoma 14 (13.2) -
Adenoescamoso 5 (4.7)
TRATAMIENTO
Radioterapiay BQT | 94 (89.5)
Radioterapiay CT 12 (11.4) -

MI: Muestra inadecuada. Significancia de p <0.05.
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Como se muestra en la tabla 13, las variables que mostraron ser diferentes en

ambos grupos fueron la edad, el IVSA y el nimero de embarazos (p< 0.05).

7.2.2 Polimorfismos del exén 4 de TP53

Se realiz6 la estandarizacion para el andlisis del producto del exén 4 tanto para PCR
como para DHPLC. Las condiciones Optimas para PCR fueron empleando una Tm de
60° C y concentracion de MgCl de 4 mM.

Se obtuvieron productos de PCR de 111 casos y 126 controles del exén 4 de TP53
cuyo producto es de 363 pb (figura 8) los cuales fueron resueltos en geles de
agarosa al 2% para verificar la amplificacion de un producto especifico. Dichos
productos fueron tamizados por DHPLC. Se realizaron corridas cromatogréaficas un
grado centigrado arriba y un grado centigrado por debajo de la temperatura
calculada con muestras provenientes de MCF-7 como control negativo de mutacion y
con una muestra con polimorfismo en el codon 72 que fue analizada por
secuenciacion en ambos sentidos. Basados en este andlisis se determind que la
temperatura donde se identifican mejor los picos de las cadenas heteroduplex es
62.9° C. En la figura 6 se muestran los patrones cromatograficos de la muestra
control MCF7 y de una muestra heterocigota en el codon 72 (CGC/CCC) el cual

genera un cambio no sinénimo Arg>Pro.

En la figura 5 se muestran los patrones cromatograficos de las muestras control en
A) corresponde al control WT de MCF-7 y en B) el cromatograma de la muestra
heterocigota.

Figura 8 . Productos de PCR del exon 4 de TP53. Los productos fueron resueltos en gel de agarosa

al 1% y tefiidos con bromuro de etidio. Visualizado en el fotodocumentador Eagle Eye. El producto es
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de 363 pb y se observa la amplificacion de un producto especifico. Los carriles 1 a 13 son muestras,

C- es el control negativo de la reacciéon, M marcador de peso molecular de 100 pb.

Una vez estandarizadas las condiciones para la cromatografia, se realizaron las
corridas de las muestras control y de casos de CC que habian sido amplificadas. En
la tabla 14 se muestran los resultados obtenidos, donde el 56.8% de los casos
mostraron patrones cromatograficos normales y el 43.2% (48/111) polimorficos;
mientras que en los controles de los 126 productos amplificados el 65.9% fueron WT
y el 34.1% mostraron patron heteroduplex.

Se confirm6 por secuenciacion alguna muestras con patron homoduplex, mostrando

como se esperaba una secuencia normal.

Todas las muestras (n=91) con patron heteroduplex fueron secuenciadas y
analizadas, mediante alineamiento con el algoritmo BLAST con la secuencia de
referencia GenBank X54156.

En casos y controles, detectamos dos SNPs ya reportados: rs:1800370
correspondiente al codon 36 G>A, el cual es un cambio sinbnimo Pro>Pro y el SNP
rs:1042252 correspondiente al codén 72 G>C el cual genera un cambio no sinGnimo

Arg>Pro. El SNP del codon 72 fue el de mayor frecuencia en controles.
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FIGURA 9. Patrones cromatograficos del control WT o silvestre y polimérfico del exdn 4. En A)
se presenta la muestra control MCF7 sin polimorfismos en el ex6n 4 (WT), en B) se presenta el
patron cromatografico de una muestra polimérfica en el codén 72 de TP53. La temperatura de

desnaturalizacion fue 62.9° C.

Se realiz6 una andlisis de desequilibrio de ligamiento de Hardy-Weinberg, el cual

mostro que tanto casos como controles se encontraban en equilibrio (p>0.05).

Logramos identificar tres patrones cromatograficos caracteristicos los cuales

corresponden a tres tipos de variacion en la secuencia y se muestran en la figura 10.

FIGURA 10. Patrones cromatograficos del exdén 4 de TP53. Determinados patrones
cromatogréficos corresponden a distintos polimorfismos confirmados por secuenciacion. A) un patrén
corresponde al codon 36 y 72 WT o silvestre. B) corresponde al codén 72 polimérfico y 36 WT. C)

Coddn 36 heterocigoto y codén 72 homocigoto. D) Ambos codones polimdrficos.

Se realiz6 la prueba de X para determinar si existian diferencias entre casos y
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controles. Los resultados mostraron que el polimorfismo del codén 72 es
significativamente diferente en casos y controles, (p=0.043) presentandose con
mayor frecuencia en los controles (tabla 14).

TABLA 14

POLIMORFISMOS DEL EXON 4 DE TP53 EN CONTROLES Y MUESTRAS CON CANCER
CERVICO-UTERINO.

CC (%) CONTROL (%) | p

EXON 4

POLIMORFICO | 48 (43.2) | 43 (34.1) | 0.144

WT 63 (56.8) | 83 (65.9)
CODON 72

AA 66 (59.5)| 92  (73.0) | 0.043*

AP 35 (315)| 30  (23.8)

PP 10 (9.0) 4 (3.2)
CODON 36

GG 107 (96.4) | 117  (92.9) | 0.232

GA 4 (3.6 6 (7.1)

AA 0 0

*Estadisticamente significativo

Se realiz6 un analisis de desequilibrio de ligamiento mediante el programa Arlequin,
asi como el analisis de los haplotipos mediante el programa Maxlik. Los resultados
se muestran en la tabla 15, donde se muestra que el haplotipo GC (codon 36 y 72:

Pro/Pro) con diferencias significativas entre casos y controles (p=0.011).

) TABLA 15
RAZON DE MOMIOS PARA LOS HAPLOTIPOS EN EL EXON 4 DE TP53
Haplotipo CASO | CONTROLE Xz p RM (IC95%)
S S
GG 163 205 3.826 0.050 0.633(0.401-1.000)
AG 4 9 0.802 0.371 0.495(0.126-1.789)
GC 55 38 6.434 0.011* 1.855 (1.142-3.017)

RM: razén de momios, IC: Intervalo de confianza.*Estadisticamente significativo.

Adicionalmente se detectaron otros cambios no descritos previamente. Dichos
cambios se detectaron en casos de CC, dos de los cuales presentaron una insercion
en la posicion 11,993 la cual corresponde al intron 3. Uno de los cambios se detectd
en una regién exonica correspondiente al nucleétido 12271 de tipo heterocigoto, el
cual genera un cambio de la Serll1l6 a Phell6. Los resultados de la secuenciacion

se muestran en la tabla 16.
TABLA 16
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OTROS CAMBIOS NUCLEOTIDICOS DETECTADOS EN EL EXON 4 DE TP53
EN MUESTRAS DE PACIENTES CON CANCER CERVICO-UTERINO

11993 12271 12302
muestra in3 116 in4
3042 inT -
1020 - c>T™
11248 inT -
11229 TCT>TTT™

Ser>Phe

he: Cambio heterocigoto.

7.2.3 Asociacion con polimorfismos del exén de 4 de TP53y VPH

Se detectdé VPH en 24.4% de las muestras control y en 93% de los casos. ElI VPH
tipo 16 fue el mas comun con 10.6% y 53.3% en controles y CC, respectivamente;
mientras que VPH18 fue detectado sélo en CC en 7.6%. Otros tipos virales, fueron
detectados en 13.8% de los controles y 32.4% de los casos. Se identificaron
diferencias significativas (p=0.043) en el codon 72, encontrando una presencia mayor
del genotipo Arg/Arg en casos. No se identificaron diferencias en la edad y etapa
clinica de los casos con respecto a la presencia del SNP 72. Cuando se analizé con
respecto a los tipos virales de manera individual, no se detectaron diferencias. Sin
embargo, cuando se agruparon los tipos virales de mayor frecuencia en CC VPH16 y
VPH18, encontramos una asociacion (p=0.026) de dichos casos con el genotipo
Arg/Arg, como se muestra en la tabla 17.

TABLA 17
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RELACION DEL SNP DEL CODON 72 CON CARACTERISTICAS CLINICAS

N Arg/Arg (%) Arg/Pro (%) Pro/Pro p
(%)
CONTROL 126 |92 (73.0) 30 (23.8) 4 (3.2) 0.043*
CASOS 111 |66 (59.5) 35 (31.5) |10 (9.0)
CONTROL VPH
16 13 11 (84.6) 2 (154) |o
18 0 0 0 (0) 0 0.955°
OTROS 17 14 (82.4) 3 (176) |o
NEGATIVO 93 65 (69.9) 24 (25.8) |4 (4.3)
MI 3 2 - 1 - 0 -
CONTROL VPH
16/18 13 11 (84.6) 2 (154) |o 0.109°
OTROS 157 |12 (82.4) 3 (176) |0
CASOS VPH
16 56 37 (66.1) 14 (2500 |5 (8.9)
18 8 6  (75.0) 2 (2500 |0
OTROS 34 15  (44.1) 15  (44.1) |4 (11.8) | 0.727
NEGATIVOS |7 4  (57.1) 3 (429 |o
MI 6 4 - 4 - 1 ]
CASOS VPH
VPH 16/18* 64 43 (67.2) 16 (2500 |5  (7.8) | 0.026%
OTROS 34 15  (44.1) 15  (44.1) |4  (11.8)
FIGO
IB-1IA 11 8 (72.7) 1 (9.1) 2 (182
11B-11IB 96 54 (56.3) 34 (354) |8 (8.3) |0.553°
HIA-IVB 4 4  (100) 0 0
ESTATUS
VIVA 69 41  (59.4) 22 (319 |6 (8.7) |0.987
MUERTA 42 25  (59.5) 13 (31.0) |4 (9.5)
EDAD
<50 47 28  (59.6) 16 (340) |3 (6.4) |0.675
>=50 64 38  (59.4) 19 (29.7) |7  (10.9)

'WPH18 y VPH16 vs. otros tipos virales en CC. Ml muestra inadecuada, * estadisticamente
significativo, “correccion de Yates. 3Arg/Arg v.s. Arg/Pro y Pro/Pro.

