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RESUMEN 

Palabras clave: 

CaCu: Cáncer Cerviño Uterino 
CMH: Complejo Mayor de Histocompatibilidad 
PCR: Reacción en Cadena de Ja Polimerasa 
VPH: Virus del Papiloma Humano. 
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El Cáncer Cervico Uterino (CaCu) representa un problema de Salud Pública Mundial y en 
México es sin duda uno de Jos cánceres más frecuentes en 1999, Ja gran cantidad de 
estudios realizados en la búsqueda de asociaciones causales, han mostrado que existe una 
relación muy fuerte entre factores relacionados con comportamiento sexual y el Virus del 
Papiloma Humano (VPH) es el más sobresaliente como factor biológico causal de Ja 
enfermedad 1-1. las células transformadas o infectadas por VPH y el papel de la respuesta 
inmune pueden ser relevantes en el desarrollo o progresión de malignidad en células 
cervicales, ya que el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) clase 1 y clase 11, es 
importantes para Ja presentación de antígenos virales a los linfocitos T citotóxicos 5•

7
• 

Para lo cual se decidió realizar un estudio transversal descriptivo, que permitió determinar 
la frecuencia de Jos alelos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad tanto Clase 1 como 
Clase 11 en pacientes con Cáncer Cervico Uterino positivo para Virus del Papiloma humano 
tipo 16, para identificar Jos alelos del CMH clase 1 y 11 presentes en el desarrollo de Ja 
enfermedad, el estudio consto de 100 mujeres con CaCu positivo a VPH-16, de cualquier 
edad, que tengan vida sexual activa, y aceptaran la participación voluntaria del estudio 
además de que residan en el área metropolitana, a cada muestra se Je determinaron las 
regiones HLA-A, HLA-B, HLA-DQ y HLA-DR del CMH, de Ja muestra tomada a las 
pacientes se utilizo Ja Reacción en Cadena de Ja Polimerasa {Kit de Amplicor), ya que en 
este estudio se halló que existe relación entre el CaCu y el VPH-16, Jos resultados 
obtenidos en la población mexicana se compararon con los reportados en otros países 
reflejando datos muy similares que ayudaran a su posible prevención y detección a tiempo 
al desarrollo del CaCu . 

.. -·--- -----· ------------------



.INTRODUCCIÓN 

La prevención del Cáncer es una de los fines para el equipo de salud, ya que por el 
momento no se cuenta con una cura para este padecimiento, aunque ya contamos con una 
mejor tecnología cientifica, el método más eficaz de para las personas que presentan esta 
molestia el la detección y prevención oportuna y del desarrollo de la enfermedad. 

Para las ciencias medicas el uso de 11uevas metodologías, en el área de inmunogénetica y la 
biología molecular, como lo es la técnica de Reacción en Cadeña de la Polimerasa (PCR) y 
las de Hibridación nos permiten un diagnóstico más acertado, rápido y confiable para el 
posible desarrollo a diferentes enfermedades con la finalidad de ofrecer a los pacientes una 
mejor atención al desarrollo del cáncer. 

En los años 30 de este siglo, Gorer & Snell estaban estudiando los antígenos de superficie 
de células sanguíneas, e identificaron varios b'Tllpos de genes responsables de esos 
antígenos, se percataron de que uno de esos grupos de genes, los cuales estaban 
estrechamente ligados, detenninaban el rechazo de trasplantes entre distintos individuos no 
emparentados de la misma especie, por esta razón, denominaron a estas moléculas como 
antígenos de histocompatibilidad, y al conjunto de genes ligados que los codificaban 
complejo principal de histocompatibilidad, CMH. (Snell fue premiado con el Nobel en 
1980 por este descubrimiento). El sistema HLA (Human Leukocyte Antigen) se compone de 
varios genes alojados en el brazo corto del cromosoma 6 que codifican los aloantígenos que 
se expresan en la superficie de las células implicadas en el rechazo de transplantes 
heterólogos; por ello se les conoce como genes y antígenos de histocompatibidad, el 
término "complejo mayor de histocompatibilidad" se refiere a los genes y a las protelnas 
que codifican de esta región cromosómica, este sistema HLA (término internacionalmente 
aceptado para denominar al complejo mayor de histocompatibilidad de los humanos) está, a 
su vez, formado por tres regiones que producen moléculas específicas, las moléculas de 
clase-1, clase-11 y clase-111. 

Las secuencias polimorficas del ácido desoxirribonucleico (ADN) pueden dividirse en dos 
grandes grupos: los polimorfismo de longitud que estim basados en diferente longitud de la 
región variable, y los polimorfismos de secuencia basados en diferencias en la secuencia 
nucleotidica, el Complejo Mayor de Histocompatibilidad presenta un polimorfismo de 
secuencia, las secuencias polimorficas del CMH coinciden con la presencia o ausencia de 
sitios de restricción y esto permite utilizar técnicas avanzadas de amilisis, basadas en la 
información genética (ADN) que presenta un individuo, tales como la Reacción en Cadena 
de la Polimerasa, estas técnicas, denominadas genéricamente reacción en cadena de la 
polimerasa ("Polymerase Chain Reaction" o PCR), permite amplificar más de un millón de 
veces un ADN obtenido a partir de una región seleccionada del genoma, siempre y cuando 
se conozca una parte de su secuencia de nucleótidos. Esta técnica fue ideada en 1989 por 
Kary B. Mullís que obtuvo el premio Nobel de Quimica en 1993 por dicho invento. 
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Una vez realizado la PCR se procede a la hibridación de los productos, la hibridación es un 
proceso de unión de dos hebras complementarias de ácidos nucleicos pero cuyo origen es 
distinto. Una de ellas será el ácido nucleico diana y la otra será la sonda empleada para 
localizar ese ácido nucleico diana. Una sonda es un frab'lllento monocatenario de DNA o 
RNA marcado con una molécula reporter, y que se emplea para el reconocimiento 
específico de una molécula determinada de ácido nucleico diana de cadena sencilla, en un 
proceso de hibridación. Una de las técnicas más utilizados hoy en día es la de Transferencia 
del ADN a soportes sólidos (técnica de Southem) Se emplea una sonda o probe 
complementaria de la región hipervariable. Las sondas se clasifican, de acuerdo con la 
localización y número de sitios que presentan sus secuencias complementarias en el 
genoma. 

Con la ayuda de estas técnicas se contara con un mejor diagnóstico, ya que nos permitirán 
detectar con mayor rapidez y exactitud el desarrollo del CaCu asl como concebir mejor la 
función del CMH. 

3 



EL CÁNCER CERVICO UTERINO 

El Cáncer Cervico Uterino (CaCu) es un problema de Salud Pública Mundial, corresponde 
a 6% de todas las neoplasias femeninas, es el cáncer más frecuente después de el de mama, 
en el mundo entero y el primero en América Latina, donde mueren más de 30.000 mujeres 
anualmente por esta patología. en E.U. se estiman en 16.000 casos nuevos de Cáncer 
Cervico Uterino y 5.000 muertes cada año. 2

•
8

•
9

. Los grupos más afectados son los de 45 a 64 
y 65 y más, con tasas de 31.9 y 65.5 por 100,000 mujeres de sus respectivos grupos de 
edad. 10· 

La mortalidad por Cáncer Cervico Uterino en el país va desde 7.9 hasta 22.6 y las entidades 
con los índices de mortalidad más bajos son: Zacatecas 7.9, Querétaro 9.7 y Nuevo León 
9.8., los estados de mayor mortalidad son: Yucatán 22.6, Oaxaca 19.0, Nayarit 18.5, 
Morelos 18.2 y Veracruz 18.1 11

, de las 4,590 defunciones registradas en el país por Cáncer 
Cérvico Uterino, el 42.8 % fue notificado por la Secretaria de Salud y el 42.0 % por el 
Instituto Mexicano del Se¡,'llro Social; ambas instituciones acumularon el 84.8 % del total 
de los casos registrados. El ISSSTE inforrnó 293 defunciones, que representaron el 6.4 %, 
mientras que en las Fuerzas Armadas ocurrieron 63 decesos, 1.4 % del tota1 12

• 

De acuerdo a la historia natural del CaCu se ha mostrado que esta precedido por una serie 
de lesiones celulares dentro del epitelio endocervical, estas lesiones consideradas como 
prcinvasoras son denominadas como Neoplasia lntraepitelial Cervical (NIC)H, desde el 
punto de vista histológico se clasifican en tres grupos NICI, NIC2, y NIC3, de acuerdo al 
grado de lesión celular dentro del epitelion· 1

'. en 1988 un grupo de expertos, reunidos en 
Bethesda, propuso una descripción morfológica que permite identificar datos que sugieren 
infección por Virus del Papiloma Humano (VPH) y las alteraciones celulares relacionadas 
con el desarrollo de CaCu. las cuáles fueron identificadas como Lesiones Escamosas 
lntraepiteliales (LE)) de bajo y alto grado', actualmente no hay un acuerdo internacional 
sobre el uso de la nomenclatura, sin embargo, y por fortuna son equivalentes y en cada 
lugar ha sido adoptado alguno de estos sistemas, considerando sus ventajas y 
limitaciones 15

• se acepta que NlC3, tiene elevadas probabilidades de progresar a etapas 
invasoras, reportándose variaciones entre 16 a 53% mientras que para NlCl esta tasa se 
reporta para regresión 1'•·

1
•, algunos autores afirrnan que transcurre alrededor de diez años en 

promedio a partir de detectarse alteraciones de bajo grado para llegar a presentarse un 
cáncer invasor in situ'· 1

), de acuerdo a la edad, el pico de incidencia para NlC3 es de 35 
años de edad, mientras que para el cancer invasor es de 48 años, lo que hace evidente la 
progresión de la enfermedad con la edad, sin embargo la frecuencia de NIC3 y Cáncer 
invasor disminuye sustancialmente a los NlCI reportados, lo que sugiere que hay un 
porcentaje elevado de regresión L'·

15
·
17

•
19

. 

La ¡,'Tan cantidad de estudios epidemiológicos realizados en la búsqueda de asociaciones 
causales, han mostrado que existen numerosos factores de riesgo que influyen en el 
desarrollo del carcinoma cervical, algunos participan en forma aislada o en conjunto en la 
inducción de la transformación neoplásica sobre grupos de células susceptibles, otros serían 
cocarcinógenos y otros más actuarían activando la multiplicación de células ya alteradas 
con lo que se obtendría la progresión de la enferrnedad 1

•
2

• 

4 



Desde 1842 Rigoni-Stern ya habia observado que existia mayor incidencia de cáncer en 
mujeres casadas que en las monjas. También se sabe que las mujeres con más de JO parejas 
sexuales a lo largo de su vida han mostrado un riesgo diez veces mayor para desarrollar la 
enferrnedad con relación a las mujeres con una sola pareja. Se ha reportado que las mujeres 
que inician antes de los 16 años el contacto sexual duplican el riesgo de padecer la 
enferrnedad 8·

9
. Otros estudios realizados en mujeres monogámicas indican un mayor riesgo 

de cáncer en quiénes tiene una pareja con comportamiento sexual considerado de alto 
riesgo. Entre las que se señalan el número de parejas sexuales, experiencias con prostitutas 
y antecedentes positivos de infección genitalN. 

El uso de anticonceptivos orales y antecedentes de multiparidad se ha relacionado con el 
riesgo elevado de CaCu, aunque ambos están relacionados con el comportamiento sexual, 
más bien se ha hipotetizado que es debido a la inducción de niveles elevados de 
horrnonales que pueda tener un efecto inmunosupres~r 4•

9
• 

Algunos agentes quimicos como es el tabaquismo muestran que el riesgo se incrementa en 
función de la cantidad y el tiempo de duración del hábito de fumar, es un factor que se ha 
estudiado de manera importante en la asociación con el CaCu por efecto directo de sus 
cancerígenos en las células epiteliales del cervix; por disminución de células de Langerhans 
y como facilitador de la acción neoplásica de agentes virales, los reportes no han sido 
consistentes, ya que hay autores que encuentran riesgos dos a cuatro veces mayor en 
mujeres fumadoras respecto a las no fumadoras; una relación dosis respuesta, que sugiere 
un efecto acumulativo respecto al tiempo de tabaquismo e incluso se ha determinado el 
contenido de metabolitos de nicotina en el moco cervical, Sin embargo otros autores han 
desechado esta posibilidad de asociación por lo que sigue siendo un tema de controversia el 
papel del hábito a fumar en las mujeres con Cáncer Cervico Uterino D-

15
. 

Otros hallazgos consideran a los agentes infecciosos que se transmiten sexualmente, tales 
como Chamydia tracomatis , Virus del papiloma Humano (VPH) y Herpes virus tipo 2 
(HSV-2). Se piensa que la Chamydia tracomatis al ser un patógeno de transmisión sexual 
que produce cervicitis crónica de tipo folicular, puede actuar como un estímulo 
carcinogénico o bien intervenir en la progresión de NICI hacia lesiones más graves, aunque 
todavía continúa la controversia con respecto a su papel en la etiología de esta neoplasia 
ICi,17 
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EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO 

El primer virus del Papiloma se aisló de los conejos por Richard Shope en 1933. A pesar de 
esto, el Virus del Papiloma Humano (VHP) seguía siendo desconocido hasta el 
advenimiento de la virología molecular (clonación) en los años setenta, debido a que 
ningún VPH crece en vitro; mucho de nuestro conocimiento viene de Virus del Papiloma de 
Bovino (VPB). 

El VPH es un virus con genoma circular que presenta un ácido desoxirribonucleico (ADN) 
de doble cadena, que infecta selectivamente las células epiteliales, hasta ahora no se ha 
podido multiplicar in vitro20

•
21

, 

El VPH es un virus compuesto por 8,000 nucleótidos de ADN, cuyo genoma se ha dividido 
en tres regiones principales: región L (L 1 y L2) que codifica para las dos proteínas que 
forman la cápside viral, la región temprana formada por 6 marcos de lectura (E), que 
contiene los oncogenes virales El y E2 que están involucrados en la regulación de la 
transcripción y la replicación viral, así como las oncoproteínas multifuncionales E6 y E7 
que participan directamente en los procesos de inmortalización y transformación maligna, y 
una tercera región de menos de 1000 pares de bases, que controla la transcripción temprana 
y el origen de replicación 22

•
2
'. 

Figura 1 Genoma del VPH-16. 
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Existen alrededor de 100 genotipos de VPH y aproximadamente 30 pueden afectar el tracto 
genital, el grado de lesión puede relacionarse con genotipos específicos de VPH, 
clasificando los virus de acuerdo al tipo de lesiones en los que se encuentren relacionados 
como sigue, según la clasificación de Schneider A. 

6 
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VPH de elevado riesgo (para cáncer): genotipos 16, 18, 24, 56, 66 y 68 están relacionados 
principalmente con lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado y cáncer cervical 
invasivo, VPH de riesgo intermedio: genotipos 30, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 58, 59 y 60 
están asociados con lesiones intraepiteliales escamosas de elevado grado pero menos 
frecuente a cáncer cervical invasivo y VPH de b11jo riesgo: genotipos 6, 11, 40, 42, 43, 44 
y 57 se encuentran en los condilomas acuminados y lesiones intraepiteliales escamosas de 
bajo grado no en el cáncer cervical invasivo2

•·
21

• 

'Diagnóstico y tipificación del Virus del Papiloma Bumanu·_···:j\:!'.~~]J·~:., .• , 

La infección de Virus de Papiloma Humano (VPH) se transmite frecuentemente por 
contacto sexual y su prevalecia es sumamente elevada, millones de miles de infecciones por 
VPH ocurren cada año, el VPH esta directamente implicado en el desarrollo de condilomas 
y lesiones intraepiteliales escamosas (LIE) siendo identificado como factor de riesgo 
presente en más del 90% de los casos diagnosticados con cáncer del cuello uterino27

• 

El diagnóstico morfológico de la infección por VPH, aunque es altamente específico 
(cuando es realizado por expertos) tiene una sensibilidad baja, la dificultad básica ha sido la 
incapacidad del cultivar al virus, lo que ha impedido la producción de antígenos, antisueros 
y el desarrollo de sistemas serológicos clásicos, por lo tanto se han tenido que desarrollar 
metodologías que aplican técnicas de biologia molecular para el diagnóstico de VPH 
basadas en la detección de Ácido dexosirribonucleico (ADN) viral específico en las 
muestras27

•
2

H. 

Se han aplicado muchas variantes en la detección de ADN Viral con cierto en muestras 
clinicas, por ejemplo, la Hibridación que consiste en la detección de ácidos nucleicos 
virales mediante fragmentos de secuencias homólogas (sondas) sintetizadas y marcadas 
para su detección con productos radioactivos, es un método muy específico pues utiliza 
fragmentos de cada tipo de VPH, inicialmente estas sondas eran marcadas con compuestos 
radioactivos, los cuales permiten realizar ensayos con una elevada sensibilidad y precisión, 
pero su desventaja es la corta vida media de los reactantes, asi como los desechos 
radioactivos generados25

•
27

•
2

H. 

