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RESUMEN 

El cáncer de cuello uterino es el séptimo cáncer más frecuente en la población general y 

el segundo más común entre las mujeres de todo el mundo. Numerosos estudios 

epidemiológicos y moleculares han establecido al Virus del Papiloma Humano (VPH) 

como el principal factor etiológico del cáncer cervical. Sin embargo, dada la alta 

prevalencia de la infección por VPH en la población general respecto de la incidencia 

del carcinoma cervical, se presume que la sola infección por este virus sería insuficiente 

para provocar la transformación neoplásica. Las diferencias genéticas del hospedador 

que influyan en la respuesta contra la infección viral podrían determinar un mayor 

riesgo de desarrollo de lesiones cervicales y progresión hacia un carcinoma invasor. De 

esta manera, los polimorfismos genéticos presentes en genes relacionados a la infección 

viral, a la respuesta inmune, a los sistemas de reparación del ADN y aquellos genes 

supresores de tumores, podrían influenciar y determinar un riesgo aumentado de 

desarrollo de la neoplasia cervical. El objetivo del presente trabajo fue determinar el 

efecto del componente genético en relación a la susceptibilidad de desarrollo de cáncer 

cervical y la infección por el Virus del Papiloma Humano. 

Se analizaron un total de 512 muestras cervicales de mujeres de la ciudad de La Plata, 

las cuales fueron clasificadas histológicamente en: 200 muestras de mucosa cervical 

normal (PapI/II), 100 Lesiones Intraepiteliales de Bajo Grado (LGSIL), 72 Lesiones 

Intraepiteliales de Alto Grado (HGSIL) y 140 muestras correspondientes a Carcinomas 

Cervicales Escamosos (SCC). La presencia de ADN del VPH fue examinada mediante 

PCR anidada y la genotipificación del virus por PCR-SSCP y PCR-EIA. La 

genotipificación de los Polimorfismos de Nucleótido Simple (SNPs) presentes en los 

genes FASL (-844 T/C), IL10 (-1082 G/A), p53 (Arg72Pro), INFG (+ 874 T/A) y 

RNASEL  (Arg462Gln) se llevó a cabo mediante la tecnología de Pirosecuenciación, 



 

 

 

mientras que el análisis de los SNPs Arg399Gln y Arg194Trp de XRCC1, -308 (G/A) y 

-238 (G/A) de TNF-α y -670 del gen FAS se realizó utilizando la técnica de PCR-RFLP. 

La prevalencia de la infección por VPH en el grupo control fue del 36,5%. El tipo viral 

más prevalente fue el VPH-16 (51,2%). Del total de los controles, el 29,3% 

correspondió a mujeres mayores a 30 años infectadas con VPH-16 y/o VPH-18. Los 

polimorfismos presentes en las regiones promotoras de los genes TNF-α (-308 (G/A) y -

238 (G/A)), IL-10 (-1082 (G/A)) y FASL (-844 (T/C)), así como el SNP + 874 (T/A)  

del gen  Interferon gamma, no presentaron diferencias entre casos y controles. De 

manera similar, no hubo asociación entre dichos polimorfismos y la presencia del ADN 

del VPH.  Sin embargo, se registró un incremento significativo en el riesgo de 

desarrollo de cáncer cervical otorgado por los genotipos homocigota AA del gen FAS 

(OR=2,25; p=0,035), heterocigota CG del gen p53 (OR=2,43; p=0,004) y el genotipo 

TT+TC del gen XRCC1 codon 194 (OR=2,26; p=0,02). Por otra parte, los genotipos 

homocigota AA de RNASEL (OR=0,31;  p=0,034) y heterocigota AG de XRCC1 codon 

399 (OR=0, 48; p=0,023) otorgaron una menor susceptibilidad frente al desarrollo de la 

neoplasia cervical. En el caso del gen FAS, el genotipo homocigota AA (OR=2,53; 

p=0,035) se encontró asociado con un incremento en la susceptibilidad a la infección 

por VPH. En cuanto a las lesiones cervicales, se observó que tanto el alelo Gln (A) 

(OR=3,03; p=0,001) como el genotipo homocigota Gln/Gln (AA) (OR=5,34; p=0,000) 

de XRCCI Arg399Gln otorgaron un incremento significativo en el riesgo de desarrollo 

de lesiones de bajo grado (LSIL). Por el contrario, el genotipo heterocigota Gln/Arg 

(AG) de este mismo polimorfismo estuvo asociado con una disminución en el riesgo de 

desarrollo de este tipo de lesiones (OR=0, 25;  p=0,009). Por último, el análisis de los 

polimorfismos a través del algoritmo MDR reveló que existe  una interacción sinérgica 

entre ellos, presentando el modelo de cuatro-factores (cuatro-loci), conformado por 



 

 

 

FASL-P53-RNASEL-XRCC1399, una asociación significativa con la neoplasia cervical 

(TA=0,61; p<0,05). 

De acuerdo a los resultados obtenidos se observa que la asociación encontrada entre los 

Polimorfismos de Nucleótido Simple y el carcinoma cervical apoya el rol de la 

susceptibilidad genética del hospedador en la etiología de esta enfermedad. En base a 

esto se sugiere que la utilización de estos polimorfismos podría resultar muy 

conveniente en la identificación de aquellos individuos que se encuentran con mayor 

riesgo de desarrollo de lesiones cervicales y progresión hacia un carcinoma invasor. 
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1. 1. Cáncer Cervical 

1.1.1. El Cáncer Cervical como resultado de la interacción hospedador huésped  

En el contexto de la biología molecular, el cáncer comprende a ciertas enfermedades 

que están caracterizadas por presentar alteraciones en los mecanismos que gobiernan la 

proliferación, el anclaje y la migración celular. Los agentes capaces de inducir 

neoplasias conforman una serie variada de carcinógenos, dentro de los que se pueden 

encontrar desde sustancias químicas y distintas radiaciones, hasta virus oncogénicos.  

Numerosos estudios epidemiológicos y moleculares han establecido al Virus del 

Papiloma Humano (VPH) como el principal factor etiológico del cáncer de cuello 

uterino. Sin embargo, dada la alta prevalencia de la infección por VPH en la población 

general respecto de la incidencia del carcinoma cervical, se presume que la sola 

infección por este virus sería insuficiente para provocar la transformación neoplásica. 

Los estudios realizados sugieren que la mayoría de las infecciones por VPH serían 

transitorias, siendo el virus suprimido por el sistema inmune del hospedador, llevando la 

carga viral a niveles no detectables. Por esta razón, la persistencia de la infección por 

VPH sería una condición necesaria, pero no suficiente, para que se produzca el 

desarrollo de las neoplasias intraepiteliales cervicales.   

Entre los factores que pueden condicionar que una infección se establezca como 

persistente se encuentra el perfil genético individual. Magnusson y col. (2000) y  Czene 

y col. (2002), estimaron que el valor de heredabilidad del cáncer de cuello uterino se 

encontraría entre el 25 y el 27%, demostrando la importancia que posee el perfil 

genético del hospedador en el desarrollo de este tipo de cáncer. En este sentido, hoy se 

sabe que la mayor parte de la variación en la secuencia del genoma humano es 

atribuible a la presencia de polimorfismos de nucleótido simple (SNPs). Usualmente, 

estos polimorfismos poseen baja penetrancia, pudiendo comportarse como silentes en 

aquellos casos donde no existe exposición al agente causal. Actuando en conjunto, la 
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suma de las pequeñas variaciones puede explicar una proporción importante de la 

susceptibilidad a una enfermedad multifactorial. 

El conocimiento de las variaciones genéticas derivado del proyecto genoma humano 

hace posible la implementación de un enfoque poligénico orientado hacia la prevención 

de las enfermedades, permitiendo la identificación de individuos que por su perfil 

genotípico sean susceptibles al desarrollo de cáncer de cuello uterino.  

 

1.1.2.  Epidemiología Descriptiva 

El cáncer de cuello uterino es el séptimo cáncer más frecuente en la población general y 

el segundo más común entre las mujeres de todo el mundo. La incidencia global 

estimada para este cáncer en el año 2012 fue de aproximadamente 528.000 nuevos 

casos por año. En términos generales, es mucho más común en países en desarrollo, 

donde representa casi el 12% de todos los cánceres femeninos. Las regiones de alto 

riesgo, con Tasas de Incidencia ajustadas por edad estimadas en más de 30/100.000 

mujeres por año, incluyen el Este de África (42,7), Melanesia (33,3), Sur (31,5) y 

Centro (30,6) de África. Por otra parte, las tasas de incidencia mas bajas se encuentran 

en Australia / Nueva Zelanda (5,5) y Asia Occidental (4.4). El Cáncer de cuello uterino 

sigue siendo el cáncer más común en las mujeres de África Central y Oriental. (IARC, 

GLOBOCAN 2012). 

Para el año 2012, se estimaron 266.000 muertes por cáncer cervical en todo el mundo, 

representando el 7,5% de todas las muertes por cáncer femenino. La mortalidad varía 

entre las diferentes regiones del mundo, con tasas que van desde menos de 2/100.000 en 

Asia Occidental, Europa Occidental y Australia / Nueva Zelanda a más de 20/100.000 

en Melanesia (20,6), Centro (22.2) y Este (27,6) de África. (IARC, GLOBOCAN 2012). 
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En nuestro país, dentro del cáncer ginecológico, el primer lugar lo ocupa el cáncer de 

mama y el segundo lugar el cáncer de cuello uterino, con una tasa de incidencia de 

21/100.000 en el año 2012 (Gráfico 1). 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 1- Tasas de Incidencia ajustadas por edad estimadas por la IARC para los principales 

tipos de cáncer en mujeres. Argentina, 2012. 

 

Asimismo, en Argentina se diagnostican aproximadamente 4000 nuevos casos por año y 

mueren 1800 mujeres. La tasa de mortalidad ajustada por edad fue de 7/100.000 

mujeres para el año 2012 (Msal.gov.ar., 2012). De esta manera, el cáncer de cuello 

uterino representa el 10% de la mortalidad femenina por cáncer, hecho que lo sitúa en el 

sexto lugar como causa de muerte por motivo de enfermedad neoplásica en la población 

femenina. 

En nuestro país, el cáncer cérvico-uterino es un indicador de inequidad en salud. La 

carga de enfermedad y mortalidad varía según la provincia, siendo más alta en 

poblaciones con menor nivel de desarrollo socio-económico (Gráfico 2). 
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Gráfico 2- Tasas de Mortalidad estandarizadas por edad para el cáncer cervicouterino según las 

diferentes provincias. Argentina, 2012. IARC. 

 

Dentro de la provincia de Buenos Aires, en el área de influencia de este estudio 

correspondiente al Partido de La Plata, la tasa de mortalidad del carcinoma de cuello 

uterino estimada para el período 2007-2009 fue de 5,5/100.000 mujeres por año 

(Msal.gov.ar., 2012).  

La importancia del cáncer cervical se encuentra aún más destacada por el hecho de que 

la sobrevida global de los pacientes con esta neoplasia generalmente es más corta que 

para las pacientes con cáncer de mama. Además, el cáncer cervical ocurre en una edad 

relativamente más precoz que la del cáncer de mama y en general afecta a mujeres 

multíparas al inicio de los años post-menospáusicos.  

Argentina definió como prioritario el abordaje integral de la prevención de cáncer 

cervicouterino, con el objetivo de disminuir la mortalidad por esta patología. Esto 
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incluye la incorporación de la vacuna contra VPH para niñas de 11 años y el 

fortalecimiento de la estrategia de prevención secundaria a través del tamizaje basado 

en la citología y la introducción del Test de VPH como tamizaje primario. 

 

1.1.3.  Histologia y Clasificación  

Se distinguen dos formas de carcinomas de cuello uterino: el de células escamosas 

(SCC), que comprende el 80% de los carcinomas detectados y el adenocarcinoma 

(ADC), que presenta una prevalencia cercana al 20%. El cuello uterino normal posee 

dos tipos de epitelio, el exocervical (plano escamoso) y el endocervical (cilíndrico 

mucosecretor). El sitio de unión de ambos epitelios se denomina zona de unión escamo-

columnar y es un área dinámica, sujeta a fenómenos de proliferación y remodelación 

que transforma el epitelio cilíndrico mucosecretor en epitelio escamoso, proceso 

llamado metaplasia. El cáncer de cuello de útero afecta a esta zona particular del cérvix 

(Alonso et al., 2005). El mayor riesgo de desarrollo de neoplasia coincide 

temporalmente con el momento de mayor actividad metaplásica, indicando que este 

reemplazo es el que permite que la transformación celular se produzca.  

Las lesiones que se desarrollan en el interior del epitelio han variado su nomenclatura 

desde 1949, cuando se denominaron “displasias”, pasando por “neoplasia intraepitelial 

cervical” (NIC), con sus categorías: leve (NIC 1), moderada (NIC 2) y grave o 

carcinoma in situ (NIC 3). En 1989, en el Congreso de Bethesda, Washington, se 

propuso la denominación SIL (lesión intraepitelial escamosa). El sistema Bethesda tiene 

como objetivo proporcionar una terminología y criterios diagnósticos uniformes para la 

caracterización de la patología cervical. Esta clasificación citológica divide las  
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Figura 1- Esquema del cuello uterino normal, donde se distinguen el orificio cervical interno, el 

orificio cervical externo y la zona de transformación. 

 

anormalidades de células escamosas en lesiones intraepiteliales escamosas de bajo 

grado o LGSIL (“low grade squamous intraepithelial lesions”) y lesiones 

intraepiteliales escamosas de alto grado o HGSIL (“high grade squamous intraepithelial 

lesions”). Aquellas anormalidades que no corresponden a estas categorías o que se 

deben a cambios reactivos benignos se clasifican como atipia de células escamosas de 

significado incierto o ASCUS (“atypical squamous cell of uncertain significance”) 

(Farias-Eisner, 1995).  

Las lesiones intraepiteliales conforman un espectro de anormalidades consideradas 

como precursoras del cáncer cervicouterino (Alonso P. et al., 2005). La distancia 

temporal que separa a las lesiones intraepiteliales del carcinoma invasor indica una lenta 

evolución potencial de las lesiones primarias para alcanzar al cáncer invasor. 

El sitio de origen de las SIL es predominantemente el labio anterior del cérvix, tanto en 

el epitelio de la zona de transformación como en el epitelio endocervical de la unión. El 

proceso se puede iniciar en las células basales del epitelio escamoso del exocérvix, en 

las células basales de la zona de transformación o en las células de reserva del 
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endocervix. La mayoría de las SIL aparecen en la unión escamo-columnar de la zona de 

transformación y solo alrededor del 10% se localizan en el epitelio cilíndrico sin 

involucrar a la unión. En términos generales las SIL ubicadas en el exocervix tienden a 

ser de bajo grado, a diferencia de aquellas que se extienden en el canal endocervical, 

que son de alto grado. Las SIL se caracterizan por una proliferación de células 

anormales, con pérdida de la polaridad celular y de la maduración citoplasmática; la 

proporción que ocupan estas células inmaduras dentro del epitelio es uno de los 

parámetros para su clasificación (Alonso P. et al., 2005)  (Figura 2). 

 

 

Figura 2- Esquema de la graduación de las lesiones cervicales basado en la proporción de la 

lesión que es ocupada por células no diferenciadas. Tomado y modificado de Lörincz y Reid, 

1997. 

 

Usualmente, en las pacientes con LGSIL se observa una reversión en su epitelio 

cervical a su condición normal, sin mediar tratamiento. Solo alrededor del 20% de los 

casos con LGSIL progresan al estadio siguiente de HGSIL (Ross, 1998). 

El estadío HGSIL no es reversible, aunque algunos estudios sugieren que un pequeño 

porcentaje de pacientes con HGSIL no tratado puede revertir su condición a lesiones de 
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bajo grado. Sin embargo, el HGSIL es casi siempre de tratamiento quirúrgico, con 

resultados positivos. En la mayoría de los pacientes con HGSIL que no reciben 

tratamiento se observa una progresión hacia el carcinoma microinvasivo y 

posteriormente al carcinoma invasivo de células escamosas (Ross, 1998). 

 

1.2.  Virus del Papiloma Humano 

Numerosos estudios epidemiológicos y moleculares han establecido al virus del 

papiloma humano (VPH) como el principal factor etiológico de este tipo de cáncer, y ha 

sido propuesto como una causa necesaria, implicando esto que el cáncer cervical no 

aparecerá sin la presencia persistente del ADN de VPH (Bosch et al., 2002). Sin 

embargo la prevalencia de la infección por VPH es más alta respecto de la incidencia 

del carcinoma cervical. Esto se debe a que, en general, estas infecciones son limitadas 

por el sistema inmune del hospedador. Incluso cuando la infección persiste, el cáncer 

cervical mayoritariamente no aparece hasta después de transcurridos muchos años. Este 

hecho apoya la hipótesis de que la infección por VPH puede iniciar una lesión, pero no 

necesariamente promoverla a un estadío de carcinoma cervical. Ciertas influencias 

oncogénicas dadas por otros factores o cofactores, intervendrían en el proceso de 

transformación y establecimiento de la malignidad. De este modo, la persistencia de la 

infección sería una condición necesaria, pero no suficiente, para el desarrollo de 

lesiones intraepiteliales cervicales. 

Se estima que el VPH es la infección de transmisión sexual (ITS) más común. La 

prevalencia de VPH ha sido estimada en un 26.8% en mujeres de 14 a 59 años (Dunne 

et al., 2007) y estudios en Argentina han arrojado resultados de prevalencia de la 

infección de un 46% para la ciudad de La Plata (Abba et al., 2003), 26% para Ushuaia 

(Sijvarger et al., 2006), 17% en Concordia (Matos et al., 2003) y 43% para Posadas 

(Tonon et al., 1999; Tonon et al., 2003). De los 6.2 millones de nuevas infecciones con 
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VPH por año, 74% ocurren en mujeres de entre 15 y 24 años, y algunas estimaciones 

sugieren que más del 80% de las mujeres sexualmente activas adquirirán VPH genital 

antes de los 50 años (Huang, 2008). 

 

1.2.1.  Clasificación y estructura  

El virus del papiloma humano (VPH) es un agente infeccioso epiteliotrópico semejante 

en su estructura superficial a los poliomavirus y anteriormente clasificado dentro de la 

Familia Papovaviridae (Raj, 1994). Actualmente se los ha reubicado en la Familia: 

Papillomaviridae, Subfamilia: Papillomavirus, Género: Papilloma (Van Regenmortel et 

al., 1999 o 2000). Hasta el momento se han identificado 170 genotipos virales distintos 

y se han obtenido las secuencias completas o parciales de sus genomas (de Villiers, 

2013). 

El virión del VPH posee una nucleocápside icosaédrica de 72 capsómeros, desnuda, de 

55nm de diámetro. Está constituido por ADN de doble cadena circular, de unos 8 kb de 

longitud, que se replica en el núcleo celular (Shah y Howley, 1990). Los genomas de los 

diversos tipos tienen la misma organización general, pero pueden diferir 

considerablemente en longitud y secuencias. La estructura no envuelta del virus le 

otorga una resistencia relativa al calor y a los solventes orgánicos (Roden et al., 1997; 

Stoler, 2000).  

 

 

 

 

 

 

Figura 3- Nucleocápside del Virus del Papiloma Humano. 
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Al igual que otros virus, es un parásito intracelular obligado por lo que debe liberar su 

genoma y proteínas accesorias dentro de la célula hospedadora y subsecuentemente 

utilizar la maquinaria biosintética celular para la replicación viral (Marsh and Helenius, 

2006). El VPH infecta el epitelio mucoso y cutáneo en una amplia variedad de 

vertebrados superiores, induciendo en todos los casos la proliferación celular. 

 

1.2.2.  Genoma del Virus del Papiloma Humano  

El genoma del Papilomavirus humano consiste en ADN de doble cadena circular, de 

7200-8000 pb., super-enrollado y condensado por su asociación a proteínas de tipo 

histónicas, en una estructura que se asemeja a la cromatina celular (Shah y Howley, 

1990). Contiene más de diez marcos abiertos de lectura, que revelan ser altamente 

conservados entre los miembros de este grupo. La transcripción del ADN es 

unidireccional y de regulación compleja (Turek, 1994).  

El genoma del VPH puede ser dividido en tres regiones:  

1) La región de control larga (LCR) o región regulatoria río arriba (URR), que posee 

las secuencias de regulación para la replicación y la expresión génica del VPH. Este 

segmento varía substancialmente entre los tipos de VPH individuales y posee 

aproximadamente 1000 pb (10%) del genoma. 

 2) La región temprana (E), que comprende los genes E1-E7, involucrados en la 

persistencia del genoma, replicación del ADN y activación del ciclo lítico. Esta región 

abarca del 50 al 70% del genoma viral.  

3) La región tardía (L), que contiene los genes que codifican los componentes de la 

cápside, L1 y L2. Una de las proteínas de la cápside, L1, tiene un peso molecular de 

55.000 dalton y su marco abierto de lectura (ORF) está altamente conservado entre los 

distintos tipos de Papilomavirus. 
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Las proteínas virales E son transcriptas a partir del promotor temprano (P97 en VPH 31) 

antes de la replicación productiva, mientras que las proteínas L son transcriptas 

principalmente a partir del promotor tardío (P742 en VPH 31) durante la síntesis de 

nuevos viriones (Fehrmann y Laimins, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4- Representación gráfica del genoma del VPH. Tomado y modificado de Burd, 

2003. 

 

1.2.3. Productos génicos del Virus del Papiloma Humano 

E1 

La proteína viral E1 de 73 kDa es requerida para la replicación viral. Se une a una 

secuencia específica de ADN en el origen de replicación y se ensambla en complejos 

hexaméricos con la ayuda de una segunda proteína viral, E2. Este complejo posee 

actividad helicasa e inicia la separación de las cadenas de ADN viral y así provee el 

molde para la subsecuente síntesis del ADN (WHO-IARC Monographs, 2007). 

E2 

El gen E2 codifica un producto de alrededor 45 kDa, que se une a un sitio específico del 

ADN, ayudando a reclutar a E1 hacia el origen de replicación; también cumple un 

importante rol en la regulación de la transcripción viral. 
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E4 

El gen E4 está localizado en la región temprana y se superpone con E2, pero es 

transcripto en un marco de lectura diferente (WHO-IARC Monographs, 2007). A pesar 

de su nombre, está involucrada en estadios tardíos del ciclo viral, cuando se ensamblan 

los viriones completos. Se desconoce si tiene propiedades transformantes, sin embargo 

se considera que cumple un importante papel en la maduración y replicación de los 

virus. También induce el colapso de la red de citoqueratina citoplasmática de los 

queratinocitos humanos, una situación que podría facilitar la liberación de los viriones 

desde la célula infectada (Motoyama et al., 2004). 

L1 y L2 

Los genes L1 y L2 producen las proteínas estructurales del virión. Se ensamblan en 

cápsomeros, los cuales forman la cápside icosaédrica alrededor del genoma viral, 

durante la generación de la progenie de viriones (WHO-IARC Monographs, 2007).  

 

1.2.4. Proteínas claves del VPH en la carcinogénesis cervical 

Los Papilomavirus de alto riesgo son potentes inductores de la proliferación celular y 

pueden inmortalizar un gran número de tipos celulares humanos. El potencial maligno 

de los diferentes tipos virales se basa en la interacción de las oncoproteinas E6 y E7 con 

diversos factores celulares, siendo los más importantes pRb y p53.  

E5 

El gen E5 codifica cadenas polipeptídicas cortas, hidrofóbicas, con capacidad de anclaje 

en la membrana celular. La proteína E5 exhibe poca actividad transformadora 

(Fehrmann y Laimins, 2003). El marco abierto de lectura de E5 se encuentra usualmente 

eliminado en células provenientes de carcinoma cervical, indicando la ausencia de un 

rol esencial de este gen en el mantenimiento del fenotipo maligno en la célula 

hospedadora (zur Hausen, 2000; Schwarz et al., 1985). Cuando está presente, E5 
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interacciona y modula la función de otras proteínas asociadas con la membrana celular. 

Los dos blancos de acción principales son el receptor del factor de crecimiento 

epidérmico (EGF) en los queratinocitos y el receptor del factor de crecimiento 

plaquetario (PDGF) en los fibroblastos. E5 promueve la asociación del receptor y 

retarda su remoción y degradación (DiMaio y Mattoon, 2001). La sobreexpresión 

constante de la proteína E5 puede modificar el crecimiento celular y resultar en una 

transformación neoplásica en algunos sistemas experimentales (Leechanachai et al., 

1992; DiMaio y Mattoon, 2001). 

E6 

E6 es uno de los primeros genes expresados durante la infección, y tiene un rol 

determinante en la inmortalización celular. La proteína E6, de aproximadamente 150 

aminoácidos, no posee actividad enzimática intrínseca y ejerce sus funciones 

interactuando con proteínas celulares (Fehrmann y Laimins, 2003). La propiedad mejor 

conocida de la proteína E6 de los VPHs de alto riesgo es la capacidad de unirse y 

degradar a la proteína supresora de tumores p53, a través del reclutamiento de la 

proteína asociada a E6 (E6-AP, E6-associated protein). Este hecho resulta en la 

inhibición de la actividad transcripcional de p53 (Werness et al., 1990; Scheffner et al., 

1993; WHO-IARC Monographs, 2007). Ante una situación de daño genético que no 

puede ser reparado, p53 induce apoptosis, ya que tiene un papel crucial en el 

mantenimiento de la integridad del genoma celular (Klingelhutz et al., 1996; Veldman 

et al., 2003). De este modo la pérdida de función de p53 promueve la supervivencia 

después del daño o inestabilidad genómica de las células cancerosas que deberían ser 

susceptibles a apoptosis, permitiendo la acumulación de cambios genéticos que pueden 

conducir a la progresión maligna (White et al., 1994; Arends et al., 1995). En contraste 

con los tipos virales de alto riesgo, las proteínas E6 codificadas por los tipos 6 y 11 de 

bajo riesgo, se unen a p53 con menor afinidad, no pudiendo mediar su degradación. 
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Otras actividades asignadas a E6 son la activación de la subunidad catalítica de la 

telomerasa y el incremento en la vida media de las quinasas de la familia SRC (Oda et 

al., 1999; Veldman et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5- Participación de E6 en el control del ciclo celular. 

