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RESUMEN. 
Q.F.B. Mariel Araceli Oyervides Mu–oz         Fecha de Graduaci—n: Enero, 2014 
 
Universidad Aut—noma de Nuevo Le—n, Facultad de Medicina. 
 
Candidato para el grado de Maestr’a en Ciencias con Orientaci—n en Biolog’a 
Molecular e Ingenier’a GenŽtica.  
 
T’tulo del Estudio: ÒVALIDACIîN DE POTENCIALES BIOMARCADORES 
GƒNICOS PARA CçNCER CERVICOUTERINOÓ. 
 
Nœmero de p‡ginas: 93 
 
Introducci—n . El c‡ncer cŽrvicouterino (CaCU) es el segundo tipo de c‡ncer 
m‡s comœn en mujeres. El virus del papiloma humano (VPH) tipo 16 es el m‡s 
comœn. Con la secuenciaci—n del genoma del CaCU se public— una lista de 
genes candidatos a biomarcadores. Se requieren validar en nuestra poblaci—n. 
Objetivo. Validar mutaciones som‡ticas reveladas por el proyecto gen—mico del 
CaCU, en biopsias tumorales de pacientes mexicanas. Materiales y MŽtodos. 
Se recolectaron 138 muestras de ADN de biopsias de pacientes mexicanas con 
CaCU. Se realiz— la genotipificaci—n del VPH por PCR y secuenciaci—n Sanger. 
Se secuenciaron los genes candidatos a biomarcadores por Ion Torrent. Las 
secuencias se analizaron con y se compararon con los reportes de la 
plataforma de NCBI. Resultados.  El tipo viral m‡s predominante fue el 16 
(56%), seguido del 45 (4%) y 56 (1%). 19 muestras se secuenciaron por Ion 
Torrent, encontrando mutaciones que producen cambios en la estructura final 
de la prote’na en los genes EP300, HLA-A y HLA-B. Conclusiones: El tipo viral 
predominante fue el 16, lo que coincide con otros reportes. La secuenciaci—n 
arroj— como candidatos a los genes del sistema mayor de histocompatibilidad 
HLA-A y HLA-B, implicados en la presentaci—n de ant’genos, lo que pone en 
evidencia el significado potencial de la sinergia entre la infecci—n por VPH y una 
respuesta inmune alterada en la patogŽnesis del CaCU. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dra. C. Mar’a de Lourdes Garza Rodr’guez 
Directora de tesis 
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CAPêTULO I. INTRODUCCIîN.  

 

1. El c‡ncer cervicouterino. 

 

Las cŽlulas cervicales normales crecen y se dividen formando nuevas cŽlulas a 

medida que se requieren. Cuando Žstas envejecen o se da–an, mueren y se 

reemplazan por cŽlulas nuevas. A veces este proceso se altera de forma que 

pueden formarse nuevas cŽlulas cuando no son requeridas, o se multiplican con 

mayor rapidez; aunado a esto, las cŽlulas da–adas o viejas no mueren o no se 

eliminan normalmente por el mecanismo de apoptosis por lo que las cŽlulas 

pueden llegar a acumularse formando una masa de tejido que es la que se 

denomina neoplasia o tumor[1]. El C‡ncer cervicouterino (CaCU) es una 

alteraci—n celular que se manifiesta inicialmente en el cuello del œtero a travŽs 

de lesiones precursoras de lenta y progresiva evoluci—n en la superficie del 

cŽrvix[2]. Las lesiones no tratadas pueden llegar a invadir al cŽrvix ocasionando 

c‡ncer cervical invasivo. El tumor puede invadir m‡s profundamente en el cuello 

uterino, o las cŽlulas de Žste pueden propagarse al desprenderse del tumor y 

viajar a travŽs de los vasos linf‡ticos a los ganglios linf‡ticos cercanos, o 

propagarse a travŽs de los vasos sangu’neos e invadir otros tejidos 

ocasionando met‡stasis[3,4]. 

 

1.1 Epidemiolog’a del CaCU. 

El CaCU sigue siendo el segundo tipo de c‡ncer m‡s comœn en mujeres a nivel 

mundial[5,6], present‡ndose 500 mil casos nuevos y 250 mil muertes cada a–o, 

de acuerdo a las estad’sticas de la Organizaci—n Mundial de la Salud en el 

2009[7]. 

En MŽxico, la incidencia del CaCU es de 10 por cada 100 mil mujeres de 15 

a–os o m‡s, y existe una tasa de mortalidad de 42 por cada 100 mil mujeres de 

60 a–os o m‡s. Se estima que en el 2008, 10,186 mujeres desarrollaron CaCU 

y 5,061 murieron por causas de esta enfermedad. Entre los estados con mayor 

incidencia se encuentra Veracruz, seguido de Coahuila y Oaxaca. De acuerdo a 
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las estad’sticas de la Secretar’a de Salud, en el 2011 Nuevo Le—n se 

encontraba en el lugar nœmero 21, con una incidencia promedio de 6.15 por 

cada 100 mil mujeres de 15 a–os o m‡s[8].  

 

1.2 Etiolog’a del CaCU.  

Practicamente el total de los casos de CaCU se asociaron a la infecci—n por el 

virus del papiloma humano (VPH)[9,10], que es la m‡s comœn del tracto 

reproductivo[11]. La mayor’a de lo adultos se infectan con este virus en algœn 

punto de su vida[12] y se considera que la infecci—n con VPH de alto riesgo es 

necesario, mas no suficiente para causar CaCU[13].  

La infecci—n por el VPH progresa a CaCU en una serie de cuatro pasos: 1) 

Transmisi—n del VPH, 2) infecci—n aguda o transitoria de VPH, 3) infecci—n 

persistente de VPH que lleva cambios precancerosos en las cŽlulas y por 

œltimo, 4) c‡ncer invasivo.  

Entre el 70 y 80% de las infecciones por VPH son transitorias[14,15]; es decir 

que desaparecen sin necesidad de tratamiento, lo cual se ha asociado a la 

respuesta del huŽsped por sistema inmunol—gico[16,17]. Mientras que del 20 al 

30% son infecciones persistentes y del 1 al 2% de Žstas progresan a CaCU[18]. 

ƒsta persistencia se determina cuando una paciente resulta posit iva en las 

pruebas de detecci—n de VPH en dos o m‡s ocasiones. Sin embargo, esto var’a 

dependiendo del intervalo de tiempo entre las pruebas. 

Resulta problem‡tico distinguir entre las infecciones persistentes y transitorias 

debido a la naturaleza del mecanismo de infecci—n del virus, ya que es 

imposible deducir el tiempo de infecci—n de la paciente antes de la toma de 

muestra. En algunos estudios se considera infecci—n persistente la que es 

padecida por lo menos durante 6 meses. Sin embargo entre m‡s cortos sean 

los intervalos de tiempo de las pruebas es m‡s probable que la infecci—n sea 

definida como persistente[19,20].  

Las anormalidades en el epitelio del cŽrvix son evidentes al poco tiempo de la 

primera detecci—n del VPH, aunque hace falta determinar si las infecciones 

persistentes se caracterizan por la continua detecci—n del VPH, o por el estadio 
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latente durante el cual el virus permanece indetectable. Sin embargo, una mujer 

no puede ser diagnosticada con una infecci—n persistente s—lo por resultados 

positivos en dos ocasiones en tiempos diferentes, ni clasificarse como alto 

riesgo para padecer CaCU. Una mujer que sea positiva para la presencia de un 

tipo de VPH espec’fico, no necesariamente puede considerarse que se ha 

liberado de la infecci—n cuando sus resultados sean negativos para el mismo 

tipo espec’fico[21].  

Existen m‡s de 100 tipos de VPHs, de los cuales m‡s de 40 pueden ser 

transmitidos sexualmente. Entre estos œltimos se han identificado cerca de 15 

tipos que son necesarios pero no suficientes para causar CaCU[22], los cuales 

son llamados de alto riesgo (HPV-AR)[23]. Otros VPHs conocidos como de bajo 

riesgo (HPV-BR) causan verrugas genitales externas que no son 

cancerosas[24]. Normalmente las lesiones aparecen alrededor de los genitales 

o en la zona anal (conocidas tambiŽn como condilomas acumulados) las cuales 

suelen aparecer varias semanas despuŽs del contacto sexual con una persona 

infectada con VPH, o es posible que se tarden varios meses o a–os en 

aparecer, o que nunca aparezcan. Estas lesiones son causadas comœnmente 

por los tipos de VPH 6 y 11[24,25].  

Los tipos 16 y 18 se han asociado a cerca del 70% de los casos de CaCU a 

nivel mundial[26], siendo el m‡s frecuente el VPH 16, sin encontrarse 

diferencias significativas entre los distintos grados de lesi—n. El VPH 18 var’a un 

poco entre citolog’as normales y c‡ncer invasivo, ya que en Žste œltimo se ha 

reportado que aumenta la prevalencia hasta un 15%. El VPH 45 se encuentra 

como el tercero m‡s frecuente en CaCU invasivo[27]. Algunos otros HPV-AR 

frecuentemente encontrados en este tipo de CaCU son: 31, 33, 35, 52 y 58; 

mientras que los tipos menos frecuentes son: 39, 51, 56, 59 y 68[27].  

Se han encontrado variaciones en la prevalencia de los tipos virales en MŽxico, 

siendo en la regi—n central y sur de MŽxico donde los tipos 16 y 18 resultan los 

m‡s prevalentes[28]. En cambio, en la regi—n oeste los tipos virales m‡s 

prevalentes son 16 y 58, en un porcentaje cercano al 90%. En pacientes con 

lesiones intraepiteliales de alto grado (LIEAG) (Ver clasificaci—n del CaCU 
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p‡gina 8) el VPH 58 es el segundo m‡s prevalente seguido de los VPHs 18 y 

31[29]. Estas variaciones deber’an considerarse en el esquema de 

inmunizaci—n que se ha introducido en el pa’s. 

 

1.3 S’ntomas. 

El CaCU en etapas iniciales generalmente no causa s’ntomas. Cuando el 

c‡ncer evoluciona, las mujeres pueden notar sangrados vaginales anormales 

como: sangrados entre los periodos menstruales regulares, despuŽs de tener 

relaciones sexuales, de un lavado vaginal o examen pŽlvico; periodos 

menstruales m‡s prolongados y m‡s abundantes que antes, o sangrados 

despuŽs de la menopausia. En algunas ocasiones se observan cambios como 

mayor secreci—n vaginal, dolor en la pelvis o dolor durante las relaciones 

sexuales[30]. Estos s’ntomas no s—lo son causados por el CaCU, sino por otros 

problemas como las infecciones pueden causar estos s’ntomas[31]. 

 

1.4 Diagn—stico y detecci—n del CaCU. 

Para el diagn—stico del CaCU la prueba est‡ndar de oro es el Papanicolaou. 

Los ex‡menes selectivos de detecci—n de CaCU incluyen dos tipos de pruebas 

de detecci—n: la prueba citol—gica Papanicolaou o frotis de Papanicolaou y la 

prueba de detecci—n del VPH[32,33].  

Existen dos mŽtodos: En el primero se realiza un raspado cervical con un 

cepillo y Žste se frota sobre una laminilla, se fija con un spray y se ti–e para 

observar la citolog’a. En el segundo, denominado citolog’a en base l’quida, se 

realiza la toma cervical de cŽlulas cervicales con un cepillo c—nico y Žste se 

coloca en una soluci—n conservadora, que posteriormente se centrifuga para 

eliminar ÒexcipientesÓ que pudieran intervenir con la visualizaci—n de las cŽlulas, 

como el moco cervical, la sangre, entre otros. DespuŽs de ambos procesos se 

observa en busca de cŽlulas anormales, precancerosas y/o cancerosas. 

Cuando se observan Žstas en el Papanicolaou, se procede a realizar una 

colposcop’a para observar el tracto uterino en busca de anormalidades en el 

cŽrvix[34-38]. Por ello se realiza una tinci—n con lugol y ‡cido acŽtico para 
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revelar posibles lesiones intraepiteliales, ya que Žstas se ti–en de color blanco. 

A partir de las lesiones se realiza una biopsia para observar y clasificar la lesi—n 

en LIEBG (lesi—n intraepitelial de bajo grado), LIEAG o en su caso el estadio de 

la neoplasia[35,38,39].  

El prop—sito de la prueba de Papanicolau es examinar las cŽlulas cervicales 

para detectar cŽlulas anormales que pueden convertirse en c‡ncer si no son 

tratadas. Esta misma prueba puede detectar estados no cancerosos, como 

infecciones e inflamaci—n, as’ como cŽlulas cancerosas. Para la obtenci—n de 

las cŽlulas se requiere hacer un examen pŽlvico, el cual permite observar la 

parte superior de la vagina y del cŽrvix. Las cŽlulas se toman con un raspador 

de madera o de pl‡stico o con un cepillo cervical y se preparan luego para el 

an‡lisis en una de dos formas. En una prueba convencional de Papanicolaou, la 

muestra o frotis se pone en un portaobjetos de vidrio para microscopio y se 

a–ade un fijador. En una prueba de Papanicolaou citolog’a l’quida 

automatizada, las cŽlulas del cŽrvix colectadas con un cepillo o con otro 

instrumento se colocan en un frasco que contiene l’quido de conservaci—n. 

Luego el portaobjetos o el frasco se analiza por un especialista en patolog’a 

para dar el diagn—stico[40]. 

La prueba de citolog’a l’quida ofrece la ventaja de que la muestra de cŽlulas 

puede ser analizada tambiŽn para la presencia de tipos de VPH-AR en una 

prueba conjunta de Papanicolaou y de detecci—n del genoma del VPH. Adem‡s 

de que se reduce la probabilidad de que una muestra no sea satisfactoria, ya 

que tras su filtraci—n a travŽs de una membrana, retiene a las cŽlulas cervicales 

con la finalidad de impregnarlas como una monocapa en una laminilla. Un frotis 

de Papanicolaou logra reunir entre 600,000 y 1.2 millones de cŽlulas epiteliales 

cervicales y menos del 20% se transfieren al portaobjeto, adem‡s de que es 

aleatorio y sujeto a error si las cŽlulas anormales no se distribuyen de forma 

homogŽnea por toda la muestra. Otra variable es la preparaci—n del frotis, ya 

que la muestra debe fijarse r‡pido para evitar desecaci—n y la degeneraci—n de 

las cŽlulas, adem‡s debe extenderse de manera uniforme en toda la superficie 

del portaobjeto. Otro de los problemas es la presencia de sangre y cŽlulas 
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inflamatorias que compiten por el ‡rea de superficie del portaobjeto, llegando a 

ocultar cŽlulas epiteliales. La tŽcnica del frotis en base l’quida resuelve estos 

cinco problemas del Papanicolaou convencional: 1) Captura de la totalidad de la 

muestra, 2) Fijaci—n deficiente, 3) Distribuci—n aleatoria de cŽlulas anormales, 4) 

interferencia por elementos perturbadores (como moco vaginal, sangre, cŽlulas 

inflamatorias, etc) y 5) Calidad del frotis[41]. 

Las pruebas de detecci—n del VPH buscan el ADN viral de diferentes VPH-AR 

en las cŽlulas del cŽrvix y pueden detectar la presencia de una infecci—n viral 

antes que alguna anomal’a de las cŽlulas se haga visible. Existen diferentes 

tipos de pruebas, siendo la m‡s comœn la captura de h’bridos, la cual detecta el 

ADN de los tipos de VPH de alto riesgo; sin embargo no puede identificar el tipo 

o los tipos espec’ficos que est‡n presentes. Existen otras pruebas espec’ficas 

para detectar el ADN de los tipos de VPH 16 y 18, que son los que causan la 

mayor’a de los c‡nceres relacionados con VPH, como el uso de sondas de 

tiempo real, que amplifican diferentes regiones del genoma del VPH para 

distinguir entre los tipos[42,43]. 

En marzo del 2012, la Brigada de Servicios Preventivos de los Estados Unidos 

(United States Preventive Services Task Force) junto con la Sociedad 

Americana contra el C‡ncer, la Sociedad Estadounidense de Colposcop’a y 

Patolog’a Cervical (American Society for Clinical Pathology) publicaron pautas 

actualizadas respecto a los ex‡menes selectivos de detecci—n[2]. Estas pautas 

recomiendan que la mujer se haga su primera prueba de Papanicolaou a los 21 

a–os de edad. Aunque en las pautas anteriores se recomendaba realizar la 

prueba tres a–os despuŽs de su primera relaci—n sexual, ahora se recomienda 

a los 21 a–os de edad porque las adolescentes tienen un riesgo muy bajo de 

padecer CaCU y una alta probabilidad de que las cŽlulas anormales del cŽrvix 

desaparezcan por s’ solas. Segœn las pautas actualizadas, las mujeres de 21 a 

29 a–os de edad se deber‡n hacer una prueba de Papanicolaou cada tres 

a–os. Las mujeres de 30 a 65 a–os de edad pueden hacerse ex‡menes 

selectivos de detecci—n cada cinco a–os con una prueba conjunta de 
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Papanicolaou y de VPH o cada tres a–os con una prueba de Papanicolaou 

solamente.  

Estas pautas aconsejan que la prueba conjunta de Papanicolaou y de VPH de 

rutina se limite a mujeres de 30 a–os en adelante dado que las infecciones 

pasajeras por VPH son muy comunes entre las mujeres de veinte a veintinueve 

a–os. La inclusi—n de la prueba de detecci—n de VPH de rutina en los ex‡menes 

selectivos de detecci—n de CaCU en mujeres m‡s j—venes detectar’a muchas 

infecciones que ser‡n suprimidas por el sistema inmunitario y que no resultar’an 

en c‡ncer. En mujeres mayores, las infecciones por VPH tienen mayor 

probabilidad de presentar infecciones persistentes, las cuales tienen el potencial 

de convertirse en CaCU si no son detectadas y tratadas. Sin embargo, la 

prueba del VPH puede ser utilizada para ayudar a esclarecer resultados de la 

prueba de Papanicolaou que no sean claros y ayudar a los mŽdicos a decidir si 

es necesario hacer m‡s evaluaciones.  

Las mujeres con ciertos factores de riesgo, pueden necesitar hacerse 

ex‡menes m‡s selectivos de detecci—n con m‡s frecuencia o continuar 

haciŽndose esos ex‡menes incluso despuŽs de los 65 a–os de edad. Estos 

factores de riesgo incluyen tener infecci—n del virus de inmunodeficiencia 

humana (VIH), tener inmunosupresi—n, haber estado expuesta al 

dietilestilbestrol antes de nacer y haber sido tratada por lesiones precancerosas 

del cŽrvix o por CaCU. Aquellas mujeres que han tenido histerectom’a (cirug’a 

de extirpaci—n del œtero y cŽrvix) no necesitan hacerse ex‡menes selectivos de 

detecci—n de CaCU, a menos que la cirug’a se haya realizado para tratar una 

lesi—n precancerosa o CaCU[27,44,45].  

La combinaci—n de la prueba de Papanicolaou con la de detecci—n del VPH 

tiene menor probabilidad de fallar en detectar una anomal’a (’ndice m‡s bajo de 

falsos negativos) que utilizando s—lo la prueba de Papanicolaou. Adem‡s se 

puede mejorar tambiŽn la detecci—n de anomal’as de las cŽlulas glandulares, 

incluso el adenocarcinoma de cŽrvix. Las cŽlulas glandulares son cŽlulas que 

producen mucosidad que se encuentra en el canal endocervical o en el 

revestimiento del œtero. Las anomal’as en las cŽlulas glandulares y el 
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adenocarcinoma de cŽrvix son mucho menos comunes que las anomal’as en 

las cŽlulas escamosas y el carcinoma de cŽlulas escamosas[46].  

 

Actualmente el diagn—stico del CaCU por la Secretar’a de Salud en Nuevo Le—n 

se realiza mediante una citolog’a en las mujeres de 25 a 35 a–os. En caso de 

observar anormalidades se prosigue a realizar una colposcop’a para observar el 

estado de la lesi—n cervical; mientras que a las mujeres mayores de 35 a–os se 

les realiza la prueba de captura de h’bridos (H2C), la cual detecta VPHs de alto 

riesgo. En caso de positividad para H2C se realiza una colposcop’a para 

observar la citolog’a y/o estado de la lesi—n cervical presente o clasificaci—n del 

estadio de CaCU. 