7.2.4. Andlisis de sobrevida

Se realiz6 un andlisis de sobrevida de las pacientes con CC respecto a la presencia
del polimorfismos del codon 72, ya que fue el polimorfismo de mayor frecuencia y por
otra parte reportes en la literatura sefialan que este polimorfismos puede estar
asociado con la respuesta a terapia y por lo tanto a la sobrevida (Gomes et al., 2009;
Kim et al., 2009; Tominaga et al., 2010).

El andlisis de Kaplan-Meier mostr6 una tendencia de mejor sobrevida de las
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pacientes con CC heterocigotas en el codon 72 que en las homocigotas, aunque no
fue estadisticamente significativo p=0.95 (figura 11). La media de sobrevida de
pacientes con genotipo Arg/Arg fue de 24.13 meses, mientras que en pacientes con

genotipo Arg/Pro fue de 26.05 meses.

Figura 11. Andlisis de sobrevida respecto al coddn 72 de TP53. Se muestra que las pacientes con
CC homaocigotos para Arg (AA) tienen menor sobrevida que las heterocigotos (AP) y homocigotas para
Pro (PP).

Datos publicados, anexo 2 (Medical Oncology 2010).

7.3 Analisis cromatografico y de secuenciacion de los exones 5y 6 de TP53

Se obtuvieron los productos de 488 pb por PCR de los exones 5y 6 de TP53, los

cuales fueron resueltos en geles de agarosa al 1% como se muestra en la figura 12.

Figura 12. Productos de los exones 5y 6 de TP53. Los productos fueron resueltos resueltos en

geles de agarosa al 1.0% en los carriles del 1 al 17 se cargaron muestras, M marcador de 100 pb.

La temperatura calculada por el programa DHPLC Melt
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(http://insertion.stanford.edu/melt.html) fue de 62° C, por lo cual se realizaron corridas

a las temperaturas 61° C, 62° C y 63° C con productos de PCR de las lineas
celulares MCF-7 (Control negativo) y Jurkat como control positivo de mutacion. Sin
embargo, se probaron otras temperaturas, dando mejor resultado a 60.0° C y 60.5°
C. En la figura 13 se muestran los patrones cromatograficos de las muestras en

presencia o ausencia de mutacion.

FIGURA 13. Patrones cromatogréaficos del producto de los exones 5y 6 de TP53. En A) se
presenta el patron homocigoto de la muestra control o0 WT a dos temperaturas 60° C en verde claro y
60.5° C en verde obscuro. En B) Patron cromatografico de la linea celular Jurkat la cual fue mezclada
con producto de la linea celular MCF7 como control WT, en morado a 60.0° C y en rosa a 60.5° C.

En la figura 14 se muestran los patrones cromatograficos heterodiplex de muestras
analizadas una vez estandarizadas las condiciones de DHPLC.
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FIGURA 14. Diferentes patrones cromatograficos obtenidos de muestras del exé6n 5y 6. Las
muestras fueron corridas a 60.0° C y 60.5° C. A) Muestra con mutacion en la posicién 13251 con su
respectivo electroferograma. B) Muestra con patron heterodiplex y respectivo electroferograma donde

se muestra un cambio de tipo heterocigoto en el intrén 4 en la posicién 13039.

El andlisis de DHPLC mostré un patron homoduplex -el cual corresponde a
secuencias silvestres- en 95% de los controles y en 90% de los casos. El analisis de
secuenciacion mostrd6 cambios heterocigotos en la secuencia del intron 4, en la
posicion 13,039 C>T de la cudl no se tiene informacion previa. Otras mutaciones se
encontraron en el intron 5 en la posicién 13,251 G>A, aunque tedricamente no afecta

a la proteina ya que se encuentra fuera de los sitios de splicing. (figura 15 A).

Se identificé en el codon 213 (exdén 6) un cambio sinbnimo Arg>Arg ya reportado
rs1800372 en el cual no se encontraron diferencias significativas entre los casos y
controles con p=0.34. (figura 15 B)
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FIGURA 15. Electroferogramas que muestran los cambio en el producto de los exones 5-6. En
A) muestra 11,346 mutacion en el intrén 5 posicién 13,251 G>A. En B) muestra de CC 11234 con
polimorfismo en la posiciéon 13,339 que corresponde al codon 213, exén 6 CGA>CGG polimorfismo
sinénimo (rs:1800372).

7.4 Anédlisis cromatogréafico y de secuenciacion de los exones 7 a9 de TP53

Respecto a los exones 7 a 9 se obtuvieron productos de PCR de 889 pb (Figura 16).
Los productos fueron tamizados por DHPLC y/o mediante enzima Surveyor™ . La
temperatura 6ptima para DHPLC fue de 58.3° C y 58.9° C.

Figura 16. PCR de los exones 7 a 9. Los productos fueron resueltos en gel de agarosa al 1%, C-
control negativo de la reaccion, muestras problema en los carriles 1 a 20 , M marcador de 100 pb. El

producto es de 889 pb.
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Figura 17. Estandarizacion del tamizaje por restriccion enzimaticay DHPLC de los exones 7a 9
de TP53. A) Los productos de PCR de los exones 7 a 9 fueron incubados en enzima Surveyor™ por
20 minutos a 40°C y resueltos en gen de agarosa, como controles de mutacion se utilizd DNA de la
linea celular SW480 y DNA de un paciente con diagnéstico de Li-Fraumeni. B) Patrén cromatografico
obtenido con la linea celular SW480 y MCF-7 a dos temperaturas. C) Patron cromatrogréafico de la

linea celular MCF-7 como control silvestre.

Se realiz0 la estandarizacion de la deteccion de cambios en la secuencia de la regién
comprendida entre los exones 7 a 9 mediante restriccidbn enzimatica con la enzima
Surveyor™, la cual corta en sitios de “mismatch” o no alineamiento, obtenidos de la
mezcla de una muestra silvestre, en este caso de la linea celular MCF-7 y de un
control de mutacion, para lo cual utilizamos DNA de la linea celular SW480 y de un
paciente con sindrome de Li-Fraumeni, cuyo resultado se muestra en la figura 17A.
Se establecieron las condiciones adecuadas de tamizaje mediante DHPLC, cuyo

resultado se muestra en la figura 17B y 17C.

En la figura 18 se muestra el patron de restriccion de muestras analizadas mediante
Surveyor'™, las cuales posteriormente fueron secuenciadas para identificar los

cambios en la secuencia.
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Figura 18. Deteccion de cambios en la secuencia mediante Surveyor'". C- es una muestra
silvestre 0 WT la cual se incubd con la enzima Surveyor, las muestras se cargaron en los carriles 1 al
17. M, marcador de 100 pb. Las flechas indican los fragmentos obtenidos, estas muestras fueron

amplificadas y secuenciadas.

Figura 19. Patrén cromatogréafico y secuenciacién de los productos de los exones 7 a 9 de
TP53. A) cromatograma de una muestra control silvestre en rojo (flecha negra) y de una muestra con
patron heteroduplex en azul (flecha roja). B) Electroferograma de una muestra silvestre donde se
sefalan los SNPs de mayor frecuencia. C) Cromatograma de muestras silvestres sobrelapadas y una
muestra heteroduplex (flecha roja). D) Electroferograma donde se muestran los SNP heterocigotos en
las posiciones 14181 y 14201 en el intron 7. E) Cromatograma donde se muestran tres patrones uno
WT (flecha negra) y dos polimorficos (flechas rojas). F) Electroferograma donde se sefialan los SNPs

homocigotos de las posiciones 14,181 y 14,201
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7.5 Polimorfismos identificados en TP53

Una vez realizados los andlisis cromatograficos y de secuenciacion, se revisaron las

bases de datos, especificamente en las bases http:/p53.bii.a-star.edu.sa/ y

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/ . De los 8 SNP reportados en las bases de datos en

la secuencia codificante de las regiones analizadas, encontramos 3 SNPs en los
codones 36, 72 y 213. En las tabla 18 se muestran los cambios de secuencias
reportados y validados como SNPs en la secuencia codificante, asi como las
frecuencias genotipicas encontradas en las muestras control y el valor de p obtenido
por las diferencias en las frecuencias entre casos y controles. Como se puede
observar, solo en el SNP del codon 72 se encontraron frecuencias en casos y

controles estadisticamente significativas, como ya se mencioné anteriormente.

TABLA 18
SNPs REPORTADOS Y VALIDADOS EN SECUENCIAS CODIFICANTES.
SNP E rs GENOTIPO | AA GENOTIPO | AB GENOTIPO | AB p
AA (WT) % AB % BB %
CODON No. No. No.
34 4 | rs11575998 | CC 100 | CA 0 AA 0 -
CCC
36 4 | rs1800370 | GG 92.8 | GA 7.1 AA 0 -
CCG
47 4 | rs1800371 | CC 100 | CT 0 TT 0 -
CCG
72 4 | rs1042522 GG 72 GC 238 | CC 3.1 0.043**
CGC
110% 4 | rs11540654 | GG 100 | GT 0 TT 0 -
CGT GC CcC
213 6 | rs1800372 | AA 100 | AG 0 GG 0 -
CGA
217* 6 | rs35163653 | GG 100 | AG 0 AA 0 -
GTG
290* 8 | rs55819519 | GG 100 | AG 0 AA 0 -
CGC
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La informacion fue tomada de la base de datos http:/p53.bii.a-star.edu.sg y de SNP de NCBI.