 

E7 

La proteína E7 es responsable de la transformación celular y estimulación de síntesis de 

ADN en la célula infectada y es encontrada predominantemente en el núcleo. 

El principal objetivo celular de E7 es la proteína supresora de tumores p105Rb. E7 

puede disociar el complejo pRB y el factor de transcripción E2F que existe en la fase 

G0 y G1 del ciclo celular (Chellappan et al., 1992; Dyson et al., 1989). De este modo 

E2F activaría la expresión de genes celulares reguladores del ciclo, como c-myc, una 

timidina quinasa y la ADN Polimerasa alfa, necesarias para la entrada en el período S 

del ciclo celular (Zerfass et al., 1995). Además E7, bloquea la unión de pRB al ADN 

afectando su capacidad de inhibir el crecimiento celular (Stirdivant et al., 1992). 

Adicionalmente, la unión a Rb media su degradación por la vía ubiquitina-proteosoma 
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(Wang et al., 2001). La proteína E7 de los tipos virales 6 y 11 se unen a pRB con una 

afinidad significativamente menor que las proteínas E7 de los tipos 16 y 18 (Münger et 

al., 1991). A pesar de la importancia del complejo E7- pRB, este no es un requisito 

necesario para desarrollar la oncogenicidad. E7 posee otros blancos proteicos claves en 

la regulación del ciclo celular como las proteínas p107, p130, una ciclina A y una 

quinasa asociada a la ciclina p33 (Zerfass-Thome et al., 1996; Jones et al., 1997; zur 

Hausen 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6-Efectos de E7 sobre Rb. Los complejos Rb-HDAC reprimen la actividad de los 

complejos de transcripción E2F/DP-1 en G1. E7 une Rb y HDAC independientemente, 

causando la activación constitutiva de los genes dependientes de E2F. Tomado de Longworth y 

Laimins, 2004. 

 

Mediante el bloqueo de dos genes oncosupresores cruciales, las proteínas E6 y E7 

contribuyen significativamente al potencial de transformación celular, promoviendo 

fenotipos sensibles a la acumulación de mutaciones y refractantes a los estímulos anti-

proliferativos. Hasta el momento, otras proteínas del VPH no han demostrado poseer un 

rol significativo en los procesos de transformación maligna.  
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1.2.5.  Diversidad genética del VPH  

Existen más de 120 tipos de VPH, los cuales se clasifican según el grado de homología 

de las secuencias de ADN. Se considera un nuevo tipo de VPH cuando el marco abierto 

de lectura L1 presenta más del 10% de diferencia respecto de prototipos establecidos 

(Delius et al., 1998). La gran diversidad genética resultante se explica por una dilatada 

co-evolución con los humanos y los mamíferos en general (Bernard, 1994). Basado en 

la composición de los ácidos nucleicos se han definido numerosos subgrupos, los cuales 

se corresponden en buena manera con los agrupamientos clínicos (Lörincz et al., 1992).  

Los Papilomavirus pueden ser agrupados en tipos cutáneos y mucosos según infecten 

células basales de la piel o las mucosas. El primer grupo consiste en tipos comunes a la 

población general, como son los agentes etiológicos de las verrugas plantares (VPH-1), 

verrugas comunes (VPH-2, -4), y de la condición epidermodysplasia verruciformis 

(VPH -5, -8). El segundo grupo está constituido por miembros que causan infecciones 

en el epitelio anogenital u orofaríngeo: los tipos VPH-6, 11, 34, 40, 42, 44, 53, 55, 59, 

61, etc., se denominan tipos virales de bajo riesgo por hallarse asociados a una variedad 

de proliferaciones benignas: neoplasias intraepiteliales, papilomas faríngeos, 

orofaríngeos y anogenitales, queratocantomas, verrugas anogenitales y displasias leves. 

Los tipos VPH-16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, etc., son considerados de alto 

riesgo porque están comúnmente asociados a lesiones displásicas moderadas o severas y 

al cáncer cervical invasor, cáncer de vulva, de vagina, pene y ano (zur Hausen, 1996; 

Bonnez y Reichman, 2000; Stoler, 2000).  

 

1.2.6.  El ciclo biológico del VPH  

El ciclo biológico del Papilomavirus está estrechamente ligado al grado de 

diferenciación de la piel o mucosas (Figura 7). Para poder establecerse en el epitelio, el 

virus debe ganar acceso a las células basales. Una vía común de infección es a través de 
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micro-traumas, los que se forman en gran número en las abrasiones menores y en el 

intercurso sexual.  

Una vez que el VPH ha ingresado a las células epiteliales basales, el genoma se localiza 

en el núcleo de forma episomal, y la replicación viral queda limitada al ciclo celular. En 

esta fase, la producción de las proteínas virales es mínima, expresándose los genes E6 y 

E7, y en una menor cantidad otros genes tempranos. Los mismos estimulan la 

proliferación y expansión lateral de las células basales, creando un ambiente propicio 

para la subsecuente replicación a medida que las células suprabasales se van 

diferenciando (zur Hausen, 2002).  

Cuando la infección ha sido firmemente establecida, el VPH debe migrar a las capas 

superiores y producir los componentes estructurales. Esto es logrado mediante la 

supresión de los genes E6 y E7 por parte de las proteínas regulatorias virales E1 y E2, 

que permiten que las células basales infectadas dejen de proliferar y se diferencien a 

queratinocitos. Al mismo tiempo, el ADN del VPH inicia su replicación como círculo 

rodante utilizando las enzimas del hospedador (Dowhanick et al., 1995; Frattini et al., 

1997). Cuando los queratinocitos alcanzan las capas superficiales, se promueve la 

expresión de los genes tardíos, permitiendo el ensamblaje de las partículas virales y su 

subsecuente liberación. 
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Figura 7- Biología de la infección por VPH. 

 

1.3. Factores de riesgo 

El VPH es detectado en un amplio número de mujeres sanas y, sin embargo sólo una 

pequeña fracción de las mujeres infectadas desarrollará ulteriormente un cáncer 

cervical. Esto indica que en el proceso carcinogénico deben intervenir otros cofactores 

importantes, además del VPH. 

Diversos estudios epidemiológicos han propuesto una variedad de cofactores implicados 

en la progresión del carcinoma cervical, entre ellos se encuentran: el tipo de HLA, la 

immunodepresión, la presencia de hormonas esteroideas (basado en asociaciones de 

cánceres cervicales con tasas de parición alta y utilización a largo plazo de 

anticonceptivos orales), y el tabaquismo. La mayor parte de estos cofactores parecen 

influir en la progresión a CIN 3 más que de CIN 3 a cáncer (Arends et al., 1995). Las 

infecciones por Chlamydia trachomatis y otros virus podrían también interferir en la 

supresión o eliminación de la infección por VPH por parte del sistema inmunitario 
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(Golijow et al., 2005). De la misma manera, una predisposición genética podría explicar 

por qué algunas de estas infecciones persisten e inducen cáncer (Madsen et al., 2008). 

Es por todo lo expuesto que el modelo de carcinogénesis cervical debe ser considerado 

como un proceso multifactorial. Es de destacar la importancia del componente genético 

del hospedador, ya sea porque el genotipo de una persona influya directamente sobre la 

susceptibilidad a la infección por VPH, o por que ciertos genotipos otorguen 

predisposición al desarrollo de cáncer cervical. 

 

1.4. Polimorfismos de nucleótido simple, Cáncer Cervical y VPH 

Un Polimorfismos de Nucleótido Simple (SNP) se define como un locus genómico 

(posición genética) donde existen dos o más bases nucleotídicas alternativas con 

frecuencias apreciables en la población (> 1%) (Risch, 2000). Se estima que hay más de 

10 millones de SNP en el genoma humano, y que estos pueden presentarse en la porción 

codificante de los genes (exones), interrumpiendo secuencias (intrones) o en regiones 

entre dos genes (regiones intergenicas) (Harley and  Narod, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8- Polimorfismo de Nucleótido Simple (SNP) y sus genotipos posibles. 

 

 



 Introducción 

21 

 

Desde hace unos años, los polimorfismos de nucleótido simple (SNPs: Single 

Nucleotide Polymorphisms) han comenzado a ser intensamente estudiados con el 

objetivo de dilucidar las bases genéticas de enfermedades de base multifactorial. 

Tales polimorfismos representan la forma más frecuente de variabilidad en el genoma 

humano, y muchos de los mismos corresponderían a cambios no sinónimos a nivel 

proteico, razón por la que están siendo utilizados como los marcadores de elección en 

los estudios de asociación de enfermedades con componentes multigénicos, como las 

enfermedades neoplásicas (Rebbeck et al., 2004). 

Considerando que los carcinomas cervicales carentes de VPH son extremadamente 

raros, se ha establecido que el virus es el responsable de la mayoría de los tumores 

cervicales. Sin embargo, también se ha demostrado que gran cantidad de las infecciones 

por VPH son de carácter transitorio, indicando que la mayoría de las mujeres son 

capaces de resolver la infección de forma satisfactoria. La habilidad de una persona para 

resolver una infección está ciertamente influenciada por factores externos y por factores 

inherentes al hospedador, lo que implica que muchas de las fases del desarrollo tumoral 

pueden estar afectadas por el componente genético. Es decir que el genotipo de una 

persona determinaría directamente la probabilidad de exposición al VPH; ciertos 

genotipos podrían otorgar predisposición al desarrollo de cáncer cervical 

independientemente de la infección; o podrían existir combinaciones genéticas que 

otorguen resistencia a la misma. 

Los genes de penetrancia incompleta, particularmente aquellos de baja penetrancia 

pueden predisponer al desarrollo de determinadas características como el cáncer, entre 

otras. Aunque el riesgo asociado con cada alelo individual pueda ser pequeño, la 

combinación de un cierto número de variantes alélicas puede presentar una mayor 

contribución al desarrollo del fenotipo que aquellos genes de alta penetrancia 

identificados hasta el momento (Houlston y Peto, 2004). Por este motivo, la 
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consecuencia de la exposición a un agente carcinogénico puede presentar variación 

entre diferentes individuos. 

 

1.4.1.  Polimorfismos de nucleótido simple y genes reguladores del ciclo celular  

En la carcinogénesis, la regulación del paso a través de G1 es un evento esencial en el 

establecimiento maligno de un tumor. Los Papilomavirus de alto riesgo interrumpen 

este control por la degradación de p53 y la inactivación de Rb por la acción de las 

oncoproteínas E6 y E7 respectivamente (Revisado en zur Hausen, 2002).  

Específicamente, el polimorfismo en el codón 72 del gen p53 es objeto de una animada 

controversia, ya que las variantes p53Arg y p53Pro poseen susceptibilidades 

diferenciales a la inactivación por E6 (Storey y col., 1998; Rosenthal y col., 2000; 

Koushik y col., 2004). La proteína p21, por otra parte, es uno de los efectores directos 

en el bloqueo de G1 mediado por la proteína p53. Su característica principal está dada 

por su habilidad de unirse e inhibir ciertos complejos quinasa dependiente de ciclina. 

Ciertos polimorfismos en este gen podrían ser cruciales en el desarrollo del cáncer 

cervical (Roh y col., 2001; Lee y col., 2004). Es probable que la variabilidad genética 

inter-individual de las proteínas de la vía Rb también se encuentre involucrada 

diferencialmente en los fenómenos de transformación celular inducida por VPH.  

 

1.4.2.  Genes supresores de tumores  

En contraste con las mutaciones activadoras que generan alelos oncogénicos de los 

proto-oncogenes, los genes supresores de tumores pierden su habilidad para regular el 

crecimiento celular cuando están mutados. En este caso, la pérdida de función es la que 

contribuye al desarrollo del tumor. Estos genes son recesivos y por lo tanto ambos 

alelos deben ser defectuosos para contribuir en el proceso de la transformación celular. 

Al igual que los proto-oncogenes, las funciones normales de los genes supresores de 
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tumores son diversas, y sus productos se localizan en distintos compartimentos sub-

celulares. Entre algunos de los genes supresores de tumores podemos mencionar a p53, 

Rb, BRCA1, BRCA2, APC, p16, etc. 

 

1.4.2.1.  El gen supresor de tumores p53 

El gen p53 está localizado en el cromosoma 17 y codifica una fosfoproteína nuclear de 

393 aminoácidos. Esta forma un complejo tetramérico que reconoce una secuencia de 

ADN, regulando la expresión de varios genes (Soussi y May, 1996). La activación de 

p53 resulta en la transcripción de numerosos genes que regulan directamente la 

proliferación celular, la apoptosis, la estabilidad genómica y la diferenciación celular. 

Estos genes incluyen a p21WAF1/CIP1, GADD45, MDM2, 14–3–3-s, BAX, B99, TSP1, 

etc. (Nakamura, 2003).  

Una de las funciones más importantes de p53 es el arresto del ciclo celular. Cuando se 

produce una alteración en la secuencia normal del ADN, p53 activa la síntesis de p21. 

Esta se une al complejo CDK/ciclina D, impidiendo la progresión del ciclo celular a 

través de G1. Simultáneamente, se activa la vía de reparación y síntesis del ADN, 

mediante la expresión de los genes PCNA y GADD45. Si el daño del ADN es severo, 

p53 activa genes relacionados a la inducción de la apoptosis, tales como BAX o 

KILLER/DR5 (Woods y Vousden, 2001).  

El gen p53 se encuentra mutado en el 50% de todos los tipos de cáncer humanos, 

constituyendo el blanco génico más alterado (Hollstein et al., 1991). La función normal 

de p53 puede perderse de numerosas formas, la más común es la deleción de una región 

del cromosoma 17p y mutación sutil en el otro alelo. Esto ha sido documentado en un 

gran número de neoplasias, incluyendo las de cerebro, pulmón, hígado, vejiga y colon 

(Nigro et al., 1989; Harris, 1993). Asímismo, su inactivación por parte de la 



 Introducción 

24 

 

oncoproteína E6 del VPH podría resultar en la acumulación de lesiones en el ADN que 

de alguna manera contribuirían a la progresión tumoral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9- El daño en el ADN induce la activación de p53, conduciendo al arresto del ciclo 

celular o a la apoptosis. La proteína E6 del VPH se une a E6-AP y lo redirige a p53, lo cual 

resulta en la ubiquitinación mediada por E6-AP y una degradación proteosomal rápida de p53. 

Tomado de Jo &  Kim (2005). 

 

1.4.2.1.1. Polimorfismo del codon 72 del gen p53  

Se han descripto dos variantes del gen p53, en relación a un sitio polimórfico en el 

codón 72 (dbSNP no. Rs 1042522), la variante arginina (p53Arg) y la variante prolina 

(p53Pro). Estas dos isoformas despliegan diferencias funcionales en sus actividades 

bioquímicas y biológicas (Beckman et al., 1994; Thomas et al., 1996). Este 

polimorfismo ha sido extensamente estudiado en el cáncer cervical, debido a que se ha 

demostrado que la variante p53Arg es hasta siete veces más susceptible a la degradación 

dirigida por la proteína viral E6 del VPH que la variante p53Pro. Por lo tanto, se ha 

especulado que el genotipo homocigota p53Arg/Arg tendría una mayor susceptibilidad 
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de desarrollo de neoplasias asociadas al VPH (Storey et al., 1998). En lo concerniente al 

cáncer cervical, los resultados demuestran un riesgo mayor para adenocarcinomas 

(OR=1,7) en comparación con carcinomas de células escamosas (OR= 1,5) (Koushik et 

al., 2004).  

Independientemente de la interacción con el VPH, se ha demostrado que las variantes 

del codón 72 de p53 son funcionalmente diferentes in vitro, y que además el alelo 

p53Arg induce la apoptosis al menos cinco veces más eficientemente que la variante 

Prolina (Dumont et al., 2003). Hasta la fecha, las investigaciones se han extendido hacia 

todos los tipos de carcinomas, y en especial en aquellos en cuyo desarrollo se sospecha 

estar involucrado el Papilomavirus humano.  

 

1.4.2.2.  El gen RNASEL   

El gen RNASEL codifica una proteína quinasa de 740 aminoácidos, denominada RNase 

L, que posee tres dominios y capacidad de dimerizarse, y se localiza en el brazo largo 

del cromosoma 1 (1q25.3) (Smith et al., 1996). RNase L tiene actividad 

endorribonucleasa y actúa como mediador en la vía del sistema oligoadenilato ligado a 

2’-5’ (2-5A) regulado por interferón, el cual está asociado a actividades antivirales y pro 

apoptóticas. A través del sistema de transducción de JAK-STAT, el interferón induce a 

la familia de oligosintetasas 2’-5’ OAS, que a su vez son activadas por ARN doble 

cadena. 

Las OAS convierten el ATP en pirofosfato y en una serie de pequeños oligoadenilatos 

ligados a 2’-5’ conocidos como 2-5A (Zhou et al., 1993). La única función bien 

conocida de esta vía es la activación de Rnase L, que posee un dominio de unión y de 

represión en el extremo N terminal, y un dominio similar al de una quinasa y 

ribonucleasa en el extremo C terminal (Silverman, 2003).  
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Existe evidencia que indica que Rnase L está asociado a la inducción y regulación de la 

apoptosis en respuesta a infecciónes virales o a otros estímulos externos (Xiang et al., 

2003). Es más, los estudios de cáncer de próstata hereditario han demostrado que Rnase 

L posee una función supresora de tumores. El gen se encuentra en un locus de 

susceptibilidad para el cáncer de próstata hereditario denominado HPC1 (“Hereditary 

Prostate Cancer on Chromosome 1q24-25”), donde las alteraciones cromosómicas son 

frecuentes en familias que sufren esta enfermedad (Silverman, 2003). En este sentido, 

los niveles de la proteína RNase L se encuentran sobreexpresados en tumores 

colorrectales, lo que parece ser un evento temprano en la carcinogénesis colorrectal 

(Wang et al., 1995). En la línea celular derivada de carcinoma de colon HT-29 el efecto 

coloidal del tratamiento con interferón gamma (IFNγ) y el Factor de Necrosis Tumoral 

alfa (TNFα) fue relacionado a la incapacidad de procesar rRNA, al incremento en la 

actividad de la sintetasa 2-5, y posiblemente a la activación de RNase L dependiente de  

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10- Rol del sistema RNase L/ 2-5A en la vía antiviral de los IFN. 
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2-5A (Chapekar y Glazer, 1988). Estudios más recientes sugieren que la activación de 

RNse L responde a un espectro más amplio de factores: Shock osmótico y de membrana 

causado por Cloruro de Calcio, estrés oxidativo ocasionado por H2O2, inflamación 

estimulada por TNF alfa y quimioterapia. Solamente dos mutaciones de la línea 

germinal han sido firmemente asociadas con el cáncer de próstata familiar, estas son 

Glu265X y Met1Ile, que según los estudios en niveles de expresión génica son cambios 

que inactivan la función de la proteína (Carpten et al., 2002). Con respecto a otros tipos 

de cánceres, se ha encontrado que la alteración de este gen también podría estar 

asociada a un riesgo incrementado en cáncer de cérvix, de cabeza y cuello y de cáncer 

de mama (Madsen et al., 2008). Aún más, algunos polimorfismos relevantes han sido 

identificados para Rnase L, dentro de éstos se destaca el cambio Arg462Gln en cáncer 

de próstata esporádico y hereditario (Rökman et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 

Figura 11- Modelo funcional de la activación de RNase L por 2-5A. 

Tomado y modificado de Silverman 2003. 
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1.4.2.2.1.  Polimorfismo del codón 462 de Rnase L  

El codón 462 codifica un polimorfismo G/A (Arg462Gln) en el nucleótido 1385 

(dbSNP no. Rs 486907) que se encuentra dentro de la región quinasa. Este cambio ha 

suscitado mucho interés porque la variante glutamina ha sido asociada con el cáncer de 

próstata hereditario (HPC) y el esporádico (Rökman et al., 2002).  

El polimorfismo posee dos variantes que están directamente asociadas a la capacidad de 

la enzima de dimerizarse: se ha demostrado experimentalmente que la variante 

glutamina posee tres veces disminuida su capacidad enzimática respecto a la variante 

arginina, y posee menos capacidad para causar apoptosis en respuesta a moléculas 2-5A 

en ensayos in vitro (Xiang et al., 2003).  

Se ha estudiado este polimorfismo en diversos tipos de cánceres, incluyendo el cáncer 

cervical. Un grupo de investigación liderado por Madsen y col. encontró 15 cambios del 

tipo SNP asociados con la aparición del cáncer cervical, entre los cuales figuraba el 

polimorfismo Arg462Gln de RnaseL. Este SNP parecería estar implicado en la 

regulación postranscripcional de otro polimorfismo de baja penetrancia ubicado en el 

mismo exón.  

 

1.4.3. Polimorfismos de nucleótido simple y genes efectores del sistema 

inmunológico   

La inmunidad celular es fundamental en la regulación de la infección y desarrollo de las 

neoplasias asociadas al VPH. En el 80% de los pacientes, las lesiones remiten 

espontáneamente o el tratamiento estándar estimula este proceso. Sin embargo, un 10-

20% de las lesiones no promueven una respuesta inmune apropiada y se prueban 

refractarias a los tratamientos clásicos (Cox et al., 2001). Este comportamiento podría 

ser explicado por los diferentes patrones de expresión de los efectores del sistema 

inmune. En este sentido, varios trabajos han demostrado un incremento del perfil de 
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secreción de citoquinas tipo Th2 en relación al tipo Th1 en un rango amplio de tumores 

(Clerici et al., 1997; Santin et al., 2000; El-Sherif et al., 2001; Lee et al., 2004), y han 

identificado polimorfismos en regiones regulatorias de citoquinas que explicarían las 

variaciones inter-individuales en la expresión. Además, se ha demostrado en diversos 

estudios la asociación de ciertos polimorfismos citoquínicos con un peor pronóstico del 

cáncer cervical (Turner et al., 1997; Stanczuk, 2001; Kim et al., 2003; Kirkpatric, 

2004). 

 

1.4.3.1.  El gen del Factor de Necrosis Tumoral alfa 

El gen TNF-α se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21.3), posee cuatro 

exones, de los cuales el último codifica más del 80 % de la proteína secretada (Nedwin 

et al., 1985; Pan et al. 2012). El Factor de Necrosis Tumoral (TNF-α) es una potente 

citoquina proinflamatoria, con una fuerte acción antiviral y antitumoral, por lo que 

posee un rol importante en el desarrollo de la respuesta inmune y por consiguiente juega 

un rol crítico en un amplio rango de enfermedades inflamatorias, autoinmunes y 

neoplásicas (Bazzoni and Beutler, 1996; Beutler and Bazzoni, 1998). Es producido 

principalmente por monocitos/macrófagos activados, linfocitos T y NK, pero también 

por una amplia variedad de células como fibroblastos, células del músculo liso y células 

tumorales. Se ha demostrado que TNF-α está involucrado en el curso de la 

carcinogénesis a través de la inducción de la proliferación, la invasión y la metástasis de 

las células tumorales (Shishodia et al., 2003). Además, se han detectado niveles altos de 

TNF-α en suero de pacientes con cáncer (Abrahamsson et al., 1993), lo cual fue 

asociado con un peor pronóstico de la enfermedad (Nakashima et al., 1998). Por lo 

tanto, los niveles de expresión de TNF-α podrían contribuir a la patogénesis y a la 

progresión maligna del cáncer cervical. (Pan et al. 2012). 
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1.4.3.1.1.  Polimorfismos -238G/A  y -308 G/A del gen TNF-α 

Varios trabajos han demostrado que el nivel de transcripción de esta citoquina está 

sumamente afectado por Polimorfismos de Nucleótido Simple localizados en la región 

promotora del gen. Uno de ellos se encuentra en la posición -308 (A/G) (dbSNP no. Rs 

1800629), corriente arriba del sitio de inicio de  la transcripción (Kroeger et al., 1997; 

Wilson et al., 1997). Según Kroeger y col., el alelo menos frecuente (alelo A) duplica el 

nivel de transcripción del gen. Por otro lado, existe un sitio represor corriente arriba del 

sitio de inicio de  la transcripción, que incluye la posición -238 (dbSNP no. Rs 361525). 

La sustitución de G por A en la posición -238, también podría afectar la expresión de 

TNF-α (Fong et al., 1994). Se han realizados varios estudios de tipo caso-control en los 

cuales se sugiere la asociación de estos polimorfismos con la susceptibilidad al cáncer 

de mama, cáncer de pulmón, cáncer nasofaríngeo y cáncer cervical (Deshpande et al., 

2005; Shih et al., 2006; Pooja et al., 2011; Sousa et al., 2011). En lo referente al cáncer 

cervical, la producción local e incrementada de TNF-α ha sido observada in vivo 

(Tjiong et al., 2001). Por ello, los cambios en los niveles de expresión de TNF-α pueden 

influir en la respuesta inmune a patógenos y contribuir a la susceptibilidad del individuo 

a la enfermedad. 