De acuerdo al lugar donde se encuentre localizado el CaCU se denomina 

Adenocarcinoma si se encuentra en el endocŽrvix o Carcinoma de CŽlulas 

Escamosas si se encuentra en el exocervix[47]. 

 

1.5 Clasificaci—n del CaCU. 

Para clasificar al CaCU se emplea la clasificaci—n 1) FIGO de acuerdo a su 

localizaci—n, 2) TNM que toma como fuente el tama–o del tumor, invasi—n a 

n—dulos linf‡ticos y si hay o no presencia de met‡stasis. Y por œltimo la 

clasificaci—n 3) Bethesda. 

En la clasificaci—n FIGO se determina la etapa o estadio donde se encuentra el 

c‡ncer. Estos son los estadios del c‡ncer invasor: 

¥ Estadio I: Las cŽlulas cancerosas s—lo se encuentran en el cŽrvix. 

¥ Estadio II: El tumor crece a travŽs del cŽrvix e invade la parte superior de 

la vagina. Puede haber invadido otros tejidos cercanos, pero no la pared 

pŽlvica o la parte inferior de la vagina. 

¥ Estadio III: El tumor ha invadido la pared pŽlvica o la parte superior de la 

vagina. Si el tumor es lo suficientemente grande para obstruir uno o 

ambos urŽter, los resultados de laboratorio pueden indicar que los 

ri–ones no est‡n trabajando debidamente. 
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¥ Estadio IV: El tumor invade la vejiga o el recto, o el c‡ncer se ha 

diseminado a otras partes del cuerpo, como los pulmones. 

La terminolog’a para reportar el espectro de anormalidades en las citolog’as 

cervicales se deriva del sistema Bethesda y se caractegoriza en niveles 

incrementados de severidad de la neoplasia cervical intraepitelial (CIN) en 

CIN1, CIN2 y CIN3. La progresi—n de CIN a c‡ncer cervical invasivo (ICC) es 

lenta, y la regresi—n de CIN es alta[48].  

 

Clasificaci—n Bethesda de las anomal’as celulares. 

Este sistema clasifica por separado las anomal’as de las cŽlulas escamosas y 

de las cŽlulas glandulares.  

1. CŽlulas escamosas 

Las cŽlulas escamosas at’picas (atypical squasmous cells, ACS), son el 

resultado anormal m‡s comœn en las pruebas de Papanicolau. El sistema 

Bethesda divide esta categor’a en dos grupos: 

¥ ASC-US: CŽlulas escamosas at’picas de significado indeterminado 

(atypical squasmous cells of undetermined significance, ASC-US). En 

esta clasificaci—n las cŽlulas escamosas parecen ligeramente normales 

sin una causa espec’fica aparente. En algunas ocasiones estos cambios 

pueden estar relacionados con una infecci—n por VPH, pero pueden ser 

causados tambiŽn por otros factores. Para clarificar estos casos, se 

puede analizar una muestra de cŽlulas en busca de tipos de VPH-AR. En 

caso de encontrarse alguno presente, se realizan pruebas de 

seguimiento. En caso de ser negativo para VPH se puede tener certeza 

de que no hay c‡ncer o un estado precanceroso. 

¥ ASC-H: las cŽlulas escamosas at’picas (atypical squasmous cells), no 

pueden excluir una lesi—n intraepitelial escamosa de alto grado. Las 

cŽlulas no parecen normales, y se desconoce el significado de los 

cambios celulares. Es posible que exista un riesgo mayor de que las 

ASC-H sean precancerosas en comparaci—n con las lesiones ASC-US. 
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Las LIEBG en la capa de las cŽlulas de la superficie del cŽrvix se consideran 

anomal’as leves causadas por una infecci—n por VPH, donde se han observado 

los primeros cambios en el tama–o y en la forma de las cŽlulas. Las LSIL suelen 

clasificarse como displasias leves, o como neoplasias intraepiteliales de cŽrvix 

(CIN-1, cervical intraepithelial neoplasia)[49]. 

 

Las LIEAG, son anomal’as m‡s graves que tienen una probabilidad mayor de 

que se conviertan en c‡ncer si no son tratadas. Se presentan cambios m‡s 

marcados en el tama–o y en la forma de las cŽlulas anormales (precancerosas) 

y las cŽlulas se ven muy diferentes a las cŽlulas normales. Las HSIL 

comprenden lesiones con displasia moderada o grave y carcinoma in situ (CIS). 

Se clasifican como CIN-2, CIN-3 o CIN-2/3. El CIS normalmente se incluye en la 

categor’a CIN-3[49]. 

 

El carcinoma de cŽlulas escamosas (squasmous cell carcinoma, SCC), es el 

c‡ncer de cŽrvix. En esta etapa las cŽlulas escamosas anormales han invadido 

m‡s profundamente el cŽrvix, as’ como otros tejidos u —rganos[49].  

 

2. CŽlulas glandulares. 

Las anormalidades de las cŽlulas glandulares se dividen en las siguientes 

categor’as: 

 

¥ CŽlulas glandulares at’picas (atypical glandular cells, AGC). Las cŽlulas 

no parecen normales y se deconoce el significado de los cambios 

celulares. 

 

¥ Adenocarcinoma endocervical in situ (endocervical adenocarcinoma in 

situ, AIS). Las cŽlulas precancerosas se encuentran solamente en el 

tejido glandular del cŽrvix. El adenocarcinoma incluye al c‡ncer 

endometrial, como tambiŽn al c‡ncer extrauterino. 
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1.6 Mecanismo de infecci—n del VPH. 

El mecanismo por el que el VPH infecta a las cŽlulas, es a travŽs de lesiones en 

el epitelio. El virus llega a la capa basal, donde las part’culas virales se replican 

ocasionando lesiones de bajo y alto grado, que pueden progresar a CaCU 

(Figura 1).  

 

Figura 1. Mecanismo de infecci—n del VPH. Imagen comparativa de los 

diferentes grados de lesi—n hasta llegar a c‡ncer invasivo, donde se observa la 

replicaci—n de las part’culas virales en la zona media del epitelio escamoso. 

 

El genoma del VPH est‡ formado por una cadena doble de ADN de 8,000 pb 

que posee ocho genes clasificados en E o L, de acuerdo a su expresi—n en la 

etapa temprana (E) o tard’a (L) de la diferenciaci—n del epitelio E1, E2, E5, E6 y 

E7 se expresan tempranamente en la diferenciaci—n, E4 se expresa durante 

todo el ciclo, mientras que L1 y L2 se expresan en las etapas finales de la 

diferenciaci—n, produciendo las prote’nas estructurales. El virus se mantiene en 

la capa basal del epitelio, donde se expresan las prote’nas tempranas en bajos 

niveles para el mantenimiento del genoma (lo que puede aumentar la 

posibilidad de un estado latente) y la proliferaci—n celular[50]. Cuando las 

cŽlulas del epitelio comienzan a diferenciarse, se libera el virus, se expresan los 

genes tempranos, seguidos de los tard’os, incluyendo L1 y L2 que ensamblan la 
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c‡pside viral; el ADN viral se integra en el genoma de la cŽlula huŽsped, 

lineariz‡ndose para integrarse, despuŽs de los genes E6 y E7, a menudo en la 

regi—n E1 o E2; esta ruptura del gen E2, produce la desregulaci—n de la s’ntesis 

de las prote’nas de los oncogenes E6 y E7, cuyos productos inhiben la funci—n 

de los genes supresores de tumores p53 y pRb, que regulan el ciclo celular, lo 

que lleva al aumento de la actividad mit—tica, la proliferaci—n celular 

descontrolada y consecuentemente al desarrollo del CaCU[21,51].  

 

1.7 Factores de riesgo. 

La infecci—n y/o persistencia de VPH se ha asociado a diversos factores 

epidemiol—gicos y ambientales, entre los que destacan la edad de inicio de la 

vida sexual activa (IVSA)[24,52,53], la historia del compa–ero sexual, mœltiples 

parejas sexuales, los antecedentes de enfermedades de transmisi—n sexual, 

coinfecciones con otros virus o agentes transmitidos sexualmente, un nivel 

socioecon—mico bajo[54], el uso de anticonceptivos orales[26,55] y el 

tabaquismo[56]. El riesgo aumenta con el nœmero de parejas sexuales y la 

edad. La coinfecci—n con otros agentes de transmisi—n sexual, como Chlamydia 

trachomatis[24,57] y otros virus como el del herpes simplex, se han asociado 

con el riesgo de infecci—n por VPH. Adem‡s existe una fuerte asociaci—n entre 

la infecci—n por VPH y el riesgo de adquirir VIH[58].  

TambiŽn se han reportado coinfecciones con el virus del herpes humano 6 

(HHV-6). A pesar de que la oncogenicidad no est‡ firmemente establecida, 

existen estudios donde se ha demostrado que el polipŽptido resultante de 

marco de lectura abierto -1 (ORF-1) del HHV-6, puede unirse e inactivar al gen 

p53 e impedir la supresi—n de tumores. TambiŽn el HHV-6 puede unirse y 

desregular miembros del complejo de prote’nas NF-! B (factor nuclear kappa B), 

que tienen funciones relevantes en el desarrollo del c‡ncer, como la regulaci—n 

de la inflamaci—n y las v’as apopt—ticas[59]. Ratones inoculados con cŽlulas de 

CaCU coinfectadas con VPH y HHV-6 desarrollaron tumores en la mitad de 

tiempo que los ratones controles inoculados con cŽlulas de CaCU infectadas 

s—lo con VPH (3 contra 6 semanas)[59].  
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Otros de los factores de riesgo para la infecci—n por el VPH que puede conducir 

a CaCU, son el inicio temprano de vida sexual activa (IVSA), as’ como mujeres 

con mœltiples parejas sexuales (3 o m‡s). Estas œltimas tienen 3.6 veces m‡s 

riesgo de infectarse con este virus en comparaci—n con aquellas mujeres que 

tienen s—lo un compa–ero sexual[60].  

Las mujeres previamente tratadas contra alguna lesi—n (CIN o CIN3) tienen 2 a 

3 veces mayor riesgo de padecer CaCU en un futuro, pero no se aumenta el 

riesgo de morir por esta enfermedad[45]. 

 

1.8 Vacunas contra VPH. 

Actualmente existen dos vacunas profil‡cticas aprobadas para la prevenci—n de 

la infecci—n por VPH. La tetravalente (Gardasil), que protege contra los VPHs 

16,18, 6 y 11, que son los tipos oncogŽnicos m‡s comunes a nivel mundial (16 

y 18) y los tipos no oncogŽnicos pero asociados a verrugas genitales (6 y 11), 

responsables del 70% de los casos de CaCU y del 90% de verrugas genitales 

respectivamente. La vacuna bivalente (Cervarix) protege contra los VPH 

oncogŽnicos 16 y 18[61]. 

Estas vacunas utilizan la prote’na estructural L1 presente en los diferentes tipos 

de VPH como un ant’geno blanco en una part’cula tipo virus (Virus Like Particle 

o VLP), la cual no puede infectar a las personas vacunadas, ya que no posee el 

genoma del VPH, pero se comporta como una part’cula viral, lo que permite la 

inducci—n de anticuerpos contra la prote’na L1, que es un componente de la 

VLP. TambiŽn est‡n en desarrollo nuevas vacunas a base de las prote’nas 

estructurales, las cuales ya se est‡n probando en animales[62,63]. 

 

1.9 Tratamiento para el CaCU. 

En caso de encontrarse anomal’as graves, como lesiones persistentes y/o de 

alto grado, es necesario un tratamiento adicional. Sin tratamiento estas cŽlulas 

pueden convertirse en c‡ncer. Entre las opciones de tratamiento se encuentran: 
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¥ El procedimiento de escisi—n electroquirœrgica con asa (loop 

electrosurgical excision procedure, LEEP). Es una cirug’a en la que se 

usa un asa de alambre delgado que corta tejido por la que pasa una 

corriente elŽctrica para usarse como bistur’ para cortar tejido.  

¥ Crioterapia. Destruye el tejido anormal mediante congelaci—n. 

¥ Terapia con l‡ser. Emplea un rayo estrecho de luz intensa para destruir o 

extirpar las cŽlulas anormales. 

¥ Conizaci—n. Se extraen trozos de tejido en forma de cono mediante el 

uso de un bistur’, un l‡ser o el procedimiento LEEP. 

  

Las opciones de tratamiento para mujeres con CaCU son la cirug’a, 

radioterapia, quimioterapia o la combinaci—n de mŽtodos. Pero la selecci—n del 

tratamiento depende principalmente del tama–o del tumor y de si el c‡ncer se 

ha diseminado. TambiŽn depende de la edad y de si la paciente desea 

embarazarse en un futuro.  

 

1.9.1 Cirug’a.  

Esta es una opci—n para las mujeres que se encuentren en el estadio I o II de 

CaCU. Si el tumor es peque–o el tipo de cirug’a depende de si la paciente 

quiere embarazarse y tener hijos a futuro, para estos casos es comœn una 

cervicectom’a radical, en la cual se extirpa solamente el cŽrvix, parte de la 

vagina y los ganglios linf‡ticos en la pelvis[64]. 

Otra opci—n de cirug’a es la histerectom’a completa, donde se extirpa el cŽrvix y 

el œtero; tambiŽn puede extirparse parte del tejido cercano al cŽrvix, parte de la 

vagina, las trompas de Falopio o los ovarios, e incluso los ganglios linf‡ticos 

cercanos al tumor. Sin embargo con este tipo de cirug’a la paciente ya no 

puede embarazarse y la menopausia aparecer‡ de inmediato[64].  

 

1.9.2 Radioterapia. 

Utiliza rayos de alta energ’a para destruir las cŽlulas cancerosas. Es una opci—n 

para pacientes en cualquier estadio de CaCU. En pacientes con CaCU inicial se 
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puede utilizar este tratamiento en lugar de cirug’a, o puede utilizarse despuŽs 

de cirug’a para destruir cualquier cŽlula cancerosa que pudiera haber quedado 

en el ‡rea. Las pacientes con estadios avanzados donde el c‡ncer se extiende 

m‡s all‡ del cŽrvix, pueden recibir radioterapia y quimioterapia[65]. 

Existen dos tipos de radioterapia para el CaCU. En algunos casos es necesario 

utilizar ambos: 

¥ Radioterapia externa: La radiaci—n es dirigida hacia la pelvis u otras 

zonas con c‡ncer.  

¥ Radioterapia interna (tambiŽn conocida como braquiterapia o 

curiterapia): El tratamiento radioterapŽutico donde is—topos radioactivos 

se colocan dentro o cerca de la zona del tumor. Se colocan en un cilindro 

delgado dentro de la vagina.  

 

1.9.3 Quimioterapia. 

Generalmente se combina con la radioterapia para el tratamiento del CaCU. 

Cuando Žste se ha diseminado a otros —rganos, Žsta puede emplearse sola[66]. 

Entre los m‡s comunes se encuentran: Cisplatino, Carboplatino, Paclitaxel o 

Taxol, Topotec‡n, Gemcitabina o Gemzar, Docetaxel o Taxotere, Ifosfamida o 

Ifex, 5-fluorouracilo (5-FU), irinotec‡n o Camptosar y Mitomicina. 

 

1.10 Tratamiento para la infecci—n por VPH. 

No existe actualmente un tratamiento mŽdico para las infecciones por el VPH. 

Las lesiones cervicales y las verrugas que pueden resultar de dichas 

infecciones se pueden tratar por los mŽtodos comœnmente usados para tratar 

las lesiones cervicales mencionados anteriormente. Adem‡s, pueden 

administrarse algunos medicamentos para tratar las verrugas como Imiquimod 

(Aldara), Podofilina y podofilox (Condylox) que son modificadores del sistema 

inmune [67,68]. 
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1.11 Genotipificaci—n de VPH. 

La genotipificaci—n del VPH es importante para los estudios epidemiol—gicos 

mundiales que evalœan las infecciones por este virus, e incluso ayuda a 

establecer relaciones entre los tipos de VPH con las lesiones que producen[50].  

Las pruebas para detecci—n del VPH basadas en el ADN viral, como lo son la 

H2C o la Reacci—n en Cadena de la Polimerasa (PCR), son las m‡s utilizadas 

actualmente. Donde en la H2C se realiza un ensayo de hibridaci—n de ‡cidos 

nucleicos con una se–al de amplificaci—n utilizando quimioluminiscencia para la 

detecci—n cualitativa de 13 VPHs de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 

52, 56, 58, 59 y 68). Sin embargo, esta prueba no determina quŽ tipo o tipos 

virales est‡n presentes en la muestra. 

La PCR se emplea para amplificar la regi—n L1 de los VPHs, ya que esta regi—n 

es la m‡s conservada entre los distintos tipos virales. Existen pruebas para 

genotipificar los VPHs en una muestra en base a diferenciar la regi—n L1 de los 

distintos tipos virales. Una muy popular utiliza tiras para hibridaci—n reversa con 

sondas que pueden distinguir entre los tipos virales adem‡s de detectar 

coinfecciones. Los  diferentes estuches comerciales para genotipificaci—n var’an 

en los iniciadores utilizados para amplificar la regi—n L1. Entre dichos estuches 

comerciales se encuentra el Linear Array Genotyping Test de Roche¨, el cual 

utiliza los iniciadores MY 09/11 para obtener un producto de 450 pb que al 

hibridarse en la tira discrimina 37 genotipos (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 

40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 

73 (MM9), 81, 82 (MM4), 83 (MM7), 84 (MM8), IS39 y CP6108). Otro estuche 

de genotipificaci—n de VPH es el SPF10-INNO LiPA HPV Genotyping Test que 

amplifica un fragmento de 65 pb en el que se pueden genotipificar 25 diferentes 

VPHs. Se han realizado estudios de comparaci—n que concluyen que ambos 

estuches son altamente congruentes para detectar los genotipos de VPHs y 

altamente comparables en las metodolog’as[69]. Existen adem‡s estuches de 

genotipificaci—n basados en la hibridaci—n en chips de ADN y otros que emplean 

sondas TaqMan dirigidas a tipos espec’ficos de VPHs[32,70]. 
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La genotipificaci—n puede realizarse tanto en muestras citol—gicas como en 

biopsias de tejido embebido en parafina (FFPE), la desventaja del uso de este 

œltimo en comparaci—n con el ADN proveniente de tejidos frescos o muestras 

citol—gicas es que el ADN se degrada por el proceso de fijaci—n con formalina, 

la deshidrataci—n de los tejidos por los alcoholes utilizados, entre otros, lo que 

puede resultar en que se pierda la detecci—n de algunos tipos virales. Sin 

embargo hay estudios donde no se reportan diferencias significativas en la 

detecci—n de los tipos virales entre ambos tipos de muestras[71]. 

Otros estudios reportan la reamplificaci—n de los productos de PCR mediante el 

uso de los iniciadores GP5+ y GP6+, los cuales generan un producto 

amplificado de aproximadamente 150 pb. El uso de estos iniciadores aumenta 

de 10 a 100 veces m‡s la sensibilidad, sobre todo al observar los productos en 

geles[72]. Una vez obtenidos los PA se procesan por secuenciaci—n Sanger 

para identificar los genotipos. 

 

1.12 Cambios genŽticos en la progresi—n a CaCU . 

Es importante la bœsqueda de biomarcadores para el CaCU ya que actualmente 

se desconocen los factores involucrados en la progresi—n de infecciones de 

VPH persistentes a CaCU. Los biomarcadores son indicadores de un estado 

biol—gico y pueden servir como nuevos blancos terapŽuticos, para un monitoreo 

personalizado y/o una detecci—n oportuna. Estos pueden encontrarse por medio 

de diferentes tŽcnicas y actualmente una de ellas es la secuenciaci—n masiva, 

la cual nos proporciona diferentes ventajas como: 1) alta sensibilidad, ya que 

puede revelar mutaciones de una sola cŽlula; 2) un monitoreo de eficacia de 

tratamiento, 3) mejorar la comprensi—n de los cambios genŽticos conducentes 

al c‡ncer y de sus v’as oncogŽnicas, para distinguir entre mutaciones 

ÒconductorasÓ de las mutaciones ÒpasajerasÓ, 4) analizar la relevancia de la 

heterogenicidad intratumoral y 5) la identificaci—n de nuevos blancos 

terapŽuticos, as’ como nuevos genes asociados a c‡ncer, entre otros[73-75].  