*Reportados s6lo en NCBI construccion 131. Los datos mostrados corresponden a los resultados en

los controles, el valor de p respecto a los casos. **Estadisticamente significativo.

En la tabla 19 se muestran los cambios en la secuencia codificante que no
corresponden a SNP, sino a mutaciones, todas ellas de tipo heterocigoto. Estas
mutaciones solo fueron identificadas en los casos de CC.

TABLA 19
CAMBIOS EN SECUENCIAS CODIFICANTES NO REPORTADOS PREVIAMENTE
Nucleotido CODON | E| WT | AA CAMBIO AA CASOS/CONTROL p

12271 116 4 | TCT | Ser TTT™ Phe 1/0 -
1/111-0/126

13323 188 6| CTG | Leu CGG™ Arg 2/0 .001*
2/93-0/115

14090 255 71 ATC lle GTC Val 1/85-0/108 -

En la tabla 20 se muestran los SNPs reportados en la secuencia no codificante, de
las regiones analizadas donde detectamos 9 cambios.

TABLA 20
SNPs REPORTADOS Y VALIDADOS EN SECUENCIAS NO CODIFICANTES
SNP ID Posicion [ | | GENOTIPO [ AA % [ GENOTIPO | AB % | GENOTIPO | BB %
AA (WT) No. |AB No. |BB No.
rs17883323 | 11992 |3 cC 100 CA 0 AA 0
rs75343564 | 13251 |5 GG 100 GA 0 AA 0
rs1642786 | 14168 |7 GG 0 GT 0 TT 100
rs12947788 | 14181 |7 cC 79.9 CT 18.34 T 2.7
rs12951053 | 14201 |7 T 79.8 TG 17.43 GG 2.7
rs79191618 | 14234 |7 T 0 TC 0 cC 100
rs1642787 | 14235 |7 T 0 TC 0 cC 100
rs1794288 | 14271 |7 cC 0 CT 0 TT 100
rs11653656 | 14294 |7 cC 100 cT 0 TT 0

rs: datos tomados de la bases de datos del NCBI construccion 131. | intrén.
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Por otra parte, identificamos 12 cambios en la secuencia no codificante, no
reportados previamente en las bases de datos del NCBI. Dichos cambios se
muestran a continuacion (tabla 21).

TABLA 21
CAMBIOS EN REGIONES INTRONICAS NO REPORTADAS PREVIAMENTE.

NUCEOTIDO INTRON GENOTIPO CAMBIO CASO/
SILVESTRE CONTROL
11993 3 TT inT 2/0
13019 4 CcC delC 11
13023 4 CcC CA 11
13039 4 CcC CT 0/1
14130 7 CcC CA 0/1
14157 7 CcC CA 1/0
14203 7 CcC CA 1/0
14256 7 CcC CTCCCA 1/0
14258 7 TT TC 1/-0
14267 7 GG GA 2/0
14282 7 GG GA 4/0
14642 7 CcC CT 1/0

En las siguientes figuras se muestran los SNP previamente validados con sus
respectivas frecuencias genotipicas reportadas a nivel mundial, las frecuencias
encontradas en la poblacion control de nuestro estudio fueron agregadas para fines

de comparacion.



Figura 20. Frecuencias genotipicas del SNP del coddn 36, exén 4 rs: 1800370.
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Figura 21.Frecuencias genotipicas del SNP del codén 72 exén 4 rs:1042522.

Figura 22. Frecuencias genotipicas del SNP del cod6n 213, rs:1800372.

Figura 23. SNP del intron 5 rs:7534564.



Figura 24. Frecuencias genotipicas del SNP del intrén 7 en la posicion 14181 rs:12947788.
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Figura 25. SNP del intr6n 7 en la posicién 14201 rs:12951053.
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8. DISCUSION

8.1 Factores clinicos

Diversos estudios han establecido que la edad, el inicio de vida sexual antes de los
18 afios, el nimero de parejas sexuales y el nimero de embarazos son factores de

riesgo para el desarrollo de CC (Castellsague, 2002).

En el primer grupo de pacientes analizadas (VPH), encontramos que todos estos
factores son asociados al desarrollo de CC (p>0.05). En dicho grupo se estratifico la
edad con base en la distribucién de las edades de las pacientes, en menores de 40
afos y 40 afios y mas. Se encontré que las mujeres con mas de 40 afios tiene un

riesgo cuatro veces mayor de desarrollar CC, que las mujeres menores de 40 .

En el segundo grupo de estudio (polimorfismos) se estratifico la edad en menores de
50 afios y 50 afios y mas. En este grupo el riesgo fue menor (polimorfismos) respecto
al primer grupo (VPH) (RM=2.12 IC95% 1.31-3.72). Estas diferencias pueden ser
debido principalmente a los intervalos de edad de ambos grupos, ya que el primer
grupo la media de edad fue de 36 afios y en el segundo grupo de 43 afos. Esta
diferencia se debe a la seleccion de controles del segundo grupo de estudio, ya que
el objetivo era comparar diferencias en polimorfismo de CC y controles; por lo tanto
era necesario que las caracteristicas clinicas fueran lo mas homogéneas posibles.
Sin embargo, en ambos grupos (VPH y Polimorfismos) la edad es un factor de
riesgo, como en cualquier tipo de enfermedad crénico degenerativa como lo es el

cancer.

Estudios de la OMS (2010) muestras dos picos de edad donde se presenta con
mayor frecuencia el CC, uno entre los 45 y 54 afios y otro en mujeres de 65 afios y
mas (figura 25). En este caso las tasas de incidencia son mucho mayores a las

estimadas a nivel mundial.
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Figura 25. Tasas de incidencia de CC por grupos de edad, en México comparado con América
Central y el Mundo. (Datos tomados de HPV information Center. Human papillomavirus and related
cancer, WHO, ICO).

El incio de vida sexual antes de los 18 afios también es un factor de riesgo
significativo en el desarrollo de CC, en ambos grupos de estudio. Este factor esta
relacionado con la posibilidad de una mayor exposicion a la infeccion por VPH y en
combinacién con un elevado nimero de parejas sexuales sin proteccion, puede
contribuir al desarrollo de CC, incluso a edad mas tempranas (Edelstein et al., 2009).
Adicionalmente se ha sugerido que la exposicion a HPV en el cuello cervical uterino
de adolescentes es mas susceptible a la infeccion persistente por HPV, comparado
con el de adultos, (Kahn et al., 2002).

Respecto al niumero de parejas sexuales, en la primera serie encontramos que tener
mas de dos parejas sexuales es un factor de riesgo en el desarrollo de CC, mientras
gue en la segunda serie el riesgo no fue significativo. Como se ha mencionado la
conducta sexual es un factor que influye en el riesgo de infeccion por VPH, y por lo
tanto con el riesgo de desarrollar lesiones precursoras y CC. Sin embargo, en la
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poblacion mexicana analizada no representa un factor de riesgo, debido
posiblemente a que si bien el nimero de parejas sexuales de las mujeres es bajo, no
se tienen datos respecto al nimero de parejas sexuales de sus respectivas parejas.
Es conocido que las realciones sexuales con mas mudltiples parejas, sin uso de
preservativo es frecuente en la poblacion masculina mexicana lo cual es un reflejo de
la conducta machista que prevalece aln en muestro pais. Si bien el uso de condo6n
no protege al 100% de la infecciébn por VPH, si disminuye el riesgo de infeccion
(Winer et al., 2006). Dicha conducta puede ser un factor importante en la transmision
de VPH y por lo tanto del desarrollo de lesiones asociadas a la infeccion por VPH de

alto riesgo, lo cual estd documentado en poblacién latina (Fernandez et al., 2009).

Por otra parte, la OMS report6 en 2010 que aun no se tienen datos sobre la
incidencia de VPH en otros tipos de cancer asociados a la infeccion por VPH,
especificamente en la region anogenital (ano, vulva, vagina y pene) (www. who. int/
hpvcentre). Se ha estimado que aproximadamente el 4% de todos los tipos de cancer
son atribuidos a la infeccién por VPH (Parkin et al., 2006).

Respecto al nimero de embarazos, las mujeres que han tenido cinco 6 mas hijos
tienen un riesgo dos veces mayor de desarrollar LIEBG y 15 veces mas riesgo de
desarrollar CC. Si bien diversos estudios epidemiol6gicos han demostrado esta
relacién, llama la atencién que mientras estos riesgo (2 y 15) se tienen en mujeres
con cinco hijos o mas, reportes de la IARC mostraron que mujeres con siete hijos o
mas tiene un riesgo de tres veces. (RM=3, IC 95% 2.66-5.48). El factor de riesgo tan
alto que representa el numero de embarazos en nuestra poblacién, puede reflejar
otros factores que se conjuntan, tales como pobreza y falta de acceso a servicios de

salud, entre otros.

En general podemos decir que el factor clinico mas importante después de la
infeccion por VPH de alto riesgo es el nimero de embarazos. Aunque, el nimero de
parejas sexuales no se encontré relacionado, es muy posible que la alta incidencia

en infeccion por VPH y de CC en la poblacién mexicana sea debido en gran parte a
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factores relacionados con la conducta sexual, tales como multiples parejas sexuales
sin sin uso de conddn, lo cual incrementa el riesgo de transmision de infecciones por
VPH, aunado al elevado numero de embarazos y falta de acceso a servicios de
salud.

8.2 Deteccion vy tipificacién de VPH

México tiene una de las tasas de mayor incidencia de CC (Parkin et al., 2005, 2008;
INEGI, 2007). Se ha demostrado que la infeccién por VPH de alto riesgo es el factor
etioldgico mas importante en el desarrollo de CC, el cual es precedido por lesiones

precursoras (www.who.int/hpvcentre).