Varios estudios demuestran que el genotipo AA de TNFa -308 G>A estaría asociado a 

un incremento en el riesgo de progresión de lesiones premalignas hacia un cancer 

cervical invasor. (Sousa et al., 2013; Li et al., 2013; Zhang and Zhang., 2013) mientras 

que el polimorfismo -238G>A de este gen parecería estar asociado a una disminución 

significativa en el riesgo de desarrollo de la neoplasia cervical (Pan et al. 2012). 
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1.4.3.2.   El gen Interleuquina-10 

El gen IL-10 está localizado en el cromosoma 1(1q31-32)  y está formado por 5 exones, 

los cuales abarcan aproximadamente 5 kb (Lopez et al, 2010). Interleuquina-10 (IL-10) 

es la citoquina anti-inflamatoria más importante encontrada dentro de la respuesta 

inmune humana, y es también conocida como factor inhibidor de síntesis de citoquinas 

(CSIF) (Lalani y col., 1997). Es una molécula pleiotrópica que tiene efectos sobre la 

inmunorregulación y la inflamación. Esta citoquina es producida principalmente por 

monocitos, macrófagos y linfocitos Th2 CD4+,  también se expresa en mastocitos, en 

un cierto subconjunto de células T activadas (Tc2, Tr1) y células B (Howard and 

O’Garra, 1992; Platzer et al., 2000; Opal et al., 1998), aunque no todas las células T 

reguladoras producen IL-10 (Moore et al., 2001). La proteína es liberada por las células 

T citotóxicas para inhibir las acciones de las NK durante la respuesta inmune a la 

infección viral. 

 

1.4.3.2.1.  Polimorfismo -1082 (G/A) de IL-10  

Las células cancerosas producen un número de citoquinas y quimioquinas que tienen un 

efecto de supresión sobre las células inmunológicas. En varios pacientes con cáncer se 

ha demostrado que el nivel de citoquinas inmunosupresoras, como IL-10, es 

considerablemente más alto que el de citoquinas inmunoestimulatorias (Ortegel et al., 

2002; Luscher et al., 1994; Barth et al., 1996; Monti et al., 2004). Las notables 

diferencias interindividuales detectadas en los niveles de IL-10, tanto con una 

producción constitutiva in vivo, como después de un estímulo celular in vitro 

(Westendorp et al., 1997), sugieren que su producción se encuentra controlada 

genéticamente.  (Turner et al., 1997; Westendorp et al., 1997). Se ha reportado un 

importante número de polimorfismos en la región promotora del gen de IL-10, algunos 

de ellos asociados a una producción diferencial de IL-10. Los más ampliamente 
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estudiados son tres polimorfismos de nucleótido simple localizados en las posiciones 

−1082 (G/A), −819 (C/T) y −592 (C/A), aguas arriba del sitio de inicio de la 

transcripción (Platzer et al., 1999). Se ha encontrado que el polimorfismo  -1082  (G/A) 

(dbSNP no. Rs 1800896) es importante en la determinación de los niveles de 

producción de IL10. (Zoodsma et al., 2005). La asociación de los alelos -1082 G y A 

con una producción de citoquina baja (AA), media (GA)  y alta (GG)  fue demostrada 

tanto in vitro como in vivo (Turner et al., 1997; Eskdale et al., 1998) Existen varios 

trabajos que han investigado la relación entre estos polimorfismos y la neoplasia 

cervical. Algunos de ellos, (Stanczuk et al., 2001) encontraron una asociación entre este 

polimorfismo y el desarrollo de cáncer cervical, donde el genotipo AG otorgó una 

disminución en el riesgo de desarrollo de la enfermedad cervical en comparación con el 

genotipo AA. Mientras que otros estudios (Roh et al., 2002) no encontraron asociación 

entre los polimorfismos de IL-10 y el riesgo de neoplasia cervical (Ni et al., 2013). 

 

1.4.3.3.  El Gen Interferon-gama 

Interferon gamma (IFN-γ) es una citoquina soluble dimerizable, la cual  a diferencia de 

interferon-α e inteferon –β, es secretada por las células CD4+ Th1, células CD8 

citotóxicas, células Th0 y células natural killers activadas. Esta citoquina incrementa la 

respuesta inmune celular a través del aumento de la citotoxicidad de las células T y de 

la actividad de las células NK. (Tartour et al, 1998). El gen que codifica a IFN-γ se 

encuentra en el cromosoma 12 (12q24), abarca aproximadamente 5.4 kb y contiene 4 

exones (Gangwar et al., 2009). Este gen codifica una proteína lábil al acido, la cual 

posee propiedades antivirales, inmunoregulatorias y antitumorales (Schroder et al., 

2004). Esta proteína altera la transcripción de más de 30 genes, produciendo una 

variedad de respuestas fisiológicas y celulares. La unión de IFN-γ a los receptores 

IFNGR1 e IFNGR2 activa la vía de JAK-STAT por fosforilación de Jak, y de este modo 
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activa al factor de transcripción STAT (Horvath CM., 2004). La vía de JAK-STAT es la 

vía de señalización de IFN más aceptada y la mejor caracterizada (Gough  et al., 2008). 

Además, IFN-γ activa a las células presentadoras de antígeno APCs y promueve la 

diferenciación a Th1 mediante la regulación positiva del factor de transcripción y la 

inhibición del desarrollo de las células Th2 (Oriss et al., 1997). La inmunidad celular 

tipo 1 juega un rol crítico en la defensa del hospedador contra el desarrollo tumoral y la 

infección viral (Ikeda et al., 2002). La estimulación de los macrófagos con IFN-γ induce 

mecanismos antimicrobianos y antitumorales directos, así como vías de presentación y 

procesamiento de antígeno. Así, altos niveles de producción de IFN-γ están asociados 

con una defensa efectiva del hospedador contra infecciones virales como el HPV. En 

pacientes con cáncer cervical, la disminución de la expresión intratumoral de IFN-γ ha 

sido asociada a un peor pronóstico de la enfermedad (Tartour E. et al, 1998; Gangwar et 

al., 2009). 

 

1.4.3.3.1.  Polimorfismo +874 T/A del gen INFG 

Existe un Polimorfismo de Nucleótido Simple en el primer intron del gen IFN-γ, en el 

extremo 5’cercano a una región de repetición CA, en la posición +874 (T/A) (dbSNP 

no. Rs 2430561). Los polimorfismos en este gen han sido asociados con una 

producción diferencial de INF y por lo tanto tendrían importancia biológica. El alelo 

+874T se correlaciona con una alta producción de IFN, mientras que el alelo +874A se 

asocia a una baja producción de IFN en respuesta a un estímulo. Esto es debido a que la 

secuencia de ADN que contiene el alelo T es el sitio especifico de unión del factor de 

transcripción NF-kB, el cual transcribe el gen para la producción de interleuquina 

(Pravica et al., 2000; Schena et al., 2006). Debido a los bajos niveles de expresión de 

INF-γ asociados con el alelo +874 A, el polimorfismo +874 de este gen fue asociado 
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con la susceptibilidad y la progresión de una variedad de enfermedades. Diversos 

trabajos investigaron el rol de este polimorfismo en el riesgo de desarrollo de diferentes 

tipos de cánceres, como ser cáncer de mama (Scola et al., 2006; Kamali-Sarvestani et 

al., 2005; Gonullu et al., 2007), melanoma maligno (Nikolova et al., 2007; Howellet et 

al., 2003) y cáncer de cuello uterino (Kordi Tamandani et al., 2008; Govan et al., 2003), 

sin embargo los resultados no son concluyentes. En lo referente al cáncer cervical,  

existen trabajos que encontraron una asociación significativa entre el polimorfismo 

+874 de INF-γ y el desarrollo de la enfermedad (Lai et al., 2005;  Gangwar et al., 2009;  

Mi et al., 2011). Así, Gangwar y col. demostraron que tanto el genotipo homocigota AA 

como el alelo A estaban significativamente sobrerrepresentados en pacientes con CIN, 

en comparación con los controles sanos. Sin embargo, otros trabajos no encontraron 

asociación cuando evaluaron el rol de este polimorfismo tanto en la predisposición 

como en el desarrollo del cáncer cervical y sus lesiones precursoras (Govan et al., 2003; 

do Carmo Vasconcelos de Carvalho et al, 2012). 

 

1.4.4.  Polimorfismos de nucleótido simple y genes de reparación del ADN  

La inestabilidad genómica es una característica de los tumores malignos y es 

particularmente común en los cánceres de origen epitelial (Klausner, 2002). Este 

fenómeno se origina en los estadíos tempranos de la neoplasia cervical y puede ser 

detectado aún en lesiones premalignas (Duensing and Münger, 2003; Duensing and 

Münger, 2004). La presencia de múltiples mutaciones en el genoma celular puede 

contribuir de manera importante a la rápida selección clonal de poblaciones que son 

capaces de sobrepasar los obstáculos ambientales durante la progresión carcinogénica. 

Las oncoproteínas de los VPH oncogénicos son capaces de doblegar los mecanismos 

regulatorios de las células hospedadoras (Cahil, 1999). Por lo tanto, la inestabilidad 

genómica puede ser un mecanismo adicional que incrementa la plasticidad del genoma 
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celular y facilita la evolución de poblaciones celulares que garantizan una persistencia 

viral de largo plazo. Evidencias recientes indican que algunas funciones de reparación 

del ADN son haplo-insuficientes, apoyando la idea de que ciertas variantes en las 

secuencias de los genes de reparación del ADN forman parte de los defectos que 

contribuyen al riesgo de desarrollo del cáncer  (Cui et al., 1999; Goode et al., 2002). En 

este sentido, los sistemas de reparación del ADN son los componentes críticos en la 

respuesta individual a la exposición a factores ambientales agresivos. En algunos casos, 

y para ciertos tipos de cáncer, se han asociado determinadas mutaciones en genes de 

reparación del ADN con cambios fenotípicos obvios (ej., hMHL1 en cáncer colorrectal). 

Sin embargo, es más probable que el cáncer sea producto de una combinación singular 

de variantes de reparación del ADN, que no causen efectos celulares abruptos (de Boer, 

2002; Ruttan and Glickman, 2002).  

 

1.4.4.1.  El Gen XRCC1  

La exposición a diferentes mutágenos y carcinógenos, tanto endógenos como exógenos, 

puede resultar en diversos tipos de daños en el ADN. Estas alteraciones, si no son 

reparadas, pueden causar inestabilidad genética, mutagénesis y cáncer. Para 

contrarrestar las consecuencias deletéreas de los agentes que dañan el material genético, 

existen diversos sistemas de reparación del ADN que, en conjunto, se encargan de la 

mayoría de los daños provocados en la información genética de las células. La 

reparación de los diferentes tipos de daños en el ADN es importante para salvaguardar 

la integridad genómica (Smith et al., 2003). Entre los principales mecanismos de 

reparación, el sistema de reparación por escisión de bases (BER) es la primer defensa 

contra las lesiones generadas por radiaciones ionizantes y agentes alquilantes fuertes, 

así como contra aquellas lesiones causadas por agentes endógenos que dañan el ADN 

(Seeberg et al., 1995). De esta forma, los sistemas de reparación del ADN mantienen la 



 Introducción 

36 

 

integridad genética, y sus defectos están asociados a diferentes tipos de enfermedades, 

incluyendo el cáncer. Se han descripto más de 130 genes de reparación del ADN (Wood 

et al., 2001). Entre ellos encontramos al gen XRCC1, el cual está localizado en el 

cromosoma 19 (19q13.2); consiste en 17 exones y codifica una proteína de 633 

aminoácidos, denominada XRCC1 (Lindahl and Wood, 1999). XRCC1 es una proteína 

esencial, involucrada en el sistema de reparación por escisión de bases y en el sistema 

de reparación de rupturas de cadena simple. Esta proteína no tiene actividad enzimática 

aparente, actúa como puente para otras proteínas de reparación del ADN, como ser AP 

endonucleasa humana (APE1), ADN polimerasa b, ADN ligasa III, polinucleótido 

quinasa, y poli (ADP-ribosa) polimerasas (PARP) (Whitehouse et al., 2001). La pérdida 

de XRCC1 resulta en una disminución de la estabilidad genómica, incluyendo el 

aumento de las frecuencias de traslocaciones y deleciones cromosómicas espontaneas o 

inducidas (Hung, et al, 2005).  

 

1.4.4.1.1.  Polimorfismos Arg194Trp y Arg399Gln del gen XRCC1 

Existen más de 60 polimorfismos de nucleótido simple validados para este gen, de los 

cuales aproximadamente 30 variantes están localizadas en exones o en regiones 

promotoras. Dos de estos polimorfismos, con cambios no sinónimos, presentan una 

frecuencia relativamente alta, y son los más estudiados: Arg194Trp en el exón 6 

(dbSNP no. rs1799782), y Arg399Gln en el exón 10 (dbSNP no. rs25487) (Hung, et 

al, 2005).  El polimorfismo Arg194Trp se encuentra en una región “conectora” 

relacionando los dominios que interactúan con PARP y ADN polimerasa b. La variante 

194Arg (alelo C) y el genotipo Arg194Arg (homocigota CC) han sido asociados con  

una menor sensibilidad in vitro a la bleomicina y al benzo(a)pireno diol epoxide (Wang 

et al., 2003). En lo referente al polimorfismo Arg399Gln, el alelo 399Gln está 



 Introducción 

37 

 

localizado en el extremo carboxilo terminal del dominio de interacción con la 

poliadenosin difosfato-ribosa polimerasa. Fue asociado con niveles más altos de aductos 

de ADN provocados por la  aflatoxina B1 y mayor sensibilidad a la bleomicina (Wang 

et al., 2003; Lunn et al., 1999; Matullo  et al., 2001). A pesar que el efecto biológico 

exacto de estos SNPs no ha sido completamente caracterizado, se puede pensar que las 

sustituciones de aminoácidos podrían provocar alteraciones sutiles en la estructura y 

función de las enzimas de reparación, alterando de esta manera la interacción de 

XRCC1 con otras enzimas y por consiguiente su capacidad de reparación. Estos 

polimorfismos podría afectar, de esta manera, la susceptibilidad individual al desarrollo 

de diversas enfermedades, como el cáncer. Un amplio número de estudios de 

epidemiologia molecular han asociado a los polimorfismos en el gen XRCC1 tanto con 

un aumento, como con una disminución del riesgo de desarrollo de cáncer, dependiendo 

del tipo de cáncer y de la etnia de la población estudiada. De esta manera, se ha 

reportado asociación con cáncer de pulmón (David-Beabes et al., 2001; Park et al., 

2002; Divine et al., 2001; Ito et al., 2004), cáncer pancreático (Duell et al., 2002), 

cáncer de próstata (van Glis et al., 2002), cáncer de mama (Duell et al., 2001) y cáncer 

cervical (Niwa et al., 2005; Huang et al., 2007; Li et al., 2012).  

 

1.4.5.  Polimorfismos de nucleótido simple en genes asociados a la vía apoptótica 

La apoptosis es un proceso fisiológico que regula la muerte celular, y varía en los 

diferentes tejidos y organismos. Ocurre durante el desarrollo embrionario, la 

metamorfosis y la diferenciación, y juega un rol importante en el mantenimiento de la 

homeostasis (Zörnig et al., 2001.). Existe gran cantidad de evidencia que sugiere que la 

regulación anormal de la apoptosis podría contribuir a la patogénesis de una variedad de 

enfermedades, incluido el cáncer (Thompson, 1995). La capacidad de resistir al 

estímulo apoptótico y las alteraciones genéticas en los componentes de las vías 
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apoptóticas son mecanismos esenciales en el desarrollo de diversas neoplasias (Evan 

and Vousden, 2001; Lowe and Lin, 2000). 

 

El sistema Fas/FasL juega un rol fundamental en el control de la apoptosis y el 

mantenimiento de la homeostasis celular. Se han identificado polimorfismos en regiones 

regulatorias de estos genes (FAS (-670A/G) y FASL (+877)) que provocarían 

variaciones en la expresión de los mismos, las que tendrían un papel fundamental en el 

inicio y la progresión de distintas neoplasias. 

 

1.4.5.1.  Los Genes FAS y FASL 

El gen FAS está localizado en el cromosoma 10q24.1, y comprende 9 exones y 8 

intrones. Codifica una proteína transmembrana Tipo 1 con tres dominios extracelulares 

ricos en cisteína (exones 1-3), un dominio transmembrana (exón 6), y tres dominios 

intracelulares (exones 7-9) (Itoh and Nagata, 1993). Esta proteína denominada FAS, 

conocida también como TNFRSF6/CD95/APO-1, es un receptor de la superficie celular 

involucrado en la señalización de la apoptosis en muchos tipos celulares (Muschen et 

al., 2000.). 

Los receptores que tienen la capacidad de desencadenar la vía extrínseca de apoptosis 

son llamados “receptores de muerte”, e involucran miembros de la super familia del 

Receptor TNF (TNFR6/Fas/Apo-1, TNFR1, TNFR2, DR3, DR4, DR5) (Ashkenazi and 

Dixit, 1998). Los análisis de expresión revelaron que FAS se expresa en la superficie 

celular de fibroblastos, células mieloides y células T linfoblastoides. En estudios 

posteriores fue identificado el ligando que desencadena la apoptosis, unido al receptor 

FAS sobre la superficie de un hibridoma de célula T citotoxica.  FAS ligando (FASLG), 

también conocido como TNFSF6/CD95LG, es un miembro de la superfamilia del 
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Factor de Necrosis Tumoral, que puede desencadenar la cascada de muerte celular por 

apoptosis, mediante interacción con su receptor FAS (Houston and O’Connell, 2004). 

Este gen se encuentra sobre el cromosoma 1 (1q23), consiste en aproximadamente 8 

kilobases y está dividido en 4 exones. La unión de FASL a su receptor ocurre por 

contacto célula-célula e induce la trimerización del Receptor de Fas en la membrana 

celular (Figura 12). La interacción de Fas/FasL promueve la formación de un complejo 

citoplasmático, llamado complejo inductor de muerte (death inducing signaling 

complex, o DISC) (Kischkel, et al 1995). Con la trimerizacion de FAS, los dominios de 

muerte tienden a agregarse, y permiten el reclutamiento de una proteína adaptadora 

citoplasmática, la proteína asociada al dominio de muerte de FAS (FADD). FADD 

también posee un dominio efector de muerte (DED), que interacciona con el dominio de 

muerte de FAS, promoviendo el reclutamiento de la pro-caspasa 8 y su activación 

mediante autoclivaje (Boldin et al., 1995; Chinnaiyan et al., 1995). De esta manera se 

desencadena una cascada de proteasas por varios miembros de la familia de las 

caspasas. Finalmente, la degradación del ADN y la digestión enzimática de varios 

blancos celulares llevaran a la muerte celular (Elmore, 2007). De esta manera la vía de 

FAS/FASL juega un rol crucial en la regulación de la apoptosis y el mantenimiento de 

la homeostasis celular. Varios estudios han demostrado que la desregulación de esta vía 

lleva no solo a la reducción de la expresión de FAS, sino también a una expresión 

aberrante de FASL en una variedad de tumores (Loro et al, 1999; Muraki et al, 1999; 

Sundelin et al, 1997; Gastman et al., 1999; Zhang et al., 2006) 
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Figura 12- Vías Apoptóticas activadas por células T citolíticas. Tomado de Thome & Tschopp 

(2001). 

 

1.4.5.1.1.  Polimorfismos de los genes FAS (-670 A/G) y FASL (-844 C/T) 

Dos polimorfismos han sido identificados en la región promotora del gen FAS: uno en 

la región silenciadora, el cual consiste en una sustitución de G por A en la posición -

1377 (FAS -1377 G/A, rs2234767). El otro se ubica en la región enhancer, y consiste en 

una sustitución A por G en la posición  -670 (FAS -670 A/G, rs1800682). El alelo -

670G interrumpe el sitio de unión del factor de transcripción STAT1, disminuyendo la 

actividad del promotor y la expresión del gen FAS.  

Hay reportados dos polimorfismos para el gen FASL: una sustitución de C por T en la 

posición  -844 (FASL -844 C/T, rs763110) de la región promotora (Wu et al., 2003) y 

un cambio de A por G en la posición -124 del intron 2 (FASL INV2nt -124 A/G, 
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rs5030772). El polimorfismo FASL -844 C/T está localizado en un motivo de unión 

para el factor de transcripción CAAT/enhancer-binding protein beta. El alelo -844 C 

puede aumentar la expresión basal de FASL comparado con el alelo -844 T (Wu et al., 

2003). De esta manera, al influenciar la expresión génica y desregular las vías de 

señalización de muerte celular, estos polimorfismos pueden contribuir a la 

carcinogénesis (Sibley et al., 2003). 

Ambos polimorfismos en los genes FAS y FASL han sido asociados en numerosos 

estudios tanto con enfermedades autoinmunes (Goodman et al., 2001; Huang et al.,  

1999), como con diversos tipos de cáncer, como ser cáncer de esófago (Sun et al., 

2004), cáncer de pulmón (Wang et al., 2003) y cáncer cervical (Ueda et al., 2005; Kordi 

Tamandani et al., 2008; Lai et al., 2003). 
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2.1. Hipótesis 

Los datos epidemiológicos han mostrado que las tasas de incidencia y prevalencia de 

infección por VPH en la población general presentan gran variabilidad, y una infección 

persistente con un tipo de VPH oncogénico puede resultar en el desarrollo de 

neoplasias, las que al cabo de muchos años sin mediar tratamiento, pueden concluir con 

la aparición de un cáncer invasor. La mayoría de las infecciones virales son eliminadas 

por el sistema inmune, sin embargo una predisposición genética podría explicar por qué 

algunas persisten e inducen cáncer. Esto sugiere que el potencial de los agentes 

carcinogénicos puede ser modificado por pequeños polimorfismos genéticos en el 

hospedador, cada uno de ellos otorgando un riesgo pequeño o moderado. 

El cáncer de cuello uterino es la rara consecuencia de la infección por ciertos tipos 

oncogénicos de VPH que afectan las mucosas. A pesar de que en Argentina y en otros 

países en desarrollo  la prevalencia de la infección por VPH alcanza valores elevados, el 

cáncer cervical sólo afecta a una pequeña proporción (menos del 1%) de las mujeres 

infectadas. Bajo esta perspectiva es lógico pensar que la persistencia de la infección 

viral y la posibilidad de transformación celular en el epitelio cervical dependerán en 

gran medida de la habilidad del hospedador para resolver la infección por VPH. 

Para que el VPH pueda establecer una infección persistente debe encontrar un ambiente 

propicio, en donde diferentes sistemas sean permisivos al ingreso y establecimiento del 

virus en las células. Por otra parte, debe existir cierta combinación de factores que 

aumenten o disminuyan el riesgo de transformación celular maligna. En este sentido y 

en lo que respecta al hospedador, pequeñas variaciones en receptores celulares, en genes 

que codifican moléculas que intervienen en la inmunidad inespecífica o específica, en 

genes supresores de tumor (blanco de las oncoproteínas virales) o en los sistemas de 

reparación podrán modular la respuesta final a la infección. En última instancia, las 

pequeñas variaciones en el genoma, responsables de un aumento pequeño o moderado 
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del riesgo, podrían explicar una fracción importante de la susceptibilidad cuando son 

consideradas en conjunto. 

2.2. Objetivos 

El objetivo del presente trabajo es determinar la asociación entre el componente 

genético y la infección por el virus del Papiloma Humano, así como la susceptibilidad al 

desarrollo de cáncer cervical. Esto se logrará a partir del estudio de una serie de 

marcadores genéticos que operan bajo el modelo de baja penetrancia, en un estudio de 

tipo caso-control a gran escala. 

 Los objetivos específicos perseguidos pueden resumirse en los siguientes puntos: 

1. Determinación de la prevalencia de la infección por VPH en muestras cervicales 

normales, lesiones intraepiteliales y en carcinomas cervicales. 

2. Determinación de la prevalencia de los distintos tipos de VPH en las muestras 

analizadas. 

3. Identificación y validación de nuevos polimorfismos de nucleótido simple 

(SNPs) en genes que codifiquen moléculas involucradas en el proceso de la 

infección viral y la transformación celular maligna en el cáncer cervical. 

4. Identificación de polimorfismos que otorguen susceptibilidad al desarrollo del 

cáncer cervical. 

5. Estimación del riesgo relativo para el desarrollo de la neoplasia cervical en 

función de la infección del VPH y cada uno de los polimorfismos propuestos. 

6. Aumentar la exactitud en la determinación del pronóstico de una mujer VPH 

positiva según su perfil genético. 

7. Desarrollo de metodologías accesibles para la genotipificación de aquellos SNPs 

asociados a la infección por VPH y la progresión de la enfermedad cervical 

(PCR-RFLP, ASO-PCR, Pirosecuenciación, etc). 
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3.1. Grupo de Estudio 

Se analizaron un total de 512 muestras cervicales, obtenidas de mujeres de la ciudad de 

La Plata. Las muestras estudiadas corresponden a un banco anónimo de muestras 

cervicales, que fueron obtenidas bajo las normativas éticas vigentes en el marco de otros 

proyectos previamente ejecutados, y en convenio con reparticiones del Ministerio de 

Salud Pública de la Provincia de Buenos Aires. Las mismas se encuentran resguardadas 

en el Instituto de Genética Veterinaria “Ingeniero Fernando Noel Dulout” (IGEVET, 

Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP). La totalidad de las muestras presentan 

diagnóstico cito/histopatológico establecido, de acuerdo a los parámetros del sistema 

Bethesda. En la tabla 1 se describe la agrupación de las muestras en base a su 

diagnóstico cito/histopatológico. El diagnóstico definitivo de todas las muestras con 

citología anormal fue realizado por histología.  

La edad media de los pacientes estudiados fue de 37,3 años (±10,8), con un rango de 

edad comprendido entre los 15 y los 73 años. El promedio de edad de los pacientes con 

carcinomas fue de 44,6 años, mientras que para el grupo normal la media fue de 38,6 

años. El grupo de pacientes con Lesiones Intraepiteliales de Bajo Grado tuvo el menor 

promedio de edad, reportando 31 años, mientras que para el grupo de pacientes con 

Lesiones Intraepiteliales de Alto Grado la edad media fue de 32 años. 

 

Tabla 1- Descripción del tamaño muestral para cada estadío cito/histológico. 
 

