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Resumen

Objetivo: Determinar las frecuencias de pérdidas de heterocigocidad de LOH en las regiones 6p21.3 y 15921 que codifican para HLA
y B,microglobulina, para establecer su correlacién con el estadio tumoral, teniendo en cuenta que las LOH en HLA | ocurren como un
evento genético temprano del cancer y pueden contribuir a su desarrollo. Métodos: Se tomaron muestras de sangre periférica (SP) y
biopsias de cuello uterino de pacientes con NICIIl y CCU. Se amplificaron 11 microsatélites relacionados con el sistema HLA en pares
normal-tumor a partir de ADN purificado de células de SP y células tumorales microdisectadas. Las LOH fueron determinadas por
electroforesis capilar y analizadas mediante los programas GeneScan y Genotyper. Resultado: Todas las muestras amplificaron mas de
7 microsatélites (promedio 9,5). El porcentaje de heterocigocidad para los marcadores de microsatélites utilizados en las muestras de
cuello uterino varié entre 51,8% y 95%, y la LOH, entre 17,4% y 50,0%. Las frecuencias observadas para LOH en los diferentes estadios
tumorales fueron: 42,9% en el grupo de NICII; 57% en CCU en estadio |; 63,6% en CCU en estadio Il y 92,85% en pacientes con estadios
més avanzados (lll-IV). Conclusién: Se observé una mayor frecuencia de LOH en los grupos de pacientes con estadios avanzados de
CCU, al comparar con pacientes con NICGIIL
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Abstract

Objective: To determine the frequency of LOH heterozygosity in the regions 6p21.3 and 15921 which encode for HLA and 32microglobulina

in order to establish their correlation with tumoral stage, taking into account that LOH and HLA I occur as an early genetic event in cancer
and can contribute to its development. Methods: Peripheral blood (PB) samples and cervical biopsies were taken from patients with CIN Il
and invasive cancer. Amplification was made of eleven microsatellites related to the HLA system, in normal-tumor pairs, based on purified
DNA PB cells and micro-dissected tumor cells. LOH were determined through capillary electrophoresis and analyzed with GeneScan and
Genotyper programs. Results: All samples amplified at more than 7 microsatellites (average 9.5). The percentage of heterozygosity for
microsatellite markers used in the cervical samples varied between 51.8% and 95%; the LOH, between 17.4% and 50.0%. The frequencies
observed for LOH in the different tumoral stages were: 42.9% in the CIN Ill group; 57% in invasive cancer Stage |; 63.6% in Stage Il, and
92.85% in patients in the most advanced stages (IlI-1V). Conclusion: Greater frequency of LOH was observed in groups of patients with
advanced stages of invasive cancer in comparison with patients with CIN II.

Key words: Uterine cervical neoplasm, loss of heterozygosity, HLA antigens, tumor escape.

Introduccion

El desarrollo del céncer se inicia cuando una célula
somatica acumula una serie de mutaciones que
le permiten escapar de la senescencia y de otros
mecanismos de control del crecimiento, lo cual
le proporciona una ventaja para su propagacion.
Existen numerosas alteraciones genéticas que pue-
den conducir al cancer, tales como la activacién de
protooncogenes, la inactivacion de genes supresores
de tumor (TSG, tumor suppressor genes) (1-3) o
la regulacion negativa de genes que controlan la
respuesta inmune antitumoral, como los genes de
complejo mayor de histocompatibilidad (HLA,
human leucocitary antigen) (4).

Los TSG son de tipo recesivo; es decir, se
requiere la inactivacion de ambos alelos para
que estas mutaciones conduzcan a un cambio
fenotipico en la célula (5). La inactivacion de
ambos alelos es conocida como el modelo de las
dos mutaciones (6,7). En los organismos diploi-
des la heterocigocidad con respecto a un gen
determinado significa que cada locus posee dos
alelos diferentes, mientras que en el homocigoto
cada locus posee dos alelos iguales. En el caso de
tumores heredados, existe una primera mutacién
en un gen supresor de tumor que es germinal y
esta presente en todas las células del cuerpo, por
lo cual una pérdida de la heterocigocidad (LOH)
en el segundo alelo inactiva el gen y establece asi
un cambio primario para la iniciacion del creci-
miento tumoral (8-10).
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A diferencia de los TSG, los genes que codifican
para HLA son codominantes, debido a lo cual ambos
alelos se expresan en el heterocigoto; por lo tanto, la
LOH en un gen de esta region suprime la expresion
de un alelo funcionalmente diferente (11,12), y ello
resulta en una disminucién de la variedad de molé-
culas de HLA que son expresadas en la superficie
celular. Esta podria constituir una de las estrategias
desarrolladas por el tumor para evadir los mecanis-
mos de control del sistema inmune (13).