En los controles encontramos una incidencia de VPH similar a reportes mundiales
(12%-22%) (figura 26). Las diferencias de frecuencia de VPH en los dos grupos de
controles, puede deberse a las diferencia de edad en ambos grupos. Lazcano y cols.
previamente reportaron en 2001, una incidencia de VPH de 12% en mujeres control
menores de 34 afos y de 20% en mujeres mayores de 55 afos sin alteraciones

neoplasicas.

Se ha estimado que entre 50% a 80% de las mujeres con vida sexual han sido
infectadas con VPH (Koutsky et al., 1997). Aproximadamente 90% de las mujeres
infectadas con VPH eliminan espontaneamente la infeccion en un periodo de 6
meses a 1 afo (Schiffman et al., 2010). Por lo cual como se ha mencionado, la
infecciébn por VPH por si sola no es suficiente para el desarrollo de lesiones
precursoras y de CC. Factores virales como el tipo, variante, carga viral; asi como
carteristicas relacionadas a la conducta sexual y la susceptibilidad genética pueden

favorecer el desarrollo de lesiones precursoras y de CC.

Se ha reportado que soélo el 10%-20% de las mujeres con infeccién de VPH pueden
persistir y desarrollar una lesion precursora y que entre entre el 30% y 40% de las
LIEAG progresan CC (McCredie et al., 2008). Las mujeres que presentan VPH de
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alto riesgo y persistencia viral son las que desarrollan lesiones precursoras y CC
(Liaw et al., 2001). Por lo cual seria de gran importancia identificar tempranamente
la persistencia de VPH de alto riesgo, para prevenir el desarrollo de lesiones

precursoras y CC.
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Figura 26. Prevalencia de VPH en mujeres con citologia normal en México comparada con América

central y el Mundo. (Datos tomados de HPV information Center. Human papillomavirus and related

cancer, WHO, IC).

Un hallazgo importante en nuestro estudio es que la infeccién por VPH de alto, riesgo
en mujeres sin alteraciones neoplasicas es tres veces mayor que lo reportado en
otros paises. Mientras que en América Central y el mundo la prevalencia de VPH 16
y 18 es de 4%, en nuestro estudio detectamos hasta 10% de mujeres con reporte de
Papanicolaou negativo con infeccién por VPH 16. Encontramos que una de cada 10
mujeres de edad promedio de 36 afios con diagndstico de Papanicolaou negativo
pueden tener infeccion por VPH de alto riesgo, mientras que en mujeres con una
edad promedio de 43 afios es posible encontrar dos de cada 10 mujeres con VPH de
alto riesgo. Por ello, realizar la deteccion de VPH para determinar la persistencia viral
seria de gran imortancia en este grupo de pacientes.

Si bien la infeccion por VPH de alto riesgo no es suficiente para el desarrollo de CC,
es establecido que es el factor etiol6gico mas importante y que la presencia de otros
factores de riesgo como el nimero de embarazos seria de gran utilidad para

identificar mujeres con riesgo de desarrollar lesiones precursoras. Se ha reportado
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gue la sensibilidad y especificidad de la prueba de Papanicolaou es baja en nuestro
pais Alonso et al., 1996; Andrade et al., 2001) por lo cual la incorporacion de la
deteccion molecular de VPH de alto riesgo a la par de la toma de Papanicolaou,
(como se realiza en otros paises) seria de gran utilidad para mejorar los sistemas de

tamizaje y disminuir los indices de CC (Lorincz et al., 2003; Cuzick et al., 2008).

En la primera serie de muestras encontramos VPH de alto riesgo en 50% de las
LIEBG. Estos datos pueden asociarse a la progresion de las LIEBG en donde se ha
reportado que aproximadamente un 50 % de lesiones progresan a LIEAG. Estos
datos coinciden con lo reportado a nivel mundial, respecto a la frecuencia de VPH16.
Sin embargo, contrastan con lo reportado por Gonzalez y col. (2004) donde detectan
HPV58 como el de mayor frecuencia en un estudio realizado en Yucatan. Aunque en
nuestro estudio detectamos VPH 58 en LIEAG como el segundo en frecuencia. En
regiones de Asia también se ha detectado una alta frecuencia de VPH58 (Hwang,
1999; Huang et al., 1997; Chan et al., 1999; Li et al., 2010).

Adicionalmente se ha reportado que pacientes con CC y VPH 58 tienen buen
prondstico, respecto a pacientes con CC y otros tipos virales (Lai et al., 1999; Shah
et al., 2009). Aunque se desconoce la razén por la cual este tipo viral se presenta
con alta frecuencia en regiones de Asia, se ha sugerido que los VP han co-
evolucionado con su hospedero, por lo cual es probable que debido a presion
selectiva, VPH58 se haya distribuido en esta poblacion. Mientras que la presencia de
VPH58 en México particularmente en zonas de Yucatan, puede deberse tanto al
origen ancestral de la poblacion amerindia (Gémez et al., 2003), como al reciente
flujo de inmigrantes asiaticos a esta zona de México (Nubick et al., 1998).

A nivel mundial se ha reportado que VPH 18 es el segundo en frecuencia en CC con
un 15%-20% de los casos; sin embargo nuestros estudios y otros realizados en
México han reportado menos de 10% de VPH 18 en CC, lo cual pone de manifesto
gue aparentemente VPH 18 no es tan frecuente como en otras regiones de mundo.

En este sentido, otros trabajos en México publicados por Montoya y cols. (2001)
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apoyan nuestros resultados. Aunque una hipétesis alternativa seria que debido a que
VPH 18 se ha asociado a peor prondstico en CC, sea baja la deteccién de este tipo
viral, debido a mayores decesos de las pacientes respecto a las que portan otros
tipos virales. Sin embargo, en LIEBG y LIEAG, VPH 18 tampoco se detect6 con la
frecuencia reportada a nivel mundial. Lo cual sugiere que en México VPH 18 no es

tan frecuente como en otras regiones de mundo.

A la fecha en México se han obtenido varios reportes acerca de la prevalencia y
tipificacién de VPH. Las diferencias en cuanto a la prevalencia y tipos virales puede
deberse a la seleccion de las muestras, tipo de muestras y especificamente al
método empleado para la deteccién. A pesar de estas diferencias se coincide en que
VPH 16 es el de mayor frecuencias y que un alto porcentaje de los VPH detectados
en muestras control son VPH de alto riesgo, aun con un diagnostico negativo de
Papanicolaou, por lo cual siendo México un pais con alta incidencia de CC, es
necesario incluir la deteccion molecular de VPH como prueba de tamizaje (Meijer et
al., 2001), mas especificamente, en pacientes con alto riesgo tales como mujeres

con alto numero de embarazos o elevado nimero de parejas sexuales.

A pesar de que México es uno de los paises con mayor incidencia de CC,
actualmente hay pocos estudios epidemioldgicos respecto al VPH y otros tipos de
cancer asociados a la infeccibn (OMS, 2010). Con el desarrollo de pruebas
moleculares para la deteccién de VPH mas sensibles y accesibles, se espera que se
desarrollen mas estudios para identificar la distribucién de los VPH en el pais, ya que
se ha demostrado una distribucion diferente por regién geografica.

Se espera que con la introduccién de la vacuna contra VPH tipos 16 y 18,
disminuyan los casos de CC; sin embargo, queda desprotegida aproximadamente un
35%-40% de la poblacién en riesgo, ya que los datos hasta ahora disponibles en
México muestran que la infeccion por VPH16 y VPH18 es de aproximadamente 65%.
Un problema relacionado con la vacuna es el desapego a la prueba de Papanicolaou,

por la falsa expectativa de estar protegidas contra el CC, lo cual es un error. Por otra
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parte, no se esta considerando la vacunacion contra otros tipos virales cuya
frecuencia es relativamente mas alta que en otras regiones del mundo, tal es el caso
de VPH31 y VPH58. Actualmente no se cuenta con una vacuna que proteja al 100%
de la infeccion por VPH de alto riesgo, por lo cual la deteccién molecular de VPH de
alto potencial oncogénico puede contribuir enormemente a identificar mujeres con
riesgo de desarrollar lesiones preneoplasicas y CC, ya que puede determinarse la
persistencia viral como signo de probable desarrollo de lesiones (Cuschieri et al.,
2005). Debido a la alta frecuencia de VPH58 en regiones de Asia y América Latina,
actualmente se estd desarrollando una vacuna trivalente la cual incluye proteccion

contra VPH58, sin embargo, aun esta en fase experimental (Zhang, 2010).

8.3 Polimorfismos del exén 4 de TP53

La infeccion por VPH no es suficiente para el desarrollo de CC, por lo cual otros
factores como los genéticos pueden contribuir al desarrollo del mismo. Los
polimorfismos genéticos son variaciones en la secuencia de DNA y pueden contribuir

a la susceptibilidad para el desarrollo de diversas enfermedades de tipo multifactorial.

En CC se han desarrollado diversos trabajos con el objetivo de identificar
polimorfismos como factores de riesgo para el desarrollo de CC, adicional a la
infecciébn por VPH. Estos trabajos se han enfocado principalmente a identificar
polimorfismos de genes que participan en la respuesta inmune. Sin embargo, la
distribucion de los polimorfismos a nivel poblacional es diferente y pueden
representar un factor de riesgo en una poblacién, pero no en otra, debido a la

interaccion con el ambiente.

