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1. ABREVIATURAS DE USO FRECUENTE
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2. RESUMEN

En México el Cancer Cérvico Uterino (CaCu) es la segunda causa de muerte por neoplasias
entre las mujeres mayores de 25 afios, lo cual representa un problema de salud que afecta a las
mujeres en edad reproductiva. Se ha encontrado que el desarrollo CaCu o lesiones precursoras
esta asociado con la infeccion por VPH; asi como con la genética del hospedero, la cual
influye en la respuesta inmune tras condicionar a aquellos que estan en riesgo para evolucionar
a carcinoma invasor. El gen MICB esta involucrado en la respuesta inmunoldgica innata del
hospedero y presenta asociacion con diferentes tipos de canceres epiteliales; por tal motivo el
objetivo de este trabajo fue la tipificacion del gen MICB en un grupo de pacientes con lesiones
intraepiteliales escamosas en cérvix y mujeres sanas de la Ciudad de México, para identificar
una posible asociacion de la frecuencia alélica y/o genotipica con este padecimiento; ya que la
caracterizacion mediante un analisis genético de los genes involucrados en el desarrollo de
esta enfermedad constituye un instrumento poderoso para revelar las vias que estan
involucradas en su predisposicion o progresion. La n estimada para cada uno de los grupos de
estudio fue de 50 participantes; el grupo control estuvo conformado por 211 mujeres sanas
negativas al Papanicolaou, mientras el grupo de pacientes contd con 195 mujeres positivas a
VPH organizadas por clasificacion de Bethesda con 62 para LIEAG y 133 para LIEBG. Se
genotipificé a cada uno de ellos mediante la técnica de PCR-SSOP utilizando un amplificado
del exén 2 al 5 y 47 sondas de oligonucledtidos diferentes. Las frecuencias genotipicas de
nuestros grupos de estudio se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg. Las frecuencias
alélicas y genotipicas no muestran asociacion con el desarrollo de Lesiones Intraepiteliales
Escamosas de Cérvix ni con ninguno de sus grados obteniendo valores de pc > 0.05, tras
realizar el andlisis estadistico mediante p exacta de Fisher con correccion de Bonferroni. La
combinacion alélica 00502/*010 no pudo ser diferenciada debido a que la variante se
encuentra dentro del exén 6 que no se amplifico, ésta fué la mas frecuente tanto en el grupo
control (65.9%) como en el de pacientes (70.5%). Se encontraron nuevas variantes intronicas
en los alelos *00201 y *00401 en ambos grupos las cuales se identificaron por cambios en el
patrén de hibridacién de las sondas de oligonucleétidos, originando la posibilidad de nuevas

varientes alélicas dentro de la poblacion de estudio.
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3. MARCO TEORICO
1.1 LESIONES INTRAEPITELIALES ESCAMOSAS DE CERVIX

1.1.1 Caracteristicas de las Lesiones Intraepiteliales Escamosas
Con la altima clasificacion de Bethesda en el afio 2001 se origind el concepto de lesiones
intraepiteliales escamosas; las cuales se dividen en: lesiones intraepiteliales escamosas de bajo
grado (LIEBG) designadas por una infeccion productiva con gran formacion de viriones
complejos, presentados en las células superficiales con signos de coilocitosis; y lesiones
intraepiteliales escamosas de alto grado (LIEAG) que son las neoplasias invasoras, donde el
DNA viral se encuentra habitualmente integrado en el DNA celular y a la histologia todo el
epitelio esta formado por células inmaduras de tipo basal. (Solomon et al., 2004). En las
LIEBG (LSIL = low-grade squamous intraepithelial lesions) quedan incluidas las infecciones
por papilomavirus humano y la displasia leve o NIC | mientras en las LIEAG (HSIL = high-
grade squamous intraepithelial lesions) quedan agrupadas las displasias moderada o NIC 11y
severa 0 NIC 11 (Broso et al., 1993). Asimismo las LIEBG se caracterizan por su alto indice
de regresion espontanea mientras las LIEAG por presentar la posibilidad de progresion a

cancer invasor (Kurman et al., 1994, Solomon et al., 2002).

1.2 CANCER CERVICO UTERINO

1.2.1 Definicion de Cancer Cérvico Uterino
El cancer es una enfermedad crdnica degenerativa caracterizada por un crecimiento no
controlado, dismedido y desordenado de células que puede afectar a casi cualquier tejido del
cuerpo humano (Farfan-Muiioz et al., 2004, Rojas-Hernandez, 2006). Esta enfermedad
multifacética altera el mecanismo de replicacion de una célula, e invade y coloniza territorios

que normalmente estan reservados para otras células (Lodish et al., 2002).

Existen diversos tipos de cancer que se clasifican de acuerdo con el tejido y tipo celular de
origen. Asi, el cancer que se desarrolla en las células de tejido glandular se denomina
adenocarcinoma (Cortinas, 1998), aquel que se produce en tejido conjuntivo o células

musculares y vasculatura es llamado sarcoma, también se encuentran las diversas formas de

11



leucemia y linfomas derivadas de células hematopoyéticas y tejido linfoide, el cancer
originado en el sistema nervioso y el ojo es conocido como glioma y retinoblastoma; y por
ultimo el que se genera en las células epiteliales es un carcinoma (Alberts et al., 1996), como
es el caso del Cancer Cérvico Uterino (CaCu).

El CaCu se caracteriza por el crecimiento anormal y diseminado de células del epitelio
cervical multilaminar que al desarrollarse en forma incontrolada, avanza entre los tejidos
normales y los destruye, alterdndose asi el funcionamiento del organismo (Alberts et al.,
1996, Steven, 2000).

1.2.2 Evolucion natural del Cancer Cérvico Uterino
La evolucion natural de esta enfermedad implica la progresion gradual por etapas de acuerdo a
la proporcion del grosor del epitelio cervical comprometido (Richart, 1990).

Normalmente en el epitelio del cuello uterino la proliferacion se produce solo en la capa basal,
generando células que entonces se desplazan hacia la superficie exterior, diferenciandose a lo
largo de este desplazamiento en células aplanadas ricas en queratina, que no se dividen y que
finalmente se descaman de la superficie (Alberts et al., 1996). Sin embargo, cuando se
presenta una infeccidn persistente y cronica por uno o0 mas de los tipos oncogénicos de
papilomavirus humano, este tiende a causar lesiones en un area conocida como unién escamo-
columnar (UEC) o zona de transformacion; area donde el epitelio escamoso estratificado no
queratinizado del exocérvix contacta y gradualmente es sustituido por epitelio columnar del
endocérvix, desarrollando la neoplasia intraepitelial cervical (NIC) grados I-11l (Steven,
2000). La evolucién a cancer invasor, a partir de la lesion inicial, puede durar de 10 a 20 afios
y no todas las mujeres que presentan las lesiones precursoras desarrollan la forma invasora de
esta enfermedad (Kiviat, 1996, Cortinas, 1998) Fig. 1.
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Fig. 1. Historia Natural del Cancer Cérvico Uterino, su progresion a partir de la
infeccion por VPH hasta Cancer Invasor (Modificado de Woodman et al., 2007).
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Las lesiones premalignas mas leves son las NIC I, que consisten en la presencia de células
anormales en una tercera parte del epitelio, conservando las otras dos su arquitectura normal.
El siguiente cambio; NIC Il, consiste en la aparicion de células anormales en dos terceras
partes del epitelio, presentando diferenciacién persistente pero anormal hacia las capas de
ceélulas espinosas y queratinizadas. A medida que la enfermedad avanza, hay una pérdida
progresiva de la diferenciacion que afecta a mas capas del epitelio, hasta que éste queda
sustituido totalmente por células anormales, que no muestran ninguna diferenciacion en su
superficie; esta lesion pertenece a NIC 111 o el llamado céncer in situ (CIS); donde las células
anormales todavia estan confinadas en el lado epitelial de la lamina basal (Coppleson et al.,
1993). Cuando las células neoplésicas del epitelio cervical logran invadir el estroma hasta la
profundidad méxima de 3 mm bajo la base del epitelio y no hay datos de invasion del espacio
vascular linfatico se le llama céncer cérvico uterino microinvasor, pero si la profundidad
excede de 3 mm o hay invasion del espacio linfatico vascular, la lesion se considera como
cancer cérvico uterino invasor (Depriest et al., 1990); donde las células se escapan del epitelio
cruzando la lamina basal y empiezan a invadir el tejido conjuntivo subyacente con la habilidad
de entrar al torrente sanguineo o en vasos linfaticos y formar tumores secundarios o metastasis

en otros lugares del cuerpo (Alberts et al., 1996).

1.2.3 Sistemas de Clasificacion del Cancer Cérvico Uterino
Existen muchos sistemas en el mundo para clasificar y denominar las lesiones precursoras del
Cancer Cérvico Uterino tomando como base la citologia y la histologia (Lopez-Cruz et al.,
2006). Las clasificaciones conocidas han evolucionado desde que George N. Papanicolaou en
1954 disefio el primer sistema de notificacion, hasta el actual Sistema de Bethesda 2001
(Waxman, 2005) Cuadro 1.

14



Cuadro 1. Evolucion en orden cronologico de los Sistemas de Clasificacion de las
Lesiones Precursoras al Cancer Cérvico Uterino (Solomon et al., 2002).

Sistema
Papanicolaou

George N.
Papanicolaou

Clase | (Benigno)

Clase Il (Atipia
metaplasia/displasia)

Clase 111 (Sugestivo
para malignidad)

Sistema
Descriptivo

James. W. Reagan
/ OMS

1953/1968

Negativo a células
malignas

Atipia inflamatoria

Atipia escamosa

Atipia coilocitica

Displasia leve

Sistema NIC

Ralph. M. Richart

Normal

Atipia coilocitica,
condilomaplano sin
cambios epiteliales

NIC |

Sistema Bethesda

United States National Cancer Institute

Dentro de limites
normales

Cambios reactivos

LIEBG

Dentro de limites
normales

Cambios celulares
benignos

ASCUS a favor de
cambios reactivos

ASCUS a favor de
LIEBG

Negativo para lesion
intraepitelial

Anomalias de
células epiteliales

Clase IV (Positivo a
malignidad)

Displasia moderada NIC 11
NIC 111
Carcinoma in-situ

Carcinoma invasor

Clase V (Positivo para | Carcinoma invasor Carcinoma invasor Carcinoma invasor Carcinoma invasor

invasor)

AGC
AIS
Adenocarcinoma

*La clasificacion citoldgica utilizada en el cribado hace uso del Sistema Papanicolaou y Bethesda mientras la clasificacion

histolégica utilizada en el diagnostico recurre al Sistema Descriptivo y NIC.
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1.2.4 Epidemiologia del Cancer Cérvico Uterino

A nivel mundial, el cancer es la principal causa de mortalidad, se le atribuyen 7.9 millones de
defunciones ocurridas en el 2007. Las incidencias de mortalidad més frecuentes en las mujeres
son por céncer de mama, pulmon, estomago, colon-recto y cuello uterino (OMS, 2009). El
Céancer Cérvico Uterino es la segunda neoplasia ginecoldgica mas frecuente a nivel mundial
entre todas las neoplasias malignas que afectan a las mujeres, con diferencias en la incidencia
y prevalencia de acuerdo con el nivel de desarrollo de los paises (Parkin et al., 2005). En el
2005, se registraron mas de 500 000 nuevos casos de CaCu, de los cuales 90% correspondia a
paises en desarrollo, alrededor de 260 000 mujeres fallecieron de la enfermedad y cerca del
95% de esas defunciones ocurrieron dentro de paises en desarrollo. La incidencia y mortalidad
a causa de dicho cancer difiere considerablemente entre paises desarrollados y en vias de
desarrollo (OMS, 2007); siendo mayor en estos ultimos donde los programas de deteccion
precoz no han sido exitosos (Berek, 2000), debido a las diferencias en el acceso a los servicios
y calidad de los mismos, la ubicacidn geogréfica, la situacion socioeconémica y la educacion,
asi como aspectos culturales y psicosociales (Lewis, 2004).

Las mayores tasas de incidencia de CaCu normalizadas por edad se han encontrado en
América Central y América del Sur, Africa Oriental, Asia Meridional y Sudoriental y
Melanesia, afectando raramente a las mujeres menores de 30 afios y siendo mas frecuente en
las mujeres de mas de 40 afos edad. (OMS, 2007) Fig. 2.

N. AMERICA
14,670

EUROPA

s
fASIA

265,884

Fig.2. Numero estimado de casos de Cancer Cérvico-Uterino por Region. Tasa de
incidencia ajustada por edad de cada 100,000 mujeres por afio. (OMS, 2007).
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En la Regidn de las Américas, se pronosticaron 92 136 casos y 37 640 defunciones por CaCu,
de las cuales 83.9% correspondia a América Latina y un 81.2% al Caribe respectivamente;
presentando estas dos zonas algunas de las tasas de incidencia y mortalidad por este tipo de
cancer mas altas del mundo, s6lo superadas por las de Africa Oriental y Melanesia (Lewis,
2004). De los paises Latinoamericanos en México, para el 2007, el cancer representd la tercera
causa de muerte entre las mujeres con 35 303 defunciones (15.4%); siendo el cancer de mama
(13.8%), de cuello del dtero (12.1%) e higado (7.6%) los tres principales tipos de cancer que
causaron fallecimientos en las mujeres, determinandose que el CaCu fue la segunda causa de

muerte por neoplasias entre las mujeres mayores de 25 afios durante este afio (INEGI, 2009).

La mortalidad del CaCu en México muestra gran heterogeneidad en diferentes regiones del
pais, donde la region Central, tiene la tasa de mortalidad mas baja y el riesgo mas bajo de
muerte por cancer cérvico uterino, mientras que la region del sur tiene la tasa y el riesgo de
mortalidad mas altos (Illades-Aguiar, 2008). Durante el afio 2000, el 61% de las defunciones
por cancer cérvico uterino ocurrieron en 10 entidades federativas del pais: Estado de Meéxico,
Veracruz, Distrito Federal, Jalisco, Puebla, Oaxaca, Michoacan, Guanajuato, Chiapas y
Guerrero. Sin embargo, los estados con mayores tasas de mortalidad por cada 100 000 mujeres
de 25 afos y mayores fueron: Nayarit, Morelos, Yucatan, Chiapas, Campeche, Veracruz,
Michoacan, Guerrero y San Luis Potosi, con cifras superiores a 22 defunciones por cada
100,000 mujeres de 25 afios y méas (Frenk-Mora et al., 2002) Fig. 3.

Estados con mayor nimero de casos Tasa de mortalidad

N de220a30.4
] del70a218
[ delZlal6d

[ Entidades federativas que concentran el 61% del total de
muertes por Cancer Cérvico Uterino ocurridas durante el

afio 2000.