Recientemente se ha utilizado con gran éxito la amplificación de ácidos nucleicos mediante 
la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), en esta técnica, cantidades minimas de 
ADN son amplificadas exponencialmente en ciclos consecutivos de desnaturalización 
polimerización o hibridación y extensión hasta obtener cantidades medibles por métodos 
clásicos como electroforesis en geles de agarosa o ELISA7

•
29

, la especificidad genética de 
los reactantes garantiza una elevada sensibilidad y especificidad del sistema, las pruebas se 
han diseñado para detectar y tipificar los tipos más comunes de VPH lo cual tiene una gran 
importancia en el tratamiento de la paciente infectada30-n. la prueba consiste en amplificar 
una región de ácidos nucleicos muy conservada entre todos los tipos de VPH, sin embargo, 
esta región presenta pequeñas variaciones entre unos tipos y otros de VPH, que pueden ser 
detectados al digerir el ADN amplificado con enzimas de restricción, produciéndose 
diferentes fragmentos que al ser separados en un gel de agarosa dan un patrón característico 
para cada tipo de VPH. La sensibilidad del ensayo permite detectar el patógeno en estadios 
tempranos, cuando el virus no ha causado transformación celular33

"
35

• 
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EL COMPLEJO MAYOR DE 
HISTOCOMP ATIBILIDAD 

Todas las especies de mamíferos tienen un grupo de genes estrechamente ligados y muy 
polimórficos, que fue descubierto por su implicación en el rechazo o aceptación de 
transplantes o injertos de tejidos u órganos; de ahí deriva su nombre de Complejo Principal 
de Histocompatibilidad (CMH, del inglés Major Hístocompatibflity Complex), pero 
obviamente, su papel fisiológico (natural) no puede ser ese (al fin y al cabo, la evolución no 
pudo prever que una especie - la humana- se fuera a dedicar a hacer transplantes). Las 
moléculas codificadas por el CMH intervienen de un modo central en el desarrollo de las 
respuestas inmunes específicas, tanto la humoral como la celular5

·
6

•
36

• 

Las moléculas del CMH juegan un papel esencial en el reconocimiento del antígeno por 
parte de los linfocitos T (tanto los coadyuvantes, T H. como los citotóxicos, Te). 

El juego particular de moléculas CMH de cada individuo (determinado por el conjunto de 
alelos de los genes CMH que posee) influye sobre el repertorio de epitopos que pueden 
reconocer sus linfocitos Te y Tu Por ello, la capacidad de respuesta frente a los patógenos 
(es decir, la mayor o menor susceptibilidad a la enfermedad infecciosa) y los fenómenos de 
autoinmunidad dependen parcialmente de esa dotación concreta de alelos del complejo 
mayor de histocompatibilidad5

•
6

•
3c'. 

En los años 30 de este siglo, Gorer & Snell estaban estudiando los antígenos de superficie 
de células sanguineas, e identificaron varios grupos de genes responsables de esos 
antígenos. Se percataron de que uno de esos grupos de genes, los cuales estaban 
estrechamente ligados, determinaban el rechazo de trasplantes entre distintos individuos no 
emparentados de la misma especie. Por esta razón, denominaron a estas moléculas corno 
antígenos de histocompatibilidad, y al conjunto de genes ligados que los codificaban 
Complejo Principal de Histocompatibilidad, CMH. (Snell fue premiado con el Nobel en 
1980 por este descubrimiento). 

El sistema HLA (Human Leukocyte Antigen) se compone de varios genes alojados en el 
brazo corto del cromosoma 6 que codifican los aloantigenos que se expresan en la 
superficie de las células implicadas en el rechazo de transplantes heterólogos; por ello se les 
conoce corno genes y antígenos de histocornpatibilidad, el término "Complejo Mayor de 
Histocompatibilidad" se refiere a los genes y a las proteínas que codifican de esta región 
cromosórnica. Este sistema HLA (término internacionalmente aceptado para denominar al 
complejo mayor de histocompatibilidad de los humanos) está, a su vez, formado por tres 
regiones que producen moléculas especificas5

·
6

·
36

. 

Las moléculas de clase-1 se expresan en prácticamente todas las células y se producen en 
tres loci, HLA-A, HLA-13 y HLA-C, las moléculas de clase-11 sólo se expresan en los 
linfocitos-8, linfocitos-T activados y en algunos monocitos, y se componen de dos cadenas 
(a y j3 ) polipeptidicas que son el producto de varios genes estrechamente relacionados que, 
en conjunto, se conoce corno región HLA-D, y las moléculas de clase-111 son, entre otras, 
los factores 8, C2 y C4 del complemento; por eso, se conoce como complotipo a un 
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detenninado haploiipo de. moléculas de clase-111. Por otra parte, también se alojan dentro 
del sistema HLA de clase. lJI los genes de otras proteínas relacionadas o no con la 
inmunidad, como el 1NFa , TNFb y Hs1>70 

5
•
6

•
36 (Figura 2). 
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Figura 2. CMH o HLA, 
localizado en el brazo 
corto del cromosoma 6. 
Del centrómero al 
1elómero el sistema 
HLA consta de los foci 
de los genes de clase 11, 
111 y J. El sistema HLA 
de clase 11 comprende 
tres fami1ias principales 
de genes, DP, DQ y DR. 
que codifican para los 
antigenos de 

histocompatibilidad 
HLA-DP, HLA-DQ y 
HLA-DR, así como 
otros genes de función 
no conocida. El sistema 
HLA de clase 111 
comprende los genes C2, 
C4B, C4A y Bf. entre 
otros, que codifican para 
ciertas proteinas del 
complemento. El 
sistema HLA de clase 1 
se compone de los genes 
B. C y A. y otros de 
función desconocida. 
que codifican para sus 
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correspondientes 
moléculas HLA B. HLA 
C y HLA A Modificada 
de Billiard et al. (18). 

Se han identificado varios subtipos de moléculas de clase-11. Los primeros que se 
reconocieron fueron los antígenos DR y posterionnente los DQ y DP, cuyos genes se alojan 
en subregiones homónimas del cromosoma 6. 

Los genes A codifican las cadenas a y los genes 8 las cadenas ~ . La denominación de los 
diferentes genes sigue esta nomenclatura; por ejemplo, el gen DRBl es uno de los 9 
subtipos de genes DRB y codifica un detenninado tipo de cadena~ . 
Se ha establecido la identidad individual de cada uno de estos subtipos, y se conoce la 
secuencia de nucleótidos de cada una de sus respectivas cadenas. 

TESIS CON 
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Los genes HLA de clase-JI se caracterizan por su gran polimorfismo, dado que se tráta de 
un sistema poligénico y polialélico. Otras de sus propiedades son :Ja transmisión 
codominante y la expresividad completa5

•
6

•
36

• 

Por serología, se han identificado 24 antígenos DR, 9 antígenos DQ y 6 antígellos DP, pero 
gracias al uso de herramientas genéticas de mayor definición, .el número· de alelos 
conocidos es mucho mayor, todos estos genes presentan una gran homología en su 
secuencia de nucleótidos, y sus regiones hipervariables pueden diferenciarse en tan sólo un 
nucleótido. 

Mientras que Jos linfocitos-B y los Jinfocitos-T activados expresan los tres subtipos de 
moléculas de clase-JI, los antígenos DQ sólo se expresan en el 10% a 40% de Jos 
monocitos, los cuales si expresan Jos antígenos DR y DP en su totalidad, estos antígenos 
participan en la presentación de moléculas antigénicas ell.irni'las al organismo, pero también 
en el reconocimiento de moléculas propias; no en vanc;>, los antígenos HLA de clase-JI están 
implicados en diversas enfermedades auto inmunes. Paradójicamente, y aunque la 
narcolepsia sea la enfermedad con la mayor relación conocida con el sistema HLA, no se ha 
conseguido hasta la fecha demostrar ninguna prueba definitiva sobre la participación de la 
inmunidad en su fisiopatologia 5

.<>.
3
''. 
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Figura 3. Mapeo genético del CMH en el cromosoma 6. 

Moléculas y genes de clase-1 

Las moléculas del CMH clase 1 constan de : 
Una cadena larga (u): glucoproteina de unos 45 kDa, polimórfica, transmembranal, 
codificada por los loci de tipo 1 en humanos HLA-A, HLA-8, HLA-C. 
Una cadena corta, denominada Jh-microglogulina <P2-m), de 12 kDa, invariante, 
codificada por un gen que no forma parte del CMH. 

Las moléculas del CMH Clase-1 presentan a los linfocitos Te péptidos procedentes de 
procesamiento de antígenos proteicos, por células del propio individuo5

•
6

•
36
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Estructura de las moléculas del CMH Clase-1 

UtlIOt: AL 

MEMDRAllA 
CELULAR 

Figura 4. Estructura de la 
molécula clase 1 

La cadena u posee una cola citoplásmica ( carboxi-terminal), 
de unos 30 aminoácidos, un segmento transmembranal 
hidrófobo, de unos 40 aminoácidos, y tres dominios 
extracelulares, cada uno de unos 90 aminoacidos: uno 
proximal (u )) , que es de tipo lg, dotado de su puente 
disulfuro característico, y dos distases (u2, a 1), dotado el u 2 
de un puente disulfuro. 

La cadena lh-microglobulina posee un sólo dominio globular 
de tipo inmunoglobulina, y se asocia no covalentemente con 
el dominio U) de la cadena larga. 
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La reciente cristalización y consiguiente análisis por difracción de rayos X del complejo 
soluble (es decir, la porción extracelular, escindido por papaína) demuestra los siguientes 
detalles estructurales: 

Los cuatrc;> dominios (tres de la cadena ci y el único de la p 2-M) interactúan dos a 
dos: 
Interacción u 1- u 2 

Los dos dominios más externos (a1 y u2), que son polimórficos, interactúan para 
generar una notable estructura tridimensional: una plataforma plana formada por 8 
cadenas 13 antiparalelas, de la que sobresalen. abarcándolas, dos largas hélices a 
ligeramente arqueadas. (Su aspecto se puede comparar con el de una especie de 
plato que soporta dos plátanos). 
Dicha estructura deja un surco profundo entre las dos hélices u que tiene unas 
dimensiones de 25xl0xll C. Este surco o hendidura es el sitio destinado a albergar el 
péptido procesado: Tiene una capacidad para péptidos .entre 8 y 20 aminoácidos. 
Interacción a ) - 13 2-m: 
Estos dos dominios sólo interaccionan mediante enlaces no-covalentes, siendo 
ambos típicos dominios globulares de tipo lg, estabilizado cada uno por un 
característico enlace disulfuro intracatenario. 
El dominio a ) está bastante conservado entre las moléculas del CMH Clase-1, y 
contiene una secuencia que será reconocida por la molécula CDS de la membrana de 
los linfocitos T CD8+. 
La 13 2-microglobulina interacciona ampliamente con el dominio a 3, y con algunos 
aminoácidos de a 1 y u 2-. Todas estas interacciones son necesarias para que la 
molécula del CMH clase-! adquiera su configuración cuaternaria adecuada para 
cumplir su misión. 
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Aparte de estas interacciones, es importante aludir al hecho de que cuando el péptido 
procesado se une a la hendidura de los dominios a 1+a 2 esto favorece a su vez que el 
dominio a 3 interaccione correctamente con la p 2 microglobulina

3,c..;<~3s_ 

!ESTRUCTURA DE LOS GENES DE CLASE 1 

.. ;,.·,_: 

2 :e 2 lf 1 .! ..!. 
ce.e..•. 

Figuro 5. Ubicación de los genes del sistcmn HLA Clase 1 en el cromosoma. En su parte superior y media se 
muestra el cromosoma 6 y una extensión de su brato cono mdicnndo In región del MHC, y en su porción inferior la 
ubicación de los genes clase 1. 

Cada uno de los genes de clase 1 (en humanos HLA-A. HLA-8, HLA-C) está organizado de 
un modo característico: 

L= exón que codifica el péptido guía 
lntrón 
exón para a 1 

• intrón 
exón para a 2 

• intrón 
exón para a 3 

íntrón 
Tm = exón del segmento transmembrana 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

lntrónC= dos exones que codifican conjuntamente la porción citopiásmica, 
separados por un intrón. 

;llnión entre el péptido procesado y las moléculas de clase-L 

En una situación fisiológica normal la hendidura de las moléculas de clase l de las células 
nucleadas está ocupada por péptidos procedentes del procesamiento de proteínas del propio 
individuo, deb'Tadadas en el citoplasma de la propia célula, si la célula es infectada por virus 
o es cancerosa, algunos de los péptidos propios que estaban unidos a CMH Clase-! son 
desplazados por péptidos procedentes de procesamiento endógeno de las proteínas 
alteradas, la unión entre CMH Clase-! y los péptidos no tiene la especificidad de la unión 
Ag-Ac, y se dice que es de tipo promiscuo: 
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Se ha calculado que cada célula nucleada posee unas 100.000 moléculas de los diversos 
tipos de CMH Clase-1. Cada variante de cada tipo reconoce unos 500 péptidos endósenos 
diferentes. Cuando la célula es infectada por un virus, algunos de los péptidos propios son 
desplazados por péptidos procedentes de procesamiento de proteínas del virus. 

Una detenninada molécula CMH Clase-! puede unirse con muchos tipos de péptidos 
diferentes; ahora bien, cada tipo concreto de CMH Clase-Ji y concretamente, cada variante 
alélica, sólo ~uede unirse a una gama relativamente amplia, pero limitada, de péptidos, pero 
no a otros5

•
6

· 
6

•
39

•
40

, cada forma alélica de cada tipo de molécula de clase 1 es capaz de unirse 
a un "juego" característico de péptidos y no a otros, la mayoría de los péptidos que se han 
aislado tras separarlos artificialmente de moléculas de CMH Clase-! a los que estaban 
unidos son nonámeros u octámeros, pero también se pueden unir péptidos de 7 aminoácidos 
o de 10 aminoácidos, si bien lo hacen con 100 o 1.000 veces menor eficiencia. Cada 
versión alélica del CMH clase-! tiende a reconocer cierta longitud media de péptidos, y 
dentro de ellos, ciertos aminoácidos conservados en determinadas posiciones, los datos 
obtenidos por cristalografia de rayos X de co-cristales formados entre el CMH Clase-! y 
péptido sugieren lo siguiente: 

La hendidura del CMH Clase-! está cerrada por ambos extremos, lo que explica la 
limitación del tamaño del péptido admisible. 
Ambos extremos de la hendidura del CMH clase-! poseen aminoácidos conservados 
que interaccionan con los aminoácidos en posiciones 1,2 y 8, 9 respectivamente del 
péptido (y que se denominan como aminoácidos de anclaje). 
En esta situación, el péptido adopta una configuración bastante ex-tendida 
(desplegada, poco compacta), en la que más del 70% está "enterrado" en el surco. 
Sin embargo, péptidos más largos pueden arquearse en su parte central para 
acomodarse mejor a la hendidura de la molécula CMH clase J. 

+ Dentro del surco, las configuraciones de un péptido endógeno normal y de un 
péptido de un virus son muy similares. 
En la cristalografia quedan moléculas de agua que interaccionan con la porción 
central "elevada" del péptido, lo que sugiere que esta zona es la más hidrófila y 
accesible, por lo que es la meJor candidata a ser la que establezca contacto con el 
receptor TCR del linfocito T"'·· 7 .)~.39.4''. 
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fi¡?;ura 6. Secuencia de eventos 
involucrados en la presentación y 
reconocimiento de antígenos por moléculas 
clase l. 
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Moléculas y genes de clase 11 
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Las moléculas del CMH clase 11 se expresan sólo en la superficie de células presentadoras 
de amigcno (macrófagos, células dendríticas y linfocitos B), y sirven para presentar 
péptidos procesados procedentes de antigenos exógenos a los linfocitos T CD4+. 

humanos 

r _.E_Q (a, /J) 

Las moléculas CMH de clase JI son 
glucoproteinas unidas a membrana, con 
dominios extracelulares, segmento 
transmémbrana y cola citoplásmica. En la 
siguiente tabla se muestran las formas 
isotipicas en humanos. 

1 
1 

DR(a,/J) 

DP (a, fJ) 

Cada molécula de clase 11 está formada por dos cadenas, una,, y otra fJ que se asocian entre 
sí de forma no covalentc. 

LIU!Ot: J L 
Pl:l'nuo 

cr, 

CI'. 

MeMORAtlA 
CELULAR 

• La cadena a tiene unos 33 kDa, y consta de dos 
dominios globulares (el amino-terminal, a 1, sin puentes 
disulfuro, y el a 2 de tipo lg, con su puente disulfuro), un 
segmento transmembrana y finalmente una cola 
intracitoplásmica. 

• La cadena J1 de unos 28 kDa consta de un dominio 
aminoterminal ( !11 i con puentes disulfuro (pero no de 
tipo lg), seguido por el dominio !12 de tipo lg (con 
puentes disulfuro), segmento transmembrana y cola 
intracitoplásmica. 

Fig 7. Estructura de la molécula clase 11. 