Los tumores evolucionan de benignos a lesiones malignas acumulando una 

serie de mutaciones con el tiempo, que han sido estudiadas en diferentes tipos 
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de c‡ncer como el de colon. Aquellas mutaciones que confieren una ventaja 

selectiva de crecimiento para las cŽlulas tumorales se llaman mutaciones 

ÒconductorasÓ. Las mutaciones ÒpasajerasÓ son aquellas que no confieren 

alguna ventaja selectiva en el crecimiento celular [76]. 

En la mayor’a de las plataformas de secuenciaci—n se utiliza la tŽcnica de PCR 

para la elaboraci—n de las librer’as a secuenciar. Esta tŽcnica es muy adecuada 

para aumentar el rendimiento y con esto puede detectarse el espectro completo 

de los cambios gen—micos presentes en el c‡ncer. 

 

1.13 Bœsqueda de Biomarcadores oncogŽnicos por medio de 

secuenciaci—n masiva.  

La secuenciaci—n masiva de nueva generaci—n se ha empleado en numerosos 

trabajos recientes, y actualmente en la secuenciaci—n completa del genoma de 

diferentes tipos de c‡ncer[76]. Esto ha ayudado a confirmar genes asociados al 

c‡ncer, as’ como mutaciones antes no descritas en genes previamente 

asociados y en genes que no se hab’an relacionado con este tipo de 

neoplasias.   

En el 2010 Lee y cols., publicaron estudios de secuenciaci—n del genoma de 

muestras tumorales y normales de pulm—n de un paciente con adenocarcinoma, 

donde se descubrieron mutaciones som‡ticas en un rango de 17.7 por cada 

megabase de ADN secuenciado. Se lograron detectar un total de 43 variaciones 

estructurales y 530 polimorfismos de un solo nucle—tido (SNPs), incluyendo una 

en el proto-oncogen de KRAS y 391 en otras regiones codificantes. [77]. 

Otro estudio para identificar nuevos blancos moleculares en carcinoma de 

pulm—n de cŽlulas no peque–as (NSCLC) de un paciente no fumador y sin 

antecedentes familiares de c‡ncer, revel— una nueva fusi—n de genes entre 

KIF5B y el proto-oncogen RET causada por la inversi—n pericŽntrica de 

10p11.22-q11.21. Esta fusi—n sobreexpresa en el receptor tirosin cinasa 

quimŽrico de RET induce transformaci—n celular espont‡neamente. La misma 

mutaci—n se encontr— en otras dos muestras de 20 adenocarcinomas de pulm—n 
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primarios en un estudio de replicaci—n, sugiriŽndose como un blanco molecular 

para el diagn—stico y tratamiento personalizado de c‡ncer de pulm—n[78]. 

En el 2011, Stransky y cols., secuenciaron el exoma completo de 74 tumores de 

pacientes con c‡ncer de pulm—n pareados con su tejido normal. El perfil 

mutacional fue consistente con la exposici—n a tabaco. Se identificaron genes 

previamente asociados a esta neoplasia como TP53, CDKN2A, PTEN, PIK3CA 

y HRAS, adem‡s de algunos genes que no se hab’an implicado anteriormente 

con esta malignidad. Por lo menos el 30% de los casos mostraron mutaciones 

en genes reguladores de la diferenciaci—n escamosa como NOTCH1, IRF6 y 

TP53, implicando la desregulaci—n como un conductor de la carcinogŽnesis. Por 

lo que los resultados indican la habilidad de la secuenciaci—n para revelar 

mecanismos tumorogŽnicos fundamentales[79]. 

La secuenciaci—n masiva tambiŽn se emple— para la bœsqueda de nuevos 

mecanismos alterados en el genoma del c‡ncer de mama. En el trabajo de 

Stephens y cols., en el 2012 se secuenciaron 100 genomas de tumores para 

examinar los cambios som‡ticos en el nœmero de copias y las mutaciones en 

los exones de los genes codificantes de prote’nas. Ellos encontraron correlaci—n 

entre el nœmero de mutaciones, la edad de diagn—stico del c‡ncer y el grado 

histol—gico, observando tambiŽn firmas mutacionales mœltiples, incluyendo una 

presente en cerca del 10% de los tumores caracterizados por numerosas 

mutaciones de citosina en los dinucle—tidos TpC. Se identificaron: 1) 

mutaciones conductoras en genes no descritos en c‡ncer de mama, como 

AKT2, ARID1B, CASP8, CDKN1B, MAP3K1, MAP3K13, NCOR1, SMARCD1 y 

TBX3. 2) Mutaciones conductoras en al menos 40 genes y otros 73 genes 

mutados[80].  

En otros trabajos de secuenciaci—n del genoma de diferentes subtipos de 

c‡ncer de mama como el de Banerji y cols, se confirmaron mutaciones 

recurrentes en los genes previamente asociados: PIK3CA, TP53, AKT1, GATA3 

y MAP3K1. Adem‡s se descubrieron mutaciones en el gen del factor de 

transcripci—n CBFB y deleciones en RUNX1. Se identific— tambiŽn una fusi—n 
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entre MAGI3-AKT3 en tumores triple negativo (con falta de expresi—n de ERBB2 

y los receptores de estr—genos y progesterona)[81]. 

A la fecha los estudios de secuenciaci—n han identificado 140 genes que 

cuando se encuentran alterados por mutaciones intragŽnicas, pueden promover 

o conducir a la tumorigŽnesis. Un tumor t’pico contiene de 2 a 8 de estas 

mutaciones en genes conductores; mientras que las dem‡s mutaciones 

remanentes son pasajeras y no confieren ventajas selectivas de crecimiento. 

Estos genes conductores se clasifican en 12 v’as que regulan 3 procesos 

celulares: envejecimiento celular, sobrevivencia celular y el mantenimiento 

gen—mico. Aquellos tumores que poseen m‡s mutaciones que el promedio se 

les ha relacionado con la exposici—n a potentes mut‡genos como la luz UV y el 

humo de cigarro, en melanomas y c‡ncer de pulm—n, respectivamente[76]. 

Por todo lo anterior, se deduce que la identificaci—n de los eventos moleculares 

que conducen al CaCU es esencial para el desarrollo de pruebas diagn—sticas y 

blancos terapŽuticos para mejorar el resultado cl’nico.  

 

Como antecedente directo de este trabajo, la secuenciaci—n del genoma del 

CaCU se concluy— en el 2013, por Ojesina et al[82]. Esta haza–a se logr— por 

un equipo de investigaci—n internacional liderado por el instituto Broad del MIT y 

la Universidad de Harvard al que fue invitado nuestro grupo de trabajo y el 

Instituto Nacional de Medicina Gen—mica. El proyecto abarc— la secuenciaci—n 

completa gen—mica de 14 muestras tumorales pareadas con su muestra normal 

y la secuenciaci—n del exoma de 118 muestras tambiŽn pareadas. Adem‡s se 

obtuvieron tambiŽn los datos de RNAseq. Las muestras fueron provenientes de 

pacientes de Noruega (n=102) y MŽxico (n=16). Se encontraron mutaciones 

recurrentes en genes previamente asociados a c‡ncer como ELF3, 

sustituciones en MAPK1 (7%), en el 9% de las muestras mutaciones 

inactivadoras en el gen HLA-B, mutaciones en EP300 en el 16% de las 

muestras, FBXW7 (14%), CASP8 (5%) Y ERBB2 (5%) (Figura 2). Las muestras 

positivas para VPH mostraron m‡s frecuencia de mutaciones som‡ticas, en 

especial en los dinucle—tidos Tp*C, y m‡s variaciones en el nœmero de copias 
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que en los tumores VPH negativos. Este trabajo arroj— una lista de genes con 

mayor frecuencia de mutaciones en las muestras, entre ellos el m‡s frecuente 

fue PIK3CA[83], incluyendo genes que no se hab’an asociado con el CaCU 

como FBXW7, MAPK1 y EP300. El gen HLA-B que no hab’a sido asociado con 

este tipo de neoplasia tipo epitelial. Sin embargo, el nœmero de muestras de 

pacientes mexicanas fue relativamente bajo, por lo que resultaba pertinente 

aumentar el nœmero de muestras provenientes de nuestro pa’s y validar si los 

genes identificados con mayor frecuencia de mutaciones en este estudio 

internacional se confirmaban mutados en el genoma tumoral de muestras de 

CaCU de pacientes mexicanas. Esto con el fin de identificar posibles 

biomarcadores en aras de mejorar el diagn—stico, pron—stico y/o tratamiento de 

esta enfermedad.  

 

 

Figura 2. Genes postulados como posibles biomarcadores y su frecuencia de 

mutaciones en las muestras. Se muestra la clasificaci—n de las muestras por 

tipo histol—gico, tipo de VPH y h‡bito de fumar de las pacientes. 
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1.14 Secuenciaci—n masiva por medio de la plataforma de Ion  Torrent. 

La tŽcnica de secuenciaci—n de Ion Torren es una tŽcnica que elimina la 

complejidad de la detecci—n —ptica de la mayor’a de los mŽtodos de 

secuenciaci—n masiva. En este caso la secuenciaci—n se lleva a cabo con 

nucle—tidos sin modificar, que al incorporarse a la cadena siendo polimerizada 

se libera un hidr—geno y Žste se detecta con un semiconductor. Aunque esta 

tŽcnica tiene una baja capacidad para secuenciaci—n en paralelo, se utiliza 

principalmente en segmentos de interŽs cortos. A pesar de que no esta exenta 

de errores, es la tŽcnica de secuenciaci—n masiva m‡s r‡pida y de m‡s bajo 

costo disponible y su capacidad ha ido incrementando gradualmente[84].  

La tecnolog’a de secuenciaci—n masiva de nueva generaci—n tiene el potencial 

de transformar el entendimiento de la oncogŽnesis, las tŽcnicas para la 

investigaci—n en c‡ncer y su tratamiento. Esta tŽcnica examina los cambios 

presentes en el genoma del c‡ncer, pero requiere de una inversi—n 

considerable en el procesamiento y la recolecci—n de las muestras, el an‡lisis 

computacional y la interpretaci—n bioinform‡tica de los resultados. Sin embargo 

los avances de esta tecnolog’a bajar‡n los costos de la misma y aumentar‡n la 

velocidad y la precisi—n del proceso, permitiendo su aplicaci—n a espec’menes 

m‡s peque–os y aumentando su accesibilidad para los investigadores.  
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CAPêTULO II: JUSTIFICACIîN. 

 

2. Justificaci—n. 

 

Como resultado del proyecto internacional de la secuenciaci—n del genoma del 

CaCU al que nuestro grupo fue invitado, se ha generado una lista de genes 

asociado a esta neoplasia. 

 

Resulta necesario investigar estos posibles biomarcadores gŽnicos en un mayor 

nœmero de muestras de nuestra poblaci—n, en aras de mejorar el diagn—stico, 

pron—stico y tratamiento de esta neoplasia de gran impacto en nuestro pa’s.  
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CAPêTULO III: OBJETIVOS. 

 

3.1 Objetivo General. 

Validar mutaciones som‡ticas reveladas por el proyecto gen—mico de la 

iniciativa Slim en Medicina Gen—mica (SIGMA por sus siglas en inglŽs) del 

CaCU, en biopsias tumorales de pacientes mexicanas. 

 

3.2 Objetivos Espec’ficos. 

1. Generar un biobanco con muestras de tumores cervicouterinos e 

informaci—n demogr‡fica, cl’nica y epidemiol—gica de las pacientes del 

noreste de MŽxico diagnosticadas con CaCU. 

2. A partir del ADN recuperado de las muestras de los tumores, tipificar el 

genoma viral presente. 

3. Rastrear en el genoma de las cŽlulas tumorales, mutaciones en los 

genes identificados como posibles biomarcadores por el proyecto de 

secuenciaci—n del genoma del CaCU. 

4. Asociar las mutaciones gŽnicas (biomarcadores) y el tipo viral 

encontrados, con las car‡cter’sticas cl’nicas y epidemiol—gicas de las 

pacientes. 
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CAPêTULO IV: MATERIAL Y MƒTODOS. 

 

4.1 Lugar de realizaci—n del estudio e instituciones partic ipantes. 

 

El desarrollo experimental del proyecto tuvo como sede la Unidad de 

Biotecnolog’a MŽdica del Departamento de Bioqu’mica y Medicina Molecular de 

la Facultad de Medicina de la Universidad Aut—noma de Nuevo Le—n. 

 

Las instituciones participantes cuya colaboraci—n hizo posible este trabajo 

fueron: 

¥ El Departamento de Anatom’a Patol—gica del Hospital Universitario ÒDr. 

JosŽ Eleuterio Gonz‡lezÓ de la UANL. 

¥ El lnstituto Nacional de Medicina Gen—mica (INMEGEN) de la Secretar’a 

de Salud del Gobierno Federal. 

 

4.2 Material  

 

4.2.1 Origen de los reactivos 

Los reactivos utilizados para realizar la PCR fueron obtenidos de las siguientes 

casas comerciales: la enzima DNA polimerasa Taq y el MgCl2 de Promega 

Corporation (Madison,Wi, EUA) y los dNTPs de GIBCO-BRL (Gaithersburg, MD, 

EUA,). Los oligonucle—tidos utilizados fueron sintetizados por la compa–’a IDT 

Technologies (Coralville, IA, EUA). La extracci—n de ADN total a partir de tejido 

embebido en parafina se realiz— con el estuche comercial NucleoSpin FFPE 

DNA extraction de MACHERY-NAGEL Inc. (Bethlem, PA, EUA). La purificaci—n 

de productos de PCR se llev— a cabo con el reactivo ExoSAP-IT de Affimetrix 

Inc (Santa Clara, CA, EUA). La reacci—n de secuenciaci—n se llev— a cabo con 

el estuche de ciclo de secuenciaci—n BigDye Terminator v3.1de Applied 

Biosystems (Foster City, CA, EUA). La purificaci—n de los productos de la PCR 

del ciclo de secuenciaci—n se llev— a cabo con el estuche de purificaci—n BigDye 

XTerminator (Foster City, CA, EUA). Las sondas utilizadas para la cuantificaci—n 
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de las muestras por PCR en tiempo real fueron sondas TaqMan Copy Number 

Reference Assay, RNase P, y el TaqMan Universal PCR Master Mix de Applied 

Biosystems (Foster City, CA, EUA). La elaboraci—n de las librer’as se llev— a 

cabo con los estuches comerciales 5X Ion Ampliseq HiFi Master Mix, 2X 

IonAmpliseq Primer Pool y reactivo FuPa de Applied Biosystems (Foster City, 

CA, EUA). La ligaci—n y purificaci—n de adaptadores se emplearon los estuches 

Ion P1 Adapter, Ion Xpress Barcode 1-96, Soluci—n Switch, DNA ligase, 

Agentcourt AMPure XP, Low TE y el Agencourt AMPure Xp Reagent de Applied 

Biosystems (Foster City, CA, EUA). La cuantificaci—n de las librer’as 

amplificadas por el mŽtodo de Qubit 2.0 Fluorometer se llev— a cabo con los 

reactivos Qubit dsDNA HS, buffer Qubit dsDNA HS de Life Technologies 

(Carlsbad, CA, EUA). La cuantificaci—n de las librer’as amplificadas con el 

Agilent Bioanalyzer se llev— a cabo con el estuche High Sensivity de Agilent 

Technologies (Santa Clara, CA, EUA). La PCR en emulsi—n se llev— a cabo con 

el estuche comercial Ion One Touch 2X Mix, Ion OneTouch Enzyme Mix y Ion 

OneTouch 200 Ion Sphere Particles de Applied Biosystems (Foster City, CA, 

EUA). La secuenciaci—n se llev— a cabo con los estuches comerciales  Ion 

OneTouch 200 Template Kit y el Ion PGM 200 Sequencing Kit de Applied 

Biosystems (Foster City, CA, EUA). 

 

4.2.2 Material Biol—gico. 

Las muestras de los tejidos embebidos en parafina se recolectaron en el 

Departamento de Anatom’a Patol—gica del Hospital Universitario ÒDr. JosŽ 

Eluterio Gonz‡lezÓ de la UANL. Todas las muestras se almacenaron a 

temperatura ambiente. 

 

4.3 Equipo. 

Para la realizaci—n de este trabajo se utiliz— el siguiente equipo: 

microcentr’fugas Eppendorf modelos 5402 y 5415, fuentes de poder ISCO 494 ( 

ISCO, Nebraska, EUA), EC 600 ( E-C Aparatus Corporation, St. Petersburg, 

Florida) y BRL 250 (Gibco-BRL), una centr’fuga Beckman allegraTM  21R, 
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modelo 367570, un agitador de tubos Barnstead Termolyne modelo Maxi Mix 

(Bubuque, IOWA, EUA), una placa agitadora con control de temperatura marca 

Corning modelo PC320 (N.Y., EUA), un secuenciador autom‡tico Abi 3130 de 

Applied Biosystems (Foster City, CA, EUA). Un congelador TSU series 300A de 

la compa–’a Thermo Scientific (Waltham, MA, EUA), un termomixer 5436 

(Eppendorf). Para visualizar los geles de agarosa se utiliz— el fotodocumentador 

UVITEC (Cambridge, Reino Unido). Para la cuantificaci—n del ADN y an‡lisis de 

calidad se utiliz— el equipo nano Drop 2000 de la compa–ia Thermo Scientific 

(Waltham, MA, EUA). Los reactivos se almacenaron en un congelador CV 16 

marca TorRey (Monterrey, NL, Mex). El termociclador utilizado fue el modelo 

9902 Verity Thermal Cycler de Appilied Biosystems (Foster City, CA, EUA).  

El procesamiento de los datos se realiz— en computadoras Apple modelo 

MacBook Pro 13. Los procesadores de texto utilizados fueron: Microsoft Word 

for Mac 2011 versi—n 14.1.0 (Redmon, WA, EUA), procesadores de gr‡ficos 

Microsoft Power Point para Mac 2011Versi—n 14.1.0 (Redmon, WA, EUA), 

EndNote basic de Web Of Knowlege de Thomson Reuters. Los programas de 

an‡lisis en Biolog’a Molecular utilizados fueron: Gene coder 4 for Mac de 

Molecular Biology software, Ion Reporter de Applied Biosystems (Foster City, 

CA, EUA), Oncotator del Broad Institute (www.broadinstitute.org/oncotator), el 

cat‡logo de mutaciones som‡ticas en c‡ncer COSMIC 

(http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic/) y la base de datos 

de Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). 

  

4.4 MŽtodos: 

 

4.4.1 Estrategia General.  

El protocolo fue sometido al ComitŽ de ƒtica de la Facultad de Medicina de la 

Universidad Aut—noma de Nuevo Le—n, con la clave BI11-002 (ANEXO 1). 

DespuŽs de su aprobaci—n se colectaron bloques de biopsias de tejido tumoral 

de pacientes con diagn—stico de CaCU, en el Departamento de Anatom’a 

Patol—gica del Hospital Universitario ÒDr. JosŽ Eleuterio Gonz‡lezÓ, en los que 
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se marc— la zona tumoral. Se realiz— extracci—n del ADN de las zonas 

tumorales. A las muestras de ADN se les realiz— una PCR para amplificar la 

regi—n L1 del virus de VPH y estos productos se secuenciaron por la tŽcnica 

Sanger para la genotipificaci—n del VPH. Con estas mismas muestras de ADN 

se realiz— secuenciaci—n masiva de los genes candidatos a biomarcadores con 

la plataforma de Ion Torrent. Se realiz— el an‡lisis de secuencias en bœsqueda 

de mutaciones con el programa Oncotator, as’ como una comparaci—n entre 

datos epidemiol—gicos y factores de riesgo involucrados en la progresi—n a 

CaCU con el programa estad’stico SPSS (Figura 3).   

Figura 3. Estrategia general. 

 

4.4.2. Selecci—n de muestras. 

Las biopsias provinieron del archivo de tejidos tumorales embebidos en parafina 

provenientes de pacientes con CaCU del Departamento de Anatom’a 

Patol—gica y Citolog’a del Hospital Universitario ÒDr. JosŽ Eleuterio Gonz‡lezÓ y 

eran de pacientes diagnosticadas con CaCU en diferentes estadios entre el 
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2008 y 2011. La pat—loga seleccion— muestras que contaran con un porcentaje 

de cŽlulas tumorales igual o mayor al 90%. En cada bloque se marc— la zona 

tumoral y a partir de esa zona se tom— una muestra con un sacabocados de 2 

mm y se coloc— en un tubo eppendorff de 1.5 ml. De cada paciente se 

obtuvieron los datos geogr‡ficos y epidemiol—gicos a partir de los expedientes e 

historial cl’nico, as’ como de datos de interŽs como factores de riesgo (ANEXO 

2). 

