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RESUMEN

El Céancer de Cérvix (CaCu) es la segunda causa de muerte en mujeres por cancer
ginecoldgico en México. Existen diferentes factores asociados a esta neoplasia como la
infeccion de HPV de alto riesgo, sin embargo no es suficiente para el desarrollo del
carcinoma, por lo que es de gran importancia identificar otros factores involucrados en
el desarrollo de esta neoplasia. Se ha demostrado en diferentes tipos de cancer
alteraciones como mutaciones y polimorfismos en la regién D-loop del DNAmt, region
control en la que se inicia la replicacion y transcripcion, abriendo las puertas a la
busqueda de nuevos marcadores en esta neoplasia. En este estudio se analizaron 25
tejidos tumorales y citologias exfoliativas orales (CEOs) de pacientes con CaCu y 10
muestras de linfocitos y CEOs de mujeres sanas. EI DNA de las muestras fue sujetd a
PCR con dos juegos de iniciadores para amplificar una region de HVS-1 y otros para la
region HVS-11 y posteriormente se secuenciaron. Se establecio la secuencia consenso de
DNAmt de la HVS-1 y HVS-II a partir de las secuencias de mujeres sanas. Se identificd
que la regién HVS-IlI es mas polimorfica que la region HVS-1, en ambas regiones
domina la condicion de homoplasmia y todas las pacientes con CaCu presentaron
cambios nucleotidicos, en promedio 5.6 + 1.65 cambios/paciente. En la region HVS-1I
se observo que el 60% de los cambios encontrados fueron polimorfismos anotado, de
los cuales G499A fue estadisticamente significativo en el tejido tumoral. ElI 40%
restante fueron polimorfismos nuevos y mutaciones no reportadas. En la region HVS-I
se identifico que el mas del 78% de las cambios nucleotidicos fueron polimorfismos ya
reportados, presentdndose en su mayoria en el tracto homopolimérico C de la posicion
16 183-16 193, donde la sustitucion T16 189C fue el cambio mas frecuente en las
pacientes con CaCu que en las sanas y que ademas, el cambio A16 182C y A16 183C
solo se presentaron en las pacientes con CaCu. Por otro lado, no se encontro relacion
entre los cambios nucleotidicos presentes en las regiones hipervariables del D-loop con
la infeccion HPV. De esta manera, en las pacientes con CaCu, las mutaciones en las

zonas HVS-1 y HVS-I1 de la region D-loop del DNAmt son un evento poco frecuente.



ABSTRACT

Cervical cancer (CC) is the second most common female cancer in Mexican women.
There are different etiologic factors associated to this neoplasia and one of the most
important is the Human Papillomavirus (HPV). However, this is not enough for the
development of cervical carcinoma. Several studies have showed molecular alterations
as mutations and polymorphisms in mitochondrial DNA (mtDNA) D-loop region in a
variety of human tumors. This region is the replication and transcription sites of
mtDNA. In the present study 10 tumor tissues and oral exfoliative scraps (OES) of
women with CC, and 10 sample of lymphocytes and OES of healthy women were
analyzed. DNAs were subjected to amplifications in two regions, HVS-1 and HVS-I1I
using two set of primers and then they were sequenced. Consensus sequence was
established by sequences of healthy women. HVS-II region was the most polymorphic
region. Both regions had high frequency of homoplasmic pattern and all patients with
CC had nucleotides changes in an average 5.6 + 1.65 changes/patient. HVS-I presented
in 60% polymorphisms already published as the G499A statistically significant in CC
tumoral tissues. HVS-I presented 78% of polymorphisms located at homopolimeric C
tract from 16 183 to 16 193. The T16 189C polymorphism was highly frequent in CC
patient and also in healthy women. The change A16 182C and A16 183C was only
observed in CC patients. On the other hand, we did not observed any correlation
between mtDNA change in nucleotides and HPV infection. Finally, mutations in HVS-I

and HVS-I11 regions are a rare event in CC.

Vi



I. INTRODUCCION
I.1. La mitocondria
1.1.1. Estructura y componentes principales

La mitocondria desde hace mas de cuatro décadas ha capturado la atencion de los
investigadores cuando fue descubierta en los afios 60°s y fue el despunte que permitid
conocer su estructura, contenido genético y modo de expresion. Esto ha abierto las
puertas a la investigacion sobre la mitocondria en diferentes areas como biologia

evolutiva, forense, medicina molecular, etc [1,2].

Este organelo esta presente en las células eucariotas, y su tamafio refleja su origen
evolutivo, que actualmente es aceptada como la teoria endosimbidtica. Esta plantea que
las mitocondrias son resultados de la relacion de una a—proteobacteria que fue internada

por una arquea [3,4].

La mitocondria miden aproximadamente 0.5-1 mm de diametro, por lo general su forma
y su numero dentro de una célula varia dependiendo de los requerimientos energéticos
de la célula, regularmente hay 10 a 1 000 mitocondrias por célula [1,5]. Este organelo
esta divido en dos compartimentos diferente en morfologia y funcion, la Membrana
Mitocondrial Externa (MME) y Membrana Mitocondrial Interna (MMI). La MME es la
membrana mas externa de la mitocondria y esta constituida por una bicapa lipidica con
insercion de canales anidnicos dependientes de voltaje (VDAC). Los VDAC o porinas
son permeables a solutos de hasta 5 kDa y sus cambios de conformacion dependen de
la familia de las Bcl-2, como Bim, Bak, Bax, las cuales se asocian a Bid, causando la
permeabilidad de la membrana y en consecuencia la liberacion del citocromo ¢ (cyt c).
Mientras que la MM 1| es la membrana que separa el espacio intermembranal (EIM) y la
matriz mitocondria (MM). Esta capa es permeable a moléculas de agua, oxigeno y
didxido de carbono y es altamente plegable, por lo tanto tiene una amplia superficie que
permite que en ella se realicen diferentes actividades metabdlicas. Aqui se encuentran
diferentes proteinas apoptéticas como el cyt ¢ y las IAPs (Proteinas Inhibidoras de
Apoptosis). En esta region también se localiza el Translocador de Nucledsido de
Adenina (ANT). Ahora bien, en el EIM se localizan el 10 % del cyt c, el resto se
encuentra asociado a la MMI. Se ha determinado que existen proteinas transportadoras

en el EIM [6-8]. Un reciente estudio ha identificado secuencias proteicas blanco que



permiten la localizacion de proteinas apoptdticas como Smac/DIABLO [9,10]. Por
ultimo la MM es el lugar donde se alojan gran cantidad de enzimas involucradas en
diferentes procesos metabolicos, como el Ciclo de Krebs, asi como el DNA
mitocondrial (DNAmt), la maquinaria necesaria para la expresion de genes

mitocondriales, ribosomas y la mayoria de las proteinas apoptéticas [6-9].

1.1.2. Fosforilacién oxidativa y apoptosis

El aporte energético que requieren las células eucariotas lo obtienen gracias a la
oxidacion aerobia de sustratos dentro de la mitocondria que genera un potencial
reductor en forma de NADH y FADH,. Los electrones generados pasan a través de
cuatro complejos proteicos localizados en la MMI que en conjunto forman la cadena de
transporte de electrones que finalmente reducen el O, a H,O (Figural). Durante este
proceso, se forma un gradiente de protones, el cual es aprovechado por la ATPasa en
MM para generar ATP [11-13].
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Figura 1. Representacion esquematica de la mitocondria y los componentes de la cadena de transporte de electrones.
A) La mitocondria esta formada por una MME y MMI, en la que se encuentra los complejos proteicos de la cadena
de trasporte de electrones y en la MM se localiza el DNA mitocondrial (DNAmt). B) Componentes de la cadena de
trasporte de electrones, Complejo |, NADH deshidrogenasa; Complejo 1, Succinato deshidrogenasa; Complejo 11,
Citocromo reductasa; Complejo 1V, citocromo oxidasa; Complejo V, Fo-F1-ATPsintetasa (Modificado de Saconne
C, 2005).

Por otro lado, estudios recientes han demostrado que la mitocondria tiene un papel
central en la transmision y amplificacion de sefiales de muerte en la apoptosis. Este

organelo participa en la via extrinseca y en los eventos mas importantes durante la



apoptosis como el remodelamiento estructural y funcional del mismo y la subsiguiente
liberacion de proteinas apoptéticas al citosol. El proceso esta altamente regulado por
factores anti-apoptéticos (Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w, Mcl-1) y pro-apoptoéticas (Bik, Bad,
Bim, Noxa, Puma, Bax, Bak) de la familia Bcl-2, gracias a la apertura del poro de
transicion de permeabilidad (PT) que se localizan tanto en la MME como en la MMI.
Esto permite la liberacion de diferentes complejos proteicos como Smac/DIABLO y
citocromo ¢ (cyt c). En el citosol, cyt ¢ se une a la molécula Apaf -1 y posteriormente a

la caspasa 9 para formar el apoptosomay conducir a la muerte celular [14-17].

Se sabe que el dafio en la regulacién de la apoptosis esta ampliamente involucrada en
diferentes patologias como en enfermedades neurodegenerativas y en el desarrollo del
cancer. Se ha visto que un dafio en la regulacion de las proteinas apoptoticas es un punto
critico en el desarrollo de cancer asi como en la efectividad del tratamiento. De hecho,
los avances de la biologia molecular y la tecnologia de alto rendimiento han permitido
identificar en diferentes tipos de céancer la expresion de genes involucrados en la
apoptosis [10,18,19].

I.2. DNA mitocondrial y genética mitocondrial

1.2.1. Genoma mitocondrial

El genoma mitocondrial humano que fue completamente secuenciado por Anderson en
1981 y posteriormente revisado y asignado con el nombre de Revised Cambridge
Reference Sequence (rCRS), consiste en una molécula circular de DNA de doble cadena
con 16 569 pb [20,21]. EI nimero de moléculas de DNAmt por célula varia
dependiendo de tipo de células pero aproximadamente hay 2-10 copias de DNAmt por
mitocondria [20-22]. Esta molécula codifica 37 genes (Figura 2). De ellos, 13 son
componentes peptidicos de las 81 proteinas requeridas para la fosforilacion oxidativa.
De éstos, siete genes codifican subunidades del Complejo | y son ND1, ND2, ND3,
ND4, ND4L, ND5 y ND6; un gen del componente del Complejo 111, cyb b; tres genes
que codifican parte del Complejo 1V, COI, COIl y COIIl; y dos genes que codifican
subunidades del Complejo V, ATPasa6 y ATPasa8. El resto de los genes codifican para
2RNAr y 22RNALt que son esenciales para las sintesis de las proteinas mitocondriales.

También dentro del DNAmt hay una region no codificante de 1 100 pb llamada D-loop



(Displacement-loop), el cual contiene elementos de la transcripcion y la replicacion,

gue son puntos criticos en el control genético [23, 24].

El DNAmt es una macromolécula de doble cadena que esta formada por una cadena
externa llamada cadena pesada (H), por su alto contenido de bases puricas (por lo
general, mayor cantidad de G), en la cual se encuentran 28 de los 37 genes
mitocondriales. Mientras que la cadena interna es conocida como cadena ligera (L) por
que es rica en bases pirimidicas y en ella solo se encuentran 9 de los 37 genes

mitocondriales.
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Figura 2. Esquema de la distribucion de los genes del DNAmt. La circunferencia interior representa la cadena L y en
ella los genes que se encuentran. Mientras que la circunferencia externa es la cadena H y los genes que en ella se
encuentran. Las flechas indican el origen de replicacion de la cadena ligera (O,) y el origen de la cadena pesada (Oy).
(Tomado de http//:mitomap.org/MITOMAP/mitomapgenome.pdf).

Entre unas de las caracteristicas del DNAmMt y el DNAn es que este genoma es
totalmente codificante, a excepcion de una region que se localiza entre los nucledtidos

16 024-576 conocida como D-loop (Displacement-loop).



La region no codificante que consiste en 1 100 pb, se sitGa entre el gen del RNAt de
prolina y de fenilalanina. Esta region contiene elementos de regulacion como el origen
de replicacion de la cadena pesada (Oy), dos promotores para ambas cadenas (P, Pn),
tres bloques de secuencias conservadas (CSBI, CSBII y CSBIII), dos sitios de union del
factor de transcripcion A (Tfam) y secuencias asociadas a terminacion de cadena (TAS)
(Figura 3)[ 25,26].

Anteriormente, se sabia que el D-loop estaba formado por dos regiones hipervariables,
pero hoy se conoce que esta formado por tres regiones hipervariables. La region
hipervariable | (HVS I, posicion 16 024-16 365), region hipervariable 1l (HVS-II,
posicién 73-340) y region hipervariable 111 (HVS-111, 438-574) [27, 28]. Estas regiones
destacan por ser altamente polimorficas y aunque en especial la region HVS-1y HVS-I1I
tienen un proceso de evolucion similar, su tasa de sustitucion de nucledtidos es
diferente. Esto ha permitido que la region HVS-I sea utilizada ampliamente para el
estudio de patrones de origen y migracion de poblaciones, a diferencia de la region
HVS-II. Se ha estimado que la tasa de sustitucion de nucleoétidos de HVS-I es de 0.6,

mientras que de HVS-1l es de 0.54 y de HVS-III se desconoce la tasa exacta [29-32].

La existencia de varios analisis del DNAmt ha permitido identificar que aunque se
desconozca el origen de estas regiones hipervariables, reflejan mutaciones antiguas. De
modo que si estos sitios son los principales puntos calientes, llamados “hotspot” de
mutaciones; entonces, si ocurre una nueva mutacion en la region control del DNAmt,

ésta ocurrira de preferencia en una region hipervariable [33-34].
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Figura 3. Esquema de la region control del DNAmt. Las proteinas de union a las diferentes regiones de D-loop son
indicadas en cajas de colores.



1.2.2. Replicacion mitocondrial

El proceso de replicacion es un evento altamente regulado por un complejo
multienzimatico llamado Replisoma DNAmt, que se encuentra en la MM y es
independiente del ciclo celular. EI componente principal de este complejo es la DNA
polimerasa y mitocondrial, responsable de la replicacion y la reparacion de DNAmt.
Esta enzima se encuentra como un o, 3 heterodimero, y como un oo monémero que se
asocia con otras cuatro proteinas més. De hecho, esta subunidad es la que contiene la
accion catalitica y la actividad de exonucleasa 3" a 5° de correccién de errores, ademas
de tener la actividad de transcriptasa reversa. Se ha determinado que una deficiencia en
la actividad de una de las proteinas que forman el replisoma del DNAmt, como la
disminucion de la actividad de la DNApol mitocondrial, esta asociada con una
disminucion de moléculas de DNAmt [35]. Ademas, se ha identificado la oxidacién de
la DNApol mitocondrial por accion de los agentes ROS, provocado la disminucion de la
replicacion del DNAmt [36-37].

