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RESUMEN
Objetivo: Identificar lamutacion R579X ubicada en el exon 18 gen RB1, en pacientes con lesiones cervicales
asociadas a infeccion por virus de papiloma humano mediante PCR-SSCP, PCR-RFLP y secuenciamiento.
Método: Estudio de 72 muestras de hisopado/cepillado de cuello uterino provenientes de 36 mujeres sanas,
y 36 con infeccion por virus de papiloma humano y con presencia de lesiones cervicales a las cuales se
les realizo la extraccion de ADN, la amplificacion del exon 18 del gen RBI mediante PCR, y el andlisis
mediante PCR-SSCP, Secuenciamiento y PCR-RFLP.
Resultados: El andlisis por PCR-SSCP revelo dos patrones diferentes de corriday mediante el secuenciamiento
se logrd identificar la mutacion R579X en el exon 18 del gen supresor de tumores RBI1 en el 30,56 % de
las muestras experimentales.
Conclusiones: La mutacion R579X encontrada en las muestras experimentales conlleva a la formacion de
una proteina truncada no funcional,y aunado a esto, el virus de papiloma humano podria estar favoreciendo
a la inmortalizacion de las células que presentan dicha mutacion.
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SUMMARY
Objective: To identify the mutation R579X in exon 18 located RBI1 gene in patients with cervical lesions
associated with human papilloma virus infection by PCR-SSCP, PCR-RFLP and sequencing.
Method: Study of 72 samples of cervical brushing of the healthy women, infected with human papilloma
virus and with cervical lesions that required DNA extraction, PCR amplification of exon 18 of the RB1
gene, PCR-SSCP, Sequencing and PCR-RFLP analysis.
Results: PCR-SSCP analysis revealed two different band patterns. We indentified the R579X mutation in
exon 18 of the RB1 tumor suppressor gene in 30.56 % of the experimental samples.
Conclusions: The mutation found in the experimental samples leads to the formation of a non-functional
truncated protein, in adition, human papilloma virus infection might contributed to the immortalization
of cells with this mutation.
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INTRODUCCION

El cédncer cervical representa el segundo tipo
de cancer més frecuente en la poblacién femenina
a nivel mundial. En Venezuela, este cancer ocupa
el segundo lugar en incidencia y mortalidad en la
poblacién femenina del pafs, lo cual lo convierte en
un verdadero problema de salud piiblica. Para el afio

2008, se reportaron 1 251 casos, con una incidencia
en mujeres con edades comprendidas entre 20 y 85
anos (1-3).

El virus del papiloma humano (VPH) es el tinico
virus asociado directamente con el desarrollo de
cancer en el tracto anogenital, considerandose como
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el agente etioldgico del mismo (4). Un evento clave
enlainducciéndel cancer cervical es laintegracion de
los VPH de altoriesgo al cromosoma de su hospedador
(5). Cuando ocurre la integracion viral, el genoma del
VPH puede fragmentarse por laregion E2 llevando a
lainactivacion del gen E2. Al detenerse la sintesis de
la proteina E2 cesa la accién represora de esta sobre
los genes E6y E7. Las proteinas E6 y E7 de los VPH
dealtoriesgo,son activas funcionalmente sefalizando
las proteinas P53 y RBI1 respectivamente, de tal
manera que son degradadas por el sistema ubiquitina
dependiente. La desaparicion de las proteinas P53
y RB1 bloquea la apoptosis e inmortaliza las células
infectadas por VPH (1,6).

El gen RBI se localiza en el cromosoma 13 en
la regiéon ql4.2. Tiene una longitud de 180 388
pb y esta formado por 27 exones y codifica para
un 4cido ribonucleico mensajero (ARNm) de 4.7
kb que se traduce en una fosfoproteina nuclear
llamada RB constituida por 928 aminodcidos y con
un peso molecular de 105-110 kDa. Las formas
hipofosforiladas de la proteinaRB 1 forman complejos
con ciertos factores transcripcionales, incluido el E2F,
que regula la expresion de varios genes celulares
que se requieren en la fase S del ciclo celular. Por
tanto, RB en su estado de hipofosforilacién, bloquea
la progresién del ciclo celular porque permanece
unida a E2F. Cuando la célula se desplaza de la fase
G1 ala fase S, la proteina RB es fosforilada por un
complejo de cinasas dependientes de ciclinas (CDK)
y esto hace que E2F se separe y quede libre para que
transcriba los genes que se necesitan para que el ciclo
celular prosiga (7.8).