Los dominios distales respecto de la superficie celular (a1 y J1 1) interaccionan entre si de 
modo no covalente, formando la estructura que se une a péptidos derivados de 
procesamiento intracelular por vía endocítica de antígenos exógenos. Entre los dos forman 
una estructura tridimensional bastante parecida a la de los dos dominios distales de la 
cadena a del CMH clase-J5•6 ·;c •• 

ocho plegamientos p antiparalelos que forman el "suelo" de la hendidura 
• dos cadenas a -helicoidales que forman los "brazos" o paredes laterales de dicha 

hendidura. 

Estructura de los genes de clase 11 
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Los péptidos que se albergan en el surco de CMH clase-11 son más largos que los de la 
clase 1: de 13 a 20 aminoácidos, esto parece que se debe al hecho de que la hendidura del 
CMH clase-11 no está tan cerrada por sus extremos, los péptidos no tienen por qué encajar 
entre los limites de esta hendidura, sino que pueden sobresalir de ellos. 
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Al igual que en CMH clase-), las moléculas de clase 11 pueden unirse a un juego amplio 
pero finito de péptidos, de modo que cada variante alélica tiene una gama de péptidos a los 
que se engarza, cuando se cristalizó el CMH clase-II humano ( 1993) se vio que aparecía 
como dímeros del heterodimero ya citado, es decir, { u 13 ] 2. los dimeros están situados de 
modo que las hendiduras respectivas están enfrentadas5·b··'". 

L 

Figura 8. Ubicación de los genes del sistema HLA clase 11 en el cromosoma 6. En su pane 
superior y media se muestra el cromosoma 6 y una extensión de su brazo cono indicando la región 
del MHC. y en su porción inferior la ubicación de los genes clase 11. 

Expresión celular de las moléculas del CMH 

Expresión de CMH-1 

En general, aparecen moléculas de clase 1 en todas las células somáticas nucleadas, aunque 
en cantidades diversas según los tipos celulares: 

los linfocitos poseen los mayores niveles (500.000 moléculas por célula) 
menos abundantes en higado, riñón y pulmones. 

• apenas nada en cerebro y -músculo esquelético. 
• nada en células de la placenta (trofoblasto velloso). 

Cada célula nucleada de un organismo sano expresa en su superficie varios tipos de 
moléculas del CMH e clase 1, y cada uno de ellos (correspondiente a uno de Jos numerosos 
alelos posibles) se une a una gama de péptidos propios procedentes de procesamiento 
citosólico de proteinas normales de la propia célula. 

Cuando la célula es infectada por un virus, algunos de los péptidos propios unidos a las 
hendiduras del CMH calse-1 son desplazados por péptidos del virus igualmente procedentes 
de procesamiento intracitoplásmico5

•
6

•
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'
38

. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

15 



Cada célula infectada por un determinado virus tiene varios tipos de CMH clase-1 en 
su membrana, y cada tipo (de cada versión alélica) despliega un juego diferente de 
péptidos de ese virus. 
Ahora bien, otro individuo de la misma especie (dotado de otro juego diferente de 
alelos del CMH clase-), es decir, de otro haplotipo) desplegará en el surco de sus 
moléculas de clase 1 un conjunto diferente de péptidos de ese virus. 

Expresión de CMH-U 

Las moléculas de clase 11 sólo aparecen en ciertos tipos de células, a saber, aquellas que 
funcionan habitualmente o pueden funcionar eventualmente como células presentadoras de 
antigenos: 

monocitos y macráfagos: en "reposo" expresan bajos niveles del CMI-1 clase-11, pero 
al interaccionar con el antígeno inducen altos niveles. 
células dendríticas. 
células de Langerhans de la piel. 
células B maduras. 
células T activadas 

Debido a que cada molécula de clase 11 consta de una cadena a y otra p cada una codificada 
por un gen distinto de la región 11 del CMH, y debido a que los dos alelos de un locus del 
heterocigoto son codominantes, la asociación aleatoria de cadenas a y p de cada alelo puede 
dar origen a combinaciones de moléculas del CMH clase-11 homólogas o heterólogas, esta 
heterozigosis en el ámbito fenotípico probablemente supone un aumento en el número de 
péptidos diferentes que pueden ser presentados en el, sistema inmunitario de cada 
individuo5

·
6·J''. 

Polimorfismos de las moléculas del CMJI. 

En cada especie, existe una enorme diversidad de alelos diferentes para cada locus del 
CMH; de hecho estamos ante el complejo de genes más polimórfico de los vertebrados. 

En el caso de CMH estamos hablando de diversidad a escala poblacional, no individual, se 
ha deducido que deben de existir unos 100 alelos diferentes para cada locus polimórfico del 
CMH. Ahora bien, como estos genes están estrechamente ligados y se heredan como un 
haplotipo unitario, la diversidad real queda muy lejos de esta cifra, pero aún así es 
gigantesca. Ello crea precisamente el gran obstáculo a la hora de los trasplantes e injertos 
entre individuos de la misma especie, la variación entre alelos distintos de un mismo locus 
del CMH, a nivel de secuencia de aminoácidos del respectivo producto, es de 5 al 10%, 
mucho más alta que en un gen "normal", y superior incluso a la diferencia de secuencia 
entre algunos genes homólogos de esffocies distintas, la variación se concentra sobre todo 
en los dominios más distantes5

•
6
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6

•
37

•
3 .4°. 

16 



¿Cómo se genera y mantiene en las poblaciones de vertebrados este notable polimorfismo? 
La respuesta a esta pregunta aún no se ha respondido totalmente, pero parecen existir varios 
mecanismos: 

l. Recombinación homóloga entre alelos del mismo locus. Parece ser que existen 
ciertos "puntos" para la recombinación en ciertas partes del CMH. 

2. Conversión génica: Una secuencia de un alelo de un locus del CMH se ve 
reemplazada en parte por otra secuencia de un gen homólogo. Este gen homólogo no 
tiene que pertenecer al mismo locus, y ni siquiera tiene que ser un gen funcional; se 
ha visto que como donadores de la conversión l"ueden intervenir algunos 
pseudogenes que existen dentro del complejo. 

3. Mutaciones puntuales, que introducen frecuentemente aminoácidos diferentes a Jos 
originales, pero no hay una mayor tasa de mutación, el CMH parece bastante antiguo, 
existiendo alelos tan viejos que sobreviven de una especie a otra. 

Los aminoácidos variables entre las distintas versiones alélicas se localizan (en referencia 
ahora a la estructura tridimensional) en la hendidura que sirve para unirse al péptido. Esto 
parece sugerir que son precisamente estas diferencias alélicas las responsables de las 
diferencias observadas en la capacidad de diversas versiones de moléculas del CMH de 
responder a determinados péptidos y no a otros. 

El alto grado de polimorfismo del CMH es una respuesta 
evolutiva para optimizar la protección de las especies de 
vertebrados frente a los distintos y variados microorganismos 
patógenos5.6.J<,.JM. 
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Figura 9. Reconocimiento y presentación de antígenos por parte de 
moléculas clase 11. 

El CMH en la susceptibilidad a enfermedades 

La importancia adaptativa del polimorfismo CMH en una población es que tiende a 
proteger a la especie frente a agentes infecciosos, ya que amplia la variedad de antígenos 
que se pueden reconocer. Cuando por alguna circunstancia disminuye el grado de 
polimorfismo del CMH, aumentan los riesgos de enfennedades infecciosas en las 
poblaciones, en ciertos casos se ha llegado a determinar qué alelos son los responsables de 
la susceptibilidad o resistencia. 

En humanos se conoce un caso bien datado históricamente: en 1845 emib>TÓ a Sudamérica 
un grupo de 50 familias holandesas, con sólo 367 individuos, a las dos semanas de su 
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llegada habían muerto el 50% a causa de fiebres tifoideas, a los 6 años sucumbió un 20% 
adicional por la fiebre amarilla, los sobrevivientes se casaron entre sí (en vez de hacerlo con 
los autóctonos de la región, que hubiera "vigorizado" genéticamente al grupo). Los 
descendientes actuales se caracterizan por mostrar un repertorio muy limitado de 
haplotipos, seleccionados respecto de la media de haplotipos de los holandeses de los 
Países 8ajos41

""
14

, en regiones del sureste de China y en Papúa- Nueva Guinea un 60% de la 
población humana lleva el alelo HLA-A 11, en estas poblaciones, muchas cepas del virus de 
Epstein-8arr han mutado un epitopo que originalmente era presentado de forma dominante 
por HLA-A 11, pero ahora los péptidos mutantes del virus ya no se unen a esta forma alélica 
de CMH- 1, por lo que ya no son reconocidos por los linfocitos T. 

Así pues, el polimorfismo de cada locus dentro de poblaciones norrnales hace que las 
poblaciones resistan el ataque de gran variedad de patógenos, aunque algunos individuos 
dotados de alelos poco aptos para determinado parásito puedan verse afectados45

""
8
, en 

determinadas áreas geográficas donde pcrrnanentemente existen determinados parásitos, la 
presión selectiva puede hacer que se seleccionen aquellos alelos CMH más eficientes para 
presentar péptidos: en el oeste de África, donde la malaria es endémica, es muy abundante 
el alelo HLA-853 , que está asociado a una mayor supervivencia ante el parásito49

•
51

• 

Cl\IH clase 1 y autoinmunidad 

Las asociaciones más conocidas que existen entre la expresión de ciertos antígenos de 
histocompatibilidad Clase 1 y algunas enfermedades autoinmunes son las que se han 
observado entre el HLA-827 y la espondilitis anquilosante o el síndrome de Reiter, las 
personas que poseen este antígeno de histocompatibilidad Clase I también tienen un riesgo 
relativo de presentar una artritis reumatoide juvenil o alguna artritis secundaria a causa de 
una infección por Yersinia, sin embargo, en estos dos últimos casos la asociación es mucho 
menos significativa que la observada en las personas con espondilitis5~·55. 

El riesgo que tienen los individuos portadores del alelo HLA-827 ha promovido estudios 
para identificar los familiares que portan el mismo gene, antes de que la enferrnedad se 
presente, con el fin de proporcionarles algunas medidas profilácticas, asi como el consejo 
genético más prudente. Algunos especialistas en este campo opinan que, si se conoce la 
expresión de ciertos alelos, en algunos casos, se puede calcular el pronóstico de varias 
enfermedades y la clase de respuesta que el paciente puede tener cuando se le aplican 
algunos tratamientos. Existe una larga lista de enfennedades autoinmunes que tienen cierto 
b'l'ado de asociación con la posesión de algún o algunos antigenos de histocompatibilidad, 
sin embargo, a pesar de larga lista anterior, las asociaciones encontradas hasta ahora han 
sido incompletas, esto quiere decir que se ha comprobado la existencia de personas sanas 
que poseen alelos de alto riesgo y, por el otro lado, se ha observado el caso de pacientes que 
tienen todos los síntomas clásicos de una enferrnedad autoinmune y que, sin embargo, no 
expresan el antigeno de histocompatibilidad asociado a ese padecimiento, asi por ejemplo, 
un 90% de los enfermos con espondilitis anquilosante llevan en sus células el antígeno 
HLA-827, ~ero solamente un 20% de las personas que tienen ese antigeno desarrollan la 
enfermedad 2

•
55

, en relación a los pacientes con espondilitis anquilosante, se ha observado 
que los anticuerpos preparados contra los antígenos de ciertas cepas de Klebsiella, dan una 
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reacción cruzada con el HLA-B27 de las células de los enfermos. Se puede suponer que si 
estas personas se infectan ·con esas bacterias, podrian. formar autoanticuerpos dirigidos 
contra un antígeno de histocompatibilidad Clase 1 que está presente en todas las células del 
cuerpo. 

En muy pocos casos se han encontrado personas que poseen dos o tres alelos de alto riesgo, 
pero un mismo alelo ha sido asociado con cuadros clinicos diferentes como, por ejemplo. la 
diabetes juvenil dependiente de insulina, la dermatitis herpetiforme y la enfermedad 
celiaca. 

Algunos HLA Clase 1 han sido tipificados en las células de personas con enfermedades que 
no son autoinmunes y que, aparentemente, no tienen ninguna relación con un trastorno del 
reconocimiento del material antigénico por parte del sistema inmunológico, por ejemplo, 
las personas con el HLA-A2 tienen cierto riesgo de nacer con malformaciones cardiacas 
congénitas. En estos casos se ha propuesto que ellas pudieron tener infecciones por virus 
teratogénicos y que esto pudo estar facilitado por el haplotipo del MHC. En otras 
asociaciones ha resultado mucho más dificil encontrar explicaciones razonables52

º
55

. 

CMH clase 11 y autoinmunidad 

La mayoría de las enfermedades autoinmunitarias se acompañan de un aumento 
significativo del número de linfocitos T que tienen sobre su membrana las moléculas de 
histocompatibilidad Clase 11, sin embargo, conviene tener presente que existen varias 
circunstancias fisiológicas (como la edad neonatal, el envejecimiento o el embarazo) que, a 
través de diferentes mecanismos, pueden modificar la capacidad de las células linfoides 
para expresar esta clase de moléculas. 

Por otra parte. en algunas personas se ha observado que, bajo ciertas condiciones 
estimulantes que propician la producción de interferones, varias células epiteliales o 
endoteliales pueden adquirir la capacidad de expresar sobre sus membranas las moléculas 
HLA de Clase 11, cuando esto sucede, las células que adquieren HLA Clase 11 se 
convierten, potencialmente al menos, en células capaces de presentar los determinantes de 
cualquier material antigénico, propio o extraño. Además, lo hacen en tejidos donde, bajo 
condiciones normales, ese evento no hubiera ocurrido, la situación anterior ha sido 
interpretada como un fenómeno facilitador de la activación de células autorreactivas y, 
consiguientemente, podria dar lugar a la aparición de enfermedades autoinmunitarias como 
la tiroiditis de Hashimoto, la enfermedad de Graves (hipertiroidismo), la diabetes tipo J 
insulino-dependiente, la cirrosis biliar primaria y la artritis reumatoide52

-
55

. 

En otras circunstancias, inducidas o no en una forma experimental, se ha observado un 
fenómeno completamente opuesto al anterior, así por ejemplo. en los linfocitos de algunos 
pacientes inmunodeficientes, las moléculas de histocompatibilidad Clase JI se pueden 
encontrar disminuidas o completamente ausentes, todas estas observaciones parecen sugerir 
que, para la modulación de la respuesta de anticuerpos, el haplotipo contenido en el CMH 
humano debe ser tan importante como los cambios que pueden presentarse en el momento 
de su expresión. 
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Por otra parte, al estudiar los HLA-DR de personas sanas y compararlos con los de 
pacientes con una diabetes insulino-dependiente que tienen los mismos HLA-DR, se ha 
encontrado que existen diferencias en la codificación que trae el ADN para la sintesis de las 
cadenas beta de esos antígenos de histocompatibilidad Clase 11. el significado biológico de 
estas diferencias no está claro, pero se ha sugerido que ellas pueden ser las responsables de 
que algunas personas produzcan autoanticuerpos contra ciertos antígenos propios52

-
55

• 

Principales enfermedades autoinmunitarias asociadas con la posesión" de ·algunos 
alelos CMH clases 1 y U. ,._ ,_ , , ... ;'· 

Espondilitis anquilosante [827] 
Enfermedad de Reiter (827] 
Diabetes juvenil [DR3, DR4] 
Esclerosis múltiple [A3, 87, DR2] 
Miastenia gra\'is [88, DR3] 
Hipertiroidismo [88, DR3] 
Dermatitis herpctiforme [88, DR3] 
Enfermedad celiaca [88, DR3, DR7] 
Artritis reumatoide [B27. DR4] 
Lupus eritematoso sistémico (88, DR3] 
Narcolepsia [DR2). 

DETERMINACIÓN GENE TI CA 
POLIMORFISMOS DEL CMH 

1 
TESIS CON 

FALLA DE ORIGEN 

DE LOS 

Las secuencias polimorficas del ácido desoxirribonucleico (ADN) pueden dividirse en dos 
grandes grupos: los polimorfismo de longitud que están basados en diferente longitud de la 
región \'ariable, y los polimorfismos de secuencia basados en diferencias en la secuencia 
nucleotidica. El Complejo Mayor de Histocompatibilidad presenta un polimorfismo de 
secuencia, las secuencias polimorficas del CMH coinciden con la presencia o ausencia de 
sitios de restricción y esto permite utilizar técnicas avanzadas de análisis, basadas en la 
infonnación genética (ADN) que presenta un individuo, tales como la Reacción en Cadena 
de la Polimerasa. 