Las moléculas de HLA estdn constituidas por
una cadena pesada polimoérfica, codificada en el cro-
mosoma 6 en la regién 6p21.3, la cual esta asociada
de manera no covalente con una cadena liviana, la
B,microglobulina (B,m), codificada en el cromoso-
ma 15 en laregion 1521 (14) y presentan péptidos
enddgenos a los linfocitos T citotéxicos. Cualquier
alteracién en estos componentes afecta negativa-
mente la expresion de la molécula en la superficie
celular (15,16). Las LOH localizadas en la regién
que codifica para las moléculas del HLA han sido
asociadas con el desarrollo y la progresién tumoral
(17). En varios tipos de cancer se ha observado una
alta frecuencia de LOH en laregién 6p21.3 y 15921,
donde se localizan estos genes (18,19). En céncer de
cuello uterino se ha reportado que las LOH ocurren
como un evento temprano en su desarrollo, y, por lo
tanto, estas alteraciones pueden ser utilizadas para
identificar lesiones preneoplasicas con alto riesgo de
progresar hasta cancer invasor (20).



JoserA ANTONIA RODRIGUEZ, LILIANA GALEANO, DIANA MARIA PaLACIOS, MARTHA Lucia SERRANO, MARIA MEeRCEDES BRAVO, ALsa Lucia COMBITA | -

La determinacion de LOH en tumores requiere
utilizar marcadores altamente polimoérficos, de ma-
nera que la mayoria de individuos sean heterocigotos
para ese marcador y se pueda evidenciar la presencia
de un solo alelo en tejido tumoral. Los microsaté-
lites o STR (Short Tandem Repeat) son secuencias
cortas de ADN que se encuentran dispersas por
todo el genoma. Dichas regiones estian formadas
por fragmentos que van de uno a seis nucle6tidos
que se repiten de manera consecutiva (21). La
secuencia de los microsatélites varia en el naimero
de repeticiones dentro del motivo repetitivo, y esta
variacion da origen a los diferentes alelos, que se
distinguen entre si por su longitud. Los microsaté-
lites son altamente polimérficos, por lo cual la gran
mayoria de individuos son heterocigotos, y esto hace
que sean excelentes marcadores utilizados para la
determinacion de la LOH en tumores (22).

El presente estudio tiene como objetivo deter-
minar la frecuencia de LOH en las regiones 6p21.3
y 15921 que codifican para HLA y B,m respecti-
vamente, en mujeres con diagnostico de neoplasia
intraepitelial cervical grado III y cancer de cuello
uterino, con el fin de establecer si existe correlacién
entre dichas alteraciones genéticas y el estadio tu-
moral en cancer de cuello uterino.

Métodos
Obtencion de muestras

Se obtuvieron muestras provenientes de 40 pacien-
tes que asistieron por primera vez a la consulta de
ginecologia del Instituto Nacional de Cancerologia,
diagnosticadas con neoplasia intraepitelial cervical
III (NIC III) y céncer de cuello uterino. Una vez
obtenido el consentimiento informado de las pacien-
tes, durante la consulta se tomaron biopsias de las
lesiones cervicales en criotubos que contenian 1 mL
de medio de cultivo RPMI, y muestras de sangre
periférica en tubos con EDTA.

Microdiseccion y extraccion
del ADN tumoral

Las biopsias recolectadas fueron transferidas a un
criotubo sobre 200 uL. de medio de congelacion TBS
Tissue freezing Medium TM (Triangle Biomedical
Sciences Durham, N. C, EUA). Posteriormente se

adicionaron 200 pL de medio de congelacion. Las
biopsias fueron congeladas a -20 °C por 15 minutos,
y almacenadas a -70 °C hasta su uso.

Para la microdiseccion y extraccion del ADN
tumoral se realizaron cortes histolégicos secuen-
ciales de 4 ym a partir de las biopsias congeladas,
los cuales fueron fijados con etanol absoluto por
10 minutos, a temperatura ambiente. Después de
la coloracién con hematoxilina-eosina, las células
tumorales fueron microdisectadas por un patélogo
experto, de acuerdo con el protocolo descrito por
Ramal et al., con algunas modificaciones (23). Las
células tumorales (aproximadamente 500 células)
fueron microdisectadas con una aguja de insulina
e incubadas en 100 pL de buffer de digestion, el
cual contiene buffer Taq polimerasa 1X, 0,1 mg/
mL de proteinasa Ky 1% de Tween 20, durante dos
horas, a 56 °C. Finalmente, las células tumorales
fueron incubadas a 95 °C por 10 minutos. El ADN
producto de la microdiseccion se congeld, hasta su
uso, a -70 °C.