En pacientes con retinoblastoma han sido
reportadas todo tipo de mutaciones en RB/ ,deleciones,
inserciones, duplicaciones, inversiones, transiciones
enregiones CpGy mutaciones puntuales,siendo estas
altimas las mas frecuentes, contando cercade 50 % de
las alteraciones en el gen RB/ (9). La mayoria de los
estudios concuerdan con que los exones 3,8,18,19y
20 son las regiones preferenciales de mutacién (“hot
spots”). Ademads, existen estudios en donde reportan
que las mutaciones en el gen RB/ se distribuyen a lo
largo de la secuencia codificante, asi como también,
en las regiones intrénicas del gen (7, 10). Un evento
comun en diversos tipos de cancer es la inactivacion
del gen RB1. Algunos estudios sugieren que patrones
alterados delaexpresiondelaproteinaRB1 se asocian
con formas diferentes de cancer humano. Enlesiones
invasoras del cérvix uterino,laexpresion de la proteina
RB es casi nula a diferencia de lo que sucede con las
lesiones pre-cancerosas del cérvix,en donde existe una
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gran expresion de dicha proteina (11). En el cancer
cervical, la inactivacién de la proteina RB ocurre por
la unién con la proteina E7 de los VPH de alto riesgo
(12). La proteina E7 puede disociar el complejo RB-
E2F, se ha encontrado que este complejo estd ausente
en varias lineas celulares de cancer cervical, ya sea
por expresiéon de la proteina E7 de VPH o porque
portan una mutacién en el gen RB1 (13).

METODOS

Se realiz6 un estudio descriptivo preliminar de
corte transversal donde se analizaron 72 muestras
del area genital de mujeres con edades comprendidas
entre 17 y 55 afios, activas sexualmente, atendidas,
previo consentimiento informado,en consulta piblica
o privada por médicos especialistas. Presentando
diagnoéstico clinico previo de infeccién con VPH por
citologia,colposcopia o biopsia. Se seleccionaron 36
pacientes que presentaron infeccién por VPHde altoy
bajo riesgo, con lesiones pre-cancerosas (NIC I, NIC
II'y NICIII) o cancer de cuello uterino, constituyendo
el grupo experimental; las otras 36 pacientes sin
lesiones y sin presencia de VPH, constituyeron el
grupo control.

Laextraccién del ADN serealizé segin el protocolo
de Bliny Stafford (14),al cual se le realizaron algunas
modificaciones. El pellet celular se resuspendié en
200 pL de tampon de Lisis (Tris-HCI 10 mM pH
8.2; EDTA 2 mM; y NaCl 400 mM), 20 pL de SDS
10 % y 8 uL de Proteinasa K (10mg/mL). Se incubé
a55 °C durante 2 h. Seguidamente, se agregaron 200
uL de Chelex-100 al 5 % y se calent6 por 10 min a
95 °C. Se centrifugd 10 000 rpm por 10 min en una
centrifuga eppendorf 5 424 y se tomaron 400 pL de
la capa superior a la cual se le afiadieron 2 volimenes
de etanol puro en frio y 0,2 volimenes de acetato de
amonio 10 M, se dejé precipitar el ADN a -20 °C
durante 12 h. Se centrifugé para bajar el precipitado
y se resuspendié el ADN en 200 yL de tampén TE
10 mM pH 8.