 

4.4.3. Extracci—n de ADN. 

A partir de la muestra tomada de la zona tumoral se realiz— la extracci—n de 

ADN empleando el estuche NucleoSpin FFPE DNA extraction, siguiendo el 

protocolo descrito por el fabricante, el cual se describe a continuaci—n: 

 

1. Desparafinizaci—n: Se pesaron aproximadamente 15 mg de tejido. Se 

agregaron 400 " l del reactivo Parafin Disolver¨. Se calent— 3 minutos a 60¼C 

en agitaci—n (1400 rpm). Se agit— de forma mec‡nica por unos minutos, hasta 

que se observ— que ya no hubiera parafina solidificada. Se dej— enfriar. 

2. Lisis de la muestra: Se a–adieron 100 " l de buffer de lisis y se agit— por 

agitaci—n mec‡nica vigorosamente por 2 minutos. Fue importante la agitaci—n 

para la lisis y liberaci—n de ‡cidos nucleicos en este paso. Se centrifug— a 

11,000 gravedades (g) por un minuto. Se descart— la fase org‡nica (superior). 

Se agregaron 10 " l de Proteinasa K, se mezcl— por inversi—n y se dej— a 

temperatura ambiente (25¼C) toda la noche. 

 

3. Reacciones cruzadas: Se a–adieron 100 " l del buffer D-Link y se mezcl— 

gentilmente. Se centrifug— la muestra a 11,000 g por 1 minuto. Se incub— a 

90¼C por 30 minutos. 

 

4. Ajuste de condiciones de uni—n: Se a–adieron 200 " l de etanol a 96¼ y se 

mezclaron. Se realiz— una centrifugaci—n a 11,000 g por 1 minuto. 
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5. Uni—n del ADN: Se tom— la fase acuosa (inferior) ~450 " l y se coloc— en el 

tubo con la columna. Se centrifug— a 2,000 g por 1 minuto. Hasta la eluci—n 

completa del contenido. Se desech— el tubo de recolecci—n. 

 

6. Lavado y secado de la columna: Se a–adieron 400 " l del Buffer de lavado y 

se realiz— una centrifugaci—n a 11,000 rpm por 30 segundos. Se cambi— el tubo 

de recolecci—n y se repiti— el lavado centrifugando por 2 minutos. Se desech— el 

tubo de recolecci—n. 

 

7. Eluci—n de ADN: Se coloc— un microtubo como tubo de recolecci—n. Se 

a–adieron a la columna de 20 a 30 " l del Buffer de eluci—n sin tocar la 

membrana y se centrifug— a 11,000 g por 30 segundos.  

 

4.4.4. Control de calidad de las muestras de ADN.  

1. Cuantificaci—n: Se tom— una al’cuota de 1 " l de cada ADN y se le midi— 

su absorbancia en el Nanodrop. 

2. Determinaci—n de pureza: Se tom— 1 " l de la muestra y se evalu— su 

pureza con los cocientes de absortividad 260/280 y 260/230 nm. El 

criterio de aceptaci—n para el cociente 260/280 fue de 1.8-2.0 y para el 

cociente 260/230 fue de 2.0-2.2. 

3. Integridad: Se observ— la integridad de la muestra en un gel de agarosa 

al 1% te–ido con bromuro de etidio. 

4. Control de calidad del ADN por medio de PCR: Para comprobar que el 

ADN extra’do fuera amplificable por medio de PCR se emplearon 

iniciadores que generaban un producto amplificado de 149 pb, 

correpondientes a un fragmento del gen TNF# humano. Los iniciadores 

utilizados fueron los siguientes: Fwd AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT 

y Rv TTGGGGACACAAGCATCAAGG. Los productos se observaron en 

un gel de agarosa al 2.5% te–ido con bromuro de etidio. 
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4.4.5. Genotipificaci—n de las muestras. 

4.4.5.1 Estandarizaci—n de la PCR para amplificar la regi—n L1 d el 

VPH.  

Debido a la degradaci—n de las muestras por los procesos de parafinizaci—n 

y fijaci—n con formalina, no se les realiz— la genotipificaci—n con hibridaci—n 

reversa en tiras, ya que el producto de amplificaci—n de los PGMYs es de 

aproximadamente 450 pb. Por lo que se opt— emplear el producto genrado 

con los iniciadores GPs (GP5+ [5Õ-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3'] 

GP6+ [5Õ-GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3']) el cual es de 150 pb 

aproximadamente. Esta regi—n del VPH se amplific— por medio de una 

reacci—n de PCR referida como Òtouch downÓ (Cuadros 1 y 2). 

 

Cuadro 1: Condiciones de la reacci—n de PCR amplificar la region L1 del VPH 

empleando los iniciadores GP5+ y GP6+. 

 

Reactivos 

(concentraci—n inicial) 

Concentraci—n final Volumen final 

Buffer 10X 1x 3 

MgCl
2 25 mM 4.8 mM 4.2 

dNTPÕs 10 mM 0.2 mM 0.6 

GP5+ 10 mM 1  ! M 3 

GP6+ 10 mM 1 ! M 3 

Taq Gold 5 U/! l 0.075 U/! l 0.45 

DNA 100 ng --- 

H
2
O Llevar a volumen final --- 

Vol. Final 30 ! l 30 ! l 
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Cuadro 2: Programa para amplificar la regi—n L1 del VPH. 

 

Etapa Ciclos Temperatura 

Desnaturalizaci—n 1 94¼C, 1 min 

Alineamiento TD 21 50-40¼C, 2 min 0.5¼C/ ciclo 

Alineamiento adicional  29 40¼C, 2 min 

Extensi—n  72¼C, 1.5 min 

Extensi—n final 1 72¼C, 4min 

 

4.4.5.2 Visualizaci—n de los productos de PCR de l a regi—n L1 del 

VPH amplificados con los iniciadores GPs y secuencia dos 

por la tŽcnica de Sanger. 

Se observaron los productos amplificados en un gel de agarosa al 2.5%, donde 

el producto esperado fue de 150 pb. Para realizar la genotipificaci—n viral del 

VPH se emple— el mŽtodo de Sanger para secuenciar los productos de PCR 

obtenidos por los primers GPs. Los productos de PCR se purificaron con 

ExoSAP-IT de Affimetrix (Exonucleasa y Fosfatasa alcalina en buffer) donde la 

Exonucleasa I degrada los residuos de los iniciadores de cadena sencilla 

residuales y cualquier cadena de sencilla de ADN extra–a producida por la 

PCR, mientras que la Fosfatasa Alcalina hidroliza los dNTPs no consumidos y 

los primers que pudieran haber quedado dentro de la reacci—n y que pudiera 

intervenir con el proceso de secuenciaci—n. Se agregaron 3 " l de ExoSAP-IT a 

7 " l del producto de PCR. Se incubaron 30 minutos a 37¼C y 10 minutos a 80¼C 

para inactivar las enzimas. DespuŽs de este proceso de purificaci—n se dividi— 

el producto en 2 al’cuotas y a cada una se le a–adi— 1 " l del primer 

correspondiente (a una el primer Fwd GP5 y a la otra al’cuota el primer Rv 

GP6), 3 " l de agua MilliQ y 1 " l de Big Dye Terminator de Applied Biosystems. 

A esta reacci—n se le realiz— una PCR bajo las siguientes condiciones: 

Desnaturalizaci—n: 96¼C por 1 minuto. Alineamiento: 25 ciclos de 96¼C por 10 

segundos, 50¼C por 5 segundos y 60¼C por 4 minutos. Terminaci—n: 4¼C hasta 

la siguiente purificaci—n.  
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Los productos fueron purificados con Big Dye XTerminator, el cual esta 

dise–ado para aislar los componentes del ciclo de secuenciaci—n como sales, 

los nucle—tidos fluor—foros no incorporados y los dNTPs para prevenir su 

coinyecci—n al equipo con los productos marcados con fluor—foros. El reactivo 

se a–ade directamente a la reacci—n de secuenciaci—n y se agita por agitaci—n 

mec‡nica. Durante la agitaci—n, los reactivos del BigDye XTerminator capturan 

e inmovilizan los componentes no deseados. DespuŽs de la agitaci—n por 

agitaci—n mec‡nica, la reacci—n se centrifug— para mover la fracci—n insoluble 

de la mezcla de reacci—n. El BigDyeXterminator Purification Kit consta de dos 

reactivos: 

¥ XTerminator Solution: El cual captura los terminadores marcados y 

sales libres posteriores a la reacci—n del ciclo de secuenciaci—n.  

¥ SAM Solution: La cual mejora el rendimiento del reactivo de BigDye 

XTerminator y estabiliza la muestra despuŽs de la purificaci—n. 

La purificaci—n con el BigDye XTerminator se llev— a cabo a–adiendo a cada 

reacci—n posterior al ciclo de secuenciaci—n 45" l de la soluci—n SAM, 

procurando agitarla a m‡xima velocidad previamente y sin permitir una 

sedimentaci—n mayor a 2 minutos. Posteriormente se a–adi— la soluci—n 

XTerminator agitando previamente por agitaci—n mec‡nica por 10 segundos 

hasta homogenizar. Se agregaron 10" l de esta soluci—n a cada reacci—n. 

Para su lectura en el analizador genŽtico, se cubrieron las reacciones con 

MicroAmp Clear Adhesive Films. Posteriormente se agitaron por agitaci—n 

mec‡nica por 30 minutos a m‡xima velocidad y finalmente se centrifugaron. 

Para posteriormente ser secuenciados en el ABI PRISM¨ 3100 Genetic 

Analyzer. 

 

4.4.5.3 Genotipificaci—n. 

Se obtuvieron 2 secuencias, la cadena positiva (GP5+ Fwd primer) y la cadena 

negativa (GP6+ Rv primer), las cuales fueron ensambladas con los programas 

GeneStudio y Gene Coder, junto con las herramientas del NCBI para alinear las 
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secuencias con las ya reportadas en la plataforma del NCBI. De esta forma se 

diferenciaron los genotipos y se clasific— el tipo viral de acuerdo a la homolog’a. 

 

4.4.6. Secuenciaci—n de genes candidatos para biomarcadore s de CaCU. 

Lo genes candidatos a biomarcadores fueron: PIK3CA, FBXW7, KRTAP4-11, 

HLA-B, TP53, PTEN, ZNF706, TUBGCP6, EP300, MAPK1, RSPH6A, POU4F2, 

HLA-A y ERBB2. Estos corresponden a una totalidad de 56.45 kb. Para el 

an‡lisis de estos genes se seleccion— la platafoma de Ion Torrent. 

 

4.4.6.1 Dise–o de Ion Ampliseq Cu stom Target Selection Technology.  

Esta plataforma se encuentra acoplada a la plataforma de secuenciaci—n de Ion 

Torrent, emplea bajas cantidades de ADN y la capacidad de realizaci—n de 

miles de PCR multiplex en un solo tubo, llegando a analizar miles de genes 

blanco.  

El dise–o de los pools de iniciadores para amplificar los genes candidatos se 

realiz— con la herramienta Ion Ampliseq Designer, la cual permite crear un panel 

personalizado s—lo los genes de interŽs (www.ampliseq.com). Se genera el 

dise–o de los iniciadores —ptimos en horas. Comœnmente el dise–o suele ser de 

1 a 3 pools de iniciadores. Para esto se realiz— un registro en la plataforma Ion 

Ampliseq Designer (ampliseq.com). Posteriormente se agregaron los s’mbolos 

de los genes basados en la nomenclatura HUGO y las regiones que se 

deseaban secuenciar. En este trabajo se decidi— secuenciar las regiones 

codificantes y las regiones UTR de cada gen, usando el genoma de referencia 

hg19. En seguida se optimiz— el tama–o de los amplicones deseados, en este 

caso al ser muestras de tejidos embebidos en parafina se seleccion— un tama–o 

aproximado de amplicones de 150 pb. DespuŽs se recibi— la notificaci—n de que 

el dise–o ya se encontraba listo. El dise–o cuenta con un pre-pool de pares de 

iniciadores y una placa donde se encuentran los pares de iniciadores de 

manera individual. 
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4.4.6.2 Construcci—n de la librer’a. 

 

Cuantificaci—n del ADN: Para cuantificar el ADN se utilizaron sondas TaqMan 

para la detecci—n por PCR en tiempo real del gen RNasa P, los cual nos permite 

cuantificar el ADN amplificable, ya que por su naturaleza de proveniencia, otros 

mŽtodos de cuantificaci—n como la densitometr’a no son capaces de discriminar 

entre ADN y ARN y son mucho m‡s sensibles a la detecci—n de peque–os 

fragmentos de hidrolizados de ARN. Por lo que los mŽtodos por espectrometr’a 

con Nanodrop pueden llevar a la sobreestimaci—n de la concentraci—n de ADN 

en la muestra, lo cual da como resultado una baja calidad de las librer’as, baja 

concentraci—n y bajos rendimientos de la librer’a. 

 

Amplificaci—n de los genes blanco: Se utilizaron dos pool de iniciadores que 

entre ambos generan 613 amplicones. Para cada combinaci—n se agregaron los 

siguientes reactivos preparados en una mezcla previa (cuadro 3), en una placa 

—ptica MicroAmp. 

 

Cuadro 3. Mezcla de reactivos para la amplificaci—n de los genes blanco. 

Componente Volumen (" l) 

5X Ion AmpliSeq HiFi Master Mix 4 

2X Ion AmpliSeq Primer Pool 10 

Muestra de ADN (10 ng) Y 

Agua libre de nucleasas (6-Y) 

Total 20  

 

Se mezcl— y se llev— a cabo la reacci—n de PCR en el termociclador Verity 96-

well de AB con el siguiente programa (Cuadro 4). 

 

Cuadro 4: Condiciones de amplificaci—n de la librer’a. 

Etapa Temperatura Tiempo 

Activaci—n de la enzima 99¼C 2 min 



! $' !

Desnaturalizaci—n 99¼C 15 seg 

Alineamiento y extensi—n 60¼C  4 min* 

 10¼C # 

*4 minutos para dise–os $1536 pares de primers por pool. 

 

Para el nœmero de ciclos utilizados se eligi— de acuerdo al cuadro 5, la cual se 

basa en el dise–o del panel y por la naturaleza de la muestra, el nœmero de 

ciclos fue de 19. 

 

Cuadro 5. Nœmero de ciclos para la amplificaci—n de la librer’a de acuerdo al 

nœmero de iniciadores que conforman al pool. 

Pares de iniciadores por 

pool 

Nœmero de ciclos para 

ADN est‡ndar 

Nœmero de ciclos para 

ADN FFPE 

12-24 21 24 

25-48 20 23 

49-96 19 22 

97-192 18 21 

193-384 17 20 

385-768 16 19 

769-1536 15 18 

1537-3072 14 17 

3073-6144 13 16 

 

Los productos de PCR se guardaron a 10¼C toda la noche y se procesaron al 

d’a siguiente. Para periodos m‡s largos se guardaron a -20¼C. 

 

Digesti—n parcial de la s secuencias de los iniciadores: Se removi— el sello 

de la placa, se a–adieron 2 " l del reactivo FuPa a cada muestra amplificada. El 

volumen total fue de 22 " l. Se mezcl—, se sell— la placa con el adhesivo 

MicroAmp y se coloc— en el termociclador para correr el programa (Cuadro 6). 

 



! $( !

Cuadro 6. Condiciones para la digesti—n parcial de las secuencias de los 

iniciadores. 

Temperatura Tiempo 

50¼C 10 min 

55¼C 10 min 

60¼C 20 min 

10¼ Mantener por m‡s de 1 hora 

 

 

Ligaci—n de adaptadores y puri ficaci—n: Debido a que se utilizaron diferentes 

muestras para secuenciar la misma colecci—n de genes blanco o librer’a, se 

asign— a cada muestra un c—digo de barra ÒXÓ. Se prepar— un mix del ÒIon P1 

AdapterÓ y ÒIon Xpress Barcode XÓ en una diluci—n de 1:4 para cada adaptador 

(Tabla 6). Sustituyendo 2 " l del mix del adaptador de c—digo de barras por los 

adaptadores del Ion AmpliSeq. Por ejemplo, se combinaron los volœmenes 

indicados en el siguiente cuadro.  

Nota: Para evitar contaminaciones cruzadas se cambiaron los guantes 

constantemente, abriendo un tubo a la vez al estar manejando los adaptadores 

con los c—digos de barra.  

 

Cuadro 7. Ejemplo de mix de c—digo de barras con adaptador para 4 

reacciones. 

Componente Volumen 

Ion P1 Adapter 2 " l 

Ion Xpress Barcode X* 2 " l 

Agua libre de nucleasas 4 " l 

Total 8 " l 

 *X = C—digo de barras seleccionado. 

 

Montaje y realiza ci—n de la reacci—n de ligaci—n: Si se observaba 

precipitaci—n en la soluci—n ÒSwitchÓ, se mezcl— a temperatura ambiente hasta 
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resuspender. Se removi— el sello de la placa y a cada pozo con la muestra 

digerida se le a–adieron los componentes de la mezcla (Cuadro 8). Mezclando 

previamente la soluci—n ÒSwitchÓ con los adaptadores antes de a–adir.  

 

Cuadro 8. Mezcla de componentes para realizar la reacci—n de ligaci—n. 

Componente Volumen 

Soluci—n Switch 4 " l 

Mix de c—digos de barra diluidos  2 " l 

Volumen total (incuye 22 " l de librer’a digerida) 28 " l 

 

Se a–adieron 2 " l de ÒDNA LigaseÓ a cada pocillo. Se mezcl—, se sell— la placa 

con adhesivo de MicroAmp y se corri— en el termociclador (Cuadro 9) 

 

Cuadro 9. Condiciones para realizar la reacci—n de ligaci—n. 

Temperatura Tiempo 

22¼C 30 min 

72¼C 10 min 

10¼C Mantener 

 

Purificaci—n de la librer’a no amplificada: Se realiz— una mezcla empleando 

el reactivo ÒAgencourt AMPureÓ al 1.5X, el cual se pipete— gentilmente y 

previamente se mezcl— por agitaci—n mec‡nica para dispersar las perlas. 

Utilizando alcohol al 70% preparado recientemente se mezcl— con agua libre de 

nucleasas para lograr la diluci—n 1.5X.  

 

Cuidadosamente se removi— el sello de la placa y se a–adieron 45 " l (1.5X 

muestra volumen) del reactivo ÒAgentcourt AMPure XPÓ a cada librer’a y se 

mezclaron bien las perlas con el ADN. Se incub— la mezcla por 5 minutos a 

temperatura ambiente. 

Se coloc— la placa en un rack magnŽtico y se incub— por 2 minutos hasta que la 

soluci—n se limpi—. Cuidadosamente se removi— y se descart— el sobrenadante 
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sin tocar el sedimento o pastilla formada. Se a–adieron 150 " l de etanol al 70% 

recientemente preparado, y se movi— la placa de lado a lado en el rack 

magnŽtico para lavar las perlas, despuŽs se removi— y se descart— el 

sobrenadante sin tocar la pastilla. Se repiti— el paso 4, para realizar un nuevo 

lavado. Para evitar restos de etanol en los pocillos se mantuvo la placa a 

temperatura ambiente por 5 minutos en el rack magnŽtico para evaporar los 

restos de etanol. 

 

Cuantificaci—n de la librer’a sin amplificar por qPCR: Primero se eluy— la 

librer’a sin amplificar de AmpliSeq, despuŽs se determin— la concentraci—n por 

qPCR con el Kit de cuantificaci—n Ion Library. DespuŽs de la cuantificaci—n por 

qPCR, se diluy— la librer’a a %20 pM previo a la preparaci—n del templado. Esta 

concentraci—n es la adecuada para la preparaci—n del templado utilizando el kit 

de preparaci—n de templado de Ion Torrent.  

 

Eluci—n de la librer’a sin amplificar: Se removi— la placa que conten’a la 

librer’a AmpliSeq del magneto, y se a–adieron 50 " l de Low TE a la pastilla para 

dispersar las perlas. Se mezcl— y se coloc— la placa en el rack magnŽtico por lo 

menos otros 2 minutos. Se removieron 2 " l del sobrenadante y se mezclaron 

con 198 " l de agua libre de nucleasas para su cuantificaci—n.  