La replicacion inicia con la sintesis de forma unidireccional de la cadena pesada (H) en
el sito (Oy), que se localiza en el D-loop y rio abajo del inicio de transcripcion. Para
ello, se requiere de un iniciador de RNA que es sintetizado por la DNApol mitocondrial.
Este iniciador se alinea con la region rio arriba del Oy que corresponde a las secuencias
conservadas (CSBs), formando de esta forma un loop de tres hebras (dos de DNA y una
de RNA). La sintesis inicia cuando llega la RNAsa mitocondrial y procesa al iniciador,
generando un iniciador maduro. Entonces, la DNApol mitocondrial empieza a sintetizar
la cadena H y cuando la cadena H alcanza el sitio de inicio de la replicacion de la
cadena ligera (O.), la cadena H se desplaza y se inicia la replicacion de la cadena L en
sentido contrario a la cadena H. Cuando la sintesis de ambas cadenas se ha completado,
se separan la cuatro cadenas con la ayuda de una topoisomera mitocondrial, el iniciador
de RNA es removido, se complementa el espacio y es ligado con la ayuda de una ligasa
mitocondrial (Figura 4) [38-41].

1.2.3. Transcripcion mitocondrial

Los genes mitocondriales son sintetizados en dos transcritos policistronicos, uno

originado de la cadena H y otro de la cadena L. De esto genes, los RNAt que se



encuentran dispersos en el genoma se cree que actian como secuencias para el
procesamiento de los policistrones y a los RNAmM que daran origen a las polipéptidos

mitocondriales.
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Figura 4. Esquema de la replicacién del DNAmt,. a) La sintesis empieza en Oy. b) ContinGa la sintesis de la cadena
H. c) La cadena H llega al O,. d) ContinGa la replicaciéon de ambas cadenas en sentido contrario. e) Termina la
replicacion de las cadenas hijas. F) Cada molécula queda covalentemente cerrada. G) La molécula de DNAmt se
superenrrolla (Tomada de Clayton, 1992).

El proceso de transcripcion inicia con la unién de la RNApol mitocondrial y el factor de
transcripcion A (Tfam, o mtTFA) a las secuencias promotoras dentro del DNAmt.
Existen tres promotores, dos de la cadena H (H; y H;). H; se localiza rio arriba de
RNAt™ y transcribe el RNAt™™, 12SRNAr, RNAtY# y 16SRNAr. Mientras que el H,
se sitGa en el inicio del gen 12SRNAr vy transcribe los genes que se localizan en la
cadena H. Mientras que el promotor de la cadena L se encuentra dentro del D-loop, del
cual derivan los 8 transcritos de RNAt y el RNAm de ND6. En ambos casos, la RNApol
mitocondrial inicia la trascripcion. Para regular los niveles de RNAmM/RNAL, la proteina

de terminacion de la transcripcion mitocondrial (MtTERF) se une al RNAt- "%,

con
la finalidad de bloquear la transcripcion y permitir que sea sintetizado 25 veces mas

RNAT [ 26, 41-43].



1.2.4. Herencia materna

Una de las caracteristicas del DNAmt es que se transmite de forma no mendeliana por
linea materna. Aunque hombre y mujer tenga mitocondrias, durante la fertilizacion, las
mitocondrias del padre que entran al 6vulo no sobreviven a la primera division celular.
Asi que la cantidad de mitocondrias que contenga el cigoto son procedentes de la
madre, ademas de presentarse el fendmeno de cuello de botella, en el cual las moléculas

de DNAmt trasmitidas al hijo son pocas [41, 44].

En los ultimos afios, se ha cuestionada otra de las caracteristicas del DNAmt de la no
recombinacion y por tanto la herencia materna. En un inicio existia la controversia de la
posibilidad de la existencia de la recombinacion basada en la observacion de
polimorfismo, pero en el 2005 se demostrd la recombinacion por herencia paterna en
musculo esquelético humana mediante el analisis de la combinacién de la distribucién
de alelos. Sin embargo, este evento sigue teniendo una gran controversia por su
implicacion evolutiva, tal es asi que si efectivamente existe la recombinacion, tendrian

gue reconsiderarse muchos aspectos de la evolucion humana [45-46].

1.2.5. Homoplasmia y Heteroplasmia

Cuando las células se encuentran en una situacion donde todas sus copias de DNAmt
son idénticas (DNAmt silvestre), se le conoce como condicion de Homoplasmia. Pero si
el DNAmt presenta mutaciones (DNAmt mutado), entonces el DNAmt se amplifica y
coexisten tanto el DNAmt silvestre y el DNAmt mutado, y a esta condicion se le llama
Heteroplasmia. Cuando la proporcion de DNAmt mutado excede el umbral, se
presentan defectos en la fosforilacion oxidativa, por lo que la produccion de ATP es
menor a la demanda de energia. Esta heteroplasmia pude producirse por errores en la

replicacion o dafio causado por ROS producidos del metabolismo oxidativo [41, 47].

La heteroplasmia es el primer nivel de manifestacion del polimorfismo, pues si surge
una mutacion en el DNAmt silvestre, el individuo pasara a sus descendientes la mezcla
de DNAmt silvestre y mutado. Para que el polimorfismo se establezca, es necesario que

ese cambio lo pase a los descendientes, se adquiera la homoplasmia y finalmente se fije



en la poblacion. Sin embargo, el estado de heteroplasmia se presenta en enfermedades
neurodegenerativas y la homoplasmia de DNAmMt mutado es frecuente en tumores [47-
48].

1.3 Alteraciones de DNA mitocondrial y el cancer

1.3.1. Factores de dafio

Se ha determinado que el DNAmt a diferencia del DNAnN es mas susceptible a dafios y
en consecuencia a adquirir mutaciones, de hecho la tasa de mutaciones en el DNAmt
humano es 10 veces mayor que en el DNAN. Los posibles factores que pueden provocar
cambios nucleotidicos en el DNAmt son la proximidad subcelular del DNAmt a las
especies oxidante reactiva (ROS), la limitada capacidad para reparar el DNAmt y la
falta de histonas para la proteccion del DNAmt [48-50]. En el primer caso, el DNAmt es
un blanco vulnerable de ROS (radical superoxido, perdxido de hidrogeno y el radical
hidroxilo) porque se encuentra muy proximo a la generacion de éstos por la
fosforilaciéon oxidativa. En el segundo caso, se ha determinado que la eficiencia de la
replicacion y la correccion de errores de la DNApol mitocondrial compromete al
DNAmt a tener mutaciones, lo que genera dafios en las proteinas mitocondriales y en
consecuencias produce mayor cantidad de ROS que atacan al DNAmt, creando un ciclo
de dafio [50-54]. Finalmente, no hay histonas que protejan al DNAmt, sin embargo,
estudios han permitido elucidar que la proteina Tfam ademas de ser importante en la
transcripcion también tiene un papel en la organizacion y empaquetamiento del DNAmt
para la formacion coordinada de nucleoides, los cuales son asociaciones de 2 a 8

moléculas de DNAmt con esta proteina [55-56].

1.3.2 Mutaciones en el DNAmt

Se sabe que las mutaciones en el DNAmt han sido ligadas a enfermedades
neurodegenerativas que afectan: sistema nervioso central, corazén, muasculo, sistema
endocrino y renal; y que la mayor parte de estas mutaciones germinales son puntuales
e involucran a los RNAt y péptidos, comprometiendo a la fosforilacion oxidativa y por
ende, la funcion de la mitocondria [57-58]. Sin embargo, estudio recientes ha

demostrado a través de las tecnologias de alto rendimiento como MitoChip (v2),



DHPLC y espectrometria de masas, la existencia de mutaciones somaticas en el DNAmt
en diferentes tipos de cancer. Se han documentado mutaciones en diferentes regiones
del DNAmt en cancer de pulmon, colon, mama, es6fago, vejiga, prostata, ovario, cabeza
y cuello, cerebro, endometrio, rifién, higado y piel (Figura 5). Ademas, se ha reportado
mutaciones mitocondriales en lesiones premalignas, lo que sugiere que estas mutaciones
pueden ocurrir en etapas tempranas de la progresion del tumor y servir como una
herramienta de diagndstico y prondstico de los diferentes tipos de cancer y ofrecer una

oportunidad de tratamiento y de sobrevida al paciente con cancer [57-61].

Los requerimientos energéticos de una célula tumoral a diferencia de una célula normal,
son mayores, esta energia la obtiene a través de la fosforilacion oxidativa, pero ello
ademas de generar ATP, también produce altos niveles de ROS. Estos factores internos,
como factores externos (farmacos, radiaciones, etc.) provocan mutaciones en el
DNAmt. Si estas mutaciones le dan una desventaja a la célula en crecimiento, pronto se
eliminaran. Por el contrario, si le da ventajas al DNAmt para facilitar la replicacion,

estas emergen y por expansion clonal permanecen (Figura 6)[4, 62-66].
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Figura 5. Esquema del DNAmt linealizado. Cada figura corresponde a mutaciones en un tipo de tumor y su
frecuencia en diferentes publicaciones [4, 64-85]

10



L] w -\.II'_-
| i [foe
" A =
TR E -—re ‘.- .\.. 1
I Syl dima nren T .
dpipe o |I.||'*.|.-
i, e
- )
e
e ——— Tirvsts
.\"‘-\__I-’r.-
T _,-P"'--I

Figura 6. Alteraciones que puede tener el DNAmt en una célula normal EI DNAmt de una célula normal esta
expuesta a diferentes factores de dafio, que pueden originar una alteracién en la funcionalidad de la mitocondria, que
estan presentes en una célula tumoral.

Actualmente, la base de datos MITOMAP registra 1 710 y 734 polimorfismos en la
region codificante y en la region control, respectivamente. Ademas tiene 233 y 156
mutaciones en las regiones correspondientes. Algunas de estas mutaciones que ocurren
en regiones codificantes producen un cambio en amino&cido y en consecuencias en la
funcionalidad del polipéptido. Sin embargo, existen otras mutaciones que son
silenciosas y no afectan las secuencias de las proteinas mitocondriales. Tal es el caso de
la region no codificante (D-loop) que corresponde a una region silenciosa en la que se
ha reportado un nimero considerable de mutaciones en diferentes tipos de cancer [86-
87].

A la fecha, existe evidencia de acumulacion de mutaciones en la region no codificante
D-loop de este DNAm, las cuales se han asociado a diversos tipos de cancer, como:
higado, pulmon, rifién, colon, estbmago, mama, ovario, vejiga y piel. Se han descrito
con mayor frecuencia (mas del 50% de los casos) mutaciones en las posiciones 303,
309-315, region conocida como D310 (tracto-C, que abarca de la posicion 303 a la 315),
514-518 y 16,189 dentro de la regién D-loop en los tipos de cancer antes mencionados,

presentandose como una heteroplasmia o homoplasmia (Figura 7).

En este contexto, el conocimiento de las mutaciones en D-loop, abre la posibilidad a la

investigacion para explorar acerca de otros de los factores implicados en el proceso
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multietapas del cancer, asi como la bdsqueda de un marcador prondstico en este tipo de
paciente, como lo es cancer de cérvix. Es probable tal como sucede en otras neoplasias,
gue mutaciones en el DNAmt tenga un papel importante en las lesiones tumorales de
cérvix y asi pueda ser considerado, como otra de las alteraciones moleculares

involucradas en el proceso neoplasico.
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Figura 7. Mutaciones en la region D-loop del DNAmt en diferentes tipos de cancer. Cada linea representa una
mutacion y su longitud la frecuencia en la que se presenta.

I.4. Cancer Cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCu) es el segundo cancer mas comun en mujeres a nivel
mundial y en América central, México ocupa el primer lugar en incidencia y mortalidad
en la poblacion femenina, segln reportes del GLOBOCAN, 2002 [88]. Segun datos de
esta fuente, en México la tasa de incidencia de cancer de cérvix es de 33.4 casos por
cada 100,000 habitantes (Figura 8). Ademas, de acuerdo con los datos de defuncion del
2005 del Sistema Nacional de Informacion en Salud, el Estado de México, seguido por
Veracruz, son los dos estados con mayor indice de mortalidad por cancer cervicouterino
en México [89].

Este cancer se encuentra estrechamente asociado a la infeccion persistente del Virus del

Papiloma Humano (HPV), que es una de las enfermedades de transmision sexual méas
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comunes a nivel mundial; aunque también estan asociados otros factores de riesgo como
la edad (mujeres mayores de 40 afios), el tabaquismo, el nimero de parejas sexuales, el
namero de embarazos, el nimero de partos, el inicio de la vida sexual [90-91]. Se
calcula que alrededor del 60-75% de la poblacion sexualmente activa esté infectada por
algln tipo de HPV genital. En México, el tipo viral mas comin es el HPV 16, seguido
del tipo viral HPV 18 y 58 [92].
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Figura 8. Incidencia de Cancer de Cérvix a nivel mundial. En este planisferio se muestra la tasa de incidencia por
cada 100,000 habitantes coloreados los diversos paises del mismo color segin los datos de los recuadros inferiores;
GLOBOCAN, 2002.

Desde hace varios afios, nuestro grupo de investigacion ha venido trabajando la
Oncogenomica del cérvix, analizando sus alteraciones cromosomicas, génicas y de
expresion, contribuyendo al conocimiento de las bases genéticas presentes en esta
neoplasia (15-19). A pesar de que se sabe que el cancer de cérvix esta asociado con la
infeccion de HPV, no es el Unico factor etiologico en esta neoplasia. Por otro lado, la
relacion entre mutaciones en el DNAmt, lesiones del cérvix y HPV no es todavia muy
clara. Por lo que es probable, tal como sucede en otras neoplasias, que mutaciones en el
DNAmt tengan un papel importante en las lesiones tumorales del cérvix y asi pueda ser

considerado como otra de las alteraciones moleculares involucradas en el proceso
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neoplésico. De ahi que surja el interés por conocer los cambios nucleotidicos
(polimorfismo/mutaciones) que estan presentes en la region D-loop en lesiones
tumorales del cérvix y abrir la posibilidad de que el DNAmt pueda ser considerado un

posible marcador de esta neoplasia.
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1. JUSTIFICACION

El c&ncer de cérvix representa la segunda causa de muerte en mujeres mexicanas,
muriendo 12 mujeres al dia, lo que lo hace un problema de salud en nuestro paisy a

nivel mundial.