Las muestras de ADN se sometieron a una PCR
que amplifica un fragmento del gen de la 3-globina,
paradeterminarlacalidad del ADN (15). Ladeteccién
y tipificacién de VPH se realizé en un estudio previo
(16). Se amplificé el exén 18 del gen RBI empleando
los oligonucleétidos RB-18F y RB-18R (17). La
mezcla de reaccion consistié en tampon de PCR 1X,
20mMde MgClz, 200 uM de dNTP’s, 25 pmoles de
cada uno de los iniciadores y 0,5U de Taq polimerasa
(Invitrogen). Se utiliz6 un termociclador Eppendorf
Mastercycler ep gradient S con el siguiente programa
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de amplificacién: 1 min a 94 °C, 30 seg a 44 °C y
30 seg a 72 °C. Los resultados fueron observados
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
6 % en tamp6én TBE 0,5X.

Una vez obtenidos los amplificados del exén 18
se aplico la técnica de PCR-SSCP (18). EIl aparato
de electroforesis utilizado fue una cdmara de marca
Hoffer SE 660 Amersham Bioscience, acoplada aun
refrigerante poly science moldel 90. Los vidrios tienen
una medida de 18 x 16 cm, el grosor del gel es de 0,4
mm con una concentracién de poliacrilamida 16 %.
Los amplificados del ex6n 18 fueron desnaturalizados,
empleando para ello el mismo volumen de tampoén de
carga para SSCP (Formamida 95 %, EDTA 20mM y
Azul de bromofenol 0,05 %), se sometieron a 95 °C
durante 10 min y se colocaron inmediatamente en
hielo por 10 min. Se sometieron a un campo eléctrico
a 1285 V, 30 W en una fuente de poder modelo EC
4000Pseries 90 por 6 h. Los patrones de SSCP fueron
visualizados mediante tincién con nitrato de plata (19).

Se secuenciaron dos muestras por cada una de
las isoformas encontradas por la PCR-SSCP, tanto
en el grupo control como el grupo experimental.
El secuenciamiento se realizé en un Secuenciador
automatico (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer PE
Applied Biosystems), siguiendo las indicaciones de
la casa comercial.

Se realizé una digestién con la enzima de
restriccion Ddel para determinar la presencia de la
mutacion R579X en el ex6n 18 en las muestras del
grupo experimental (17). La mezcla de restricciéon
consistié de Syl del amplificado del ex6n 18, 1U
de enzima, tampoén de reacciéon 1X y agua destilada
estéril para un volumen final de 10 pL. La mezcla
se incubd por 1 h a 37 °C y se inactivd la enzima
a 65 °C por 1 min. Para observar los patrones de
digestion se tomaron 5 pldel digerido y se sometieron
a electroforesis en geles de poliacrilamida 6 % en
tampén TBE 0,5X.

Para el andlisis de los resultados se empled el
paquete estadistico SPSS para Windows, version
15.0.0. Se aplico el test de Chi-cuadrado (X?) y se
construyeron tablas de contingencia de 2x2 o doble
entrada, con el fin de investigar la asociacién entre
la mutaciéon R579X del exén 18 del gen RBI, y
relacionarla con los resultados de infeccion por VPH
y el desarrollo de las lesiones cervicales en pacientes
infectadas con el virus.

RESULTADOS

Se analizaron las 72 muestras de hisopado o

Vol. 72, N° 4, diciembre 2012

cepillado de cuello uterino. Todos los ADN purificados
permitieron la amplificacién de un fragmento del gen
de la beta-globina, y se demostrd que eran aptos para
la PCR. Estas muestras fueron analizadas mediante
los sistemas de PCR MY09/MY11 y GP5/GP6 y
fueron sometidas a PCR-RFLP para su tipificacion
en un estudio previo (16).

De las muestras del grupo experimental,el 77,78 %
presenté infeccién por VPH y el 22,22 % no present6
infeccién por el virus. El 39,29 % de esas muestras
corresponden a VPH de alto riesgo, 25 % a VPH de
bajoriesgoy 35,71 % atipos de VPH no determinados.
En cuanto a la presencia de lesiones cervicales, el
97,22 % de las muestras experimentales present6
lesiones pre-cancerosas o carcinomade cuello uterino,
delascualesel 36,11 % correspondenaNICI,19.44 %
aNICII, 11,11 % a NIC III y 30,56 % a carcinoma
in situ. El 2,78 % no presentd lesiones cervicales,
pero presenté infeccién por VPH.