 

 

 

 

Grupo Nº 

Papanicolaou I/II  200 

Lesiones intraepiteliales de bajo grado (LSIL) 100 

Lesiones intraepiteliales de alto grado  (HSIL) 72 

Carcinomas de células escamosas        (SCC) 140 

Total  512 
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3.2. Tipos de muestras 

Citología exfoliativa: el sedimento celular fue recogido por citobrush o espátula de 

Ayre, resuspendido en 5 ml de PBS con 0,05% de Mertiolate en tubos estériles, y 

conservado a 4ºC hasta su procesamiento (dentro de las 24 hs). 

Biopsias embebidas en parafina: se utilizó de una a tres secciones de 10μm de tejido 

incluido en parafina. Se procedió a la desparafinización mediante 3 lavados con xilol a 

56ºC durante 30 min. cada uno. Posteriormente, se realizaron dos lavados con 500 μl de 

etanol 100% y dos lavados con etanol 70%. Finalmente, se dejó secar el tejido al aire, 

siendo procesado dentro de las 24 hs. 

 

3.3. Extracción y Purificación del ADN 

Los sedimentos celulares obtenidos de las muestras fueron centrifugados a 14.000 rpm 

durante 5 minutos, resuspendidos y lavados con 1ml de PBS e incubados durante 24 hs. 

a 56º C en 400 ml de buffer de extracción (50 mM Tris-ClH pH 8,5; 1 3 1 mM EDTA; 

1% Triton X100 y 0,5% Tween 20) y 250 mg/ml de proteinasa K (Genbiotech, Buenos 

Aires, Argentina). Posteriormente, se inactivó la proteinasa K por incubación a 100° C 

durante 10 minutos. La purificación del ADN se realizó por medio de precipitación 

directa de las proteínas por la metodología de “Salting out” (Miller et al., 1988). Se 

emplearon 5 ul del ADN purificado para las reacciones de amplificación por reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR). 

 

3.4. Detección  del Genoma del VPH 

La detección del genoma del VPH se realizó por PCR, utilizando un protocolo anidado, 

con los oligonucleótidos My 09/11 como cebadores externos en la primera ronda de 
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amplificación y Gp5+/Gp6+ como cebadores internos en la segunda ronda de 

amplificación (Jacobs et al., 1997). El cebador Gp6+ fue biotinilado en su extremo 5’ 

(Gp6+Bio) para permitir la realización de la técnica de PCR-Enzima Inmuno Ensayo 

(PCR-EIA) que se utilizó para la genotipificación del VPH (Véase más adelante). 

Los cebadores Gp 05+/06+ definen un fragmento de 145-150 pb, correspondiente a la 

región L1 del virus. Este conjunto de cebadores permite la genotipificación de un 

amplio espectro de tipos virales del VPH. 

 

Tabla 2- Secuencia de los oligonucleótidos usados en las reacciones de PCR para la 

amplificación del genoma viral.  M= A, C; R= A, G; W=A, T; Y=C, T. 

CEBADOR SECUENCIA AMPLICON 

My/09 5’ – CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC –3’ 

450 pb 
My/11 5’ – GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG –3’ 

Gp5+ 5’ – TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC –3’ 

150 pb 
Gp6+ Bio 5’ – GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C-3’ 

 

 

 

Figura 13- Representación del genoma del VPH 16 y ubicación de los cebadores específicos. 
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Las reacciones de amplificación fueron realizadas utilizando 3μl (1ng/μl) de los 

plásmidos conteniendo los clones correspondientes a cada tipo del VPH (como 

controles positivos) o 5μl del ADN extraído de las muestras. Las reacciones de PCR 

para la primer ronda de amplificación se realizaron utilizando 5 μl de ADN en cada 

tubo; 3 mM Cl2Mg; 160 μM de cada uno de los dNTPs; 0,15 pmol de cada cebador y 

0,625 U de Taq DNA polimerasa (Inbio – Highway) en buffer de PCR (10 mM Tris-

HCl, pH 9; 50 mM KCl), en un volumen final de 25 μl. Los ciclos de amplificación 

fueron: 1 ciclo a 92ºC durante 3 min como desnaturalización inicial, 20 ciclos de 30 seg 

a 92ºC, 1 min y 30 seg a 50ºC y 1 min a 72ºC, con un ciclo de extensión final a 72ºC 

por 5 min. 

La segunda ronda de PCR se realizó utilizando 5 μl del producto de amplificación de la 

reacción anterior, 2 mM Cl2Mg, 160 μM de cada uno de los dNTPs, 0,375 pmol de cada 

cebador y 1 U de Taq DNA polimerasa (Inbio – Highway) en buffer de PCR (10 mM 

Tris-HCl, pH 9; 50 mM KCl), en un volumen final de 50 μl. Los ciclos de amplificación 

fueron: 1 ciclo a 92ºC durante 3 min como desnaturalización inicial, 35 ciclos de 30 seg 

a 92ºC, 1 min a 46ºC y 1 min a 72ºC, con un ciclo de extensión final a 72ºC por 5 min. 

La detección de los productos de amplificación se realizó por corrida electroforética en 

geles de agarosa al 2%, coloreados con SYBR-Safe™ (Invitrogen, USA), excitado con 

transiluminador de luz azul a 450 nm. (Safe Imager ™ - Invitrogen, USA). Como 

controles positivos se utilizaron los ADN de los clones plasmídicos. 

En cada reacción de amplificación se incorporaron controles negativos para el ADN-

VPH cada once muestras estudiadas.  

Para evitar la contaminación por arrastre se tomaron las precauciones necesarias entre 

las dos rondas de amplificación. Las reacciones se llevaron a cabo utilizando equipos 
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separados de insumos, reactivos y utilizando micropipetas automáticas con tips con 

filtros resistentes a los aerosoles. 

 

3.5. Tipificación del Genoma del VPH 

La tipificación del genoma del VPH se efectuó mediante dos metodologías, el análisis 

del Polimorfismo Conformacional de Cadenas Simples en Solución de Baja Fuerza 

Iónica, protocolo denominado LIS-SSCP (Low Ionic Strength Single Strand 

Conformational Polymorphisms), y PCR Enzima Inmuno Ensayo (PCR-EIA). 

 

3.5.1. LIS-SSCP (Low Ionic Strength Single Strand Conformational Polymorphisms) 

El principio de esta técnica involucra la desnaturalización del ADN de doble cadena, 

obtenido de una amplificación por PCR anidada. El ADN de cadena simple es separado 

por electroforesis, en soluciones con baja fuerza iónica y en condiciones no 

desnaturalizantes. Ello permite que se formen estructuras secundarias o variantes 

conformacionales que, de acuerdo a su movilidad, producirán patrones de bandas 

diferenciales y repetibles (Maruya et al., 1996). Con este propósito se diluyeron 4 μl de 

cada producto de amplificación en 10 μl de solución de siembra LIS (Low Ionic 

Strength, constituida por 10% sacarosa, 0,01% azul de bromofenol y 0,01% xilen cianol 

FF). Las muestras se desnaturalizaron durante 6 minutos a 94°C e inmediatamente se 

colocaron en hielo durante 2 minutos. Se sembraron y corrieron en minigeles de 

poliacrilamida al 10% (en una proporción acrilamida: bisacrilamida de 39:1) a 

temperatura constante de 4°C. La corrida electroforética fue llevada a cabo en solución 

TBE 1X (45 mM tris-borato / 1mM EDTA), a 45 mA durante 6 hs. En cada corrida se 

sembraron simultáneamente, como controles positivos, los productos amplificados de 

los patrones virales obtenidos a partir de clones plasmídicos de los genomas del HPV6, 
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11, 16, 18, 31 y 33. Para detectar el patrón de bandas obtenido en cada SSCP, los geles 

se colorearon por medio de una tinción rápida con nitrato de plata. 

 

3.5.2.  PCR- Enzima Inmuno Ensayo (PCR-EIA) 

Para confirmar los resultados obtenidos por LIS-SSCP, se recurrió al método PCR-EIA. 

Este ensayo combina la amplificación de la región L1 del VPH con los primers Gp5+ y 

Gp6+Bio, hibridación líquida de los amplicones con sondas marcadas con fluoresceína 

y un ensayo de tipo ELISA para la detección de los híbridos sonda-amplificado. El 

procedimiento fue realizado de acuerdo al método descripto por Jacobs y col., (1995), 

con algunas modificaciones.  

3.5.2.1.  Protocolo de PCR-EIA  

Captura de los productos biotinilados  

-Se tapizaron microplacas Nunc™ con estreptavidina a una concentración de 5 mg/ml.  

-Se agregaron 5 μL de los productos de PCR biotinilados en 100 μL de solución SSC 

5X + 0,5% Tween 20.  

-La placa fue cubierta con un film adherente e incubada a 37°C por 1 hora.  

Desnaturalización del ADN  

-Se lavó tres veces la placa con solución SSC 0,5X + 0,5% Tween 20.  

-El sobrante de líquido fue retirado mediante inversión de la placa en un papel 

absorbente, y se agregó 100 μL de NA(OH) a 0,2N.  

- Se cubrió la placa y se dejó reposar durante 15 min. a temperatura ambiente. 

Hibridación de las sondas  

Las sondas utilizadas para la hibridación correspondieron a regiones específicas del 

amplificado GP para cada tipo viral. Se utilizaron cuatro pocillos por muestra, con 

sondas que correspondieron a:  
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A) VPH 6 y 11 

B) VPH 16 

C) VPH 18  

D) VPH 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56 y 58.  

En cada placa se incorporaron los controles positivos y negativos correspondientes. Las 

muestras que fueron positivas para el grupo de alto riesgo fueron sometidas a una 

segunda placa de PCR-EIA, esta vez con los tipos virales de alto riesgo discriminados 

individualmente. Para cada celda se agregaron 3 picomoles de cada sonda en solución 

5x SSC + Tween 20 al 0,5%. Las secuencias de los oligonucleótidos utilizados se 

encuentran detalladas en la tabla 3.  

 

Tabla 3-Secuencias de oligonucleótidos utilizados para la genotipificación de VPH                

por PCR-EIA. 

 

    VPH  
 

Secuencias 

6 5’-ATCCGTAACTACATCTTCCACATACACCAA-3’  

11 5’-ATCTGTGTCTAAATCTGCTACATACACTAA-3’  

16 5’-GTCATTATGTGCTGCCATATCTACTTCAGA-3’  

18 5’-TGCTTCTACACAGTCTCCTGTACCTGGGCA-3’  

31 5’-TGTTTGTGCTGCAATTGCAAACAGTGATAC-3’  

33 5’-TTTATGCACACAAGTAACTAGTGACAGTAC-3’  

35 5’-GTCTGTGTGTTCTGCTGTGTCTTCTAGTG-3’  

39 5’-TCTACCTCTATAGAGTCTTCCATACCTTCT-3’  

45 5’-ACACAAAATCCTGTGCCAAGTACAT-3’  

51 5’-AGCACTGCCACTGCTGCGGTTTCCCCAACA-3’  

52 5’-TGCTGAGGTTAAAAAGGAAAGCACATATAA-3’  

56 5’-GTACTGCTACAGAACAGTTAAGTAAATATG-3’  

58 5’-ATTATGCACTGAAGTAACTAAGGAAGGTAC-3’  
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-La microplaca fue lavada tres veces con 400 μL de 0,5X SSC + 0,5% Tween 20%. El 

exceso de líquido fue removido por inversión de la placa en papel absorbente.  

-Se agregaron 100 μL de la solución de sondas con 5x SSC, Tween 20 0,5% 

-La placa fue sellada y la incubación se realizó entre 15 y 30 min a 55°C. 

 

Detección de los híbridos  

- La placa fue lavada tres veces con solución SSC a 0,5X; 0,5% Tween 20, el exceso de 

solución fue removido mediante inversión de la placa en papel absorbente.  

- Se agregaron los anticuerpos anti-fluoresceína a una concentración de 1/1000, y se 

incubaron por 30 min a temperatura ambiente. 

-Se agregó revelador TMB™ (solución de anticuerpo marcado con enzima y substrato) 

y se incubó por 15 min a temperatura ambiente.  

-La reacción fue bloqueada con 100 μL de H2SO4 a 1M y el cambio de color fue 

medido con lector de ELISA a OD450nm utilizando un filtro de interferencia de 600 nm 

(BioRad Microplate Reader 550).  

Interpretación de los resultados y cálculo de valor de corte (Cut-off)  

El valor de cut-off fue calculado como tres veces el desvío estándar del OD obtenido a 

partir de cuatro controles negativos, que bajo las condiciones presentes fue de 

OD450nm 0,1. Las muestras que presentaron OD450nm > 0,1 fueron consideradas VPH 

positivas. 

Los genomas plasmídicos utilizados como controles de la técnica de PCR-EIA y los 

patrones de las muestras en los geles de SSCP han sido generosamente donados por la 

Dra. De Villers (Deutsches Krebsfor-schungszentrum, Alemania, tipos VPH-6, -11, -16, 

-18, -33) y el Dr. Ort (Instituto Pasteur, Paris, Francia, VPH-11 y -34). Para el resto de 
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los controles positivos de VPH se utilizó ADN de muestras cervicales positivas en 

donde los tipos virales se determinaron por secuenciación. 

 

3.6. Análisis de los Polimorfismos de Nucleótido Simple (SNPs) 

Para el análisis de los polimorfismos en estudio se utilizó la técnica de PCR, seguida por 

la genotipificación de los SNPs mediante dos metodologías: Pirosecuenciación y PCR-

RFLP. En las tablas 4 y 5 se resume la metodología empleada para la caracterización de 

cada SNP. 

 

Tabla 4- Metodología utilizada en el análisis de los Polimorfismos de Nucleótido Simple (SNPs). 

METODOLOGÍA METODO DE DETECCIÓN GEN SNP AMPLICON ENZIMA 

PCR-RFLP 

 

Electroforesis en minigeles  

de poliacrilamida 8%.Tinción 

con SYBR-Safe I 

 

XRCCI 

 

codón 399 

Arg/Gln 

fragmento de 

100 pb 

MspI (37°C 

por 5 hs) 

codón 194 

Arg/Trp 

fragmento de 

155 pb 

MspI (37°C 

por 5 hs) 

TNF-α 

 

Nucleótido         

- 308 (G/A) 

Fragmento de 

90 pb 

BstnI (60° C 

por 5 hs) 

Nucleótido          

- 238 (G/A) 

Fragmento de 

137 pb 

MspI (37° C 

por 5 hs) 

FAS 
Nucleótido         

-670 (G/A) 

fragmento de 

182 pb 

BstnI (60° C 

por 5 hs) 
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Tabla 5- Metodología utilizada en el análisis de los Polimorfismos de Nucleótido Simple 

(SNPs). Continuación. 

METODOLOGÍA METODO DE DETECCIÓN GEN SNP AMPLICON 

PIROSECUENCIACIÓN 

 

La lectura automática de cada SNP                                          

se realizó utilizando el programa 

PSQ®96SNP. 

 

FASL Nucleótido         

-844 (T/C)   

Fragmento de 

100 pb 

IL-10 Nucleótido         

-1082 (G/A) 

Fragmento de 

176 pb 

P53 codón 72 

Arg/Pro 

Fragmento de 

166 pb 

RNASEL codón 462 

Arg/Gln 

Fragmento de 

110 pb 

INFG Nucleótido  

+874 (T/A) 

Fragmento de 

274 pb 

 

 

3.6.1.  Amplificación de los SNPs mediante PCR  

El par de cebadores específico para la amplificación de cada polimorfismo fue diseñado 

a partir de la secuencia del gen correspondiente, obtenida de la base de datos de 

secuencias genéticas del National Institutes of Health (NIH), denominada GenBank® y 

utilizando la herramienta bioinformática de alineamiento de secuencias BLAST (Basic 

Local Alignment Search Tool), así como el programa informático de diseño de 

cebadores FastPCR™. Asimismo, la información correspondiente a cada SNP se obtuvo 

de la base de datos de Polimorfismos de Nucleótido Simple (dbSNP) desarrollada por el 

National Center for Biotechnology Information (NCBI). 
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Tabla 6- Secuencias de oligonucleotidos utilizados en las reacciones de PCR, para la 

amplificación de los SNPs en estudio. 

 

GEN SNP SECUENCIA AMPLICON 

FAS 

Nucleótido       

-670 (A/G) 

rs1800682 

F 5'-CTA CCT AAG AGC TAT CTA CCG TTC-3' 

182 pb 

R 5'-GGC TGT CCA TGT TGT GGC TGC-3' 

XRCC1 

Arg194Trp 

rs1799782 

F 5́-CAA GCT TGG CCA GTT CCG TG-3́ 

155 pb 

R 5́-ACC CAC GAG TCT AGG TCT CAA CC-3’ 

Arg399Gln 

rs25487 

F 5́-GCA TCG TGC GTA AGG AGT G-3́ 

100 pb 

R 5́-CAG GAT AAG GAG CAG GGT TGG CGT -3́ 

TNF-α 

Nucleótido       

- 238 (G/A) 

rs361525 

F 5’-GAA GAC CCC CCT CGG AACC-3′ 

137 pb 

R 5’- GTA GTG GGC CCT GCA CCT TCT G-3′ 

Nucleótido       

- 308 (G/A) 

rs1800629 

F 5’-AAA AGA AAT GGA GGC AATAGG TTT TGA GGG 
GCC TG- 3′ 

90 pb 
R 5’-CTT CTG GGC CAC TGA CTG ATT TGT GTG TAG 
GAC AC -3′ 

P53 

Codón  72 

Arg/Pro 

rs1042522 

F 5’- TCC CCC TTG CCG TCC CAA -3’ 

166 pb 

R 5’- CTG GTG CAG GGG CCG CCG GTG TAG - 3’ 

RNASEL 

codón 462 

Arg/Gln 

rs486907 

F 5’ - GTG TCA CCC TCT GTG AGC AGA C -3’ 

162 pb  

R 5’ - GCA GAT CCT GGT GGG TGT ATC C - 3’ 

INFG 

Nucleótido  

+874 (T/A) 

rs2430561 

F 5’ -TCGTTGCTCACTGGGATTTTGGAAG - 3’ 

274 pb   

R 5’ -GTTCCAAACATGTGCGAGTG -3’ 

IL10 

Nucleótido       

-1082 (G/A) 

rs1800896 

F 5’ - GAG CAA CAC TCC TCG CCG CAA - 3’ 

178 pb 

R  5’ - TGG AGG CTG GAT AGG AGG TCC CTT AC -3’ 

FASL 

Nucleótido       

-844 (T/C) 

rs763110 

F  5’-CTG CTA CAC CCA CTT TAG AAA TTA GA -3’ 

100 pb 

R  5’- GGG CAA ACA ATG AAA ATG AAA ACA TTG -3’ 
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Las reacciones de amplificación para el análisis de los polimorfismos en los genes 

INFG, IL10, FASL, FAS, P53 y RNASEL fueron realizadas en un volumen final de 50 

ul, mientras que para los polimorfismos en los genes TNF y XRCC1 se utilizó un 

volumen final de 25 ul. La tabla 7 resume el protocolo utilizado para cada reacción de 

amplificación por PCR. Los protocolos de ciclado para cada reacción de amplificación 

se muestran en la tabla 8. 

 

Tabla 7- Protocolos de amplificación por PCR para el análisis de cada SNP. 

 

 

TNF              
-238 

TNF            
-308 

IL10         
-1082 

FAS          
-670 

FASL        
-844 

P53    
c.72 

RNaseL 
c.462 

XRCC1 
194 

XRCC1 
399 

INFG 
+874 

dNTPs 0,2mM 0,2 mM 0,14mM 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM 0,2mM 0,2 mM 

MgCl
2
 1,5 mM 1,35mM 0,75mM 3 mM 3 mM 2,7 mM 2 mM 1,2 mM 1,2 mM 2 mM 

Buffer 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 

Primer 
0,5 
pmol/ul 

0,75 
pmol/ul 

0,3 
pmol/ul 

0,5 
pmol/ul 

0,6 
pmol/ul 

0,65 
pmol/ul 

0,5 
pmol/ul 

0,85 
pmol/ul 

1 
pmol/ul 

0,5 
pmol/ul 

ADN 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul 

Taq 0,75 U 0,75 U 1 U 0,75 U 0,75 U 0,75 U 0,75U 0,75U 0,75U 1,25U 

BSA - - - 9 mM 9 mM - - - - 9mM 

VOL F 25 ul 25 ul 50 ul 50    ul 50 ul 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul 50 ul 

 

La detección de los productos de amplificación se realizó por corrida electroforética en 

minigeles de poliacrilamida al 8% (en una proporción acrilamida: bisacrilamida de 

19:1) a temperatura ambiente, coloreados con SYBR-Safe® (Invitrogen, USA), y 

visualizados con transiluminador de luz azul a 450 nm (Safe Imager ™ - Invitrogen, 

USA). 
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Tabla 8- Protocolos de ciclado para las reacciones de amplificación por PCR. 

 

 

3.6.2.  Genotipificación de SNPs por Pirosecuenciación  

Para la genotipificación de los polimorfismos en los genes p53, FASL, INFG, IL 10 y 

RNase L, se empleó el método de pirosecuenciación. Esta tecnología se basa en la 

detección de la formación de pirofosfato durante la reacción de polimerización del 

ADN. El pirofosfato producido durante dicha reacción es convertido en ATP, el cual es 

utilizado por una luciferasa para convertir la luciferina en oxiluciferina. Por cada 

adición de un nucleótido en el proceso de extensión de la polimerización de ADN, se 

genera emisión de luz (Nordström et al., 2000). La intensidad de luz generada es 

proporcional a la cantidad de nucleótidos incorporados. 

 

 

 

 

 

Ciclos TNF              

-238 

TNF            

-308 

IL10   

-1082 

FAS      

-670 

FASL     

-844 

P53 

c.72 

RNaseL 

c.462 

XRCC1 

194 

XRCC1 

399 

INFG 

+874 

Desnaturalización 

inicial 
1 92°C  3 min. 

Desnaturalización 

35 

92°C 

30’’ 

92°C 

30’’ 

92°C 

30’’ 

92°C 

40’’ 

92°C 

30’’ 

92°C 

30’’ 

92°C  

30’’ 

92°C 

30’’ 

92°C 

30’’ 

92°C 

30’’ 

Annealing 62°C 

40’’ 

65°C 

40’’ 

64°C 

15’’ 

62°C 

40’’ 

57°C    

40’’ 

63°C 

40’’ 

61 °C 

40’’ 

60°C 

50’’ 

59°C 

40’’ 

65,5°C  

40’’ 

Extensión 72°C  

40’’ 

72°C  

30’’ 

72°C  

15’’  

72°C  

40’’ 

72 °C 

25’’   

72°C 

40’’   

72 °C  

40’’ 

72°C 

40’’ 

72°C 

40’’ 

72°C 

40’’ 

Extensión final 
1 72 °C  5 min. 
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La reacción de Pirosecuenciación se encuentra detallada a continuación: 

 
PASO 1: El cebador interno de secuenciación se hibrida con una de las cadenas del 

amplicón de PCR, que sirve como molde, y se incuba con las enzimas ADN Polimerasa, 

ATP sulfurilasa, luciferasa y apirasa, así como con los sustratos, adenosina 5’ 

fosfosulfato (APS) y luciferina. 

 

 

 

 

 

 

 

PASO 2: La ADN Polimerasa cataliza la incorporación del primer dNTP a la cadena de 

ADN si éste es complementario a la base de la cadena molde. Cada incorporación es 

acompañada por la liberación de un pirofosfato (PPi) en una cantidad equimolar a la 

cantidad del nucleótido incorporado. 

 

 

 

 

 

 

PASO 3: La ATP sulfurilasa convierte el PPi en ATP en presencia de adenosin 

5̀fosfosulfato (APS). Este ATP conduce la conversión, mediada por la luciferasa, de la 

luciferina a oxiluciferina, que genera luz visible en cantidades proporcionales al ATP 
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presente. La luz producida en la reacción catalizada por la luciferasa es detectada por un 

dispositivo y es vista como un pico en el pirograma. La altura de cada pico (señal de 

luz) es proporcional al número de nucleótidos incorporados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PASO 4: La apirasa continuamente degrada los nucleótidos no incorporados así como el 

ATP. Cuando la degradación se completa, otro nucleótido se agrega a la reacción.  

 

 

 

 

 

La adición de los dNTP es realizada secuencialmente. A medida que el proceso 

continúa, la cadena de ADN complementaria es construida y la secuencia nucleotídica 

es determinada a partir de los picos de señal en el pirograma. 
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3.6.2.1.  Pirosecuenciación como herramienta para genotipificar SNPs 

La pirosecuenciación es una técnica que permite secuenciar hasta 20 bases. Una 

característica de este método es que en la tipificación de SNPs, cada combinación 

alélica (heterocigoto u homocigoto) confiere un patrón específico comparado con las 

otras dos variantes. La determinación del SNP comienza con el análisis de nucleótidos 

precedentes a la posición investigada. Este paso sirve como control del proceso de 

amplificación así como para la calibración de los picos y las condiciones de reacción 

(Ahmadian et al., 2006) (Figura 14). 

 
Para genotipificar los SNPs propuestos en este trabajo, se tomaron los amplicones 

obtenidos por PCR, que contienen el residuo de biotina, y se prepararon para 

pirosecuenciación de acuerdo al protocolo estándar de los fabricantes (Pyrosequencing 

AB, Uppsala, Suecia) (Pérez-Pérez et al., 2007).  
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Figura 14 –Análisis de un SNP por pirosecuenciación. (A) El amplificado es hibridado con el 

cebador de secuenciación. La reacción inicia con la incorporación de una base C (que sirve 

como calibración de la señal) y el orden de dispensación de los nucleótidos siguientes es T-G-T-

A-C-A. (B) El orden de dispensación proporciona tres distintos patrones de pirosecuenciación. 

Tomado y modificado de Ahmadian et al., 2006. 