Fig. 3. Mortalidad por Cancer Cérvico Uterino en México durante el afio 2000 (Frenk-
Mora et al., 2002).
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1.2.5 Factores de riesgo para el Cancer Cérvico Uterino
Los factores que pudieran influir en el riesgo de la progresion a LIEAG son: factores gineco-
obstétricos, socioeconomico-demograficos, relacionados con la salud, factores virales y del
hospedero.

Entre los factores gineco-obstétricos de riesgo para contraer cancer cérvico uterino estan: edad
temprana al primer embarazo, multiparidad, nunca haberse realizado un estudio citoldgico,
abortos y anticoncepcion hormonal (Kjellberg et al., 2000, Tamayo, 2002); porque la zona de
transformacién del exocérvix es mas grande durante la pubertad, el embarazo, los
traumatismos cervicales en el momento del parto y en mujeres que han tomado
anticonceptivos orales durante largo tiempo. Esto puede aumentar la exposicion al VPH y
facilitar la infeccion (OMS, 2007); promoviendo la integracion del DNA viral al genoma del
hospedero y estimular la transcripcion de los oncogenes virales E6 y E7 involucrados en la

carcinogeénesis (Castellsague et al., 2003).

Los factores de riesgo relacionados con las condiciones socioecondmico-demogréaficas son: la
edad; ya que la mayoria de las mujeres se infectan poco después del inicio de la actividad
sexual con mayor prevalencia en mujeres mayores de 25 afos (Castaieda-Iiiguez, 1998) vy el
nivel socioecondmico bajo que estd asociado con ingresos econéomicos precarios y
analfabetismo, ademas de acceso limitado a los servicios de salud, ocasionando ausencia de

antecedentes de citologia vaginal (Tamayo, 2002).

También estan los factores asociados a la salud como el estado nutricional deficiente en
folatos, carotenoides, retinoides y vitaminas A, C y E (Castaiieda-Iiiiguez, 1998,
Walboomers et al., 1999, Berek et al., 2000,), el tabaquismo (Kjellberg et al., 2000, Franco
et al., 2001) ya que se ha demostrado que los productos de desecho y metabolitos
carcinogenos del cigarrillo (entre otros la nicotina y la cotidina) se encuentran en las
secreciones cérvico vaginales y éstas sustancias pueden dafiar directamente el DNA de las
celulas cervicales (Castellsague et al., 2003), inhibiendo la presentacion de antigenos por
parte de las células de Langerhans, evitando posiblemente el reconocimiento del VPH por el

sistema inmune (Berek et al., 2000), las infecciones de transmision sexual concomitantes y
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persistentes (Walboomers et al., 1999, Berek et al., 2000, Smith et al., 2002) debido a la
produccion de radicales libres y el desarrollo de la inestabilidad genética (Smith et al., 2002)
y la inmunosupresion (Berek et al., 2000, Alliance for Cervical Cancer Prevention, 2004)
por presentar una mayor susceptibilidad de contraer los tipos de VPH altamente oncogeénicos
asi como lesiones precursoras de manera mas rapida (De Sanjose et al., 2002, Clarke et al.,
2002, Gaffikin et al., 2003).

Aun cuando se ha comprobado que la infeccién por tipos de VPH oncogénicos es el principal
factor de riesgo para desarrollar cancer cérvico uterino, se ha demostrado que la infeccién
persistente es también una causa necesaria, pero no la Unica suficiente para que las lesiones
precursoras evolucionen a cancer (Walboomers, et al., 1999, Wick, 2000). Otros factores
relacionados con el comportamiento sexual que incluyen: inicio de vida sexual activa a edad
temprana (heterosexual), nimero de parejas sexuales, la cervicitis, antecedentes de infecciones
de transmision sexual y relaciones con parejas sexuales promiscuas se les considera en la
probabilidad de contraer el VPH, pero no como factores para la evolucion de la infeccion por
VPH a cancer (Alliance for Cervical Cancer Prevention, 2004, OMS, 2007). Asi mismo;
algunos factores del hospedero que pueden actuar influyendo en la inmunidad, como la
genética, estan intimamente relacionados (Magnusson et al., 1999, Kjellberg et al., 2000); ya
que distintos polimorfismos en los genes de HLA (Franco et al., 2001), especificamente
algunos haplotipos, se han relacionado con susceptibilidad o resistencia a las infecciones
virales (Gostout et al., 1996, Magnusson et al., 1999, Fowler et al., 2004) y una mayor
facilidad para la progresion de NIC a cancer (Gostout et al., 1996, Fowler et al., 2004,
Lerma et al., 2005).

1.2.5.1 Virus del Papiloma Humano y Cancer Cérvico Uterino
Los papilomavirus son un género de virus agrupados, por su tumorigenicidad y la homologia
de su secuencia de DNA, que afectan a vertebrados (Jensen, 1990, Schiffman, 1995). Estos
son virus epitelio-tropicos (zur Hansen, 1996) que tienen su propia predileccion de tejido y
espectro de enfermedad (Schiffman, 1995), mostrando cada tipo un tropismo particular por
sitios anatomicos especificos; siendo comunes en las infecciones de piel y mucosas del tracto

oral, respiratorio y anogenital (Jensen, 1990).
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Actualmente casi 100 tipos de VPH han sido descritos en seres humanos (Muiioz, 2003, de
Villiers, 2004, Torres, 2004) y se han identificado mas de 50 tipos diferentes que infectan los
tractos anales y genitales principalmente. Los VPH genitales son clasificados de acuerdo con
su potencial de producir transformacién maligna (Muiioz, 2003). En el 2005 se lleg6 a la
conclusion de que los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 66 son cancerigenos
para los seres humanos y han sido clasificados como de alto riesgo o tipos oncogénicos
(Cogliano, 2005). Aunque algunos autores consideran que es arbitrario clasificar al VPH 66
como cancerigeno y proponen que este papilomavirus asi como los tipos 26, 53, 68, 73 y 82
deben ser considerados probablemente cancerigenos. Los VPH 6, 11, 13, 40, 42, 43, 44, 54,
61, 70, 72, 81, 89 estan clasificados como tipos de bajo riesgo, mientras para los VPH 2a, 3, 7,
10, 27, 28, 29, 30, 32, 34, 55, 57, 62, 67, 69, 71, 74, 77, 83, 84, 85, 86, 87, 90, 91 el riesgo de
cancer cervical es indeterminado (Muiioz, 2006); mientras el VPH 55 fue reclasificado como
un subtipo de VPH 44 y es considerado como de bajo riesgo (Calleja-Macias, 2005).

Los tipos mas frecuentes que causan cancer son el 16 y el 18; los cuales se encuentran
aproximadamente en el 70% de todos los canceres cérvico uterinos comunicados. Otros tipos
oncdgenos (por ejemplo, el 31, el 33, el 45 y el 58) son menos frecuentes y su prevalencia
puede variar segun la zona geografica, mientras los tipos de VPH de bajo riesgo 6 y 11 no se

asocian con cancer, pero causan verrugas genitales (OMS, 2007).

Los virus del papiloma humano infectan células epiteliales escamosas de sitios epiteliales y
mucosos a través de dos moléculas de la familia de las integrinas a6l y a6p4 que fueron
identificadas como los receptores del VPH, las cuales estan expresadas en la superficie de las
células basales (Evander et al., 1997). El genoma del VPH se encuentra como episoma en el
nacleo de células infectadas de cérvix normal; sin embargo, en algunas LIEBG y en la
mayoria de las LIEAG de cuello uterino, incluyendo el cancer, el genoma del VPH se ha
encontrado integrado en el genoma de hospedero (Lehn, 1988). Durante la integracion del
DNA de VPH se produce la pérdida de los genes tempranos E1 y E2 (tiles para la replicacion
viral extracromosomal; la pérdida de E2 resulta en la expresion incontrolada e incrementada
de las oncoproteinas E6 y E7, cuya funcién es la inmortalizacion y transformacion celular

(Doobar, 1991, Jeon, 1995). Esto resulta en la transformacion maligna de las células
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hospederas y la formacion del tumor, ya que estas proteinas interactian con las proteinas
celulares p53 y pRB, provocando su degradacion y el desajuste del ciclo celular (Scheffner,
1990, Boyer, 1996); pues estan involucradas en su control, la apoptosis y la inestabilidad
genomica (Fan, 2004), que parece ser particularmente importante para el establecimiento y el

desarrollo de un tumor invasor (Nishimura et al., 2000).

1.2.5.2 Susceptibilidad genética e inmunologica al Cancer Cérvico Uterino
Las diferencias genéticas del hospedero influyen en la respuesta inmunitaria y podrian
condicionar a aquellos que estan en riesgo para la evolucién al carcinoma invasor, pues se ha
demostrado que la susceptibilidad genética juega un papel importante en el desarrollo de
muchos canceres humanos (Chaudhuri et al., 2000).

En los Gltimos afios, algunos loci polimorficos dentro y fuera de la region del Complejo
Principal de Histocompatibilidad (MHC) se ha identificado que pueden influir en el resultado
de procesos infecciosos por VPH y su progresion a cancer cérvico uterino (Maciag et al.,
1999, Kwiatkowski, 2000a, Hill, 2001). EIl polimorfismo de un solo nucleétido (SNPs) en
estos loci modifica la respuesta inmune a agentes infecciosos alterando el balance de las
respuestas inmunes celular y humoral (Maciag, 1999, Kwiatkowski, 2000b, Hill, 2001). Asi
la influencia de un polimorfismo del MHC en una correcta o defectuosa presentacion
antigenica, se relaciona con la posible susceptibilidad o resistencia a infeccion por VPH vy el
desarrollo de enfermedades neoplasicas como el CaCu (Marinic et al., 2000); pues cambios
en la expresion de estas moléculas, tanto en la célula neoplasica como en los componentes
celulares de la respuesta inmune pueden alterar el reconocimiento de los antigenos tumorales
(Bateman et al., 1999, Koopman et al., 1999, Gudmundsdottir et al., 2000).

Pero existen algunos mecanismos que pueden actuar para reconocer, suprimir, y/o eliminar
células tumorales. Uno de los mecanismos clave en la inmunidad adaptativa involucra el
reconocimiento del complejo MHC/péptido por células T, donde las células tumorales que
expresan productos de oncogenes mutados pueden ser eliminadas in vivo por células T CD8"
especificas para tumor que reconocen estos complejos. Sin embargo, algunas células

tumorales pueden librarse de la deteccidn y sobrevivir cuando los productos del gen mutado en
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cuestién no son presentados como complejo MHC / péptido (Wu et al., 2003b). Por otro lado
la respuesta inmune innata detecta a una gran variedad de células anormales con
transformacion celular, infeccion y estres, especificamente en aquellos casos en que la
expresion de moléculas del MHC clase | se ha perdido o ha disminuido su regulacion, donde
las células NK pueden reconocer y matar células que sobreexpresaron los ligandos de NKG2D
(Wu et al., 2003b).

Evidentemente estos dos mecanismos inmunoldgicos son complementarios y trabajan en
diferentes etapas de la interaccion del hospedero con el tumor, proveyendo la proteccion in

vivo contra la persistencia de diferentes clases de células tumorales (Nakachi et al., 2004).

1.3 COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD

1.3.1 Localizacion del MHC

El Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC, Major Histocompatibility Complex) es
una densa region de genes que se encuentra en distintas especies (Kelley et al., 2005). En
humanos esta localizado sobre el brazo corto del cromosoma 6 en la porcion distal de la banda
6p21.31 (Guillaudeux et al., 1998, Shiina et al., 1999a, Stewart et al., 2004, Kelley et al.,
2005, Traherne et al., 2006), éste es un segmento de DNA que mide exactamente 3.6 Mb
(Okamoto et al., 2003, Kelley et al., 2005), aproximadamente 4 centimorgans (cM) de DNA
(Janeway et al., 2003).

1.3.2 Organizacion y estructura génica del MHC
La organizacién de los genes del MHC en ratones y humanos es similar; estan divididos en
tres grandes regiones (en orden de Centromero a telémero): clase 11 (1 Mb), clase 111 (1 Mb), y
clase | (2 Mb) (Guillaudeux et al., 1998, Shiina et al., 1999a, Okamoto et al., 2003, Kelley
et al., 2005), incluyendo regiones de clase | y clase 1l extendidas (Kelley et al., 2005).

La region de clase 1l contiene genes que codifican moléculas de clase Il (HLA-DR, HLA-DP y
HLA-DQ), dos genes inmunoldgicos: el que codifica subunidades del proteosoma (LMP-2 y

LMP-7) y el de los transportadores TAP (TAP-1Y TAP-2) que estan asociados con moléculas
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de clase | clasicas. La region de clase Il extendida contiene principalmente genes no inmunes
(HLA-DM y HLA-DO), con la excepcion del gen TAPBP, que codifica la tapasina, una
molécula chaperona asociada con la presentacion de antigeno de clase I. La regién de clase I11
tiene una densa seleccion de diversos genes inmunes y no inmunes (Kelley et al., 2005); que
incluyen genes que codifican componentes del complemento C4 (C4A y C4B), C2 y factor B
(Bf), asi como genes que codifican citocinas como el factor de necrosis tumoral (TNF) y las
linfotoxinas (LTA y LTB); también se encuentra el gen que codifica la 21- hidroxilasa (CYP
21B) enzima que interviene en la sintesis de esteroides, el pseudogen CYP 21Ps (Janeway et
al., 2003), el gen del citocromo P-450 y algunos genes de proteinas de choque térmico (HSP)
(Abbas et al., 2005). La region de clase | telomérica se extiende desde MICB hasta HLA-F y
se sabe que contiene seis genes HLA de clase | expresados: tres clasicos (HLA-A, HLA-B, y
HLA-Cw) (Guillaudeux et al., 1998, Shiina et al., 1999a, Kelley et al., 2005), y cuatro no
clasicos (HLA-E, HLA-F, HLA-G y HLA-H), ademas de presentarse dos genes relacionados
con la cadena de clase | (MICA y MICB) (Shiina et al., 1999a). Esta region también abarca
12 pseudogenes HLA de clase I, truncados o fragmentados (HLA-X, -17, -30, -Ly92, -Jy59, -
80, -21, -Ky70, -16, -Hy54, -90 y -75) (Shiina et al., 1999a) y cinco pseudogenes relacionados
con la cadena de clase I (MICC a MICG) (Gonzalez et al., 2003) Fig. 4.
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Fig. 4. Localizacion, organizacion y estructura génica del Complejo Principal de
Histocompatibilidad humano sobre el cromosoma 6 (Modificado de Klein, et al., 2000).
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1.3.3 Propiedades del MHC
Dos propiedades del MHC hacen dificil que los agentes patdgenos escapen a la respuesta
inmunitaria. EI MHC es poligénico, existen diversos genes MHC de clase 1 y 11, de manera
que cada individuo posee un grupo de moléculas MHC con diferentes espectros de
especificidad de union. Cada persona expresa por lo menos tres tipos de moléculas
presentadoras de antigeno MHC de clase | y tres o cuatro moléculas MHC de clase Il en sus
células. Ademés el MHC es altamente polimorfico, pues existen multiples variantes de cada
gen en toda la poblacion (Janeway et al., 2003), es decir un numero extraordinariamente
grande de alelos (formas alternativas de un gen) en cada locus, cada uno de los cuales se

presenta en una frecuencia relativamente alta en la poblacion (Alberts et al., 1996).