Una vez verificada la calidad del ADN en las
muestras se procedié a la amplificacion del exén
18 del gen RBI para realizar su posterior analisis
mutacional. Todas las muestras en estudio permitieron
la amplificacién de 248 pb correspondientes al exén
18 del gen y a segmentos de los intrones 18 y 19
(Figura 1).
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Figura 1. Amplificados del ex6n 18 del gen RB/ obtenidos
por PCR. Pozos I y II: muestras experimentales. Pozo
III: control positivo. Pozo IV: control negativo. Pozo V:
marcador de peso molecular de 50 pb.

El analisis por PCR-SSCP revel6 dos patrones
diferentes de corrida. Estas variaciones son
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denominadas isoformas o variantes alélicas, y se
diferenciaron en el nimero de bandas presentes. La
isoforma a presenté cuatro bandas y la isoforma b
present6 siete bandas. El 100 % de las muestras del
grupo control presenté la isoforma a, mientras que en
el grupo experimental la distribucién de las isoformas
fue de 69,64 % para la isoforma a y 30,56 % para la
isoforma b (Figura 2).

Figura 2. Isoformas encontradas en el ex6n 18 mediante
el andlisis por PCR-SSCP. Los pozos I y II muestran la
isoforma a con 4 bandas definidas (A, B,Fy G), los pozos
IIT y IV muestran la isoforma b con 7 bandas definidas (A,
B.C.D,E,F,yG).

TAAA TAA T CAAM A O QGAC TCO A O
—

Se realizé el secuenciamiento automdtico
de dos muestras por cada una de las isoformas
encontradas mediante el sistema PCR-SSCP. Con
esto se determind que la isoforma a corresponde a
la secuencia nucleotidica sin mutaciones, y que la
isoforma b presenta una mutacién en el codén 579,
especificamente una mutacién puntual de transicion
C—T, la cual genera el cambio de un codén para
arginina (CGA) en la posiciéon 579 por un codén
de terminacién (TGA) de la traduccién (R579X)
(Figura 3).

La mutaciéon R579X genera un sitio de corte para
la endonucleasa de restriccién Ddel (17) por lo cual,
se procedid a realizar un andlisis de restriccion. Las
muestras que presentaron lamutacién fueron digeridas
con la enzima, generando fragmentos de 39, 208 y
247 pb (Figura 4).
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247 pb <

208 pb+— —»200 pb

—» 50 pb
—+39 pb

Figura 4. Analisis de restriccién mediante PCR-RFLP con
la enzima Ddel. Pozos I y II: muestras sin digerir. Pozos
III y IV: muestras digeridas. Pozo V: marcador de peso
molecular de 50 pb.

00 AQC A TT O AT CACCT TAa

Figura 3. Parte del electroferograma obtenido mediante el secuenciamiento automatico de la isoforma a del exén 18 del
gen RBI. Se resalta la presencia de los nucleétidos C y T en la posiciéon 1737 (codén 579).
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Se encontré que existen diferencias significativas
en ladistribucion de las isoformas en el grupo control
y en el grupo experimental (X>= 12,984 y P < 0,05)
ademas de que existe una fuerte asociacién entre la
presenciade laisoforma b (variante mutada) del exén
18 y la infeccién con VPH y/o presencia de lesiones
cervicales (X?= 13,259 y P< 0,05).

DISCUSION

El carcinoma de cuello uterino es el segundo
cancer mas frecuente en las mujeres a nivel mundial
superado solo por el cancer de mama,constituyéndose
en uno de los principales problemas de salud ptiblica
en lapoblacién femenina (20). Lainfeccién por VPH,
sobre todo con virus de alto riesgo oncogénico, es
uno de los principales factores responsables de esta
etiologia (21). Esto se debe a la accidén que ejercen
las oncoproteinas E6 y E7 de los VPH de alto riesgo,
las cuales inactivan a las proteinas supresoras de
tumores P53 y RB (6).