 

 

El cebador interno de secuenciación para la genotipificación de cada polimorfismo fue 

diseñado utilizando los programas informáticos FastPCR™ y PSQ® 96 MA 2.1.1 

(Pyrosequencing AB, Uppsala, Suecia). La tabla 9 muestra las secuencias de los 

cebadores internos de secuenciación utilizados para la genotipificación de cada SNP. 
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Tabla 9- Secuencias de los oligonucleotidos utilizados en las reacciones de Pirosecuenciación. 

 
Cebador Interno de Secuenciación Secuencia 

P53 int  5’-CAG AGG CTG CTC CCC - 3’ 

RNASEL int  5’-GAT GAC AGG ACA TTT - 3’ 

FASL Int 5’-GAG CTG CTT TGT ATT-3’ 

INFG Int 5’-ACA CAA AAT CAA ATC-3’ 

IL10 int 5’-TAT CCC TAC TTC CCC-3’ 

 

 

3.6.2.2.  Protocolo de Pirosecuenciación 

 
Unión de los productos de PCR biotinilados a las perlas de sefarosa. 

- Se utilizaron 20 μL de producto de PCR al que se le agregaron: 17 μL de agua 

destilada, 3 μL de perlas Dynabeads™ cubiertas con estreptavidina (Dynal, Oslo, 

Noruega) y 40 μL de buffer de binding (10 mmol/L Trizma base, 2 mol/L NaCl, 1 

mmol/L EDTA, y 0.1% Tween 20, pH 7.6).  

- Se sellaron las placas de PCR y se agitaron con vórtex por 10 minutos a temperatura 

ambiente.  

 
Desnaturalización del ADN y preparación de la cadena biotinilada 

- Para aislar las cadenas biotiniladas del ADN complementario no marcado se utilizó un 

dispositivo de trampa de vacío (Workstation, Uppsala, Suecia) (Figura 15) que 

desnaturaliza el ADN dejándolo como cadena simple y atrapa los complejos perla- 

estreptavidina- biotina- ADN. Para ello, las muestras son transferidas a diferentes 

soluciones consecutivamente: etanol 10% por 10 segundos, NaOH 0,2 M por 10 
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segundos para desnaturalizar el ADN y buffer de lavado por 10 segundos para lavar los 

complejos. 

- Las perlas con estreptavidina acopladas a las cadenas simples de ADN marcadas con 

biotina son entonces transportadas a una placa con buffer de annealing (20 mmol/L 

Trizma acetato y 5 mmol/L acetato de magnesio, pH 7.6) y el cebador interno de 

secuenciación.  

- A continuación, las muestras se calientan a 80°C durante 2 minutos y se dejan a 

temperatura ambiente por 5 minutos antes de la reacción de pirosecuenciación. 

 
 
Pirosecuenciación e interpretación de los resultados 

La genotipificación fue realizada mediante el empleo del pirosecuenciador automático 

PSQ® 96 MA (Pyrosequencing AB, Uppsala, Suecia) (Figura 15) y la lectura 

automática se realizó utilizando el software informatico PSQ® 96 MA 2.1.1 

(Pyrosequencing AB, Uppsala, Suecia). El equipo de pirosecuenciación está diseñado 

para analizar simultáneamente hasta 96 muestras, admitiendo incluso el análisis de 

SNPs diferentes. 
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Figura 15- Equipo de purificación y separación de cadenas de los amplificados de ADN 

(izquierda), y pirosecuenciador PSQ96MA (Derecha). 

 

 
3.6.3.  PCR-RFLP como técnica de genotipificación 

La técnica de reacción en cadena de la polimerasa seguida por la digestión con enzimas 

de restricción, denominada PCR-RFLP (del inglés Restriction Fragment Length 

Polymorphism), ha demostrado ser útil para la detección de polimorfismos puntuales 

causados por el cambio de una base nitrogenada (SNP), que crean o eliminan un sitio de 

restricción. Se basa en la detección de fragmentos de ADN de diferentes longitudes, de 

manera que, mediante el análisis del tamaño de los fragmentos de restricción, es posible 

determinar la presencia de un alelo u otro, y por lo tanto determinar el genotipo de un 

individuo. La figura 16 muestra un esquema de la metodología de esta técnica. 
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Figura 16- Esquema de la metodología de PCR-RFLP. Luego de la amplificación del 

fragmento deseado mediante PCR, se procede a la digestión del amplicon con enzimas de 

restricción. Los fragmentos resultantes son detectados por corrida electroforética en       

minigeles de poliacrilamida. 

 

3.6.3.1.  Genotipificación de SNPs por PCR-RFLP 

La genotipificación de los polimorfismos Arg194Trp  y Arg399Gln  del gen XRCC1,     

-238 (G/A) y -308(G/A) del gen TNF-α  y -670 (A/G) del gen FAS se realizó por medio 

de la técnica de PCR-RFLP. Para ello, entre 7 ul a 10 ul de los productos de PCR fueron 

digeridos con 5 unidades de la correspondiente enzima de restricción. Los fragmentos 

resultantes fueron detectados por corrida electroforética en minigeles de poliacrilamida 

al 8% (en una proporción acrilamida: bisacrilamida de 19:1), coloreados con SYBR-

Safe® (Invitrogen, USA), y visualizados con transiluminador de luz azul a 450 nm 

(Safe Imager ™ - Invitrogen, USA). La tabla 11 resume el protocolo utilizado para la 

genotipificación de cada SNP. 

Alelo A 

Alelo G 
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Para el polimorfismo Arg194Trp de XRCC1, la banda de 55 pb es generada por un sitio 

de restricción constante y fue utilizada como control interno de digestión.  

Para los polimorfismos en el gen TNF-α se utilizó una variante de la técnica, 

denominada ARMS-PCR (Artificial Mutation Restriction System) (Little S., 2001), la 

cual implica el empleo de cebadores que contengan la variante deseada. En este caso, se 

modificó una base en el cebador forward, de modo de crear un sitio de reconocimiento 

para la enzima de restricción utilizada. 

 

Tabla 10- Secuencias de oligonucleotidos utilizados en las reacciones de PCR, para la 

amplificación de los SNPs  -238(G/A) y -308 (G/A) de TNF-α. 

 

TNF  - 308 

(G/A)   

rs1800629 

Secuencia Salvaje  5′-AAA AGA AAT GGA GGC AATAGG TTT TGA GGG GCA TG- 3′ 

Cebador Forward  5′-AAA AGA AAT GGA GGC AATAGG TTT TGA GGG GCC TG- 3′ 

Secuencia Salvaje 5′-CTT CTG GGC CAC TGA CTG ATT TGT GTG TAG GAC CC -3′ 

Cebador Reverse  5′-CTT CTG GGC CAC TGA CTG ATT TGT GTG TAG GAC AC -3′ 

 

TNF  - 238 

(G/A)   

 rs361525 

Secuencia Salvaje  5′- GAA GAC CCC CCT CGG AATC - 3′ 

Cebador Forward  5′- GAA GAC CCC CCT CGG AACC - 3′ 

Secuencia Salvaje 5′- GTA GTG GGC CCT GCA CCT TCT G -3′ 

Cebador Reverse  5′- GTA GTG GGC CCT GCA CCT TCT G -3′ 

 

En el caso del polimorfismo TNF-α -238 existen dos posiciones desapareadas ó 

mismatches sobre el cebador forward. El primero corresponde al SNP -244 del gen 

TNF-α, mientras que el segundo mismatch crea un sitio de corte para la enzima de 

restricción MspI (Genbiotech, Argentina). De la misma manera, el mismatch existente 

en el cebador forward del polimorfismo TNF-α -308 crea un sitio de corte para la 

enzima BstNI (Genbiotech, Argentina). 
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Con el objetivo de evitar errores en la genotipificación, se seleccionó al azar un 20% del 

total de las muestras, las cuales fueron redigeridas para confirmar el genotipo.  

 

Tabla 11- Protocolos de genotipificación por PCR-RFLP para el análisis de cada polimorfismo 

de nucleótido simple (SNP). 

METODOLOGÍA GEN SNP AMPLICON ENZIMA PRODUCTOS  DE DIGESTIÓN 

PCR-RFLP 

 

XRCCI 

 

codón 399 

Arg/Gln 

fragmento de 

100 pb 

MspI (37°C 

por 5 hs) 

399Gln 

(alelo A) 

399Arg 

(alelo G) 

 

 

Fragmento de 100 

pb. 

Dos fragmentos de 

65 pb y 35 pb 

 codón 194 

Arg/Trp 

fragmento de 

155 pb 

MspI (37°C 

por 5 hs) 

194Arg 

(alelo C) 

194Trp 

(alelo T) 

Tres fragmentos de 

80 pb, 55 pb y 20 pb. 

Dos fragmentos de 

100 pb y 55 pb 

TNF-α 

 

Nucleótido     

- 308 (G/A)   

Fragmento de 

90 pb  

BstnI (60°C 

por 5 hs) 

Alelo A 

Alelo G 

Fragmento de 90 pb 

Dos fragmentos de 

57 pb y 33 pb. 

Nucleótido     

- 238 (G/A)   

Fragmento de 

137 pb  

MspI (37°C 

por 5 hs) 

Alelo A 

 

Alelo G 

Fragmento de  137 

pb 

Dos fragmentos de  

118 pb y 19 pb. 

FAS Nucleótido     

-670 (G/A)   

fragmento de 

182 pb 

BstnI (60°C 

por 5 hs) 

Alelo A 

 

Alelo G 

Fragmento de 182 

pb 

Dos fragmentos de 

150 pb y 32 pb. 

 

 

3.7. Análisis Estadístico 

El análisis estadístico de los datos se realizó empleando los programas SPSS®, EPIDAT 

3.1 (Programa para Análisis Epidemiológico de Datos Tabulados – Organización 

Panamericana de la Salud) y MDR-Permutation Testing Software Overview™ 

(Dartmouth Medical School, USA). La estadística descriptiva de los datos se efectuó 



Materiales y Métodos 

69 

 

mediante el empleo de tablas de tabulación cruzada y representación gráfica en 

histogramas de frecuencias. El estudio de las asociaciones entre los marcadores 

moleculares en función a los factores de clasificación fue ensayado de acuerdo a sus 

distribuciones por medio de la prueba de chi-cuadrado. En las tablas 2x2 y con casillas 

de valores menores a 5 observaciones se utilizó la corrección de continuidad de Yates. 

Para cada factor estudiado se obtuvo el odds ratio con intervalos de confianza del 95%. 

 

3.7.1.  Frecuencias génicas y genotípicas: 

Las frecuencias genotípicas (Xii, Xij, Xjj) de los polimorfismos en estudio se estimaron 

por recuento directo de cada uno de los genotipos observados sobre el total de pacientes 

estudiados. Las frecuencias génicas se obtuvieron según la siguiente fórmula (Nei, 

1987).  

 

xi = (2 nii + nij ) / 2 n 

 

Donde: nii indica el número de individuos homocigotas para el alelo i y nij indica el 

número de individuos donde j es cualquier alelo distinto de i. 

 

3.7.2.  Equilibrio de Hardy-Weinberg 

Según el principio de Hardy-Weinberg (Nei, 1987), las frecuencias genotípicas 

esperadas en el equilibrio pueden ser estimadas en base de las frecuencias génicas a 

partir de la expansión del siguiente binomio:  

 

( xi + xj )2 = xi2 + 2 xi.xj + xj2 
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Donde: xi2 es la frecuencia genotípica esperada en los individuos homocigotos para el 

alelo i, 2 xi.xj es la frecuencia esperada de los heterocigotas ij y xj2 es la frecuencia 

esperada de los homocigotas para el alelo j.  

Para verificar que la población se encuentre en equilibrio se comparan los valores 

genotípicos observados y los valores teóricos esperados según el equilibrio de Hardy-

Weinberg, mediante el empleo de la prueba de Chi-cuadrado de Bondad de ajuste. 

 

3.7.3.  Prueba de Chi-cuadrado de Pearson: 

La distribución de chi-cuadrado (χ2), o de Pearson, se refiere a las probabilidades que 

tienen las sumas de los quebrados (O-C)2 / C formados por “n” número de clases. En 

ellos “O” es la frecuencia absoluta de una clase de una muestra real que responde a una 

ley, una hipótesis, una razón, una proporción o un porcentaje, y “C” es la frecuencia 

absoluta de la clase correspondiente de una clase teórica, calculada sobre la base de los 

parámetros de la muestra real y teniendo en cuenta el grado de libertad (v), o de clases 

menos el número de condiciones impuestas a esta muestra. La amplitud de la 

distribución va de cero a infinito.  

Función: la función de la densidad de la probabilidad de la frecuencia se expresa:  

 

 

X2 =∑ (O-C)2 
   i     C 

 

 

Para la estimación de la asociación entre dos o más variables del tipo cualitativo se 

empleó la prueba de chi-cuadrado con la corrección de Yates para las casillas con 
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valores menores de 5 observaciones (Greenberg et al., 2001). Se consideraron 

diferencias estadísticamente significativas a los valores de p < 0,05.  

 

X2 Yates=∑  [(O-C)+0,5] 2 
    i            C 

 

 

3.7.4.  Estimación del riesgo relativo 

El odds ratio es una estimación del Riesgo Relativo asociado a la exposición a un factor 

(Greenberg et al., 2001). Se calcula mediante la razón de los productos cruzados de 

enfermos por sanos entre los individuos que presentan el factor de riesgo en 

consideración y los que no lo hacen (OR). Valores mayores a 1 indican que la 

enfermedad es más común entre los individuos que están expuestos al factor bajo 

estudio. La situación opuesta ocurre cuando los valores son menores a 1. 

La información de la población en estudio se tabula de la siguiente manera: 

 

 ENFERMEDAD 

SI NO 

EXPOSICIÓN a b 

NO EXPOSICIÓN c d 
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La fórmula del odds ratio (OR) es:  
 
 

                                                        (a x d) 
                                             OR= 
                                                        (b x c) 
 

 

 

3.7.5. Reducción de la Dimensionalidad Multifactorial o MDR (Multifactor 

Dimensionality Reduction) 

La Reducción de la Dimensionalidad Multifactorial (MDR) es un modelo genético no 

paramétrico que es alternativo a la regresión logística para la detección y la 

caracterización de interacciones no lineales entre atributos genéticos y ambientales 

discretos. Este método sirve para detectar y caracterizar las combinaciones de variables 

predictoras (atributos) o variables independientes que interactúan para influenciar las 

variables de clase o dependientes. MDR fue diseñado específicamente para identificar 

interacciones entre variables discretas que influencian una respuesta binaria, y es 

considerada una alternativa no paramétrica a los métodos estadísticos tradicionales.  

La base del método de MDR es la construcción de un algoritmo que convierte dos o más 

variables (polimorfismos) en una sola. En lugar de comparar todas las combinaciones de 

genotipos entre casos y controles, la nueva única variable es asociada con la variable de 

clase (sano-enfermo). De manera que un análisis multivariado pasa a ser uno bivariado, 

el cual puede ser abordado con cualquier técnica conocida de asociación no paramétrica. 

El objetivo final es crear un modelo simple que facilite la detección de interacciones no 

aditivas o no lineales entre los atributos, tal que la predicción de la variable de clase sea 

mejorada más que en la representación original de los datos. El MDR es directamente 

aplicable a estudios de caso-control y distintos grupos han demostrados que este 
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programa tiene un valioso poder para identificar asociaciones entre dos o más loci en 

muestras relativamente pequeñas (Ritchie et al., 2001; Lavender et al., 2009). El 

software utilizado en este trabajo fue MDR-Permutation Testing Software Overview™ 

(Dartmouth Medical School, USA). 
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4.1. Virus del Papiloma Humano y su asociación con el Cáncer 

Cervical 

 

4.1.1.  Detección del ADN del virus del Papiloma humano. 

El ADN fue extraído exitosamente de la totalidad de las muestras analizadas para el 

diagnóstico cito/histológico, resultando aptas para la detección y tipificación del ADN-

VPH. Todas las muestras fueron analizadas mediante la técnica de PCR con protocolo 

anidado MY/GP+. Estos cebadores delimitan un segmento de la región L1 del genoma 

viral conservado entre los tipos virales (cebadores MY09/11 y GP05+/06+) (Figura 17).  

 

. 

Figura 17– Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Calle 1: marcador de peso molecular 

AmpliSize 50- 2000 pb (Bio-Rad, Hercules, EEUU); Calle 2-5 y 7-10: amplificados de muestras 

cervicales ADN-VPH positivas; Calles 6 y 11: muestras ADN-VPH negativos; Calle 12: control 

negativo de la reacción. 

 

La genotipificación fue realizada mediante el procedimiento PCR enzima-

inmunoensayo (PCR-EIA) con sondas específicas, como está descripto en Materiales y 

Métodos. En la figura 19 se observan los resultados obtenidos en una micro-placa de 

PCR-EIA. Para la tipificación viral también se utilizó la técnica de Polimorfismos en la 

Conformación de Cadenas Simples (SSCP) (figura 18).  
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Figura 18– Electroforesis en gel de 

poliacrilamida al 10%. Patrón de bandas de 

LIS-SSCP  de  los  productos de 

amplificación del VPH. Calle 1: marcador 

de peso molecular pGEM (Promega, 

Madison, Wisconsin, EEUU); Calles 2 a 7: 

controles positivos de tipo 6, 11, 16, 18, 31 

y 33 (plásmidos). 

 

 

 

Figura 19-  Microplaca de PCR enzima-inmunoensayo de muestras positivas para la infección 

por VPH. Calle 1, 3 y 8: VPH-31; calle 2, 5 y 6: VPH-16; calle 4 y 7: VPH-18; calle 9: VPH-

51; calle 10: VPH (-); calle 11: controles positivos; calle 12: controles negativos. 

 

 

4.1.1.1.  Prevalencia del Papilomavirus Humano 

La prevalencia de la infección por VPH en las 512 muestras clínicas fue de 68,3%, 

presentando los tipos virales de alto riesgo (VPH 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52)  una 

prevalencia del 70,8%, mientras que la prevalencia de los tipos virales de bajo riesgo 

(VPH 6, 11, 34, 42) fue de 22,8%, y el 6,4% constituyeron muestras no tipificables, que 
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no coincidieron con ningún patrón de bandas de los tipos virales empleados como 

controles positivos ni con las sondas utilizadas en la PCR-EIA. Asimismo, el 16,2% de 

las muestras VPH (+) presentaron infecciones múltiples. 

VPH (-)
31,7%

75,7%

16%

8,3%

VPH (+)
68,3%

PREVALENCIA TOTAL DE VPH

Alto Riesgo Bajo Riesgo No Tipificables

 

 

Gráfico 3- Distribución de la prevalencia total de VPH, tipos virales de bajo/alto riesgo y No 

Tipificables. 

 

En el grupo control, formado por muestras clasificadas como Pap I/II, se detectó un  

36,5% de prevalencia para el ADN-VPH. Del total de controles, el 29,3% 

correspondieron a mujeres mayores de 30 años infectadas con VPH de Alto Riesgo. En 

el grupo de mujeres con lesiones precancerosas la prevalencia viral fue del 84,0% en 

muestras clasificadas como LGSIL y de 91,4%  para las muestras clasificadas como 

HSIL, mientras que en el grupo de carcinomas de células escamosas la prevalencia del 

ADN del VPH fue de 86,0%. (Gráficos 4 y 5). 
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Gráfico 4- Distribución de la prevalencia de tipos virales de bajo/alto riesgo en los grupos 

estudiados. 

 

 

 

Gráfico 5- Distribución de Infecciones Simples y Coinfecciones en los grupos estudiados. 

63,5%
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7.0%
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El tipo viral 16 fue el más frecuente, seguido por el VPH-18, en controles, HSIL y 

carcinomas. En las lesiones de bajo grado (LSIL), el VPH-6 fue el tipo viral más 

prevalente, seguido por los tipos VPH-16 y VPH-18. Se observó un aumento 

estadísticamente significativo de la prevalencia de la infección con la severidad de la 

lesión diagnosticada (χ2=103,83 p<0,0001; tau-c=0,42 p<0,0001). La estimación del 

incremento en el riesgo de desarrollo de lesión cervical adjudicada al VPH, resultante de 

la comparación de la prevalencia del VPH entre el grupo control y las lesiones 

cervicales fue: OR=12,78; IC95%=7,43-21,99 (χ
2=102,57 p<0,0001).  

 

Tabla 12- Distribución de la prevalencia de la infección, tipos virales de bajo/alto riesgo, 

coinfecciones y no tipificables en los grupo estudiados. 

CONTROLES LSIL HSIL CARCINOMAS 

VPH Tipo Viral VPH Tipo Viral VPH Tipo Viral VPH Tipo Viral 

ALTO RIESGO 

64 (74,5%) 

16 
44 

(51,2%) 

Alto 
Riesgo 

50 
(51,0%) 

16 
31 

(31,6%) 

Alto 
Riesgo 

56 
(71,8%) 

16 
35 

(44,8%) 

Alto 
Riesgo 

105    
(83, 
3%) 

16 
82 

(65,1%) 

18 
15 

(17,4%) 
18 

13 
(13,2%) 

18 
15 

(19,2%) 
18 

13 
(10,3%) 

31 
4 

(4,6%) 
31 

3 
(3,1%) 

31 
3 

(3,8%) 
31 

6 
(4,7%) 

33 
1 

(1,2%) 
33 

3 
(3,1%) 

33 
3 

(3,8%) 
33 

4 
(3,2%) 

BAJO RIESGO 

16 (18,6%) 

6 
8 

(9,3%) Bajo 
Riesgo 

44 
(44,9%) 

6 
36 

(36,7%) Bajo 
Riesgo 

22 
(28,2%) 

6 
17 

(21,8%) Bajo 
Riesgo 

6 
(4,7%) 

6 
2 

(1,6%) 

11 
8 

(9,3%) 
11 

8 
(8,2%) 

11 
5 

(6,4%) 
11 

4 
(3,2%) 

NO 
TIPIFICABLES 

6 (6,9%)  4 (4,1%)  -  15 (11,9%) 

TOTAL 86 (100%)  98 (100%)  78 (100%)  126 (100%) 

COINFECCIONES 14  14  19  9 
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La estimación del riesgo relativo según las infecciones con tipos virales de alto riesgo 

entre el grupo con citología normal y el LGSIL dio como resultado un OR=1,84 

IC=1,14-2,97 (χ
2

=5,82 p=0,016); para el grupo HGSIL se obtuvo un OR=4,64 IC=2,71-

7,91 (χ
2

=32,4 p<0,0001); mientras para el grupo de pacientes con carcinomas el valor 

obtenido fue de OR=8,56 IC=5,08-14,4 (χ
2

=71,8 p<0,0001). 

 

 

4.2.  SNPs y su relación con el Cáncer Cervical y la Infección por VPH 

 

El ADN fue extraído exitosamente de la totalidad de las muestras analizadas para el 

diagnóstico cito/histológico, sin embargo no todas las muestras resultaron aptas para la 

genotipificación de los SNPs en estudio. El número de muestras analizadas para cada 

polimorfismo se muestra en las tablas de distribución de las frecuencias alélicas y 

genotípicas. El análisis de las frecuencias genotípicas demostró que la población se 

encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg, p>0,05. 

Mediante el empleo de la técnica PCR-RFLP fue posible la genotipificación de las 

variantes polimórficas del gen TNF-α  (posiciones -238(A/G) y -308 (G/A)). 
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Figura 20 – Electroforesis en gel de poliacrilamida al 8%. Patrón debandas de los productos de 

digestión del gen  TNF. Gel TNF-A -308(G/A) Calles 1 y 5: homocigotas GG; Calles 2 y 4: heterocigota 

AG; Calle 3: homocigota AA; Calle 6: Ladder. Gel TNF-A -238(G/A) Calles 1, 3, 4 y 5: homocigotas 

GG; Calle 2: heterocigota AG, Calle 6: ladder. 

 

 

Tablas 13-  Distribución de frecuencias alélicas y genotípicas del SNP -238 (G/A) del gen 

TNF-α  de acuerdo al estadio cito-histopatológico. 

 

TNF-α DIAGNOSTICO 

-238 (G/A) CONTROL n (%) LSIL n (%) HSIL n (%) SCC n (%) 

AA 0 (0, 0%) 0 (0, 0%) 0 (0, 0%) 3 (2, 6%) 

AG 23 (16, 4%) 22 (23, 7%) 9 (13, 2%) 10 (8, 7%) 

GG 117 (83.6%) 71   (76, 3%) 59 (86, 8%) 102 (88, 7%) 

TOTAL 140   (100, 0%) 93    (100, 0%) 68 (100, 0%) 115   (100, 0%) 

Alelos     

A 12 (8, 5%) 11 (11, 8%) 4 (5, 8%) 8 (6, 9%) 

G 128 (91, 5%) 82 (88, 2%) 64 (94, 2%) 107 (93, 1%) 

 

GG     AG       AA      AG      GG       L GG      AG       GG      GG       GG      L 

90 pb 

57 pb 

33 pb 

137 pb 

118 pb 

TNF-α  -308 (G/A) TNF-α  -238 (G/A) 
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Tablas 14-  Distribución de frecuencias alélicas y genotípicas del SNP -308 (G/A) del gen 

TNF-α  de acuerdo al estadio cito-histopatológico. 