El desarrollo del Hap Map ha contribuido al conocimiento sobre las variaciones
genéticas de diversas poblaciones. Especialmente las bases de datos muestran el
analisis de SNPs en muestras representativas de una poblaciéon. Sin embargo, es
escasa la informacion acerca de los polimorfismos de TP53 en la poblacion

Mexicana.
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Hasta el momento s6lo se ha publicado un reporte sobre el SNP72 en CC en
poblacion mexicana; sin embargo este estudio no estuvo en equilibrio de Hardy-
Weinberg (Suéarez et al., 2002).

Storey y cols. (1998), reportaron que pacientes con genotipo Arg/Arg en el codon 72
de TP53, tienen mayor riesgo para el desarrollo de CC, al encontrarlo con mayor
frecuencia en casos que en controles. Posteriormente, un gran nimero de estudios a
nivel mundial, trataron de reproducir sus hallazgos con datos incosistentes. Al
respecto, cuatro meta-analisis (Koushik et al., 2004; Jee et al., 2004; Souza et al.,
2007 y Kloug et al.,, 2009) sugieren que los datos contradictorios en las diversas
publicaciones, pueden deberse a diversos factores tales como: seleccién inadecuada
de muestras (fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg), diversidad en el tipo de
muestras (frescas, parafina, raspado cervical, biopsia), sensibilidad de la técnica

empleada (PCR, restriccion enzimética) y etnicidad.

Por su parte Makni y cols. (2000) demostraron que existe una gran variedad inter-
laboratorio cuando se analiza dicho polimorfismo y al excluir los casos discordates se
obtenia un riesgo con el alelo Arg, aunque este estudio Unicamente se evalué en una

poblacion de Canada.

En nuestro trabajo realizamos la deteccion de los polimorfismos de la region
comprendida entre los nucle6tidos 11984-12346 del gen TP53 donde se encuentra el
exon 4, mediante un tamizaje por D-HPLC y secuenciacion. Los resultados obtenidos
mostraron tanto polimorfismos del codén 72 como del 36, ambos ya reportados. En la
poblacion control, el codén 72 homocigoto para Arg es el de mayor frecuencia, otro
reporte en poblacion mexicana apoya dicho hallazgo como el de Bendesky vy cols.
(2007).

Tanto el analisis cromatografico como el de secuencia mostré un patron
caracteristico para cada tipo de haplotipos en el exén 4 de TP53, como se mostré en

la figura 10. Debido al uso de técnicas altamente sensibles como DHPLC vy
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secuenciacion fue posible identificar cambios en la secuencia nucletidica, tanto los
SNP ya reportados de los codones 36 y 72, como otros cambios de secuencia no
reportados hasta el momento.

El codon 72 fue el de mayor frecuencia, tanto en controles como en CC, sin
embargo, con diferencias significativas (p<0.05), encontrando menor frecuencia en
los casos de CC. Por lo cual en primera instancia se sugiere un riesgo en pacientes
72 Arg/Pro, lo cual estaria en sentido opuesto de lo sugerido por Storey y cols
(1998). Sin embargo, el andlisis posterior en los casos, mostré una asociacion de
VPH16 y VPH18 (los cuales son los de mayor riesgo por encontrarse en 70% de los
casos de CC) con el genotipo Arg/Arg. Estos datos son apoyados por estudios
realizados en tres poblaciones de India, Brasil y China (Saranath et al., 2002; Brena
et al., 2004; Min et al., 2006). En este sentido, los tipos virales, tales como 31, 33,
35, 52 y 58 se han asociado a prondsticos menos severos que con VPH 16 y VPH18
en CC (Schwartz et al., 2001; Huang et al., 2004; Sha et al., 2009).

Adicionalmente, el andlisis de Kaplan-Meier mostré una menor sobrevida en las
pacientes homocigotas para Arg, aunque no fue estadisticamente significativa.
Estudios de Brenna (2004) mostraron que si hay mejor sobrevida de pacientes
heterocigos en el codén 72, lo cual fue estadisticamente significativo. Al respecto en
otros estudios en tumores de mama se ha observado menor sobrevida en pacientes
homocigotas para Arg (Vannini et al., 2008) y que dicho polimorfismo puede modular
la respuesta a quimioterapia in vivo e in vitro (Sullivan et al., 2004), por modulacion
de la apoptosis (Bergamaschi et al., 2006).

Es un hecho que el principal factor asociado al pronéstico en CC es la etapa clinica,
por lo que es posible que en nuestro estudio no se haya encontrado una asociacion
significativa debido a que el grupo de pacientes tenia diferentes etapas clinicas. Con
estos resultados se sugiere que tanto, el genotipo 72 Arg/Arg y la infeccion por HPV
16 y/o 18 estén asociados a un mal pronéstico. Sin embargo, es necesario probar
esta hipotesis. Aproximadamente 50% de las pacientes en etapas clinicas Il a Il
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tiene buena respuesta a terapia, (radio, braquiterapia), y no se conocen marcadores
genéticos o moleculares que se asocien a tal respuesta y por lo tanto sean
predictivos. Por lo cual un candidato a explorar es la presencia tanto del SNP 72, asi
como el tipo viral. Para determinar si efectivamente el polimorfismo del codon 72 se
asocia a la sobrevida en pacientes con CC, es necesario realizar una analisis con
pacientes estratificadas por etapas clinicas, ya que la etapa clinica es el principal
factor de respuesta a terapia y de sobrevida.

Desde el punto de vista bioquimico se ha demostrado que TP53 Arg es mas
susceptible de ser degrada por E6 de HPV 16 que TP53 Pro (Thomas et al., 1999) y
por otra parte estudios de Hilles y colaboradores (2006) muestran que TP53 es
degradada en menor proporcion por E6 de VPH56, VPH58 y VPH88, aunque no lo
mencionan, asumimos que la proteina TP53 con la que trabajaron es Arg72, ya que

es la de mayor frecuencia por lo cual es considerada WT.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que la infeccion por VPH16 y 18,
homocigocis en el codén 72 Arg de TP53 y mas de cinco embarazos, son factores
gque en conjunto pueden contribuir de manera importante al desarrollo de CC y

posiblemente a un mal prondstico.

8. 4 Cambios en laregion de los exones 5a 9 de TP53

La oncoproteina E6 de los VPH de alto riesgo interaccionan con la proteina TP53
mediante el dominio de unién a DNA, posteriormente es ubicuitinada y degradada
por la via de proteosoma. En esta regién se han identificado polimorfismos, algunos
de los cuales podrian generar cambios conformacionales y/o en las propiedades de
la proteina que pudieran afectar la interacciéon con E6. A la fecha no se tenia
informacién sobre las variaciones de secuencia de TP53 en la poblacion mexicana,

por lo cual se identificaron los polimorfismos en el dominio de unién a DNA.
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Se realizé la busqueda de cambios en la secuencia de la regién comprendida entre
los exones 5 a 9 de TP53 , la cual abarca un total de 1782 pb, mediante la misma
estrategia de tamizaje por DHPLC y método enzimatico por Surveyor vy

secuenciacion de las muestras que mostraban patrones heteroduplex.

El SNP del codén 213 genera un cambio sinbnimo Arg/Arg y hasta el momento no
hay reportes sobre su frecuencia en la poblaciébn mexicana. Este polimorfismo ha
sido determinado en otros poblaciones, especificamente en el proyecto del National
Institute of Enviromental Health Sciences Enviromental Genome Proyect (NIEHS), en
donde determinaron en 99% el alelo A y 1% el alelo G. En nuestro trabajo
encontramos en los controles un 100% del alelo A, mientras que en los casos un

98.9%, lo cual no fue estadisticamente significativo.

Respecto a la importancia de los cambios sinébnimos, Candeilas y cols. (2008)
demostraron que el RNAm de TP53, especificamente de la regidon que codifica para
el sitio de interaccibn con MDM2, se une directamente al dominio RING de MDM2, lo
cual impide la actividad de ligasa y promueve la traduccién de TP53. En dicho trabajo
se demostré que una mutacion de tipo silente en TP53, la cual no afecta la secuencia
de la proteina, disminuye la union de MDM2 al RNAmM de TP53 y por consiguiente se

reduce la eficiencia en la traduccién de la proteina.

Actualmente, en la construccion 136 de SNP de NCBI se muestran un total de 402
SNPs en region codificante y no codificantes; sin embargo, no todos estan validados,
es decir no de todos se tienen datos sobre la frecuencia genotipica de los distintos
grupos de poblaciones donde se analizan variaciones genéticas. Asi mismo, en
nuestros resultados detectamos 12 cambios o variaciones en la secuencia no
codificante, respecto a la secuencia de referencia. Hasta hace poco tiempo, no se
habia dado importancia a las secuencias no codificantes. Actualmente se realizan
estudios para determinar el papel funcional de las secuencias no codificantes. Por
ejemplo el RNA no codificante (ncRNA) representa 97% del genoma humano y se ha

demostrado su papel funcional como en el caso de los miRNA y RNA no codificantes
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largos. Otros mecanismos de regulacion se han observado en los RNA antisentido,
por lo que las variaciones en secuencias no codificantes, pueden tener efectos
funcionales. Como ocurre en las bases de datos publicas, los cambios detectados en
nuestro trabajo deben ser validados para clasificarse como mutaciones o

polimorfismos, adicionalmente al estudio funcional de dichas variaciones.

De los cambios detectados en la region intronica, uno de ellos es de tipo heterocigoto
C>T en la posicion 13039, aunque en la base de datos no se tienen reportes sobre
dicho cambio. Interesantemente, en citosinas adyacentes en las posiciones 13042 y
13045 del intrén 4, se han reportado el mismo tipo de cambio. Es conocido que el
tipo de mutacién mas comun es C>T debido a la deaminacién de la citosina metilada,
la cual cambia a uracilo y en posteriores ciclos de replicacion cambia a timina.
Aunque en teoria esta mutacion no genera cambios en las propiedades de la
proteina por estar localizada fuera de los sitios de splicing, es interesante encontrar

evidencia del tipo de mutacion de mayor frecuencia.