La combinacion de poligenia y polimorfismo, amplia el abanico de péptidos que pueden
presentarse a las células T en cada individuo y en cada poblacion de riesgo ante un agente

patogeno infeccioso (Janeway et al., 2003).

1.3.4 Estructura molecular de las proteinas del MHC
Las proteinas MHC pueden subdividirse en dos grupos principales: las moléculas MHC de
clase 1 y clase IlI, ambas presentan estructuras muy similares pues son heterodimeros
transmembranales cuyos dominios extracelulares amino terminales se unen al antigeno para su

presentacion a las células T (Janeway et al., 2003).

Las moléculas MHC de clase | se expresan practicamente en todas las células nucleadas,
posiblemente debido a que las células T citotdxicas deben ser capaces de concentrarse en
cualquier célula del cuerpo que haya sido infectada por un microorganismo intracelular
(Thompson et al., 1994). La molécula HLA de clase | esta compuesta de una cadena pesada
glicosilada de 45 kD (denominada a) que esta dividida en tres dominios extracelulares
globulares (al, a2 y a3 cada uno con no mas de 90 aminoicidos de largo), una region
transmembranal y una cola citoplasmatica, codificados cada una por exones diferentes. Todas
las cadenas a estan asociadas de forma no covalente a una pequefia proteina extracelular no
glicosilada denominada [2-microglobulina de 12 kD no polimorfica que no atraviesa la

membrana y esta codificada por un gen que no pertenece al grupo de genes MHC (Marsh et
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al., 2000), localizado dentro del cromosoma 15 (Janeway et al., 2003). Los dos dominios
amino terminales de la cadena a, (ol y 02) que son los mds alejados de la membrana, se unen
al antigeno de 8 a 10 residuos de aminoacidos y contienen los amino&cidos polimérficos que
son reconocidos por las células T mientras el dominio carboxilo esta formado por la cola
citoplasmética (Roitt et al., 2000).

Las moléculas MHC de clase 1l se hallan restringidas a células especializadas como células B,
macréfagos y otras células presentadoras de antigenos (APC), que extraen los antigenos del
liquido extracelular e interacttian con las células T CD4" colaboradoras (Thompson et al.,
1994). Las moléculas HLA de clase Il son heterodimeros compuestos por dos cadenas
polipeptidicas unidas de forma no covalente, una cadena a de 299 aa (32-34 kD) que es
ligeramente mas grande que la cadena B de 237 aa (29-32 kD) debido a su mayor
glicosilacion. Ambas atraviesan la membrana, cada cadena posee dos dominios globulares
extracelulares (al, a2, Bl y B2) con sus respectivos extremos amino terminal y carboxilo
terminal intracelular. Las dos son codificadas por diferentes genes del MHC, y ambas son
polimorficas (la B mas que la a) principalmente en los dominios al y B1; mientras los
dominios a2 y B2 son dos dominios conservados que se hallan proximos a la membrana.
(Abbas et al., 2001). Las moléculas MHC de clase Il poseen una estructura tridimensional
muy parecida a la de las moléculas de clase I, pero su surco de union al antigeno aloja
péptidos mucho mas largos y heterogéneos, alcanzando un tamafio de 15 a 24 residuos de
aminodcidos (Roitt et al., 2000) Fig. 5.
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Fig. 5. Estructura molecular del Complejo Principal de Histocompatibilidad de Clase I 'y
Clase II (Modificado de Abbas, et al., 2001).
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1.3.5 Funcion de las moléculas MHC
Los antigenos de clase | y Il estan involucrados en el control genético de la respuesta inmune
adaptativa al procesar péptidos antigénicos para presentarlos en la superficie celular y que
sean reconocidos por el receptor aff de las células T; lo que conforma una interaccién
importante para contrarrestar invasiones microbioldgicas, controlar la proliferacion de células

malignas y determinar el éxito de los transplantes (Shiina et al., 1999b).

Generalmente la afinidad de los receptores de la célula T (TCR) hacia los complejos MHC/
péptido de la célula diana es demasiado baja para inducir una interaccién funcional entre las
dos células, por esto son necesarios receptores accesorios (correceptores) que contribuyen a
estabilizar dicha interaccion aumentando la fuerza de adhesion intercelular. A diferencia de los
receptores de la célula T o de las moléculas MHC, los correceptores no se unen al antigeno,
son invariables y no polimdrficos. Los correceptores mas importantes y mejor conocidos de la
célula T son las proteinas CD4 y CD8, que son proteinas transmembranales de paso Unico; las
cuales reconocen a las proteinas MHC uniéndose a las zonas no variables de la proteina, lejos
del surco de unidn al péptido (Alberts et al., 1996). CD4 se expresa en las celulas T
colaboradoras y se une a las moléculas MHC de clase Il, mientras que CD8 se expresa en las

células T citotdxicas y se une a las moléculas MHC de clase | (Kelley et al., 2005).

Los péptidos antigénicos se unen, ya sea a las moléculas HLA clase 1 o HLA clase Il y los
presentan a los linfocitos T CD8+ y CD4+ respectivamente. A las moléculas clase | se les
unen péptidos que derivan de proteinas del citosol (antigenos intracelulares), mientras que a
las moléculas clase 11 se les unen péptidos derivados de proteinas del endosoma o lisosoma.
Asi, la localizacion de un antigeno dentro de la célula dicta el tipo de respuesta inmune que se
iniciard; HLA de clase | dirige la respuesta de la célula T CD8+ enfocada a virus y tumores
mientras HLA Il conduce la respuesta a células T CD4+ enfocada a patdgenos que residen en

un compartimiento endosomal/lisosomal o en el medio extracelular (Van, 2001).

1.4 GENES MIC
La familia de genes MIC (MHC class | chain related genes) (Kulski et al., 2002) también
conocida como PERB11 (Perth beta block transcript 11) (Choy et al., 2003), fue descubierta
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independientemente por Bahram et al., y Leelayuwat et al., en el afio de 1994 (Choy et al.,
2003); la cual se encuentra dentro del MHC de clase | (Bahram et al., 1994, Leelayuwat et
al., 1994). Esta compuesta por dos genes (MICA y MICB), y cinco pseudogenes (MICC a
MICG) (Gonzalez et al., 2003), que han coevolucionado con una serie de duplicaciones,
translocaciones y deleciones durante la evolucion de los primates (Kulski et al., 1999).

MICA se encuentra solamente a 46.5 kb de HLA-B en direccion al centromero y MICB a
83kb en la misma direccion de MICA, existiendo por lo tanto, un nivel significativo de
desequilibrio de ligamiento entre estos tres genes. Los loci MICC, MICD y MICE estan
ubicados préximamente entre los genes HLA-E, -A y —F respectivamente, MICG esta
flanqueado por los genes HLA-G y HLA-F, mientras MICF fue identificado a 24kb de HLA-G
en direccion hacia el centromero (Bahram et al., 2000) Fig. 6.
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Fig. 6. Familia de Genes y Pseudogenes MIC a lo largo de la region de Clase I dentro del
MHC humano (Shiina, et al., 1999b).

Los miembros de la familia de genes MIC también han sido descritos en especies de primates
no humanos (Steinle et al., 1998, Pellet et al., 1999, Seo, et al., 1999, Anzai et al., 2003) y
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otros mamiferos (Bahram et al., 1994), pero estan ausentes en el MHC de roedores como la
rata (Giinther et al., 2001, Ioannidu et al., 2001) o el ratén (Kumanovics et al., 2002).

Los genes MICA y MICB muestran un alto grado de similitud a los genes MHC de clase |
clasicos pero se distinguen por su organizacion inusual de exones e intrones (Bahram et al.,
2000) y presentar una region promotora similar a la de los genes de las proteinas de choque
térmico (HSP=Heat Shock Protein) (Groh et al., 1998). Exhiben una estructura tridimensional
altamente relacionada con las moléculas de clase | clasicas; pero no se encuentran unidas a
péptidos derivados del procesamiento de antigenos, ni se asocian con la p2-microglobulina
(B2-m) (Groh et al., 1996, 1998, Li et al., 2001, Holmes et al., 2002) y ambas son proteinas
de superficie celular altamente glicosiladas que carecen del sitio de unién para CD4 y CD8
(Bahram et al., 1994, Groh et al., 1996) Fig. 7.

Fig. 7. Estructura tridimensional de la molécula MICB (Entrez Pubmed, 2009).

La expresion de MICA/B esta regulada por la activacion de elementos de transcripcion de
choque térmico (Groh et al., 1996) y el factor nuclear kB (Molinero et al., 2004); pero no es
inducida por interferones tipo | y Il (Bahram et al., 2000), aunque se ha demostrado que

exclusivamente el IFN-y induce la regulacion de la expresion de moléculas MIC sobre la
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superficie de monocitos humanos (Wang et al., 2008). Las proteinas de MIC, son fuertemente
inducidas sobre la superficie de solo algunas células [endoteliales, fibroblastos, lineas
celulares epiteliales, tejido epitelial gastrointestinal, células epiteliales transformadas y en el
citoplasma de monocitos, queratinocitos y células T activadas] (Zwirner et al., 1998, 1999,
Groh et al., 1999, Stephens, 2001, Jinushi et al., 2003, Molinero et al., 2004) en respuesta a
estrés celular, proliferacion o choque térmico (Groh et al., 1996 , 1998, 1999), infecciones
virales y mycobacteriales (Das et al., 2001, Groh et al., 2001), estrés oxidativo (Yamamoto
et al., 2001), condiciones autoinmunes (Groh et al., 2003) y por estrés genotoxico que indica
la presencia de DNA dafiado para el sistema inmunoldgico (Gasser et al., 2005, 2006); sin
embargo, no son transcritas en células T, células B, y células NK (Zwirner et al., 1998, 1999,
Molinero et al., 2004).

MICA y MICB interactian con células NK, linfocitos Tyd asi como con subtipos de células
Tap CD4 + y CD8+ (Bauer et al., 1999; Li et al., 2001), a traves del receptor NKG2D. Este
receptor se asocia con DAP10 (Raulet, 2003), molécula adaptadora que produce sefales
similares a las del CD28 por requerir de fosfatidilinositol 3- cinasa (PI3-kinase) intracelular y
activarla (Wu et al., 1999).

El NKG2D ademas de reconocer los ligandos (NKG2DL) humanos MICA y MICB (Bahram
et al., 1996a, Bauer et al., 1999) interactia con la familia de proteinas de union UL-16
(ULBP) codificadas por el citomegalovirus humano (Cosman et al., 2001) y los ligandos
RAE-1 (retinoic acid early family of proteins), H60 (minor histocompatibility antigen)
(Diefenbach et al., 2001) y MULT1 (murine ULBP like transcript 1) en el raton
(Carayannopoulos et al., 2002) Fig. 8.
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huNKG2D

Fig. 8. Estructura tridimensional del complejo formado por el inmunoreceptor NKG2D y
los ligandos MICA/MICB (Li et al., 2002).
La funcién de MIC, como ligando para NKG2D-DAP10, es activar células NK y estimular
células T yo (Davis et al., 1998); ya que la union de los ligandos con NKG2D es un estimulo
de superficie para activar la citolisis y produccion de citocinas por células NK (Raulet, 2003),
mientras la interaccion NKG2D/MIC es requerida para la respuesta citolitica y secrecion de
citocinas tipo Thl por células T yd debido a la estimulacion insuficiente del TCR por MIC
(Wu et al., 2002). Asi, el reconocimiento del NKG2D con su ligando juega un papel

importante en los sistemas inmunoldgicos innatos y adaptativos (Jumnainsong et al., 2008).

1.4.1 Diferencias entre MICA y MICB
Los genes MICA 'y MICB son altamente polimérficos (Bahram et al., 1994, Leelayuwat et
al., 1994); sin embargo el polimorfismo de MICB parece ser mas bajo que el de MICA, pues a

la fecha se han identificado por lo menos 64 alelos de MICA que codifican 54 proteinas y 30
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alelos de MICB que dan origen a 19 proteinas (http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/ de base de

datos de secuencia stats.html).

El gen MICB presenta una secuencia nucleotidica de 12930pb (Bahram et al., 1996b), cuya
secuencia de cDNA es de 2376pb correspondiendo a un mRNA de aproximadamente 2.4 kb
(1.4kb en MICA) que codifica un polipéptido de 383 aminoacidos (Bahram et al., 1994;
Bahram et al., 1996c¢).

La organizacion gendémica de MICB es similar a la de MICA (Bahram et al., 1996a)
conteniendo un intrén largo de 7352 pb (6840 pb en MICA) que separa los exones uno y dos,
y un exén 6 de 1338 pb (302 pb en MICA) que codifica la cola citoplasmatica y la secuencia
3’UT (3’ untranslated sequence). La expresion de la secuencia 3’UT es la responsable de
aproximadamente 1 kb de diferencia entre los transcritos de MICA y MICB (Bahram et al.,
1994; Bahram et al., 1996¢). Comparando los exones e intrones en forma individual de
MICB con su contraparte en MICA se obtuvieron los siguientes grados de semejanza: 80%
para exon 1, 52% para intron 1, 91% para exdn 2, 86% para intron 2, 90% para exon 3, 87%
para intrén 3, 98% para exon 4, 97% para intrén 4, 73% para exén 5, 83% para intron 5 y
finalmente 82% para exdn 6 (Bahram et al., 1996b). De esta manera MICA y MICB estan
estrechamente relacionados, teniendo el 83 % de residuos de aminoacidos idénticos (Bahram
et al., 1996¢). Asi, tomando en cuenta la semejanza de sus secuencias y conservacion de sus
estructuras gendmicas Unicas, uno esperaria la conservacion de los sitios polimorficos, como
es el caso para moléculas HLA de clase | (Figueroa et al., 1988); pero, a excepcion de la
posicion 256 en el dominio a3 del gen MICB, los polimorfismos ocurren en diferentes
posiciones del gen MICA (Stephens, 2001); es decir ninguno de los reemplazos de
aminoacido de MICB coinciden con ningun sitio polimérfico de MICA o HLA de clase |
(Pellet et al., 1997) Cuadro 2.
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Cuadro 2. Posiciones polimoérficas dentro de MICA y MICB ( Modificado de Stephens, 2001).