 

TNF-α DIAGNOSTICO 

-308 (G/A) CONTROL n (%) LSIL n (%) HSIL n (%) SCC n (%) 

AA 3 (2, 1%) 1 (1, 1%) 2 (3, 1%) 4 (2, 8%) 

AG 38 (26, 4%) 32 (35, 2%) 9 (14, 1%) 39 (27, 8%) 

GG 103 (71, 5%) 58 (63, 7%) 53 (82, 8%) 97 (69, 4%) 

TOTAL 144 (100, 0%) 91 (100, 0%) 64 (100, 0%) 140 (100, 0%) 

Alelos     

A 22 (15, 3%) 17 (18, 7%) 7 (10,9%) 23 (16, 4%) 

G 122 (84, 7%) 74 (81, 3%) 57 (89,1%) 117 (83, 6%) 

 

La genotipificación de los SNPs presentes en la posición -670 (G/A) del gen FAS y en 

los codones Arg399Gln y Arg194Trp del gen XRCC1 también fue realizada mediante la 

técnica de PCR-RFLP. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21– Electroforesis en gel de poliacrilamida al 8%. Patrón de bandas de los productos de 

digestión de FAS -670(A/G). Calles 1 y 6: homocigota AA; Calles 2 y 4: heterocigota AG; 

calles 3 y 5: homocigotas GG. 

 

 

 AA      AG    GG    AG    GG     AA 

182 pb 

150 pb 

FAS -670 (A/G) 
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Tabla 15- Distribución de frecuencias alélicas y genotípicas del SNP -670 (G/A) del gen FAS 

de acuerdo al estadio cito-histopatológico. 

 

FAS DIAGNÓSTICO 

-670 (G/A) CONTROL n (%) LSIL n (%) HSIL n (%) SCC n (%) 

AA 47 (23, 5%) 11 (32, 3%) 19 (32, 2%) 40 (30, 1%) 

AG 105 (52, 5%) 19 (55, 8%) 21 (35, 6%) 72 (54, 1%) 

GG 48 (24, 0%) 4    (11, 7%) 19 (32, 2%) 21 (15, 8%) 

TOTAL 200 (100, 0%) 34    (100, 0%) 59   (100, 0%) 133   (100, 0%) 

Alelos     

A 100 (50, 0%) 20 (58, 8%) 30 (50, 8%) 76 (57, 1%) 

G 100 (50, 0%) 14 (41, 2%) 29 (49, 2%) 57 (42, 9%) 

 

 

 

Figura 22– Electroforesis en gel de poliacrilamida al 8%. Patrón debandas de los productos de 

digestión de XRCC1 codón Arg194Trp y codón Arg399Gln. Calle 1 y 10: amplicon sin digerir.   
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Tablas 16 y 17- Distribución de frecuencias alélicas y genotípicas de los SNPs del gen XRCC1 

de acuerdo al estadio cito-histopatológico. 

 

Tabla 16- Polimorfismo Arg194Trp del gen XRCC1. 

 

 

Tabla 17- Polimorfismo Arg194Trp del gen XRCC1. 

XRCC1 DIAGNÓSTICO 

Codon 194 CONTROL n (%) LSIL n (%) HSIL n (%) SCC n (%) 

Arg/Arg  (CC) 123 (87, 9%) 47 (92, 1%) 39 (88, 6%) 83 (76, 1%) 

Arg/Trp (CT) 13 (9, 3%)  4 (7, 8%) 5 (11, 3%) 22 (20, 2%) 

Trp/Trp (TT) 4 (2, 9%) 0   (0, 0%) 0 (0, 0%) 4 (3, 7%) 

TOTAL    140 (100, 0%)  51   (100, 0%)      44 (100, 0%)  109 (100, 0%) 

Alelos     

Arg (C) 130 (92, 8%) 49 (96, 0%) 41 (93, 2%) 94 (86, 2%) 

Trp (T) 10 (7, 2%) 2 (4, 0%) 3 (6, 8%) 15 (13, 8%) 

 

 

XRCC1 DIAGNÓSTICO 

Codon 399 CONTROL n (%) LSIL n (%) HSIL n (%) SCC n (%) 

Gln/Gln (AA) 21 (14, 7%) 36 (61, 0%) 7 (17, 9%) 20 (17, 7%) 

Gln/Arg (AG) 70 (49, 0%) 6 (10, 1%) 5 (12, 8%) 35 (31, 0%) 

Arg/Arg  (GG) 52 (36, 4%)    17 (28, 8%) 27 (69, 2%) 58 (51, 3%) 

TOTAL     143 (100, 0%)  59 (100, 0%)     39 (100, 0%) 113 (100, 0%) 

Alelos     

Gln (A) 56 (39, 2%) 39 (66, 1%) 10 (25, 6%) 37 (32, 8%) 

Arg (G) 87 (60, 8%) 20 (33, 9%) 29 (74, 3%) 76 (67, 2%) 
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La genotipificación de los polimorfismos presentes en el codon 72 de P53,  codón 462 

del gen Rnase L, y posición  -844 (T/C)  del gen  FAS-Ligando, fue realizada con 

tecnología de pirosecuenciación. El perfil de picos de luminiscencia para cada genotipo 

individual se encuentra graficado en las figuras 23-25.  

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                                                                                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23- Pirogramas de las tres variantes del SNP 

Arg72Pro del gen p53. 

Arriba a la izquierda GG (Arg/Arg); arriba a la 

derecha CG (Arg/Pro) y abajo CC (Pro/Pro).  

Secuencia: 5’CTCCCCC/GGTGGCCCCTGCA-3’ 
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Tabla 18- Distribución de frecuencias alélicas y genotípicas del polimorfismo  Arg72Pro de 

P53 de acuerdo al estadio cito-histopatológico. 

 

P53 DIAGNÓSTICO 

Arg72Pro CONTROL  n (%) LSIL n (%) HSIL n (%) SCC n (%) 

Pro/Pro (CC) 13 (10, 7%) 2 (4, 4%) 3 (5, 7%) 3 (2, 7%) 

Arg/Pro (CG) 40 (33, 1%) 20 (44, 4%) 19 (36, 5%) 61 (54, 5%) 

Arg/Arg (GG) 68 (33, 1%) 23 (51, 1%) 24 (46, 1%) 48 (33, 1%) 

TOTAL     121 (100, 0%) 45 (100, 0%) 46 (100, 0%) 112   (100, 0%) 

Alelos     

C 33 (27, 2%) 12 (26, 6%) 12 (26, 1%) 34 (30, 3%) 

G 88 (72, 8%) 33 (73, 3%) 34 (73, 9%) 78 (69, 7%) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24- Pirogramas de las tres variantes del 

codón 462 de RNASEL.  

Arriba a la izquierda CC (Arg/Arg (GG)); arriba a 

la derecha TC (Gln/Arg (GA)) y abajo TT (Gln/Gln 

(AA)). 

Secuencia: 5’GTCCTGTAAAT/CGGGCAAAT-3’ 
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Tabla 19- Distribución de frecuencias alélicas y genotípicas del polimorfismo Arg462Gln del 

gen RNASEL de acuerdo al estadio cito-histopatológico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RNASEL DIAGNÓSTICO 

Arg462Gln CONTROL  n (%) LSIL n (%) HSIL n (%) SCC n (%) 

Gln/Gln (AA) 22 (18, 0%) 1 (2, 2%) 6 (12, 7%) 6 (5, 7%) 

Gln/Arg (GA) 56 (45, 9%) 23 (51, 1%) 22 (46, 8%) 49 (46, 7%) 

Arg/Arg (GG) 44 (36, 1%) 21 (46, 6%) 19 (40, 4%) 50 (47, 6%) 

TOTAL 122 (100, 0%) 45 (100, 0%) 47 (100, 0%) 105   (100, 0%) 

Alelos     

A 50 (41,0%) 12 (26, 6%) 17 (36, 2%) 31 (29, 6%) 

G 72 (59,0%) 33 (73, 3%) 30 (63, 8%) 74 (70, 4%) 

Figura 25- Pirogramas de las tres variantes del  

SNP -844 del gen FASL.  

Arriba a la izquierda AA (T/T); arriba a la derecha 

AG (T/C) y abajo GG (C/C).  

Secuencia: 5’-TCA/GCGA-3’ 
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Tabla 20- Distribución de frecuencias alélicas y genotípicas del polimorfismo -844 del gen 

FASL de acuerdo al estadio cito-histopatológico. 

 

FASL                                                                          DIAGNÓSTICO 

-844 (T/C) CONTROL  n (%) LSIL n (%) HSIL n (%) SCC n (%) 

CC 69 (34, 5%) 12 (26, 7%) 18 (32, 1%) 46 (39, 7%) 

CT 100 (50, 0%) 26 (57, 7%) 26 (46, 4%) 58 (50, 0%) 

TT 31 (15, 5%) 7 (15, 6%) 12 (21, 4%) 12 (10, 3%) 

TOTAL 200    100,0% 45    100,0% 56   100,0% 116    100,0% 

Alelos     

C 119 (59, 5%) 25 (55, 5%) 31(55, 4%) 75 (64, 6%) 

T 81 (40, 5%) 20 (44, 5%) 25 (44, 6%) 41 (35, 4%) 

 

 

Para el análisis de los polimorfismos presentes en las posiciones +874 (T/A) del gen 

INFG y -1082 (G/A) del gen  IL-10 también se utilizó el método de Pirosecuenciación. 

En las figuras 26 y 27 se grafica el perfil de picos de luminiscencia para cada genotipo. 

En las tablas 21 y 22 se muestran las distribuciones de frecuencias alélicas y genotípicas 

para ambos polimorfismos.  
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Tabla 21- Distribución de frecuencias alélicas y genotípicas del polimorfismo +874(T/A) del 

gen INFG de acuerdo al estadio cito-histopatológico. 

 

 

INFG DIAGNÓSTICO 

+874 (T/A) CONTROL  n (%) LSIL n (%) HSIL n (%) SCC n (%) 

AA  39 (29, 5%)  24 (42, 1%)  13 (38, 2%)  41 (33, 1%) 

AT  65 (49, 2%)   21 (36, 8%)   10 (29, 4%) 70 (56, 4%) 

TT 28 (21, 2%)    12 (21, 0%)   11 (32, 3%) 13 (10, 5%) 

TOTAL     132 (100, 0%)   57 (100, 0%)   34 (100, 0%) 124(100, 0%) 

Alelos     

A  71 (53, 8%)  35 (61, 4%) 18 (52, 9%)  76 (61, 3%) 

T 61 (46, 2%)  22 (38, 6%) 16 (47, 0%) 48 (38, 7%) 

Figura 26- Pirogramas de las tres variantes del  

SNP +874 del gen INFG.  

Arriba a la izquierda AT; arriba a la derecha AA  

y abajo TT.  

Secuencia: 5’-A/TCACACA-3’ 
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Tabla 22- Distribución de frecuencias alélicas y genotípicas del polimorfismo -1082(G/A)  del 

gen  IL-10,  de acuerdo al estadio cito-histopatológico. 

 
IL -10  DIAGNÓSTICO 

-1082 (G/A) CONTROL n (%) LSIL n (%) HSIL n (%) SCC n (%) 

AA 57 (43, 5%) 23 (39, 6%)  19 (47, 5%) 40 (41, 7%) 

AG 61 (46, 6%) 34 (58, 6%) 18 (45, 0%) 46 (47, 9%) 

GG 13 (9, 9%)  1 (1, 72%)              3 (7.5%) 10 (10, 4%) 

TOTAL 131    100,0% 58   100,0% 40    100,0% 96    100,0% 

Alelos     

A 87 (66, 4%) 40 (68, 9%) 28 (70, 0%) 63 (65, 6%) 

G 44 (33, 6%) 18 (31, 1%) 12 (30, 0%) 33 (34, 4%) 

 

 

Figura 27- Pirogramas de las tres variantes del  

SNP -1082 del gen IL-10.  

Arriba a la izquierda CC (G/G); arriba a la 

derecha TC (A/G) y abajo TT (A/A).  

Secuencia: 5-C/TCCAAGAG’-3’ 
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No se encontraron diferencias significativas al comparar las frecuencias alélicas de los 

distintos SNPs entre los controles y las lesiones cervicales (χ2=0,082; p>0,05). Sin 

embargo, el alelo Gln (A) del polimorfismo Arg399Gln de XRCC1 mostró un 

incremento en el riesgo de desarrollo de Lesiones de bajo grado (OR= 3,03; p= 0,001) 

cuando se lo comparó con el alelo Arg (G).  

 

Tabla 23- Frecuencias alélicas del SNP Arg399Gln de XRCC1 y su relación con el desarrollo de 

Lesiones de Bajo Grado (LSIL). 

 
XRCC1 

Codon 399 
DIAGNÓSTICO 

OR (IC) 95% ajustado por 

edad 

ALELOS CONTROL n (%) 
LSIL n (%) HSIL n (%) SCC n (%) 

CONTROLES vs LSIL 

Gln (A) 
56 (39, 2%) 39 (66, 1%) 10 (25, 6%) 37 (32, 8%) 

OR=3, 03 (IC95%=1,60-5,71)  

p=0,001* 

Arg (G) 
87 (60, 8%) 20 (33, 9%) 29 (74, 3%) 76 (67, 2%) 1 (referencia) 

 

Para los polimorfismos presentes en los genes  INF-gamma, FAS-Ligando,  IL-10 y 

TNF-α el análisis estadístico no mostró una diferencia significativa en la distribución 

genotípica de estos polimorfismos en función del estadio cito-histológico de las 

muestras (χ2=3,34; p>0,05).  

Por el contrario, el análisis de la distribución genotípica de los SNPs presentes en los 

genes FAS, P53, RNASEL y XRCC1 demostró que existe una diferencia 

estadísticamente significativa (p<0,05) entre controles, carcinomas y lesiones 

cervicales. De esta manera, para calcular el riesgo otorgado por cada genotipo se 

compararon las frecuencias de los genotipos por separado y en conjunto contra el 

genotipo de mayor frecuencia en el grupo control. Los resultados se resumen en la tabla 

24.  
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Tabla 24- Polimorfismos de nucleótido simple (SNPs) y su relación con el desarrollo de cáncer 

cervical y la infección viral. 

 

Marcador Genotipos Alelos LGSIL HGSIL SCC VPH 

P53 CC CG GG C G   
OR=2,43 (IC95%=1,32 

-4,46)p=0,004 
 

TNFA -

238 
AA AG GG A G     

TNFA -

308 
AA AG GG A G     

RNASEL AA AG GG A G   
OR=0,31 (IC95%=0,10-

0,91) p=0,034 
 

INFG 

+874 
AA AT TT A T     

XRCC1 

194 
TT TC CC T C   

OR=2,26 (IC95%=1,40-

10,45) p=0,02 
 

XRCC1 

399 

AA AG GG A G 
OR=3, 03 

(IC95%=1,60-5,71)  

p=0,001 

   

AA AG GG A G 
OR=0, 25 

(IC95%=0,09-0,71)   

p=0,009 

 

OR=0, 48 

(IC95%=0,25-0,90)   

p=0,023 

 

AA AG AA A G 
OR=5, 34 

(IC95%=2,31-12,32)   

p=0,000 

   

IL 10 -

1082 
AA AG GG A G 

 

 
   

FAS -670 AA AG GG A G   
OR=2,25 (IC95%=1,06-

4,80)  p=0,035 

OR=2,53 ( 

IC95%=1,07-5,97)  

p=0,035 

FASL -844 CC CT TT C T 
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REFERENCIAS-           Marcador no asociado con las lesiones cervicales o con la infección por 

VPH 

                                        Marcador asociado con las lesiones cervicales y/o con la infección por VPH 

                                        Genotipo y/o alelo que otorga un riesgo incrementado de desarrollo de 

lesiones cervicales y/o infección por VPH 

                                       Genotipo y/o alelo que otorga una disminución en el riesgo de desarrollo 

de lesiones cervicales y/o infección por VPH 

 

Al comparar las frecuencias genotípicas del SNP +874 del gen INF-gamma entre 

controles y carcinomas, se observó una disminución en el riesgo de desarrollo de cáncer 

cervical otorgado por el genotipo homocigota AA (OR=0,34; IC95%=0,11-1,06). No 

obstante, este resultado no alcanzó una significancia estadística (p=0,067).  

Cuando se analizó la distribución genotípica de los polimorfismos de acuerdo a la 

infección por VPH (infectados–no infectados) dentro del grupo control, no se 

encontraron diferencias significativas (χ2=0,57; p>0,05). Sin embargo, en lo que 

respecta al polimorfismo -670 (A/G) del gen FAS, los individuos portadores del 

genotipo homocigota AA presentaron un incremento en el riesgo de infección por VPH 

(OR=2,53; IC95%=1,07-5,97; p=0,035), comparado con los individuos homocigotas GG. 
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Tabla 25- Polimorfismos de nucleótido simple (SNPs) y su relación con el riesgo                      

de infección viral. 

 

FAS CONTROLES 

-670 (G/A) VPH (+) (%) VPH (-) (%) OR (IC) 95% ajustado por edad 

AA 
23 (31, 6%) 24(18, 9%) OR=2,53 ( IC95%=1,07-5,97)  p=0,035* 

AG 
35 (47, 9%) 70 (55, 2%) OR=1,10 (IC95%=0,53-2,28)   p=0,94 

GG 
15 (20, 5%) 33 (25, 9%) 1 (referencia) 

TOTAL 
73 (100, 0%) 127 (100, 0%)  

 
 
 
 

4.3.  Interacciones inter-alélicas entre SNPs  
 
Una segunda etapa en el análisis consistió en evaluar el efecto de la interacción entre los 

SNPs en estudio, sobre el riesgo de desarrollo de cáncer cervical.  Para ello se utilizó 

una nueva metodología, la cual crea un atributo único (variable) que codifica todas las 

combinaciones posibles de los genotipos y lo correlaciona con el desarrollo de la 

enfermedad.  Este enfoque tiene una ventaja importante: puede detectar interacciones 

entre polimorfismos, incluso en ausencia de efectos principales. Este método 

denominado Reducción de la Dimensionalidad Factorial, o MDR (del inglés Multifactor 

Dimensionality Reduction), permite analizar dichas interacciones de una manera no-

paramétrica. 

Para este tipo de estudio se ingresan todas las combinaciones de genotipos de los 

polimorfismos en estudio y se calcula la relación entre controles y casos. Si no existe 

interacción entre los genes las combinaciones se distribuyen independientemente, y la 
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probabilidad de encontrar un casillero con mayor número de casos que controles es 

igual a la probabilidad de que salga cara o cruz al tirar una moneda (TA=0,5).  

Para este conjunto de datos, el modelo de cuatro-factores (cuatro-loci) conformado por 

FASL-P53-RNASEL-XRCC1399 fue estadísticamente significativo (TA=0,61; p<0,05). 

La consistencia del análisis fue óptima (Consistencia de validación cruzada= 9/10). La 

figura 28 resume las combinaciones de genotipos asociadas al riesgo de desarrollo de 

cáncer cervical. 

Además, se realizó un análisis de entropía para evaluar qué tipo de efectos estaban 

representados en este modelo de cuatro-factores. El grafico de entropía resultante de 

este análisis se muestra en la Figura 29. Cada nodo representa un SNP, y el valor de 

entropía la fuerza del efecto principal o individual de dicho SNP. La línea que conecta 

dos SNPs y su valor de entropía representan la interacción entre estos dos 

polimorfismos y la fuerza de esta interacción. Los valores negativos de entropía que se 

encuentran en el gráfico, indican que existe una pérdida de información como resultado 

de redundancia y/o correlación entre los genes (por ejemplo la existencia de 

desequilibrio de ligamiento entre ellos). Un valor positivo de entropía indica una 

ganancia de información o sinergia, lo cual representa interacciones no aditivas entre los 

genes.   

En el gráfico se observa que la interacción entre los SNPs de FASL y P53 presenta un 

valor positivo de entropía  (0,90%), lo que está indicando que existe una interacción 

sinérgica entre estos polimorfismos en relación al riesgo de desarrollo de la enfermedad. 

Si bien el efecto principal del SNP de P53 es mayor que el efecto resultante de la 

interacción entre los dos polimorfismos, el análisis de entropía demuestra que el SNP de 

FASL interactúa con P53 para conferir de esta manera, un incremento en el riesgo de 

desarrollo de la neoplasia cervical. 
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Figura 28- Resultados del análisis de MDR para las interacciones genotípicas de los SNPs en 

estudio y su asociación con el cáncer cervical. En este modelo de cuatro-loci (cuatro-factores) 

podemos observar  dentro de cada cuadro que las barras izquierdas representan los casos y las 

derechas los controles. El valor sobre las barras describe el número de individuos. Los cuadros 

grises oscuros son considerados combinaciones genotípicas de “alto riesgo”, mientras que los 

cuadros grises claros como combinaciones genotípicas de “bajo riesgo”. 

 

 

 



Resultados 

97 

 

 
 

 

 
 
 
 
Figura 29- El análisis de descomposición de la entropía describe el porcentaje de entropía que 

es explicada por cada SNP y por la interacción entre SNPs, dentro de la población en estudio. 

Un porcentaje positivo de entropía indica ganancia de información o sinergia. Sin embargo, un 

porcentaje negativo indica redundancia o pérdida de información. El esquema de coloración 

representa un continuo desde la sinergia (rojo, representando una interacción no aditiva), a la 

redundancia (azul, representando perdida de información). Referencias: F=FAS, FL=FASL, 

X3=XRCC1 399, P=P53, R=RNASEL. 

 

Sinergia 

Redundancia 
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5.1. Cáncer Cervical y su relación con el Virus del Papiloma Humano 

El cáncer de cuello uterino es una de las enfermedades neoplásicas más comunes que 

afectan a las mujeres, con una incidencia mundial que la sitúa en segundo lugar en 

relación al cáncer de mama. Para el año 2012 se estimaron 528.000 nuevos casos y 

266.000 muertes. Más del 85% de la carga viral mundial ocurre en países en vías de 

desarrollo. Las regiones de alto riesgo incluyen el centro y sur de Asia, sudeste y este de 

África, América Central y la parte tropical de América del Sur (Vinodhini, 2012).  

El cáncer cervical ha sido objeto de estudio desde el siglo XIX y los factores etiológicos 

de esta enfermedad permanecieron desconocidos hasta principios de la década del 90. 

Las investigaciones dirigidas hacia el estudio de la etiología de esta neoplasia han 

mostrado un progreso substancial en las últimas tres décadas. Por mucho tiempo, esta 

enfermedad fue reconocida como una infección de transmisión sexual, y muchos 

microrganismos fueron propuestos como posibles agentes etiológicos, incluyendo 

bacterias de los géneros Treponem, Neisseria, Chlamydia trachomatis y el Virus del 

Herpes simplex Tipo 2 (HSV-2) (Bosch et al., 2002).  

Uno de los descubrimientos de mayor importancia en la etiología del cáncer humano, ha 

sido el reconocimiento de que el cáncer cervical es una rara consecuencia de una 

infección no resuelta causada por algunos tipos de VPH. En términos de salud pública, 

este hallazgo es igual de importante como lo fue el descubrimiento de la asociación 

entre el consumo de cigarrillo y el cáncer de pulmón, o entre infecciones crónicas por 

Hepatitis B o C y el riesgo de cáncer hepático (Bosch et al., 2002). 

A partir del primer estudio en el cual se señalo el posible rol del VPH como agente 

etiológico del cáncer cervical (zur Hausen, 1977), se ha logrado obtener un gran número 

de evidencia concerniente al rol central de este virus en dicha patología. Por otra parte, 

los estudios epidemiológicos han permitido identificar la relación cercana entre el virus 
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y la enfermedad. El progreso que se ha logrado en el campo de la biología molecular 

permitió establecer varias vías de interacción entre el VPH y la célula huésped. (Stoler 

et al., 2000; zur Hausen, 2002). Además, el genoma viral completo ha sido secuenciado 

y las funciones proteicas han sido identificadas, indicando que el genoma del VPH 

codifica al menos seis proteínas tempranas diferentes y dos tardías (Scheffner et al., 

1994). Asimismo, casi todas las funciones de los genes virales fueron establecidas, y los 

blancos moleculares de las células infectadas han sido reconocidos en su mayoría (zur 

Hausen, 2002). Sin embargo, varios aspectos de la infección viral y la transformación 

celular aún no son comprendidos en su totalidad (Ferber et al., 2003). 

En el presente trabajo, la prevalencia del virus en la población estudiada fue de 68,3%, 

correspondiendo el 70,8% a infecciones con tipos virales de alto riesgo o 

carcinogénicos.  

En las pacientes con citología normal, correspondientes al grupo control, se detectó un 

36,5 % de muestras ADN-VPH positivas, siendo los tipos virales más frecuentes el 16 y 

el 18 con una prevalencia de 51,2% y 17,4% respectivamente. 

Un meta-análisis publicado recientemente, que incluyó más de 70 estudios, estimó que 

la prevalencia total de VPH en mujeres con citología normal, estaría alrededor del 

10,4%. Las estimaciones correspondientes por región fueron: 22,1% en África, 20,4% 

en América central y México, 11,3% en América del Norte, 8,1% en  Europa y 8% en 

Asia (de Sanjosé et al. 2007). Para nuestro país, se sugieren prevalencias que van desde 

el 17% en Concordia (Matos et al., 2003), 26% en Ushuaia (Sijvarger et al., 2006) y un 

43% y 46% en ciudades como Posadas y La Plata, respectivamente (Tonon et al., 1999; 

Tonon et al., 2003; Abba et al., 2003). Tonon y col. (2003) reportaron como tipo viral 

más frecuente al VPH-16 (23%) coincidiendo esto con lo estimado por Sijvarger y col. 

(2006). Otros estudios sugieren prevalencias más altas del VPH tipo 16, como en el caso 
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de mujeres quechuas jujeñas (52%) (Picconi et al., 2002). Estas variaciones en cuanto a 

la frecuencia de los principales tipos virales podría ser explicada por la composición de 

la poblaciones estudiadas, por los hábitos culturales y/o la localización geográfica 

(Bosch y de Sanjosé, 2002). 