Por otra parte, el interés para determinar otros factores asociados a esta neoplasia es
de gran importancia para identificar potenciales marcadores moleculares para el

pronostico, diagndstico y tratamiento de la enfermedad.

Recientes estudios han demostrado en diferentes tipos de cancer que la regién mas
susceptible a tener una alta acumulacion de mutaciones en el DNAmt es la region
control (D-loop). Esta region a pesar de no ser codificante, es la region control de la
replicacion y transcripcion del genoma mitocondrial, puntos criticos en el control

genético.

En este contexto, el conocimiento de los cambios nucleotidicos en el D-loop del
DNAmt en pacientes mexicanas con cancer de cérvix, abre la posibilidad para
explorar otro de los factores implicados en esta neoplasia, asi como la busqueda de

un potencial marcador molecular.

I11.  HIPOTESIS

Dada la evidencia de cambios nucleotidicos en las regiones HVS-lI y HVS-II en el
D-loop del DNAmt en pacientes oncoldgicos, se espera que las pacientes con cancer

de cérvix presenten también cambios nucleotidicos en esta region.
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IV. OBJETIVOS

IV.1. Objetivo General

Determinar los cambios nucleotidicos mas frecuentes dentro de las regiones mas
representativas de HVS-1 y HVS-II del D-loop del DNAmt en tejido del cérvix con

lesién invasora.

IVV.2. Objetivos Particulares

e Determinar los cambios nucleotidicos de las regiones més representativas de
HVS-1y HVS-11 del D-loop en mujeres sin lesion en el cérvix.

e Obtener la secuencia consenso de las regiones analizadas de HVS-1 y HVS-II
del D-loop en mujeres sin lesion en el cérvix.

e Determinar los cambios nucleotidicos de las regiones mas representativas de
HVS-1'y HVS-II del D-loop en tejidos del cérvix con lesion invasora.

e ldentificar los cambios nucleotidicos mas representativos de HSV-1y HVS-II en
tejido del cérvix con lesion invasora.

e Construir la base de datos de DNAmt y desarrollar un programa ejecutable para

el analisis de las secuencias experimentales.
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V. MATERIALES Y METODOS

A continuacion se describe la estrategia que se realizd para lograr los objetivos de este
trabajo. La metodologia se dividio en dos fases: fase experimental y la fase de analisis.
Dentro de la primera, se realizo la seleccion de muestras, obtencion de DNA, amplificacion
de las dos regiones mas representativas de HVS-1 y HVS-II del D-loop y finalmente la
secuenciacion de los fragmentos amplificados. Mientras que en la fase de analisis, se
construyd la base de datos de DNAmt y se analizaron de las secuencias experimentales (ver
Diagrama de Flujo).
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V.1. Adquisicién de muestras

Se utilizaron 25 tejidos de cérvix de pacientes con cancer cervicouterino (CaCu) y 25
citologias exfoliativas orales (CEOs) de las mismas pacientes. Ademas, se usaron 10
muestras de linfocitos y CEOs de mujeres sanas. La toma de muestra fue confirmada
por un estudio de colposcopia de la Clinica de Displasias, Hospital General de México y
por el andlisis histopatologico del mismo hospital. El criterio de inclusion fue el
siguiente: sin antecedentes previos de cancer y sin tratamientos previos como asa
diatérmica, radioterapia o quimioterapia. Las muestras utilizadas en este estudio fueron
obtenidas bajo el consentimiento informado del paciente, aprobado por el Hospital
General de México, SS. Ademas, se trabajé con lineas celulares derivadas de cancer

cervicouterino, como CasKi, SiHa, HelLa, Inbl y CaLo.

V.2. Preparacion de muestras

Los tejidos con lesion invasora fueron colocados en solucion fijadora para su posterior
inclusion en parafina [93]. Para ello, el tejido se transfirié en un tren de disolventes:
EtOH 70%, 1h; EtOH 96%, 1h; EtOH 100%, 1h; EtOH 100%, lhr; EtOH-Xilol, 1h;
Xilol, 1h; Xilol, 1h; y finalmente en parafinaa 60°C.

Por otro lado, las citologias exfoliativas orales fueron obtenidas mediante el uso de un
cepillo cervical estéril, que se transfirio en EtOH absoluto hasta su procesamiento. Se
centrifugd la muestra a 14 000 rpm para obtener las células del epitelio bucal y se

decanto el sobrenadante.
En cuanto a las muestras de sangre periférica, se obtuvieron los linfocitos y se lavaron

con solucién de lisis de glébulos rojo, hasta tener un boton de células libres de glbulos

rojos.
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V.3. ldentificacion de la lesion

De los blogues de parafina se realizaron cortes histologicos de 5um y se tifieron con la
tincion de Hematoxilina & Eosina (H&E). Para ello, el tejido se coloco en una laminilla
a 60°C, por 20 min, posteriormente se transfirié en el tren de tincidn que consistio en el
paso por diferentes disolventes y colorantes: xilol 100%, EtOH 100%, EtOH 96%,
EtOH 70%, EtOH 30%, H,0 destilada, Hematoxilina, H,O destilada, Agua amoniacal,
H.O destilada, Eosina, EtOH 70%, EtOH 96%, EtOH 100% y Xilol 100%. La laminilla
fue examinada por la Dra. Minerva Lazo, de la Unidad de Patologia, Hospital General

de México, para identificar la zona de células tumorales.

V.4. Extraccion de DNA

Se extrajo el DNA total (nuclear y mitocondrial) como se describe a continuacion. Del
bloque de parafina se tomd una porcion del area seleccionada por la patéloga, mediante
una aguja de médula 6sea de 5mm de diametro. El cilindro de tejido se desparafind y se
coloco en solucion de lisis nuclear (10 mM Tris-HCI pH 7.4, 10 mM NaCl, 25 mM
EDTA, 1% SDS), proteinasa K (10 mg/mL) y se incub6 a 65°C toda la noche. De igual
manera, el boton de células del epitelio bucal y de linfocitos se les agregd solucion de
lisis nuclear y proteinasa K. Después de la incubacion, se realizo la extraccion de DNA
con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico. Para ello, se agregé un volumen de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se agitd por inversién durante 15 min y se
centrifug6 a 14 000 rpm por 10 min. Se transfirié la fase acuosa a un tubo nuevo estéril
y se le afiadio 1 volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se agitd de nuevo por
inversion y se centrifug6 a 14 000 rpm por 10 min. De nuevo la fase acuosa se transfirid
a un tubo nuevo estéril y se le agregd 2.5 volumenes de isopropanol frio, se agito
gentilmente para precipitar el DNA, y se centrifugd a 14 000 rpm por 20 min. EIl botdn
de DNA se lavd dos veces con EtOH 96% Yy se centrifugo a 14 000 rpm por 5 min. El
DNA fue resuspendido en agua estéril. La calidad e integridad del DNA fue
determinada en un gel de agarosa al 1%. La concentracion de DNA fue cuantificada por
espectrofotometria a una longitud de onda de 260 nm (Spectrophotometer ND-100,
NadoDrop). La pureza fue identificada por el cociente de Abs260/Abs280. Se considero
que la muestra estaba libre de proteinas cuando el coeficiente se encontrd entre 1.7 y
2.0.
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V.5. Deteccion de HPV 16

Se identifico la presencia de secuencias virales de HPV 16 en ambos tipos de muestras,
utilizando iniciadores especificos E6F/E6R (secuencias en apéndice X.2), en el
termociclador Perkin Elmer DNA Thermal Cycler 480, bajo las condiciones ya

estandarizadas por Terris, 1997, que fueron las siguientes:

Desnaturalizacion inicial 94 °C 5 min

Desnaturalizacion 94 °C 30 min

Alineamiento 55°C 1 min x 35 ciclos
Elongacion 72 °C 1 min
Elongacion Final 72 °C 5 min

El producto amplificado de 126 pb fue observado en un gel de agarosa al 2%.
Utilizando como control positivo la linea celular Caski, derivada de cancer de cérvix y

como control negativo se us6 la mezcla de reaccién sin DNA.

V.6. Estandarizacion de PCR para amplificados mitocondriales

Para la amplificacion de la region HVS-I (166 pb) y HVS-11 (446 pb) se disefiaron los

iniciadores en el programa www.idtdna.com de las dos regiones de interés dentro del

D-loop (secuencias de iniciadores en apéndice X.2).

Las amplificaciones de los productos de PCR se realizaron con 100 ng de DNA
purificado de los diferentes tipos de muestras en el termociclador Thermo Hybaid.
Como control negativo se uso la mezcla de reaccion sin DNA. El volumen final de la
reaccion fue de 50 uL y las concentraciones finales de la mezcla de reaccion fueron las

siguientes:
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Reactivo Concentraciéon Madre Concentracion Final

Amortiguador de Taq pol 10X 0.2X
dNTPs 10 mM 0.2 mM
MgCl, 25 mM 0.5 mM
Iniciadores 12.5 pmol 0.25 pmol
Taq polimerasa 5U/uL 0.1U
DNA 100 ng 2 ng

Las condiciones de temperatura de la PCR para la amplificacion de la region HVS-1 y

HVS-II fueron estandarizadas y para ambas fueron:

Desnaturalizacion inicial 94 °C 4 min

Desnaturalizacion 94 °C 35 min

Alineamiento 63°C 21 min x 33 ciclos
Elongacion 72 °C 1 min
Elongacion Final 72 °C 4 min

Para comprobar el producto amplificado se corrié en un gel de agarosa al 2%. La
electroforesis se realiz6 en amortiguador de TBE al 0.5X, aplicando un voltaje de 80 V
durante 1.5 h.

V.7. Purificacion de productos mitocondriales de PCR

Una vez que se comprobd que el producto amplificado de la PCR tenia el tamafio
esperado se procedio a purificar. En las muestras que se encontré solo la banda deseada,
se utilizd el sistema comercial de purificacion Wizard SV PCR Clean-up System
(Promega). Pero cuando en las muestras se observo mas de una banda, el producto de
PCR se corrio en un gel al 2%, se cort6 la banda de interés y se purifico con el sistema
comercial de purificacion QiAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Se comprobd
efectivamente que se obtuviera el amplificado puro en un gel de agarosa al 2%, es decir,
que se observara una sola banda.
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V.8. Secuenciacion

Cuando se obtuvieron los amplificados purificados, se realizd6 la reaccién de

secuenciacion en un volumen final de 20 uL, compuesta de lo siguiente:

Reactivo Volumen (uL)

Big Dye Terminator Kit 0.5-0.7
Amortiguador de Big Dye 2
Iniciadores (3.2 pM) 1
Productos de PCR* 0.5-1.5
Agua Chp 20

*La cantidad de productos de PCR fue variable dependiendo de la cantidad de amplificado puro obtenido.

Las condiciones de la secuenciacion fueron las siguientes:

Desnaturalizacion inicial 94 °C 2 min

Desnaturalizacion 94°C 30 seg

Alineamiento 50°C 15 min x 25 ciclos
Elongacion 60°C  40seg
Elongacion final 72°C 1 min

Los productos de reaccion de secuenciacion fueron purificados utilizando el sistema
comercial de purificacion DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen). EI DNA marcado fue
liofilizado, resuspendido en formamida y desnaturalizado a 95°C por 5 min para su
posterior andlisis en el secuenciador 3100 Genetic Analyzer ABI PRISMA.

V.9. Construccion de Base de datos de DNA mitocondrial

Se seleccionaron 93 secuencias de DNAmMt obtenida de dos base de datos, la secuencia

de referencia, rCRS (MITOMAP, www.mitomap.com) y 92 secuencias de la base de

datos mtDB (Human Mitochondrial Genome Database, http://genpast.uu.se/mtDB)

actualizada hasta el 1 Enero del 2007 por la Universidad de Uppsala, Suecia y
mantenida por Max Ingman. Estas secuencias son originarias de diferentes poblaciones

del mundo: Africa, Asia, América del Norte, América del Sur, Europay Asia.
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Se realizd un programa ejecutable en Perl que permitiera delimitar dentro de la
secuencia completa del DNAmt a la region D-loop, incluyendo a la rCRS.
Posteriormente se hizo un BLASTn de cada secuencia experimental comparada con la
nueva base de datos recién formada. Se realiz6 alineamientos pareados con EMBOSS y
alineamientos multiples con Clustal W. EI procedimiento bioinforméatico de forma

general fue el siguiente:

PROCEDIMIENTO BIOINFORMATICO

Mitomap

mtDB-hmgdb

l

DNAmMt Af*, As*,
Am*, E*y rCRS*

l

BLASTN
EMBOSS
Clustal W

*Af:Africa: As:Asia; Am:América; E:Europa; rCRS:Revised Cambridge Reference Sequence; Sec exp:secuencias
experimentales.
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VI. RESULTADOS

V1. 1. Adquisicion/Preparacion/identificacion de lesion de muestras

Se obtuvo un total de 70 muestras, de las cuales 25 fueron biopsias de tejido de cérvix
con lesion invasora, 25 citologias exfoliativas orales de pacientes con CaCu, 10
muestras de sangre periférica y 10 citologias exfoliativas orales de mujeres sanas. Para
obtener las secuencia consenso de las dos regiones analizadas de HVS-1 y HVS-II, fue
necesario utilizar las muestras de sangre periférica y citologias exfolitativas (CEOs) de
mujeres sanas. A partir de esta secuencia consenso se identificé los cambios

nucleotidicos presentes en el tejido de cérvix con lesion invasora.

Los tejidos de cérvix con lesion invasora fueron incluidos en parafina, cortados, tefiidos
y revisados histologicamente para corroborar su diagnostico de CaCu y seleccionar el
area de interés. En la Figura 9 se muestra una imagen histologica de tejido tumoral de
cervix, en la que se observa invasion de las células transformadas en el estroma y

ruptura de la membrana basal.