Extraccion del ADN de sangre periférica

La extraccion y purificacion del ADN de linfocitos
de sangre periférica (PBLs) se realizé a partir de
200 uL de sangre total; para ello, se emple6 el DNA
easy blood isolation kit (Mobio Laboratories Inc.
Carlsbad, CA, EUA), siguiendo las instrucciones del
fabricante. El ADN purificado fue resuspendido en
un volumen final de 100 uL de buffer TE 10 mm, y
se almacend a -20 °C hasta su uso.

Amplificacion del gen de la B-globina

La calidad del ADN extraido para realizar la PCR
fue comprobada mediante la amplificacién del gen
de la B-globina empleando los iniciadores PCO3/
PCOS5, segtn el protocolo descrito por Saiki (24)
(tabla 1). La reaccién de PCR se llevé a cabo en un
volumen final de 25 pL, con 10 mM de Tris HCI
(pH 8,3), 50 mM de KCl, 200 uM de dNTPs, 3,5
mM de MgCl,, 25 pmoles de cada iniciador, 0,25
U de AmpliTag DNA polimerasa (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, EUA) y 5 uL de la muestra.
Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: un
paso de denaturacion inicial a 95 °C por 4 minutos,
40 ciclos de amplificacion (denaturacion a 95 °C
por 1 minuto, hibridacién a 55 °C por 2 minutos y
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Tabla 1. Caracteristicas y secuencia de los iniciadores utilizados para la amplificacion de la B-globina y los microsatélites utilizados en este estudio.

Los iniciadores 5’ fueron marcados con los fluorocromos FAM (azul) o TET (verde).

Localizacion

Gen Tamaiio Alelos % Het Marcacion Secuencia
(Kbp)
A 5-'ACACAACTGTGTTCACTAGC-3’
B-globina 11p15.5 209 pb
5-'GAAACCCAAGAGTCTTCTCT-3'
5-'ATGTCCTCATTGGTGTTGTG-3’
D6S311 6q24 148543 229-276 pb 18 0,91 FAM
5-'GATTCAGAGCCCAGGAAGAT-3'
5-'CTCAGAGGATGCCATGTCTAAAATA-3'
D6S291 6p21 36373 168-200 pb 7 0,70 FAM
5-'GGGGATGACGAATTATTCACTAACT-3’
5-'GGCCTGAGCAGTGCAT-3’
D6S1618 6p21.3 34212 126-164 pb 14 0,87 TET
5-'TGATTCCTAATCTGCGGG-3’
5-'GCCCCTAACCTGCTTCTACTGA-3’
D6S1583 6p21.3 35273 149-193 pb 7 0,84 TET 5'GCAGATGGCCCCACTGAC-3'
5-'GCAACTTTTCTGTCAATCCA-3’
D6S273 6p21 31532 120-140 pb 8 0,76 TET
5-'ACCAAACTTCAAATTTTCGG-3'
5-'ACGTTCGTACCCATTAACCT-3'
D65265 6p21.3 29863 118-140 pb 12 0,78 FAM
5-'ATCGAGGTAAACAGCAGAAA-3’
5-"GCCCTATAAAATCCTAATTAAC-3'
D6S105 6p22 27624 144-170 pb 12 0,82 FAM
5-'GAAGGAGAATTGTAATTCCG-3’
5-'"TCAATCAAATCATCCCCAGAAG-3’
D65276 6p22 24062 197-230 pb 14 0,83 TET
5-'GGGTGCAACTTGTTCCTCCT-3'
5-'"TGCAAAACAGGCACACATAC-3’
D6S1617 6p25 5441 101-123 pb 15 0,86 TET
5-"TTAATCAATTTTCTGCAAAGATAAA-3’
5-'AAACATAGT-GCTCTGGAGGC-3'
D155209 15921 30667 189-212 pb FAM R
5-'GGGCTAACAACAGTGTCTGC-3
5-'GTGAGCCAAGATGGCACTAC-3’
D15S126 15921 26134 188-218 pb 1 0,82 FAM

5-'GCCAGCAATAATGGGAAGTT-3’

pb: pares de bases.

elongacién a 72 °C por 1,5 minutos), y un paso de
extension final a 72 °C por 10 minutos. La amplifi-
cacién se verificé por electroforesis en gel de agarosa
al 2%, con tincién de bromuro de etidio.

Amplificacion de los microsatélites

Para determinar la pérdida de heterocigocidad
(LOH) relacionadas con el sistema HLA se am-
plificaron 11 microsatélites, localizados en los cro-
mosomas 6 y 15 (figura 1) (23). E1 ADN obtenido
de las células tumorales microdisectadas y de los
PBLs fue analizado con nueve microsatélites del
cromosoma 6. Siete hibridan en la region 6p21.3,

(D6S291, D6S1618, D6S1583, D6S273, D6S265,
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D6S105, D6S276), uno hibrida en la regién 6p25
(D6S1617), y otro, en el brazo largo del cromosoma
6 en 6q24.3 (D6S311).