 

Cuantificaci—n de la librer’a por qPCR y diluci—n: Las librer’as sin amplificar 

por lo general tienen rendimientos de 100-500 pM. Se prepararon diluciones 

seriadas de 10 de la librer’a control (E. coli DH10B, %68 pM; del kit de 

cuantificaci—n de librer’a de Ion) a 6.8 pM, 0.68 pM, y 0.068 pM. Se prepararon 

las mezclas de reacci—n. Para cada muestra, control y est‡ndar, se combinaron 

20 " l de 2X TaqMan Master Mix y 2 " l del 20X Ion TaqMan Assay y se 

mezclaron vigorosamente. Se dispensaron al’cuotas de 11 " l en los pocillos de 

una placa de PCR. Se a–adieron 9 " l de la librer’a AmpliSeq diluida (1:100) o 9 

" l de la diluci—n control en cada pocillo (dos pocillos por muestra, por librer’a), 

para un volumen total de reacci—n de 20 " l.  
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En el programa del equipo de PCR tiempo real se colocaron las 

concentraciones de los est‡ndares de la librer’a control, seguido de la 

referencia pasiva el ROX Reference Dye, el volumen de reacci—n de 20 " l, la 

selecci—n de FAM dye/MGB como el reportero o ÒquencherÓ de TaqMan y el mix 

de la librer’a TaqMan de Ion, bajo las condiciones del cuadro 10. 

 

Cuadro 10. Condiciones para la cuantificaci—n por qPCR. 

Etapa Temperatura Tiempo 

Mantener 50¼C 2 min 

Mantener 95¼C 20 segundos 

Ciclo (40 ciclos) 

 

95¼C 

60¼C 

1 segundo 

20 segundos 

 

Seguido de la qPCR, se calcul— la concentraci—n promedio de la librer’a 

AmpliSeq sin diluir, multiplicando la concentraci—n determinada por qPCR por 

100.  

Basado en el c‡lculo de la concentraci—n de la librer’a, se determin— quŽ 

diluci—n resulta en una concentraci—n de 20 pM. Para realizar esta diluci—n se 

emple— Low TE. Previo a la combinaci—n de las librer’as y preparaci—n del 

templado, se diluy— una al’cuota de cada librer’a a una concentraci—n de %20 

pM diluyendo con Low TE. 

 

4.4.6.3 Cuantificaci—n de las librer’as amplificadas con el B ioanalizador de 

Agilent 2100. 

La amplificaci—n de las librer’as es requisito de este mŽtodo para enriquecer el 

material amplificable y as’ obtener suficiente material para llevar a cabo la 

cuantificaci—n utilizando estos instrumentos. El estuche de cuantificaci—n de 

librer’a de Ion puede utilizarse para cuantificar las librer’as amplificadas. 

Para elu’r y amplificar la librer’a se utiliz— el Platinum PCR SuperMix High 

Fidelity. DespuŽs se purific— cada librer’a. DespuŽs de la cuantificaci—n, se 
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diluy— la librer’a a %20 pM previo a la preparaci—n del templado. Esta 

concentraci—n es la adecuada para la preparaci—n del templado utilizando un kit 

apropiado para la preparaci—n del templado de Ion. 

 

Eluci—n y amplificaci—n de librer’a. 

Se removi— la placa que contiene la librer’a AmpliSeq del rack magnŽtico y se 

a–adieron 50 " l del Platinum PCR SuperMix High Fidelity y 2 " l del Library 

Amplification Primer Mix a cada sedimento o pastilla de perlas. El SuperMix y 

Primer Mix pueden combinarse antes de agregarse y se mezcl— con la pipeta. 

Se coloc— la placa en el rack magnŽtico nuevamente por lo menos 2 minutos, y 

cuidadosamente se transfirieron %50 " l del sobrenadante de cada pocillo a una 

nueva placa de PCR de 96 pozos, sin tocar la pastilla o sedimento.  

Se sell— la placa con adhesivo MicroAmp, se coloc— el MicroAmp Compression 

Pad en la placa, se carg— la placa en el termociclador, y se corri— el siguiente 

programa (Cuadro 11). 

 

Cuadro 11. Condiciones para la amplificaci—n de la librer’a. 

Etapa Temperatura Tiempo 

Mantener 98¼C 2 min 

5 ciclos 98¼C 15 seg 

60¼C 1 min 

Mantener 10¼C Mantener 

 

Se procedi— con la purificaci—n de la librer’a. 

 

4.4.6.4 Purificaci—n de la librer’a amplificada.  

Se realiz— una purificaci—n doble con el Agencourt AMPure Xp Reagent, el cual 

se mezcl— por agitaci—n mec‡nica para dispersar las perlas antes de su uso y 

se pipete— lentamente.  
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¥ La primera purificaci—n a 0.5X perla-muestra volumen: El ADN de alto 

peso molecular se une a las perlas, mientras que los amplicones y 

primers se quedan en la soluci—n. Se guard— el sobrenadante 

¥ La segunda purificaci—n a 1.2X perla-muestra original volumen: Los 

amplicones se unen a las perlas y los primers permanecen en la 

soluci—n. Se guard— el sedimento de perlas y se eluyeron los amplicones 

de las perlas. 

 

Primera purificaci— n.  

1. Se a–adieron 25 " l (0.5X volumen muestra) del Agencourt AMPure XP 

Reagent a cada pocillo de la placa que contiene aproximadamente 50 " l 

de muestra, y se mezcl— por inmersi—n con pipeta arriba y abajo 5 veces 

para mezclar fuertemente la suspensi—n de perlas con el ADN. 

2. Se incub— la mezcla por 5 minutos a temperatura ambiente. 

3. Se coloc— la placa en un rack magnŽtico por 5 minutos o hasta que la 

soluci—n se encontrara completamente clara. 

4. Cuidadosamente se transfiri— el sobrenadante de cada pocillo de la placa 

a un pocillo de una nueva placa de 96 pozos para PCR, sin tocar el 

precipitado de perlas. Ya que en el sobrenadante se encuentran los 

amplicones deseados. 

 

Segunda purificaci—n.  

1. Al sobrenadante, se le a–adieron 60 " l (1.2X volumen original de 

muestra) de Agencourt AMPure XP Reagent, y se mezcl— por inmersi—n 

arriba y abajo 5 veces para mezclar la suspensi—n de perlas con el ADN. 

2. Se incub— la mezcla por 5 minutos a temperatura ambiente. 

3. Se coloc— la placa en el rack magnŽtico por 3 minutos o hasta que la 

soluci—n estuviera clara. Cuidadosamente se removi— y se descart— el 

sobrenadante sin perturbar el precipitado de perlas. Ya que en Žstas se 

encuentran unidos los amplicones deseados, por lo que se guard— el 

sedimento. 
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4. Se a–adieron 150 " l de etanol al 70% reciŽn preparado a cada pocillo, y 

se movi— la placa de lado a lado en el rack magnŽtico para lavar las 

perlas. Se removi— y se descart— el sobrenadante sin perturbar el 

sedimento. 

5. Se repiti— el paso 4, para realizar un segundo lavado. 

6. Se asegur— que todas las gotas de etanol se removieron de los pocillos. 

Manteniendo la placa en el rack magnŽtico, y dejando evaporar por 5 

minutos a temperatura ambiente. Para evaluar la sequedad del 

sedimento se rot— la placa 90 grados en el rack magnŽtico hasta que el 

sedimento migrara lentamente y no se secara de m‡s. 

7. Se removi— la placa del rack magnŽtico y se a–adieron 50 " l de Low TE 

al sedimento para dispersar las perlas. Se pipete— la mezcla arriba y 

abajo 5 veces para mezclar vigorosamente.  

8. Se coloc— la placa en el rack magnŽtico por lo menos 2 minutos y se 

analiz— una al’cuota del sobrenadante por Agilent Bioanalyzer, como se 

describe a continuaci—n. 

 

 

Cuantificaci—n de la librer’a y diluci—n con el Agile nt Bioanalyzer 

instrument. 

Se analiz— 1 " l de la librer’a amplificada en el Agilent Bioanalyzer con el Kit de 

Agilent High Sensivity DNA. Los amplicones de las librer’as deb’an tener 

mœltiples picos en rango de 125-300 pb de tama–o. Las librer’as amplificadas 

tienen concentraciones de 1000-5000 pM. Si la concentraci—n de la librer’a era 

mayor a 20000 pM, se diluy— la librer’a 1:10 y se repiti— la cuantificaci—n hasta 

obtener una medici—n m‡s adecuada. 

 

1. Se determin— la concentraci—n de la librer’a amplificada utilizando el 

software Bioanalyzer. Se asegur— que el marcador de los picos del m‡s 

alto y el m‡s bajo se identificaran y se asignaran correctamente. Se 
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siguieron las instrucciones del fabricante para realizar el an‡lisis de la 

regi—n.  

a. Se seleccion— el ’cono de ÒDataÓ en el panel de contexto, y se 

observ— el electroferograma de la muestra a cuantificar. 

b. Se seleccion— la ficha de tabla de regiones, y se insert— la regi—n que 

abarcaba los picos de los amplicones deseados.  

c. La molaridad se calcul— autom‡ticamente y se mostr— en la tabla en 

pmol/L (pM) 

2. Se determin— la diluci—n de la librer’a para obtener una concentraci—n de 

20 pM. Por ejemplo: 

¥ La concentraci—n de la librer’a fue de 3000 pM. 

¥ La diluci—n de la librer’a fue de 3000 pM/20 pM = 150. 

¥ Por lo tanto, 1 " l de la librer’a se mezcl— con 149 " l de Low TE (diluci—n 

1:150) lleva a aproximadamente 20 pM. 

3. Previo a la combinaci—n de las librer’as o de la preparaci—n del templado, 

se diluyeron al’cuotas de cada librer’a a una concentraci—n de 

aproximadamente 20 pM. Las librer’as diluidas se guardaron a 4¼C 

m‡ximo 48 horas. Las librer’as sin diluir a la misma temperatura, y por 

mayor tiempo a -20¼C. 

Antes de la preparaci—n del templado. 

Las librer’as estuvieron listas para la preparaci—n del templado, utilizando el kit 

de preparaci—n. Estas librer’as se diluyeron inmediatamente antes de la 

preparaci—n del templado. En general las librer’as del Ion AmpliSeq a 20 pM (o 

3ng/mL) abarcan suficientes  part’culas monoclonales Ion Sphere (ISPs). Por lo 

que se realizaron diluciones de templado adicionales de 10 pM (1.5 ng/mL) y de 

40 pM (6ng/mL) para optimizar la cobertura de las clonas ISPs. 
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4.4.6.5. PCR en emulsi—n. 

Ion OneTouch. 

El Ion OneTouch System es un sistema automatizado empleado para la 

generaci—n de part’culas de templado positivo Ion OneTouch 200 Ion Sphere 

para la secuenciaci—n semiconductiva (ISPs). 

 

Ion OneTouch 200 Template Kit v2 

El cual incluy— los reactivos para preparar 10 reacciones de part’culas templado 

positivas Ion Sphere (ISPs) en el Ion OneTouch System. 

 

Corrida de verificaci—n. 

Para segurar el uso —ptimo del sistema del Ion OneTouch, se prepar— una 

librer’a control enriquecida, de ISPs en el sistema. 

 

1. Se obtuvo la librer’a control de E. coli del kit de materiales de control de 

Ion, y se utiliz— la librer’a control 200 E. coli DH10B. 

2. En un tubo de ÒDNA LoBindÓ, se diluy— 1 " l de la librer’a control en 260 " l 

de agua libre de nucleasas. Se utilizaron 20 " l de la diluci—n en la 

soluci—n de amplificaci—n. 

3. Se siguieron las instrucciones de operado para instalar y utilizar el 

instrumento de Ion OneTouch ES para preparar las ISPs enriquecidas. 

4. Con el sistema Qubit2.0, se determin— el porcentaje de ISPs templado-

positivo. 

5. Se secuenci— la librer’a control en el sistema Ion Personal Genome 

Machine utilizando el chip de Ion adecuado. Se mont— el secuenciador 

Ion PGM a 260 flows. Se carg— la muestra, y despuŽs se analizaron los 

resultados. 

6. Se confirm— el Žxito de los resultados de la secuenciaci—n con la librer’a 

control. El resultado del AQ20 fue satisfactorio para continuar con el uso 

del equipo. 
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4.4.6.6 Diluci—n de la librer’a.  

Se diluy— la librer’a stock a la concentraci—n —ptima para obtener de un 10-30% 

ISPs en el instrumento del Ion OneTouch. Se cuantific— y se diluy— la librer’a de 

acuerdo a los procedimientos de cuantificaci—n y diluci—n previamente descritos. 

Se utilizaron librer’as reciŽn diluidas. Utilizando 20 " l de la librer’a diluida en la 

soluci—n de amplificaci—n. 

 

Montaje del equipo.  

Cuando el equipo no se usa durante m‡s de una semana, se realiza el 

protocolo de mantenimiento antes de comenzar las corridas de secuenciaci—n, 

asegurando que los tubos con reactivos estŽn llenos con el requerimiento de 

volumen m’nimo de Ion OneTouch Oil y de Ion OneTouch Recovery Solution, 

despuŽs se instal— el Ion OneTouch Cleaning Adaptor.  

 

Preparaci—n de la soluci—n de amplificaci—n. 

Preparaci—n de los reactivos: 

El reactivo Ion OneTouch 2X Mix se conserv— a -20¼C, el cual se descongel— 

previamente para su uso y guardado a 2-8¼C. 

¥ Reactivo IonOneTouch 2X Mix: 

a. Se asegur— la descongelaci—n completa de la soluci—n. 

b. Se mezcl— por agitaci—n mec‡nica por 30 segundos antes de su uso. 

c. Se mantuvo el mix a temperatura ambiente. 

¥ Ion OneTouch Enzyme Mix: Se centrifug— por 2 segundos, y se coloc— en 

hielo. 

¥ Librer’a: Se mezcl— por agitaci—n mec‡nica la soluci—n por 5 segundos, 

se realiz— una centrifugaci—n por 2 segundos, despuŽs se coloc— en 

hielo. 

¥ Ion OneTouch 200 Ion Sphere Particles: Se colocaron en hielo. 

En un tubo de 1.5 mL LoBind a 15¼-30¼C, se a–adieron los siguientes 

componentes en el orden asignado. A–adiendo cada uno y agitando por 

inmersi—n con la pipeta (Cuadro 12).  
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Cuadro 12. Orden de adici—n de reactivos. 

Orden Reactivo Volumen 

1 Agua libre de nucleasas 280 " l 

2 Ion OneTouch 2X Mix 500 " l 

3 Ion OneTouch Enzyme Mix 100 " l 

4 Librer’a diluida 20 " l 

 Total 900 " l 

 

Se agitaron por agitaci—n mec‡nica las ISPs a velocidad m‡xima por 1 minuto 

para resuspender las part’culas, se agitaron por inmersi—n con la pipeta 

agitando arriba y abajo; se a–adieron las ISPs a la soluci—n de amplificaci—n 

(Cuadro 13). 

 

Cuadro 13. Orden de adici—n de reactivos. 

Orden Reactivo Volumen 

1 Soluci—n de amplificaci—n sin ISPs (Del paso 2) 900 " l 

2 Ion OneTouch 200 Ion Sphere Particles 100 " l 

 Total 1.0 mL 

 

Se asegur— que la soluci—n de amplificaci—n con ISPs se encontrara de 15 a 

30¼C antes de comenzar. 

Se carg— la soluci—n en el Ion OneTouch Plus Reaction Filter Assembly que 

provee el kit Ion OneTouch 200 Template Kit v2. 

Se program— el instrumento Ion OneTouch de la siguiente manera:  

a. En la pantalla se seleccion— la opci—n ÒTemplate PrepÓ 

b. Se busc— en el menœ ÒAssisted RunÓ y se seleccion— ÒStart RunÓ, 

despuŽs la opci—n ÒNextÓ hasta que comenzara la corrida y la barra 

de progreso. La cual dur— aproximadamente 4 horas.  
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Recuperaci—n de las ISPs templado-positivas. 

a. Al final de la corrida, se asegur— que las muestras se centrifugaran 

(con la opci—n ÒRemove Recovery RouterÓ) o se les dio un spin en la 

centr’fuga. 

b. Inmediatamente despuŽs de centrifugar, se removi— y se descart— el 

ÒRecovery RouterÓ 

c. Cuidadosamente se removieron ambos tubos del instrumento.  

d. Se lavaron las ISPs templado-positivas: 

¥ Se etiquet— un nuevo tubo de 1.5 mL LoBind para ISPs templado 

positivas. 

¥ Utilizando una pipeta se removi— el contenido procurando dejar 

aproximadamente 50 " l de la soluci—n Ion OneTouch Recovery de cada 

tubo. Procurando no agitar el sedimento de las ISPs templado-positivas. 

¥ Se resuspendieron las ISPs templado-positivas en la soluci—n Recovery 

remanente pipeteando el sedimento arriba y abajo hasta que el 

sedimento se dispersara en la soluci—n. 

¥ Se transfiri— cada suspensi—n al tubo nuevo etiquetado. 

¥ Se a–adi— 1 mL de la soluci—n de lavado Ion OneTouch a la suspensi—n 

combinada de ISPs templado-positivas. 

¥ Se centrifugaron las ISPs templado-positivas por 2.5 minutos a 15,500 g. 

¥ Se removi— la soluci—n dejando un remanente aproximado de 100 " l de 

sobrenadante. 

¥ Se mezcl— por agitaci—n mec‡nica el sedimento por 10 segundos para 

resuspender completamente las ISPs templado-positivas. 

e. Se conservaron las muestras para evaluar la calidad y enriquecer las 

ISPs templado-positivas. 

 

Enriquecimiento de las ISPs templado-positivas Ion OneTouch  200. 

Se realiz— la prueba de volumen en el Ion OneTouch ES. Se llen— una tira de 8 

tubos, con la soluci—n Melt-Off combinando como se muestra en el cuadro 14: 
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Cuadro 14. Orden de adici—n de reactivos. 

Orden Componente Volumen 

1 Agua libre de nucleasas 865 " l 

2 NaOH 1M 125 " l 

3 Tween 20 al 10% en agua libre de nucleasas 10 " l 

 Total 1.0 mL 

 

Se lavaron y se resuspendieron las perlas Dynabeads MyOne Streptavidin C1 

de la siguiente forma:  

a. Se a–adieron 130 " l de la soluci—n MyOne Beads Wash a un nuevo tubo 

LoBind de 1.5 mL. 

b. Se agit— por agitaci—n mec‡nica el contenido de las perlas Dynabeads 

MyOne Streptavidin C1. 

c. Se transfirieron 13 " l de perlas Dynabeads MyOne Streptavidin C1 al 

tubo que conten’a la soluci—n de lavado MyOne Beads, despuŽs se 

pipete— arriba y abajo 10 veces para mezclar por inmersi—n. 

d. Se coloc— el tubo en un rack magnŽtico por 2 minutos, y despuŽs se 

removi— y descart— el sobrenadante. 

e. Se a–adieron 130 " l de la soluci—n de lavado MyOne Beads a las perlas 

Dynabeads MyOne Streptavidin C1, y se pipete— arriba y abajo para 

resuspender las perlas. Se a–adieron las perlas Dynabeads MyOne 

Streptavidin C1 resuspendidas en los 130 " l de la soluci—n de lavado 

MyOne Beads al tubo 2 de una tira de 8 tubos. 

 

Se asegur— que las ISPs templado-positivas del instrumento Ion OneTouch se 

encontraran en 100 " l de la soluci—n de lavado Ion OneTouch. Si las ISPs se 

encontraban en refrigeraci—n de 2 a 8¼C, se centrifugaron a 15,500 g por 2.5 

minutos, cuidadosamente se removi— el sobrenadante, despuŽs se a–adi— 

suficiente soluci—n de lavado Ion OneTouch para llevar a un volumen de 100 " l. 
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Se transfiri— el volumen completo de 100 " l de las ISPs resuspendidas en la 

soluci—n de lavado Ion OneTouch en el tubo 1 de la tira de 8 tubos.  

Se llenaron los tubos de la tira de 8 de la siguiente manera (cuadro 15): 

 

Cuadro 15. Orden de reactivos en la tira de microtubos. 