Figura 9. Muestra histoldgica de cancer invasor de cérvix. Observacion histolégica de la pérdida de la
arquitectura celular, células pignéticas e incluso binucleadas, con una desproporcion en la relacion
nGcleo:citoplasma e invasion a el estroma.

Una vez localizadas histolégicamente la zona de células neoplasicas en el tejido

incluido en el bloque, se obtuvo el cilindro de parafina con una aguja de médula 6sea

para su extraccion de DNA.
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V1. 2. Extraccion de DNA

La extraccién de DNA de todas las muestras se realiz6 conforme al protocolo antes
descrito. En la figura 10 se observan la calidad de los DNAs de algunas de las muestras.
De todas ellas se determiné su calidad e integridad en un gel de agarosa al 1% y se

cuantificd por espectrofotometria.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
g. |“-.

Figura 10. Electroforesis de DNA de muestras de pacientes con CaCu. Se observa en un gel de agarosa al
1% el corrimiento del DNA total (DNAnuclear + DNAmitocondrial) con un voltaje de 80mV por 1.5h

V1. 3. Deteccion de HPV 16

La deteccion de la presencia de secuencias de HPV16 se realizd en muestras de tejido
tumoral de cérvix y en CEOs de las mismas pacientes. El amplificado obtenido fue de
126 pb y como control positivo se utilizd la linea celular Caski. En la figura 11 se
muestra la banda de amplificacion de la PCR para la deteccion de la presencia de

secuencias de HPV 16.

PM+ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

150ph =

100 pb 126 pb

Figura 11. Electroforesis del amplificado de PCR de HPV16. En el carril 1, Marcador de peso molecular
de 100 pb; carril 2, control positivo para HPV16; carril 3-16, productos de PCR de 14 muestras para
HPV16.

Para la PCR realizada con los iniciadores especificos para HPV16, se encontré que 19
de 25 muestras de tejido tumoral presentaron amplificacion (76%, HPV16+). Mientras
que para las citologias exfoliativas orales de las pacientes con CaCu, se detectaron
secuencias de HPV 16 en 9 de 25 muestras (36%, HPV16 +).
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V1. 4. Amplificacion de HVS-1y HVS-II

Se amplificé por PCR una region de la HVS-I1 y HVS-II de las 70 muestras. Para ello,
se estandarizaron las condiciones dptimas para amplificar las regiones de interés de la
HVS-1'y HVS-1I. En la Figura 12, se muestra la banda que corresponde al amplificado
de 166pb de una region de la HVS-1. En todas las muestras amplifico el producto de

PCR y fue especifico al presentar una sola banda.

200 pb PM - 1 2 3 4 5 6 7 8

100 pb - TE—— — — — 106 DD

Figura 12. Electroforesis de amplificado de PCR de la HVS-I del DNAmt. En el carril 1, Marcador de
Peso Molecular; Carril 2, control negativo; carril 3-10, amplificados de PCR de muestras de tejido
tumoral de cérvix.

En la Figura 13, se observa la banda correspondiente al amplificado de 466pb de una
region de HVS-II. En todas las muestras amplificé el producto esperado y en la mayoria
fue especifico. En las muestras que se observé un amplificado inespecifico, se realizé la

purificacion por gel como se menciond en la metodologia.

1 2 3 4 5 6 7 8

PM -
iggpg = — — — R ———10 DD
p ——

Figura 13. Electroforesis de amplificado de PCR de HVS-11 del DNAmt. En el carril 1, Marcador de
Peso Molecular; carril 2, control negativo; carril 3-10, amplificado de PCR de muestras de tejido tumoral
de cérvix.
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V1. 5. Secuenciacion de la region HVS-1y HVS-11 del DNAmt

Se realiz0 la secuenciacion de los amplificados de la region HVS-I y HVS-II de 10
mujeres sanas (Linfocitos y CEOs) y 25 pacientes con CaCu (CEOs y tejido de
cérvix con lesién invasora). Los cambios obtenidos en cada muestra se encuentran
en el Anexo (X.4).

En un inicio se secuenciaron 16 CEOs de pacientes con CaCu para obtener una
secuencia interna de la region HVS-II de las mujeres mexicanas. Sin embargo, al
observar los cambios nucleotidicos de las CEOs con respecto al tejido tumoral de la
misma paciente presentaba una gran variabilidad. Por lo tanto, fue necesario obtener
la secuencia consenso de la region estudiada de HVS-1 y HVS-II, utilizando las
secuencias de los amplificados HVS-1 y HVS-II de linfocitos y CEOs de mujeres

Sanas.

Para determinar la diferencia significativa de los cambios nucleotidicos presentes en
la HVS-1 y HVS-II en el tejido de cérvix con lesion invasora y en mujeres sanas se
utilizé la prueba de X°. De igual forma, se empled esta prueba para determinar la
correlacion de la infeccion por HVP 16 y los haplotipos formados en este estudio.
Considerando una relacion estadisticamente significativa si el valor de p era < 0.05.
En el caso que de serlo, se determind la RM (Raz6én de Momios) para identificar el

riesgo por la presencia del cambio nucleotidico en estudio.

En la Tabla 1 se muestra que las CEOs de pacientes con CaCu y los tejidos de
cérvix con lesion invasora presentaron un total de 11 cambios en la HVS-II,
compartiendo 7 de ellos y siendo en ambos casos, la insercion de una C en el tracto
homopolimérico 303-315 (conocido como D310) el cambio més frecuente, seguido
de la delecion AC en la posicion 523-524. Ademaés, el cambio ausente en el tejido

tumoral y estadisticamente significativo fue T489C.
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Tabla 1. Cambios nucleotidicos de la regiéon HVS-11 en pacientes con CaCu

Posicion Base Cambio de Tejido CEO
(rCRS) Base tumoral (n=16)
(n=25)

303-315 C;TCs C/TCs 3 2 0.666
CsTCs 18 12 0.832
CoTCs 3 2 0.961
325 C T 1 0 0.418
342 T A 0 1 0.206
373 A del 1 0 0.418
411 C G 4 4 0.478
414 T C 0 1 0.206
418 G C 1 0 0.418
480 T C 0 1 0.206
482 T C 1 0 0.418
489 T C 0 6 0.001
493 A G 1 1 0.744
499 G A 6 6 0.354
523-524 AC del 15 6 0.159

Mientras que en la Tabla 2 se observa que los cambios nucleotidicos de todas las
mujeres sanas (consenso) fueron 7 cambios y los més frecuentes fueron la insercion
de C en la posicion 309 y la delecion de AC en la posicion 523-524. Ademas, se
identifico que los cambios estadisticamente significativos presentes solo en las
pacientes sanas fueron C500T, C527T y T489C. Mientras que el cambio
estadisticamente significativo y exclusivo en el tejido tumoral fue el G499A, aunque
su RM (ver X.6) nos indicé que no era suficiente para determinar que su presencia

aumente el riesgo en CaCu.
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Tabla 2. Cambios nucleotidicos de la region HVS-11 en el DNAmt

Posicién Base Cambiode  Consenso Tejido

(rCRS) Base (n=20) tumoral

(n=25)
303-315 C/TCs C;TCs 2 3 0.832
CsTCs 18 18 0.134
CoTCs 0 3 0.109
325 C T 0 1 0.336
373 A del 0 1 0.336
411 C G 1 4 0.240
418 G C 0 1 0.336
482 T C 0 1 0.336
489 T C 3 0 0.045
493 A G 0 1 0.336
499 G A 0 6 0.019
500 C T 4 0 0.019
523-524 AC del 16 15 0.150
527 C T 3 0 0.045

A continuacion se presentan los electroferogramas parciales de las secuencias que
tienen los cambios mas representativos tanto en mujeres sanas como en pacientes
con CaCu. Entre ellos, a y b muestran las diferentes alternativas que se encontraron
en el tracto D310 (C;TCgs y CsTCs) en pacientes sanas; mientras que en pacientes
con CaCu ademas de estar esas alternativas también estaba ¢ (CoTCg). Ademas en d
se observa el cambio de una T-C en estado homocigoto. Por ultimo, e y f muestra la
delecion AC mas frecuente encontrada tanto en mujeres sanas como pacientes con
CaCu.

b)
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Figura 14. Electroferogramas parciales de la secuenciacion de la region HVS-II del DNAmt. a)
Secuencia con insercion de C en la posicion 315; b) y c) Secuencia con insercién de Cy, en el tracto
homopolimérico, en la posicién 309, acompafiado de una insercién de C en la 315; d) Homoplasmia en la
posicion T489C; e) Secuencia sin delecion de AC en la posicion 523-524; f) Secuencia con delecion AC
en posicion 523-524.

De esta forma, con las secuencias de mujeres sanas (linfocitos y CEOs) se estableci la
secuencia consenso de la region HVS-1l1 en mujeres mexicanas que permitiera a partir

de ella identificar los cambios nucleotidicos en el tejido tumoral de cérvix (Tabla3).

Posteriormente, se graficaron los cambios nucleotidicos encontrados en la secuencia
consenso Yy en pacientes con CaCu (CEOs y tejido tumoral) con respecto a la secuencia
de referencia, rCRS (Figura 15). Se observa que la secuencia consenso presenté un total
de 7 cambios nucleotidicos, de los cuales 4 de ellos estaban presentes en ambas
muestras de pacientes con CaCu (C;TCg, CgTCs, C411G, y del AC en 523-524), de
éstos, el cambio CgTCgy la delecion AC en posicion 523-524 fueron los mas frecuentes.
Dichos cambios han sido reportados previamente como polimorfismos, a excepcion del
cambio C411G. Ademas se puede ver que los cambios C500T y C527T estuvieron
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Tabla 3. Secuencia de la regién HVS-I1

Posicion 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 5 5 5
0 0 0 1 1 1 2 2 3 4 5 7 7 1 1 1 5 8 8 8 9 9 0 2 2
3 7 9 0o 2 5 0 5 1 2 0 3 5 1 4 8 0 0 2 9 3 9 0 3 4
rCRS cC C T C C cCCcCA T A A CC T G AT T T A G C A C
Consenso . . ins C . . insC G C T del del
1 ins C . . insC . . . . . . . . . . . . . . . . . del del
2 insC . . . . . . . . . . . . . . . A . del del
3 . . . insC . T . . . . . . . . . . . . . . . del del
4 ins C . . insC . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
M 5 insC . . insC . . . . . . . . . . . . . . . . . del del
6 ins C . . insC . . . . . . . . . . . . . . . . . del del
U 7 ins C . . insC . . . . . . . . . . . . . . A . .
8 ins C . . insC . . . . . . . . . . . . . . . . . del del
E 9 ins C . . insC . . . . . . . G A
10 insCC . . insC . . . . . . . . . . . . . . A . . .
S 11 ins C . . insC . . . . . . . . . . . . . . . . . del del
12 insCC . . insC . . . . . . . G
T 13 ins C . . insC . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
14 . . . insC . . . . . . . . . . . . . . . . . del del
R 15 insCC . . insC . . . . . . . . . . . . . . . A . del del
16 ins C . . insC . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
A 17 ins C . . insC . . . . . . . . . . . . . . . . . del del
18 ins C . . insC . . . . . . . . . . . . . . G . . del del
S 19 ins C . . insC . . . . . . . G . . . . . . . . . del del
20 ins C . . insC . . . . . . . . . . . . . . . . . del del
21 ins C . . insC . . . . . . . . . . . . C . . . . . .
22 ins C . . insC . . . . . . . . . . . . . . . . . del del
23 ins C . . insC . . . . . del . . . .
24 . . ins C . . insC . . . . . . . G . C . . . . . . . . .
25 . . ins C . . insC . . . . . . . . . . . . . . . A . del del
Caski . . . . . insC . . . . . . . . . . . . . .
SiHa . . ins C . . insC . . . . . . . . . . . . . C . . . . .
Lineas HelLa . ins C . . insC . . . . . . . . . . . . . . . . . del del
Calo . . . . . insC . . . . . . A . . . . . . . . . . del del
Inbl . ins C . . insC . . . . . . . . . . . . . . . . . del del

La presencia del punto (.) indica la existencia del mismo nucleétido que en la secuencia de referencia (rCRS). Se muestran la secuencia de rCRSs en color azul
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presentes solo en la secuencia consenso, los cuales no han sido descritos ni como
polimorfismos ni como mutaciones. Por Gltimo, es posible identificar que el cambio

T489C no estaba presente en tejido de cérvix con lesion invasora.
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Figura 15. Gréfica de frecuencias de cambios nucleotidicos de la regién HVS-1I en mujeres sanas
(consenso) y pacientes con CaCu (CEOs y tejido de cérvix con lesion invasora) con respecto a la rCRS.

A partir de los datos obtenidos fue posible agrupar por un lado los cambios
nucleotidicos presentes en las CEOs y tejido tumoral del cérvix de las pacientes con
CaCu, y por otro, los cambios entre la secuencia consenso Yy el tejido tumoral (Figura
16 y 17). En la Figura 16 se observa en el circulo central un total de 7 cambios
compartidos en ambos tipos de muestras, de los cuales los mas frecuentes en forma
descendente fueron en la posicién D310, 523-524 y 499. Mientras que los cambios
propios de cada tipo de muestra, solo el T489C presente en las CEOs fue

estadisticamente significativo.

Figura 16. Agrupacion de cambios nucleotidicos en HVS-11 de pacientes con CaCu
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De manera similar, en la agrupacion de la Figura 16 en el circulo central se encuentran
los cambios compartidos en mujeres sana y en tejido tumoral del cérvix, que representan
los polimorfismos propios de la poblacion mexicana, de los cuales solo el C411G no ha
sido reportado. Ademas, el Unico cambio representativo dentro del grupo de tejido
tumoral fue el G499A.