Otra de las mutaciones fue en la posicion 13215 G>A del intrébn 5 y puede ser
causada por el mismo mecanismo de desaminacion de la citosina de la cadena
complementaria a timina. Esta mutacion ya fue reportada previamente (Shiao et al.,
1995).

En la base de datos de la IARC (R14) se reporta que la mutacion de tipo germinal de
mayor frecuencia con un 51% es G:C a AT en sitios CpG, seguido del mismo
cambio en sitios no CpG con 12%.

Por otra parte, los polimorfismos hasta ahora detectados en el intrén siete son tanto
reportados previamente como nuevos y es la region donde hemos detectado mayor
namero de cambios. El significado de estos, no es claro, ya que la mayoria de los
estudios en TP53 se enfocan en la region codificante. Se han descrito al menos 2%
de mutaciones en region intronica de TP53 que afectan el splicing; sin embargo,

estudios mas detallados sugieren que se subestima dicho porcentaje y puede llegar a
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mas de 20%. Por su parte Barel (1998), sugiere que las mutaciones en la regiones
no codificantes de TP53, especificamente rio abajo del exén 6, pueden ser un

mecanismo alternativo de activacion.

Respecto a los cambios o polimorfismos intrénicos que no involucran los sitios
donadores o aceptores de splicing, no se ha analizado el significado biol6gico de
éstos. Se han reportado cambios nucleotidicos en el intron siete en muestras con
cancer urinario y linfoma. Otros estudios han mostrado asociacion de variantes en el
intrébn 7 con cancer de pulmon de células no pequefias y en carcinoma oral (Li et al.,
2005; Qi-hua et al., 2007). Sin embargo, no se discuten los posibles mecanismos
funcionales de dichos polimorfismos, 0 si puede estar asociados a otros

polimorfismos en regiones exdnicas o intrénicas funcionales.

Especificamente los SNP del intron 7 rs12947788 y rs12951053, en un 12% y un
20% de los controles, respectivamente se presentan con relativa alta frecuencia tanto
en casos como en controles, auque no se identificaron diferencias sigificativas. La
importancia funcional de dichos polimorfismos no se ha establecido, ya que no se

encuentran dentro de los sitios donadores y aceptores de splicing.

Recientemente numerosas secuencias intronicas han sido reportadas que codifican
miRNA. Los miRNA son secuencias cortas de 22 nucle6tidos capaces de regular el
silenciamiento de genes codificantes a través de la interaccion con el RNAm para
inhibir su traduccion. Se exploré la posibilidad de que en esta secuencia intronica de
343 pb formara estructuras secundarias compatibles con miRNA, sin embargo, las

delta G no fueron compatibles con una estructura estable.

Adicionalmente a los miRNA, otros RNA no codificantes pueden regular la expresion
génica. Algunos de ellos son transcritos en la cadena antisentido de RNA de una
regibn gendmica de un gen codificante. En el caso de TP53 recientemente se
identific6 al gen WRAP53, el cual se sobrelapa en la region 5 de TP53 y se

encuentra en antisentido y es codificante. Se demostré que el transcrito WRAP53
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puede regular los niveles enddégenos de TP53 a nivel del mensajero (Mahmoundi,
2009).

En general se ha descrito que las mutaciones en TP53 son raras en CC, en contraste
con otros tipos de tumores, donde aproximadamente 50% presentan mutaciones en
el gen, aunque no se ha descrito el por qué no se presentan mutaciones
independientemente de que la proteina sea inactivada por E6 y E6AP. Por su parte,
las mutaciones de tipo germinal estan documentadas en pacientes con SLF y SLF
Like, siendo baja la frecuencia en CC. En la base de datos de la IARC (R14) de
mutaciones germinales, se han documentado siete casos en regiones exonicas, dos
de las cuales provienen de pacientes con sindrome de Li-Fraumeni, uno con Li-
Fraumeni-Like y cuatro en pacientes con historia familiar de cancer, pero que no
cumplen con los criterios de Li-Fraumeni. Por lo cual es posible que haya mas
mutaciones de tipo germinal en TP53 no asociadas a Li-Fraumeni. Al respecto
Gonzélez y cols (2009), sugieren que las mutaciones germinales de novo son
relativamente comunes y que deben identificarse en pacientes con cancer a edades
tempranas que no tengan historia familiar de cancer. En el grupo de pacientes
analizado encontramos un total de 15 cambios no descritos, tres de los cuales se
encuentran en region codificante, mientras que en las bases de datos, el nimero de
variaciones ha ido incrementando conforme se van actualizando, por lo cual el
namero de variaciones en TP53 es relativamente alto y una vez validadas, deben

realizarse ensayos para determinar su funcion.
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9.0 CONCLUSIONES

«El factor clinico que mas contribuy6 al desarrollo de CC, después de la infeccién por
VPH de alto riesgo en la poblacion mexicana es el elevado nimero de embarazos.
eLa infeccion por VPH de alto riesgo se presenta con alta frecuencia en mujeres con
resultado de Papanicolaou negativo, por lo cual se sugiere incluir la deteccion de
VPH de alto riesgo adicional a la prueba de Papanicolaou, con la finalidad disminuir
falsos negativos y realizar una vigilancia en las pacientes con resultado positivo a

VPH de alto riesgo.

*VPH 58 se presenta con relativa alta frecuencia especialmente en lesiones
intraepiteliales escamosas de alto grado, no asi en CC, por lo que se sugiere
realizar una tipificacion de las variantes virales.

*El alelo Arg es el de mayor frecuencia en la poblacion Mexicana sin enfermedades
neoplasicas.

*El SNP Arg en el cod6n 72 por si solo no es un factor de riesgo para el desarrollo de
CC.

La infeccién con VPH16 y/o 18 adicional a la presencia de Arg72 es un factor que
puede contribuir al desarrollo y progresion del CC.

* Identificamos una gran variedad de cambios en la secuencia de TP53,
especialmente en regiones no codificantes, algunas de ellas muy conservadas por
lo cual no se descarta que contribuyan a mecanismos de regulacion , dadas la
recientes evidencias sobre el papel funcional de los intrones, asi como de RNAs no
codificantes.

A pesar del gran numero de variaciones identificadas en TP53, no se encontraron
diferencias entre casos y controles, excepto para el SNP 72. Sin embargo, no se
descarta un posible papel funcional de las variaciones conservadas.

*Es necesario determinar la frecuencia poblacional y el papel funcional de las
variaciones conservadas de TP53.

Este estudio contribuyd al conocimiento sobre la frecuencia y tipos virales de VPH
en México, asi como a identificar las variaciones de secuencia del gen TP53 en la

poblacion mexicana, de la se tenia escasa informacion.
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*Los resultados sugieren que la infecciébn con VPH16 o VPH18 y el genotipo Arg/Arg
en el coddn 72, como factores ambientales y genéticos respectivamente, asociados

al desarrollo y progresion del CC.
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*Los resultados sugieren que la infecciébn con VPH16 o VPH18 y el genotipo Arg/Arg
en el coddn 72, como factores ambientales y genéticos respectivamente, asociados

al desarrollo y progresion del CC.
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ABSTRACT

Background: Cervical cancer (CC) is the second most common cancer in Mexican
women. Human Papillomavirus (HPV) infection is necessary but not sufficient for CC
development. Furthermore, genetic factors as polymorphisms could be important
susceptibility factors. Controversial results regarding TP53 polymorphisms specifically
in codon 72 of CC have been reported. In the present work, the exon 4 sequence of
TP53 gene in CC and healthy Mexican-mestizo women were analyzed.

Material and Methods: A group of 111 women with CC and 126 healthy women
(control) were included. Peripheral blood cells for polymorphism analysis and cervical
scrape for HPV detection were used. PCR of exon 4 of TP53 were subjected to
denaturing high-performance liquid chromatography (DHPLC) analysis and
sequencing. HPV detection was subjected to PCR and sequencing. The statistical
analysis was carried out using the Arlequin software.

Results: Codon 72 Arg/Arg was the most common SNP detected, and Hardy-
Weinberg analysis showed equilibrium in control and CC samples (p>0.05). Wild type
sequence of TP53 exon 4 was detected in 66% and 57% in control and CC samples,
respectively. For codon 72 Arg/Arg, differences between control and CC women were
found (p=0.043). An association between HPV 16/18 infection and 72 Arg/Arg in
woman with CC was found (p=0.026). Haplotype GC (codon 36 and 72) was
statistically significantly associated with CC (p=0.011). HPV 16 was the most common
viral type.

Conclusion: Codon 72 Arg/Arg is the most common polymorphism in the Mexican
population and could be associated to HPV16 and/or HPV18 infection in CC.



INTRODUCTION

Cervical cancer (CC) is the second type of cancer in Mexican females [1]. Molecular
evidences point to the high risk human papillomavirus (HPV) as the main etiological
factor for CC development, because up to 99.7% of CC samples present HPV DNA.
However, HPV infection is not enough to develop CC [2]. Epidemiological studies
have shown only a small fraction of infected women with oncogenic HPV types that
eventually could progress to high-grade intraepithelial lesions (HSIL) or CC.
Additional to HPV; other gynaecological risk factors are associated to CC
development [3].

It has been demonstrated that polymorphisms such as Single Nucleotide
Polymorphism (SNP), are important genetic factors involved in the risk of the
development of complex diseases such as cancer [4].

SNP 72 Arg/Arg has been associated with a higher risk of developing CC [5]. In
addition, in vitro studies have shown that HPV16 and 18 E6 oncoprotein are more
effective at degrading p53 Arg72 than at degrading p53 Pro72 [6]; this is important
because TP53 inactivation by the E6 oncoprotein is one of the main events on
cervical carcinogenesis.