Sustituciones de aminodcidos ne sindgnimas en los

Sustituciones de aminoscidos no singénimasen los
dominios externos de la proteina MICA

dominios externos de la proteina MICE
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Ademas, un andlisis de ligamiento preliminar de los alelos de MICB con los localizados en
los genes de MICA y HLA-B no revel6 desequilibrio de ligamiento entre ellos (valor de LD

mayor que 3), implicando la presencia de una zona de recombinacion potencial entre los
genes MICA y MICB (Ando et al., 1997).

La estructura cristalina de MICB exhibe un dngulo en el dominio a3 intermedio entre las
estructuras de MICA sola y en complejo con el receptor NKG2D, reforzando la conclusion de
que las proteinas MIC, tienen extremada flexibilidad. Durante el mapeo de las diferencias en
las secuencias entre alelos conocidos de MICA y MICB, se encontrdé que algunas variaciones
en los residuos que forman parte de la estructura como la sustitucién de triptéfano (MICB) por
leucina (MICA) en la posicion 146, puede afectar la estabilidad de estd modificando el
empaquetamiento de Tyrl57 contra el corazén hidrofobico de la proteina; asi como la

sustitucion de arginina (MICB) por glutamina (MICA) en la posicion 108 puede afectar su
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fuerza de unién; mientras las sustituciones se extienden desde muy conservadas (R/K) hasta
muy drésticas (P/H) en los residuos de contacto cercano con NKG2D, pero muy lejanos del
sitio de union. Las posiciones de las sustituciones estan uniformemente distribuidas aunque se
agrupan hacia el dominio 02 en MICA y para un costado de la hélice en la plataforma de
MICB, las sustituciones alélicas observadas en las posiciones 52, 57, 82, 98 y 113 no afectan
significativamente la estructura de MICB o su interaccion con NKG2D; mientras sustituciones
en las posiciones 16 y 45 probablemente resultan en cambios para la estructura de MICB pero
estan lo suficientemente distantes de los residuos de NKG2D que no afectan su union. MICB
carece del enlace disulfuro (Cys36 - Cys41l) presente en MICA; ademas como en la estructura
de MICA, y a diferencia de la glicoproteina Zn-a2, no hay densidad electronica en MICB
(Holmes et al., 2002).

El gen MICB presenta un microsatélite polimérfico dentro del intrén 1, que es una repeticion
nucleotidica (CA/TG), con un numero de 15 alelos diferentes (MICB-CA-14 a MICB-CA-28),
(Kimura et al., 1998), a diferencia de MICA que presenta una region microsatelital en el exon
5 que codifica polialaninas dependiendo del numero de repeticiones del triplete GCT que
existan con 7 alelos (A4, A5, A5.1, A6, A7, A9 y Al0), donde el tercero contiene cinco
repeticiones del triplete y una insercion de un nucleodtido (GGCT) que origina un codon de
paro (TAA) por lo que se pierde la region transmembranal de MICA, generando una molécula
soluble (Rueda et al., 2002). También se ha descrito un dimorfismo de repeticiones AluY
dentro del intron 1 del gen MICB, secuencia que esta ausente de los otros seis genes MIC
(Gaudieri et al., 1997). Un polimorfismo dinucle6tido (una sustitucion nucleotidica en las
posiciones 542 y 543 de GC a AG en la secuencia genomica de MICB) que es parte de este
elemento AluY, genera la secuencia consenso necesaria para introducir un nuevo sitio de
empalme 5’ (splice junction), que puede producir por splicing alternativo un transcrito con
exon adicional que contiene un coddn de paro prematuro por lo que la transcripcion no origina
una proteina funcional, resultando en la produccion de una molécula trunca; o bien, producir el
transcrito de fragmento normal y la proteina funcional (Kulski et al., 2002, Martinez-Borra
et al., 2007).
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Los diferentes alelos de MICB podrian producir proteinas con caracteristicas Unicas respecto a
su expresion basal/apical o su nivel de la expresion (Hankey et al., 2002). Ademas estudios en
curso han indicado que al menos del 40-60 % de genes humanos presentan splicing alternativo
(Maniatis et al., 2002), y como un tercio de estos eventos insertan codones de paro
prematuros que resultan generalmente en la degradacion del mRNA, y suministran un
mecanismo para regular los niveles de expresion proteica de estos genes (Lewis et al., 2003).
El splicing alternativo también podria ser usado como un mecanismo general para regular la
funcién del sistema inmunoldgico (Lynch, 2004), y tiene un papel activo en el desarrollo de
cancer (Venables, 2004).

MICB, de forma semejante a MICA, es liberada proteoliticamente de células epiteliales y
hematopoyéticas por actividad de metaloproteasas (Salih et al., 2006); un mecanismo que
puede explicar la evasion de la inmunovigilancia para tumores mediada por NKG2D en
humanos, donde las células tumorales reducen los niveles de NKG2DL en la superficie
liberando a MIC en forma soluble (MICs) (Groh et al., 2002); por lo que niveles elevados de
NKG2DL solubles pueden ser observados en sueros de pacientes con tumores malignos (Salih
et al., 2006). Curiosamente, las moléculas de MICA, en contraste con MICB; no son unidas
por UL16, una glicoproteina codificada por el Citomegalovirus Humano, que esta involucrada
en la evasion inmune de este virus (Cosman et al., 2001); ya que UL16 retiene a MICB en el
reticulo endoplasmico evitando su recuperacion de la red trans de Golgi, impidiendo su
expresion en la superficie celular, y por consiguiente, la coestimulacion de la respuesta de
células T dependiente de NKG2D especifica contra CMVH esta reducida (Wu et al., 2003a).
Estudios recientes identificaron que el dominio a2 de MICB es el responsable de la union de
la UL16, y se cree que el alto polimorfismo visto en MICA podria ser el resultado de la no
union de MICA y UL16 (Spreu et al., 2006).

1.5IMPORTANCIA DE LOS POLIMORFISMOS DEL MHC
En la actualidad muchos investigadores centran sus trabajos en identificar frecuencias
polimérficas presentes en una poblacion que puedan influir en el riesgo de padecer una
enfermedad (Iniesta et al., 2005), utilizando los polimorfismos como marcadores de ciertas
enfermedades (Checa, 2007).
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La estructura alélica y genética del MHC es compleja (Traherne et al., 2006). Debido a varios
criterios destaca su presencia dentro del genoma humano como son: su alta densidad de genes
(Shiina et al., 1999a, Kelley et al., 2006), su marcado desequilibrio de ligamiento genético
(Kelley et al., 2006), su falta de recombinacion alélica homologa (Traherne et al., 2006) y su
alto grado de polimorfismo genético (Shiina et al., 1999, Kelley et al., 2006); por lo que el
MHC ha sido durante mucho tiempo considerado como la regién méas importante en el genoma
humano con respecto a la infeccion, inflamacién, autoinmunidad (Miretti et al., 2005, Horton
et al., 2008) y medicina de trasplante (Horton et al., 2008), ya que contiene genes criticos que
participan en: condiciones autoinmunes, resistencia a la infeccién (Kelley et al., 2006),
respuesta inmune adaptativa, rechazo a injertos y susceptibilidad a enfermedades (Shiina et
al., 1999a).

Como el MHC juega un papel importante en erradicacion viral, asi como en la vigilancia
inmune contra ciertas neoplasias, algina asociacion entre el polimorfismo de HLA y cancer
cervical o sus lesiones precancerosas puede existir debido a una relativa inhabilidad para
erradicar la infeccion o proveer una vigilancia inmune contra el tejido displasico; ya que la
expresion de las moléculas HLA se ve alterada en células cervicales cancerosas (Brady et al.,
2000).

1.6 IMPORTANCIA DE LOS POLIMORFISMOS DE GENES MIC

El significado funcional de los polimorfismos de los genes MIC es menos claro que para los
genes de clase | clasicos. La seleccién positiva, demostrada por los altos valores de
sustituciones nucleotidicas no sindnimas contra las sustituciones nucleotidicas sinénimas,
reportadas sobre los exones de MICA y MICB que codifican para los dominios al y a2 donde
se encuentran dispersas sin estar enfocadas, origina sustituciones alélicas que podrian producir
diferencias en la afinidad de union entre los diversos alelos de MICA o MICB v el altamente
conservado NKG2D (Elsner et al., 2001) lo cual puede provocar que las células NK no
puedan reconocer y matar células que sobreexpresaron los ligandos de NKG2D (Wu et al.,
2003b).
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Por lo tanto, los polimorfismos alélicos de MICA y MICB podrian ser muy relevantes al
desempefiar un papel importante en el transplante de 6rganos, autoinmunidad, tumores,
reconocimiento de virus y/o inmunopatogénesis de las enfermedades (Gao et al., 2006,
Martinez-Borra et al., 2007).

1.6.1 Asociacion de polimorfismos en el gen MICB con diferentes enfermedades.
La magnitud de los polimorfismos de MICB, su distribucion en diferentes poblaciones y su
potencial asociacion con diferentes enfermedades permanece bajo investigacion
(Jumnainsong et al., 2008); pero su importancia funcional no ha sido evaluada todavia
(Gonzalez et al., 2003).

Al estudiar la relacion del gen MICB con algunas enfermedades; éstas no han mostrado alguna
asociacion después de realizar la correccion multiple de Bonferroni (Pc); pero muchos otros
han mostrado evidencias de asociacion entre varias enfermedades y alelos de MICB, tal como

se muestra en la Cuadro 3.
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Cuadro 3. Enfermedades asociadas con polimorfismos del gen MICB.

Tipo de
Enfermedad Alelo asociado Pc asociacién Poblacion Referencia
Enfermedad de Behcet N.S Oriental (Japoneses) Kimuraet al., 1998
Enfermedad de MICB-CA25 0.047 Positiva
Addison Autoinmune MICB-CA17 0.03 Negativa Caucasica (Italianos) Gambelunghe et al., 1999.
Colangitis Esclerosa MICB*CA24 <0.0000001 Positiva Caucésicos (Noruegos) Wiencke et al., 2001.
Primaria
Enfermedad Ciliaca MICB0106 <0.000001 Positiva
Tipica y Atipica MICB0106 <0.0033 Positiva Caucésica (Espafioles) Gonzélez et al., 2004.
Enfermedad de Behcet N.S Caucasica (Ingleses) Hughes et al., 2005
Tumores Malignos
Cancer de pulmén MICBs 0.022 Positiva Caucésica (Alemanes) Holdenrieder et al., 2006.
MICB*CAL16 0.033 Positiva
MICB*CA19 0.019 Positiva Asidticos
Lepra Paucibacilar MICB*CA21 <0.001 Negativa (Sur de India) Tosh et al., 2006.
MICB*CA22 0.006 Negativa
MICB*002 <0.0001 Positiva
Enfermedad Ciliaca MICB*008 <0.0001 Positiva Caucasica (Espafioles) Rodriguez-Rodero et al., 2006.
MICB*00502(DMO.2) 0.015 Negativa
Colitis Ulcerativa MICB-CA18 0.024 Positiva Orientales (Chinos) Li etal., 2006.
MICB-CA18 (s.f) 0.008 Positiva
Artritis Reumatoide MICB*004 0.01 Positiva Caucésica (Espafioles) L6pez-Arbesu et al., 2007.
MICB0106 <0.001 Positiva
MICBO0106 (s.m) 0.000 Positiva
Colitis Ulcerativa MICBO106 (<40 afios) <0.001 Positiva Orientales (Chinos) Li et al., 2008.
Esclerosis multiple MICB*004 <0.001 Positiva Caucésica (Espafioles) Fernandez-Morera et al., 2008a.
Esclerosis Multiple MICBs <0.01 Positiva Caucésica (Espafioles) Fernandez-Morera et al., 2008b.
Diabetes Tipol MICB*005 0.03 Positiva Caucésica (Europeos) Field et al., 2008.
Céncer Colorectal
Metastasis MICB-CA14 0.045 Positiva Caucésica (Alemanes) Kopp et al., 2009.
Estados avanzados | \jcB-cA21 0.047 Positiva

*Asociacion positiva: Riesgo a padecer la enfermedad.

*Asociacion negativa: Proteccon para padecer la enfermedad.

*Pc: P corregida por el nimero de comparaciones.

*n.s: No hay asociacion
*s.f: Sexo femenino
*s.m: Sexo masculino

1.6.2 Asociacion de polimorfismos en genes HLA y MIC con CaCu o sus lesiones
precursoras.

Varios alelos y haplotipos de HLA de clase |1 y Il han sido descritos asociados a

susceptibilidad a Cancer Cervical e infecciébn por VPH; sin embargo los reportes de

asociaciones entre polimorfismos de genes MIC y carcinoma cervical no han presentado una

asociacion en particular con algun alelo, tal como se muestra en el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Polimorfismos de genes HLLA y MIC asociados con CaCu o sus lesiones precursoras.

Tipo de
Enfermedad Alelo asociado Pc asoctacion Poblacion Referencia
Tumores Malignos
Cancer ginecoldgico MICBs 0.028 Positiva Caucasica (Alemanas) Holdenrieder et al., 2006.
Cancer Cervical MICB*00502 0.0009
LIEBG MICB*00502 <0.001 Negativa Asiatica (Noreste de Jumnainsong et al., 2008.
LIEAG MICB*00502 0.013 Tailandia)
Neoplasia Intraepitelial [| MICA-TM n.s Caucasica (Suecas) Ghaderi et al., 1999.
Cervical
Cancer Cervical MICA n.s Caucésica Ghaderi et al., 2001.
(Norte de Suecia)
Cancer Cervical MICA-TM n.s Asidtica Chen et al., 2005
(Taiwanesas)
Cancer Cervical MICA n.s Asiatica (Noreste de Jumnainsong et al., 2007.
Tailandia)
Céncer Cervical HLA-DR2 <0.05 Positiva
HLA-B7 Caucasica (Finlandesas) Castro et al., 2007.
HLA-B15 <0.05 Negativa
Cancer Cervical HLA-DPB1*1301 <0.05 Positiva
HLA-DPB1*0202
HLA-DQB1*030302
Oriental Liang et al., 2008.
HLA-DQB1*050301 .
(Chinas)
HLA-DRB1*13-DQB1*06 <0.05 Negativa
CIN3/Carcinoma HLA-DRB1*04 <0.05 Positiva
invasor de células HLA-DQB1*0302
escamosas Sudamericana Eiguchi et al., 2008.
. Argentinas)
, 4 HLA-DRB1*13 <005 || Negativa (
c C |
ancer Cervical HLA-DQB1%02
HLA-DQB1*0301
Céncer Cervical HLA-DQB1*0402 Ao Caucésica (Suecas) Ivansson et al., 2008.
HLA-DQB1*0602 <0.05 Positiva
HLA-A*0201-B*4402- <0.05 Positiva
Cw*0501-DRB1*0401-
DQB1*0301
. ) HLA-B*4402-DRB1*1101-
Carcinoma de Células
x|
Escamosas Cervicales DQB1*0301 Norteamericana (U.S.A) Madeleine et al., 2008.
HLA-Cw*0701
HLA-DQB1*02 <0.05 Negativa
HLA-DQB1*03 <0.05 Positiva
HLA-DRB1*13
NIC de Alto Grado HLA-B7-DRB1*1501-DQB1*0602 || <0.05 Negativa Norteamerica (Canadienses) Ades et al., 2008.
Cancer Cervical HLA-DRB1*15-DQB1*06 <0.05 Positiva
HLA-DRB1*04-DQB1*03 <0.05 Negativa Asidtica
Lesiones HLA-DRB1*15-DQB1*06 <0.05 Positiva (Norte de India) Kohaar et al., 2009.
precancerosas

*Asociacion positiva: Riesgo a padecer la enfermedad.
*Asociacion negativa: Proteccén para padecer la enfermedad.
*Pc: P corregida por el nimero de comparaciones.