Para el estudio de la ,m se emplearon dos mi-
crosatélites, localizados en el cromosoma 15, en la
region 1521 (D15S209 y D15S126) (figura 1). La
secuencia y las caracteristicas de los iniciadores se
describen en la tabla 1.

La PCR se realizo siguiendo el protocolo descrito
en el 14" International Histocompatibility Works-
hop, 2002 (http://www.microbiol.unimelb.edu.
au/14ihiws/). Brevemente, la reaccion de PCR se
realiz6 en un volumen final de 25 puL de mezcla de
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Figura 1. Localizacion de los microsatélites utilizados para evaluar la LOH en la regién HLA'y B,m en los cromosomas 6 y 15, respectivamente. Un

panel de nueve marcadores de microsatélites fue seleccionado para el presente estudio. Siete marcadores estan localizados en el brazo corto del

cromosoma 6 en 6p21.3, cubriendo la regidén HLA: tres marcadores de microsatélites que flanquean el locus de HLA-A (D65265, D65105 y D65276);
uno adyacente al locus de HLA-B/C (D65273); uno adyacente al locus de TAP-1 (D65291); dos adyacentes al locus de TAP2 (D651618 y D651583); uno

que hibrida en la regién 6p25 (D651617), y el Ultimo se localiza en 6¢24.3 (D65311). Los otros dos marcadores utilizados en este estudio se localizan

en el cromosoma 15 en 1521 e hibridan en la regién adyacente al gen de la ,m (D155209 y D155126).

reaccion, la cual contiene: buffer de Taq polimerasa
1X, 10 pM de cada iniciador, 2 mM de dNTP, 1,5
mM de MgCl, y 0,25 U de Taq polimerasay 1 pL
de ADN de PBLs (normal) 0 4 pL. de ADN tumoral.
La reaccién de PCR se efectué bajo las siguientes
condiciones: un paso de denaturacién inicial a 96° C
por 5 minutos, 33 ciclos de amplificacion (denatura-
cién a 96 °C por 1 minuto, hibridacion a 55 °C por
2 minutos y una extensiéon a 72 °C por 1 minuto).
Por altimo, un paso de extensién final a 72 °C por 6
minutos. Los productos amplificados se analizaron

mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% con
tincion de bromuro de etidio.

Con el fin de optimizar el tiempo y los recursos
para realizar los ensayos de deteccion de LOH, se
hicieron PCR en multiplex, en las cuales se am-
plificaron tres productos diferentes en un mismo
tubo. Los iniciadores incluidos en la PCR multiplex
estaban marcados con diferentes fluorocromos o
diferian en el tamafo, lo que permiti6 realizar un
analisis simultaneo.
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Electroforesis capilar de los
productos amplificados

Con el fin de obtener la concentracién 6ptima del
producto de PCR para realizar la electroforesis capi-
lar, se efectuaron diluciones desde 1:10 hasta 1:200
en agua destilada estéril, segin la intensidad del
producto amplificado observado en el gel de agarosa.
Posteriormente, 1 pL de la dilucién del producto de
PCR fue resuspendido en 12 pL. de formamiday 0,5
pL del estandar interno de peso molecular TAMR A
500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
Las muestras fueron luego homogenizadas y denatu-
radas por 3 minutos a 95 °C. La electroforesis capilar
se realizé empleando el polimero POP4 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) por 30 minutos
a 60 °C en el secuenciador automatico ABIPrism 310
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

Analisis de LOH

Para determinar las LOH se compararon los re-
sultados de los electroferogramas obtenidos para
cada marcador en pares normal-tumor, por cada
sujeto analizado. El analisis se realizé mediante el
programa GeneScan (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA) y los alelos fueron asignados con
el programa Genotyper (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA). Para que el marcador sea
informativo, el producto de PCR obtenido a partir
del ADN de la muestra de sangre periférica debe
mostrar los dos alelos diferentes correspondientes
a un individuo heterocigoto. Si el individuo es
homocigoto, este marcador no se considera infor-
mativo para LOH.

La pérdida de heterocigocidad se definié como
la reduccién en la intensidad de la sefial de un
alelo en mas del 25% en las muestras tumorales, al
compararla con la intensidad de sefial de los alelos
presentes en las muestras de tejido normal (23). Las
LOH fueron calculadas asi:

Tamano de alelo tumoral 2 / Tamano del alelo tumoral 1
LOH=

Tamanio del alelo normal 2 / Tamano del alelo normal 1

Donde el alelo 2 es el alelo largo y el alelo 1 es
el alelo corto.
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Analisis estadistico

El porcentaje de heterocigocidad se calculé como
el cociente de individuos heterocigotos en muestras
de sangre periférica sobre el total de la poblacién
analizada. Para el porcentaje de LOH sélo se tuvo
en cuenta a los individuos heterocigotos en sangre
periférica aplicando la férmula anteriormente des-
crita. Para evaluar las diferencias de frecuencias de
LOH se utiliz6 el Test exacto de Fisher, que permite
analizar asociaciones entre dos variables cuando la
muestra por estudiar es demasiado pequefa. La
significancia se establecié cuando el valor de p fue
menor de 0,05.