Nœmero de 

tubo 

Reactivo 

1 100 " l de las ISPs templado-positivas 

2 130 " l de perlas Dynabeads MyOneStreptavidin C1 

resuspendidas en soluci—n de lavado MyOne Beads 

3 300 " l de soluci—n de lavado Ion OneTouch 

4 300 " l de soluci—n de lavado Ion OneTouch 

5 300 " l de soluci—n de lavado Ion OneTouch 

6 Vac’o 

7 300 " l de soluci—n Melt-Off reciŽn preparada 

8 Vac’o 

 

Preparaci—n del Ion OneTouch ES: Se carg— una nueva puntilla en el brazo 

de puntilla del equipo y se insert— tambiŽn un nuevo tubo de PCR de 0.2 mL en 

el hoyo de la base de la puntilla cargadora. 

Realizaci—n de la corrida. 

1. Se asegur— el correcto acomodo del tubo de PCR, la puntilla y la tira de 8 

tubos. 

2. Se pipete— el contenido del tubo 2 arriba y abajo para resuspender las 

perlas antes de empezar la corrida procurando no introducir burbujas en 

la soluci—n. 

3. Se presion— el bot—n ÒStart/StopÓ. Durante la corrida del equipo que dur— 

aproximadamente 35 minutos. 

4. Inmediatamente al terminar la corrida se cerr— el tubo de PCR 

conteniendo las ISPS enriquecidas y se removi— del equipo. 
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Lavado de las ISPs enriquecidas. 

1. Se centrifugaron las ISPs enriquecidas a 15,500 g por 1.5 minutos. 

2. Se asegur— que no hubiese perlas con las ISPs enriquecidas (un 

sedimento color marr—n). Para eliminarlas se coloc— el tubo en un rack 

magnŽtico por 4 minutos, y se tranfirieron las ISPs enriquecidas a un 

nuevo tubo sin agitar el sedimento de perlas Dynabeads MyOne 

Streptavidin C1. 

3. Se lavaron las ISPs enriquecidas con la soluci—n de lavado Ion 

OneTouch de la siguiente manera: 

a. Se removi— el sobrenadante dejando aproximadamente 10 " l sin 

agitar el sedimento, despuŽs se a–adieron 200 " l de la soluci—n de 

lavado Ion OneTouch. Se mezcl— por inmersi—n con la pipeta 

agitando 10 veces arriba y abajo para resuspender el sedimento.  

b. Se centrifugaron las ISPs enriquecidas a 15,500 g por 15 minutos. 

c. Se a–adi— suficiente soluci—n de lavado Ion OneTouch para un 

volumen final de 100 " l. Se mezcl— por inmersi—n con la pipeta 10 

veces para resuspender la pastilla. 

4. Se prosigui— a la secuenciaci—n de la librer’a de las ISPs enriquecidas.  

 

4.4.6.7 Secuenciaci—n en el equipo PGM de Ion Torrent. 

Antes de comenzar la secuenciaci—n se carg— en el Torrent Suite del Ion PGM 

System software el archivo .bed generado al dise–ar el panel de genes que se 

secuenciaron, el cual contiene las secuencias referencia de estos genes para el 

ensamblado que realiz— el equipo. 

 

Creaci—n de una corrida planeada.  

1. Se inici— sesi—n en el Torrent Browser para el Torrent Server conectado 

al Ion PGM System. 

2. Se seleccion— la pesta–a Plan, despuŽs se seleccion— Templates, y se 

seleccion— el tipo de experimento que se iba a correr, en este caso fue 

Ion Ampliseq, y se seleccion— Plan New Run. 
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3. En el asistente, en cada campo se seleccion— lo siguiente (cuadro 16): 

 

Cuadro 16. Selecci—n en cada campo del equipo de secuenciaci—n. 

Nombre del campo Descripci—n seleccionada 

Application Se seleccion— la aplicaci—n realizada (Ion 

Ampliseq) 

Run Type Se seleccion— Forward 

Template Kit Se seleccion— el Ion OneTouch 200 Template Kit 

v2 DL 

Sequencig Kit Se seleccion— el Ion PGM 200 Sequencing Kit 

Flows Se ingres— el nœmero de lecturas para la longitud 

de lectura. En este caso 300X por cada 150 pares 

de bases 

Barcode set 

 

Se seleccion— ÒIonXpressÓ barcode set, el cual 

incluye todos los c—digos de barra del Ion Xpress 

Barcode Adapters 1-96 kits. 

Monitor Se establecieron los umbrales de carga de perlas, 

la secuencia œtil y la se–al Key. Durante una 

corrida en el Torrent Browser bajo la pesta–a de 

Monitor, la pantalla del progreso de la corrida 

muestra una alerta si los valores de la corrida caen 

por debajo del umbral seleccionado. 

Reference Library Se seleccion— la librer’a de referencia del Torrent 

Server, en este caso hg19. 

BED files Se seleccion— el archivo BED en el Torrent Server 

Exportar Con el Ion Reporter instalado, se habilit— en la 

pantalla. 

Planned Run Name Se nombr— la corrida. 

Sample name Con el Ion reporter habilitado, se ingres— el nombre 

de las muestras, los valores del flujo de trabajo y 

un ID. 
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4. DespuŽs de completar las selecciones, se seleccion— Plan Run al final 

del flujo de trabajo. El plan apareci— bajo el nombre especificado. 

 

Secuenciaci—n con el Chip Ion 314. 

1. El Chip Ion 314 utiliza s—lo la mitad de volumen de las ISPs templado-

positivas enriquecidas utilizando el kit templado. Se transfiri— la mitad de 

volumen de las ISPs templado-positivas enriquecidas a un nuevo tubo de 

PCR de 0.2 mL (sin poliestireno) y se guard— hasta por una semana en 

dado casi de ser requeridas para otra corrida de secuenciaci—n. 

2. Se mezcl— por agitaci—n mec‡nica el Control Ion Sphere Particles y se 

centrifug— por 2 segundos antes de tomar al’cuotas. 

3. Se a–adieron 5 " l del Control Ion Spheres Particles directamente a la 

mitad de volumen de las ISPs enriquecidas en el tubo de PCR. 

4. Se a–adieron 100 " l de Annealing Buffer. Se mezcl— por inmersi—n 

pipeteando arriba y abajo. 

5. Se centrifugaron los tubos a 15,500 g por 2 minutos. 

6. Cuidadosamente se removi— el sobrenadante sin tocar el sedimento, 

dejando 3 " l en el tubo. 

7. Se a–adieron 3 " l del primer de secuenciaci—n y se confirm— que el 

volumen total correspondiera a 6 " l. En caso de requerir se a–adi— 

Annealing Buffer hasta completar el volumen requerido. 

8. Se pipete— la muestra arriba y abajo hasta homogenizar el sedimento. 

9. Se program— un ciclo tŽrmico de 95¼C por 2 minutos, seguido de 37¼C 

por 2 minutos.  

10. Se coloc— el tubo en el termociclador y se corri— el programa. DespuŽs 

del ciclo, la reacci—n permaneci— en el equipo a temperatura ambiente 

mientras se proced’a con el revisado del Chip. 
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Revisado del Chip.  

1. Se tom— un Chip nuevo y se etiquet— para su identificaci—n durante el 

experimento.  

2. Se coloc— el chip en la placa de toma de tierra del Ion PGM Sequencer.  

 

Creaci—n de una corrida planeada.  

1. Se inici— la sesi—n en el servidor Torrent conectado al sistema Ion PGM. 

2. Se seleccion— la etiqueta Plan, despuŽs Templates, y se seleccion— el 

tipo de experimento, en este caso ÒPlan New RunÓ. 

3. Se seleccion— el experimento ÒAmpliseqÓ, el tipo de corrida ÒForwardÓ, El 

Kit de templado ÒIon OneTouch 200 Template Kit v2 DLÓ, el kit de 

secuenciaci—n ÒIon PGM 200 Sequencing KitÓ, el nœmero de corridas 

(300 por cada 150 bases le’das), el juego de barcodes ÒIonXpressÓ para 

librer’as de ADN, el monitor los umbrales de la carga de perlas, la 

secuencia utilizable, y la se–al clave, para que durante la corrida en el 

servidor de ion Torrent en la pantalla del monitor se visualice una alarma 

en caso de que los valores de la corrida caigan por debajo de los 

umbrales establecidos; la librer’a de referencia y el archivo BED 

generado y cargado en el servidor Torrent (IAD35225), el plugin de la 

aplicaci—n, nombre la corrida y los nombres de las muestras. 

4. DespuŽs de la selecci—n y especificaci—n de la corrida, se seleccion—. 

 

Preparaci—n de las ISPs de templado positivas para secue nciaci—n. 

Preparaci—n de los fragmentos de prueba Ion Sphere. 

1. Se mezcl— por agitaci—n mec‡nica los fragmentos de prueba del Ion 

Sphere del kit de controles del Ion PGM y se centrifug— por 2 segundos 

antes de tomar las al’cuotas. 

2. Se a–adieron 5 " l de los fragmentos de prueba del Ion Sphere a 100 " l 

del Annealing Buffer en un tubo de PCR. Se mezcl— por inmersi—n arriba 

y abajo con la pipeta.  
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Adici—n de las Ion SphereTM control y el primer de se cuenciaci—n a las 

ISPs. 

1. El chip Ion 314 utiliza s—lo la mitad del volumen de enriquecimiento, las 

ISPs templado positivas se prepararon usando el kit de templado. Se 

transfiri— la mitad del volumen a un nuevo tubo de PCR. 

2. Se mezcl— por agitaci—n mec‡nica y se centrifugaron por 2 segundos 

antes de tomar las al’cuotas. 

3. Se a–adieron 5 " l de las part’culas control Ion Sphere directamente a la 

mitad del volumen de las ISPs enriquecidas en un tubo de PCR de 

0.2mL. 

4. Se a–adieron 100 " l del Annealing Buffer. Se mezcl— rigorosamente por 

inmersi—n arriba y abajo. 

5. Se centrifug— por 2 minutos a 15,500 x g. 

6. Cuidadosamente se removi— el sobrenadante sin tocar el sedimento, 

dejando 3 " l en el tubo. 

7. Se a–adieron 3 " l del primer de secuenciaci—n para un volumen total de 

6 " l. 

8. Se mezcl— por inmersi—n hasta deshacer el sedimento.  

9. Se program— un ciclo en el termociclador de 95¼ C por 2 minutos y 

despuŽs a 37¼C por 2 minutos. 

10. Se coloc— el tubo en el termociclador y se corri— el programa.  

 

Lavado del Chip 314.  

1. DespuŽs de realizar un chequeo del chip, se coloc— el Chip de Ion en 

una superficie plana y utilizando la puntilla de la pipeta ÒRainin SR-

L200FÓ, se pipetearon 50 " l de isopropanol al 100% en el puerto grande 

de cargado del chip. 

2. Se a–adieron 50 " l de Annealing Buffer en el puerto grande de cargado, 

y se removi— y descart— cualquier l’quido desde el otro puerto. 

3. Se repiti— el paso anterior una vez m‡s para un total de 2 lavados con el 

Annealing Buffer. 
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Uni—n de la polimerasa de secuenciaci—n a las ISPs. 

1. DespuŽs del primer de secuenciaci—n de alineamiento, se removieron las 

ISPs del termociclador y se a–adi— 1 " l de polimerasa de secuenciaci—n 

Ion PGM 200 a las ISPs, para un volumen total de 7 " l. 

2. Se mezcl— por inmersi—n arriba y abajo con la pipeta.  

3. Se incub— la muestra a temperatura ambiente por 5 minutos.  

 

Cargado del Chip.  

Eliminaci—n del l’quido del chip. 

1. Se inclin— el chip 45¼ para que el puerto de cargado quede hacia abajo. 

2. Con la puntilla de la pipeta se insert— en el puerto de cargado y se 

removi— todo el l’quido posible y se descart—. 

3. Se coloc— el chip hacia abajo en el adaptador de centr’fuga y se 

centrifug— por 5 segundos para vaciar el chip. Se limpi— en caso de 

residuos. 

Cargado de la muestra en el chip. 

1. Utilizando el adaptador de centr’fuga del chip se coloc— en una superficie 

estable. DespuŽs de la incubaci—n de la polimerasa, se colect— la 

muestra completa (aproximadamente 7 " l) en la puntilla de la pipeta 

ÒRainin SR-L10FÓ y se carg— firmemente en el puerto de cargado del 

chip. 

2. Gentilmente se depositaron las ISPs aproximadamente 1 " l por segundo, 

sin introducir burbujas al chip, dejando una peque–a parte de la muestra 

en la puntilla de la pipeta (aproximadamente 0.5 " l). 

3. Se removi— y descart— cualquier otro l’quido del otro puerto del chip. Se 

coloc— el chip hacia arriba en la centr’fuga y se centrifug— por 30 

segundos. 

4. Se mezcl— la muestra en el chip con la pipeta fija a un volumen de 5 " l, 

inclinando el chip a 45¼ cuidando que el puerto de cargado quedara hacia 

abajo, colocando la puntilla en el puerto de cargado; y se pipete— 



! &( !

lentamente la muestra adentro y afuera del chip 3 veces sin crear 

burbujas. 

5. Se centrifug— el chip por 30 segundos y se repiti— el paso anterior de 

mezclado y centrifugaci—n. 

6. Se inclin— el chip a 45 ¼ y se removi— todo el l’quido posible del puerto de 

cargado llenando la pipeta. Y se descart— el l’quido.  

 

Selecci—n de la corrida y realizaci—n. 

1. En el servidor se seleccion— el campo de ÒPlanned RunÓ y la corrida 

creada, seguido de la selecci—n ÒNextÓ. 

2. Se confirm— que las configuraciones fueran las correctas. 

3. Se coloc— el chip en el instrumento, cuidando que no hubiera fugas antes 

de cerrar la cubierta. 

4. Si el chip pasaba la calibraci—n se seleccion— en la pantalla ÒNextÓ para 

continuar la corrida de secuenciaci—n, en caso contrario, se seleccion— 

una recalibraci—n. 

5. DespuŽs se comenz— la corrida autom‡ticamente a los 90 segundos 

aproximadamente.  

6. Cuando la corrida estuvo lista, el equipo autom‡ticamente regres— a la 

pantalla de inicio.  

 

4.4.7. An‡lisis de secuencias.  

Las secuencias fueron ensambladas y analizadas con el programa Ion Reporter 

del equipo. Los resultados se descargaron en l’nea. Se analizaron las variantes 

encontradas con el programa oncotator (www.broadinstitute.org/oncotator), en 

el cual se introdujo la lista de las variantes encontradas, el nombre del gen, la 

posici—n y el tipo de cambio en la secuencia. Con este programa se compararon 

las mutaciones o variantes encontradas con las bases de datos COSMIC 

(http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic/) y reportes en 

Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) para encontrar cambios en la 

estructura del gen, cambios en la prote’na final, asociaciones con 
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enfermedades, reportes de asociaciones con algœn tipo de c‡ncer, funciones 

gŽnicas, v’as afectadas etc. Este programa arroj— un cuadro, donde se verific— 

cada una de las mutaciones y sus caracter’sticas para lograr as’ una 

comparaci—n entre las mutaciones de cada muestra tumoral. Se realiz— un 

an‡lisis de frecuencias de las mutaciones de todas las muestras, para encontrar 

aquellas que se encontraron con mayor frecuencia en todas las muestras.  

Se realiz— un cuadro de comparaci—n de mutaciones entre las muestras con las 

caracter’sticas epidemiol—gicas y factores de riesgo de cada paciente, para 

encontrar posibles asociaciones entre Žstas y las mutaciones encontradas. 
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CAPêTULO V: RESULTADOS. 

 

5.1 Selecci—n de muestras.  

Del archivo del Departamento de Anatom’a Patol—gica y Citolog’a del Hospital 

Universitario ÒDr. JosŽ Eleuterio Gonz‡lezÓ de la UANL, se recolectaron 138 

tumores embebidos en bloques de parafina provenientes de pacientes con 

diagn—stico confirmado de CaCU. La zona tumoral fue delimitada por un mŽdico 

pat—logo. Se seleccionaron s—lo aquellas muestras con una celularidad tumoral 

mayor al 90%.  

De los expedientes cl’nicos de las pacientes de origen de los tumores, se 

evaluaron los factores de riesgo asociados al desarrollo de CaCU. Se analiz— la 

edad de las pacientes al momento de la toma, la edad de menarquia, la edad de 

menopausia, la edad del inicio de vida sexual activa, el nœmero de parejas 

sexuales, nœmero de gestas, entre otros. El promedio de la edad de las 

pacientes de este estudio fue de 49.4 a–os (±15.1), con un rango de 23 a 92 

a–os. La edad promedio de menarquia fue de 12.9 a–os (±1.5) y la de 

menopausia 41.8 a–os (±8). La edad de inicio de vida sexual activa promedio 

fue de 17.5 (±3.2), con un nœmero promedio de parejas sexuales de 1.9 (±1.3). 

El nœmero de gestas promedio fue de 5.1 (±3.1), predominando los partos 

naturales con un promedio de 4.1 (±2.7), como se muestran en el cuadro 17. 

 

Cuadro 17. Datos epidemiol—gicos de las pacientes incluidas en el estudio.  
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Las pacientes de origen de los tumores analizados proven’an en su mayor’a de 

la regi—n noreste del pa’s. El estado predominante de procedencia de las 

pacientes fue Nuevo Le—n (50.7%), seguido de Tamaulipas (18.1%), San Luis 

Potos’ (9.4%) y Coahuila (5.1%) (Figura 4). 

 

 

Figura 4. Frecuencia del estado de procedencia de las pacientes de origen de 

los tumores analizados. 

 

Las 138 muestras proven’an de pacientes con diferentes estadios de CaCU, 

predominando el estadio IIB (19.6%), seguido del IIIB (15.9%) y carcinoma in 

situ (15.9%). El estadio con menor frecuencia en las pacientes fue el IA2. No se 

pudieron obtener los datos del estadio en 6.5% de las muestras de las 

pacientes (Figura 5). 

 



! '" !

 

Figura 5. Frecuencia del estadio de las muestras. 

 

Entre los datos obtenidos como factores de riesgo ese encontr— que la mayor’a 

de las pacientes mencion— haber iniciado su vida sexual activa a una edad 

temprana (menores a 18 a–os).  

Otro de los factores de riesgo analizados fue el nœmero de contactos sexuales. 

La mayor’a de las pacientes mencionaron haber tenido parejas sexuales entre 1 

y 4 (59 pacientes, 42.8%) con una media de 1.9 (±1.3) parejas sexuales. Este 

factor de riesgo se obtuvo de una n=129, ya que de 9 pacientes no se contaba 

con este dato (Figura 7). 
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Figura 6. Edad de inicio de vida sexual activa. Se muestra la frecuencia de la 

edad (izquierda) en que las pacientes que mencionaron haber iniciado su vida 

sexual activa. En la derecha el porcentaje de las pacientes que iniciaron su vida 

sexual activa a edad temprana (antes de los 18 a–os) (47.8%).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Frecuencia del nœmero de parejas sexuales que las pacientes 

mencionaron haber tenido. Se observa una distribuci—n de 1 a 4 parejas 

sexuales. 

 

TambiŽn se analizaron los factores de riesgo asociados a h‡bitos de la 

pacientes, como el tabaquismo. El 25% de las pacientes mencion— tener o 

haber tenido el h‡bito de fumar o exposici—n al humo de tabaco (Figura 8). Otro 

de los h‡bitos analizados como factor de riesgo fue el consumo de alcohol. S—lo 
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el 12.3% de las pacientes (17) mencion— tener el h‡bito de tomar bebidas 

alcoh—licas ocasionalmente (Figura 8).  

El uso de anticonceptivos orales se analiz— como factor de riesgo asociado a la 

infecci—n por el VPH y progresi—n de la lesi—n hacia CaCU. El 20.4% de las 

pacientes mencion— que utilizaban anticonceptivos orales como mŽtodo de 

planificaci—n familiar (Figura 8). 

Un factor de riesgo importante para la infecci—n por VPH analizado fue el 

antecedente epidemiol—gico de otras enfermedades de transmisi—n sexual. La 

mayor’a de las pacientes (87.6%) mencion— no padecer o haber padecido 

alguna enfermedad de transmisi—n sexual, sin embargo s—lo el 8% de las 

pacientes si lo reconoci— (Figura 8). 