*n.s: No hay asociacion
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4. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo con la OMS a nivel mundial, el Cancer Cérvico Uterino es la segunda neoplasia
ginecoldgica més frecuente, cuya incidencia y mortalidad difieren considerablemente entre
paises desarrollados y paises en vias de desarrollo; siendo mucho mayor en estos Gltimos,
donde los programas de deteccion precoz no han sido exitosos debido a las diferencias en el
acceso y calidad de los servicios, la ubicacién geogréfica, la situacion socioeconémica y la
educacion, asi como aspectos culturales y psicosociales. De acuerdo con el INEGI, en México
este padecimiento es la segunda causa de muerte por neoplasias entre las mujeres mayores de
25 afos, lo cual representa un problema de salud que afecta a las mujeres en edad
reproductiva. Se ha encontrado que la infeccion por VPH podria constituir una causa necesaria
de neoplasia cérvico uterina, pero no todos los casos de infeccion con este virus desarrollan
cancer o lesiones precursoras; esto hace suponer que existen otros factores asociados con el
incremento en la probabilidad de desarrollar estos padecimientos, como las condiciones
genéticas del hospedero, que influyen en la respuesta inmune y podrian condicionar a aquellos
que estan en riesgo para evolucionar a carcinoma invasor, ya que se ha demostrado que la
susceptibilidad genética juega un papel importante en el desarrollo de muchos canceres
humanos. El MHC juega un papel importante en erradicacion viral, asi como en la vigilancia
inmune contra ciertas neoplasias y en los Gltimos afios, se ha informado sobre la influencia del
polimorfismo de HLA en el resultado de procesos infecciosos por VPH y su progresion a
Cancer Cervico Uterino; ya que puede provocar cambios en la expresion de estas moléculas,
tanto en la célula neoplasica como en los componentes celulares de la respuesta inmune y
alterar el reconocimiento de los antigenos tumorales; presentandose una relativa inhabilidad
para erradicar la infeccién o para proveer una vigilancia inmune contra el tejido displasico;
ocasionando susceptibilidad o resistencia a desarrollar enfermedades neoplasicas. Pero existen
algunos otros mecanismos de la respuesta inmune innata que pueden actuar para reconocer,
suprimir, y/o eliminar células tumorales; especificamente en aquellos casos en que la
expresion de moléculas de HLA de clase | se ha perdido o ha disminuido su regulacion, donde
las células NK pueden reconocer y matar células que sobreexpresaron los ligandos de NKG2D

como lo son las proteinas MIC; cuyos genes son altamente polimérficos.
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Actualmente muchos investigadores centran sus trabajos en estudios de asociacion para
identificar genes candidatos presentes dentro una poblacion, los cuales influyen en la
patogénesis de una enfermedad; ya que la susceptibilidad o la resistencia individual a distintas
enfermedades radica principalmente en los polimorfismos genéticos que pueden ser empleados
como marcadores moleculares para predecir mejor quien tiene mayor susceptibilidad o
resistencia a desarrollar algin padecimiento. Por todo lo anterior resulta importante tipificar el
polimorfismo del gen MICB en mujeres con lesiones intraepiteliales escamosas de cérvix; ya
que éstos podrian ser muy relevantes al desempefiar un papel importante en la susceptibilidad

o resistencia a desarrollar algun tipo de lesién precursora o cancer en células cervicales.
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5. HIPOTESIS

Si existen diferencias significativas en las frecuencias alélicas y/o genotipicas del
polimorfismo presente en el gen MICB entre los grupos de estudio, entonces existira una
vinculacién con la susceptibilidad o resistencia para el desarrollo de Lesiones Intraepiteliales
Escamosas de Cérvix.
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6. OBJETIVOS

a. OBJETIVO GENERAL

Tipificar el gen MICB en un grupo de pacientes con lesiones intraepiteliales escamosas en
cérvix y mujeres sanas (grupo control) de la Ciudad de México, utilizando la técnica de PCR-
SSOP para identificar una posible asociacion de la frecuencia alélica y/o genotipica con este

padecimiento.

b. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Disefiar las sondas de oligonucleotidos de secuencia especifica para la tipificacion del
gen MICB.

2. Estandarizar las temperaturas de hibridacion y lavado para las sondas de
oligonucledtidos de secuencia especifica.

3. Interpretar los resultados para establecer las frecuencias alélicas y genotipicas del gen

MICB en cada uno de los grupos de estudio.
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7. METODOLOGIA

1.1 Poblaciéon de Estudio.

Esta investigacion se realizé en un total de 406 mujeres Mexicanas con dos generaciones
anteriores originarias de México; las cuales se clasificaron en dos grupos: grupo controles con
211 muestras de mujeres clinicamente sanas con dos citologias previas anuales consecutivas,
resultado negativo a infeccion por virus del papiloma humano y diagnosticadas sin lesiones
intraepiteliales escamosas de cérvix procedentes de la Clinica No.32 del IMSS y grupo
pacientes con 195 muestras de mujeres enfermas con dos citologias previas anuales
consecutivas, resultado positivo a infeccion por virus del papiloma humano y diagnosticadas
histolégicamente con lesiones intraepiteliales escamosas de cérvix procedentes de la Clinica
Venados del IMSS, ambas ubicadas dentro de la Ciudad de México.

1.2 Toma de muestra.
Se tomd una muestra de sangre periférica con Vacutainer en un tubo de 13x100 con EDTA al

10% como anticoagulante (tubo con tapon morado).

1.3 Extraccion, cuantificacion y electroforesis de DNA
La extraccion se realizo a partir de sangre total mediante la técnica de perclorato de sodio.
La cantidad de DNA obtenido se evalu6 espectrofotométricamente usando una dilucion con
agua destilada 1:50 y la calidad del material obtenido se verificoO mediante una electroforesis

horizontal en gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio utilizando TBE 0.5X.

1.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Cada reaccion de PCR se realizd a una concentracion final de: 1x para buffer No.1 que
contiene 17.5 mM de MgCl, (kit Expand Long Template PCR System, Roche) y 0.056mM de
dNTP’s, 0.35pmol para los iniciadores 5’ y 3, 0.075U/ul de Taq polimerasa y 20ng/ul de
DNA en un volumen final de 25 pl. La amplificacion del gen MICB se produjo dentro de un
termociclador con el programa ELT observando los productos de PCR obtenidos (2,307 pb)
mediante una electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio

usando solucion amortiguadora TBE 0.5X y un marcador de peso molecular de 250 pb.
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1.5 Técnica de SSOP (Sequence Specific Oligonucleotides Probes)
Las sondas de oligonucleétido se marcaron en forma individual utilizando el Kit DIG
oligonucleotide 3’-End Labelling 2nd. Generation y se prepararon los Dot Blots sobre
membranas de nylon cargadas positivamente. Posteriormente el DNA unido en la membrana
se incubd con la sonda marcada para su hibridacion por complementariedad y con lavados de
alta astringencia las sondas que no se unieron adecuadamente fueron removidas. Para verificar
la hibridacion de las sondas se realizd una reaccion secundaria quimioluminiscente sobre una
pelicula de rayos X, utilizando un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado a la enzima
fosfatasa alcalina y el sustrato CSPD. Las membranas fueron re-hibridadas con otras sondas

después de incubar la membrana con solucién removedora.

1.6 Analisis Estadistico
Para estudiar la asociacion entre una enfermedad y el locus marcador se realizd una tabla de
contingencia de 2x2. En esta se asume la existencia de dos grupos tomados al azar (uno con la
enfermedad y el otro control negativo para dicho padecimiento), cada grupo formado por
individuos clasificados por tener un alelo marcador o no. Sin embargo, la asociacion de una
enfermedad con un marcador genético perteneciente a un sistema altamente polimérfico como
lo es MICB requiere el analisis de un gran nimero de especificidades antigénicas, lo cual
puede originar asociaciones significativas al azar, por este motivo se redujo el nimero de
inferencias incorrectas mediante la correccion de Bonferroni que consiste en multiplicar el
nivel de significancia (p), obtenido por x> 0 mediante p exacta de Fisher, por el nimero de

antigenos evaluados (Hawkins, 1981, Svejggard et al., 1994).
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8. RESULTADOS

Para detectar algunas variaciones nucleotidicas que determinan los alelos del gen MICB se usaron

47 sondas de oligonucledtidos de secuencia especifica que se hibridaron sobre productos de PCR

que contenian del exén 2 al exon 5. Las condiciones experimentales de la técnica de SSOP que

fueron previamente descritas para 42 sondas de MICB por Fischer y colaboradores en el afio 2000

con sus respectivas modificaciones; asi como las condiciones estandarizadas para las 5 nuevas

sondas empleadas se muestran en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Condiciones experimentales para la hibridacion y lavados de las sondas de

oligonucle6tidos de secuencia especifica.

SONDA
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Tu (°C)

SONDA

TH (°C)

T. (°C)
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*Ty=Temperatura de Hibridacion
*T = Temperatura de Lavado

El patron de hibridacion de las 47 sondas en los 30 alelos de MICB reportados se encuentra

representado en el Cuadro 6.
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Cnadro6 . Patron de lubridacion de las sondas de oligonuclednido de secuencia especifica para alelos del gen MICE.

PATROM DE HIBRIDACION MICE

UBICACION DE LA SONDA EXON 2 EXON 3 EMON 4 Exdn 5|EXOME INTRON 2 INTRON 4
DESIGHACION ANTERIOR |ALELOS/SONDA 718 10843 4 45461112113 )14]15]16|17 10|20 (21 (22|23 | 24|25 | 26|27 |28 |47 | 29| 30|48 (49 (31| 32| 33|34 |35|36| 3738|3940 | 41|42
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En la estandarizacion de las temperaturas de hibridacién y lavado de las 42 sondas previamente
reportadas y para las 5 sondas que se disefiaron (sondas 43, 44, 45, 46 y 47), se utilizaron como
controles 15 lineas celulares homocigotas linfoblastoides B del 12th International
Histocompatibility Workshop; cuyos alelos se describen en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Lineas celulares homocigotas para alelos de MICB utilizadas como controles para
la estandarizacion de temperaturas de hibridacion y lavado.

Linea Celular Alelo Sonda

Hela MICB*001 P02 | PO3 | PO5 | PO7 | P09 | P11 | P13 | P15 | P17 | P19 | P21 | P23 | P25 | P27 | P30 | P43 | P45 | P27
YAR MICB*0020101 | P01 | PO3 | PO6 | PO7 | PO9 | P11 | P14 | P15 | P17 | P19 | P21 | P23 | P25 | P27 | P29 | P43 | P45 | P27
MCFE MICB*0020102 | P01 | PO3 | PO6 | PO7 | PO9 | P11 | P14 | P15 | P17 | P19 | P21 | P23 | P25 | P27 | P29 | P43 | P45 | P27
DBB MICB*003 P01 | PO3 | PO5 | PO7 | P09 | P11 | P13 | P15 | P18 | P19 | P21 | P23 | P25 | P27 | P29 | P43 | P45 | P27
BM14 MICB*0040101 | PO1 | PO3 | PO5 | PO8 | PO9 | P11 | P13 | P15 | P17 | P19 | P21 | P23 | P25 | P27 | P29 | P43 | P45 | P27
APD MICB*0040102 | P01 | PO3 | PO5 | PO8 | PO9 | P11 | P13 | P15 | P17 | P19 | P21 | P23 | P25 | P27 | P29 | P43 | P45 | P27
FPAF MICB*0050101 | PO1 | PO3 | PO5 | PO7 | P09 | P11 | P13 | P15 | P17 | P19 | P21 | P23 | P25 | P28 | P29 | P43 | P45 | P27
PF97 MICB*0050201 | PO1 | PO3 | PO5 | PO7 | P09 | P11 | P13 | P15 | P17 | P19 | P21 | P23 | P25 | P27 | P29 | P43 | P45 | P27
MOU MICB*0050202 | PO1 | PO3 | PO5 | PO7 | P09 | P11 | P13 | P15 | P17 | P19 | P21 | P23 | P25 | P27 | P29 | P43 | P45 | P27
WT51 MICB*0050204 | PO1 | PO3 | PO5 | PO7 | P09 | P11 | P13 | P15 | P17 | P19 | P21 | P23 | P25 | P27 | P29 | P43 | P45 | P27
E4181 MICB*00503 PO1 | PO3 | PO5 | PO7 | PO9 | P11 | P13 | P15 | P17 | P19 | P22 | P23 | P25 | P27 | P29 | P43 | P45 | P27
RML MICB*00504 P01 | PO3 | PO5 | PO7 | PO9 | P11 | P13 | P15 | P17 | P19 | P21 | P24 | P25 | P27 | P29 | P43 | P45 | P27
SPACH MICB*006 P01 | PO3 | PO5 | PO7 | PO9 | P11 | P13 | P15 | P17 | P20 | P21 | P23 | P25 | P27 | P29 | P43 | P45 | P27
WT49 MICB*008 P01 | PO3 | P06 | PO7 | PO9 | P12 | P14 | P15 | P17 | P19 | P21 | P23 | P25 | P27 | P29 | P43 | P45 | P27
EMJ MICB*014 P01 | PO3 | P06 | PO7 | PO9 | P11 | P14 | P15 | P17 | P19 | P21 | P23 | P25 | P27 | P29 | P43 | P45 | PA7

La hibridacion de las sondas (43-47) con cada uno de los controles se muestra en la Fig. 9; donde
la sonda 43 y 45 son positivas para todas las lineas celulares, la sonda 44 y 46 son negativas en

todos los controles; mientras la sonda 47 solo es positiva para la linea celular EMJ.