Resultados

En este trabajo se obtuvieron muestras de 40 pacien-
tes; 8 con NIC III y 32 con cancer de cuello uterino
en diferentes estadios: I B (n=7), II B (n=11), III
- IV B (n=14), que no habian recibido tratamiento
previo. La edad promedio de las pacientes con NIC
III fue de 39 afios, y la de las pacientes con cancer
de cuello uterino fue de 42,3 afios.

Amplificacion de los microsatélites

Inicialmente se amplifico el gen de la -globina, con el
fin de determinar la calidad del ADN para realizar la
PCR de los microsatélites. Se observé una mayor am-
plificacién a partir del ADN extraido de sangre perifé-
rica comparada con la amplificacion realizada a partir
de las células tumorales microdisectadas (figura 2).
Estas diferencias se explican por la menor concentra-
cién de ADN tumoral, que est4 relacionada con el bajo
namero de células tumorales recuperadas durante la
microdiseccion (500 células aproximadamente), en
comparacién con las células nucleadas contenidas
en 200 pL de sangre periférica (aproximadamente
800.000 células), lo cual hace una relacién de 400
veces mas de células normales usadas para la PCR
(8.000 ws. 20 células).

Igualmente, se observéd una menor amplificacion
de microsatélites en el ADN obtenido a partir de
las células microdisectadas. Sin embargo, la calidad
del ADN tumoral fue adecuada, y se logré una sen-
sibilidad hasta de 10 pg para algunos marcadores,
lo que fue suficiente para realizar la PCR de los
microsatélites (figura 3).
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MPM 1 2 3 4 5 6 7 8
234 pb - B-globina
194 pb - 209 pb
234 pb - D6S311
4 229-276 pb

194 pb -

Figura 2. Comparacion de la amplificacion en sangre periférica y tumor. A. Amplificacién del gen de la 3-globina en sangre periférica (carriles impares)
y células tumorales microdisectadas (carriles pares). B. Amplificacion para el marcador D65311 en sangre periférica (carriles impares) y células tumorales

microdisectadas (carriles pares). MPM: marcador de peso molecular ¢X174 digerido con Hae lll.

4400 4800

100ng 10ng Tng 100pg 10pg 1pg

120-140 D6S273
118-140 - D65265
188-218 — D155126
168-200 ~ D65291

B

Figura 3. Amplificacion de microsatélites. A. Electroferograma de una PCR mdiltiple; cada pico (alelo) indica la presencia de un producto de PCR de un
peso molecular especifico. Se observé una mayor amplificacion con el marcador D65276, en verde (5 y 6), comparado con los otros dos marcadores
D65105, en azul (1y 2), y D651618, en verde (3 y 4). La sefal roja corresponde al estandar interno de peso molecular TAMRA 500. B. Determinacién
de la sensibilidad de los iniciadores para los microsatélites D65273, D65265, D155126 y D65291, utilizando diferentes concentraciones de ADN de

sangre periférica.
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Todas las muestras amplificaron mas de siete Determinacion de las pérdidas de
microsatélites, con un promedio de 9,5. En la figura hetgrocigocidad (LOH) en las regiones
4 se muestra el porcentaje de amplificacién para HLAvy Bzm en biopsias de pacientes con

c?’da unf)’ de los microsatélites; dicha amplifica- cancer de cuello uterino in situ e invasor
cién varioé entre el 59,4% (D6S265) y el 95,53%

(D15S209). En este estudio se analizé la pérdida de heterocigo-
cidad empleando once marcadores, que cubren las
regiones de HLA y B,m en los cromosomas 6 y 15,
respectivamente. La pérdida de heterocigocidad se
define como la reduccion de un alelo en mas del 25%
en las muestras tumorales cuando se compara con la
muestra control (DNA de PBLs de la misma pacien-
te), mientras que la pérdida de haplotipo se define
cuando existen més de 3 LOH en la region HLA.