Estas técnicas, denominadas genéricamente reacc1011 en cadena de la polimerasa 
("Polymerase Chain Renction" o PCR), permite amplificar más de un millón de veces un 
ADN obtenido a partir de una región seleccionada del genoma, siempre y cuando se 
conozca una parte de su secuencia de nucleótidos, esta técnica fue ideada en 1989 ¡or Kary 
B. Mullís que obtuvo el premio Nobel de Qulmica en 1993 por dicho invento6 

, para la 
PCR se utilizan dos oligonucleótidos sintéticos de unos 15-20 nucleótidos que son 
complementarios a las zonas flanqueantes de la región que se quiere amplificar. Estos 
oligonucleótidos (habitualmente conocidos por su nombre en inglés, "primers") actúan 
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como cebadores para la sintesis in vitro de ADN la cual está habitualmente catalizada por 
una enzima llamada Taq palimerasa, dicha enzima se aisla de una bacteria termófila, 
denominada Thermus Aquátic11s, que es capaz de crecer a temperaturas elevadas (79 - 85 
ºC), a esta temperatura dicha enzima es capaz de mantener una media de extensión de más 
de 60 nucleótidos por segundo en regiones ricas en uniones G-C54

º
57

• 

La temperatura optima a la que actúa la Taq polimeraw permite el uso de elevadas 
temperaturas para la unión de los primers y para la extensión, de esta manera se aumenta el 
nivel de exigencia de la reacción y se reduce la extensión de los primers unidos 
inespecíficamente al ADN57

""
1
• 

La reacción se lleva a cabo en una serie de ciclos cada uno de los cuales incluye tres fases: 

Desnaturalizción 
Para que comience la reacción es necesario que el ADN molde se encuentre en forma de 
cadena sencilla. Esto se consigue aplicando temperaturas de 90 a 95ºC que producen la 
rotura de los puentes de hidrógeno intercatenarios y por lo tanto la separación de ambas 
cadenas, para conseguir la completa separación de las hebras de toda la muestra esta 
temperatura debe mantenerse unos minutos, si el ADN solo se desnaturaliza parcialmente 
éste tenderá a renaturalizarse rápidamente, evitando asi una eficiente hibridación de los 
primers y una posterior extensión. 

Hibridación 
Esta fase se denomina también fase de "annealing" o de emparejamiento, una vez que el 
ADN está desnaturalizado se disminuye la temperatura hasta un rango comprendido entre 
los 40 y los 60ºC para que se pueda producir la unión de los primers a las secuencias 
llanqueantes del fragmento que se va a amplificar. 

Eittensión 
Durante este paso la Taq polimerasa incorpora nucleótidos en el extremo 3' del primer 
utilizando como molde la cadena de ADN previamente desnaturalizada, la temperatura a la 
que se lleva a cabo este paso suele ser de 72ºC ya que es la temperatura a la que la Taq 
polimcrasa alcanza su máxima actividad, normalmente una extensión de 20 segundos es 
suficiente para fragmentos menores de 500 pb, y 40 segundos para fragmentos por encima 
de 1.2Kb. 
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Fig 9. Secuencia de pasos en la Reacción en 
Cadena de la Polimerasa. 
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.ANÁLISIS DE LOS POLIMORFISMOS DEL CMH 

Hibridación: 

La hibridación es un proceso de unión de dos hebras complementarias de ácidos nucleicos 
pero cuyo origen es distinto, una de ellas será el ácido nucleico diana y la otra será la sonda 
empleada para localizar ese ácido nucleico diana. 

Fig. 1 O Esquema de una hibridación 

Una sonda es un fra¡,'lllento monocatenario de ADN o ARN marcado con una molécula 
reporter, y que se emplea para el reconocimiento específico de una molécula determinada 
de ácido nucleico diana de cadena sencilla, en un proceso de hibridaciónº". 

Existen tres tipos de sonda de ácidos nucleicos: 

Fragmentos de ADN 
Fragmentos de ARN 
Oligonucleótidos sintéticos u oligosondas. 

Las Reporter son moléculas químicas unidas a la sonda y que van a permitir la detección 
de esta tras un proceso de hibridación, existen moléculas reporter de muchos tipos: 
radiactivas (32P, 35S), de afinidad (Biotina, Digoxigenina ... ), enzimáticas (Fosfatasa, 
Peroxidasa ... ) y quimioluminiscentes (ésteres de acridina) 6

". 

Factores que afectan la sensibilidad y especificidad de la reacción de hibridación son: 

• Concentración del ácido nucleico diana 
Complementariedad sonda-ácido nucleico diana 
Concentración de la sonda. 

• Longitud de la sonda 
• Actividad específica de la molécula reporter. 

Condiciones de hibridación (pH, fuerza iónica, temperatura de hibridación, ... ) 
Tm 
Acceso al ácido nucleico diana. 
Formato de hibridación 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Los formatos de hibridación son: 

Hibridación en solución: La sonda y el ácido nucleico diana se encuentran en una 
solución líquida. Las condiciones de hibridación deben ser rigurosas. La velocidad 
de formación del duplex en estas condiciones es alta. El problema de este tipo de 
hibridación es la eliminación de la sonda que no ha reaccionado, empleándose entre 
otros métodos la nucleasa S !-precipitación con tricloroacético o la hibridación 
protection assay62

'M. 

Hibridación en fase sólida: El ácido nucleico diana o bien la sonda se encuentran 
inmovilizados en filtros. Estos pueden ser de nitrocelulosa (fijación por calor) o de 
nylon (fijación por luz ultravioleta). Una vez realizada la fijación se añade la sonda 
marcada que buscará su secuencia complementaria en el ácido nucleico diana que 
queremos identificar. La sonda que no reacciona, híbridos inestables o uniones 
inespecíficas son eliminados mediante lavados. Su sensibilidad es menor que la 
hibridación en solución. Actualmente también se ha conseguido fijar los ácidos 
nucleicos al plástico de las placas de microtitulación. Existe un tipo de 
hibridaciones en fase sólida que son muy empleadas en Biología Molecular: los 
Southem blot (ADN cortado con enzimas de restricción e hibridado con una sonda 
de ADN) y Northem Blot (ARN separado e hibridado con sondas de ADN o ARN). 
Estas técnicas consisten en una separación inicial de las moléculas en base a su peso 
molecular mediante electroforesis, trasferencia capilar de estas moléculas a un filtro 
de papel o de nylon, fijación, hibridación con la sonda de interés y detección62

•
63

• 

Hibridación in situ 

Permite la detección de genes o expresión de genes dentro del contexto morfológico de Ja 
célula o tejido. Para conseguirlo se requiere que el ácido nucleico sea liberado de su 
entorno celular para tener acceso la sonda, pero preservando la morfología para Ja 
consiguiente interpretación y análisis. Para ello se emplean fijadores especialmente de 
entrecruzamiento, como la formalina, paraformaldehido, glutaraldehido. El empleo de 
proteasas, que facilitan el acceso de la sonda al ácido nucleico diana debe ser realizado 
cuidadosamente para no provocar el desmantelamiento de la morfología celular. Se 
recomienda el empleo de oligosondas6

l.<·l. 

Sondas de PNA (Peptide Nucleic Acid) 

Fueron inventadas en 1990 por un grupo de científicos daneses (Buchardt, Berg, Nielsen, 
Egholm). Son una nueva clase de sondas híbridas entre ácido nucleico y proteinas, 
diseñadas para la detección de secuencias específicas de ácidos nucleicos. Su estructura 
esta formada por una cadena de aminoácidos que forman el esqueleto principal, y a los 
cuales se les unen las bases nitrogenadas, siguiendo los parámetros conformacionales 
descritos por Watson y Crack, las bases (A,T,C,G) están colocadas a Ja misma distancia 
que en el ADN62.63. 
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Esta estructura hibrida le confiere una serie de características especiales: 

Son moléculas de simple cadena 
• No están cargadas siendo el esqueleto principal flexible. 
• Sus hibridaciones son rápidas, específicas y sensibles. 
• Presentan una especificidad y sensibilidad mas elevada que los oligomeros 

ADN/ARN 
• Hibrida bajo condiciones donde el DNA no puede. 
• Enlaces más fuertes 

Moléculas muy estables y no son degradadas por proteasas ni nucleasas. 

Transferencia del ADN a soportes sólidos {téCnica Íle Southerií)C)~~??.';'3:'.:::: ·: :.::~ 

Se emplea una sonda o probe complementaria de la región hipervariable. Las sondas se 
clasifican, de acuerdo con la localización y número de sitios que presentan sus secuencias 
complementarias en el genoma, como: 

• De locus múltiple: Estas sondas reconocen ("hibridizan") a diferentes regiones del 
genoma, ubicadas en distintos cromosomas, cuya localización precisa se desconoce, 
produciendo ADN-fi11gerpri11ts ("huellas digitales genéticas") individuo-específicos 
sobre una membrana que contiene ADN fragmentado enzimáticamente y separado 
por electroforesis. Las bandas obtenidas se heredan mendelianamente, por lo cual 
provienen en fonna aproximada en un 50 % de cada uno de los progenitores. 
Entre ellas, las denominadas 33.6 y 33.15, desarrolladas por Jeffreys64 que detectan 
unos 17 fragmentos variables de ADN por individuo, de entre 3.5 y 20 kilobases, o 
bien el fago M 13, que posee secuencias capaces de generar huellas digitales 
genéticas (HDG), individuo-específicas65

. 

• Otro ejemplo de este tipo de sondas lo constituyen los oligonucleótidos, en 
secuencias repetidas 5 veces CAC/GTG que también son generadores de 
ji11gerpri11ts '"' 

• De locus ú11ico o locus especificas: detectan un solo locus hipervariable con una 
banda por alelo; dada la naturaleza diploide de los humanos, se obtienen patrones de 
dos bandas (heterocigotas), o patrones de una banda (homocigotas, con alelos de 
similar tamaño). Su variabilidad está dada por secuencias que se repiten un cierto 
número de veces, generándose fragmentos de restricción de diferente tamaño 
(VNTRs), más h'l"andes cuanto más veces esté repetida dicha secuencia. Son 
altamente polimórficas, por ejemplo, para la sonda YNH24 se han detectado 
alrededor de 70 alelos de distinto tamaño en la población mundial. Cabría esperar 
que esta multiplicidad produjera una muy alta capacidad resolutiva, sin embargo, 
algunos alelos se encuentran mucho más representados que otros en la población, 
por lo cual la mayor o menor certeza de los estudios efectuados dependerá de los 
análisis de las frecuencias poblacionales para cada variante alélica o banda, que 
presente cada sistema en particular, la certeza del análisis puede incrementarse 
utilizando un conjunto de varios loci hipervariables67

•
68

, lo cual disminuye 
prácticamente a cero la probabilidad de error. 

1 TESIS CON j 
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Sistemas basados en diferencias en las secuencias nucleotldicrui·; 

Métodos clásicos de sccuenciación 

Los dos protocolos clásicos de secuenciación (método químico y enzimático) comparten 
etapas comunes. 
Marcado: Es necesario marcar las moléculas a secuenciar radiactiva o fluorescentemente 
Separación: Cada protocolo genera una serie de cadenas sencillas de ADN marcadas cuyos 
tamaños se diferencian en una única base. Estas cadenas de distintas longitudes pueden 
separarse por electroforesis en geles desnaturalizantes de acrilamida-bisacrilamida-urea, 
donde aparecen como una escalera de bandas cuya longitud varia en un único nucleótido. 
Para obtener estas cadenas se emplean dos procedimientos69

º
71

: 

Método qulmico de Maxam y Gilbert 

Originalmente descrito por A. Maxam y W. Gilbert en 1977. 
Esta técnica consiste en romper cadenas de ADN de cadena sencilla marcadas 
radiactivamente con reacciones quimicas especificas para cada una de las cuatro bases. Los 
productos de estas cuatro reacciones se resuelven, por electroforésis, en función de su 
tamaño en geles de poliacrilamida donde la secuencia puede leerse en base al patrón de 
bandas radiactivas obtenidas. 

Método enzimático de Sanger 

Este método de secuenciación de ADN fue diseñado por Sanger, Nicklen y Coulson 
también en 1977 y se conoce como método de los terminadores de cadena o dideoxi. 
Para este método resulta esencial disponer de un ADN de cadena simple (molde) y un 
iniciador, cebador o "primer" complementario de una región del ADN molde anterior a 
donde va a iniciarse la secuencia. Este cebador se utiliza como sustrato de la enzima ADN 
polimerasa 1 que va a extender la cadena copiando de forma complementaria el molde de 
ADN. 
Como la técnica se basa en la sintesis de ADN, para hacer la reacción de secuenciación se 
necesita: 

Como "molde" se utiliza una de las cadenas del fragmento de ADN que se va a secuenciar. 
Como "cebador" para iniciar la sintesis, se necesita un corto oligonucleótido 
complementario del ex-iremo de la cadena. 

• Desoxinucleótidos de las cuatro bases: dAMP, dTMP, dGMP, dCMP. 
• Didesoxinucleótidos de una base en cada una de las cuatro reacciones de 

secuenciación. 

Al añadir la ADN-polimerasa, comienza la polimerización en el cebador, pero cesa el 
incorporarse un didesoxinucleótido, se produce un conjunto de cadenas dobles cuyas 
longitudes dependen de la situación del didesoxinucleótido incorporado. 
En el caso expuesto en el dibujo, esta reacción de secuenciación se hace con un didesoxi de 

adenina, lo que significa que cuando se incorpore esta adenina no podrá continuarse la 
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polimerización de nuevos nucleótidos, nos queda por tanÍo un pequeño fragmento de ADN 
que termina en Ja adenina, Jo que nos dice que en el ADN original, en ese Jugar estará el 
nucleótido complementario que lleva timina. 

En el caso expuesto deducimos tres fragmentos con 5, JO y 14 nucleótidos (sin contar el 
cebador) en cuyos extremos tenemos adenina, nos pennite interpretar que en el ADN 
original, en esas situtaciones tendremos timina, deben prepararse cuatro reacciones de 
secuenciación, cada una con un didesoxi distinto . Los frab'lllentos resultantes se separan 
por tamaño mediante electroforesis, se autorradiografian, y Ja sucesión de bandas de cada 
una de las cuatro reacciones, comparándolas entre si.dan la secuencia del ADN72

"
75
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Pre\'enir y detectar de manera oportuna el cáncer en sus etapas más tempranas de 
desarrollo, es una de las tareas de las personas dedicadas al cuidado de la salud, por lo 
que nuestro trabajó se enfoca principalmente a la posible predisposición de los 
indh·iduos a padecer el cáncer, tomando como referencia la interacción entre el 
Complejo Mayor de Histocompatibilidad y el Virus del Papiloma Humano-16, ya que 
para la población mexicana no se cuenta con información al _respecto. 

Al encontrar una relación entre estas dos \'ariables tendremos la certeza de asegurar 
que algunas personas son más susceptibles al desarrollo de cáncer, o en su defecto 
poseen algunos alelos los que les brinden cierta protección ante la enfermedad, este 
conocimiento permitirá a los pacientes infectados con Virus del Papiloma llumano-16 
conocer que tan riesgoso puede ser para ellos el desarrollo de la enfermedad a largo 
plazo, así como el posible tratamiento para su pronta recuperación. 

Este estudio también nos sen·irá para tener un mayor conocimiento acerca de la las 
frecuencias génicas que muestran las personas nacidas en el D.F. y área 
metropolitana, p11r11 así compararlas con otros trabajos realizados a distintas 
poblaciones de la Repu blica l\lcxieana. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

27 



--···;<' 

HIPOTESIS. 

Al determinar el polimorfismo del Cl\111 clase 1 y 11 en pacientes con CaCu positivo a 
VPH-16 permitirá establecer si estas pacientes presentan algún alelo que les confiera 
cierta susceptibilidad que las predisponga al desarrollo de este cáncer. 
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OBJETIVOS. 
·r·· 

"'. ~ ' 

Objetivo general: 

Determinar los polimorfismos del CJ\IH clase 1 y 11 en pacientes con CaCu positivo a 
VPH-16. 

Objetivos específicos: 

Determinar la frecuencia génica para la región HLA-A, HLA-8, HLA-DQ y llLA-DR, 
en la 1>oblación de estudio. 

Analizar si existe signilicancía estadística entre las frecuencias obtenidas en el estudio 
con relación a In población abierta 

Identificar si existe diferencia entre las frecuencia obtenidas con relación a las 
reportadas para otras poblaciones. 
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DISEÑO DE LA INVESTIGACION 

TIPO DE ESTUDIO 

La in\'!'stigaciún se realizó de acuerdo con un diseño transversal descriptivo. 

POBLACIÓl'i DE ESTUDIO 

Mujeres mestizas mexicanas con diagnóstico de Cáncer Cervico Uterino positivo a 
VPll-16 que residan en el distrito federal y zona metropolitana y que acudan para su 
atención al "Hospital de Oncológia del Centro Medico Nacional Siglo XXI ". 

CRITERIOS DE INCLllSIÓ~ 

Mujeres con Cáncer Cervico Uterino positivo a VPll-16 (de reciente diagnóstico, en 
cualquier etapa clinica), de cualquier edad, que tengan vida sexual activa, que 
aceptaron la participación voluntaria y que residan en el área metropolitana. 

CRITERIOS DE EXCLUSIÓN 

!\lujeres con VIII, 

VARIABLES 

VARIABLE DEPENDIENTE: Cáncer cen·ico uterino positi\•o a VPH-16. 