Fig. 9. Placas de rayos X después de la reaccion de quimiluminiscencia tras realizada la
hibridacién de las sondas sobre la membrana de nylon que contenia el amplificado.
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Se tipifico el polimorfismo del gen MICB en 406 mujeres mexicanas que integraron 2 grupos de
estudioEl primero constituido por 211 mujeres diagnosticadas sin lesiones intraepiteliales
escamosas de cérvix (grupo control) y el segundo por 195 mujeres con lesiones intraepiteliales
escamosas de cérvix (grupo de pacientes), obteniéndose las frecuencias alélicas y genotipicas
reportadas en las Tablas 1y 2.

Tabla 1. Distribucion de la frecuencia alélica del gen MICB en el grupo control y grupo
de pacientes con lesiones intraepiteliales escamosas de cérvix.

Pacientes
Controless ~ LIEBG +LIEAG  LIEBG LIEAG

Alelo 2n=422 (%)  2n=390 (%) 2n=266 (%) 2n=124 (%)
MICB*00201 28 7.0 26 7.0 18 70 8 60
MICB*00201v 8 20 15 4.0 9 30 6 50
MICB*003 6 10 6 20 4 20 2 20
MICB*00401 37 90 27 70 15 60 12 100
MICB*00401v 10 20 14 40 11 40 3 20
MICB*0050101 3 10 2 10 0 00 2 20
MICB*00502/%010 281  67.0 275 71.0 194 730 81 650
MICB*00503 1 00 2 10 2 10 0 00
MICB*00504 310 0 00 0 00 0 00
MICB*00505 12 30 11 3.0 4 20 7 60
MICB*008 3 10 3 10 3 10 0 00
MICB*009N 14 30 4 10 3 10 1 10
MICB*013 2 00 1 00 0 00 1 10
MICB*018 1 00 3 10 2 10 1 10
MICB*019 1 00 0 00 0 00 0 00
MICB*00201/%019 2 00 0 00 0 00 0 00
MICB*00401/*020 2 00 0 00 0 00 0 00
MICB*00401/%00505 7 2.0 1 00 1 00 0 00
MICB*00504/*022 1 00 0 00 0 00 0 00

En italicas grupo de alelos formados después de no poder definir el alelo presente en la muestra.
v indica una variante intronica.

La tipificacion alélica en algunas muestras no fue especifica, clasificandose en grupos de alelos los

cuales se muestran dentro de la Tabla 1 en italicas.

La prueba estadistica del equilibrio de Hardy-Weinberg se realiz6 por el método de Sasiani con el

programa Tests for deviation from Hardy-Weinberg equilibrium que se encuentra disponible en
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la red (http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/cgi-bin/hw/hwal.pl.). Como se observa en la

Tabla 2;

obtuvieron P > 0.05 para cada uno de los diferentes grupos de estudio.

las frecuencias genotipicas cumplieron con este parametro estadistico ya que se

Tabla 2. Distribucion de la frecuencia genotipica del gen MICB en el grupo control y

grupo de pacientes con lesiones intraepiteliales escamosas de cérvix.

Pacientes

Controles | |IEBG + LIEAG LIEBG LIEAG

Genotipo n=211 (%) n=195 (%) N=133 (%) n=62 (%)

MICB*00201 MICB*00201 0 0.0 1 10 1 10 0 00
MICB*00201 MICB*00201v 0 0.0 2 10 2 20 0 00
MICB*00201 MICB*003 0 0.0 1 10 0 00 1 20
MICB*00201 MICB*00401 1 0.0 1 10 1 10 0 00
MICB*00201 MICB*00502/*010 21 100 19 10.0 1290 7 110
MICB*00201 MICB*00504 1 0.0 0 00 0 00 0 00
MICB*00201 MICB*009N 2 1.0 0 00 0 00 0 00
MICB*00201v MICB*00502/*010 8 4.0 13 70 7 50 6 100
MICB*003 MICB*00401 2 1.0 1 10 0 00 1 20
MICB*003 MICB*00502/*010 4 2.0 4 20 4 30 0 00
MICB*00401 MICB*00502/*010 21 10.0 13 70 9 70 4 6.0
MICB*00401 MICB*00505 12 6.0 11 6.0 4 30 7 11.0
MICB*00401 MICB*008 0 0.0 1 10 1 10 0 00
MICB*00401 MICB*009N 1 0.0 0 00 0 00 0 00
MICB*00401v MICB*0050101 0 0.0 1 10 0 00 1 20
MICB*00401v MICB*00502/*010 9 4.0 13 70 11 80 2 30
MICB*00401v MICB*013 1 0.0 0 00 0 00 0 00
MICB*0050101 MICB*00502/*010 3 1.0 1 10 0 00 1 20
MICB*00502/*010  MICB*00502/*010 99  47.0 101 52,0 72 540 29 470
MICB*00502/*010 ~ MICB*00503 0 0.0 1 10 1 10 0 00
MICB*00502/*010  MICB*00504 2 1.0 0 00 0 00 0 00
MICB*00502/*010  MICB*008 3 1.0 2 10 2 20 0 o0
MICB*00502/*010  MICB*009N 9 4.0 4 20 3 20 1 20
MICB*00502/*010  MICB*013 1 0.0 1 10 0 00 1 20
MICB*00502/*010  MICB*018 1 0.0 2 10 1 10 1 20
MICB*00502/*010  MICB*019 1 0.0 0 00 0 00 0 00
MICB*00503 MICB*018 0 0.0 1 10 1 10 o0 00
MICB*00201 MICB*00401/*00505 3 1.0 1 10 1 10 o0 00
MICB*00201/*19 MICB*00401/*020 2 1.0 0 00 0 00 0 00
MICB*00401/*00505 MICB*00503 1 0.0 0 00 0 00 0 00
MICB*00401/*00505 MICB*00504/*022 1 0.0 0 00 0 00 0 00
MICB*00401/*00505 MICB*009N 2 1.0 0 00 0 00 0 00
Equilibrio de Hardy-Weinberg 0.60 1.00 1.00 0.44

Valores de P<0.05 no se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg.

El andlisis de asociacion de las frecuencias alélicas y genotipicas del gen MICB entre el grupo

control (sin LIE) y el grupo de pacientes (con LIE) fue realizado con el programa EPI INFO16
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mediante tablas de contingencia de 2x2 para obtener la P exacta de Fisher y las razones de momios
con sus intervalos de confianza al 95%, tomandose como significativo cualquier valor de P<0.05.
Para descartar asociaciones significativas al azar y establecer una verdadera asociacion de la
enfermedad con este marcador genético altamente polimérfico se aplicd la correccion de
Bonferroni a todo valor de P significativo. La prueba de asociacion entre los diferentes grupos de
estudio no mostr6 diferencias significativas (Tabla 3 a 6), obteniéndose una Pc > 0.05 para cada
alelo o genotipo que resulto con un valor de P exacta de Fisher significativo.

Fueron 12 muestras del grupo control (MICB*00201/*019 (2), MICB*00401/*020 (2),
MICB*00401/*00505 (7) y MICB*00504/*022 (1)) y wuna muestra de LIEBG
(MICB*00401/*00505) con resultados discrepantes, las cuales no se pudieron tipificar
completamente y se clasificaron en grupos de alelos posibles deacuerdo al patron de
hibridacion que presentaron; estas muestras no se tomaron en cuenta para el analisis ya que
tienen que ser clonadas y secuenciadas para determinar su genotipo. Los alelos del grupo
MICB*00502/*010 si se tomaron en cuenta para el analisis, porque a diferencia de los grupos
anteriores en éste solo falta estudiar un SNP.

Tabla 3. Asociacion de la frecuencia alélica del gen MICB en el grupo control y grupo de
pacientes con lesiones intraepiteliales escamosas de cervix.

Controles Pacientes 0
Alelo 2n=422 % =390 9% "¢ OR(%%IC)
MICB*00201 28 7.0 26 7.0 0.986
MICB*00201v 8 2.0 15 40 0.094
MICB*003 6 1.0 6 20 0.891
MICB*00401 37 9.0 27 7.0 0.330
MICB*00401v 10 2.0 14 40 0.305
MICB*0050101 3 1.0 2 1.0 0.718
MICB*00502/*010 281 67.0 275 71.0 0.229
MICB*00503 1 0.0 2 1.0 0.517
MICB*00504 3 1.0 0 0.0 0.095
MICB*00505 12 3.0 11 3.0 0.984
MICB*008 3 1.0 3 1.0 0.923
MICB*009N 14 3.0 4 1.0 0.027 0.81 0.30 (0.08-0.99)
MICB*013 2 0.0 1 0.0 0.610
MICB*018 1 0.0 3 1.0 0.595
MICB*019 1 0.0 0 0.0 0.336

Se toma como significativo cualquier valor de Pc<0.05

En negritas alelos con valor de P<0.05 pero con un valor de Pc>0.05
OR=Raz6n de Momios

95% IC=Intervalo de Confianza al 95%

P=P exacta de Fisher

Pc=Correccion de Bonferroni
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Tabla 4. Asociacion de la frecuencia alélica del gen MICB en el grupo control y grupo de
pacientes con lesiones intraepiteliales escamosas de cérvix.

Pacientes
Controles LIEBG LIEAG

Alelo oN=422 % on=266 % P  2n=124 % P
MICB*00201 28 7.0 18 7.0 0.946 8 60 0942
MICB*00201v 8 20 9 30 0.156 6 50 0068
MICB*003 6 1.0 4 20 0930 2 20 0876
MICB*00401 37 9.0 15 60 0131 12 100 0.755
MICB*00401v 10 20 11 40 0.019 3 20 0975
MICB*0050101 3 10 0 00 0168 2 20 0354
MICB*00502/*010 281 67.0 194 730 0080 81 650 0.793
MICB*00503 1 00 2 10 0318 0 00 0587
MICB*00504 3 10 0 00 0168 0 00 0346
MICB*00505 12 30 4 20 0256 7 60 0.135
MICB*008 3 10 3 10 0567 0 00 0346
MICB*009N 14 30 3 1.0 0072 1 10 0133
MICB*013 2 00 0 00 0261 1 10 0.660
MICB*018 1 00 2 10 0318 1 10 0.356
MICB*019 1 00 0 00 0427 0 00 0587

Se toma como significativo cualquier valor de Pc<0.05

P=P exacta de Fisher
Pc=Correccion de Bonferroni
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de pacientes con lesiones intraepiteliales escamosas de cérvix.

Tabla 5. Asociacion de la frecuencia genotipica del gen MICB en el grupo control y grupo

Controles Pacientes
Genotipo n=211 % n=195 % P
MICB*00201 MICB*00201 0 0.0 1 1.0 0.298
MICB*00201 MICB*00201v 0 0.0 2 1.0 0.140
MICB*00201 MICB*003 0 0.0 1 1.0 0.298
MICB*00201 MICB*00401 1 0.0 1 1.0 0.955
MICB*00201 MICB*00502/*010 21  10.0 19 10. 0.944
MICB*00201 MICB*00504 1 0.0 0 0.0 0.336
MICB*00201 MICB*009N 2 1.0 0 0.0 0.173
MICB*00201v MICB*00502/*010 8 4.0 13 7.0 0.191
MICB*003 MICB*00401 2 1.0 1 1.0 0.609
MICB*003 MICB*00502/*010 4 2.0 4 2.0 0.910
MICB*00401 MICB*00502/*010 21  10.0 13 7.0 0.232
MICB*00401 MICB*00505 12 6.0 11 6.0 0.984
MICB*00401 MICB*008 0 0.0 1 1.0 0.298
MICB*00401 MICB*009N 1 0.0 0 0.0 0.336
MICB*00401v MICB*0050101 0 0.0 1 1.0 0.298
MICB*00401v MICB*00502/*010 9 4.0 13 7.0 0.286
MICB*00401v MICB*013 1 0.0 0 0.0 0.336
MICB*0050101 MICB*00502/*010 3 1.0 1 1.0 0.354
MICB*00502/*010 MICB*00502/*010 99 47.0 101 52.0 0.326
MICB*00502/*010 MICB*00503 0 0.0 1 1.0 0.298
MICB*00502/*010 MICB*00504 2 1.0 0 0.0 0.173
MICB*00502/*010 MICB*008 3 1.0 2 1.0 0.718
MICB*00502/*010 MICB*009N 9 4.0 4 2.0 0.205
MICB*00502/*010 MICB*013 1 0.0 1 1.0 0.955
MICB*00502/*010 MICB*018 1 0.0 2 1.0 0.517
MICB*00502/*010 MICB*019 1 0.0 0 0.0 0.336
MICB*00503 MICB*018 0 0.0 1 1.0 0.298

Se toma como significativo cualquier valor de Pc<0.05
P=P exacta de Fisher
Pc=Correccién de Bonferroni
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Tabla 6. Asociacion de la frecuencia genotipica del gen MICB entre pacientes de acuerdo

al grado de lesion intraepitelial escamosa y controles sanos

Pacientes
Controles LIEBG LIEAG

Genotipo n=211% n=133 % P  n=65 p
MICB*00201 MICB*00201 0 00 1 10 0207 0 00 -
MICB*00201 MICB*00201v 0 00 2 200074 0 00 -
MICB*00201 MICB*003 0 00 0 00 - 1 20 0.065
MICB*00201 MICB*00401 1 00 1 1.0 0741 0 00 0587
MICB*00201 MICB*00502/*010 21 100 12 9.0 0775 7 11.0 0.760
MICB*00201 MICB*00504 1 00 0 00 0427 0 00 0587
MICB*00201 MICB*009N 2 10 0 00 0260 0 00 0442
MICB*00201v MICB*00502/*010 8 40 7 50 0515 6 10.0 0.065
MICB*003 MICB*00401 2 10 0 00 0260 1 20 0.659
MICB*003 MICB*00502/*010 4 20 4 30 0505 0 00 0275
MICB*00401 MICB*00502/*010 21 100 9 7.0 0308 4 60 0.401
MICB*00401 MICB*00505 12 60 4 30 0250 7 11.0 0.127
MICB*00401 MICB*008 0 00 1 10 0207 0 00 -
MICB*00401 MICB*009N 1 00 0 00 0427 0 00 0587
MICB*00401v MICB*0050101 0 00 O 00 0209 1 20 0.065
MICB*00401v MICB*00502/*010 9 40 11 80 0122 2 30 0714
MICB*00401v MICB*013 1 00 0 00 0587 0 00 0587
MICB*0050101 MICB*00502/*010 3 1.0 0 00 0167 1 20 0.912
MICB*00502/*010 MICB*00502/*010 99 47.0 72 54.0 0192 29 47.0 0.984
MICB*00502/*010  MICB*00503 0 00 1 10 0207 0 00 -
MICB*00502/*010  MICB*00504 2 10 0 00 0260 0 00 0.442
MICB*00502/*010 MICB*008 3 10 2 20 0951 0 00 0.345
MICB*00502/*010  MICB*009N 9 40 3 20 0323 1 20 0.328
MICB*00502/*010 MICB*013 1 00 0 00 0427 1 20 0355
MICB*00502/*010 MICB*018 1 00 1 1.0 0741 1 20 0355
MICB*00502/*010 MICB*019 1 00 0 00 0427 0 00 0587
MICB*00503 MICB*018 0 00 1 10 0207 0 00 -

Se toma como significativo cualquier valor de Pc<0.05

P=P exacta de Fisher
Pc=Correccion de Bonferroni
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9. DISCUSION
En los ultimos afios se ha incrementado el interés por el estudio de los genes MIC pero la

mayoria de las investigaciones se han enfocado a MICA por ser una molécula mucho mas
polimérfica que MICB. Existen numerosos estudios sobre la asociacion de algunos
polimorfismos del gen MICB con diferentes enfermedades (Gambelunghe et al., 1999,
Wiencke et al., 2001, Gonzalez et al., 2004, Rodriguez-Rodero et al., 2006, , LU et al.,
2006, Holdenrieder et al., 2006, Chung-Ji et al., 2007, LOpez-Arbesu et al., 2007,
Fernandez-Morera et al., 2008, Field et al., 2008, Kopp et al., 2009); sin embargo son pocos
los estudios que han investigado la relacion entre las variantes alélicas de MICB y Céancer
Cérvico Uterino o sus lesiones precursoras (Holdenrieder et al., 2006, Jumnainsong et al.,
2008). Hasta donde sabemos este es el primer estudio del gen MICB relacionado con el
desarrollo de Lesiones Intraepiteliales Escamosas de Cérvix en poblacion mexicana.