% Amplificacion
8

D6S311
D65291
D6S1618
D651583
D6S273
D65265
D6S105
D65276
D6S1617
D155209
D155126

En la figura 5 se muestran ejemplos de los ana-
lisis de las pérdidas de heterocigocidad realizados
con el programa Genotyper para los marcadores
Figura 4. Porcentaje de amplificacion de cada microsatélite empleado D68105, D68291, D6S265 y D6S1617. Cuatro
en este estudio. tipos de electroferogramas fueron observados:
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Figura 5. Ejemplos de electroferograma obtenidos con diferentes marcadores de microsatélites de la region HLA clase | a partir de ADN de células

tumorales microdisectadas y ADN de células normales. Los casos A, B, Cy D ilustran LOH total de cuatro marcadores diferentes: D65105, D65291,
D6S265, D65S1617. La flecha indica un alelo con la sefal reducida (>25%) en el ADN tumoral, comparado con el control normal correspondiente. En
el caso E seilustra la retencion de la heterocigocidad, donde no hay reduccién de la seiial para ninguin alelo. El caso F corresponde a un homocigoto

para el marcador D65265. Cada pico (alelo) indica la presencia de un producto de PCR de un peso molecular especifico.
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LOH con reduccion en la intensidad de la sefial
>25% (figura 5A-C), LOH con pérdida total de un
alelo (figura 5D), retencion de la heterocigocidad
(figura SE) y homocigocia, donde ambos alelos son
iguales, y, por lo tanto, se observa una sola sefal
en la muestra de ADN normal y se considera no
informativo (figura 5F). En la figura 6A se muestran
los porcentajes de heterocigocidad obtenidos para
cada microsatélite.

A excepcién del marcador D6S291, todos los mi-
crosatélites mostraron porcentajes de hetorocigocia
superiores al 65%. En la poblaciéon del estudio para
los microsatélites analizados se observé un porcen-
taje de heterocigocidad entre el 51,8% (D6S291)
y el 95% (D6S311). En la figura 6B se observan
los porcentajes de LOH calculado sobre el total de
heterocigotos, los cuales variaron en un rango de

17,4% (D158S126) a 50% (D6S105).

En la figura 7 se muestran los resultados de pér-
didas de heterocigocidad y pérdidas de haplotipo en
las regiones 6p21.3 y 15q21 en los diferentes grupos
estudiados. En general, para la region 6p21.3 se ob-
servo una mayor pérdida de heterocigocidad en los
grupos de cancer mas avanzados. Cuando se realizo
el analisis por grupo (figura 7), en una de las ocho
pacientes con NIC III el analisis no fue informativo,
pues era homocigota para todos los marcadores que
se determinaron.

De las siete pacientes restantes, tres (42,9%)
presentaron LOH; de ellas, dos correspondian a pér-
didas de haplotipo que afectaban la region HLA de
clase I. De las siete pacientes con cancer en estadio I,
cuatro (57,1%) mostraron LOH en 6p; de ellas, dos
correspondian a pérdida de haplotipo que afectaba
una gran parte de la regién de HLA.

En el grupo de las pacientes con cancer en es-
tadio I1, 7 de 11 (63,6%) presentaron LOH en 6p;
de ellas, 6 correspondian a pérdida de haplotipo.
Por otra parte, 13 de las 14 pacientes con cancer en
estadios IIl y IV (92,9%) presentaron LOH en 6p;
de ellas, 8 correspondian a pérdidas de haplotipo.

El analisis de asociacion entre el estadio tumoral
y las perdidas de heterocigocidad empleando el test
exacto de Fisher no mostro diferencias significativas
entre los cuatro estadios analizados (NIC III vs.
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v
o
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Figura 6. Frecuencias de la heterocigocidad (A) y LOH (B) para cada

marcador analizado.

estadio I, estadio II o estadios I1I y IV); sin embar-
go, cuando se comparé entre las pacientes con NIC
III y las pacientes con céncer en estadios III y IV
se observo una diferencia significativa (p=0,026)
(figura 8). Cuando se realizé el analisis de pérdida
de haplotipo, incluyendo todos los marcadores ana-
lizados, se observé un mayor porcentaje de pérdidas
de haplotipo (57%) en el grupo de las pacientes con
CCU Il y IV, mientras que en los grupos de pacien-
tes con NIC III y CCU I el porcentaje de pérdida
de haplotipo fue menor (28%).

Para la region 15g21, donde se localiza el gen
de la B,m se observo una LOH en el 25,8 % de las
pacientes analizadas. Tres de las ocho pacientes con
NIC III pudieron ser analizadas; dos, para el mar-
cador D15S126; y dos, para el marcador D15S209.
Una de las pacientes fue homocigota para los dos
marcadores, mientras que las otras dos conservaron
la heterocigocidad.
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D6S311 D65S291 D6S1618 D6S1583 D6S273 D6S265 D65105 D65276 D6S1617 D15S126 D155209

NICII 129 HL
NICIII 130 HL
NICII 136 RET
NICII 158 RET
NIElll 553 5

218 LOH
NICII 223 RET
NICHI 319 RET
1Al 124 LOH
IBI 317 HL
1Bl 224 RET
1Bl 309 LOH
1Bl 380 RET
IBI 311 HL
IBII 122 RET
A 335 HL
B 183 HL
B 132 RET
IIB 101 LOH
IIB 287 RET
B 316 RE
IIB 120 RET
1B 337 RET
B 342 i
1B 324 HL
B 121 HL
B 358 L
B 106 RET
B 171 LOH
B 340 LOH
B 368 HL
B 299 HL
B 300 HL
B 302 HL
B 310 HL
B 321 LOH
B 328 HL
IVA 318 LOH
IVB 227 HL
IVB 336 LOH

LOH RET NI ND
LOH: pérdida de heterocigocidad. NI: no informativo.
RET: retencion de la heterocigocidad. ND: no determinado.