La gran sensibilidad del análisis molecular utilizado para la detección del ADN del 

VPH, permitió detectar un considerable número de mujeres mayores a 30 años, 

infectadas con VPH de Alto Riesgo (29,3%) pero sin signos cito/colposcópicos de 

lesión. La importancia de estas infecciones preclínicas con virus de alto riesgo varía con 

la edad de la paciente, ya que en mujeres menores a 30 años se trata, en su mayoría, de 

infecciones transitorias con mínimo riesgo de progresión. Sin embargo, las mujeres de 

mayor edad, en las que estos virus se establecen con infecciones persistentes, pueden 

desarrollar con el tiempo lesiones premalignas incrementándose el riesgo de progresión 

a los estadíos iniciales de una neoplasia cervical [Abba et al., 2003]. 

Por otra parte, en el grupo de pacientes con carcinomas cervicales el presente estudio 

arrojó prevalencias de ADN-VPH del 86,0%. La estimación del riesgo relativo de 

desarrollo de cáncer cervical adjudicada a la infección con VPH, resultante de la 

comparación de prevalencias del VPH entre el grupo control y el de casos, dio un 

OR=35,6 (OR ajustado por edad); IC=10,5-120,5 (χ 2 =58,2 p<0,05). 

La prevalencia de VPH-16 en mujeres con cáncer de cuello uterino, oscila entre el 50% 

y el 70% en muchos países, seguida por la del VPH-18, con valores entre el 10% al 12% 

[Bosh y de Sanjosé, 2002]. Un meta análisis reciente, llevado a cabo por Picconi y col 

(2011) acerca de la prevalencia del VPH en América latina y el Caribe, reportó valores 

de prevalencia de 53,2% para el HPV-16 y 13,2% para el HPV-18 en muestras con 

cáncer de cuello uterino, confirmando que son el primer y segundo tipo viral más 

frecuentes en pacientes con esta enfermedad. Para Argentina, la prevalencia del HPV-16 



Discusión 

102 

 

en muestras de cáncer fue de 59,5% (resultado obtenido del análisis combinado de 10 

estudios), mientras que se encontraron valores de 53,2% para Brasil y 54,9% para 

México [Ciapponi et al., 2011]. En el presente estudio, se detectó un 65,1% de muestras 

infectadas con VPH-16 en el grupo compuesto por carcinomas cervicales escamosos, lo 

que estuvo en concordancia con resultados publicados previamente por Abba y col. 

(2003) (prevalencia para VPH-16 de 67%).  

En el 6,4% del total de muestras infectadas con VPH no se pudo determinar si 

correspondían a infecciones mixtas, variantes nuevas u otros tipos virales distintos de 

los ensayados. Si bien se incluyeron como controles los VPH más frecuentes en 

muestras normales y carcinomas, otros tipos virales parecen estar circulando en la 

población estudiada. 

 

5.2. Vacuna contra el VPH 

Dentro de las medidas implementadas para la prevención del cáncer de cuello uterino, la 

detección de lesiones cervicales premalignas mediante Papanicolau (PAP) y 

colposcopia han demostrado ser intervenciones muy exitosas que lograron disminuir la 

incidencia y mortalidad en el mundo entero. Con el objetivo de reducir la carga de la 

enfermedad relacionada con la infección por VPH se han desarrollado vacunas no 

infecciosas, adyuvadas, compuestas por partículas similares al virus (VLPs, del 

inglés Virus-Like Particles) de HPV 16, 18, 6 y 11 (tetravalente) y de HPV18 y 16 

(bivalente). Su aparición generó un enorme entusiasmo en la comunidad médica y el 

público en general. En los últimos años se han incorporado en los calendarios oficiales 

de vacunación de numerosos países, (UNICEF, 2011) entre los que se encuentra la 

Argentina.. El hecho de contar con una vacuna eficaz y segura, capaz de prevenir 

lesiones asociadas a los tipos 16 y 18 de VPH, es prometedor, aunque aún no existe 
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evidencia suficiente que respalde el reemplazo de las técnicas de screening de rutina por 

la vacuna (Rey-Ares et al., 2012). Debido a que su eficacia a largo plazo para prevenir 

la aparición de cáncer de cuello uterino aún no ha sido completamente probada, sólo el 

seguimiento de las cohortes de pacientes vacunadas mostrarán en un futuro la eficacia 

real en su prevención. 

 

5.3.  La carcinogénesis cervical como proceso multifactorial  

Numerosos estudios epidemiológicos, clínicos y de biología molecular han asociado la 

infección por VPH con el cáncer cervical y sus lesiones precursoras. Sin embargo, la 

alta prevalencia de la infección por VPH en la población general respecto de la 

incidencia del carcinoma cervical, muestra que la gran mayoría de las mujeres 

infectadas con VPH en cualquier momento de su vida, no llegarán a desarrollar una 

neoplasia intraepitelial severa o cáncer cervical. De esta manera solo una pequeña 

proporción de mujeres que cursan infecciones persistentes con tipos de VPH de alto 

riego tendrán mayor probabilidad de desarrollar lesiones malignas y displasias 

progresivas.  

Teniendo en cuenta el papel principal que juega la infección por VPH en el desarrollo 

de la neoplasia cervical, podrían reconocerse características inherentes a la infección 

viral y por otra parte características inherentes al hospedador, que sumadas a otros co-

factores determinarían el riesgo de desarrollar el cáncer cervical.  

Entre las características intrínsecas al VPH podrían mencionarse los distintos tipos de 

bajo y alto riesgo, las variantes genéticas de los tipos virales de alto riesgo, la capacidad 

de desarrollar infecciones con alta carga y/o de integración del genoma. Por otra parte, 

dentro de las características inherentes al hospedador podría reconocerse a la 

constitución genética (susceptibilidad o resistencia a la infección por VPH, etc.) que 
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junto a las condiciones sanitarias, nutricionales, hormonales y de comportamiento 

sexual, describirían un estatus fisiológico y principalmente inmunológico sobre el cual 

la infección por VPH tendría diferentes chances de desarrollar la neoplasia cervical.  

Existe gran cantidad de evidencia que demuestra que la combinación de ciertos 

polimorfismos en genes de baja penetrancia podría contribuir en un porcentaje 

importante a la susceptibilidad de desarrollo de cáncer (Kotnis et al., 2005). Por lo tanto, 

la susceptibilidad individual al desarrollo de cáncer estaría principalmente determinada 

por el medio ambiente, y la combinación de polimorfismos de susceptibilidad o 

resistencia al cáncer, presentes en una variedad de genes de baja penetrancia (Ewart-

Toland et al., 2004). El impacto que poseen estos polimorfismos en el riesgo de 

desarrollo de cáncer y su contribución en la eficiencia de las distintas terapias, son hoy 

objeto de numerosos estudios. Como se ha mencionado, la infección persistente con el 

Virus del Papiloma humano es un prerrequisito para la carcinogénesis cervical. Por lo 

tanto, las diferencias genéticas del hospedador, que influyan en la respuesta contra la 

infección viral, podrían determinar un mayor riesgo de desarrollo de lesiones cervicales 

y progresión hacia un carcinoma invasor. De esta manera, los polimorfismos genéticos 

presentes en genes relacionados a la infección viral, a la respuesta inmune, a los 

sistemas de reparación del ADN, y aquellos genes supresores de tumores, podrían 

influenciar y determinar un riesgo aumentado de desarrollo de la neoplasia cervical 

(Hemminki et al., 2004; Horng et al., 2004). 

Por estas razones, resulta apremiante la identificación de dichos genes, con el fin de 

entender completamente la biología de esta enfermedad, tanto para el desarrollo de 

nuevas terapias y métodos de prevención, como para la detección del cáncer. El uso de 

marcadores moleculares, particularmente SNPs, promete brindar una poderosa 
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herramienta  para el análisis del genoma humano, con el objetivo de identificar aquellos 

genes o regiones genómicas fuertemente asociadas al cáncer cervical.  

 
 

5.4. Polimorfismos De Nucleótido Simple y su relación con el Cáncer 

Cervical 

En el presente trabajo se evaluó el impacto de los Polimorfismos de Nucleótido Simple 

presentes en los genes FAS, FASL, IL10, TNF-α, P53, RNASEL, INFG Y XRCC1 en 

relación a la susceptibilidad para el desarrollo de cáncer cervical y la infección por el 

virus del Papiloma humano. Para ello se llevo a cabo un estudio tipo caso-control, el 

cual comprendió el análisis de 200 muestras de mucosa cervical normal, 100 Lesiones 

Intraepiteliales de Bajo Grado (LGSIL), 72 Lesiones Intraepiteliales de Alto Grado 

(HGSIL) y 140 muestras correspondientes a Carcinomas Cervicales Escamosos (SCC).  

Los resultados obtenidos indicaron que los polimorfismos presentes en los genes TNF-α 

(-308 (G/A) y -238 (G/A)), IL-10 (-1082 (G/A)), Interferón gamma (SNP + 874 (T/A)) 

y FASL (-844 (T/C)), no mostraron asociación con el desarrollo de cáncer cervical. 

En lo que respecta a los polimorfismos en los genes que codifican citoquinas (IL10 y 

TNF-α) varios estudios experimentales han demostrado la importancia de las variantes 

funcionales en estos genes. De esta manera, diferentes trabajos han evaluado el rol de 

los polimorfismos de TNF-α en la neoplasia cervical y han demostrado que tanto el 

alelo A, como el genotipo homocigota AA de TNF-α -308 se encuentran asociados con 

un aumento en el riesgo de desarrollo de cáncer cervical. De manera similar, el SNPs     

-238 de TNF-α se encontró asociado a la neoplasia cervical, otorgando en este caso un 

efecto protector contra la enfermedad (Liu et al., 2012; Badano et al., 2012). Sin 

embargo, en el presente estudio las frecuencias alélicas de TNF-α -308 observadas para 
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mujeres de Argentina, difirieron de aquellas reportadas por Badano y col (2012), y la 

falta de asociación entre dicho polimorfismo y el carcinoma de cuello uterino esta en 

concordancia con los resultados obtenidos en poblaciones africanas (Govan et al., 2006; 

Stanczuk et al., 2003) y caucásicas (Ivansson et al., 2010; Calhoun et al., 2002; Barbisan 

et al, 2012).  

El efecto del polimorfismo IL-10 -1082 sobre el riesgo de cáncer cervical también ha 

resultado ser controversial. Este polimorfismo ha sido asociado con el desarrollo de la 

neoplasia cervical en poblaciones de Zimbabue y Japón (Stanczuk et al., 2001; 

Matsumoto et al., 2010), mientras que estudios realizados en Holanda (Zoodsma et al., 

2005), Sudáfrica (Govan et al., 2003) y Hungría (Szöke et al., 2004) no demostraron 

asociación con el desarrollo de la enfermedad. Las discrepancias encontradas entre los 

distintos estudios pueden ser explicadas por las diferencias en la frecuencia del alelo G 

en los controles sanos, la cual difiere enormemente de acuerdo a la etnia estudiada. La 

frecuencia del alelo G obtenida en este trabajo (0,34) fue similar a la reportada por Poli 

y col (2002) en una población de mujeres caucásicas de Italia (0,37) (Poli et al., 2002), 

demostrando una falta de asociación de este polimorfismo con el riesgo de cáncer 

cervical.  

A pesar de existir evidencia que apoya la asociación entre los polimorfismos en los 

genes FAS/FASL y el cáncer cervical, esta relación ha mostrado variaciones entre las 

distintas poblaciones y los diferentes estudios publicados. Los mayores valores de 

riesgo han sido encontrados en poblaciones de países asiáticos. En este sentido, tanto 

Sun y col. (2005) (Sun et al., 2005), como Liu y col (2009) (Liu et al., 2009) 

encontraron que los pacientes con el genotipo FasL- 844CC presentan un mayor riesgo 

de desarrollo de cáncer cervical que aquellos individuos portadores del genotipo FasL-

844TT. Contrariamente a estos resultados, dos meta análisis recientes revelaron una 
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falta de asociación de este polimorfismo con el riesgo de cáncer cervical (Wang et al., 

2014; DU et al., 2013). De la misma manera, y en concordancia con otros estudios 

(Pérez et al., 2006; Chatterjee et al., 2009), en el presente trabajo no se encontró una 

asociación entre el SNP -844 de FasL y la neoplasia cervical cuando se compararon 

controles con carcinomas. 

Entre los polimorfismos presentes en el gen IFN-c, el SNP +874 T/A ha sido el más  

ampliamente estudiado. Este polimorfismo puede influenciar la secreción de esta 

citoquina y por lo tanto se cree que podría estar asociado con diferentes tipos de cáncer. 

Un meta análisis reciente estudió la asociación entre el polimorfismo +874 T/A de 

INFG y la susceptibilidad de desarrollo de cáncer, obteniendo como resultado un 

aumento en el riesgo solo para el caso de la neoplasia cervical (Mi et al., 2011). 

Asimismo, un estudio realizado por Gangwar y col (2009) reveló que tanto el alelo A, 

como el genotipo homocigota AA estarían asociados con un riesgo incrementado de 

cáncer cervical (OR= 2,43, P =0,003) (Gangwar et al., 2009). Este genotipo se 

encuentra asociado a una baja producción de IFN-gamma, y en los pacientes con cáncer 

cervical una disminución en la expresión intratumoral de IFN-gamma ha sido 

relacionada con un peor pronóstico de la enfermedad (Tartour et al., 1998; Gey et al., 

2003) Contrariamente a estos resultados, en el presente trabajo se observó una 

disminución del riesgo de desarrollo de cáncer cervical en aquellos individuos 

portadores del genotipo homocigota AA (OR=0,34; IC95%=0,11-1,06). No obstante, este 

resultado no alcanzó una significancia estadística (p=0,067).  

Por otra parte, el análisis de aquellos SNPs presentes en los genes FAS, p53, RNASEL 

y XRCC1 demostró que existe una asociación entre estos polimorfismos y la 

susceptibilidad al desarrollo de la enfermedad cervical en la población estudiada.  
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5.4.1.  Polimorfismo Arg72Pro de P53 
 
La asociación entre el polimorfismo en el codón 72 de P53 y el cáncer cervical ha sido 

intensamente estudiada desde el primer trabajo realizado por Storey y col. en el 

año1998. Este polimorfismo, que resulta en el reemplazo de una arginina por una 

prolina en la secuencia aminoacídica de la proteína, posee importantes consecuencias, al 

menos demostradas in vitro, en propiedades químicas y funcionales de la proteína. 

Estudios tempranos revelaron que la variante prolina es menos eficiente que la arginina 

en algunas actividades relevantes de p53, como ser la supresión de la transformación 

celular y la inducción de apoptosis (Thomas et al., 1996). Evidencia adicional fue 

aportada por Storey y col. (1998), quienes demostraron que la variante alélica arginina 

del gen p53 (codón 72) es más susceptible a la degradación por la proteína E6 del VPH 

que la forma prolina, y que pacientes con la primera isoforma poseen un riesgo 

incrementado de cáncer cervical. Sin embargo, los trabajos subsecuentes han resultado 

controversiales, algunos apoyando y otros refutando dicha hipótesis (Jee et al., 2004; 

Koushik et al., 2004).  

En el presente estudio, se encontró que el genotipo heterocigota Arg72Pro de P53 está 

asociado con un aumento en el riesgo de desarrollo de cáncer cervical (OR= 2,43  

p=0,004). Esta diferencia se mantuvo, aun cuando los datos fueron ajustados por edad y 

por infección con VPH. Resultados similares fueron reportados por Klug et al. (Klug et 

al., 2001) y por Kim et al. (Kim et al., 2000), quienes también encontraron un 

incremento en el riesgo de desarrollo de cáncer cervical asociado al genotipo 

heterocigota Arg72Pro (Barbisan et al., 2011). Una explicación posible para estos 

resultados podría ser que la proteína P53 actúa en forma tretamérica, con lo cual puede 

presumirse que el heterotetrámero formado en las células de aquellos individuos 

heterocigotas para este polimorfismo tendría una menor eficiencia biológica que 
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aquellos tetrámeros formados en individuos con genotipos homocigotas (Mabrouk et al., 

2003). 

Contrariamente a los resultados anteriores, una gran cantidad de estudios 

epidemiológicos no han encontrado asociación entre el polimorfismo del codón 72 y el 

incremento en la susceptibilidad al cáncer cervical o a la infección por VPH (Hayes et 

al., 1998; Yamashita et al., 1999; Malcolm et al., 2000; Madeleine et al., 2000; 

Dybikowska et al., 2000; Wong et al., 2000; Ngan et al., 2000; Abba et al., 2003; 

Oliveira et al., 2008). 

Hasta la fecha, más de 90 investigaciones han sido publicadas, y sólo algunos han 

alcanzado los resultados iniciales obtenidos por Storey y colaboradores.  

 

5.4.2.  Polimorfismo del codón 462 del gen RNASEL 

El polimorfismo del codón 462 del gen RNASEL ha despertado gran interés por su 

frecuente asociación con el cáncer de próstata familiar y esporádico (Madsen et al., 

2008). Evidencia proveniente de experimentos in vitro ha demostrado que la variante 

Gln (alelo A) posee una actividad enzimática tres veces menor que la variante arginina, 

y menor eficiencia en la inducción de apoptosis en ensayos con líneas celulares, 

permitiendo a las células escapar de una potente vía apoptótica (Xiang et al., 2003). 

Numerosos estudios han vinculado al genotipo homocigoto AA (Gln/Gln) del codón 

462, con un riesgo incrementado para el desarrollo de cáncer de próstata (Casey et al., 

2002; Rökman et al., 2002). Por su papel como gen supresor de tumores, varios autores 

han postulado que Rnase L podría estar asociado a otras enfermedades malignas, sin 

embargo hasta la fecha, pocos estudios han sido publicados con la variante Arg462Gln 

fuera del cáncer de próstata. Algunos autores han encontrado que la asociación de este 

polimorfismo depende ampliamente de la etnia (Shook et al., 2007) y de la edad de los 
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individuos (Krüger et al., 2005). Sin embargo de acuerdo a otros grupos, los resultados 

son cuestionables (Wiklund et al., 2004; Maier et al., 2005; Li et al., 2006, Shea et al., 

2008).  

La actividad anti-viral que presenta RNASEL ha llevado a estudiar los polimorfismos 

presentes en este gen en relación a carcinomas asociados con la infección de diversos 

virus, como el virus del Papiloma humano (Pandey et al., 2004). 

Madsen y colaboradores (2008) han explorado varios polimorfismos de RNASEL en 

carcinomas de cabeza y cuello, de cuello uterino y de mama. En ninguno de estos casos 

se encontró asociación con el polimorfismo Arg462Gln.  

Para el caso de la neoplasia cervical, los resultados obtenidos en este trabajo revelaron 

diferencias significativas en las frecuencias genotípicas entre pacientes y controles. 

Contrariamente a los resultados reportados anteriormente, el genotipo homocigota AA 

(Gln/Gln) presentó un OR=0,31, sugiriendo que el polimorfismo Arg462Gln del gen 

RNASEL posee un rol protector, disminuyendo de esta manera la susceptibilidad al 

desarrollo de cáncer cervical en aquellos individuos portadores del genotipo 

heterocigota.  

Hasta la fecha, han sido escasos los trabajos publicados, en los que se explora el rol del 

polimorfismo Arg462Gln de RNASEL en el cáncer cervical.  

 

5.4.3.  Polimorfismos en el gen XRCC1 

Varios estudios han centrado su atención en la identificación del efecto de los SNPs 

presentes en diversos genes del sistema de reparación del ADN, sugiriendo que estos 

polimorfismos pueden afectar la susceptibilidad individual al cáncer.  

El polimorfismo en el codón 399 de XRCC1 ha sido ampliamente investigado en 

relación a diversos tipos de cáncer. Se cree que la variante alélica Gln (alelo A) reduce 
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la actividad de reparación del ADN y por lo tanto conduce a un aumento del daño en el 

material genético (Li et al., 2009). Este polimorfismo genético ha sido relacionado con 

un riesgo incrementado de cáncer de pulmón (Schneider et al., 2008; Divine et al., 

2001), cáncer de estómago (Shen et al., 2000), y cáncer de cabeza y cuello (Sturgis et 

al., 1999).  Sin embargo, otros estudios han asociado a este polimorfismo con una 

disminución en el riesgo de desarrollo de cáncer de vejiga (Stern et al., 2001), cáncer de 

esófago (Sobti  et al., 2007), cáncer de piel no-melanoma (Nelson et al., 2002) y cáncer 

de cabeza y cuello (Olshan et al., 2002). 

En el presente trabajo se encontró una asociación significativa donde el genotipo 

heterocigota Arg399Gln (AG) de XRCC1 estaría actuando como factor protector, 

otorgando una menor susceptibilidad frente al desarrollo de la neoplasia cervical 

(OR=0,48 p=0,023). Estos resultados son consistentes con aquellos estudios que 

reportaron una disminución en el riesgo de desarrollo de cáncer para este polimorfismo 

(Stern et al., 2001; Sobti  et al., 2007; Nelson et al., 2002; Olshan et al., 2002; Barbisan 

et al., 2010). Si bien fue demostrado que el alelo Gln (A) disminuye la eficiencia de la 

proteína XRCC1, los resultados obtenidos en este estudio muestran que el genotipo 

heterocigota Arg399Gln estaría proporcionando una reducción en el riesgo de desarrollo 

de cáncer cervical. Un modelo interesante para explicar estos resultados fue propuesto 

por Stern y col. (Stern et al., 2001), quienes hipotetizaron que aquellas células 

portadoras de la variante heterocigota, al sufrir un daño oxidativo excesivo tendrían una 

habilidad reducida para reparar el daño en el ADN, y serían más susceptibles a sufrir 

apoptosis o senescencia. Por lo tanto, esta eficiencia reducida podría convertirse en una 

“ventaja”, si actuaría previniendo la transmisión y la expansión clonal de las mutaciones 

que pudieran surgir durante el mecanismo de Reparación por Escisión de Base (BER).     
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Sin embargo, otros estudios epidemiológicos reportaron resultados contrarios. Entre 

ellos, dos estudios de tipo caso-control realizados en mujeres asiáticas (Huang et al., 

2007; Niwa et al., 2005) revelaron que los individuos con genotipo homocigota 

Gln399Gln (AA) para XRCC1 se encontraban con un riesgo incrementado de desarrollo 

de carcinoma cervical. Resultados similares fueron informados en dos meta-analisis 

recientes (Mei et al. 2014; Li et al., 2012), donde se reportó un riesgo incrementado de 

desarrollo de carcinoma de cuello uterino asociado a los polimorfismos Arg194Trp y 

Arg399Gln de XRCC1, en poblaciones asiáticas. 

Vale la pena remarcar que las frecuencias genotípicas observadas en este trabajo son 

notablemente diferentes de aquellas reportadas para las poblaciones asiáticas. Esta 

diferencia significativa en la distribución de las frecuencias genotípicas entre 

poblaciones Caucásicas y Asiáticas ya ha sido verificada por otros autores (Hu et al., 

2005) y podría explicar las discrepancias encontradas entre los distintos estudios. 

 
En cuanto a las lesiones cervicales, se observó que tanto el alelo Gln (A) como el 

genotipo homocigota para este mismo alelo Gln/Gln (AA) otorgan un incremento 

significativo en el riesgo de desarrollo de lesiones de bajo grado (LSIL). Ha sido 

demostrado que el alelo Gln (alelo A) reduce los niveles de expresión de la proteína 

XRCC1 y la actividad de reparación del ADN de la misma (Vodicka et al., 2007), y por 

lo tanto conduce a un aumento del daño en el material genético (Rodriguez et al., 2003). 

En un trabajo reciente, Bajpai y col. (2013) observaron que existe una disminución 

progresiva en la expresión de los genes de reparación, desde las lesiones precancerosas 

(LSIL y HSIL) al carcinoma invasor. Por lo tanto, de acuerdo a los resultados 

observados podemos hipotetizar que la reducción en la expresión de estos genes estaría 
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jugando un rol importante en la carcinogénesis cervical y se encontraría asociada a un 

evento temprano en la progresión al cáncer cervical. 

Por el contrario, se observo que el genotipo heterocigota Gln/Arg (A/G) de este mismo 

polimorfismo estaría actuando como factor protector, confiriendo una menor 

susceptibilidad frente al desarrollo de lesiones de bajo grado (LSIL). Estos resultados 

son consistentes con aquellos obtenidos en este trabajo, al comparar las frecuencias 

genotípicas de XRCC1 Arg399Gln entre controles y carcinomas.   

En lo concerniente al polimorfismo Arg194Trp de XRCC1, varios trabajos 

epidemiológicos han reportado resultados controversiales en relación a este SNP y su 

asociación con la susceptibilidad al desarrollo de diferentes neoplasias. Algunos autores  

informaron que el genotipo homocigota Trp194Trp (TT) estaría asociado con un 

incremento en el riesgo de ciertos carcinomas, incluyendo el carcinoma colorrectal y el 

carcinoma esofágico. (Abdel-Rahman et al., 2000; Xing et al., 2002). Por el contrario, 

este genotipo ha sido considerado en otras investigaciones como un factor protector en 

el desarrollo del carcinoma gástrico (Ratnasinghe et al., 2004) y del carcinoma de vejiga 

(Andrew et al., 2006). Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que el 

genotipo Trp194Trp + Arg194Trp (TT+TC) del gen XRCC1 otorgaría un incremento 

significativo en el riesgo de desarrollo de carcinoma cervical (OR=2,26  p=0,02). Este 

polimorfismo ocurre en un sitio conservado evolutivamente, e involucra una sustitución 

aminoacídica. Se puede pensar que esta sustitución podría ocasionar un cambio 

importante en la función de reparación de la proteína, y afectar de esta manera la 

susceptibilidad individual al cáncer. Dos meta análisis recientes encontraron resultados 

similares. Mei J. y col (2014) (Mei et al., 2014) reportaron un aumento significativo en 

el riesgo de carcinoma cervical otorgado por el genotipo Trp194Trp (TT), mientras que 

Shuai y col. (2012) (Shuai et al., 2012) encontraron asociación entre este polimorfismo 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ratnasinghe%20LD%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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y el riesgo de cáncer cervical, reportando mayor susceptibilidad para poblaciones 

asiáticas.   