VARIABLE INDEPENDIENTE: Polimorfismo del Complejo Mayor de 
histocompatibilidad Clase 1 y JI 
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MATERIAL Y MÉTODO. . .... ,. 
~ -· -, ... ~, .. "'· 

1).-Toma de muestras sanguineas 

Material 

• Ligadura 
• Torundas de algodón 
• Jeringas de plástico estériles (5mL) o tubos Vaeutainer 
• Agujas (calibre entre el 18 al 22) 
• Tubos cónicos de 50 mL.} 

Reactivos 
• Etanol al 70% 
• EDTAal 10% 

Procedimiento. 
1) Se preparó el tubo en le que se colocó la muestra sanguínea, colocando la cantidad 

de anticoagulante adecuada, para el EDTA se utilizó una concentración al 10% en 
una proporción de 0.1 mL por 5 mi de sangre. 

2) Una vez obtenida la cantidad necesaria de sangre (3 a 5 mL) se retiro la jeringa de la 
punción. 

3) Se vació la sani.>Te por la paredes del tubo 
4) Se mezclo perfectamente la sangre con el anticoagulante hasta su total 

homogeneización. 

NOTA: Riesgo de infección: 
Las muestras de sangre deben manejarse con cuidad para evitar la contaminación del 
operador y del área de trabajo, el operador que trabaja con material de alto riesgo debe usar 
guantes protectores y si es posible llevar a cabo sus procedimientos en un gabinete de 
seguridad. 

Il).- Extracción del material genetico (ADN) de las muestra sanguíneas (técnica de 
BDtract™ GENOMIC DNA ISOLATJON KIT) 

Material 
100 muestras sanguíneas 

• Tubos para microcentrifuga 
• Pipetas estériles desechables 
• Pipetas semiautomáticas de IOOOµL, 200µL 5-50µL 
• Puntas estériles de 1 OOOµL, 200µL 5-50µL 
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Equipo 

Reactivos 

Centrifuga 
Microcentrifuga Dupont 
Modulo de calentamiento Temp.-block equathem1 con termostato ajustable. 

• Solución BD-1 
Solución BD-2 
Solución BD-3 

• Solución BD-4 

Procedimiento 

l. .se colectaron 2.5 mL de sangre total en un tubo que contenga EDT A en 
concentración lmg/L de sangre, transferir los .2.5 mL de sangre a un tubo de 
polipropileno de 15 mL. 

2. Se adicionaron 2.5 mL de la solución BD-1 e invierta varias veces el tubo para que 
se mezcle perfectamente. 

3. Se centrifugo por 10 minutos a 2,200xg usando una centrifuga. 
4. Decante el sobrenadarte y salve el pellet 
5. Adicione 2.5 mL de la solucion BD-2 para lavar el pellet, centrifuge por 10 minutos 

a 2,200xg. 
6. Decante el sobrenadarte y resuspenda el pelle! con O 6 mL de la solución BD-3 

mezcle y con una pipeta transfiera el contenido a un tubo de 1.5 mL e incube a 65° 
e por 15 minutos. 

7. Adicione 0.2 mL de la solución BD-4 agite el tubo para mezcal perfectamente. 
8. Centrifuge por 1 O minutos al máximo usando una micro centrifuga, transfiera el 

sobrenadante a otro tubo con mucho cuidado. 
9. Adicionar al sobrenadante 0.6 mL de isopropanol a temperatura ambiente. 
10. Mezcle por inversión en tubo de 40 a 50 veces par que el ADN precipite. 
11. Centrifuge por 1 O minutos al máximo usando una micro centrifuga. 
12. Decante el sobrenadante y resuspenda el ADN con 1 mL de etanol al 70% frió. 
13. Centrifuge por 5 minutos al maximo usando una micro centrifuga 
14. Seque el pellet y adicione 0.5 mL de agua estéril o buffer Te para disolver el ADN. 
15. Incube el tubo a 65° C de 15 a 30 minutos e invierta varias veces durante la 

incubación 
16. Esta listo para su uso. 

DI).- Cuantificación del material genético (ADN en gel de agarosa). 

Material: 

• ADN extraído de las 100 muestras sanguíneas. 
• Probeta de 100 mL. 
• Matrnz Erlenmeyer de un volumen tal que pueda contener al menos dos veces la 

cantidad de buffer añadido. 
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Espátula. 
Peines para 14 y 24 posos. 
Molde para gel horizontal de 12 por 14 cm. 
Rollo de masking tape. 
Barra de agitación magnética. 
Pipeta semiautomática de 1-20µL. 
Puntas desechabas estériles de 20 µL. 

+ Puntas para cargar geles desechables estériles. 
Guantes de látex desechables. 

+ Placas de microtitulación en fondo U. 

Equipo: 
• Balanza semianalitica Sanorius. 

Parilla de calentamiento con agitación Coming. 
Cámara para electroforesis con cubiena modelo 14xl 1 GIBCO BRL. 
Regulador de poder para cámara de electroforesis de 330 volts GlBCO BRL. 
Mezclador con plataforma orbital de 40 a 400 rpm 

• Eagle eye still video system que se integra de cámara de video, lentes zoom, 
thremal printer, filtro de interferencia, monitor de vídeo y almacenadora de 
imagen (Stratagene). 

Reactivos 
Agua destilada y desionizada. 
Agarosa ¡,'Tado electroforetico. . 

· Amoniguador T AE IX.( Tris base 1 M, EDT A O.SM pH 8 , ácido acético glacial y 
agua) 
Amoniguador de carga Buffer (azul de bromofenol O. Jg Tris-HCL.IM pH 8, 
EDTA O. SM. glicerol y agua) · 
Bromuro de Etidio 1000 X (O. Smg/mL). 
Controles de ADN de concentración conocida ( 1, 2.5, 5, 10, 15, 20 y 30 µg/µL). 

Procedimiento: 
a) Preparación del gel de agarosa: 
1.-Preparar los geles de agarosa de acuerdo a la tabla siguiente. 

Gel de cuantificación. 

Cantidad de agarosa. r 0.8 g. 

Cantidad de buffer. r lOOmL. 
0/ó de agarosa. 0.8% 

2.-Se preparo el molde y se nivelo con una burbuja para gel horizontal cubriendo Jos 
extremos con cinta masking tape, para tener un molde con las características deseadas. 
3.-Se midieron 1 OOmL de amoniguador TAE IX en una probeta, se colocaron en un 
matraz Erlenmeyer de 500mLpara evitar que se derramará durante su calentamiento. 
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4.-Se pesaron 0.8g de agarosa grado electroforetico, se adicionó al matraz, y se agitó 
suavemente se marco sobre el matras el volumen total formado, para restituirlo con agua el 
que se evapore. Calentándose en un horno de microondas ó en una parrilla de calentamiento 
hasta que toda la agarosa se disuelva. Asegúrese de que todos los cristales se hayan 
disuelto antes de proseguir. 
5.-Después de calentar, se adicionó agua destilada para remplazar el volumen perdido 
durante el calentamiento. 
6.-Se colocó la mezcla en el centro del molde para gel. Se permitió a la agarosa enfriar 
ligeramente ( -60° C ) antes de verterla. Se removieron todas las burbujas con una punta o 
una pipeta desechable del gel sobre el molde. Se colocaron los peines en su posición y se 
permitió que al gel solidificara por 30 ó 60 minutos. 

b) Cuantificación de material genético ( ADN ). 

1.-Se agitaron con vortex las muestras de ADN que se van a cuantificar por 1 5 segundos. 
se centrifugó brevemente para eliminar las impurezas contenidas en el tubo. Se incubo 
durante 5 minutos a 65° C. 
2.-Se centrifugó brevemente para llevar las impurezas al fondo del tubo. 
3.-Se retiró la cinta masking tape y los peines del molde. Se colocó el molde dentro de la 
cámara de electroforesis de manera que los posos del gel se encuentren del lado . del 
electrodo negativo. .. .· .• :". , . : 
4.-Se adicionó a la cámara amortiguador T AE IX en cantidad suficiente para cub.rir el gel 
en su totalidad. · 
5.-Se adicionaron 3 µL de amortiguador de carga a cada pozo ·de .Ja placa de 
microtitulación. Usando un poso por muestra. 
6.-Se adicionarán 7 µL de los estándares de concentración conocida de ADN en cada pozo 
del gel. Utilice un pozo por muestra. 
7.-Por otro lado se adicionaron 7 µL de las muestras de ADN a cada uno de los pozos de la 
placa de microtitulación que contenían el amortiguador de carga, se mezcló bien, y se 
colocarán los JOµL del volumen total de cada muestra en cada pozo del gel. 
8.-Una vez que todas las muestras se colocaron en el gel se realizo la electroforesis a 50 
volts durante una hora, o bien hasta que el primer colorante se desplace únicamente 1.5 cm 
del punto de aplicación .. 
9.-Se retiró el gel de la cámara de electroforesis, se colocó en un recipiente plástico, 
adicionándole agua suficiente para cubrir el gel y entonces se ah>regarán 5 µL de Bromuro 
de Etidio O.Sµg/mL. 
10.-Se colocó el recipiente en el agitador orbital y se agitó a 50 rpm. durante 5 minutos. 
11.-Se realizaron por lo menos tres lavados del gel con agua de la llave por 5 minutos, 
tirando el agua de cada lavado. 
12.-Se fotografió el gel bajo luz U.V. 
13.-Se determino la cantidad de ADN presente en las. muestras comparando la banda 
obtenida con las bandas generadas por cada uno de los estándares. 
Precaución: El Bromuro de Etidio es mutágeno e irritante. Use guantes, evite el contacto a 
la piel. 
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NOTA: Debido a que para que se lleve acabo la amplificación del ADN por medio do la 
técnica de PCR se requiere una concentración que va de 2ng a 25ng se eligieron todas las 
muestras cuya concentraron estuviera dentro de este rango siendo necesario en algunas 
ocasiones realizar diluciones de muestras para obtener dicha concentración. 

JV) Cuantificacion del ADN purificado por espectrofotometria: .... , ·-·-- """.. ,. __ . 

Material: 

• ADN extraído de las 100 muestras sanguíneas. 
Probeta de 100 mL. 
Tubos de ensaye 

• Guantes de látex desechables. 

Equipo: 

Reactivos 

Cuba de carga de cuarzo 
Espectrofotómetro Gilforg 250 
Balanza semianalitica Sartorius. 

• Agua destilada y desionizada. 

Absorción de luz ultravioleta: 

Se efectuó a partir de diluciones 1/200 a 11500 en agua destilada, para determinar la 
absorción de luz UV a las longitudes de onda 230, 260, 280 y 320 nm en un 
espectrofotómetro Gilforg 250. 

Las relaciones 260/280 permitieron detectar la presencia de posibles contaminantes en las 
muestras. 

Se calcula el contenido de ADN asumiendo que una unidad de absorbancia a 260 nm 
equivale a 50 ug/mL de ADN doble cadena . 

. \').-Preparación de la mezcla de reacción (según el protocolo DYNAL BIOTECH) 

Material 
+ Tubos para micro centrifuga de 0.5 mL con tapa plana 

Pipetas semiautomática de 200 µL y J-20µL 

Reactivos 

Puntas estériles desechables de 200 µL y 20µL 

HLA -DR Master Mix. 
HLA -DQ Master Mix. 
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• HLA -,A Master Mix. 
• HLA -B Master Mix. 
• Solución de MgCh 6.0 mM 
• H~O estéril. 

Procedimiento 
La mezcla de reacción se prepara como sigue para cada muestra a amplificar: 

~, 
Mezcla de reacción 1 Volumen ütL) 

1 Ma.xter Mix 1 2oµL 

1 MgCI, r IOµL 

1 H,O 1 IOµL 
Maxter Mix, cont1en Tns-HCI gl1cero 10%, KCI IOOmM dNTP O 001%, Pnemr 

biotinados, Taq polimcrasa 0.01°10 yacida de sodio 0.05°,o 

M}.-Amplilicación de las muestras 

Material 

Equipo 

100 muestras de sangre 
• Tubos para micro centrifuga de 0.5 mL con tapa plana 
• Pipetas semiautomática de l-20µL 

Puntas estériles desechables de 20µL 

Microcentrifuga Dupont 
• Perkin -Elmer Gene Amp PCR System 9700 

Procedimiento 
1. Se añadieron de 200 a 400 ng/µL de ADN al tubo que contiene la mezcla de 

reacción preparada en el paso anterior. 
2. Se centrifuga la muestra y se coloco dentro del termociclador 
3. Se prob'Tamo el tem1ociclador bajo las siguientes condiciones. 

HOLD 35 CICLOS HOLD 

95"C 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 

5 minutos 15 segundos 45 segundos 15 segundos 5 minutos 

4. Una vez terminados los ciclos se retiraron las muestras y se procedió a realizar la 
electroforesis en gel. Para determinar los alelos correspondientes. 
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VII).-Electroforesis de los productos amplificados . 

Material. 
Los productos de PCR de cada una de las 100 muestras biológicas amplificadas. 
Pipetas semiautomáticas de 1-20µL. 

• Puntas estériles desechables de 20µL. 
Placa de microtitulación con fondo U. 

Equipo: 
• Cámara para eleétroforesis horizontal con cubiena GIBCO BRL. modelo 

14XIL ·· .. :- :-.· .. ·.:•,·.:· . 
• . Regulador de' poder. pára cámará· de electroforesis de 300 volts G IBCO BRL. 

·".'.·'· ' . ,;.~, :,~":!'' ~· 
--; ::' '' ,.. .. . . -- . : . .-'.,:<.-:\>,·~< .. ~ -\ . 

Reactivos:· . . . ··.·. , · ',;·:;-::;·; ... 
• .Azul de bromóféno1.¡::·· 

Agarosá para· productos 
• Marcador de peso molecular de 100 pb GIBCO BRL. 
• Buffer 0.5X TBE (5.4 g Tris base, 2.5 g ácido bórico, 2.0 g EDTA, 1000 mL agua 

destilada). 

Procedimiento: 
a) Preparación del gel de agarosa: 
! .-Preparar los geles de agarosa de acuerdo a la tabla siguiente. 

l Gel de cuantificación de Productos. 

Cantidad de agarosa. 
,, 

2.0 g. 

Cantidad de buffer. 1 100 mL. 

% de agarosa. 2.0 ~ó 

2.-Se preparo el molde y se nivelo con una burbuja para gel horizontal cubriendo los 
extremos con cinta masking tape, para tener un molde con las caracteristicas deseadas. 
3.-Se midieron 100 mL de amoniguador Buffer 0.5X TBE en una probeta, se colocaron 
en un matraz Erlenmeyer de 500 mL para evitar que se derramará durante su 
calentamiento. 
4.-Se pesaron 2.0g de agarosa grado electroforetico para productos, se adicionó al matraz. y 
se agitó suavemente se marco sobre el matras el volumen total formado, para restituirlo con 
agua el que se evapore. Calentándose en un horno de microondas ó en una parrilla de 
calentamiento hasta que toda la agarosa se disuelva. Asegurese de que todos los cristales se 
hayan disuelto antes de proseguir. 
5.-Después de calentar, se adicionó agua destilada para remplazar el volumen perdido 
durante el calentamiento. 
6.-Se colocó la mezcla en el centro del molde para gel. Se permitió a la agarosa enfriar 
ligeramente ( -60'C ) antes de venerla. Se removieron todas las burbujas con una punta o 
una pipeta desechable del gel sobre el molde. Se colocaron los peines en su posición y 3e 
permitió que al gel solidificara por 30 ó 60 minutos. 
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b) Cuantificación del material genético de los productos amplificados ( ADN ). 

1.-Se agitaron con vortex las muestras de ADN que se van a cuantificar por 1 5 segundos. 
se centrifugó brevemente para eliminar las impurezas contenidas en el tubo. Se incubo 
durante 5 minutos a 65°C. 
2.-Se centrifugó brevemente para llevar las impurezas al fondo del tubo. 
3.-Se retiró la cinta masking tape y los peines del molde. Se colocó el molde dentro de la 
cámara de electroforesis de manera que los posos del gel se encuentren del lado del 
electrodo negativo. 
4.-Se adicionó a la cámara amortiguador Buffer 0.5X TBE en cantidad suficiente para 
cubrir el gel en su totalidad. 
5.-Se adicionaron 3 µL de a Azul de bromofenol de carga a cada pozo de In placa de 
microtitulación. Usando un poso por muestra. 
6.-Se adicionarán 7 µL de los estándares de concentración conocida de ADN en cada pozo 
del gel. Utilice un pozo por muestra. 
7.-Por otro lado se adicionaron 7 µL de las muestras de ADN a cada uno de los pozos de la 
placa de microtitulación que contenían el amortiguador de carga, se mezcló bien, y se 
colocarán los IOµL del volumen total de cada muestra en cada pozo del gel. 
8.-Una vez que todas las muestras se colocaron en el gel se realizo la electroforesis a 50 
volts durante una hora, o bien hasta que el primer colorante se desplace únicamente 1.5 cm 
del punto de aplicación .. 
9.-Se retiró el gel de la cámara de electroforesis, se colocó en un recipiente plástico, 
adicionándole agua suficiente para cubrir el gel y entonces se agregarán 5 µL de Bromuro 
de Etidio O.Sµg/mL. 
10.-Se colocó el recipiente en el agitador orbital y se agitó a 50 rpm. durante 5 minutos. 
11.-Se realizaron por lo menos tres lavados del gel con agua de la llave por 5 minutos, 
tirando el agua de cada lavado. 
12.-Se fotografió el gel bajo luz U.V. 
13.-Se detem1ino el corrimiento de las bandas, las cuales nos muestran la calidad de los 
productos amplificados. 
Precaución: El Bromuro de Etidio es mutágeno e irritante. Use guantes, evite el contacto a 
la piel. 