! [t [ it s
/ s ! Lo \ Ccap
I [ “I..ql.l il |
N v Tt Sl T R .. Ol B J
h | T '

1 F
= —— = il

Figura 17. Agrupacion de cambios nucleotidicos en HVS-11 de la secuencia consenso y tejido tumoral

Finalmente, se realiz6 la comparacion de frecuencias de los cambios en tejido de cérvix
con lesidn invasora con respecto a la secuencia consenso (Figura 18), donde se observa
claramente que el cambio estadisticamente significativo fue el G499A y que la ausencia
de los cambios en posicion 489, 500 y 527 pudieran ser cambios nucleotidicos

asociados a proteccion.
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Figura 18. Gréfica de frecuencias de cambios nucleotidicos de HVS-II presentes en tejido de cérvix con
lesion invasora respecto a la secuencia consenso.
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En cuanto al analisis de la regién HVS-I se identificaron 12 cambios en las CEOs y 13
cambios en tejidos tumorales del cérvix, compartiendo 7 cambios nucleotidicos (Tabla
4). En las CEOs, el cambio mas frecuente con un 85% fue C16 223T, seguido de un
40% en A16 183C, 35% en la posicion T16 189C, y finalmente con un 20% en A16
182C. Mientras que en los tejidos tumorales fueron los mismos cambios pero con una
frecuencia diferente, en un 80% en C16 223T, 40% en T16 189C, 36% en A16 183Cy
24% A16 182C.

Tabla 4. Cambios nucleotidicos de la regién HVS-1 en pacientes con CaCu

Posicion Base Cambio de Tejido Citologia
(rCRS) Base tumoral Exf. Oral
(n=25) (n=20)
16 182 A C 6 4 0.932
16 183 A C 9 8 0.785
16 184 C T 1 1 0.872
16 187 C T 1 1 0.872
16 188 C T 0 1 0.258
16 189 T C 10 7 0.731
16 193 C ins C 2 0 0.196
16 194 A C 1 1 0.872
16 204 G 0 1 0.258
16 209 T C 1 0 0.366
16 213 G A 0 1 0.258
16 217 T C 0 1 0.258
16 223 C T 20 17 0.662
16 228 C T 1 0 0.366
16 231 T C 1 0 0.366
16 234 C G 0 1 0.258
16 240 A del 1 0 0.366
16 241 A del 1 0 0.366
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En la tabla 5 se muestran los cambios nucleotidicos entre mujeres sanas (consenso) y
pacientes con CaCu (tejido tumoral). De forma general, se encontré que el cambio méas
frecuente en la region HVS-1 fue en la posicion 16 223. Ademas, se identifico que el
cambio en la posicién T16 172C fue estadisticamente significativo en mujeres sana;
mientras que el cambio T16 189C se presentdé mayoritariamente en el tejido tumoral
(ver X.6).

Tabla 5. Cambios nucleotidicos de la region HVS-1 en el DNAmt

Posicion Base Cambiode  Consenso Tejido

(rCRS) Base (n=16) tumoral

(n=25)
16 172 T C 4 0 0.019
16 182 A C 0 6 0.092
16 183 A C 0 9 0.051
16 184 C T 0 1 0.418
16 187 C T 2 1 0.422
16 188 C G 2 0 0.070
16 189 T C 2 10 0.051
16 193 C ins C 0 2 0.246
16 194 A C 0 1 0.418
16 207 A G 2 0 0.070
16 209 T C 0 1 0.418
16 219 A G 2 0 0.070
16 223 C T 14 20 0.437
16 230 A G 2 0 0.070
16 231 T C 0 1 0.418
16 235 A G 2 0 0.070
16 240 A del 0 1 0.418
16 241 A del 0 1 0.418

35



A continuacién se presentan los electroferogramas parciales de los cambios maés

frecuentes en la regién HVS-I, donde se observa que la mayoria de las sustituciones

nucleotidicas en pacientes con CaCu caen dentro de una region rica en C interrumpida

poruna T (a, b cy d), la cual también presento sustitucion por una C. De tal forma que

este tracto homopolimérico de C llega ser hasta de Ci2. En cuanto los cambios T16

172Cy C16 223T ambos se encontraron en forma homocigotas.
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Figura 19. Electroferogramas parciales de la secuenciacion de la region HVS-I del DNAmt. a) Secuencia
de mujeres sanas del tracto CsTC,, posicion 16 184-16 193. b) Cambio en la posicion T 16 189 C, con un
tracto de Cyo; ) Homoplasmia en posicion 16 182 y 16 183, con tracto C;TC,. d) Homoplasmia en 16
182, 16 183, 16 189, con tracto C;, ; €) Secuencia sin cambio en posicién 16 172, f) Homoplasmia en la
posicion T 16 172 C; g) Secuencia sin cambio en la posicion 16 223; h) Homoplasmia mas frecuente en
mujeres sanas Yy pacientes con CaCu de C 16 223 T.

De manera similar a la region HVS-11, también se estableci6 la secuencia consenso de la
region HVS-1 en mujeres mexicanas a partir del analisis de las secuencias de mujeres

sanas (linfocitos y CEOs).

Ademas se graficaron los cambios nucleotidicos presentes en mujeres sanas (consenso)
y pacientes con CaCu (CEOs y tejido tumoral) con respecto a la secuencia de referencia,
rCRS (Figura 20). Se observa que las mujeres sanas tuvieron un total de 9 cambios, de
los cuales 3 de estos son compartido con pacientes con CaCu (C16 187T, T16 189C y
C16 223T); éste ultimo se encontr6 en mas del 80% en ambas mujeres. Ademas se
identificaron 5 cambios exclusivos en mujeres sanas, pero solo el T16 172C fue

estadisticamente significativo.
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Figura 20. Gréfica de frecuencias de cambios nucleotidicos de la region HVS-lI en mujeres sanas
(consenso) y pacientes con CaCu (CEOs y tejido de cérvix con lesion invasora) con respecto a la rCRS.
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Tabla 6. Secuencia de la region HVS-1
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Mediante la agrupacion de cambios nucleotidicos presentes en las CEOs y tejidos
tumorales de paciente con CaCu se identific6 que ambas muestras comparten 7
cambios, donde los més frecuentes fueron se localizaron en la posicion 16 182, 16 183 y
16 187 (Figura 21). Mientras que en los extremos de cada agrupacion se localizaron los

cambios caracteristicos de cada tipo de muestra, los cuales se presentaron en una baja

frecuencia.
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Figura 21 Agrupacion de cambios nucleotidicos en HVS-I de pacientes con CaCu

Posteriormente, se agruparon los cambios nucleotidicos de la region HVS-I presentes en
la secuencia consenso y del tejido tumoral (Figura 22). En el circulo central se
encontraron los cambios presentes tanto en mujeres sanas como el tejido tumoral de
cérvix, lo que corresponde a los polimorfismos presentes en la poblacién mexicana,
siendo el C16 223T el méas frecuente y el T16 187C el mas recurrente y el

estadisticamente significativo en tejido con lesion invasora del cérvix.
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Figura 22. Agrupacion de cambios nucleotidicos en HVS-I de la secuencia consenso y tejido tumoral
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Consecutivamente, se comparo la frecuencia de los cambios nucleotidicos presentes en
el tejido de cérvix con lesidn invasora respecto a la secuencia consenso. En la Figura
23 se observa que el cambio en la posicién 16 182 y 16 183 fueron los mas frecuentes.
Mientras que la ausencia del cambio 16 172 en los tejidos tumorales fue
estadisticamente significativo, lo que tal vez pueda representar un cambio nucleotidico

asociado a proteccion.
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Figura 23. Gréfica de frecuencias de cambios nucleotidicos presentes en tejido de cérvix con lesion
invasora respecto a la secuencia consenso.

Por otra parte, las secuencias se agruparon en haplotipos de acuerdo a los cambios
nucleotidicos que presentaban (ver X.7). De esta manera, se obtuvieron 19 haplotipos
para la region HVS-I1'y 16 haplotipos para la region HSV-1. En base a estos haplotipos

se busco estadisticamente su relacion con la infeccion de HPV (Tabla 7).

El haplotipo més frecuente de la region HVS-1I fue el Hapll-7, en un 32% en las
pacientes con CaCu y en un 40% en mujeres sanas. Este haplotipo se caracterizo por la
insercion de una citosina en la posicion 303 y 315 (CsTCs) y acompariado de la delecion
AC en la posicion 523-524.

En cuanto a la regién HVS-I, el cambio de la posicion C16 223T en forma homocigota,
que corresponde al haplotipo Hapl-1 fue el mas frecuente, con una frecuencia de 40%
en las pacientes con CaCu y un 62 % en mujeres sanas. Ademas, en esta region se

encontr6 que el 44% del tejido de cérvix con lesion invasora y 40% de las CEOs de las
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pacientes con CaCu se ve modificado su tracto homopolimérico de C, en la posicion 16
184-16 193 de CsTC4 a C;TC4, Cyip 0 Cyy el cual se conserva sin ninguna modificacion

en el 100% de las mujeres sanas.

Tabla 7. Presencia de infeccion y haplotipos mitocondriales en pacientes con CaCu

Muestra HPV 16 Haplotipos Haplotipos
HVS-11 HVS-I
1 + Hapll-7 Hapl-13
2 + Hapll-4 Hapl-3
3 + Hapll-5 Hapl-3
4 - Hapll-6 Hapl-8
) + Hapll-7 Hapl-1
6 + Hapll-7 Hapl-1
7 + Hapll-12 Hapl-1
8 - Hapll-7 Hapl-4
9 + Hapll-10 Hapl-10
10 + Hapll-18 Hapl-2
11 + Hapll-11 Hapl-8
12 + Hapll-17 Hapl-6
13 + Hapll-6 Hapl-1
14 - Hapll-2 Hapl-1
15 + Hapll-19 Hapl-3
16 + Hapll-6 Hapl-1
17 + Hapll-7 Hapl-5
18 + Hapll-15 Hapl-1
19 + Hapll-11 Hapl-7
20 - Hapll-7 Hapl-1
21 + Hapll-13 Hapl-15
22 + Hapll-7 Hapl-1
23 + Hapll-8 Hapl-3
24 - Hapll-9 Hapl-5
25 - Hapll-4 Hapl-1
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Para determinar la asociacion de los haplotipos y la infeccion por HPV se agrupo a las
muestras con HPV16 + y HPV16 — de acuerdo a su haplotipos presente en la region
HVS-1'y HVS-II (Tabla 8y 9).

En las tablas 9 y 10 se puede observar que la P de las dos regiones HVS-1 y HVS-II,
son > 0.05, los que nos indica que en ambos casos, la presencia de cualquier haplotipo
en el DNAmt no esta asociado con la presencia del HPV, es decir, cualquier cambio
nucleotidico presente en las regiones hipervariables del D-loop del DNAmt no son

asociadas a la infeccion de HPV16.

Tabla 8. Asociacion de haplotipos de la Tabla 9. Asociacion de haplotipos de
region HVS-I1 e infeccion por HPV la region HVS-I e infeccién por HPV

Haplotipos ' Haplotipos
(n=19) (n=6) (n=19)
Hapl -2 0 1(16.7) 0.069 Hapl-1 7 (36.8) 3 (50) 0.566
Hapl1-4 1(3) 1(16.7) 0.369 Hapl-2 1(5.3) 0 0.566
Hapll-5 1(5.3) 0 0.566 Hapl-3 4(21.1) 0 0.220
Hapll-6  2(105) 1(16.7) 0.687 Hapl-4 0 1(16.7) 0.069
Hapll-7  5(26.3) 2(33.3) 0.739 Hapl-5 1(5.3) 1(16.7) 0.369
Hapll-8 1(5.3) 0 0.566 Hapl-6 1(5.3) 0 0.566
Hapl1-9 0 1(16.7) 0.069 Hapl-7 1(5.3) 0 0.566
Hapll-10 1 (5.3) 0 0.566 Hapl-8 1(5.3) 1(16.7) 0.369

Hapll-11 2 (10.5) 0.407 Hapl-10 1 (5.3) 0 0.566

Hapll-12  1(5.3) 0.566 Hapl-13  1(5.3) 0 0.566

Hapll-13  1(5.3) 0.566 Hapl-15  1(5.3) 0 0.566

Hapll-17  1(5.3) 0.566

Hapll-18  1(5.3) 0.566

0
0
0
Hapll-15 1 (5.3) 0 0.566
0
0
0

Hapll-19  1(5.3) 0.566
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Por otra parte, se determind la diferencia estadistica de las caracteristicas de los datos
clinicos de los casos y los controles mediante el uso de la prueba de X? y la prueba t
(Tabla 10).

Tabla 10. Caracteristicas clinicas de las pacientes en el estudio

Factor de riesgo CaCu REIES P
Edad 50.3+ 105 27 +3.9 <0.01
Edad de menarca 13.1+1.3 12.0+0.7 0.124
Edad de menopausia 472+51 - e
Edad de inicio de 176+19 20.1+1.6 <0.01
vida sexual
No. de parejas 1.5+0.87 2.1+0.87 0.039
No. partos 42+21 0.1+0.31 <0.01
Tabaquismo 36% 30% 0.735
Educacion 8% 100% <0.001

(> Secundaria)

En la tabla 10 se observa que existe una diferencia significativa de edades entre las
pacientes con CaCu y las sanas, asi como en la edad de inicio de vida sexual, el nimero
de partos y la educacion. Esto nos indica que estos factores estan relacionados con un

incremento en el riesgo de CaCu.

V1. 6. Construccion de Base de datos de DNAmt

De la base de datos mtDB-Human Mitochondrial se seleccionaron de forma azarosa 92
secuencias completas de DNAmt, aproximadamente de 8 a 10 secuencias de diferentes
poblaciones alrededor del mundo: Africa, Asia, América del Norte, América del Sur,
Europa. Ademas, se incluyd la secuencia de referencia (rCRS) de la base de datos
MITOMAP.