Después establecer las temperaturas de hibridacion y lavado adecuadas para las sondas 42
previamente reportadas (Fischer et al., 2000a) y las 5 nuevas sondas disefiadas para la
tipificacion de los alelos de MICB, se caracterizé el polimorfismo de MICB sobre cada una de
las muestras de los grupos de estudio.

Comparando la distribucion alélica de MICB entre pacientes y controles, 14 alelos
(MICB*00201, MICB*00201v, MICB*003, MICB*00401, MICB*00401v, MICB*0050101,
MICB*00503, MICB*00504, MICB*00505, MICB*008, MICB*009N, MICB*013,
MICB*018, MICB*019) fueron encontrados en el grupo de controles (Tabla 1); mientras en
pacientes con lesiones intraepiteliales escamosas de cervix se identificaron 12 alelos
(MICB*00201, MICB*00201v, MICB*003, MICB*00401, MICB*00401v, MICB*0050101,
MICB*00503, MICB*00505, MICB*008, MICB*009N, MICB*013, MICB*018) (Tabla 1).
Los alelos restantes no se detectaron, sugiriendo que estas variantes son muy raras en nuestra
poblacion. Los tres alelos mas frecuentemente encontrados en ambos grupos fueron
MICB*00201 (9%-11%), MICB*00401 (11%-11%) y MICB*00502/*010 (67%-71%)
respectivamente, en contraste con los alelos MICB*003, MICB*0050101, MICB*00503,
MICB*00504, MICB*00505, MICB*008, MICB*009N y MICB*018 que presentaron la
menor frecuencia (del 3 al 1%), datos semejantes a los reportados para la tipificacion de MICB
en poblacién Caucasica (Espafioles); donde a diferencia de la poblacién en estudio
encontraron el alelo MICB*008 como uno de los mas frecuentes y no encontraron el alelo
MICB*009N (Gonzalez et al., 2003); el cual se encontr6 en un 3.7% en poblacién del Este de
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Asia (Komatsu-Wakui et al.,, 2001), pero en una mayor frecuencia en Aborigenes
Sudamericanos de Paraguay (Kayano et al., 2002).

Entre todos los alelos, MICB*009N se encontr6 con una mayor frecuencia dentro del grupo
control en comparacion con el grupo de pacientes (3%-1%) con una p=0.027; sin embargo
cuando se calculd el valor de P corregida, éste resulté no estar asociado con ningun tipo de
Lesion Intraepitelial Escamosa (Pc=0.81 y OR=0.3 con un 1C95%).

No fue posible definir el alelo presente en varias muestras, clasificandolas dentro de 5 grupos
de alelos posibles MICB*00201/*19, MICB*00401/%00505, MICB*00401/*020,
MICB*00504/*022 y MICB*00502/*010; ya que, con excepcién de las muestras clasificadas
en este Gltimo grupo presentaron resultados ambiguos, mostrando un patrén de hibridacién
inesperado para algunas sondas, probablemente debido a una nueva substitucion nucleotidica
que revele una nueva variante alélica de MICB dentro de ésta poblacion de estudio, por lo que
dichas muestras deberan ser clonadas y secuenciadas por triplicado. Los grupos de alelos
MICB*00201/*19, MICB*00401/*00505, MICB*00401/%020, MICB*00504/%022 se
encontraron en 12 muestras del grupo control, mientras en el grupo de pacientes con LIEBG
solo se detectd una muestra con el grupo MICB*00401/*00505.

En cambio el grupo MICB*00502/*010 quedd indefinido debido a que el SNP que los
diferencia esta presente en el exdn 6 que no se amplificd en las muestras durante la reaccion
en cadena de la polimerasa; ya que los primers descritos en la literatura (Fischer et al., 2000a)
utilizados para amplificar el gen MICB solo evaluan los exones que hasta ese momento se
sabia presentaban polimorfismo, sin tomar en cuenta el descubrimiento de las recientes
secuencias alélicas y establecimiento de la nueva nomenclatura para este gen por el WHO
Nomenclature Committee for Factors of the HLA System (Marsh, 2005). Este SNP se
estudiara en un fututro por la técnica de SSP para definir MICB*00502 y MICB*010.

No se logr6 discriminar por completo entre los alelos de MICB*00201 (MICB*0020101 y
MICB*0020102), MICB*00401 (MICB*0040101 y MICB*0040102) y MICB*00502
(MICB*0050201, MICB*0050202, MICB*0050203 y MICB*0050204), por que sus
diferencias se encuentran dentro del intron 1 que no fue estudiado. La diferencia entre los
alelos MICB*0020101 y MICB*0020102 radica en una delecién de 4 nucleétidos (TGTG) en
el alelo MICB*0020102. Para MICB*004 la diferencia esta dada por el ndmero de
repeticiones del nucleodtido timina (36 bases para MICB*0040101 y 17 bases en el alelo
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MICB*0040102), més la delecion de una citosina en la posicion 614 para el primer alelo y 615
en el segundo alelo. En el grupo MICB*00502 al compararse las secuencias con el alelo
MICB*0050201 existe un cambio de T por A en la posicion 81 del alelo MICB*0050202, el
alelo MICB*0050203 tiene una variacion de G por A en la posicion 1020 y por ultimo el alelo
MICB*0050204 presenta un SNP en la posicion 2008 (A —C). Aunado a los SNPs, se
presenta en la posicion 254 24 repeticiones del nucleétido Timina en el alelo
MICB*005020101, 10 repeticiones en MICB*00500502 y 23 repeticiones para los alelos
MICB*0050203 y MICB*0050204 (http://www.anthonynolan.org.uk/HIG/seq/refs/micbref.ntm).

Las variantes alélicas de MICB denominadas como MICB*00201v y MICB*00401v [donde v
significa variable (Fisher et al., 2000b)] mostraron un patrén de hibridacion inesperado para
la sonda 32 con el alelo MICB*00201 y 38 con el alelo MICB*00401, sondas que estudian los
intrones 2 y 4 respectivamente, debido a que existe probablemente una nueva sustitucion
nucleotidica de G por A en la posicion 7759 en el alelo designado como MICB*00201v y una
insercion TGGGG en la posicion 9121 dentro del alelo denominado MICB*00401v; tal y
como lo reporta Fisher en diferentes lineas celulares linfoblastoides B (Fisher et al., 2000b),
la cual se debe comprobrar con la secuenciacion; revelando posiblemente la presencia de
nuevos alelos de MICB en la poblacion de estudio. Aunque éstas variantes dentro de una
region intrénica no influyen en el producto del gen, pueden tener alguna preponderancia en el
origen de nuevos alelos de éste.

Con respecto al grupo MICB*00502/*010 es probable que el alelo MICB*00502 esté presente
en la mayoria de nuestra poblacion; ya que un estudio en poblacion espafiola determiné que 72
de cada 100 individuos fueron positivos para el alelo antes mencionado (Gonzalez et al.,
2003).

Comparando la distribucion genotipica de MICB entre pacientes y controles no se
encontraron diferencias significativas, pero fueron 8 los genotipos mas frecuentemente
hallados, el homocigoto MICB*00502/*010/MICB*00502/*010 (47%), con los heterocigotos
MICB*00201/MICB*00502/*010 y MICB*00401/MICB*00502/*010 (10%) para controles;
mientras el homocigoto MICB*00502/*010/MICB*00502/*010 (52%), con los heterocigotos
MICB*00201/MICB*00502/*010 (19%), MICB*00201v/MICB*00502/*010,
MICB*00401/MICB*00502/*010 y MICB*00401v/MICB*00502/*010 (13%) se
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encontraron en pacientes; siendo el homocigoto MICB*00502/*010/MICB*00502/*010, el
genotipo mas frecuente en nuestra poblacion de estudio.

Aunque no se encontré alguna asociacion entre el gen MICB y el desarrollo de lesiones
precursoras al Cancer Cérvico Uterino (LIEAG y LIEBG); pues ninguna variante alélica o
genotipica parece proveer riesgo para desarrollar alguno de estos padecimientos tal como se
reportd para una poblacion del noreste de Tailandia (Jumnainsong et al., 2008), dada la alta
prevalencia del CaCu en la poblacién femenina tanto a nivel mundial como en nuestro pais
(OMS, 2007), es importante seguir con estudios de asociacién para encontrar marcadores
genéticos que nos permitan evaluar el grado de riesgo o proteccién que puede tener un
individuo para padecer ésta enfermedad; tomando en cuenta los criterios para la identificacion
y caracterizacion de determinantes genéticos en enfermadades multifactoriales (Burton et al.,
2005).

Los resultados obtenidos no mostraron ninguna asociacion directa entre las variantes del gen
MICB vy el desarrollo de Lesiones Intraepiteliales Escamosas de Cérvix posiblemente por una
inadecuada seleccion de la muestra, por lo que hace falta determinar marcadores de ancestria
que permitan estratificar nuestros grupos de estudio en base a su descendencia étnica por
posibles falsos negativos 0 positivos, debido a que existen diferencias genéticas entre
poblaciones y nuestro pais cuenta con una diversidad genética muy amplia (Rubi-Castellanos
et al., 2009).

A pesar de que la técnica de PCR-SSOP es la técnica de eleccion para sistemas altamente
polimérficos cuando se van a analizar muchos individuos simultaneamente, su desarrollo
puede también influir sobre los resultados obtenidos; ya que muchos factores pueden afectar
los resultados y dificultar su interpretacion, si no se tiene un control perfecto y riguroso sobre
el uso de controles adecuados, las condiciones de trabajo y empleo de reactivos en cada uno de

los pasos del procedimiento (Perea et al., 2001)..
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10. CONCLUSIONES

La tipificacion del polimorfismo del gen MICB mediante la técnica de PCR-SSOP en cada uno
de nuestros grupos de estudio (casos-controles) determind que no existe asociacién directa
entre las frecuencias alélicas y genotipicas de MICB con el desarrollo de las Lesiones
Intraepiteliales Escamosas de Cérvix (LIEBG y LIEAG); estableciendo que éste gen no es un
marcador genético para tal padecimiento dentro de la poblacién de estudio.

Las sondas disefiadas para la tipificacion de los nuevos alelos de MICB cumplieron
satisfactoriamente con su funcién de alineamiento por complementariedad tras establecer las
temperaturas de hibridacion y lavado adecuadas.

Para tener un panorama mas claro sobre la relacion de MICB con alguno de éstos
padecimientos es necesario hacer la estratificacion de nuestros grupos de estudio en base a su
descendencia étnica mediante marcadores de ancestria, realizar la clonacion y secuenciacion
de los fragmentos amplificados que mostraron patrones de hibridacion inusuales para verificar
si existen 0 no nuevas variantes de este gen dentro de nuestra poblacion, efectuar el estudio del
SNP 11710 del exon 6 para definir los alelos MICB*00502 y MICB*010; asi como realizar la
tipificacion de este gen dentro de poblacion indigena y mestiza para determinar la distribucion

de MICB en poblacion mexicana.
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12. APENDICES

1.1 APENDICE A: DETALLES TECNICOS

Extraccion de DNA a partir de leucocitos (buffy coat).

Extraccion.
La extraccion se realiza a partir de sangre periférica mediante la técnica de salting out de
Miller (técnica de perclorato de sodio) como sigue:

1.

8.
9.

10.

11.
12.

13.
14.
15.

16.
17.

Tomar la muestra de sangre total con Vacutainer en un tubo con EDTA al 10% como
anticoagulante (no heparina ya que es un inhibidor de la Taq Polimerasa), homogenizar
y centrifugar a 12000rpm/7min.

Obtener la capa de leucocitos de la interfase (aproximadamente 700 ul de buffy coat) y
colocarla en un tubo Eppendorf cénico de 1.5ml.

Agregar 800 ul de buffer de lisis y agitar fuertemente en el vortex hasta disgregar el
boton.

Centrifugar por 3min/12000rpm a 4°C y decantar el sobrenadante dejando Unicamente
el boton en el fondo del tubo.

Repetir los pasos 3y 4 por triplicado hasta que se obtenga un boton blanquecino y un
sobrenadante transparente.

Resuspender el boton en 400 pl buffer de lisis 2 y agitar ligeramente en el vortex para
despegar el boton.

Anadir primero 10 pl SDS al 20%, posteriormente 110 pul perclorato de sodio SM y
mezclar en el agitador por 10 min.

Agregar 200 ul NaCl 5 M y agitar vigorosamente en vortex.

Centrifugar por 5min/12000rpm a 4°C y pasar 700ul de sobrenadante a tubo Eppendorf
en punta de 1.5 ml.

Afadir al sobrenadante un volumen igual de isopropanol a -20°C y mezclar
ligeramente por inversion (observar una hebra blanquecina de DNA).

Guardar a -20°C/1 noche o0 a -70°C/1 hr.

Centrifugar por 5min/12000rpm a 4°C y decantar el isopropanol dejando solo en el
tubo el boton de DNA.

Agregar 1 ml de etanol al 70% a -20°C y agitar ligeramente en el vortex para
desprender el boton.

Centrifugar por 5min/12000 rpm a 4°C vy decantar el etanol dejando Unicamente el
boton de DNA en el tubo.

Repetir los pasos 13 y 14 por triplicado.

Dejar secar el boton a temperatura ambiente/1hr o en speed-back/5min.