VIII) Determinación de los alelos del CMH mediante una hibridación-SSO. 

Material: 

• Probeta de 100 mL. 
• Matraz Erlenmeyer de un volumen tal que pueda contener al menos dos veces la 

cantidad de buffer añadido. · 
Espátula. 

• Frascos de plástico con tapa 
• Papel higiénico. 
• Pipeta semiautomática de 1-20µL. # 

• Puntas desechabas estériles de 20 µL. 
• Placas de microtitulación en fondo U. 
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Equipo: 
• Hibridizador con Agitador. 
• Bandeja de hibridación con tapa ambar. 
• Mezclador con plataforma orbital de 40 a 400 rpm 
• Cámara polaroid con rollo b/n. 

Reactivos 
• Agua destilada y desionizada. 

SSPE Concentrado . 
• SDS Concentrado. 

Citrato Concentrado. 
Tiras de Hibridación según sea el caso (HLA-A, HLA~B, HLA-OQ Y HLA­
DR). 

• Streptavidin-HRP Conjugado. 
• Substarato A. 
• Substrato B. 

Preparación de los reactivos 

Caliente el SSPE Concentrado(2) y el SOS Concentrado (3) en un hibridizador a 50 ºc. 
todos los sólidos deben estar en solución. 

a. Preparar el Buffer de hibridación. 
Mezcle juntos en el orden siguiente: 55 mL de SSPE Concentrado (2), 213 mL de agua 
destilada o desionizada y 6.9 mL de SOS Concentrado (3).Mezclar muy bien. Para 
ayudar a la disolución, la solución puede calentarse a 50° C. Verter en un deposito de 
volumen ajustable para posteriormente distribuir 5 mL. Etiquetar y guardar a la 
temperatura del cuarto. Al preparar el Buffer de hibridación puede guardarse a la 
temperatura del cuarto, durante 3 meses. 

b. Preparar el Buffer de Lavado. 
Mezcle juntos en el orden siguiente: 65 mL de SSPE concentrado (2), 1228.5 mL de 

agua destilada o desionizada y 6.5 mL de SDS Concentrado (3) .. Se mezcla bien. Vacié 
el Buffer de Lavado en 2 envases de volumen ajustables separados que sirvan para 
distribuir 5 mL. Etiquetar y guardar a la temperatura del cuarto:: Puede guardarse el 
Buffer del Lavado durante 3 meses. · · ::: :·:' :< .. ·.· 
c. Preparar Buffer de Citratos. Diluir 30 mL de CitratoC~nc~ntrado (6) con 570 
mL de agua destilada o desionizada. Mezcle bien: Verter en un deposito de 
volumen ajustable para posteriormente distribuir 5. mL; Etiquetar y guardar a la 
temperatura ambiente. El Buffer de Citratos preparado se puede guardar por 3 
meses. 
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Procedimiento: 

a. Calentar el Buffer de Hibridación y el Buffer de Lavado en el hibridizador a soº 
c. 

b. Mantener los otros reactivos a temperatura ambiente. 
c. Calentar el hibridizador a soº C y ajustar el nivel del agua a J/2 a 1 cm sobre la 

plataforma del agitador. Verifique la posición de la bandeja para que el agua no 
salpique en los pozos de la bandeja a una velocidad de 60 rpm. 

d. Usar una tira nueva, marcar con un lápiz al final de la tira de la linea de tinta. Use 
una tira separada para cada poza en la bandeja. 

e. Agregar S mL del Buffer de Hibridación previamente calentado a cada pozo. 
f. Usando una pipeta de 200 µL , agregue 70 µL de muestra amplificada 

desnaturalizada en el pozo adecuado de la bandeja, dejar que se mezcle bien en el 
hibridizador. Repita este procedimiento para el cada prueba amplificada usando una 
punta nueva para cada muestra. 

g. Colocar la tapa de la bandeja en su lugar dentro del hibridizador a SOº C, Incube 
durante 30 minutos a una velocidad de agitación de 60 rpm. 

h. Retirar la bandeja del hibridizador, aspirar los volúmenes con una pipeta formando 
un ángulo para vaciar los pozos por completo. Limpie la tapa de la bandeja con una 
toalla de papel. 

i. Distribuir 5 mL del Buffer de lavado a cada pozo. Incline la bandeja de un lado a 
otro durante algunos segundos y aspire fuera de la bandeja la solución. 

j. Distribuya 5 mL de Buffer de lavado precalentado en cada pozo y regresar la 
bandeja al hibridizador a soº c , incubar durante 15 minutos a una velocidad de 60 
rpm. El tiempo y temperatura de este paso son criticas en el desarrollo de esta 
técnica. 

k. Preparar solución de trabajo conjugado agregando 5.3 mL de Buffer de lavado y 16 
µL de Streptavidin-HRP Conjugado (4) para cada pozo y tira. Mezcle suavemente 
en el agitador. No prepare mas si no se va a utilizar antes de 15 minutos. 

l. Quite la bandeja del hibridizador y aspire bien el volumen de cada uno de los pozos. 
Agregue 5 mL de solución de trabajo conjugado a cada pozo. Ponga la bandeja en 
un agitador a la temperatura ambiente durante 15 minutos a una velocidad de 60 
rpm. 

m. Quite la bandeja del agitador, enjuague la tapa ámbar con agua y limpie con una 
toalla del papel. Aspire los volúmenes de cada pozo. Distribuya S mL de buffer de 
Lavado de Ambiente en cada pozo. Incube a temperatura ambiente por S minutos 
agitar a una velocidad de 60 rpm. 

n. Repita el paso (m.) una vez mas. 
o. Retire la bandeja del agitador y decante la solución lavadora. Agregue S mL del 

Buffer de Citratos a cada pozo. Ponga la bandeja en el agitador orbital a la 
temperatura ambiente durante 5 minutos a una velocidad de 60 rpm. 

p. Prepare el reactivo de revelado mezclando 4.4 mL del Substrato A y 1.1 mL 
Substrato B para cada. Mezcle suavemente. Prepare este reactivo durante los 
tiempos muenos de la técnica y protéjalo de la exposición a la luz. 
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q. Quite bandeja del agitador y aspire los volúmenes de cada pozo. Agregue S mL de 
Substrato de trabajo a cada pozo. Coloque la tapa ámbar en la bandeja para proteger 
de la luz. Ponga la bandeja en el agitador orbital a temperatura ambiente por JO 
minutos a una velocidad de 60 rpm. 

r. Quite la bandeja del agitador orbital y aspire cada pozo. Agregue S mL de agua 
destilada o desionizada en cada pozo. Ponga la bandeja en el agitador orbital a 
temperatura ambiente durante S minutos a una velocidad de 60 rpm. 

s. Repetir el Paso (r.) dos veces. 
t. Interpretación de las tiras de acuerdo a la tabla de cada manual. Redactar de acuerdo 

al manual de amplicor. 
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DISEÑO ESTADÍSTICO 

Parn el análisis estadistico se utilizo la prueba de Chi cuadrada (X2
). 

La comparación entre dos grupos de estudio en función de dos caracteristicas 
independientes, se efectúan generalmente tablas de contingencia de 2 x 2. 

Para establecer la probabilidad de que ambos grupos difieran unos de otros en forma 
significati\'a, y que su \'ariación no haya sido al azar, la tabla de 2 x 2 se e\•alúa 
mediante la prueba X2

• 

(ad- bc)2 N 
X2=--------------

(a+b)(c+d)(a+c)( b+d) 

Si el rnlor ohtenido de la prueba de X2 implica de un \'alor de" p" menor de O.OS 
El \'alor de " p " se obtiene al interpretar tablas de distribución X2 

• El valor 
numérico de X2 en función de los grados de libertad de la l>rueba deja de tener \'alidez 
y se debe utilizar en este caso la prueba exacta de Fisher que nos da directamente el 
\'alor de" p ". 
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RESULTADOS 

Se le determinaron los polimorfismo del CMH a 94 muestras sanguíneas de pacientes con 
Cáncer Cervico Uterino positivo a VPH-16, por lo que se obtuvieron un número doble de 
alelos como resultados, Arrojando los siguientes datos : 

Alelos más sobresalientes de HLA-A, HLA-B, HLA-DQBl Y HLA-DRBl en pacientes 
con Cáncer Ccrvíco Uterino Positivo a VPH-16 

Tabla 1 

r.:::-1 No -rr~c¿iTrr~~ 
1 ~~~~ OBSERVADO 1 u~LATIVA 
r 01 • r 13 r 0.0691 

1 02 ¡ 60 1 o 3191 

r 03 1 4 r º 0212 

1 04-r , 1 ººº53 
i- ~~ ¡ ~ +- ~ ~~ :~ 
r~1 30 r º 1595 

¡~¡ 10 1 00531 

f • - 29 1 4 1 o 0212 

¡--,o--. 9 r º 0478 

r·~¡ 9 r o 0478 

r 32 f 9 " 1 ON78 

! 33 1 3 1 o 0159 

r 36 ¡=-¡--¡ º ºº'3 
¡ 08 ·¡ 28 1 o 1489 

,-·¡- - r 
! TOTAL 1 188 1 

,_ :·.: .;.;;: : : : . ·:~.·.· ' . ;: ' .~ ,'.: . 

Tabla 2 

FRECUENCIA ~I No ·I GENOTIPICA 
OBSERVADO RELATIVA 

r 07 1 11 1 o 0585 r- 08 1 6 1 o 0319 

r - 1 r 13 1 0.0053 

1 14 1 13 1 o 0691 

1 15 r 12 1 o 0638 

r 18 ¡ 14 1 o 0744 

1 35 1 43 r 0.2287 

1 38 1 1 1 0.0053 

1 39 f '' r 0.1170 

1 40 i lb 1 o 0851 

r 41 1 2 1 o 0106 

1 44 -, 10 1 0.0531 

1 47 1 2 1 o 0106 

( 48 1 6 1 o 0319 

1 49 1 6 r 0.0319 

1 50 1 2 o 0106 

1 SI r 7 00372 

r 5::! 1 3 o 0159 

1 53 r 4 0.0212 

1 55 
, 

2 o 0106 

1 56 1 2 o 0106 

1 78 r 3 o 0159 -· f'ToTAL f 188 
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Tabla 3 Tabla 4 

1 ~-rffiECÜEÑCIA" ALELO No GENOTIPICA 
HLA-DQBI OBSERVADO RELATIVA 

FRECUENCIA 

1 ALELO 1 No 1 GENOTIP!CA 
HLA-DRBI OBSERVADO RELATIVA 

r 201 r-2-;--r--º-m-;¡- r-o¡·-·r-1s r -0.0797 

¡ 301 l 36 i 0.1914 r-o;--1 1 -17 0.0904 

r 302 ¡---¡;--¡ 0.244h 1 04-¡ 49 1 0.2606 

r 304 1 1 ·r o 0053 1 07 1 9 r o 0478 

1 402 r 43 1 0.2287 ,- 08 1 40 1 0.2127 

1 501 -- 1 20 1 o 1063 1 10 1 5 1 0.0265 

1 503 r-1 1 0.0053 1 JI 1 4 1 o 0212 

r 601 r- 2 r 0.0106 r 12 1 2 ( o 0106 

1 602 r 11 1 o 0585 1 13 1 17 1 o 0904 

1 603 i-2 1 o 0106 r 14 r 10 1 0.0531 

1 604 1 1 1 o 0053 1 15 1 10 1 o 0531 

r TOTAL 1 188 í 1 
1 16 1 10 1 0.0531 

1 TOTAL-r 188-r 1 

NOTA: Se reportaron sólo los dalos de los cuall!s se obtuvo un valor. 
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Tablas de comparación de las frecuencias de HLA-A, HLA-B, HLA-DQBl y HLA­
DRBl en pacientes con Cáncer Cervico Uterino positivo a VPH-16 y sujetos sanos 
como control 

Se utilizaron 99 pacientes sanos como la población control: 
N = número de pacientes n = número de alelos fg = frecuencia génica. 

Tabla 5 

~F-
Pacientes '""'.r Controles 

(N=94) 1 (N =99) 

1 r n 
r......__ 

n fg : fg 

r AOI -, 13 1 0.0691 15 r 0.075 

r A02 1 60 1 0.3194 56 0.282 

1 A03 1 4 1 0.0212 12 0.066 

1 All 1 4 r 0.0212 9 0.045 

1 A24 1 30 1 0.1595 29 0.146 

1 A26 ¡ 10 1 0.0531 9 0.045 

1 A29 -, 4 1 0.0212 9 0.045 

1 1 1 -A31 7 0.0372 14 0.070 

1 A68 1 28 1 0.1489 2:! 0.121 

Tabla 6 

1 BU7 1 11 f 0.0585 1 12 ¡ 0.060 

r B08 1 6 i 0.0319 1 7 0.035 

1 Bl4 1 13 1 0.0691 1 14 0.070 

1 B15 1 12 1 0.0638 1 12 0.060 

1 B35 1 43 1 0.2287 1 26 0.131 

1 B39 ·1 22 ¡ 0.1170 r 27 0.136 

1 B40 J 16 i 0.0851 1 20 0.101 

1 B41 r 2 1 0.0106 1 2 0.010 

1 B44 1 10 1 0.0531 1 16 1 0.080 r·mo_r_ 2 i 0.0106 r 2 1 0.010 

1 B51 r 7 r· 0.0372 1 14 i 0.070 

1 B52 1 3 1 0.0159 1 4 1 o.o:w 
1 B53 1 4 1 0.0212 r 2 1 0.010 
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Tabla 7 

~r Pad'"º .1 c.,..;.,n . 
r-"(Ñ ~4>- . -...--·(N =9~ r -;;- --r·~1 -- n -r--;g-

r DQ201 r 25 [0'7329 22 --¡- O.li JI 

DQ301 r 36 r 0.1914 35 _I 0.1767 

DQ302 1 46 1 0.2446 47 -¡ 0.2373 

DQ402 r 43 1 0.2287 33 1 0.1666 

DQ501 .. r 20 1 0.1063 12 
., 

0.0606 

DQ602 1 11 1 0.0585 15 1 0.0757 

DQ604 1 1 1 0.0053 3 1 0.0151 

Tabla 8 

1 Pacientes f Co~¡;oles -
[ . (N =94) • ¡--(Ñ-=99) -

1 n 1 fg -¡ n . r fg 
.... , -D--RO_l ___ i 15 ro 0797 =r---w-ró.Osü 
J DR03 1 11 1 o.o904 11 1 0.055 

1 DR04 -, 49 1 0.2606 47 I~ 
1 DRo71 9 1 0.0478 22 1 0.111 

1 OROS 1 40 1 0.2127 33 J 0.166 
1 DRl 1 r;.--4--;,-0-.0-2-12-·i--2-0--r-r-o-1-o-1 -I 

1 DR13 1 17 1 0.0904 10 ( 0.050 f DR14 ,....--I0--¡•-0-.0-5_3_1 _;.--2-1--r-,-0-.1-06--1 

'fiFC'J•, CON !~JiJ ¡) 

FALLA DE ORIGEN 
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Alelos con significancia asociativa en pacientes con Cáncer Cervico Uterino positivo a 
VPH-16 en comparación a sujetos control 

Los cálculos estadísticos se realizaron con el subprograma "statcalc" perteneciente al 
programa EPI INFO 200 

N = número de pacientes n = número de alelos fg = frecuencia génica. 
Tabla 9 

~' ... ~ .. ;--¡e··"·'~ . ¡-rr·r (N =94) (N =99) . . . . . ' . 

r-;;-rr;-r~~rrs- • - . --- - . 
r *B35 f43¡ü.2287 r 26 - j(i.i311 6.23 0.0125 ro.0180 1 1.36 

1 *DR07 r-;-r o.0478 r 22 lü.'iii'"I 5.22 0.0223 1 0.0359 1 0.58 

1 *DRii r-410.0106( 20 fü.iOi'"I 10.51 0.0011 1 0.0024 1 0.33 

1 *DR14 íJ(Jí o.os3i· I 21 fü.i'ii61 3.65 0.0560 1 0.0848 1 0.64 

loQToll2"510.13291 
- f(i.iiii'" 1 1 0.6163 1 22 0.43 0.5113 1.11 

1 DQ301 ~f01914I 3sf o.1161 I 0.14 0.7090 r 0.8090 1 1.05 

r 0 DQ402 ~10.2287 r fü'.i661 1 0.1601 
= 

1 33 2.35 0.1253 1.21 
l6Q5ol(2o-{0To631 1210.06061 2.66 i 0.1030 ro.1482 i 1.32 

n:,""Q6ii2flll 0.05851 15 ¡ 0.07571 0.46 1 0.4992 1 0.6365 1 0.86 

Los datos que presentan el * son los únicos que mostraron una significancia estadistica, los 
restantes se reportaron por tener una estrecha relación con la bibliografia . 
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TABLA 1 O Relación entre las frecuencias 11.énicas encontradas y las reportadas para poblaciones de origen Mestizo mexicano 
(OLA-;\ y HLA-B) y Mazatecans mexicanos (HLA-DQBl Y IILA-DRBl ). ¡-:::1 HLA-A r;::1 HLA-8 [:::I HLA-DQBl r:::-1 HLA-DRBl 