Con el apoyo del Dr. Gerardo Coello Coutifio, del Instituto de Fisiologia Celular, se realizd

el programa ejecutable en Perl que permitiera delimitar dentro de todo el genoma

mitocondrial a la region D-loop.
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Programa DNAmitocondrial. pl

#!/usr/bin/perl -w

use Bio::DB::Fasta;

use Bio::AlignlO;

use Bio::Tools::Run::StandAloneBlast;
use Bio::Seq;

use strict;

my ($id, $count, $seq, $report);
$count=0;
my S$inputfilename = 'secuencias.fasta’;

my $str = Bio::SeqlO->new(-file=>$inputfilename, ‘format'=>'Fasta’);
my $seqout = Bio::SeqlO->new(-file => ">mito_human_dloop.fasta', ‘format'=>'Fasta’);
while (my $seq = $str->next_seq()) {

my $longitud = $seq->length();

next if($longitud < 16017);

my $subseq_ini = Bio::Seq->new( -display_id => $seq->display_id(),
-seq => $seq->subseq(1,574));

my $residuo_final;

if ($longitud < 16529 ) {

$residuo_final = $longitud;}

else {$residuo_final = 16529;}

my $subseq_fin = Bio::Seq->new( -display_id => $seq->display_id(),
-seq => $seq->subseq(16017,16529));

my $seq_dloop = Bio::Seg->new( -display_id => $seq->display_id(),
-seq => $subseq_fin->seq() . $subseq_ini->seq());

print $seqg->display_id(),"\t", $seq_dloop->length(), “\n";
$count++;

# print "SEQ $count ", $seg->display_id(),"\t", $seg->length(), "\n";
$seqout->write_seq($seq_dloop);}

Para determinar la confiabilidad del uso del programa se buscé cambios nucleotidicos
mediante un Blastn, un alineamiento pareado en Water-EMBOSS, utilizando la
secuencia de referencia (rCRS) y un alineamiento multiple utilizando Clustal W
ejecutado dentro del programa desarrollado. Para ello, se eligio 10 secuencias al azar de

la region HVS-II, y se sometieron al andlisis haciendo uso de las tres herramientas antes
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mencionadas. De tal forma, que el total de cambios nucleotidicos, tanto anotados como
no reportados fue para Clustal W un 72.3%, seguido de Water-EMBOSS con un 56.7%

y finalmente muy por debajo Blastn con un porcentaje de 14.3% (Figura 24).

BLASTN, 14.3, 10%

- 0,
Clustal-w, 72.3, 50% Water-EMBOSS,

56.9, 40%

Figura 24. Porcentaje de cambios nucleotidicos detectados por tres métodos bioinformaticos.

Por lo tanto, se hizo uso del programa para analizar las secuencias obtenidas tantos del
amplificado de la region HVS-1I como de la region HVS-I, de modo que el orden de
analisis de cada secuencia fue el siguiente: a) Blastn, para determinar que la region
amplificada fuera especifica para D-loop del DNAmt humano y después b) alinear con
Clustal-W.

De forma general, los resultados obtenidos se pueden resumir en los siguientes puntos:

e Todas las pacientes con CaCu presentaron cambios nucleotidicos en la region
HVS-1 y HVS-II, 5.6 + 1.6 cambios/paciente con respecto a la secuencia de
referencia (rCRS).

En la region HVS-II:

e Se encontrd un total de 17 cambios, de los cuales 11 son polimorfismos ya
anotados y los otros 6 son nuevas mutaciones.

e Se identifico 4 polimorfismos méas frecuentes en mujeres mexicanas, donde el
anico no reportado es el C411G.

e La insercion de C en posicion 315 del tracto D310 se presento en todas las
muestras analizadas (mujeres sanas y pacientes con CaCu).

e EI 90% de las mujeres sanas y el 70% de las pacientes con CaCu mostraron la

insercion de C en la posicion 309 del tracto D310.
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El 20% de las mujeres sanas y el 40% de las pacientes con CaCu no presentaron
la delecion AC en la posicion 523-524.

En tejido de cérvix con lesion invasora se encontraron 7 cambios nucleotidicos,
de los cuales 5 son polimorfismos ya anotados, donde el méas representativo fue
el G499C en un 24%. Mientras que los otros 2 cambios fueron nuevas

mutaciones.

En la region HVS-I:

Se encontrd un total de 23 cambios nucleotidicos, de los cuales 18 fueron
polimorfismos ya reportados y 5 nuevas mutaciones.

Se identificaron 3 polimorfismos previamente descritos en las mujeres
mexicanas de este estudio.

El polimorfismo C16 223T se encontrdo en mas del 80% de la poblacion
estudiada (casos y controles).

En tejido de cérvix con lesion invasora se presentaron 10 cambios nucleotidicos:
7 polimorfismos ya anotados y 3 nuevos.

El polimorfismo T16 189C se observé en mayor frecuencia en el tejido tumoral,
con un 38% con respecto a la secuencias consenso.

Los cambios A16 182C y Al16 183C se identificaron en un 36% en el tejido

tumoral.

Y finalmente:

No se encontré relacion entre los cambios nucleotidicos en las regiones

hipervariables y la presencia de la infeccion por HPV.
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VII. DISCUSION

En el proceso de desarrollo de cancer, existe una serie de eventos que provocan un dafio
en el DNA de las células, originando un control desregulado que se traduce en una
proliferacion celular. Estas células tumorales presentan una diferencia significativa a
nivel genético, bioquimico e histolégico con respecto a las células sanas. Se ha descrito
que las células tumorales presentan una alta demanda energética, y que las vias mas
activa para la obtencién de energia son la glucdlisis y la fosforilacion oxidativa, aunque
esta Gltima disminuye su capacidad en algunas de ellas. Sin embargo, durante la
produccién de ATP también se generan altos niveles de ROS, que en conjunto con
factores externo (farmacos, radiaciones, etc.) provocan mutaciones en el DNAmt, el
cual se encuentra en el interior de la mitocondria. Estas mutaciones se pueden localizar
tanto en genes estructurales mitocondriales, como en genes que codifican RNAt. Las
mutaciones que se localizan en los genes estructurales, afectan la actividad del complejo
que forman parte, pero si es en alguno de los RNAt pueden afectar a mas de un
complejo. Sin embargo, las mutaciones que caen dentro del la region control, es decir
la region no codificante del DNAmt, puede afectar la replicaciéon y transcripcion de

ambos.

A la fecha, existe evidencia de acumulacion de mutaciones principalmente en la region
D-loop en diferentes tipos de cancer, permitiendo la especulacion de que estas
mutaciones, posiblemente puedan favorecer la progresién del tumor. Pocos son los
estudios que analizan las mutaciones del DNAmt y el relacién con el estado clinico del
paciente. Por ejemplo, un estudio en el 2003 identifico la asociacion de un alto nimero
de mutaciones en el DNAmt en cancer de pulmon en diferentes estadios del tumor. [94].
En ese mismo afio, Carew y cols, determinaron que el alto nimero de mutaciones estaba
presente en los pacientes expuestos a quimioterapeuticos, asociado a un incremento en
la generacion de ROS y a una resistencia al tratamiento [95]. En el 2006, Allalunis
reporta una alta frecuencia de cambios nucleotidicos en el Complejo | del DNAmt,
asociados con un mal prondstico en pacientes con CaCu [74]. Sin embargo, hasta el
momento se desconocen las implicaciones a nivel molecular de estos cambios
nucleotidicos en el proceso carcinogénico, localizadas en esta region estructural y

funcionalmente importante.
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De esta forma, los avances en la busqueda de alteraciones en el DNAmt en los
diferentes tipos de cancer han permitido conocer que en la mayoria de ellos existe una
alta frecuencia de cambios nucleotidicos en la region D-loop. Por tipo de cancer estas
frecuencias se distribuyen en: 42% en pulmon, 55% en esé6fago, 74% en mama, 33% en
ovario, 44% en colon, 48% en endometrio, 20% en proéstata, 30% en tiroides, 37% en
estomago, 39% en sistema nervioso, 21% en cabeza y cuello, 59% en higado, 46%

rifdn y 33% en leucemias[65-85].

El primer reporte de alteraciones en el DNAmt en cancer de cérvix uterino fue en el
2005, por Sharma y cols. Ellos estudiaron una poblacion de 19 mujeres de la India con
CaCu, encontrando una incidencia de 95% de mutaciones (considerando como mutacion
el cambio que se presentd en al menos una muestra) en la regién D-loop en estas
pacientes, sin hacer mencion del estado de homo o heteroplasmia predominante. El
segundo estudio, fue realizado por Allalunis en el 2006, en el cual, determinaron altas
frecuencias de sustituciones nucleotidicas pero en las subunidades del Complejo I,

asociadas a un pobre prondstico de vida de la paciente [73-74].

En el presente estudio, se determind por secuenciacion los cambios nucleotidicos
(polimorfismos/mutaciones) en uno de los puntos calientes “hot spot” de cada region
hipervariables (HVS-1 y HVS-II), cubriendo el 57% de la region D-loop. De acuerdo
con lo esperado, todas las pacientes en este estudio presentan cambios en ambas
regiones hipervariables del DNAmt. En general, cada paciente con CaCu present6 en
promedio 5.9 + 1.65 cambios por las dos regiones analizadas y 3.8 + 0.89 para mujeres

sanas. En ambos casos la region HVS-I fue la mas susceptible a cambios [29, 65-66].

Se encontr6 que la region HVS-11 es mas polimorfica que la HSV-1 con respecto a la
secuencia de referencia (rCRS). En promedio se presentaron 3.75 + 0.84 y 2.4 + 0.94
cambios nucleotidicos por paciente con CaCu y mujer sana, respectivamente. Ademas,
en el total de las muestras y lineas celulares de CaCu se encontré la insercion de C en la
posicién 315, lo que nos podria indicar que esta insercién ha sido heredada a través de
generaciones, lo que permite hacer una reconsideracion de la rCRS en el tracto D310
(303-315), donde después de la T debe estar presente 6 C en lugar de 5. También, los
cambios més frecuentes fueron por un lado en el tracto D310, por insercion de C antes
de la T y por otro la deleccion AC en la posicion 523-524. De esta manera se establecio

la secuencia de referencia de HVS-II del D-loop en mujeres mexicanas, la cual permitié
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identificar los cambios nucleotidicos presentes en el tejido tumoral de cérvix. En este
tejido se presentd en promedio 11 cambios nucleotidicos, de los cuales 4 fueron
polimorfismos propios de la poblacion y de los 7 restantes, 5 son polimorfismos ya
descrito y 2 son nuevas mutaciones. Ademas, el polimorfismo més frecuente fue el
G499A, el cual también se observo en las CEOs de las pacientes con CaCu, por lo que
posiblemente pueda ser un marcador de la enfermedad. A pesar de que este cambio fue
estadisticamente significativo, su RM nos indico que la presencia del cambio en
cuestion no necesariamente aumenta el riesgo en este tipo de neoplasia, por lo que
seria recomendable ampliar el nGmero de muestras para determinar la influencia de

estos cambios en CaCu.

En cuanto a la polimdrfica HVS-I, ésta se conservd mas estable conun 2.2 +1.25y 2 +
1.7 cambios por paciente con CaCu y sana, respectivamente. En general, se presento en
la mayoria de las muestras el cambio en la posicion C16 223T. De igual forma que en
la region HVS-II, se establecio la secuencia consenso de la region HVS-I del D-loop en
mujeres mexicanas. A partir de la secuencias consenso, se determind un total de 13
cambios nucleotidicos en el tejido tumoral de cérvix, de los cuales 10 son
polimorfismos ya anotados y 3 son nuevas mutaciones. Dentro de los cambios
nucleotidicos més frecuentes en tejido de cérvix con lesion invasora con respecto a la
consenso fue el T16 189C; y de los polimorfismos mas frecuentes unicos del tumor
fueron A16 182C y A16 183C. Ademas, se observo en las muestras de mujeres sanas la
presencia de un cambio estadisticamente significativo, el T16 172C, lo que sugiere que
este cambio sea un indicativo de una proteccion o bien un estado normal; para
comprobar esto es necesario ampliar el nimero de muestras. Finalmente, la condicion

de homoplasmia predomino notablemente.

En un inicio, se esperaba que la CEO de la paciente con CaCu fuera un control interno
de la muestra de tejido tumoral, sin embargo se encontr6 un gran variabilidad entre
ellas, pero no en las mujeres sanas, lo que sugiere que a pesar de que el epitelio oral este
expuesto a diferentes condiciones fisicas y quimicas al de un epitelio cervical en una
persona sana, los cambios se mantiene homogéneos, variando en un 10% y hasta un
46% cuando se trata de personas fumadoras (mas de 10 cigarros al dia), de acuerdo a un
estudio de Tan D y cols [95]. De modo que, cuando la paciente presenta CaCu, la
heterogeneidad de los cambios a nivel D-loop del DNAmit, varian aun cuando no se

trate del tejido afectado, tal vez se pueda deber al ambiente que estén generando las
49



células tumorales del cérvix, el cual es reconocido por otros tejidos como un aviso de
alerta de dafo del tejido afectado. Cabe mencionar, que en este estudio, la edad de las
pacientes con CaCu estaba en un intervalo de 50 + 10.5 afios, lo que representd una
diferencia estadisticamente significativa con las mujeres sanas. Este punto es uno de los
factores involucrados en la frecuencia de mutaciones en el DNAmMt, pues numerosos
estudios han descrito que el factor de la edad esta relacionado con la acumulacion de
mutaciones en el DNAmt que pueden diferir en origen, distribucion y tipo de tejido
observado, originadas por errores de la DNA polimerasa mitocondrial y el incremento
de ROS [96-98]. De alli que también se sugiera que los cambios de las CEOs en
muestras de pacientes con CaCu fuera diferente por el hecho de tratarse ya de personas

mayores.

A su vez, se pudo determinar estadisticamente que el factor de la edad, la edad del inicio
de la vida sexual, el nimero de partos, la infeccion por HPV y la educacion son factores
de riesgo para el desarrollo del cancer. De éste ultimo, es importante destacar que las
mayoria de personas que padecen de CaCu posen bajo nivel académico, y en
consecuencia, muestran un desinterés ante las campafias de salud que actualmente se

realizan para prevenir el CaCu.

En cuanto a la infeccion por HPV 16, se determind que la presencia de cambios
nucleotidicos no esta asociada estadisticamente con la infeccion de HPV 16. De hecho,
la prueba que soporta esto es la busqueda de cambios en ambas regiones hipervariables
de DNAmt en cinco lineas celulares de CaCu, donde si fuera el caso, CaLo y SiHa, que
poseen el mismo tipo viral, hubieran mostrado un patron de cambios semejante. De
manera que las 5 lineas celulares de CaCu presentaron cambios que se encontraron en
las células sanas y cambios en baja frecuencia presentes en tejido tumoral. Asi que
dentro de este contexto, se sugieren dos puntos: a) el hecho de tener una infeccion por
HPV 16 no implica que se pueda presentar cambios nucleotidicos en la region HVS-I
y/lo HVS-II en el D-loop; b) El hecho de tener los cambios nucleotidicos en la region
HVS-1 o HVS-II no es un indicativo que la pacientes sea méas susceptible a tener una
infeccion.