Figura 7. Resumen de los datos de LOH para los diferentes microsatélites analizados en los grupos de pacientes con CCU.
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Figura 8. Comparacion de LOH en funcién del estadio tumoral.
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De las siete muestras de las pacientes en estadio
que pudieron ser analizadas, dos (28%) presentaron
LOH en uno de los marcadores, cuatro retuvieron
la heterocigocidad y una fue homocigota.

En el grupo de las pacientes en estadio II, de las
nueve que pudieron ser analizadas solo dos (22%)
mostraron LOH; las siete restantes retuvieron la
heterocigocidad en uno de los marcadores y fueron
homocigotas para el otro marcador.

De las 14 pacientes en estadio II1 y IV, 12 pudie-
ron ser analizadas. De ellas, 4 (33%) presentaron
LOH en un marcador, 4 retuvieron la heterocigo-
cidad y 3 fueron homocigotas.
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Discusion

La adquisicién de nuevas caracteristicas genéticasy
fenotipicas por parte de las células tumorales con-
duce ala evolucion de variantes tumorales genética-
mente inestables, capaces de evadir la respuesta del
sistema inmune. El principal factor que contribuye
al surgimiento de estos clones alterados es la inmu-
noseleccion llevada a cabo por las células T, las cua-
les reconocen los antigenos tumorales presentados
en las moléculas de HLA clase I. Asi, una alteracién
en la expresién de las moléculas de HLA clase I en
las células tumorales constituye un mecanismo de
escape de la respuesta inmune antitumoral durante
la progresién del cancer (17,25).

La alta frecuencia de LOH en la regién 6p21.3,
donde se localizan los genes que codifican para
las moléculas de HLA, puede afectar dramatica-
mente la respuesta inmune antitumoral (25-30)
al restringir la variedad de moléculas de HLA
que pueden ser expresadas en la superficie celular
para presentar antigenos asociados a tumor a los
linfocitos T citotoxicos. Numerosos estudios en
cancer han mostrado una alta incidencia de LOH
en esta region; sin embargo, no existe suficiente
informacién acerca de la frecuencia de las pérdidas
de heterocigocidad en la regiéon de HLA durante la
progresion tumoral.

En el presente estudio se analiz6 la LOH en la
regi6on que contiene los genes HLA, mediante el
empleo de un panel de 11 marcadores de micro-
satélites: 7 localizados en 6p21.3; uno, en 6p 25;
uno, en 6q; y dos, para B,m, localizados en 15¢21,
en 40 pacientes con cincer de cuello uterino en
diferentes estadios.

Hasta la fecha han sido definidos 7 fenotipos
alterados de HLA. Estos fenotipos tumorales son
producidos durante la seleccién inmune (31-33), y
han sido definidos como: fenotipo I, pérdida total
de HLA clase I; fenotipo II pérdida de haplotipo
HLA,; fenotipo III, pérdida de locus HLA-A, -B o
-C; fenotipo IV, pérdida alélicas de HLA; fenotipo
V, fenotipo combinado (pérdida de haplotipo y des-
regulacion del locus HLA-A, -B o -C); fenotipo VI,
no respondedor a IFN-g; fenotipo VI, desregulaciéon
de moléculas de HLA-A, -B y -C y expresiéon de
moléculas de HLA E. Todos estos fenotipos pueden

ser encontrados en varios tumores, dependiendo de
su origen o del carcindégeno que induce el tumor
(17,34).

El fenotipo II o pérdida de haplotipo de HLA
esta asociado a la pérdida de heterocigocidad
(LOH) causada, a su vez, por la pérdida de una
copia del cromosoma 6 o la pérdida de un frag-
mento de DNA que contiene los genes de HLA-A,
-B y -C. Este fenotipo se ha descrito en muchos
tumores y es un mecanismo implicado en el de-
sarrollo de alteraciones irreversibles en la expre-
sion de HLA-I. Se ha reportado que la LOH en
6p21.3 se asocia a la regulacién negativa de la
expresion de HLA-I en carcinoma escamoso de
esofago (35). En este estudio se observé LOH en
el 46,8% de las pacientes con cancer invasor, y este
resultado coincide con lo reportado en estudios
previos, en los que se ha observado un porcentaje
similar en pacientes con céncer invasor, utilizando
marcadores relacionados (D6S276, D6S1624 y
D6S1583) (36).