: ALELO ALELO. • 
IE n=94 .IR n=5? · _ _ jE n=94 Rn=87 En=94 IR n=89 1En=94 R n=_89 : 

01 j"ii069i""j o 0770 1 07 1 o 058S o 0600 201 o 1329 r;-1 01 00797 00070 

02 f0j'i'9i"'j o 2820 1 08 1 o 0319 00300 301 o 1914 f"'O'jiWj 03 o 0904 nr 

03 1 00212 100600 1 13 1 o OOS3 o 0190 302 02446 j"0".i850( 04 o 2ó0ó 04840 

04 100053 r;-1 14 1 o 0691 00700 304 o 0053 r.;-1 07 00478 o 0070 

11 1 o 0212 1 o 0430 1 15 1 o 0638 nr 402 o 2287 IO"iDUI 08 o 2127 o 01330 

23 ¡-¡;o¡s9'"f0o'i501 18 o 0744 o 034 501 o !063 fOui'.i'OI 10 00265 00070 

24 íO'i595fiii.i501 35 o 2287 o 1330 503 o 0053 r.;-1 11 00212 00070 

2b (OO'S'ji"'j o 0440 1 38 00053 00130 601 00106 ("'O"Wsül 12 00106 nr 

29 1 00212 100460 1 39 o 1170 o 1380 602 o 0585 f0o0701 13 009114 nr 

30 f07i4'7'8 I o 0320 1 40 o 08SI nr 603 OOIUó r.:-1 14 u OS31 o 1190 

31 l'"'0W7S("Oo7i'Oj 41 o 0!06 00120 604 o 0053 r.:-1 15 o 0531 00490 

32 f'O'O".i7sl o 02SO 1 44 o 0531 00810 ,--, 16 o 0531 o 1830 

33 lü'Oi'S91 o 0250 1 47 O OI06 nr r-1 1 
36 roOOsJr.;-1 48 00319 nr 1 ,--, 1 
b8 fO'i'.Wi'"r.;-1 49 00319 o 0.150 r-1 1 

r-r-1 50 00106 o 0100 ¡---¡ 1 
r-r-1 SI o 11372 o 0710 ,--, 1 
r-r-1 S2 o 0159 00220 r-1 r-
r-r-1 53 00212 o 0120 r-1 1 
r-r-1 SS o 0106 o 0070 ,--, 1 
r-r-1 Só 00106 nr r r-1 1 
r-r-1 78 o 0159 1 nr 1 r-1 1 
E= para frecuencias genicas encontradas, R~ para frecuencias gcnicas rcponadas, nr = para datos no rcponados. 



DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

El estudio inicio con 100 muestras de las pacientes con CaCu positivo a VPH-16, de las 
cuales sólo 94 muestras se incluyeron en el estudio, las 6 muestra restantes se eliminaron 
por que las pacientes no cumplieron con los criterios de inclusión solicitados 

Las frecuencias génicas de HLA-A (tabla 1), HLA-B (tabla 2), HLA-DQBI (tabla 3) y 
HLA-DRBI (tabla 4), fueron los primeros resultados que se obtuvieron para su posterior 
comparación con las personas sanas que fueron nuestro grupo control; el cual estaba 
compuesto por 99 individuos sanos nacidos en México, al igual que sus dos últimas 
generaciones, cuyo origen y residencia son el D.F. y zona metropolitana, sin antecedentes 
de enfermedad autoinmune, ni cáncer. 

La comparación entre estas dos poblaciones se encuentra en las tabla 5 para HLA-A, tabla 
6 HLA-8, tabla 7 HLA-DQBI y tabla 8 HLA-DRBI, con estos datos se logro iniciar el 
análisis estadístico de donde se obtuvo la tabla 9, con los alelos más representativos, ya 
que sólo estos mostraron si¡,'llificancia estadística. 

En el sistema HLA-A nuestros resultados no arrojaron significancia estadística , hasta la 
terminación de este trabajo aun no se ha reponado relación alguna entre el CaCu positivo a 
VPH-16 y los alelos HLA-A. 

En el sistema HLA-B, para nuestros pacientes estudiados, se encontró un elevado riesgo a 
desarrollar el cáncer (RR=J.36 con P=0.0125 tabla 9), y en nuestros resultados no 
obtuvimos resultados significativos para otros alelos. En el caso del alelo HLA-8*35 
estudios realizados en la ciudad de México reponaron un incremento al riesgo de 
desarrollar Cáncer Cervico Uterino, 

Para los resultados de HLA-DR81 se repona que el alelo DR81•13 disminuye el riego de 
desarrollar cáncer cervico uterino positivo a VPH-16 esto fue obtenido por el instituto 
nacional de cáncer. 8ethesda, Maryland USA7c', mientras que para este estudio los 
resultados los alelos DR81*14 (RR=0.64 con P=0.0.0560 tabla 9), DR81•07 (RR=0.58 
con P=0.0.05223 tabla 9) y DR8l*11 (RR=0.33 con P=0.0.0011 tabla 9), disminuyen el 
riesgo de desarrollar Cáncer Cervico Uterino en los pacientes estudiados. 

En cuanto al sistema HLA-DQ81 se ha reponado que alelos como el DQ81*201, 
DQB l *301, DQ81 *302, DQ81 •303, DQ8 l *402 y DQ8 J •602, que se asocian con un 
incrementó o disminución del riesgo de desarrollar cáncer cervico uterino positivo a VPH-
1677·7", en el caso del alelo DQ81 •303, estudios en USA, y el alelo DQ81 *402 en España 
reponan una asociación con un elevado riesgo de desarrollar cáncer cervico uterino positivo 
a VPH-169~·93 . Mientras que los alelos DQ81•201, DQ81 •301, DQ81 •302, presentan una 
asociación con una disminución del riesgo de desarrollar cáncer cervico uterino positivo a 
VPH-1697"·79, finalmente se repona una controversia entre la asociación que existe entre el 
alelo DQB 1 •602 y el nielo DR8J•J501, ya que en un estudio realizado en Londres no se 
repono nin¡,'Una asociación, en un estudio realizado en USA76 se reponaron asociados con 
una disminución en el riesgo de desarrollo de cáncer, mientras que en estudios realizados 
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en Suecia, Brasil y USA 81 estos alelos mostraron una asociación con un elevado riesgo de 
desarrollar ente cáncer76

•
80

"
81

, pero en nuestro caso el sistema HLA-DQBJ, no mostro 
sinificancia estadística alguna. 

Los datos que se obtuvieron indican que en el sistema HLA-A, Jos alelos A *02 (E= 31 %, 
R= 28% tabla 10), A*24 (E= 15%, R= 14% tabla 10) presentaban una frecuencia muy 
parecida a la de la referencia, pero el alelo A*68 (E= 14%, R= 0% tabla 10) mostraba un 
porcentaje muy elevado en los controles y la referencia no reporta datos84

, para el sistema 
HLA-B, Jos alelos se comportaron de forrna muy similar a los de la referencia, sólo el s•35 
(E= 22%, R= 13% tabla 10) mostró diferencia entre sus frecuencias84

, los alelos que 
mostraron la mayor diferencia entre ellos fueron el DQ*301(E=19%, R= 31% tabla 10), 
DQ*302 (E= 24%, R= 48% tabla 10) y el DQ•402 (E= 22%, R= 13% tabla 10), en cuanto 
a los demás alelos no hubo diferencia entre ellos85

, por último el sistema HLA-DRBI, Jos 
alelos DR*OI (E= 7%, R= 0.7% tabla 10), DR*04 (E= 26%, R= 48% tabla 10), DR•08 
(E= 21%, R= 1% tabla 10), DR*14 (E= 5%, R= 11% tabla 10), y el DR*l6 (E= 5%, R= 
18% tabla 10), mostraron una diferencia entre ellos; fue en este sistema donde hubo una 
mayor discrepancia entre los datos obtenidos85

. 

Aunque inicialmente el objetivo del trabajo fue el de deterrninar el polimorfismo del CMH 
de clase 1 y 11 en pacientes con CaCu positivo a VPH-16 los resultados nos permitieron 
comparar los datos obtenidos con otras poblaciones nativas de la republica mexicana para 
así contribuir con una mayor información sobre los polimorfismos del CMH, también se 
corroboraron los datos similares a los reportados en las referencias por lo que este estudio 
no sólo contribuye a aumentar los datos estadísticos si no que permite evaluar nuevos datos 
interesantes para posteriores estudios. 

Sin embargo aun es muy arriesgado predecir que tanto ayuda a Jos pacientes el 
conocimiento de estos datos, ya que en el caso de la relación entre los alelos DQB l *602 y 
el DRB 1*1501 en el cual existe gran controversia, nos hace reflexionar que el CMH no 
actúa de forrna independiente y que es el resultado de una serie de pasos secuenciales y que 
probablemente el desarrollo de la enferrnedad no sea sólo el resultado de la expresión del 
polimorfismo del CMH si no que debido a procesos dentro del mismo CMH los cuales son 
aun más complejos, pero no por eso debemos de dejar de trabajar sobre esta linea de 
investigación ya que estos datos nos perrniten entender con mayor detalle el desarrollo de Ja 
enfermedad y la posible susceptibilidad provocada por estos alelos a desarrollar el cáncer y 
el como aplicar los conocimientos descubiertos para ofrecer una mayor protección a los 
pacientes que cursan con este tipo de enferrnedad. 

Finalmente este trabajo es sólo una parte de un proyecto más grande, que además perrnitirá 
tener una mejor perspectiva sobre la relación entre el Cáncer Cervico Uterino y el virus de 
el papiloma humano en todas sus variantes. 
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CONCLUSIONES . 
••'•/'."•'>o:·~~ ,¡·.~"4:''·,:·,~.·-,..ll"""_'~v>,: ,·:-:-·"";-~'"-:"":,.• 

- ··~ ;_·•:·--·' - .,, 
. · . ... ~.::.y_·;., :·...,n •. ~; . .: , ... ;:, .;.; ·; .. _. ~. ·.;. • ,. . , ';. ··." -.,,; ',;.:_.~ 

El objetivo inicial que fue determinar los polimorfismos del CMH 1 y IJ, se cumplió de 
manera aceptable, ya que se obtuvieron 94 muestras para todos los sistemas y sus 
frecuencias (tablas 1-4 ). 

Las frecuencias fueron comparadas con 99 muestras de indiv~duos sanos (tablas 5-8) para 
obtener nuestro siguiente objetivo, que fue el de determinar la significancia estadistica entre 
el CMH y el CaCu positivo a VPH-16, solo para los valores reportados en la tabla 9, que 
mostraron que si existe una relación entre estas dos variables, como protección en algunos 
casos o elevado riesgo en otros, ya que por el momento no se contaba con información al 
respecto en el D.F. y zona metropolitana. 

Por lci que se sugiere implementar esta técnica como medio de prevención en el desarrollo 
del Cáncer Cervico Uterino en ayuda a los pacientes susceptibles a padecerlo. 

Finalmente también se obtuvieron datos que permitieron un mayor conocimiento acerca de 
las frecuencias génicas de las personas nacidas en el D.F. y zona metropolitana para su 
comparación con otras poblaciones de México, estos datos servirán como referencia para 
posteriores estudios (tabla 1 O). 
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APÉNDICE A 

Resultados obtenidos durante el proceso de extracción y amplificación de las 
muestras: 

1. En el caso de las muestras sanguíneas elaboradas por la (TÉCNICA DE BDtraclM 
GENOMIC D/\'.4 ISOUTION KIT). En las 100 muestras se obtuvo un buen 
rendimiento de DNA, esto se determino al realizar el corrimiento electroforetico del 
mismo en un gel de agarosa para genomicos y su posterior revelado con bromuro de 
etidio, el cual se observo en el Eagle eye still vídeo system (Stratagene), 
permitiéndonos la observación de la banda de buen peso molecular. 

2. Para la cuantificación del DNA extraido, las bandas observadas por los controles 
standars nos permitió la comparación de nuestro DNA de forma cualitativa y su 
posterior análisis especrofotometrico lo hizo de forma cuantitativa, esto con la 
finalidad de determinar de cantidad exacta de DNA necesaria para la amplificación 
de los productos. 

3. Se obtuvieron solo 94 muestras de productos amplificados a los cuales se les aplico 
un corrimiento electroforetico con la finalidad de observar las bandas de los 
productos, para su posterior hibridación. 

FOTOGRAFIAS TO'.\IADAS DEL CORRIMIENTO EN GEL DE PRODUCTOS 
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APÉNDICEB ··-·'> 

Análisis estadístico: 

Pruebas de Ji Cuadrada 

No siempre los datos a analizar provienen de mediciones, es decir, hay ocasiones en que se 
necesita analizar variables discretas y estas necesitan· un trato diferente de las variables 
continuas. . 
Algunos ejemplos podrían ser : 

Clasificación de palmas en compactas, supercompactas, normales. 
• Clasificación de individuos en muertas, enfermas, sanas. 

Clasificación de individuos por colores. . 
• Clasificación de individuos en hembras y machos. 

Pruebas de frecuencias observadas. 

Trata de probar si los resultados a partir de una muestra tienen concordancia con los 
esperados. 

xz 

donde "o" es el valor observado para cada una de dos o mas clases, y "e" es el valor 
esperado correspondiente. 
Para evaluar esta expresión, primero hay que determinar el valor esperado para cada clase 
de individuos, de acuerdo al planteamiento de la hipótesis. 
Los grados de libertad (GI) se obtienen restándole 1 al número de categorías. 
Haciendo uso de la tabla de probabilidades de x2 y con los grados de libertad obtenidos, se 
determina el valor crítico al nivel de significancia deseado. 

Prueba de la Independencia. 

Trata de probar si dos variables tienen algún grado de relación o si son completamente 
independientes. 
En el análisis de una relación entre 2 variables, resulta más conveniente plantearse la 
hipótesis de que ambos son independientes. Para hallar los valores esperados se emplea la 
teoria de probabilidades que establece : si dos acontecimientos son independientes, la 
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probabilidad de que ambos ocurran simultáneamente es el producto de sus probabilidades 
individuales de ocurrir. 
Una característica especial de la tabla 2 x 2 es que la diferencia entre lo observado y lo 
esperado es igual para cada casilla de la tabla, con la excepción del signo. 
La formula general para detenninar los grados de libertad en una tabla de contingencia es : 
(r-1) * (c-1) 
donde r son las hileras y c son las columnas. 
Y esto nos conlleva a otra consideración: Cuando los grados de libertad den I, la fórmula 
general debe ser modificada por la corrección de Yates. 

,., 

1 

l'tn1l1.1-

1 2 (o-e--) - L _ ___;:::;:2_ 
e 

--lhli·1nh11.11I ,.,.,, , .. 

l ·,¡ 
1 Figura l. Tabla de 2 x 2. 

TESIS CON -­
FALLA DE ORIGEN 

61 



APÉNDICE C. 

Tablas de interpretación de los diferentes kits de hibridación. · 

Plantilla de interpretación 

Uynal RF.1.1'" SSO 
JlLA.-..:1.!0n-rlay 

--
-1~~tt·~:f:1~~~1~~:U~~\~~: ~i=:~::+:t:t~ 

' (.e f! ir• e t. ! • •, r.,.. ¡."' '.. I· 11. • e,. r • .. • • 

Tablas correspondientes al kit de BLA-A 

º""ª'"'l."1,.ISO .. u.,.,., ... ,, ·· .......... ,.~ ... , .. ,., ... -~." .. "" 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Tablas correspondientes al kit de HLA-B 

--......... _..._ ___ .. 
=.:...;~-~ 

:fabla correspondientes al kit de HLA-DQBl 

1 ~ 
e!:' 

~~ 
~e:> 

¡::,e:¡ 
~~ 
en C:S:: 

~~ 
~ 

Tabla correspondientes al kit de HLA-DRB 
1 

Tabl• Si QUALITY CONTROL ClU LINl TAO LE 
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GLOSARIO 
-......... , 

.4cido nucleico. Una gran molécula compuesta de subunidades de nucleótidos . 

.4de11bm. Una base nitrogenada, es un miembro del par de bases A-T (Adenina-Timina) . 