At present, several epidemiological studies on polymorphisms have shown
controversial results, probably due to ethnical differences, inadequate selection of
cases and controls, technical sensitivity and inter-laboratory variations [7]. Makni et al
[8] reported that after the exclusion of discordant TP53 genotypes between
laboratories, there was an increased association of the 72Arg/Arg genotype with CC,
and suggested that the misclassification consequent to inter-laboratory variation may
affect the ability to detect the association.

The specificity of the method used to detect changes in DNA sequence is critical.
Denaturing high-performance liquid chromatography (DHPLC) is a technique with
high degree of sensitivity and specificity for the analysis of mutations and
polymorphism, which allows screening for SNPs in a large number of samples in
short time [9].

At present, the frequency of TP53 polymorphisms is not known for the Mexican

population, and the detection of polymorphism in TP53 specifically codon 72 in



patients with CC has not are done. In the present work we studied the polymorphisms
in exon 4 of TP53 gene through DHPLC analysis in a group of Mexican-mestizo
women affected by CC.

MATERIAL AND METHODS

Biological samples

All the samples were collected from the Oncology Hospital, CMN S XXI-IMSS in
Mexico City. Total samples of 237 women were enrolled from the central region of
Mexico and ethnically all of them were Mexican-mestizos. A sample of peripheral
blood cells in EDTA (PBC) obtained for polymorphism analysis and another sample
taken from endocervix using a rotary motion with a Cytobrush (Digene Cervical
Sampler) for HPV detection were obtained from each woman. The samples were
taken after informed consent along with a short questionnaire about gynaecological
risk factors. Bioethics and research committees approved the present study. One
hundred eleven women were diagnosed with cervical carcinomas; two different
pathologists confirmed the histological analysis. All the patients with CC were treated
with radiotherapy and/or brachytherapy at the hospital’'s Radiotherapy Service.
Samples of 126 healthy women were enrolled with Papanicolaou and colposcopic

negative studies.

DNA extraction
Isolation of genomic DNA from PBC and cytological scrapes were performed with the

Wizard™

genomic DNA Purification kit (Promega, CA, USA). DNA was resolved in
agarose gel electrophoresis and quantified by using a Nanodrop Spectrophotometer
(Delaware, USA). All extracted DNAs were stored at 4° C.

PCR conditions

Each DNA specimen was screened for exon 4 of TP53 gene using the primers
reported by Gross et al. [10]. The sequences of the primers used were: exon 4 sense:
5"-acctggtcctctgactgctc-'3 and antisense: 5°-gccaggcattgaagtctcat-"3. Briefly, PCR
was performed in a final volume 50 pl amplifying 50-100 ng DNA, with 2mM MgCl,,

0.2mM dNTPs, 10pmol each primer, and 1U discoverase enzyme (Invitrogen, CA,



USA). Amplification was performed in a PCR Sprint Thermo Hybaid using the
following conditions: 95°C for 4 min, 30 cycles of 95°C for 45 sec, 60°C for 30 sec,
72°C for 1 min, and a final extension of 4 min at 72 °C. The PCR products were
resolved in agarose-gel electrophoresis. HPV typing was done using specific primers
for E6 HPV16 [11] and the general primers GP+5/GP+6 [12].

DHPLC assay

PCR product harbouring exon 4 sequence of TP53 gene from each DNA PBC sample
was mixed with equal quantity of a WT (taken as wild type sequence) amplicon,
obtained from MCF-7 cell line as reference sequence. Both PCR products were then
denatured at 95°C for 5 min, cooled down to 65°C with a temperature ramp of
1°C/min, and finally 1 min at 65°C. Five pl of each mix PCR were injected to a
preheated C18 reversed-phase column in DHPLC Wave system (Transgenomic,
Omaha, USA). The DNA samples were eluted at a flow rate 0.9 ml/min with
acetonitrile gradient consisting of buffer A (0.1 M triethylammonium acetate, TEAA)
and buffer B (0.1 M TEAA, 25% acetonitrile). Temperature selection for heteroduplex
elution of variants of TP53 fragments was carried out according to the DNA melting

software (http://insertion.stanford.edu/cgi-bin/melt.pl). Samples were additionally run

at 1°C above and below the predicted temperatures to ensure the detection of all

possible sequence variations.

DNA sequencing

Products with DHPLC heteroduplex patterns for exon 4 and primer GP+5/GP+6
positive were purified by isopropanol precipitation. Sequencing reaction was
performed on ABI3100 genetic analyzer using BigDye Terminator kit v3.1 (ABI, Foster
City, CA) according to the manufacturer's instructions. For exon 4, the sequences
obtained were compared with the reference TP53 sequence (Genbank X54156).
Meanwhile HPV sequences were compared in BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov,

NCBI GenBank) to determine the viral type.

Statistical analysis

The Hardy-Weinberg test equilibrium and the maximized algorithm of expectation for



haplotypes were calculated using Arlequin v3.01 software. The expectation-
maximization algorithm was done to determine haplotype frequency assignment with
cis configuration and unknown phase. To compare the polymorphic features of TP53
exon 4 between control and CC women, an X? exact test and odds ratios (OR) with
95% confidence intervals (1C) were estimated employing

http://www.healthstrategy.com/epiperl/epiperl.ntm (p <0.05). Kaplan-Meier survival

analysis was done to observe clinical prognostic features in CC using SPSS V17.0.

RESULTS

DNA from 111 patients and 126 healthy women were included in the present study.
The mean age was 43 years (SD=13.42) and 53.54 (SD=11.66) for control and cases
respectively; the age range was 31 to 79 years. The clinical risk factors data are
summarized in Table 1. Those that were statistically significant were: age of the
patients, age of first sexual intercourse before 18 years, pregnancy number (=7) and
HPV infection. A 363 bp PCR amplicon (11984-12346 nt reference sequence
GenBank X54156) was obtained for exon 4 of TP53, the correct amplification was
verified in an agarose gel electrophoresis (Figure 1A). Overall, we found 56.8% WT
sequences and 43.2% polymorphic sequences in CC patients, while in control
samples the frequency was 66% and 34%, respectively (Table 2). Some samples
presenting a chromatographic homoduplex pattern by DHPLC assay were
sequenced; as expected, they showed a WT sequence, which contain the codon 72
homozygote for Arg. All the samples with heteroduplex patterns were sequenced and
analysed. We found two main polymorphisms at exon 4: G>A at codon 36
(rs1800370) resulting in Pro>Pro; and G>C at codon 72 (rs1042522) resulting in
Arg>Pro change. The codon 36 was polymorphic in 7% of control samples and 3.6%
in CC. A distinctive chromatogram was observed for each genotype found: WT
sequence (Figure 1B); heterozygote at codon 72 and homozygote (WT) in codon 36
(Figure 1C); heterozygote codon 36 and WT in codon 72 (Figure 1D), and finally
double heterozygote at codons 36 and 72 (Figure 1E). In this study, the clinical
features of CC patients regarding WT and polymorphic sequence did not show
statistical differences. From CC patients harbouring HPV16 or HPV18 infection,



65.6% have WT sequence, the remaining 34.4% polymorphic sequence; meanwhile
38.2% and 61.8% CC patients with other viral types infection presented WT and
polymorphic sequence respectively; these differences were statistically significant
(p=0.009) (Table 2). Codon 72 Arg/Arg was the most common SNP detected, and
Hardy-Weinberg analysis showed equilibrium in control and CC samples (p>0.05),
and X?test was statistically significant (p=0.043) (Table 3). The clinical features in CC
for codon 72 did not show differences, only for HPV 16/18 regarding other viral types
(p= 0.026) (Table 3). A statistically significant association between haplotype GC
(codon 36 and 72; Pro/Pro) and CC (p=0.011) was found (Table 4).

Regarding survival rate, a slightly increased survival rate for Arg/Pro patients
compared to Arg/Arg patients was found. In fact, the data indicated that median
survival was higher for the Arg/Pro patients (26.05 months) than the homozygote
cases (24.13 months), nevertheless, the statistical analysis did not show differences
(data not shown).

Additional nucleotide changes in the sequence analyses were detected in 3.6% of CC
samples. These changes were: two intronic mutations (at nucleotide 11993 and
12302), one missense mutation (Ser116Phe).

HPV was detected in 24.4% of control samples and 93% of CC samples. The most
common viral type was HPV16 present in 10.6% of control samples and 53.3 % for
CC; while HPV 18 was only detected in 7.6% for cases. Other viral types (52, 58, 31,
and 45) were detected in 13.8% in control and 32.4% in CC samples.

DISCUSSION

One of the main oncogenic mechanisms to develop CC is the inactivation of TP53 by
the high-risk HPV/E6 oncoprotein. It has been demonstrated, that TP53 72Arg is
more susceptible to degradation by E6 of high-risk HPV [6]. However, epidemiological
reports are not conclusive to this respect. The meta-analyses performed by Jee [7],
Sousa [13]. Koushik [14], and Klug [15] about the association of codon 72 and CC
did not show a relationship between polymorphisms and CC risk. The authors agree
that heterogeneity from studies, and ethnical, bias, and methodological errors could
determine misinterpretation of data. These characteristics could be responsible for

the great variability of the frequencies reported, even within the same population [16].



In this sense, Makni [8] demonstrated a great inter-laboratory variation, however after

the exclusion of discordant genotypes an increasing association was found.