Diversos estudios reportan que la mayoria de las
mutaciones encontradas en el gen RB/ se encuentran
enlosexones 3,8,18,19y20;los cuales codifican para
dominios importantes de la proteina RB, como son el
dominio amino terminal (exones 3 y 8) y el dominio
“bolsillo” especialmente el dominio B (exones 18-
20). Algunas de las mutaciones reportadas para el
gen dan como resultado la terminacién prematura de
la proteina, mayor fosforilacién de la proteina o la
inhibicién de la expresion del gen (11,22,23).

Mediante el analisis por PCR-SSCP se obtuvieron
dos isoformas o variantes alélicas del exén 18 del gen
RBI (isoformas a y b) y se secuenciaron dos muestras
por cada una de las isoformas encontradas, tanto
en el grupo control, como en el grupo de pacientes
experimentales. Con el secuenciamiento automatico
se determiné que la isoforma a era la secuencia
sin mutaciones, mientras que la isoforma b era la
secuencia que presentaba la mutaciéon R579X, esto
fue confirmado mediante el andlisis de restriccion
con la endonucleasa Ddel (17).

Estamutacion R579X hasido reportada por varios
autores en retinoblastoma (24). Para el analisis del
exo6n 18, no se tomaron en cuenta las secuencias
intrénicas flanqueantes debido a la confiabilidad del
secuenciamiento en las lecturas al comienzo y final
de cada secuencia. Sin embargo, seria recomendable
determinar las secuencias de las regiones intrénicas
que flanquean al exén, y determinar si interfieren en el
splicing, ya que no se puede excluir la posibilidad de
que alteraciones intrénicas tengan alguna significancia
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funcional. Aunado a esto, se debe tener en cuenta
la presencia de VPH en la mayoria de las muestras
experimentales,el cual juegaun papel muy importante
en el origen y evolucién de las lesiones cervicales.
Ademas, debido a las caracteristicas de la zona
cervical y a su alta transformacién, se piensa que
las mutaciones en el gen RBI se producen durante
el proceso de divisioén celular, y al ser esta proteina
tan importante en la regulacién de este ciclo, bajo
condiciones normales (sin VPH) se desencadena una
serie de sefales que activan a P53,y las células que
portan la mutacién son eliminadas por los procesos
apoptoticos. Por esta razon, se podria explicar la
ausencia de la mutacién en el grupo de muestras
control. En el caso de las muestras que presentan
infeccion por VPH, este estaria jugando un papel muy
importante en el proceso de inmortalizacion celular, ya
que estaria favoreciendo la seleccién y permanencia
de las células que presentan las mutaciones en RB/
impidiendo que entren en apoptosis mediada por P53,
ya que esta es inactivada por la proteina E6 de VPH,
impidiendo que cumpla sus funciones. Este hecho
podria explicar la elevada frecuencia de la mutacién
R579X encontrada en nuestro grupo de pacientes con
lesiones cervicales y/o presencia de VPH.

Lohmann y col. (7) realizaron un analisis
de mutaciones en el gen RBI en pacientes con
retinoblastoma, y reportan la mutacién encontrada
en nuestro estudio, ademas de otras mutaciones a lo
largo del gen, incluyendo los intrones. Szijan y col.
(25) y Braggio y col. (26) reportan la misma mutacién
en retinoblastoma. En general, se ha realizado un
gran numero de investigaciones a fin de analizar
las mutaciones a lo largo del gen RBI, incluyendo
tanto exones como intrones, pero la mayoria de
estos estudios se han centrado en retinoblastoma,
encontrandose escasa informacidn sobre mutaciones
en este gen en otros tipos de cancer en los cuales
podria estar involucrado.

Por ultimo, se debe recalcar que el cancer es una
enfermedad multifactorial, por tanto, para interpretar
de manera adecuada esta clase de estudios se debe
ampliar lainvestigaciéon evaluando factores externos a
los que estd sometida cada persona, tales como ladieta,
el tabaquismo, la exposicidn a agentes carcindgenos,
entre otros. Asimismo, se debe ampliar el estudio a
un nimero mas grande de participantes para poner
en evidencia la asociacion entre la mutacién R579X
del ex6n 18 del gen RBI, con la infeccion por VPH
y la presencia de lesiones cervicales.
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