.4DN (ácido desoxirribonucleico). La molécula que contiene codificada la información 
genética. El ADN es una molécula enrolada en forma de hélice, que se mantiene unida 
entre si por medio de enlaces dobles entre los pares de bases o nucleotidos. Las cuatro 
bases que contiene los nucleotidos en el ADN son: adenina (A), guanina (G), citocina (C) y 
Timina (T). En la naturaleza, las pares de bases se forman solamente entre A y T y entre G 
y C, por lo tanto la secuencia de bases de cada una de las cadenas puede deducirse a partir 
de uno de sus pares. Ver tipos de ADN. 
ADN co111pleme111ario (c.4DN). ADN que es sintetizado a partir de esquema de ARN 
mensajero; con frecuencia la forma de una sola parte de la hélice se usa para probar un 
mapeo fisico. 
Alelos. Formas alternativas de un locus genético; un único alelo para cada locus se hereda 
por separado a partir de cada uno de los padres (p.ej. en el locus para el color de los ojos, 
los alelos pueden dar resultados de color azul o café). 
Alotipo. Proteína codificada por un alelo que puede ser reconocida como un antígeno por 
otro miembro de la misma especie. 
Aminoácido. Una cadena de compuestos proteicos de al menos 20 bases nitrogenadas, que 
se combinan para formar una proteína. La secuencia de aminoácidos en una proteína están 
determinados por la acción del código genético. 
Amplificación. Un incremento en el número de copias de un fragmento especifico de ADN; 
puede ser in vivo o in vitro. Ver, reacción en cadena de la polimerasa. 
Análisis de secue11cias de b11ses. Un método, algunas veces automatizado, para determinar 
la secuencia de las bases. 
Anticuerpo. Molécula producida por los animales como respuesta a un antígeno, que tiene 
la propiedad de combinarse específicamente con el antígeno que indujo su producción. 
Allligeno. Molécula que reacciona con un anticuerpo formado previamente en los 
receptores específicos de las células T y B. 
A111ige110 de /1istocompatibi/idad. Antígeno de membrana común a las células nucleadas de 
un mismo organismo que determina el rechazo de los injertos. 
Basofilos. Tipo de leucocito granular, que se caracteriza por la presencia de gránulos de 
color violeta azulado; son capaces de sintetizar y secretar ciertos mediadores que 
promueven la inflamación y controlan el curso de la respuesta inmunitaria. 
P2 Microglobuli11a: Polipéptido que forma parte de algunas proteínas de membrana entre 
las que se encuentran las moléculas clase 1 del MHC. 
CD: Son grupos de diferenciación, la sigla proviene del inglés Cluster de diferenciación y 
se refiere a los grupos de anticuerpos monoclonales que pueden utilizarse para identificar la 
estirpe o estadio de diferenciación de los linfocitos, y de éste modo distinguir una clase de 
linfocitos de otra. 
CD4: Moléculas que se adhieren a las glicoproteinas clase JI del MHC para traducir una 
señal. Se expresan en las células T restringidas por la clase 11 del MHC. 
CDS: Moléculas que traducen una señal al unirse a las glicproteínas clase 1 del MHC y 
cuya expresión celular está restringida por la clase 1 del MHC. 
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Célula. Estructura o unidad orgánica fundamental de los seres vivos, capaz de realiZar 
procesos esenciales de la vida. 
Células de LANGERllANS. Células de la piel que presentan antigenos, migran a los 
ganglios linfáticos y se transforman en células dendríticas. Son muy activas en la 
presentación de antígenos a las células T. 
Celulas dendrlticas. Conjunto de células presentes en los tejidos que capturan los antígenos 
y migran hasta los ganglios linfáticos y el bazo en donde presentan activamente los 
antígenos procesados a las células T. 
Células presemadoras del allfigeno. Macrófagos que presentan el antígeno, a las células 
inmunes para desencadenar el mecanismo de defensa, creando anticuerpos y ordenando la 
producción de determinado tipo de células del propio sistema. La célula presentadora de 
antígenos, como la de Langerhans y dendrítica, digiere los cuerpos extraños y muestra las 
partes resultantes a otras células del sistema. 
Ce11trómero. Una región especializada del cromosoma en la cual los husos de las fibras se 
conectan durante la división celular. 
Código genético. La secuencia de nucleótidos, codíficada en tripletes ( codones) a lo largo 
del mARN, que determina la secuencia de aminoácidos en la síntesis de proteinas. La 
secuencia de ADN de un gen puede usarse para predecir la secuencia de mARN, el código 
genético entonces puede usarse para predecir la secuencia de aminoácidos. 
Codominancia. Estado en que un gen expresa su característica en el heterocigoto de modo 
equivalente a su par. Los alelos del gen se expresan al mismo tiempo y de modo total en el 
heterozigoto. 
Compleme/lfo. Sistema enzimático complejo de proteínas plasmáticas capaz de fijarse 
sobre un gran número de sistemas antígeno anticuerpo y que desempeña un papel básico en 
los mecanismos efectores de la inmunidad. 
Cromosomas lwnuJfogos. Un par de cromosomas conteniendo la misma secuencia linear de 
genes, cada uno derivado a partir de uno de los padres. 
Cromosomas. La estructura genética con capacidad de autoreplicación de células 
conteniendo el ADN celular que porta en su nucleótido un arreglo de genes en forrna de 
secuencia. En procariotes, el ADN cromosoma! es de tipo circular y todo el genoma es 
portado por un cromosoma. En eucariotes, los genomas consisten de un número de 
cromosomas cuyo ADN está asociado con diferentes tipos de proteínas. 
Diploide. Un conjunto completo de material genético consistiendo de cromosomas 
apareados, uno de los cromosomas procedentes de cada conjunto parental. La mayoría de 
las células animales, excepto los gametos, poseen conjuntos diploides de cromosomas. El 
genoma diploide de cromosomas del humano tiene 46 cromosomas, mientras que el de 
bovino posee 60. Comparar con haploide. 
Doble fié/ice. La forma que toman las dos cadenas lineares de ADN cuando están enlazadas 
conjuntamente. 
Enzima. Una proteína que actúa como un catalizador, acelerando la tasa a la cual una 
reacción bioquimica sucede, pero sin alterar la dirección o naturaleza de la reacción. 
E.m11es. Las secuencias de ADN de una proteina codificante de un gen, o de otra manera 
son las secuencias que están representadas en el mARN en el momento que llega a los 
ribosomas, porque son las regiones del gen que se expresan. Comparar con intrones. 
E...:01mcleasa. Una enzima que penetra o rompe nucleótidos secuencialmente a partir de 
terrninaciones libres de una linea de ácido nucleico sustraído. 
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FJSH (Fl11orescencia de hibridación In sit11). Un acercamiento de mapeo fisico que usa 
marcas fluorescentes para detectar la hibridización de cadenas prueba con cromatina en 
cromosomas en metafase y con células somáticas menos condensadas en interfase. 
Gene ó Gen. La unidad fisica y fundamental de la herencia. Es una secuencia ordenada de 
nucleótidos localizados en una posición particular, sobre un cromosoma particular, que 
codifica un producto funcional específico (p.e. una proteína o una molécula de ARN). 
Ge11ética. El estudio de los patrones de la herencia de las características. 
Ge11oma. Todo el material genético en los cromosomas de un organismo particular, el 
tamaño de un genoma se da generalmente por el número total de pares de bases. 
Globulina. Proteínas del plásma sanguíneo, algunas de las cuales (globulinas gamma) 
actúan como anticuerpos. Guanina (G). Una base nitrogenada, un miembro del par de 
bases G-C (guanina-citocina). 
/laplolde. Un solo grupo de cromosomas (la mitad del conjunto completo del material 
genético) presente en la células cigoto (huevo y espermas) de los animales y en el polen de 
las plantas. El humano tiene 23 cromosomas en sus células reproductivas, el bovino tiene 
30 cromosomas. Ver diploide. 
Haplotipo. Combinación, en un individuo concreto, de los alelos de varios genes que están 
en ligamento en una región cromosómica específica. 
Jleterodimeros. Molécula formada por dos componentes diferentes, pero estrechamente 
relacionados, como una proteína compuesta por la unión de dos cadenas separadas. 
Jleterocigoto. Individuo que posee dos alelos diferentes para un carácter dado en el locus 
correspondiente de cromosomas homólogos. 
llomocigoto. Individuo que posee un par idéntico de alelos en los loci correspondientes de 
cromosomas homólogos para un carácter dado o para todos los caracteres. 
lleteroclgocidad. La presencia de diferentes alelos en uno ó más loci, sobre los 
cromosomas homólogos. 
llibridi:ación i11 situ. El uso de ADN o ARN prueba para detectar la presencia de una 
secuencia de ADN complementario en una célula cultivada de eucariote o de una bacteria 
clonada. 
Jlibridi:aciórL El proceso de unir dos cadenas complementarias de ADN o una de ADN y 
otra de ARN para formar una molécula de doble cadena. 
lnnulflidad. Es el conjunto de factores humorales y celulares que protegen al organismo 
contra un ataque infeccioso o tóxico (con excepción de los fenómenos de tolerancia). 
/111riunización. Proceso para iniciar o aumentar la resistencia a una enfermedad infecciosa. 
/11terferon gamma. Proteína formada durante la interacción de células animales con virus, 
capaz de conferir resistencia a la infección por una amplia gama de virus a células animales 
de la misma especie. 
Isótopo. Variantes genéticas de una familia de proteínas o péptidos, codificados en el 
genoma de cada uno de los miembros de determinada especie. 
/11trones. La secuencia de bases de ADN que interrumpen la secuencias de proteína 
codificante de un gen, estas secuencias se transcriben dentro del ARN, pero se cortan fuera 
del mensaje, antes de que se trasladen como proteínas, razón por la que también se les 
conoce como secuencias interpuestas. Ver Exones. 
Kilobase (kb). Unidad de longitud para los fragmentos de ADN, es igual a 1000 
nucleotidos. 
KilodaltorL Unidad de masa molecular equivalente a 1.000 daltons. Un dalton es la décima 
parte de la masa del átomo de carbono y equivale a 1,66 X 10·24 g. Su abreviatura es kd. 
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Liga:ó11 o liga11úelllo. La proximidad de dos o más marcadores (p. e. genes, marcadores 
RFLP) sobre un cromosoma; a más unidos o pegados que estén los marcadores, menor será 
la probabilidad de que sean separados durante los procesos de replicación o reparación del 
ADN (fisión binaria en procariotes, mitosis o meiosis en eucariotes) y entonces, mayor será 
la probabilidad de que ellos sean heredados de manera conjunta. 
Leucocito. Glóbulo blanco, célula encargada de la defensa del organismo. Los leucocitos se 
dividen en b'l'anulocitos. producidos en la médula ósea, que constituyen la primera linea de 
defensa del organismo - la cual es inespecílica - y los agranulocitos. Los granulocitos son 
los neutrólilos, eosinófilos y basófilos. Los ªb'l'anulocitos son lPs linfocitos y los monocitos. 
Li11focito B. Células linfoides productoras de anticuerpos que median la inmunorespuesta. 
Llrifocito T. Grupo de Linfocitos que se encargan de la inmunidad celular. Se subdividen 
en: Linfocitos T Cooperadores o T4, también llamados CD4; Linfocitos T Supresores o T8, 
también llamados CDS y Linfocitos Citotóxicos o T8. 
Locus (plural loci). La posición sobre un cromosoma de un gen u otro cromosoma 
marcado. El uso de locus, a veces está restringido para indicar las regiones de ADN que son 
expresadas. Ver expresión génica. 
Marcador. Una localización fisica identificable sobre un cromosoma (p. e. sitios de corte de 
enzimas de restricción, genes) cuya herencia puede seguirse. Los marcadores pueden 
expresarse en regiones de ADN (genes) o en algunos segmentos de ADN sin una función 
conocida codificable, pero cuyo patrón de herencia puede determinarse. Ver RFLP, 
longitud de fragmentos de restricción polimórficos.. · 
Megabase (Mb). Unidad de longitud para los fragmentos de ADN, es igual a un millón de 
nucleotidos y en forma burda, igual a 1 cM. · 
MHC. Conjunto de genes que controlan aspectos de la respuesta inmune, produciendo 
antígenos histocompatibles, que están presentes en todas las células del cuerpo como 
marcadores para identificarlas como propias .. 
Mutación. Cualquier cambio heredable en la secuencia de ADN. Comparar con 
polimorfismo. 
Nucleótido. Una subunidad de ADN o ARN que consiste de una base nitrogenada (adenina, 
guanina, citocina, timina en el ADN, ó adenina, guanina, citocina y uracilo en el caso del 
ARN) una molécula de fosfato y una molécula de azúcar (desoxiribosa en el caso del ADN 
y ribosa en el caso de ARN). Millones de nucleótidos se unen o ligan en una molécula de 
ADN o ARN. Ver ADN. ARN, pares de bases. 
011cóge110. Un gen que está asociado con el cáncer de una o más formas. Muchos 
oncógenos están involucrados directa o indirectamente, en el control de la tasa de 
crecimiento celular. 
Pares de bases. Dos bases nitrogenadas (Adenina y Timina o Guanina y Citocina) que se 
mantienen unidas por medio de doble enlaces o puentes. Las dos cadenas de ADN se 
mantienen unidas en forma de doble hélice por enlaces entre los pares de bases. 
Polimorfismo. Diferencias en secuencias de ADN entre individuos. La variación genética 
que ocurre en mas de 1 % de una población se debe considerar como un polimorfismo útil 
para realizar análisis genético de ligamiento. Compárese con mutación. 
Polimorfismos de /011gitud defragmemos de restricció11 (RFLP). Variación existente entre 
individuos en tamaños de fragmentos de ADN cortados por enzimas de restricción 
específicas; las secuencias polimórficas que resultan de los RFLPs se usan como 
marcadores sobre mapas genéticos ya sean fisicos o para los de ligamiento. Los RFLPs 
generalmente son originados por una mutación en un sitio de corte. 
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Primers (i11iciador). Cadena corta de polinucleótido preexistente a la cual pueden 
agregársele nuevos desoxiribonucleótidos por la acción de la enzima ADN polimerasa. 
Promotor. Un sitio sobre el ADN en el cual la ARN polimerasa se enlaza para iniciar la 
transcripción. 
Protei11a. Una gran molécula compuesta de una o más cadenas de aminoácidos en un orden 
especifico; el orden está determinado por la secuencia de bases de nucleotidos en el gen que 
codifica la proteina. Las proteínas se requieren para la estructura, función y regulación de 
las células corporales, tejidos y órganos y cada proteina posee funciones únicas. Ejemplos 
son las hormonas, enzimas y anticuerpos. 
Puri11a. Una base nitrogenada, contiene un solo anillo púrico y la contiene los ácidos 
nucleicos. La purina en el ADN es la adenina y en el ARN es la guanina. 
Reacción e11 Cade11a de /t1 Polimerasa (PCR). Un método para amplificar una secuencia de 
bases de ADN usando una polimerasa estable al calor y dos primers de 20 bases, 
(iniciadores de secuencias) uno complementario al cabo o extremo positivo(+) y el otro al 
extremo final (-). Los extremos sintetizados mas recientemente de ADN pueden servir 
como plantillas adicionales para sintetizar la misma secuencia de primers recocidos, 
cadenas de alargamiento y disociación producidas rápida y altamente especificas de las 
secuencias deseadas. La PCR también puede usarse para detectar la existencia de la 
secuencia definida en una muestra de ADN. 
Receptor. Molécula en la superficie de la célula que sirve como marcador o sitio para 
adhesión de antígenos, anticuerpos, otras células o componentes inmunológicos. 
Respuesta i11m1111i1aria. Es la organización de una defensa frente a la entrada en nuestro 
cuerpo de elementos extraños 
Secue11cia comple111e111aria. Secuencias de bases de ácidos nucleicos que pueden formar 
una estructura de doble hélice por plantillas de pares de bases; la secuencia complementaria 
de G-T-A-C es C-A-T-G. 
Secue11ciación. Determinación del orden de nucleótidos (secuencias de bases) en una 
molécula de ADN o ARN, o el orden de aminoácidos en una proteína. 
Secue11cit1s repetidas e11 1a11dem (TRS). Copias múltiples de una misma secuencia de bases 
sobre un cromosoma; se usa como marcador en mapeo fisico. 
Sistema i11111u11e. Células y tejidos finos que permiten a seres humanos y a animales montar 
una respuesta protectora especifica a los microorganismos invasores, a los tejidos finos 
trasplantados y otro material conocido como no nativo por el cuerpo. 
Telómero. Las terminaciones de los cromosomas. Estas estructuras especializadas están 
involucradas en la replicación y estabilidad de las cadenas de las moléculas de ADN. 
Ti111i11a (T). Una base nitrogenada, un miembro del par de bases A-T (adenina-timina). 
Uracilo. Una base nitrogenada normalmente encontrada en el ARN pero no en el ADN, el 
uracilo forma pares de bases con la adenina. 
Virus. Una entidad biológicamente no celular que puede reproducirse solamente dentro de 
una célula hospedera. Los virus consisten de ácido nucleico con una cubierta de proteína; 
algunos virus también están protegidos por una membrana. En el interior de la célula 
afectada, los virus usan la capacidad de duplicarse y sintetizar de la célula hospedera para 
duplicarse o producir progenie. 
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