Ya sea que los polimorfismos presentes en el gen XRCC1 se encuentren asociados con 

un riesgo incrementado o reducido de desarrollo de cáncer podría ser función del tipo de 

tumor y de su localización, así como de las discrepancias genéticas entre las distintas 

poblaciones en estudio.  

 

5.4.5. Polimorfismos en los genes FAS y FASL 

El SNP -670 A/G presente en el promotor del gen FAS está situado en un sitio de unión 

de la señal de activación de Interferón gamma (GAS), el cual es responsable de la 

activación de la vía IFN-STAT-1 (transductor de señales y activador de la 

transcripción). Ha sido demostrado que el alelo G de FAS -670 interrumpe el sitio de 

unión del factor de transcripción STAT1, disminuyendo de esta manera la actividad del 

promotor, así como el nivel de expresión génica de FAS (Huang et al., 1997; Sibley et 

al., 2003; Kanemitsu et al., 2002). Debido a esto, varios trabajos han asociado los SNPs 

presentes en los genes FAS y FASL con enfermedades autoinmunes (Goodman et al., 

2001; Huang et al., 1999),  neoplasias hematologicas (Sibley et al., 2003), y con 

tumores sólidos, como cancer de esófago (Sun et al., 2004)  y cáncer de pulmón (Wang 

et al., 2003). Para el caso del cáncer cervical, si bien los resultados varían de acuerdo a 

la población en estudio, los riesgos más elevados fueron encontrados en poblaciones de 

origen asiático. En un estudio reciente realizado en una cohorte de 354 mujeres 

Japonesas con diversos tipos de canceres ginecológicos, los autores encontraron que el 

genotipo Fas     -670GG y el alelo G tuvieron una prevalencia estadísticamente mayor 

en casos que en controles (GG vs AA, OR=2,51 p<0,05; G vs A, OR=1,6 p<0,05) 

(Ueda et al., 2005). Otra asociación positiva fue encontrada en una población de la 
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India, donde el genotipo heterocigota AG presento un riesgo significativamente 

incrementado de desarrollo de la enfermedad cervical cuando se lo comparó con el 

genotipo homocigota AA (OR=3,00 p<0,05) (Kordi Tamandani et al., 2008) 

Por  otra parte, en un estudio de tipo caso-control llevado a cabo en una población de 

China, Lai y col (2003) reportaron un riesgo significativo de cáncer cervical asociado a 

este polimorfismo. Los autores encontraron que las frecuencias del genotipo Fas-670AA 

y del alelo A se incrementaban de acuerdo a la progresión de la enfermedad cervical, lo 

que conduce desde las lesiones cervicales intraepiteliales hasta el carcinoma invasor de 

células escamosas. Aquellos individuos portadores del genotipo AA presentaron un 

mayor riesgo de desarrollo de HSIL (OR=1,3 p<0,05) y SCC (OR=1,6 p<0,05) en 

comparación con los portadores del genotipo GG (Lai et al., 2003). Al igual que el 

trabajo de Lai y col (2003), en el  presente estudio la asociación significativa observada 

entre el alelo A, como el genotipo homocigota AA del gen FAS estaría sugiriendo un 

incremento significativo en el riesgo de desarrollo de cáncer cervical en las mujeres 

portadoras de los mismos.  

Contrariamente a estos resultados, existen trabajos en los cuales no se ha encontrado 

asociación entre el polimorfismo -670 de FAS y la neoplasia cervical (Dybikowska et 

al., 2004) (Kang et al., 2008) (Engelmark et al., 2004) (DU et al., 2013). 

 

5.5. Polimorfismos de Nucleotido Simple y su relación con la infección 

por VPH 

No todas aquellas mujeres que han estado expuestas al VPH llegan a infectarse, hecho 

que demuestra que existe cierta variabilidad en la susceptibilidad a la infección viral. El 

VPH infecta las células de la capa basal del epitelio y estas células están generalmente 

protegidas por la capa exterior de células diferenciadas. Por lo tanto, la accesibilidad del 



Discusión 

116 

 

virus a las células basales parece ser crucial para una infección exitosa. Las diferencias 

individuales en las propiedades fisiológicas y estructurales del epitelio de células 

escamosas, podrían determinar el resultado de una infección y estas diferencias podrían 

estar determinadas genéticamente. 

Asimismo, los individuos también pueden presentar variaciones en el grado en que el 

virus puede llegar a perturbar la maquinaria celular y en el porcentaje en que este 

proceso conduce al desarrollo de tumores. En este sentido, se pueden encontrar 

variaciones temporales entre la infección y el primer signo de desarrollo de la neoplasia 

en mujeres infectadas, hecho que va a depender de muchos factores, tales como la 

expresión de las proteínas oncogénicas del VPH y la sensibilidad del huésped a estas 

proteínas. Por lo tanto, el potencial de estas proteínas para iniciar el desarrollo del 

cáncer podría depender del perfil genético del hospedador.  

Adicionalmente, en este trabajo se ha investigado si existe un incremento en el riesgo de 

infección por VPH de acuerdo al perfil genotípico del paciente. Los resultados 

obtenidos indican que no existen diferencias significativas en la distribución genotipica 

de los polimorfismos estudiados, de acuerdo a la infección por VPH. El análisis de cada 

tipo viral por separado tampoco evidenció asociación significativa. Sin embargo, al 

analizar el SNP -670 de FAS se observó una asociación positiva entre la infección por 

VPH y el genotipo homocigota AA de este gen (OR=2,53; p=0,035). Esta relación 

estaría sugiriendo un incremento en la susceptibilidad a la infección por este virus en 

aquellas mujeres portadoras de dicho genotipo. Estos resultados son concordantes con 

aquellos reportados por Lai y col (2003) quienes demostraron que la frecuencia del alelo 

A y del genotipo homocigota AA se incrementa en relación al proceso escalonado de 

carcinogenesis. Ellos afirmaron que tanto el alelo A como el genotipo homocigota AA 
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estarían confiriendo una elemento GAS (Señal de Activación de Interferón Gamma ) 

intacto y una expression de FAS más eficiente, y que este podria ser el mecanismo que 

las células utilizarían para evadir la carcinogénesis. Sin embargo, los resultados 

obtenidos por Nunobiki y colaboradores (2011) (Nunobiki et al., 2011) fueron 

contrarios a los encontrados en este trabajo. Según estos autores, la frecuencia del 

genotipo GA + GG y la del alelo G se incrementan desde las Lesiones de Bajo grado 

(LSIL) a las de Alto grado (HSIL). Además, encotraron un incremento en el riesgo de 

desarrollo de HSIL para el genotipo GA + GG,  entre pacientes con VPH de alto riesgo. 

En los carcinomas de cuello uterino ha sido reportada una disminución significativa en 

los niveles de expresión de FAS (Contreras et al., 2000; Das et al., 2000). La mayor 

frecuencia de los genotipos GA o GG en los casos de HSIL estaría relacionada con una 

interrupcion del sitio de unión del factor de transcripción STAT1 (interrupción en el 

elemento GAS), y por consiguiente una disminución de la actividad del promotor. Esto 

resulta a su vez en una reducción significativa de la expresión de FAS y posterior 

escape de la apoptosis de aquellas células infectadas con VPH de alto riesgo, 

presentando una relación directa con el proceso de carcinogénesis cervical (Das et al., 

2000). La mayor frecuencia de los genotipos GA o GG en los casos de HSIL estaría 

relacionada con una interrupcion del sitio de unión del factor de transcripción STAT1 

(interrupción en el elemento GAS), y por consiguiente una disminución de la actividad 

del promotor. Esto resulta a su vez en una reducción significativa de la expresión de 

FAS y posterior escape de la apoptosis de aquellas células infectadas con VPH de alto 

riesgo, presentando una relación directa con el proceso de carcinogénesis cervical.  

Recientemente, Engelmark y col. (Engelmark et al., 2004) y Dybikowska y col. 

(Dybikowska et al., 2004] reportaron que el genotipo homocigota AA de FAS-670 no 

estaría relacionado con la carcinogénesis cervical, ni con la infección por VPH.  
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Las discrepancias entre los distintos trabajos pueden deberse a las variaciones en la 

prevalencia del VPH según la composición de las poblaciones en estudio, y a las 

frecuencias genotípicas del polimorfismo en el promotor del gen FAS en las diferentes 

regiones geográficas.  

 

5.6.  Discrepancias entre los estudios  
 
En los últimos 20 años, alrededor de 200 genes candidatos, con más de 500 variantes 

genéticas, han sido estudiados buscando una asociación con el cáncer cervical.  Existen 

numerosos trabajos que han encontrado verdaderas asociaciones de estas variantes 

genéticas con el carcinoma cervical, sin embargo también han sido identificadas varias 

asociaciones falso-positivas, las cuales no han podido ser replicadas en otras 

poblaciones. Las amplias discrepancias observadas en los diferentes estudios pueden 

haber surgido por varias razones.  

En primer lugar, una fuente de sesgo particularmente reconocida en los análisis de 

asociación genética es el error en la genotipificación, el cual puede originarse como 

consecuencia de la variación en la sensibilidad de los métodos utilizados. En cuanto a 

esto último, algunos autores han expresado su preocupación con respecto al uso de la 

metodología PCR alelo-específica para diagnóstico. Aparentemente, la PCR alelo 

específica podría perder su especificidad cuando se utilizan 100 pg o menos de ADN, y 

la sensibilidad disminuiría cuando la cantidad de ADN es menor a 10 pg por reacción 

(Xu et al., 2003; Alexander et al., 2004). Considerando esta situación, y con el objetivo 

de disminuir significativamente los posibles errores en la genotipificación de las 

muestras, en el presente trabajo se utilizó la tecnología de Pirosecuenciación para la 

mayoría de los marcadores estudiados. Este enfoque es una metodología de 

secuenciación de ADN basada en la detección en tiempo real de la síntesis de ADN, 
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siendo considerada actualmente como la técnica de referencia (gold standard) para la 

genotipificación de Polimorfismos de Nucleótido Simple (SNP). Esta técnica ofrece 

resultados inequívocos de genotipificación de SNPs, así como información redundante 

de la secuencia más allá de la posición del polimorfismo, lo cual resulta útil ya que 

permite contar con un control positivo en el proceso de secuenciación (Nilsson et al., 

2004; Ahmadian et al., 2000). La solidez (robustez) de esta técnica en el proceso de 

secuenciación garantiza la ausencia o al menos una alta reducción de errores en la 

genotipificación.  

Para aquellos marcadores en los que no fue posible su genotipificación mediante 

Pirosecuenciación, se utilizó la metodología de PCR-RFLP, la cual ha demostrado ser 

altamente analítica, específica y sensible, y por lo tanto factible de ser utilizada de 

forma fiable para diagnóstico (Xu et al., 2003). Asimismo, y con el afán de comprobar 

la fidelidad de los resultados obtenidos por esta técnica, se eligió al azar un 20% del 

total de las muestras genotipificadas mediante PCR-RFLP, para ser redigeridas y 

confirmar de esta manera el genotipo.  

Mientras que la incorrecta clasificación de las muestras puede conducir a resultados que 

lleven a conclusiones falsas, otra razón para la incorrecta interpretación de los 

resultados en los estudios de tipo caso-control, es la desviación del equilibrio de Hardy 

Weinberg de las frecuencias genotípicas en los controles. En el presente trabajo, el 

grupo control cumplió con los criterios del equilibrio de Hardy Weinberg para todos los 

polimorfismos analizados. Si la población no se encuentra en equilibrio de Hardy 

Weinberg, los resultados deben tratarse con precaución porque la distribución 

genotípica observada en el grupo control no sería representativa de la población de la 

cual se tomaron los casos, y por lo tanto las conclusiones tendrían un valor limitado 

(Koushik et al., 2004; Györffy et al., 2004; Esser et al., 2005). Muchas veces, la 
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desviación del equilibrio de Hardy Weinberg ha sido considerada incorrectamente como 

consecuencia de errores de muestreo. Sin embargo, debe considerarse también la 

posibilidad de que fuerzas evolutivas, como la selección o la migración, estén actuando 

sobre la población en estudio, y por lo tanto la desviación del equilibrio no sería 

solamente consecuencia de errores metodológicos o de muestreo. Una desviación del 

equilibrio de Hardy Weinberg también podría implicar una mezcla de etnias en la 

población estudiada, si el sitio polimórfico analizado varía de acuerdo a la raza o etnia 

(Schaid et al., 1999; Deng et al., 2001). Por lo tanto, sería inapropiado utilizar 

poblaciones cuyos controles se aparten del equilibrio, ya que los resultados obtenidos 

serian cuestionables.   

Otra fuente de variación que debe ser considerada es el tamaño muestral. La 

credibilidad de un estudio se ve reforzada cuando existe gran cantidad de datos o 

evidencia consistente. Un gran número de datos es necesario para asegurar una potencia 

adecuada que permita detectar una asociación (si está presente), y alcanzar niveles más 

estrictos de significancia estadística, o bien tasas de falsos-positivos más bajas 

(Benjamini et al., 1995). Tamaños muestrales grandes tienden también a disminuir la 

incertidumbre en la magnitud del efecto genético observado (Balding, 2006). Los 

estudios más grandes tienden a estar menos afectados por los sesgos que aquellos 

estudios más pequeños, aunque esto no siempre está garantizado (Ioannidis et al., 2003). 

La cantidad efectiva de datos o evidencia necesaria depende de los factores que influyen 

en la potencia del estudio para detectar una asociación verdadera, es decir, el tamaño 

total de la muestra, el modelo genético subyacente a la asociación, la frecuencia de la 

variante genética de interés y la magnitud de la asociación. 

La credibilidad de un estudio también se ve reforzada cuando una asociación es 

encontrada en diferentes trabajos, es decir cuando los resultados pueden replicarse y 
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cuando la magnitud de esta asociación es consistente a través de las distintas 

poblaciones estudiadas (homogeneidad). La falta de réplica o la heterogeneidad entre 

estudios pueden ser una señal de errores y sesgos subyacentes, como ser errores de 

genotipificación, clasificación errónea de fenotipos, estratificación de la población y 

sesgo en la notificación de resultados. (Balding, 2006; Pompanon et al., 2005; Clayton 

et al., 2005; Page et al., 2003) 

Sin embargo, en varias ocasiones la falta de réplica en una nueva población no refuta 

necesariamente la asociación reportada originalmente. Esto puede estar reflejando 

diferentes patrones de desequilibrio de ligamiento a través de distintas poblaciones, o 

puede estar demostrando la existencia de una interacción génica particular de la 

población, o inclusive puede deberse a la presencia de interacciones genes-ambiente 

(Hunter, 2005; Evans et al., 2006).  Por lo tanto, muchas veces la heterogeneidad 

encontrada en diferentes estudios puede indicar una diversidad genuina en el efecto 

genético de la variante estudiada. 

 

5.7.  Interacciones génicas en la carcinogénesis cervical 

Uno de los objetivos centrales de la epidemiología genética es la identificación de genes 

con alelos y/o genotipos que confieran un incremento en la susceptibilidad al desarrollo 

de distintas enfermedades. La comprensión de las enfermedades multifactoriales ha 

planteado un desafío mucho mayor, ya que son el resultado del efecto sinérgico de 

numerosas variantes génicas de susceptibilidad, junto a la interacción con factores 

ambientales. El concepto de interacción génica existe desde hace más de un siglo, y ha 

sido reconocido como una explicación a las desviaciones de la herencia mendeliana 

simple. La interacción génica es un fenómeno importante en biología, ya que las 
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interacciones entre moléculas constituyen una parte fundamental en los procesos de 

regulación génica, transducción de señales, redes bioquímicas, vías fisiológicas, etc.  

De esta manera, la interacción entre genes de penetrancia incompleta, particularmente 

aquellos de baja penetrancia, juega un rol importante en la susceptibilidad al desarrollo 

de enfermedades, como el cáncer. Aunque el riesgo asociado con cada alelo individual 

pueda ser pequeño, el efecto aditivo o sinérgico que puede aportar la combinación de un 

cierto número de variantes alélicas puede presentar una mayor contribución al 

desarrollo del fenotipo, que aquellos genes de alta penetrancia. Por este motivo, es el 

efecto acumulativo de los polimorfismos presentes en genes de baja penetrancia el que 

juega un rol crítico en la predisposición individual al desarrollo de enfermedades como 

el cáncer, más que el efecto independiente de cualquier gen de susceptibilidad. (Moore, 

2003).  

En el presente trabajo, una primera etapa de análisis consistió en investigar el efecto 

principal de los SNPs con respecto al riesgo de desarrollo de la enfermedad. Sin 

embargo, por lo mencionado anteriormente se demuestra que un SNP sin efecto 

principal o individual, o con un efecto demasiado pequeño como para ser detectado, 

puede interactuar con otros y conferir un incremento en el riesgo de desarrollo de la 

enfermedad. Por lo tanto, una segunda etapa de análisis consistió en descubrir las 

interacciones génicas, que aditiva o sinérgicamente contribuyan al riesgo de desarrollo 

de cáncer cervical o a la infección por VPH. Para investigar estas interacciones se 

utilizó el método de MDR, el cual fue desarrollado específicamente para aumentar el 

poder de detección de las interacciones génicas (Ritchie et al., 2001) con respecto a 

otros métodos.  

MDR es un método de reducción de datos para el análisis exploratorio de caracteres 

cuantitativos (Nelson et al., 2001). Con MDR los genotipos multilocus se agrupan en 
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grupos de alto riesgo y bajo riesgo, reduciendo efectivamente los predictores del 

genotipo de N dimensiones a solo una dimensión. La nueva variable unidimensional es 

evaluada por su habilidad de clasificar y predecir el estado de la enfermedad a través de 

pruebas de validación cruzada y permutación. Dentro de las ventajas que presenta este 

método, observamos que facilita la detección y caracterización simultánea de múltiples 

marcadores (genes) asociados con una determinada enfermedad. MDR es un método no 

paramétrico (no estima parámetros poblacionales) y además es libre de modelo, es decir 

que no asume ningún modelo genético en particular. Esta última característica es 

importante en enfermedades como el cáncer, en las que el modo de herencia es 

desconocido y probablemente muy complejo (Ritchie et al., 2001) 

Del análisis del conjunto de polimorfismos estudiados en este trabajo se ha demostrado 

que existen interacciones estadísticamente significativas entre SNPs que no presentan 

un efecto individual sobre el riesgo de desarrollo de cáncer cervical. Estas interacciones 

estarían sugiriendo un intercambio biológico de información (cross-talk) entre genes del 

sistema de reparación del ADN, del ciclo celular, del sistema inmune, de la vía 

apoptotica y genes supresores de tumores.  

La mayoría de los estudios de asociación publicados hasta hace unos años, han utilizado 

una estrategia de analisis donde cada variante genética es evaluada individualmente 

buscando asociación con un determinado fenotipo. Sin embargo, como se mencionó 

anteriormente, una razón para la falta de éxito de estos estudios en enfermedades 

complejas es la existencia de interacciones entre loci. Hoy en día se observa un 

creciente número de trabajos en los cuales se evalúa el efecto conjunto de los SNPs en 

la susceptibilidad al desarrollo de distintas enfermedades, como el asma (Polonikov et 

al., 2014), la enfermedad de Parkinson (Kumudini et al., 2013) Alzheimer (Sun et al., 

2014) y diversos tipos de cáncer, como cáncer de cabeza y cuello (Choudhury et al., 
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2014; Santiago et al., 2014) cáncer de mama (Tulsyan et al., 2014; Wang et al., 2014) 

cáncer gástrico (Gonzalez-Hormazabal et al., 2014) cáncer colorectal (Yu et al., 2014) y 

cáncer cervical (Barbisan et al., 2011; Shi et al., 2013) 

En este sentido, la elucidación de cómo los alelos de susceptibilidad interactúan entre 

ellos y con los factores ambientales y de estilo de vida será un desafío clave en el futuro 

para la genética epidemiológica y molecular de la predisposición al cáncer.  

 

5.8. Perspectivas futuras 

Los avances tecnológicos aplicados a la investigación biomédica permiten ahondar en el 

conocimiento del genoma humano. Con la secuenciación del genoma humano y las 

nuevas tecnologías de genotipificación de alta densidad, es ahora posible llevar a cabo 

la genotipificación a gran escala de polimorfismos en varios genes de baja penetrancia 

en extensos estudios epidemiológicos. Una combinación de tecnologías de 

genotipifación accesibles, sumada a un diseño experimental eficiente hará que los 

trabajos empíricos-genómicos sean un prospecto posible en un futuro cercano. Entender 

las enfermedades a escala genómica puede permitirnos caracterizar específicamente a 

cada paciente para optimizar y dirigir terapias personalizadas. En todas las ramas de la 

medicina, la genética tiene el potencial de ser una herramienta que complementa los 

datos clínicos proporcionando información acerca de la predisposición a enfermedades, 

lo que permite mejorar la toma de decisiones sobre las medidas de prevención o 

terapéuticas para cada paciente.  

En conclusión, los resultados obtenidos en este estudio apoyan el rol de la 

susceptibilidad genética del hospedador en la etiología del cáncer cervical. El 

descubrimiento de alelos y genotipos de susceptibilidad provee un marco teórico para 

futuras investigaciones acerca de los efectos funcionales de estos polimorfismos. En el 
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contexto de las estrategias de manejo del cáncer cervical, es concebible que algún día 

una combinación de las técnicas de screening utilizadas actualmente de rutina junto a un  

análisis del perfil genético del hospedador, puedan proveer mejores valores predictivos, 

que los alcanzados hoy en día.  
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6.1. Conclusiones 

 
 
Del análisis de los resultados obtenidos en el presente estudio se puede concluir que: 

 Las muestras pertenecientes al grupo control, mostraron una prevalencia de 

ADN-VPH del 36,5%, siendo los tipos virales más frecuentes: el VPH 16, -18 y 

el -6. Del total de los controles, el 29,3% correspondió a mujeres mayores a 30 

años infectadas con VPH 16 y/o -18. La elevada prevalencia de infección con 

VPHs oncogénicos en mujeres mayores a 30 años, sin signos cito/colposcópicos 

de lesión cervical representa una situación de especial importancia, ya que la 

infección con estos tipos virales otorga un incremento en el riesgo de progresión 

a los estadios iniciales de la neoplasia cervical.  

 La asociación significativa observada entre la infección por VPH y el  genotipo 

homocigota AA del gen FAS estaría sugiriendo un incremento en la 

susceptibilidad a la infección por este virus en aquellas mujeres portadoras de 

dicho genotipo. La mayor susceptibilidad a la infección con VPH podría 

convertir a la población de mujeres portadoras de este polimorfismo en un grupo 

con un riesgo incrementado de desarrollo de cáncer cervical.   

 Por otra parte, los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que los 

polimorfismos presentes en las regiones promotoras de los genes TNF-α (-308 

(G/A) y -238 (G/A)), IL-10 (-1082 (G/A)) y FASL (-844 (T/C)), así como el 

SNP + 874 (T/A)  del gen  Interferon gamma, no mostraron asociación con el 

desarrollo de cáncer cervical De manera similar, no hubo asociación entre dichos 

polimorfismos y la presencia del ADN del VPH en la población de mujeres 

estudiadas.  



Conclusiones 

128 

 

 Sin embargo, los polimorfismos presentes en los genes FAS, p53 y XRCC1 

mostraron asociación con la susceptibilidad de desarrollo del cáncer cervical en 

la población estudiada. De este modo, los genotipos homocigota AA del gen 

FAS, heterocigota CG del gen p53 y el genotipo TT+TC del gen XRCC1 codon 

194, otorgarían un incremento significativo en el riesgo para el desarrollo de 

cáncer cervical en las mujeres portadoras de los mismos. En consecuencia, el 

estudio de estos polimorfismos podría ser empleado como un marcador 

molecular para la detección de individuos con un riesgo incrementado de 

desarrollo de neoplasia cervical. 

 De manera similar, el análisis de los SNPs Arg462Gln del gen RNASEL y 

Arg399Gln del gen  XRCCI dio como resultado una asociación significativa con 

la susceptibilidad de desarrollo de cáncer cervical. Sin embargo en este caso, se 

halló que tanto los genotipos homocigota AA de RNASEL y heterocigota AG de 

XRCC1 codon 399 estarían actuando como factores protectores, otorgando una 

menor susceptibilidad frente al desarrollo de una neoplasia de este tipo.   

 En cuanto a las lesiones cervicales, se observó para el polimorfismo Arg399Gln 

del gen XRCCI, que tanto el alelo Gln (A) como el genotipo homocigota para 

este mismo alelo Gln/Gln (AA) otorgaron un incremento significativo en el 

riesgo de desarrollo de lesiones de bajo grado. Por el contrario, el genotipo 

heterocigota Gln/Arg (AG) de este mismo polimorfismo estaría actuando como 

factor protector, confiriendo una menor susceptibilidad frente al desarrollo de 

este tipo de lesiones. 

 El análisis de los polimorfismos a través del algoritmo MDR reveló que existe  

interacción entre ellos. El modelo de cuatro-factores (cuatro-loci) conformado 
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por FASL-P53-RNASEL-XRCC1399 fue estadísticamente significativo 

(TA=0,61; p<0,05), y el valor positivo de entropía (0,90%), encontrado entre los 

SNPs de FASL y P53 estaría indicando que existe una interacción sinérgica 

entre estos polimorfismos en relación al riesgo de desarrollo de la enfermedad 

cervical. 

 Los resultados obtenidos en este estudio apoyan el rol de la susceptibilidad 

genética del hospedador en la etiología del cáncer cervical. En base a esto se 

sugiere que la utilización de estos polimorfismos podría resultar muy 

conveniente en la identificación de aquellos individuos que se encuentran con 

mayor riesgo de desarrollo de la enfermedad, para proceder a la implementación 

de medidas de intervención más eficientes y a largo plazo el desarrollo de 

terapias dirigidas 
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