Varias lineas de evidencia indican que las alte-
raciones en la expresion de HLA clase I juegan un
papel importante en el curso clinico de la progresién
maligna. En el presente estudio se observé una
mayor frecuencia de LOH en la region de HLA
clase I en los estadios mas avanzados de CCU, en
comparacion con NIC-III. Las frecuencias obser-
vadas para LOH fueron: 42,9% para el grupo de
NIC-III; 57% para el grupo de CCU en estadio I;
63,6% en el estadio Iy 92,85% para el grupo de
las pacientes en estadios mas avanzados (Il y IV).
Adicionalmente, el mayor porcentaje de pérdidas
de haplotipo (57%) se observé en el grupo de las
pacientes con CCU en estadios III y IV, mientras
que en el grupo de las pacientes con NIC-IIIy CCU
estadio I se observo el menor porcentaje de pérdida
de haplotipo (28%).

Si bien estos resultados presentan algunas
diferencias con los reportados por Chatterjee,
quien observé una mayor frecuencia de LOH en
lesiones intraepiteliales de alto grado (91,7%)
(37), las frecuencias observadas en este trabajo
son similares a las reportadas en otros estudios,
y apoyan el concepto de que las LOH en 6p21.3
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constituyen un evento temprano en el desarrollo
del cancer de cuello uterino (38-40) y, adicio-
nalmente, pueden contribuir a los mecanismos
de escape del control de la respuesta inmune an-
titumoral y la progresién tumoral (25,34,41,42).
Estudios previos han reportado que la progresion
del carcinoma in situ a invasivo requiere LOH en
6p21.3, 8 y 4q26-28 (11).

La pérdida en la expresion de la ,m es un evento
relacionado con mecanismos que pueden también
conducir a la pérdida total de la expresién de HLA-I
(43-45). Esta alteracion involucra frecuentemente
mutaciones en una copia del gen de la B,m (44,45).
Sin embargo, también han sido reportadas LOH en
el cromosoma 15, donde se ubica el gen de la B,m,
e, incluso, se ha observado que las LOH son mas
frecuentes que las mutaciones del gen B,m en las
lineas tumorales.

Estudios en tumores laringeos han reportado
hasta un 41% de LOH en el cromosoma 15 (11). En
este estudio se observo una LOH en la regién 15g21
en el 25,8% de los casos analizados. Este porcentaje
de LOH fue menor que el observado en otros tipos
tumorales. En carcinoma escamo celular del eséfago
se report6é un 65,31% de LOH para el marcador
D15S209, y un 69,39% de LOH para el mar-
cador D15S126 (35). Sin embargo, estas diferencias
pueden deberse a la dificultad para amplificar los
marcadores utilizados en el estudio.

Ademas, contrariamente a lo reportado en otros
estudios —en los cuales se ha observado que la LOH
en la regién 15g21.3 se correlaciona a menudo con
metastasis en cancer de cabeza y cuello (46)—,
en este estudio no se observé ninguna diferencia
entre los diferentes estadios analizados. Tales dis-
crepancias pueden relacionarse con el tipo y origen
del tumor.

Para definir los diferentes fenotipos de HLA cla-
se I en los tumores humanos se ha requerido una va-
riedad de técnicas inmunoquimicas y moleculares.
Por ejemplo, el uso de anticuerpos monoclonales,
que reconocen alelos de HLA clase I especificos,
hace posible definir alteraciones especificas en la
expresion de estas moléculas. Sin embargo, existe
un namero importante de alelos que no pueden ser
definidos por la falta de un AcM apropiado.
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El empleo de otras técnicas, como el anélisis de
las LOH basado en la amplificacién de microsatéli-
tes en la region de HLA a partir del ADN de tejido
tumoral y su correspondiente control normal, ha
permitido discriminar entre diferentes fenotipos
alterados, tales como los fenotipos II, III, IV y V,
los cuales pueden tener un valor pronéstico en el
seguimiento clinico e inmunoterapéutico.

En general, en el presente estudio se observé una
clara relacion entre un incremento progresivo de las
LOH y pérdida de haplotipo con la progresion del
tumor en las pacientes con cancer de cuello uteri-
no. Estos resultados soportan la hipétesis de que la
LOH en laregién 6p21.3 contribuye al desarrollo de
nuevas variantes de evasion tumoral seleccionadas
por el sistema inmune, capaces de evadir el control
de la respuesta inmune antitumoral, y asi continuar
con la progresién tumoral.

El entendimiento de los mecanismos genéticos
involucrados en el escape de las células tumorales
del control del sistema inmune y la caracterizacién
especifica del fenotipo alterado de HLA clase I
mediante el analisis de LOH podrian, en futuros
estudios, contribuir a la identificacién de biomarca-
dores de progresién tumoral, asi como al desarrollo
de estrategias inmunoterapéuticas especificas.
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