Los antecedentes familiares de c‡ncer se analizaron como factor de riesgo 

asociado a la progresi—n a CaCU. Al considerar œnicamente los antecedentes 

de c‡ncer de familiares directos, 48 de las pacientes (34.8%) ten’an 

antecedentes de c‡ncer en la familia (Figura 8). 
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Figura 8. Factores de riesgo para la progresi—n a CaCU. 1) Pacientes con 

h‡bito de fumar. 2) Frecuencia de  pacientes con alcoholismo. 3) Uso de 

anticonceptivos orales como mŽtodo de planificaci—n familiar en las 

pacientes. 4) Porcentaje de pacientes con antecedentes de enfermedades 

de transmisi—n sexual. 5) Antecedentes familiares de c‡ncer.  

 
 

1. 2. 

3. 4. 

5. 
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5.2 Biobanco  de ADN de tumores. 

Se realiz— la extracci—n de ADN de 138 tumores embebidos en bloques de 

parafina, los cuales proven’an de pacientes internadas en el hospital 

universitario ÒDr. JosŽ Eleuterio Gonz‡lezÓ en el periodo del 2008 al 2011.  

 

5.3 Control de calidad de l biobanco  de ADN.  

 

5.3.1 Cuantificaci—n del ADN.  

Se cuantific— el ADN contenido en una al’cuota de un " l de muestra, por 

absorbancia con el equipo del Nanodrop. Esta concentraci—n se multiplic— por 

su factor de diluci—n (1:20) y se obtuvo un rendimiento promedio de 4.2 mg de 

ADN por cada 15 mg de muestra de tejido embebido en parafina. 

  

5.3.2 Determinaci—n de calidad del ADN extra’do. 

Se obtuvo una pureza promedio de 1.92 de relaci—n 260/280, y 2.77 de relaci—n 

260/230. 

 

5.3.3 Integridad. 

Se valor— la integridad de los ADNs del biobanco resolviŽndoles por 

electroforesis en geles de agarosa al 1% (Figura 9). Todos los ADNs 

presentaron degradaci—n como se esperaba por este tipo de muestras. El 

tama–o promedio de los ADNs oscil— entre 100 a 500 pb. 
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Figura 9. Integridad del ADN extra’do. El tama–o de los ADNs extra’dos oscil— 

entre 100 y 500 pb. 

 

5.3.4 Control de amplificaci—n del ADN por medio de PCR. 

Se realiz— la amplificaci—n del gen humano TNF# de las 138 muestras y se 

obtuvo el producto esperado de 150 pb (Figura 10) en todas ellas, lo cual indica 

que las muestras son de suficiente calidad para amplificar con otras variaciones 

de la PCR como qPCR o la realizaci—n de librer’as para secuenciaci—n masiva. 

 

 

Figura 10. Capacidad de amplificaci—n del ADN de las muestras. La PCR 

result— en un producto esperado de 150 pb para el gen humano TNF# usado 

como gen control ’ntegro para calidad.  
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5.4 Genotipificaci—n de las muestras. 

5.4.1 Estandarizaci—n de la PCR para amplificar la regi—n L1 del VPH y 

visualizaci—n de los productos de PCR con  los iniciadores GPs. 

Se realiz— una PCR utilizando los iniciadores GPs, cuyo producto es de 150 pb 

(Figura 11). Para estandarizar las condiciones se realiz— una PCR hot start para 

evitar la amplificaci—n de productos no deseados y con condiciones touchdown 

para amplificar el producto aunque existan bases desapareadas en la 

secuencia.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 11. Producto amplificado de 150 pb de la regi—n L1 del VPH. Obtenido 

con una PCR con las condiciones Òhot startÓ y ÒtouchdownÓ. 

 

5.4.2 Secuenciaci—n Sanger. 

De 138 muestras analizadas, 120 amplificaron. A 120 amplicones se les realiz— 

secuenciaci—n mediante un equipo de electroforesis capilar. Las secuencias 

obtenidas se analizaron con el programa Gene Coder (Figura 12), donde se 

verific— la pureza de las secuencias y se descartaron 29 secuencias que 

presentaron traslapes de bases, lo que indic— que hab’a m‡s de un producto 

amplificado, por lo tanto, una coinfecci—n con otro tipo de VPH que la propia 

secuenciaci—n de Sanger no permit’a discernir. 
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Figura 12. Electroferograma de una secuencia de una muestra positiva para el 

VPH. Se observa una secuencia clara con poco ruido de fondo.  

 

5.4.3 Genotipificaci—n. 

Utilizando la plataforma de NCBI, se utiliz— la herramienta BLAST para alinear 

las secuencias obtenidas con las secuencias reportadas de VPH en esta 

plataforma. De acuerdo al porcentaje de similitud entre las secuencias, se 

determin— el tipo viral presente en la muestra. El tipo viral predominante en las 

muestras fue el VPH 16, seguido del VPH 45 y 56. Sin embargo el 21% de las 

muestras present— m‡s de un tipo de VPH, por lo que no se pudo determinar 

con este mŽtodo quŽ otros tipos virales estaban presentes en las muestras con 

coinfecciones. No se logr— detectar presencia de VPH en 18 muestras (13%) 

(Figura 13).  
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Figura 13. Frecuencia del tipo de VPH presente en las muestras tumorales. 

 

5.5 Secuenciaci—n de genes candidatos para biomarcadores  de CaCU. 

Se seleccionaron los genes: PIK3CA, FBXW7, KRTAP4-11, HLA-B, TP53, 

PTEN, ZNF706, TUBGCP6, EP300, MAPK1, RSPH6A, POU4F2, HLA-A y 

ERBB2.  

 

5.5.1 Dise–o de ÒIon Ampliseq Custom Target Selection Technolo gyÓ de 

Ion Torrent . 

En el siguiente cuadro se muestra el dise–o final del panel de genes a 

secuenciar por la plataforma de Ion Torrent.  
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Cuadro 18. Dise–o del panel de genes a secuenciar. 

Gen  Nombre * 

(CDS+UTR) 

Blanco 

(kb) 

Bases no 

cubiertas 

(pb) 

Cobertura 

(%) 

1 PIK3CA 3.709 58 98.44 

2 FBXW7 4.709 0 100 

3 KRTAP4-11 1.173 313 73.32 

4 HLA-B 1.572 0 100 

5 TP53 3.319 615 81.47 

6 PTEN 5.547 290 94.77 

7 ZNF706 3.071 613 80.04 

8 TUBGCP6 6.019 26 99.57 

9 EP300 8.761 250 97.15 

10 MAPK1 6.206 441 92.89 

11 RSPH6A 2.484 0 100 

12 POU4F2 3.141 125 96.02 

13 HLA-A 1.611 0 100 

14 ERBB2 5.127 108 97.89 

* Fuente UCSC. 

Las zonas de los genes que no fueron cubiertas por la plataforma de Ion 

Torrent, fue debido a que las bases repetitivas no se detectan confiablemente 

por esta metodolog’a, por lo que en este dise–o no se cubren para evitar as’ 

errores en la secuenciaci—n.  

 

5.5.2 Construcci—n de la librer’a templado para secuenciac i—n masiva. 

5.5.2.1 Cuantificaci—n de ADN. 

La cuantificaci—n de ADN por qPCR para amplificar el gen RNase P, no 

coincidi— con la obtenida por el Nanodrop ya que fue menor que esta œltima. 

Las cuantificaciones obtenidas por qPCR se muestran en el cuadro 19.  

Las muestras mostraron un rendimiento desde 20 a 420 ng por cada 15 mg de 

muestra de tejido. Para la construcci—n de las librer’as se requirieron 20 ng de 



! (" !

ADN para cada pool de iniciadores. Las muestras con concentraci—n menor a 

20 ng/" l se llevaron a un volumen final de 6 " l, para alcanzar la concentraci—n 

m’nima requerida en cada reacci—n de amplificaci—n de las librer’as. 

El promedio del rendimiento de ADN obtenido mediante el c‡lculo de la 

concentraci—n obtenida por qPCR del gen RNAse P fue menor (60 ng por cada 

15 mg de muestra), en comparaci—n con la cuantificaci—n por absorci—n con 

Nanodrop que fue de 4.2 mg por cada 15 mg de muestra. 

 

Cuadro 19. Cuantificaciones obtenidas por RNAse P. 

Muestra Quantity Mean ng/ul 

Rendimiento 

ng/15 mg de muestra 

103 0.292 3 60 

114 0.076 1 20 

115 0.072 1 20 

116 0.217 2 40 

117 0.129 1 20 

118 0.057 1 20 

119 0.420 4 80 

120 2.106 21 420 

104 0.441 4 80 

105 0.157 2 40 

110 0.405 4 80 

108 0.736 7 140 

111 0.605 6 120 

109 0.616 6 120 

113 1.475 15 300 

112 0.364 4 80 

59 0.081 1 20 

32 0.054 1 20 
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37 0.056 1 20 

 

5.5.2.2 Cuantificaci—n de la librer’a y su diluci—n. 

Se logr— realizar la librer’a de 19 muestras. Como control de calidad se emple— 

el Bioanalyzer de Agilent, para cuantificar y observar los productos amplificados 

por el pool de iniciadores dise–ados en el panel. Los productos esperados 

deb’an oscilar entre 100 y 300 pb de tama–o. Esto se observ— en aquellos 

electroferogramas (Figura 14) donde se mostr— una curva entre 100 y 300. En 

aquellos pool de librer’as donde no se tuvieron los tama–os esperados, se 

volvi— a realizar la amplificaci—n de la librer’a, para asegurar la amplificaci—n 

completa de los genes. Los pool de librer’as que pasaron el control de calidad 

(color azul) se prepararon para ligarse a los adaptadores y a los c—digos de 

barra (barcode), para cargarse en el chip de secuenciaci—n (Figura 14). En las 

muestras D4 y B5, ambos pool de librer’as amplificaron correctamente los 

tama–os esperados, en las muestras G8, H10, H6 y C10 s—lo uno de los pool 

de iniciadores amplific— correctamente. Se observ— que en los pool (2) de 

librer’as de las muestras C10, F7 y G12 no hubo amplificaci—n.  
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Figura 14. Control de calidad de las librer’as amplificadas. Se muestran las 

gr‡ficas reportadas por el Bioanalyzer. 

 

5.6 An‡lisis de secuencias.  

Se analizaron las secuencias y las mutaciones de 19 muestras arrojadas por el 

Ion Reporter. En la Figura 15 se muestran las mutaciones encontradas por 
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medio de la secuenciaci—n masiva en c—digo de colores en cada uno de los 

genes secuenciados. Las muestras se clasificaron de acuerdo al estadio, el tipo 

de VPH presente en la muestra y el factor de riesgo del h‡bito del tabaco, esto 

con la finalidad de encontrar patrones de mutaciones parecidos asociados a las 

caracter’sticas de las muestras. El estadio vari— en las muestras secuenciadas, 

desde c‡ncer in situ hasta el estadio IIIB, s—lo en una de las muestras no se 

logr— determinar el estadio de la paciente. Los tipos de VPH de las muestras 

variaron, predominando el VPH 16, seguido de 5 muestras que presentaban 

coinfecciones de VPH. S—lo 3 muestras proven’an de pacientes fumadoras.  

Aquellos cambios de una sola base o SNPs (azul claro) se encontraron a lo 

largo de todas las muestras, mientras que aquellos que produjeron un cambio 

en la estructura de la prote’na final se enlistan en color azul oscuro. Se 

encontraron cambios importantes ya que en algunas muestras se encontraron 

deleciones de bases (rojo) e inserciones (verde) en genes como HLA-B, 

FBXW7, PTEN y KRTAP4-11. Los genes que se encontraron mutados con 

mayor frecuencia fueron HLA-B, EP300 y HLA-A, ya que todas las muestras 

presentaron mutaciones en estos tres genes. El gen TP53 se encontr— mutado 

en el 94% de las muestras, s—lo la muestra infectada con el VPH 56 no 

present— mutaciones en este gen.  

El gen que se encontr— mutado con menor frecuencia a lo largo de las muestras 

fue el gen RSPH6A, s—lo 4 muestras tuvieron mutaciones en este gen y estas 

mutaciones producen cambios en la estructura final de la prote’na.  

El gen HLA-B present— cambios en la estructura de la prote’na en 18 de 19 

muestras. El gen que present— el mayor nœmero de deleciones de pb en las 

muestras fue el gen HLA-A, ya que 10 muestras presentaron este tipo de 

mutaci—n.  

En los genes MAPK1 y ZNF706 se encontraron variantes de una sola base 

como SNPs, que no producen cambios en la estructura final de la prote’na. 
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Figura 15. Frecuencia de mutaciones de los genes candidatos a biomarcadores 

en las muestras. Se muestran los 14 genes secuenciados en 19 muestras, el 

tipo de VPH y el tabaquismo como factor de riesgo. Adem‡s se muestra el 

porcentaje de frecuencia de mutaciones en orden descendiente y el tipo de 

mutaciones encontradas. 

 

Las mutaciones que se encontraron con mayor frecuencia (en 18 de las 

muestras) fue g.chr22:41568480T>C del gen EP300, que no produce algœn 

cambio en la estructura de la prote’na y g.chr22:41551039T>A que produce el 

cambio p.T1061T en la prote’na. En este mismo gen la mutaci—n 

g.chr22:41548008A>G que produce el cambio p.I997V se encontr— en 16 

muestras. 

En el gen TP53 se encontr— la mutaci—n g.chr17:7578645C>T en 17 de las 

muestras, aunque esta no produce ningœn cambio en la prote’na.  

En el gen HLA-A 15 muestras mostraron las mutaciones g.chr6:29913078A>G, 

g.chr6:29913074A>G y g.chr6:29913042C>T, donde œltima produce el cambio 
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p.S359S. La mutaci—n g.chr6:31323233A>G produjo cambio en la estructura de 

la prote’na (p.T252T) en 15 muestras. 

La deleci—n m‡s predominante en las muestras fue en el gen EP300 

(g.chr22:41574969_41574972TGTA>T) (8 muestras).  

La deleci—n g.chr6:29912227_29912230TGGA>T del gen HLA-A, se encontr— 

en 6 muestras. 

Se encontr— la deleci—n g.chr22:41575884_41575898TCACACACACACACA>T 

en 4 muestras, en el gen EP300. 

 

En el ANEXO 3 se encuentran las condiciones obtenidas de la corrida de 

secuenciaci—n y en el ANEXO 4 las variantes que se encontraron en m‡s de 

una muestra. 
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CAPêTULO VI: DISCUSIîN. 

 

6.1 Discusi—n. 

 

Todas las pacientes estudiadas mostraron al menos uno de los factores de 

riesgo que se han reportado en la progresi—n a CaCU. La edad de inicio de vida 

sexual activa a edad temprana predomin— en casi la mitad de las pacientes 

reclutadas para este estudio, con una media promedio de 17.5 a–os. Lo que 

concuerda con otros estudios como el de Sui, S y cols.,[60] donde este factor de 

riesgo es determinante para la infecci—n por el VPH.  

Otro factor en el que se aumenta el riesgo de infectarse por este virus es el 

nœmero de parejas sexuales, como tambiŽn lo refiere Sui, S y cols., en donde el 

tener tres o m‡s parejas sexuales aumenta el riesgo de infectarse con el VPH. 

En este trabajo predomin— la frecuencia entre 1 y 4 parejas sexuales, siendo el 

promedio de 1.9 (±1.3). Algunos estudios han asociado el nœmero de gestas a 

la infecci—n por VPH, sin embargo en este estudio donde la media de este factor 

fue de 5.1 (±3.1), no fue posible comparar con un grupo control.  

El estadio de la enfermedad predominante en este muestreo fue el IIB, en otros 

estudios como el de Illades-Aguiar y cols.,[28] los estadios de inicio  fueron los 

predominantes (LIEAG y/o c‡ncer in situ).  

Un factor de riesgo importante para la infecci—n por el VPH es la coinfecci—n 

con otros virus y los antecedentes de enfermedades de transmisi—n sexual 

como lo reportado con Cassell y cols. y Amirian y cols.[58,59] En este trabajo 

s—lo el 8% de las pacientes reclutadas ten’an antecedentes de enfermedades 

de transmisi—n sexual.  

El consumo de alcohol, el tabaquismo y el uso de anticonceptivos orales son 

otros factores de riesgo que se han asociado a la adquisici—n de esta infecci—n 

viral, como en los trabajos de Vesco y cols. y de Appleby y cols., se 

reporta[26,56]. En este trabajo no se realiz— la comparaci—n con controles, sin 

embargo encontramos un porcentaje considerable (12.3%, 25.4% y 20.4%) para 
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el uso o consumo de alcohol, el tabaquismo y anticonceptivos orales, 

respectivamente.  

Otro de los factores de riesgo importante en el desarrollo del CaCU, son los 

antecedentes familiares de c‡ncer, ya que gran parte de las mutaciones de 

l’nea germinal pueden llegar a ser conductoras del desarrollo a c‡ncer. En este 

trabajo el 34.8% de las pacientes reclutadas mencionaron que ten’an 

antecedentes de c‡ncer en la familia. 

Para este trabajo se utilizaron muestras de tejidos embebidos en parafina y 

debido a la naturaleza de la muestra se realiz— una PCR de un gen humano 

como control de calidad del ADN, esto con el fin de analizar la capacidad de 

amplificaci—n. Encontramos evidencia de degradaci—n del ADN tumoral en los 

geles de agarosa, en donde se observaron fragmentos con tama–os menores a 

los 500 pb en la mayor’a de las muestras de ADN. Se midi— la capacidad de 

amplificaci—n del ADN con una PCR para el gen TNF! , cuyo producto es 

relativamente peque–o (150 pb) y el cual corresponde al m’nimo requerido para 

los productos de secuenciaci—n masiva del panel dise–ado de la plataforma de 

Ion Torrent. Se obtuvo amplificaci—n para este fragmento en todas las muestras 

analizadas. 

Se logr— detectar el VPH utilizando una PCR hot start y touchdown, obteniendo 

un producto de 150 pb. No se logr— detectar la presencia del virus en el 13% de 

las muestras, en comparaci—n con otros reportes donde la detecci—n es hasta 

en el 99% de las muestras. Para lograr aumentar el nœmero de muestras 

positivas, ser’a necesario utilizar mŽtodos m‡s sensibles como PCR anidado 

para lograr la detecci—n y genotipificaci—n de VPH. 

El tipo viral predominante en las muestras tumorales de CaCU a nivel mundial 

es el VPH 16, en nuestro trabajo y en otros reportes del pa’s tambiŽn se 

encontr— el mismo resultado, donde en la mayor’a de las muestras de este 

estudio (55.8%) se detect— este tipo viral.  

El segundo tipo viral predominante a nivel mundial es el 18, en comparaci—n 

con el 33 en el sureste del pa’s reportado en el trabajo de Illadez-Aguilar y cols,. 

en el 2010[28] y en el trabajo de Peralta-Rodr’guezy cols,.[29] En este trabajo el 
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VPH 18 se encontr— en el lugar numero 4, mientras que el VPH 33 se encontr— 

en la misma frecuencia que el VPH 18. Siendo en este trabajo el segundo tipo 

viral predominante el 45, seguido del 56. 

Adem‡s se detect— que el 21% de las muestras analizadas presentaban 

coinfecci—n de VPHs. Debido a la tŽcnica utilizada para la genotipificaci—n 

(secuenciaci—n Sanger), no fue posible determinar los tipos virales presentes en 

esas muestras, por lo que se reportaron solo como coinfecciones. Para 

determinar el genotipo es menester utilizar mŽtodos discriminatorios como lo 

son la hibridaci—n reversa con el estuche iNNO-LiPa, el cual amplifica un 

producto de 65 pb por PCR y distingue entre 25 tipos de VPH o RT-PCR con 

sondas espec’ficas para cada tipo viral. 

Cuando se realiz— el control de calidad para realizar la secuenciaci—n masiva, la 

concentraci—n del ADN detectada por medio de qPCR fue mucho menor a la 

reportada por el nanodrop. Esto debido a que la medici—n con nanodrop detecta 

todos los ‡cidos nucleicos presentes en la muestra (como RNA, miRNA, DNAs 

peque–os, fragmentos cortos de DNA, oligonucle—tidos, etc). Mientras que la 

tŽcnica de RNAse P detecta el nœmero de copias de ADN funcionales para 

genotipificaci—n. En este caso, la tŽcnica de RNAse P fue el mŽtodo m‡s 

sensible utilizado para determinar la cantidad necesaria para realizar la 

secuenciaci—n masiva. Sin embargo a pesar de ser un mŽtodo muy sensible 

para cuantificar, el uso del nanodrop es necesario debido a que la cuantificaci—n 

con RNAse P no determina la pureza y la calidad de la muestra. Por este 

mŽtodo hubo una gran diferencia en el promedio del rendimiento de la 

extracci—n (60 ng por cada 15 mg de muestra de tejido) en comparaci—n con la 

medici—n realizada por nanodrop (4.2 mg por cada 15 mg de muestra). 