DHPLC is a highly sensitive technique that detects sequence variations. In the
present work, the DHPLC technique was performed to detect changes in the
sequence of the exon 4 of TP53 gene in Mexican patients. To date, only one report
without Hardy-Weinberg equilibrium has been reported in the Mexican population,
[17, 15]. It is suggested that Arg/Arg genotype is related to increased risk for CC
development [5]; however, in the present work this genotype was overrepresented in
controls (73% vs. 27%) but not in the CC cases (59% vs. 41%). Our finding indicates
that codon 72 Arg/Arg, is the most common genotype in our control population
(Mexican-mestizo group). In contrast, haplotype GC for codon 36 and 72, (Pro/Pro)
could represent a risk factor for CC development. However, in CC samples we found
an association between HPV16 or 18 and Arg72Arg, while other viral types were
present in presence of Pro allele supporting previous reports [18, 19, 20]. Some
other reports refer a better prognosis of viral types different to HPV 16 and 18
(21-23) and the capacity to degradation of p53 by E6 of HPV 56, 58 and 88 is less
than E6 of HPV18 (24).

These findings could suggest that Arg72Arg might be related to persistent HPV16 or
18 infection and probably to CC progression, and concomitant to efficient degradation
by E6 [6]. In this sense, the survival analyses showed to be slightly better in
heterozygous patients than in homozygote Arg patients, nevertheless, the analysis
did not show significant statistical differences. For instance, in Head and Neck
cancer patients harboring homozygosis for 72Arg, a worse response is also observed
with mutation [26] which suggests potential implications of polymorphism in the TP53
gene in the outcome of cancer patients. Thus, we hypothesized that a worse survival
rate in CC patients could be related to Arg homozygote cases harboring HPV 16 or
HPV18 infection. Further, E6 gene nucleotide variations could contribute to the
efficient degradation of p53 [5, 6, 25]. A good approach to explore this possibility
could be to analyse the survival rate in a group of patients with the same clinical

stage and know TP53 polymorphisms.



Regarding the age effect, Bojesen [27] reported recently an increased longevity for
Arg72Pro carriers, suggesting a generally increased healthiness caused by a
decreased apoptotic activity and increased cell cycling arrest abilities of the Pro vs.
Arg version of TP53. Chemotherapy or radiotherapy affect p53 activity in CC cell lines
[28], as well as codon 72 influence on the ability of certain conformational p53
mutants to form stable complexes with p73, inactivating the p73-dependent
apoptosis, in this case cancer cells expressing the 72Arg allele had lower response
rates than those expressing the 72Pro mutants [26].

To date, the role of the germinal mutations of the TP53 gene in CC patients is poorly
studied. The IARC database R14 (http://www-p53.iarc.fr/Mutations.html) have
reported seven germinal mutations in coding region, one of them related to Li
Fraumeni Syndrome into exon 4, while another four mutations, non-related to this
syndrome contained in other exons. Varley [29] (2001) characterized some germinal
mutations of TP53 and proposed that mutations affecting the splice sites are
underrepresented. In the present study two germ line changes in intron region and
one in exon region studied (11984-12346 nt) were found. It should be interesting to
analyse the germinal mutations in relation with the presence of SNPs, treatment
response and survival.

Using a good screening approach that detects any variation of the DNA with high
sensibility, we were able to identify additional polymorphisms and mutations, some of
them previously reported and other unknown. One of them was the synonymous
change for codon 36. This SNP (rs1800370) was only found in <10% of the samples,
representing little relevance for this disease. Our results support previous reports
about genotype in healthy population [30-34].

Finally, it is difficult to prove the significance of only one SNP as a risk factor in
complex diseases such as CC; however, our data suggest that probably the
persistent HPV infection with HPV16 or 18 could be related to Arg72 homozygote in
CC patients, and additional to increase number of pregnancies could be a risk factors

to develop of CC in Mexican population.
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TABLE 1. Clinical characteristics of gynecological cancer patients and controls

VARIABLE CC CONTROL p
N (%) n (%)
AGE
<50 47 (42.3) 78 (61.9) 0.003*
=50 64 (57.7) 48 (38.1)
AFI
<18 59 (53.2) 45 (35.7) 0.007*
=18 52 (46.8) 81 (64.3)
LTNP
0-1 61 (55.00 78 (61.9) 0.278
=2 50 (45.0) 48 (38.1)
PREGNANCIES
0-2 15 (13.5) 49 (38.9) 0.000*
3-6 50 (45.0) 57 (45.2)
=7 46 (41.4) 20 (15.9)
TOBACCO
YES 36 (34.0) 32 (26.2) 0.203
NO 70 (66.0) 90 (73.8)
ORAL CONTRACEPTIVES
YES 32 (30.5) 21 (27.3) 0.382
NO 73  (69.5) 56 (72.7)
HPV
HPV 16 56 (53.3) 13 (10.6) 0.000*
HPV18 8 (7.6) 0 0)
OTHER 34 (324 17 (13.8)
NEGATIVE 7 (67 93 (75.6)
IS 6 - 3 -
STAGE (FIGO)
IB 8 (7.2) -
A 3 (27
1B 58 (52.3)
1B 38 (34.2)
IVA 3 (27
VB 1 (0.9)
HISTOLOGY
Squamous 87 (82.1)
Adenocarcinoma 14  (13.2) -
Ademosquamous 5 4.7)
Not informed 5 -
THERAPHY

Radiotherapy & BCT 94 (89.5)
Radiotherapy and CT 12 (11.4) -
Not informed 5 -
AFl:age of first sexual intercourse; LTNP: lifetime number of partners; PREG:




pregnancies; BCT: brachytherapy; CT: chemotherapy; IS: inadequate sample.
*Statistical significant.



TABLE 2. Frequency of wild type and polymorphic TP53 sequences and clinical
features from cervical cancer patients.

N WT' (%) POLYM (%) p
CONTROL 126 83 (65.9) 43 (34.1) 0.114
CASES 111 63 (56.8) 48 (43.2)
FIGO STAGING
IB-11A 11 7 (63.6) 4  (36.4) 0.172
IIB-1IIB 96 52 (54.2) 44  (45.8) 0.420°
IVA-IVB 4 4 (100) 0
VIRAL TYPE
16 56 36 (64.3) 20 (35.7)
18 8 6 (75.0) 2 (25.0)
OTHER 34 13  (38.2) 21 (61.8) 0.135°
NEGATIVE 7 4 (57.1) 3 (42.9)
1S 6 4 - 2 -
HPV 16 AND 18> 64 42  (65.6) 22 (34.4)  0.009*
OTHER 34 13 (38.2) 21 (61.8)
STATUS
LIVE 69 39 (56.5) 30 (43.5) 0.554
DEATH 42 24 (57.1) 18 (42.9)
AGE
<50 47 27 (57.4) 20 (42.6) 0.90
>=50 64 36 (56.3) 28 (43.8)

'WT sequence correspond to codon 72 Arg/Arg. >HPV 18 and 16 vs. other viral
types. IS inadequate sample. *Statistical significant. ? Yates correction.



TABLE 3. Polymorphism at codon 72 and clinical features in cases and controls

N ARG/ARG (%) ARG/PRO (%) PRO/PRO (%) p

CONTROL 126 92 (73.0) 30 (23.8) 4 (3.2) 0.043*
CASES 111 66 (59.5) 35 (31.5) 10 (9.0)
CONTROL HPV
16 13 11 (84.6) 2  (154) 0
18 0 0 0 (0) 0 0.9552
OTHERS 17 14 (82.4) 3  (176) 0
NEGATIVE 93 65 (69.9) 24  (25.8) 4  (4.3)
1S 3 2 - 1 - 0 -
CONTROL HPV
16/18 13 11 (846) 2  (15.4) 0 0.109
OTHER 17 14 (82.4) 3  (176) ©
CASES HPV
16 56 37 (66.1) 14 (25.0) 5 (8.9)
18 8 6  (75.0) 2 (2500 O
OTHERS 34 15 (441) 15 (441) 4  (11.8) 0.727°
NEGATIVE 7 4 (57.1) 3 (429 0
1S 6 4 - 4 - 1 -
CASES
HPV 16/18* 64 43 (67.2) 16 (25.00 5 (7.8) 0.026°*
OTHER 34 15 (44.1) 15 (441) 4  (11.8)
FIGO STAGING
IB-11A 11 8  (72.7) 1 (9.1) 2 (18.2)
11B-111B 96 54 (56.3) 34 (354) 8 (8.3) 0.5532
A-IVB 4 4  (100) 0 0
STATUS
LIVE 69 41 (59.4) 22 (319 6 (8.7) 0.987
DEATH 42 25 (595) 13 (31.00 4 (9.5
AGE
<50 47 28 (59.6) 16 (34.00 3 (6.4) 0.675
>=50 64 38 (59.4) 19 (29.7) 7  (10.9)

HPV 18 and 16 vs. other viral types in CC. IS inadequate sample * Statistically
significant. 2?Yates” correction. * Arg/Arg v.s. Arg/Pro and Pro/Pro.



TABLE 4. Odds ratio for haplotypes codon 36 and 72 of TP53.

Haplotype CASES CONTROLS X° p OR
GG 163 205 3.826 0.050 0.633(0.401-1.000)
AG 4 9 0.802 0.371 0.495(0.126-1.789)
GC 55 38 6.434 0.011* 1.855 (1.142-3.017)

*Statistically significant.



Figure 1. PCR amplification of exon 4 resolved in an agarose gel stained with
ethidium bromide, showing a 363 pb product.



CODON 36

CODON 72

Figure 2. DHPLC profile patterns and sequence of exon 4 of TP53 suppressor gene
in CC patients. A) DHPLC chromatogram corresponding to WT sample, Arg/Arg; B)
sample heterozygote in codon 72 Arg/Pro and WT in codon 36; C) heterozygote in
codon 36 and WT in codon 72; and finally D) double heterozygotes. The profiles of
the polymorphism show extra peaks or a “shoulder” and are easily distinguished from

WT profiles which show a single peak.
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