Por otro lado, muchos de los cambios nucleotidicos determinados en la region HSV-II
y HSV-I, tanto en pacientes sanas como con CaCu fueron transiciones del tipo C-T,

T-C, seguidos de A-G, y algunas deleciones, como el caso de la delecion en la posicion
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523-52 de AC. Esto indica que el DNAmt es altamente susceptible a transiciones y
probablemente los factores mas importantes para desencadenar esos cambios sea el
estrés oxidativo y errores en la replicacion; estos datos coinciden con reportes en ovario,
cérvix, mama, tiroides, rifidén y tracto gastrointestinal [67-68, 70-71, 77-78]. Sin
embargo, el patron de heteroplasmia como en muchos otros estudios no se presento; al
contrario, existio una alta incidencia de homoplasmia y alguno que otro caso de
heteroplasmia en la region HVS-II, por que en la region HVS-I fue exclusivamente de
homoplasmia. Se ha demostrado que el estado de homoplasmia puede ser un cambio de
la célula progenitora del tumor, donde en algunos caso se apoya la teoria que existe por
ventajas replicativas del DNAmt, y otra es que no existan ventajas replicativas, solo por
eventos al azar, la cual es soportado por modelos bioinformaticas que muestran a través
de la replicacion imparcial del DNAmt las divisiones celulares y la homoplasmia [99-
100]

Ademas, se detectaron alta frecuencia de microsatélites de instabilidad mitocondrial
(mtMSI). Se observaron mtMSI en las dos regiones hipervariables, que incluyeron la
posicion 303-315 (D310) y la posicion 16 184-16 193, presentes en el tejido tumoral,
siendo la segunda un evento estadisticamente significativo en esta neoplasia. De hecho,
Liu VW y cols. encontraron en cancer de endometrio tres sitios importantes de mtMSI:
inserciones de C en D310 y 16 184-16 193, y repetidos de CA en 514-523. Sin
embargo, en cancer de cérvix los repetidos de CA no fueron identificados; en lugar de
ello, se presenta la delecion AC en 523-524, la cual es méas frecuente en pacientes sanas
que en pacientes con CaCu, hecho que contradice también los hallazgos encontrados en
el estudio de Sharma H y cols. en cancer de cérvix, ya que ellos observan mtMSI en la
posicion D310 y 514-523 y no en 16 184-16 193 [69, 73]. De tal forma, que los mtMSI
de la region 16 184 —16 193 que van desde inserciones de C conservando la T en la
posicion 16 189, pero en muchas de ellas acompafiadas con sustitucion de T16 189C, en
lugar a un tracto homopolimérico que va desde Ci;1-1, que se han descrito en tumores de
endometrio y glioblastomas. Un estudio de Poulton y cols. determinaron que esta
variante en la secuencia es un factor de predisposicion en la Diabetes tipo 1. Por su
parte, Lui VW y cols. al trabajar con cancer de endometrio sugirieron que el cambio en
esa posicién pueda ser un factor de predisposicion. El Gltimo estudio del 2006, Wang
Y y cols. encontraron 12 mtMSI en tumores femeninos (ovario, cérvix, mama y
endometrio), dentro de los cuales destacan el mtMSI 16 189 que encuentran en una alta

frecuencias en endometrio con respecto los otros tipos de tumor, sugiriendo de este
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modo que el tracto C interrumpido por T es un hot spot para endometrio, pero ademas,
lo proponen como un polimorfismo de susceptibilidad para el desarrollo de cancer de
mama [ 69, 74].

El hecho de una alta frecuencia de mtMSI y principalmente en tractos homopoliméricos
de C, nos indican por un lado que la replicacion del DNAmt en células neoplasicas esta
alterada, o bien exista un alto déficit en la reparacion del DNA, que en conjunto se

traduzce en una alteracion de la mitocondria a nivel de replicacion.

Ahora bien, recordemos que el tracto D310 se localizan el bloque de secuencia
conservada 2 (CSBII), que es un elemento esencial para la replicacion del DNAmt,
mientras el cambio nucleotidicos C 411 G, no reportado ni como polimorfismo ni
mutacion se localiza dentro de la secuencia del Promotor de transcripcion de la cadena
ligera y por altimo, el polimorfismo que fue altamente significativo G499A, hasta el
momento no se ha encontrado que sea el sitio de union para algun factor de
transcripcion (bdsqueda por TRANSFAC). Sin embargo, estd flanqueado por sitios de
union de Tfam, importantes en el proceso de transcripcion [22, 99]. A pesar de que no
se conoce la implicacion molecular de estos cambios y como afecta en el proceso de
transcripcion o replicacion, nos hacen pensar por un lado que en una célula tumoral, la
presencia de mtMSI es el reflejo de una aceleracion de la actividad de la replicacion de
la DNApol mitocondrial, y por ende una ineficiencia en la polimerizacion y sobre todo
en la correccién de errores. Estos errores pueden presentarse dentro y fuera de tractos
homopoliméricos como es el caso de la posicién 499. En cuanto a la region HSV-I
hasta el momento no se ha descrito factor alguno de transcripcion o replicacion que se

una a esa secuencia.

Por ultimo cabe mencionar que estos resultados fueron obtenidos gracias a un adecuado
analisis de secuencias que fue posible con ayuda del programa desarrollado. Por tal
motivo, es necesario en cualquier analisis tenga en cuanta los siguiente: a) saber que
base de datos existen con referente a el objeto de estudio, en este caso DNA
mitocondrial; b) seleccionar una base de datos o crear la propia; y c) saber que método

utilizar para un alineamiento de secuencias.

En este estudio, fue posible determinar que MITOMAP no es la Unica base de datos que

se deben tomar como referencia, ya que esta en funcion de la poblacion a estudiar. Asi
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que la construccion de una propia base de datos es en un principio un trabajo arduo por
la seleccidn e secuencias, pero posteriormente es una puerta abierta para ingresar nuevas

secuencias de forma mas amigable.

53



VIIl. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Este estudio nos permitio identificar que todas las pacientes con CaCu
presentaron cambios en la regién HVS-1 Y HVS-II del D-loop del DNA
mitocondrial.

El polimorfismo G499A y el T16 189C en el D-loop del DNA mitocondrial son

frecuentes en tejido del cérvix con lesion invasora.

Las mutaciones reportadas en otros tipos de cancer son un evento poco frecuente

en cancer de cérvix.

Como perspectivas tenemos:

Un estudio donde implique un mayor nimero de muestras.

Busqueda de los polimorfismos G499A 'y T16 189C en lesiones precursoras del

CArvix.
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X. ANEXO

X.1 Reactivos y equipo

Reactivos

Wizard SV Gel and PCR Clean-up System, Promega

QIAquick Gel extraction kit, Qiagen

DyeEx 2.0 Spin Kit, Qiagen.

Proteinasa K, Invitrogen

Taq polimerasa 5U/mL, Fermentas

Taq Buffer, Fermentas

MgCl,, 25 mM, Fermentas

dNTP's 10 mM, (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), Fermentas
Iniciadores mitocondriales 12..2 pmol/uL

Iniciadores E6 25 pmol//uL

BigDye Terminator v3.1, Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems
Marcador de Peso Molecular de DNA 100pb, DNA Ladder 100pb, Fermentas

Formamida

©O 0O 0O 0O 0O o oo o o o o o
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O 0O 0O O o O O 0o o o oo o o o o o

Equipos

Multiblock, Lab Line Instruments

Balanza analitica, Sartoruis

Potenciémetro, 720 pHMeter, Beckman

Vortex, Fisher Scientific

Microtomo, Leica

Bafio de flotacién, Lab Line Instruments

Centrifuga de tubos eppendof , 5415C Eppendorf
Estacion de PCR, Ultraviolet Sterilizing PCR Workstation, UVP
Termociclador, Termo Hybaid

Termociclador, Perkin EImer DNA Termal Cycler 480
Concentrador de vacio, 5301C Eppendorf

Incubadora, Lab Line Instruments

Eagle Eye II, Stratagene

Secuenciador, 3100 Genetic Analyzer ABI PRISMA
Congelador -4 °C, Whilrpool

Congelador -20°C, TorRey

Congelador -70°C, Revco
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X.2. Preparacion de soluciones
Amortiguador de lisis de glébulos rojos

Para preparar 1 L:

10 mM Tris-HCI pH 7.4
5mM MgCl,

10 mM NacCl

Amortiguador de lisis nuclear

Para preparar 1 L:

10 mM Tris-HCI pH 8.0
100 mM NaCl

25 mM EDTA pH 8.0
0.5% (w/v) SDS

Proteinasa K ( 10 mg/ml)

Para preparar 25 mL de buffer de proteinasa K:

1 mM Tris-HCI pH 7.4

20 mM CaCl,

50% Glicerol

Por cada 10 mL de buffer, agregar 100 mg de proteinasa K (10mg/mL)

TBE 5X

Para preparar 1L:
0.43M Tris-base
0.45M Acido bérico
10 mM EDTA pH 8.0

Amortiguador de carga de DNA
0.25% (wi/v) Azul de Bromofenol

40% (wi/v) Sacarosa
Disuelto en H,O
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X.3. Lista de secuencias de iniciadores

Lista de iniciadores para la amplificacién de una region de E6 de HPV 16

Iniciador Secuencia 5 3 Tamairio Localizacion
E6F
5°- CAG GAC CCA CAG GAG CGA CCC -3
E6R 126 pb  110-235

5-GTC ATATAC CTC ACG TCG CAG -3

Lista de iniciadores para la amplificacion de una regién de la HVS-1'y HVS-II

Iniciador Secuencia 5 » 3 Tamario Localizacion
mtlF1
5-GAA TGT CTG CAC AGC CAC TTT CCC -3
mtR2 466 pb  247-713
5-GGA ACG GGG ATG CTT GCA TGT- 3
mt3F3
5-CGT ACA TTA CTG CCA GCC ACC AT- 3
mt3R3 166 pb 16 095-16 260

5-GGTGGC TTT GGAGTT GCAGTT G- 3%
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X.4 Tablas de cambios nucleotidicos en el DNAmMt en mujeres mexicanas
A. 1. Cambios nucleotidicos de la HVS-1l en mujeres sanas

Muestra Citologia exfoliativa oral Linfocitos

Posicion

1 303-315 C;TCq 303-315 C;TCsq
523 del AC 523 del AC
2 303-315 CsTCs 303-315 CsTCs
3 303-315 CsTCs 303-315 CsTCs
489 T-C Homo 523 del AC
523 del AC
4 303-315 CsTCy 303-315 CsTCs
489 T-C Homo 523 del AC
523 del AC
5 303-315 CsTCs 303-315 CgTCs
6 303-315 CsTCs 303-315 CgTCs
500 C-T Homo 500 C-T Homo
523 del AC 523 del AC
527 C-T Homo
7 303-315 CsTCs 303-315 CsTCs
500 C-T Homo 500 C-T Homo
523 del AC 523 del AC
527 C-T Homo 527 C-T Homo
8 303-315 CsTCs 303-315 CsTCs
489 T-C Homo 523 del AC
523 del AC
9 303-315 CsTCs 303-315 CsTCs
523 del AC 411 C-G Hete
523 del AC
10 303-315 CsTCs 303-315 CsTCs
523 del AC 523 del AC

A.2. Total de cambios nucleotidicos de la HVS-1I en mujeres sanas

Posicion Cambio Homo/Hete Frec % Reportado
303-315 CiTCe - 10 Si
303-315 CeTCs = 90 Si
411 C-G Hete 5 No
489 T-C Homo 15 Si
500 C-T Homo 20 No
523 delAC - 80 Si
527 C-T Homo 15 No
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A.3. Cambios nucleotidicos de la HVS-1I en tejido tumoral de CaCu

Muestra Posicion Cambio

1 303-315 CgTCs
523 del AC

2 303-315 C;TCsq
499 G-A Homo
523 del AC

3 303-315 C,TCs
325 C-T Homo
523 del AC

4 303-315 CsTCs

5 303-315 CsTCs
523 del AC

6 303-315 CgTCs
523 del AC

7 303-315 CgTCs
499 G-A Homo

8 303-315 CsTCs
523 del AC

9 303-315 CsTCs
411 C-G Hete
499 G-A -Homo

10 303-315 CoTCs
499 G-A Homo

11 303-315 CsTCs
523 del AC

12 303-315 CoTCs
411 C-G Hete

13 303-315 CgTCs

14 303-315 C;TCsq
523 del AC

15 303-315 CoTCs
499 G-A Homo
523 del AC

16 303-315 CsTCs

17 303-315 CsTCs
523 del AC

18 303-315 CsTCs
493 A-G Homo
523 del AC

19 303-315 CsTCs
411 C-G
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523 del AC

20 303-315 CgTCs
523 del AC
21 303-315 CsTCs
482 T-C Homo
22 303-315 CsTCs
523 del AC
23 303-315 CgsTCs
373 del A
24 303-315 CeTCs
411 C-G Hete
418 G-C Hete
25 303-315 CsTCs
499 G-A
523 del AC

A.4. Total de cambios nucleotidicos de la HVS-11 en tejido tumoral de CaCu

Posicion Homo/Hete Frec % Reportado
303-315 C/TCe - 12 Si
303-315 CeTCs  --—--- 72 Si
303-315 CoTCs  --—--- 12 Si
325 C-T Homo 4 Si
373 delA - 4 No
411 C-G Hete 16 No
418 G-C Hete 4 No
482 T-C Homo 4 Si
493 A-G Homo 4 Si
499 G-A Homo 24 Si
523 delAC - 60 Si
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A.5. Cambios nucleotidicos de la region HVS-I1 en citologias exfoliativas orales en
pacientes con CaCu

Muestra Posicion Cambio
1 303-315 CsTCs
342 T-A Homo
489 T-C Homo
2 303-315 C;TCq
499 G-A Homo
3 303-315 CsTCs
523 Del AC
4 303-315 C;TCq
411 C-G Hete
489 G-A Homo
5 303-315 CsTCs
411 C-G Hete
499 G-A Homo
6 303-315 CsTCs
489 T-A Homo
7 303-315 CsTCs
499 G-A Homo
523 Del AC
8 303-315 CsTCs
499 G-A Homo
9 303-315 CsTCs
411 C-G Hete
523 Del AC
10 303-315 CgTCs
499 G-A Homo
11 303-315 CgTCs
480 T-C Homo
489 T-CHomo
12 303-315 CoTCs
411 C-G Hete
523 Del AC
13 303-315 CsTCs
414 T-C Hete
499 G-A Homo
14 303-315 CsTCs
489 T-A Homo
493 A-G Homo
523 Del AC
15 303-315 CoTCs
489 T-C Homo
16 303-315 CgTCs
523 Del AC
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A 6. Total de cambios nucleotidicos de la HVS-II citologias exfoliativas orales en
pacientes con CaCu