En el trabajo de Ojesina y cols,.[82] el gen con mayor frecuencia de mutaciones 

fue el gen PIK3CA (15%) seguido del gen FBXW7 (10%). Sin embargo en 

nuestro trabajo fueron los genes HLA-B, EP300 y HLA-A (100%), donde 

encontramos cambios en la estructura de la prote’na que en su mayor’a ya 

hab’an sido reportados. 
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El gen HLA-B present— cambios en la estructura de la prote’na en 18 de las 

muestras, con las cuales se afectan sus funciones como procesador de 

ant’genos y la presentaci—n de ant’genos por el complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC) clase I, as’ como la v’a de se–alizaci—n mediada por 

interfer—n gamma. Mutaciones en este gen han sido asociadas a melanoma 

familiarizado y a esclerosis Lichen atr—fica familiar. Con el trabajo de Ojesina y 

cols., es la primera vez que se asocia el gen HLA-B  al c‡ncer tipo epitelial 

como lo es el CaCU[85,86]. 

El gen con mayor frecuencia de mutaciones, incluyendo mayor nœmero de 

deleciones que involucra cambios en la estructura de la prote’na, fue el HLA-A. 

Se encontr— mutado en todas las muestras secuenciadas hasta ahora y se 

encontraron deleciones en 10 muestras. Mutaciones en este gen afectan el 

procesamiento del ant’geno y la presentaci—n del ant’geno mediada por MHC 

clase I y la v’a de se–alizaci—n mediada por interfer—n gamma. Se ha reportado 

que mutaciones en este gen se asocian a enfermedades como melanoma 

familiarizado, esclerosis atr—fica de Lichen, osteosarcoma familiar, entre 

otras[85-87]. En el estudio como antecedente a este trabajo de Ojesina y cols., 

este gen tambiŽn se asoci— por primera vez con c‡ncer tipo epitelial como en el 

caso del cervicouterino.  

En el trabajo de Ojesina y cols., el gen con mayor frecuencia de mutaciones fue 

MAPK1. En nuestro trabajo las variantes encontradas no han sido reportadas 

como variantes que cambien la estructura de la prote’na. Lo mismo ocurri— con 

el gen ZNF706, en donde s—lo se encontraron variantes que no tienen reportes 

de cambios estructurales en la prote’na. Entre la mayor’a de estas variantes se 

encontraron cambios de una sola base, como SNPs. 

Las mutaciones encontradas en el gen EP300 afectan principalmente las 

funciones de apoptosis, el ciclo celular, la respuesta al da–o del ADN, la se–al 

de transducci—n mediada por p53 la cual resulta en apoptosis, acetilaci—n de 

histonas (H4), as’ como interacci—n con otras especies. Algunas mutaciones 

encontradas en este trabajo se han asociado previamente a otros tipos de 

c‡ncer como el colorectal, mama, p‡ncreas, leucemia mieloide aguda (AML), 
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leucemia linfoc’tica aguda (ALL), y Linfoma Difuso de cŽlulas B grandes 

(DLBCL)[88-91]. 

El gen con menos frecuencia de mutaciones fue el RSPH6A, ya que s—lo 4 

muestras presentaron mutaciones en este gen (21%). Cabe destacar que todas 

las mutaciones encontradas en este gen confirieron cambios estructurales en la 

prote’na. 

Con este nœmero de muestras no es posible realizar asociaciones contundentes 

entre el estadio y el nœmero de mutaciones. Aunque se observa que en estadios 

m‡s avanzados se presentan mayor nœmero de deleciones en algunos genes. 

Habr’a que aumentar el nœmero de muestras para observar diferencias 

significativas. 

Lo mismo sucede con aquellas muestras que presentan coinfecciones o algœn 

tipo de VPH como el 16. Sin embargo no se observan diferencias significativas 

entre el tipo viral presente en la muestra y el nœmero de mutaciones 

observadas. 

Tampoco hay diferencias entre el nœmero de mutaciones si la paciente ten’a el 

h‡bito de fumar, ya que s—lo tres muestras proven’an de pacientes que 

fumaban.  

En este estudio hubo mutaciones y variantes que se repiten a lo largo de las 

muestras. La mutaci—n g.chr22:41568480T>C del gen EP300 se encontr— en 18 

de las muestras, aunque no produce algœn cambio en la prote’na. Otra 

mutaci—n con el mismo nœmero de repeticiones en las muestras encontrada en 

el mismo gen g.chr22:41551039T>A que produce el cambio en la prote’na 

p.T1061T, se ha asociado a los mismos tipos de c‡ncer. Otra mutaci—n de este 

gen (g.chr22:41548008A>G) que produce el cambio p.I997V (mutaci—n de 

sentido err—neo) se encontr— en 16 muestras.  

En TP53 se encontr— un SNP (g.chr17:7578645C>T) en 17 de las muestras, el 

cual ya ha sido reportado en c‡ncer de mama, colorectal, pulm—n, sarcoma, 

adrenocortical, glioma, y otros mœltiples tipos de tumor, adem‡s de asociarse 

tambiŽn a c‡ncer hereditario como el adrenocortical, endometrial, mama y 

ovario no asociado a BRCAs, entre otros. 
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En 15 muestras se encontraron las siguientes mutaciones en el gen HLA-A: 

g.chr6:29913078A>G, g.chr6:29913074A>G y g.chr6:29913042C>T, donde Žsta 

œltima produce un cambio en la estructura de la prote’na (p.S359S). Mientras 

que en 15 muestras la mutaci—n g.chr6:31323233A>G produjo un cambio en la 

estructura de la prote’na (p.T252T). 

La deleci—n m‡s predominante en las muestras fue 

g.chr22:41574969_41574972TGTA>T en el gen EP300, la cual se encontr— en 

8 muestras. El cambio que produce esta deleci—n aœn no ha sido reportado ni 

asociado a alguna patolog’a. Si esta mutaci—n se encuentra en un mayor 

nœmero de casos de CaCU podr’a reportarse por primera vez en esta 

enfermedad.  

Otra deleci—n importante fue la encontrada en el gen HLA-A 

(g.chr6:29912227_29912230TGGA>T), la cual se encontr— en 6 muestras, de la 

cual no se tienen reportes de asociaci—n de esta deleci—n a alguna patolog’a. 

En 4 muestras, se encontr— una deleci—n en el gen EP300 

(g.chr22:41575884_41575898TCACACACACACACA>T) que previamente se 

ha relacionado con c‡ncer de mama, colorectal, p‡ncreas, AML, ALL y DLBCL. 

No se tienen reportes de una posible asociaci—n con CaCU. La cual podr’a ser 

asociada con esta neoplasia en caso de encontrarse en un mayor nœmero de 

muestras. 

Finalmente, es de gran relevancia el hallazgo de mutaciones en dos genes del 

sistema mayor de histocompatibilidad (HLA-A y HLA-B), ambos con una tasa 

alta de mutaciones en este tipo de neoplasia. 

Ambos genes est‡n implicados en la presentaci—n de ant’genos y estos datos 

ponen en evidencia el significado potencial de la sinergia entre la infecci—n por 

VPH y una respuesta inmune alterada en la patogŽnesis del CaCU. 

 

 

 

  



! )$ !

CAPêTULO VII: CONCLUSIONES. 

 

7.1 Conclusiones.  

 

En este trabajo todas las pacientes mostraron al menos un factor de riesgo de 

los previamente reportados para la progresi—n a CaCU,.  

Se logr— detectar al VPH en el 87% de las muestras, siendo el tipo 

predominante el VPH 16, seguido del VPH 45 y 56 en esta regi—n del pa’s. 

Se encontr— que el 21% de las muestras conten’an m‡s de un tipo de VPH, sin 

embargo no se pudo determinar quŽ tipos se encontraban mezclados en las 

muestras.  

Se lograron secuenciar los genes blancos de interŽs en las 19 muestras con la 

plataforma Ion Torrent. Los genes que se encontraron mutados con mayor 

frecuencia fueron el HLA-B, EP300 y HLA-A. Todas las muestras presentaron 

variantes en estos genes.  

El gen con m‡s mutaciones que producen cambios de estructura de la prote’na 

fue el HLA-B. El gen HLA-A tuvo un mayor nœmero de deleciones entre las 

muestras (10 muestras). 

Todas la variantes encontradas en los genes MAPK1 y ZNF706, no se hab’an 

asociado previamente a cambios en la estructura de la prote’na. La mayor’a de 

estas variantes son SNPs. 

El gen con menor frecuencia de mutaciones fue el RSPH6A, aunque todas 

resultan en cambios estructurales de la prote’na. 

Las mutaciones que se encontraron con m‡s frecuencia fueron 

g.chr22:41568480T>C y g.chr22:41551039T>A, seguidas de la mutaci—n 

g.chr22:41548008A>G del gen EP300. 

La segunda mutaci—n encontrada con mayor frecuencia fue 

g.chr17:7578645C>T en el gen TP53, encontrada en 17 muestras. 

En 15 muestras se encontraron las mutaciones g.chr6:29913078A>G, 

g.chr6:29913074A>G y g.chr6:29913042C>T en el gen HLA-A.  
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La deleci—n encontrada con mayor frecuencia en las muestras fue 

g.chr22:41574969_41574972TGTA>T en el gen EP300. Se encontr— en 8 

muestras. 

Para confirmar estos potenciales biomarcadores de CaCU es importante 

aumentar el nœmero de muestras.  

Las mutaciones encontradas en genes implicados en la presentaci—n de 

ant’genos como HLA-A y HLA-B en todas las muestras, ponen en evidencia la 

sinergia entre la infecci—n por el VPH y la respuesta inmune alterada en la 

progresi—n a CaCU. Lo que podr’a implicar la postulaci—n de Žstos como 

biomarcadores para este tipo de neoplasia. 
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DR. HUGO A. BARRERA SALDA„ A 
Investigado r Principa l 
Departament o d e Bioqu’mic a 
Presente. -

Estimad o Dr. Barrera : 

Le inform o qu e nuestro Comit Ž d e ƒtica d e la  Faculta d  d e Medicin a  d e la 
UANL y Hospita l Universitario "JosŽ Eleuterio Gonz‡lez" , ha  evaluad o y 
aprobad o e l siguient e protocol o d e investigaci—n titulad o "Genom a de l 
C‡ncer : Cap’tul o MŽxico : Bœsqueda d e biomarcadore s en c‡nce r 
cervicouterlno" , participand o adem‡ s la  Dra . e n C. Mar’ a  d e Lourde s 
Garz a  Rodr’gue z y e l Dr. Lezmes Dionici o Valde z Chap a  com o Co -
Investigadores . 

Su proyect o qued — registrad o e n esta  Subdirecci—n co n la  clav e 
Bill-002. Este nœmero es necesari o par a  la  autorizaci—n d e los servicio s d e 
apoy o a  la  investigaci—n 

Le pedimo s mantenerno s informado s de l avanc e o  terminaci— n d e su 
proyecto . 

Sin m‡ s po r e l momento , m e despid o d e usted . 

A t e n t a m e n t e ,' ?6CD9: .! >E; '9! '.;A*?8.F5!.E ;'

"Alere Flamma m Veritatis " 
Monterre y N L., a  10^ e Agost o de l 2011 

$';G7H+I ' ! >: .8J' 9* 'J8.! 5'

DlwCfi t GERARDO GARZA LEAL' !>:.8 J' 9* ' .;A*?8.F5!.E ;'

Secrelari o d e Investigaci—n Cl’nic a 
President e de l Comit Ž d e ƒtic a  y Comit Ž d e Investigaci—n 

?6C9.B*!!.E ; '9* '.;A*?8.F5!.E ;'
Edi f ic io de la Bibli oteca Central de Sa Facul tad de Medic ina de la U.A. N. L planta baja. 
Av. Francisco I. Madero Pte. s/n y Dr. E. Agu’ rre Peque–o, Col . Mi t ras Centro, CP . 64460 Monterrey, N.L MŽxico 
Tel. /Fax (+52) 8329 4050 Ext. 2871 al 2874. Correo Elect r—nico: sinvest igac ion @hu.uanLmx 
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Run Report for AmpliSeq

Run Summary

284 M 65
Total Bases Key Signal

75%
ISP Loading

ISP Density

2,640,646
Total Reads

56%
Usable Reads

ISP Summary

107 bp
Mean Read Length

Read Length

Addressable Wells 6,348,229

With ISPs 4,738,166 74.6%
Live 4,712,805 99.5%
Test Fragment 15,092 00.3%
Library 4,697,713 99.7%

Library ISPs 4,697,713

Filtered: Polyclonal 1,721,979 36.7%
Filtered: Low Quality 332,254 07.1%
Filtered: Primer Dimer 2,834 00.1%
Final Library ISPs 2,640,646 56.2%

Barcode Name Sample Bases � Q20 Reads Mean Read Length

No barcode None 12,006,000 9,246,654 126,646 94 bp

IonXpress 037 31 19,297,284 17,204,404 168,045 114 bp

IonXpress 038 9 17,865,129 15,813,423 152,912 116 bp

IonXpress 039 26 15,539,079 13,775,275 136,279 114 bp

IonXpress 040 28 23,797,980 21,122,920 231,696 102 bp

IonXpress 043 119 20,825,875 18,208,657 181,244 114 bp

IonXpress 044 120 9,730,753 8,745,474 97,554 99 bp

IonXpress 045 104 23,770,400 21,077,387 208,386 114 bp

IonXpress 046 105 29,682,911 26,446,878 291,408 101 bp

IonXpress 047 110 5,670,328 4,982,741 45,879 123 bp

IonXpress 048 108 22,545,030 20,292,591 232,144 97 bp

IonXpress 049 111 13,386,086 12,049,262 139,899 95 bp
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Run Report for AmpliSeq

IonXpress 050 109 23,549,119 21,044,344 224,601 104 bp

IonXpress 051 113 29,639,949 26,152,979 251,906 117 bp

IonXpress 052 112 16,952,838 14,894,314 151,690 111 bp

Test Fragment Reads Percent 50AQ17 Read Length Histogram

TF A 14,662 95%

2



Run Report for AmpliSeq

Alignment Summary (aligned to Homo sapiens)

267 M 0.1X
Total Alignment Bases Average Coverage

Depth of Reference

98.7%
Mean Raw Accuracy 1x

AQ17 AQ20 Perfect

Total Number of Bases [Mbp] 232 M 204 M 179 M
Mean Length [bp] 102 97 88
Longest Alignment [bp] 355 342 329
Mean Coverage Depth 0.1 0.1 0.1
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Run Report for AmpliSeq

coverageAnalysis

sampleID
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Run Report for AmpliSeq

variantCaller
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Run Report for AmpliSeq

Analysis Details

Run Name R 201312 11 12 18 39 user MAU-21-Ampliseq
Run Date Dec. 11, 2013, 12:18 p.m.
Run Flows 600
Projects Ampliseq
Sample 104, 105, 26, 31, 28, 120, 108, 109, 116, 110, 113, 112, 9, 111, 103, 119
Reference
PGM MAUL
Flow Order TACGTACGTCTGAGCATCGATCGATGTACAGC
Library Key TCAG
TF Key ATCG
Chip Check Passed
Chip Type 316D
Chip Data single
Barcode Set IonXpress
Analysis Name AmpliSeq
Analysis Date Dec. 12, 2013, 1:43 p.m.
Analysis Flows 600
runID 6BIZF

Software Version
Torrent Suite 3.6.2
host ion-torrent-server
ion-alignment 3.6.3-1
ion-analysis 3.6.39-1
ion-dbreports 3.6.52-1
ion-gpu 3.6.5-1
ion-pipeline 3.6.25-1
ion-plugins 3.6.45-1
ion-torrentr 3.6.9-1
Script 21.3.1
LiveView 519
DataCollect 447
OS 20
Graphics 32
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!"# $%"&'"#&() *%+,+-+,) *.)-(/(&)&(0#1(2+ 3"/"%"#&() 1',+%
45677 89 :: ;#<%+# =>5 1 *
45677 89 :: =(."#< =>5 1 ?
15@6 8A 8A;#<%+# =>5 * 1
45677 8B :: C(--"#-"DC'<)<(=>5 ? !
EF?GH 8@ B =(."#< =>5 ? !
EF?G? 8@ B ;#<%+# =>5 ? !
EF?G? 8@ B ;#<%+# =>5 ? !
EF?G? 8@ B =(."#< =>5 * 1
EF?G? 8I B 6JK13 =>5 1 !
C?5L8 8I :: 6JK13 =>5 * !
M>$A7B 86 9 6JK13 =>5 ? 1
EF?GH 86 B =(."#< =>5 1 *
1KH!*5B 8: :: C(--"#-"DC'<)<(=>5 ? !
EF?GH 88 B 6JK13 =>5 ! ?
EF?G? 88 B 6JK13 =>5 ! 1
EF?G? 88 B ;#<%+# =>5 1 *
EF?GH 87 B ;#<%+# =>5 * !
EF?G? 87 B =(."#< =>5 * 1
EF?G? 87 B C(--"#-"DC'<)<(=>5 1 *
43HH: N 8A ;#<%+# =>5 * 1
EF?GH N B=(."#< =>5 * 1
EF?G? N BC(--"#-"DC'<)<(=>5 ? 1
EF?G? N B=(."#< =>5 1 *
EF?G? N B ;#<%+# =>5 1 *
EF?G? N BC(--"#-"DC'<)<(=>5 1 *
EF?G? N BC(--"#-"DC'<)<(=>5 ! ?
5;L6*? 9 6 ;#<%+# =>5 * ?
45677 9 :: 6JK13 O4F 1!1? 1
EF?GH 9 B @J$.)#P =>5 1 *
EF?GH 9 B @J$.)#P =>5 ? !
EF?GH 9 B @J$.)#P =>5 ! *
EF?GH 9 B=(."#< =>5 ? !
EF?G? 9 B ;#<%+# =>5 ! ?
EF?G? 9 B ;#<%+# =>5 1 *
EF?G? 9 BC(--"#-"DC'<)<(=>5 * ?
EF?G? 9 B ;#<%+# =>5 * 1
C?5L8 9 :: 6JK13 =>5 * !
C?5L8 9 :: 6JK13 =>5 1 *
514> A 87 6JK13 =>5 * 1
1KH!*5B A :: ;#<%+# =>5 ? !
L31?5IG88 A 8AC(--"#-"DC'<)<(=>5 * 1



L31?5IG88 A 8AC(--"#-"DC'<)<(=>5 ! *
EF?GH A B@JK13 =>5 * 1
EF?GH A BC(--"#-"DC'<)<(=>5 ? *
EF?GH A BC(--"#-"DC'<)<(=>5 1 !
EF?GH A BC(--"#-"DC'<)<(=>5 * !
EF?GH A B=(."#< =>5 ? *
EF?G? A B=(."#< =>5 * ?
EF?G? A B ;#<%+# =>5 ! *
15@6 A 8AC(--"#-"DC'<)<(=>5 ! *
$HQRA B I ;#<%+# =>5 1 ?
45677 B :: ;#<%+# =>5 * 1
EF?GH B B @J$.)#P =>5 ! ?
EF?GH B B @J$.)#P =>5 ! ?
EF?GH B BC(--"#-"DC'<)<(=>5 ? !
EF?GH B BC(--"#-"DC'<)<(=>5 ! *
EF?G? B B6JK13 =>5 * !
EF?G? B B ;#<%+# =>5 1 *
EF?G? B B ;#<%+# =>5 ! *
EF?G? B BC(--"#-"DC'<)<(=>5 * 1
EF?G? B B ;#<%+# O4F 1!!? 1
EF?G? B B ;#<%+# =>5 * 1
EF?G? B B ;#<%+# =>5 * ?
EF?G? B BC(--"#-"DC'<)<(=>5 ! 1
EF?G? B B=(."#< =>5 ! *
EF?G? B BC(--"#-"DC'<)<(=>5 ? 1
EF?G? B B=(."#< =>5 * 1
C?5L8 B :: 6JK13 =>5 * 1
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