Posicion Cambio Homo/Hete Frec % Reportado
303-315 C/TCs  -mmmee- 12.5 Si
303-315 CgTCs  =mmm-- 75 Si
303-315 CoTCs  =mmm-- 12.5 Sl
342 T-A Homo 6.3 No
411 C-G Hete 25 No
414 T-C Hete 37 Si
480 T-C Homo 6.3 No
489 T-C Homo 37.5 Si
493 A-G Homo 6.3 Si
499 G-A Homo 37.5 Si
523 delAC - 37.5 Si

A.7. Cambios nucleotidicos de la region HVS-I en mujeres sanas

Citologia exfoliativa oral Linfocitos

Posicién

Muestra

1 16 172 C Homo 16 172 C Homo
16 187 C T Homo 16 187 C T Homo
16 188 C-T Homo 16 188 C-G Homo
16 189 T-C Homo 16 189 T-C Homo
16 223 C-T Homo 16 223 C-T Homo
16 230 A-G Homo 16 230 A-G Homo
2 16 172 T-C Homo 16 172 T-C Homo
16 219 A-G Homo 16 219 A-G Homo
16 235 A-G Homo 16 235 A-G Homo
3 16 223 C-T Homo 16 223 C-T Homo
4 16 223 C-T Homo 16 223 C-T Homo
5 16 207 A-G Homo 16 207 A-G Homo
16 223 C-T Homo 16 223 C-T Homo
6 16 223 C-T Homo 16 223 C-T Homo
7 16 223 C-T Homo 16 223 C-T Homo
8 16 223 C-T Homo 16 223 C-T Homo
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A.8. Total de cambios nucleotidicos de la HVS-1I en mujeres sanas

Posicion Cambio Homo/Hete Frec % Reportado
16 172 T-C Homo 25 Si
16 187 C-T Homo 12.5 Si
16 188 C-T Homo 12.5 Si
16 189 T-C Homo 12.5 Si
16 207 A-G Homo 12.5 Si
16 219 A-G Homo 12.5 Si
16 223 C-T Homo 87.5 Si
16 230 A-G Homo 12.5 Si
16 235 A-G Homo 12.5 Si

A.9. Cambios nucleotidicos de la region HVS-1 en tejido tumoral de CaCu

Muestra Posicion Cambio
1 16 223 C-T Homo
16 240 Del A
16 241 Del A
2 16 182 A-C Homo
16 183 A-C Homo
16 189 T-C Homo
16 223 C-T Homo
3 16 182 A-C Homo
16 183 A-C Homo
16 189 T-C Homo
16 223 C-T Homo
4 16 187 C-T Homo
16 209 T-C Homo
16 223 C-T Homo
5 16 223 C-T Homo
6 16 223 C-T Homo
7 16 223 C-T Homo
8 16 182 A-C Homo
16 183 A-C Homo
16 189 T-C Homo
16 228 C-T Homo
9 16 184 C-T Homo
16 223 C-T Homo
10 16 182 A-C Homo
16 183 A-C Homo
11 16 183 A-C Homo
16 189 T-C Homo
16 193 Ins C
16 223 C-T Homo
12 16 189 T-C Homo
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16 193 Ins C

13 16 223 C-T Homo
14 16 223 C-T Homo
15 16 182 A-C Homo
16 183 A-C Homo
16 189 T-C Homo
16 223 C-T Homo
16 16 223 C-T Homo
17 16 183 A-C Homo
16 189 T-C Homo
16 223 C-T Homo
18 16 223 C-T Homo
19 16 189 T-C Homo
16 194 A-C Homo
20 16 223 C-T Homo
21 16 231 T-C Homo
22 16 223 C-T Homo
23 16 182 A-C Homo
16 183 A-C Homo
16 189 T-C Homo
16 223 T-C Homo
24 16 183 A-C Homo
16 189 T-C Homo
16 223 C-T Homo
25 16 223 T-C Homo

A.10. Total de cambios nucleotidicos de la HVS-I en tejido tumoral de CaCu

Posicion ~ Homo/Hete ~ Frec%  Reportado
16 182 A-C Homo 24 Si
16 183 A-C Homo 36 Si
16 184 C-T Homo 4 Si
16 187 C-T Homo 4 Si
16 189 T-C Homo 40 Si
16 193 ins C Homo 8 No
16 194 A-C Homo 4 Si
16 209 T-C Homo 4 Si
16 223 C-T Homo 80 Si
16 228 C-T Homo 4 Si
16 231 T-C Homo 4 Si
16 240 del A Homo 4 No
16 241 del A Homo 4 No
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A.11. Cambios nucleotidicos de la region HVS-I en citologias exfoliativas orales en
pacientes con CaCu

Muestra Posicion Cambio
1 16 223 C-T Homo
2 16 182 A-C Homo

16 183 A-C Homo
16 189 T-C Homo
16 223 C-T Homo
3 16 182 A-C Homo
16 183 A-C Homo
16 189 T-C Homo
4 16 183 A-C Homo
16 189 T-C Homo
16 223 C-T Homo
5 16 183 A-C Homo
16 189 T-C Homo
16 194 A-C Homo
16 223 C-T Homo
6 16 223 C-T Homo
7 16 223 C-T Homo
8 16 183 A-C Homo
16 189 T-C Homo
16 223 C-T Homo
9 16 184 C-T Homo
16 213 C-T Homo
16 223 G-A Homo
10 16 182 A-C Homo
16 183 A-C Homo
16 217 T-C Homo
11 16 223 C-T Homo
16 234 C-G Homo
12 16 223 C-T Homo
13 16 223 C-T Homo
14 16 223 C-T Homo
15 16 223 C-T Homo
16 16 183 A-C Homo
16 189 T-C Homo
16 223 C-T Homo
17 16 182 A-C Homo
16 183 A-C Homo
16 189 T-C Homo
18 16 223 C-T Homo
19 16 223 C-T Homo
20 16 187 C-T Homo
16 188 C-T Homo
16 204 G-A Homo
16 223 C-T Homo
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A.12. Total de cambios nucleotidicos de la HVS-I citologias exfoliativas orales en

pacientes con CaCu

Posicion Cambio Homo/Hete Frec % Reportado
16 182 A-C Homo 20 Si
16 183 A-C Homo 40 Si
16 184 C-T Homo 5 Si
16 187 C-T Homo 5 Si
16 188 C-T Homo 5 Si
16 189 T-C Homo 35 Si
16 194 A-C Homo 5 Si
16 204 G-A Homo 5 No
16 213 G-A Homo 5 Si
16 217 T-C Homo 5 Si
16 223 C-T Homo 85 Si
16 234 C-G Homo B no

X.5 Tablas con cambios nucleotidicos del DNAmt en lineas celulares de CaCu

B.1. Cambios nucleotidicos de la HVS-11 en lineas celulares de CaCu

Linea Posicion Cambio Homo/Hete

CalLo 303-315 C,TC¢ =

523 DelAC -

SiHa 303-315 (07 1 07—

375 C-A Homo

489 T-C Homo

556 C-T Homo

Caski 303-315 C/,TCs -

HelLa 303-315 CsTCs¢ -

523 DelAC -

Inbl 303-315 (07 o7 —

523 delAC -

B.2. Cambios nucleotidicos de la HVS-II en lineas celulares de CaCu
Posicion Cambio Homo/Hete Reportado

303-315 C/;TCs e Sj
303-315 CgTCs - Si
375 C-A Homo No
489 T-C Homo Si
523 DelAC - Si
556 C-T Homo No
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B.3. Cambios nucleotidicos de la HVS-1 en linea celulares de CaCu

Linea Posicion Cambio Homo/Hete
CalLo 16 223 C-T Homo
Hela 16 223 C-T Homo
Inbl 16 223 C-T Homo
SiHa 16 189 T-C Homo
16 194 A-C Homo
Caski 16 183 A-C Homo
16 189 T-C Homo
16 194 A-C Homo
16 223 C-T Homo

B.4. Cambios nucleotidicos de la HVS-I1 en lineas celulares de CaCu

Posicion N Cambio ~ Homo/Hete ~  Reportado
16 183 A-C Homo Si
16 189 T-C Homo Si
16 194 A-C Homo Si
16 223 C-T Homo Si

X.6. Analisis estadisticos de los camhios nucleotidicos del DNAmt

C.1. Relacion estadistica de la region HVS-1I

Posicion Base Cambio Relacién IC 95%
(rCRS) de Base
489 T C CEO-Tumoral 0.001 1.035 0.136-8.670
489 T C Sano-Tumoral 0.045 1.050 0.66-20.653
499 G A Tumoral-Sano 0.019 0.019 0.134-7.375
500 C T Sano-Tumoral 0.019 0.976 0.089-11.724
527 C T Sano-Tumoral 0.045 1.050 0.066-20.653

CEOQ, Citologia exfoliativa oral.

C.2. Relacion estadistica de la region HVS-I

Posicion Base Cambio Relacion IC 95%
(rCRS) de Base
16 172 T C Sana-Tumoral 0.019 0.976 0.089-11.724
16 189 T C Tumoral-Sana 0.051 6.00 0.97-47.15
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X.7 Agrupacion de Haplotipos del DNAmt

D.1. Haplotipos para la region HVS-I1 del DNAmt presentes en mujeres sanas, con CaCu y lineas celulares de CaCu

Posicion
Haplotipos
Hapll-1
Hapll-2
H HaplI-3
A Hapll-4
Hapll-5
Hapll-6
L Hapll-7

0 HaplI-8
T Hapll-9
Hapll-10
Hapll-11
P HaplI-12
o) Hapll-13
Hapll-14
Hapll-15
Hapll-16
Hapll-17
Hapll-18
Hapll-19

insC

insC

insC
ins C
ins C
ins C
ins C
ins C
ins C
ins C
InsC
ins CC
ins CC
ins CC

ins C
ins C
ins C
ins C
ins C
ins C

insC

ins C
ins C
ins C
ins C
ins C
insC
ins C
ins C
InsC
ins C
ins C

insC

N

del A

(@)

Los niimeros representan las muestras con CaCu, los nimeros con una “s” son las muestras sanas.
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del A
del A
del A
del A

del A

del A
del A
del A

del A
del A

del A

del C
del C
del C
del C

del C

del C
del C
del C

del C

del C.

del C

Muestras

CasKi
14, 1s
CalLo
2,25
3
4,13, 16, 2s, 5s

1,5,6,8, 11,17, 20, 22,
Hela, Inbl, 3s, 4s, 8s, 10s
23

24
9
19, 9s

21
SiHa
18
6s, 7s
12
10
15



D.2. Haplotipos para la region HVS-I del DNAmt presentes en mujeres sanas, con CaCu y lineas celulares de CaCu

Posicién 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 Muestras
2 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
7 8 8 8 8 8 8 9 9 0 0 1 2 2 3 3 3 4 4
2 2 3 4 7 8 9 3 4 7 9 9 3 8 0 1 5 0 1
Hapl-1 . . . . . . . . . . . T . . . . . 5,6, 7,13, 14, 16, 18, 20, 22,
25, Hela, Calo, Inbl, 3s, 4s,
6s, 7s, 8s
Hapl-2 . C C 10
H Hapl-3 . C ( C T . . . . . 2,3,15,23
A Hapl-4 . ( C C T . . . . 8
P Hapl-5 C C T . . . . . 17, 24
L Hapl-6 C ins C . . . . . . . . . 12
A Hapl-7 C C . . . . . . . . 19, SiHa
T Hapl-8 . . C C ins C T 11
| Hapl-9 . . C C C T CasKi
P Hapl-10 . . . T. T 9
o Hapl-11 . . . . T . . . . . C T 4
S Hapl-12 . . . . . . . . . G T 5s
Hapl-13 T del A delA 1
Hapl-14 C . . . T G C T G . . . . 1s
Hapl-15 . . . . . . . . . . . . . C . . . 21
Hap-16 C . . . . . . . . . . G . . . . G . . 5s

Los nGimeros representan las muestras con CaCu, los niimeros con una “s” son las muestras sanas.
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X.8. Asociacion estadistica de la infeccion de HPV y haplotipos mitocondriales

E. 1. Frecuencia de haplotipos en la region HSV-1 en pacientes con CaCu y sanas

Haplotipo Il Casos (n=25) Controles
No. (%) (n=10)
1 1(4) 0 0.521
2 1(4) 1(10) 0.490
3 0 o -
4 2(8) 0 0.357
5 1(4) 0 0.521
6 3(12) 2 (20) 0.541
7 8(32) 4 (40) 0.652
8 1(4) 0 0.521
9 1(4) 0 0.521
10 1(4) 0 0.521
11 1(4) 1 (10) 0.490
12 1(4) 0 0.490
13 1(4) 0 0.490
14 0 o e
15 1(4) 0 0.521
16 0 2 (20) 0.021*
17 1(4) 0 0.490
18 1(4) 0 0.490
19 1(4) 0 0.490

*LaRM fuede 1.0y el intervalo de confianza 0.034-520.16

E.2. Frecuencia de haplotipos de la region HVS-I en pacientes con CaCu y sanas

Haplotipo Il Casos (n=25)  Controles (n=8)
No. (%) No. (%)
1 10 (40) 5 (31) 0.266
2 1(4) 0 0.566
3 4 (16) 0 0.227
4 1(4) 0 0.566
5 2(8) 0 0.409
6 1(4) 0 0.556
7 1(4) 0 0.556
8 1(4) 0 0.556
9 0 o e
10 1(4) 0 0.556
11 1(4) 0 0.556
12 0 1 (6) 0.073
13 1(1) 0 0.556
14 0 1 (6) 0.073
15 1(4) 0 0.556
16 0 1 (6) 0.073

79



	Portada
	Índice
	Resumen
	Abstract
	I. Introducción
	II. Justificación
	III. Hipótesis
	IV. Objetivos
	V. Materiales y Métodos
	VI. Resultados
	VII. Discusión
	VIII. Conclusiones y Perspectivas
	IX. Referencias
	X. Anexo