Afadir 100 pl de dH2O estéril y dejar en horno de hibridaciéon a 65°C/30 min. o en el
agitador a temperatura ambiente/1 noche para hidratar el DNA.

Cuantificacion.
La cantidad de DNA obtenido se evalUa espectrofotométricamente de la siguiente manera:

1.

2.

Realizar una dilucion 1:50 de cada una de las muestras de DNA (tomar una alicuota de
2ul DNA, colocarla en un tubo Eppendorf de 0.6ml y adicionar 98 ul de dH,0).

Agitar en el vortex vigorosamente y centrifugar por unos segundos en la
microcentrifuga.
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Calibrar el espectrofotometro usando como blanco agua dH,0O estéril.

Medir la absorbancia a las longitudes de 260 nm (indica concentracién de DNA) y 280
nm (revela concentracion proteinas) con emision de luz UV utilizando celdas de
1cm’ con volumen de 50pl.

Obtener la relacion 260/280 para calcular la pureza del DNA (optima 1.8).

Evaluar la concentracion de DNA utilizando la siguiente ecuacién donde la
concentracion esta dada en ng/ul: [DNA] = Abs 260 * 50 * 50 (los términos
involucran: el valor de absorbancia a 260nm, la concentracion correspondiente a una
unidad de absorbancia, la dilucién de la solucion de DNA y los factores de conversion

de mla ply pg a ng).

Electroforesis
La calidad de DNA obtenido se verificard mediante una electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 0.8%:

11.

Pesar 0.8gr de agarosa y colocarlos en un matraz Erlenmeyer de 250 ml.

Agregar 100 ml de buffer TBE 0.5X.

Calentar por 1 minuto en horno de microondas (verificar continuamente para evitar
proyecciones) y dejar enfriar hasta temperatura media.

Agregar 2 pl bromuro de etidio y mezclar perfectamente.

Vaciar a la base plastica que contiene los peines para 100 pozos.

Dejar solidificar para retirar los peines.

Introducir el gel en la cdAmara de electroforesis que contiene solucion amortiguadora de
TBE 0.5X.

Mezclar perfectamente 1 ul de DNA, 2ul buffer de carga y 1ul de agua destilada.
Colocar la mezcla en cada uno de los pozos.

. Cerrar la camara de electroforesis y pasar corriente a 90 volts y 500 mA durante 30

minutos, trascurrido el tiempo retirar el gel de la cAmara de electroforesis.
Colocar el gel sobre un transiluminador de luz UV para observar las bandas de DNA y
tomar una fotografia.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa del gen MICB.

Disefio de Iniciadores
La secuencia de los iniciadores 5°-Forwer y 3’-Reverse (Tabla A) que se usan para la
amplificacion del locus MICB se encuentran localizados sobre intrén 1 e intron 5 (NCBI
Sequence NC_000006) respectivamente; los cuales originan un producto de 2,307 pb.

TABLA (A). Caracteristicas de los iniciadores para la amplificacién del gene MICB.

INICIADOR | ORIENTACION | LOCALIZACION SECUENCIA
5FMICB2-5 5 Intron 1 7090-7114 | AAg ACC TTC CTT CCAACACTgCCT T
3RMICB2-5 3’ Intron 5 9374-9396 | gAA AgC TCC TTT CTA ggC AgT Ag

Condiciones de PCR
La reaccion de PCR se realiza a una concentracion final de: 1x para buffer No.1 (Kit Expand
Long Templete PCR System; Roche Applied Science) que contiene 17.5 mM de MgCl,,
0.056mM de dNTP’s (Invitrogen), 0.35pmol/ul para los iniciadores 5’ y 3’ (Invitrogen),
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0.075U/ul de Taq polimerasa (Kit Expand Long Templete PCR System; Roche Applied
Science) y 20ng/ul de DNA en 25ul como volumen final de la siguiente forma:
1. Preparar la mezcla de reaccion (sin DNA de las muestras) en un tubo eppendorf de 1.5
ml agregando las cantidades correspondientes de cada reactivo (TABLA B) de
acuerdo al nimero de muestras por amplificar (hacer calculos segin No. muestras a
amplificar, agregando control (-) mas una reaccién extra).

TABLA (B). Volimenes para preparar la mezcla de reaccion correspondiente a una muestra.

Reactivo Cantidad en pl por
cada muestra

dH,0 18.225
Buffer No.1 2.5
dNTP’s 0.7
5’ Primer 0.35
3’Primer 0.35

Taq 0.375
Volumen 22.5

2. Posteriormente afiadir a cada tubo previamente etiquetado: 22.5ul de la mezcla de
reaccion (usar la misma punta para todos los tubos) y 2.5ul del DNA a amplificar con
una concentracion de 200ng/ul o 2.5 ul de agua bidestilada para el control negativo
(utilizando una punta diferente para cada muestra).

3. Cubrir perfectamente cada tubo de reaccion para evitar evaporacion de la muestra,
agitar ligeramente en vortex y centrifugar por unos segundos.

4. Una vez montadas las reacciones de PCR introducir los tubos en un termociclador con
el siguiente programa de amplificacion (Tabla C).

TABLA (C). Programa ELT para la amplificacién del gen MICB

Paso 1 94°C por 2 min.
Paso 2 94°C por 10 seg.
Paso 3 65°C por 30 seg.
Paso 4 68°C por 2 min.
Paso 5 Ira 2, 10 ciclos
Paso 6 94°C por 10 seg.
Paso 7 65°C por 30 seg.
Paso 8 68°C por 2 min.
Paso 9 Ir a6, 16 ciclos
Paso 10 68°C por 7 min.
Paso 11 72°C por 8 min.
Paso 12 15°C por siempre.
Paso 13 Fin

5. Observar los productos de PCR obtenidos mediante electroforesis horizontal sobre gel
de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de Etidio y cubierto por solucion
amortiguadora TBE 0.5X a 90 volts y 500 mA durante 50 minutos; colocando la
mezcla de 2.0 pl de buffer de carga y 2l de producto de PCR en cada pozo, usando un
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marcador de peso molecular de 250 pb (250bp DNA Ladder, Invitrogen) y colocarlo
sobre un transiluminador para observar las bandas con luz UV y tomar una fotografia.

Técnica de SSOP (Sequence Specific Oligonucleotides Probes).
Reconstitucion y dilucién de sondas
1. Adicionar a cada sonda (Oligonucleotide, Biosource International, Inc e Invitrogen life
tecnologies) 1000ul de H,O estéril y colocarla en agitacion 24hrs.
2. Preparar en un tubo eppendorf de 0.6ml 25ul de sonda a una concentracién 25pmol/ul.

Marcaje de sondas.
El marcaje de las sondas se realiza en forma individual utilizando Digoxigenina (Kit DIG
oligonucleotide 3’-End Labelling 2nd. Generation, Roche Applied Science) como sigue:
1. Preparar de forma individual para cada sonda la siguiente mezcla (TABLA D) en un
tubo eppendorf de 0.6 ml (no hacer mezcla maestra):

TABLA (D). Volimenes para preparar la mezcla correspondiente al marcaje de una sonda,
donde X +Y =10 ul.

Solucion Tubo | Volumen
5X Mailing Buffer 1 4ul
25 mM de CoCl; solucion 2 4ul
1 mM DIG/ddUTP 3 1ul
100 pM SSO (25pmol/ul) X (4ul)
H,0 destilada Y (6ul)
50 U/ml T. Transferasa 4 1ul

2. Incubar los tubos a 37°C/20 min. en bafio de agua, mientras se prepara la mezcla de
paro (stop mix) como sigue (TABLA E):

TABLA (E). Volumenes para preparar la mezcla de paro que debe ser preparada al momento.

Solucién Tubo Volumen
Glicogeno solucidon 8 Tul
0.2 MEDTA (pH 7.8-8.0) 200ul

Transcurrido este tiempo pasar los tubos de reaccion de 37°C a hielo.

Centrifugar en una microcentrifuga.

Adicionar 2 ul de mezcla de paro a cada tubo, mezclando suavemente por inversion.
Para precipitar la sonda marcada adicionar 2.5 ul de LiCl (4M) recién filtrado
mezclando suavemente por inversion.

7. Adicionar 75 ul de Alcohol absoluto a -20°C, mezclando suavemente por inversion.

8. Incubar a -70°C/30min o -20°C/2hrs.

9. Cumplido este lapso centrifugar los tubos a 13,500 rpm/15min.

10. Retirar cuidadosamente el sobrenadante (aproximadamente 75 ul).

11. Adicionar a cada tubo 50 ul de Etanol frio al 70% (-20°C).

12. Centrifugar a 13,500 rpm/15min. para retirar con mucho cuidado todo el sobrenadante.
13. Dejar secar el boton que no siempre es visible a temperatura ambiente.

14. Resuspender el botén en 100 ul de H,0 destilada.

ok ow
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15. Colocar los tubos sobre un homogenizador a temperatura ambiente por 3 a 4 horas
para disolverlo.

Preparacion de Dot Blots (Transferencia en mancha).
Los Dot blots se realizan sobre membranas de nylon cargadas positivamente cortadas a un
tamafio apropiado y cuadriculadas en cuadros de 1 cm? por muestra de la siguiente forma:
1. Desnaturalizar en el termociclador de 8 a 16 muestras usando el siguiente programa
(TABLA F):

TABLA (F). Programa DESNATURE para desnaturalizacion de productos de PCR del gen MICB.

Paso 1 95°C por 5 min.
Paso 2 Por siempre 4°C

2. Una vez terminada la desnaturalizacion pasar directamente los tubos en hielo para
evitar que se vuelva a formar la doble cadena de DNA.

3. Depositar 2 ul del producto de PCR desnaturalizado sobre un é&rea de 1cm? de la
membrana (si el producto no es bueno se pondra el doble).

4. Dejar secar la membrana a temperatura ambiente/10 min.

5. Colocar la membrana seca dentro de un crosslinker UV a 120,000 microjoules/25 seg.
para fijar el DNA.

6. Posteriormente colocar la membrana en una hoja de polietileno.

7. Guardar a 5°C hasta que sea utilizada.

Hibridacion
Blogueo de membranas
1. Colocar cada membrana en un tubo (capacidad 100ml) con 5ml de la solucion
blogueadora (Reactivo 1) previamente fria.
2. Poner los tubos en el hibridador por 30 minutos a temperatura ambiente.
3. Prender el bafio de agua a la temperatura de hibridacion para colocar la solucion de
pre-hibridacion (Reactivo 2).

Pre-hibridizacion
4. Sacar los tubos del hibridador para eliminar el Reactivo 1.
5. Adicionar 5ml del Reactivo 2 caliente.
6. Colocar los tubos en el hibridador durante 1 hora a la temperatura de hibridacion.
7. Durante el paso 5, preparar la solucion de hibridaciéon (Reactivo 3).

Hibridacion
8. Transcurrido el tiempo de pre-hibridacién, eliminar de los tubos el Reactivo 2 y
adicionar el Reactivo 3.
9. Colocar nuevamente los tubos en el hibridador durante 90min a la temperatura de
hibridacion.
10. Al terminar el tiempo de hibridacion, rescatar el Reactivo 3 para reusarlo con otras
membranas.

Lavado de membranas
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11. Hacer 2 lavados dentro de cada tubo con 5 ml de solucion de enjuague (Reactivo 4) a
temperatura ambiente por 10 minutos.

12. Realizar 2 lavados dentro de cada tubo con 5 ml de Reactivo 2 a temperatura
astringente por 10 minutos.

Secado de membranas
13. Sacar las membranas de su tubo para colocarlas en una base de papel filtro por 10 min.
para que sequen.
14. Meter las membranas en una hoja de acetato.
15. Dejarlas en refrigeracion o continuar con el procedimiento de deteccion.

Deteccion
1. Ajustar la temperatura del horno de hibridacion a 37°C.
2. Lavar las membranas con 5 ml de Buffer 1 (Reactivo 5) por 5 min. /37°C.
3. Transcurrido el tiempo eliminar el Reactivo 5.
4. Sacar las membranas de su tubo para ponerlas a secar sobre un papel filtro a
temperatura ambiente.
5. Con las membranas dentro de su tubo adicionar 5ml de Buffer 2 (Reactivo 6).
6. Colocar los tubos en el hibridador a 37°C/35minutos.
7. Adicionar a cada tubo 1ul del Fragmento Anti-Dig Fab agitando suavemente.
8. Colocar los tubos en el hibridador a 37°C/40 minutos.
9. Sacar las membranas de los tubos para colocarlas en una base plastica.
10. Hacer 3 lavados de 10 minutos con 100 ml de Reactivo 5 a temperatura ambiente con

agitacion a 2000rpm.
11. Hacer 1 lavado de 5 minutos con 100 ml Buffer 3 (Reactivo 7) a temperatura ambiente
con agitacion a 2000rpm.

Los siguientes pasos son desarrollados en un cuarto oscuro:

12. Mientras las membranas estan en el paso 11, preparar la solucion de CSPD (Reactivo
8), usando siempre CSPD fresco.

13. Colocar el CSPD en una base plastica.

14. Quitar las membranas del ultimo lavado para colocarlas directamente dentro del
CSPD; con el DNA hacia abajo para mayor contacto por 10 minutos.

15. Sacar las membranas del CSPD para ponerlas sobre una base de papel filtro y dejarlas
secar.

16. Colocar las membranas ya secas en un félder de plastico dentro del chasis.

17. Colocar encima una pelicula de rayos X y cerrar el chasis para cubrirlo con una bolsa
negra.

18. Incubar en el horno a 37°C / 45 minutos.

19. Sacar la pelicula de rayos X del chasis para revelarla.

Reutilizacion de membranas
20. Después de la deteccion, las membranas se colocan en tubos individuales con 10 ml de
solucion removedora (Reactivo 9) dentro del hibridador a 70°C/20 minutos.
21. Sacar las membranas de los tubos y dejarlas secar a temperatura ambiente usando una
base de papel filtro.
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22. Colocar las membranas en bolsas de plastico estéril o en folder de plastico para
mantenerlas en refrigeracion hasta su utilizacién (las membranas pueden ser re-
hibridadas nuevamente con otras sondas).
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1.2 APENDICE B: FUNDAMENTO DE LA TECNOCA SSOP

La técnica de PCR-SSOP (Single Strand Oligonucleotide Probe) hace uso de sondas de
oligonucledtidos especificas que reconocen las secuencias polimérficas en los exones o
intrones de los diferentes alelos de un gen (Hoffbrand et al., 2005). Esta técnica se basa en el
Southern Blot, pero la hibridacion se realiza sobre un fragmento amplificado por PCR, para la
cual se utilizan primers genéricos que se unen a regiones constantes no polimorficas del
fragmento a amplificar el cual incluye la regién polimoérfica (Springer et al., 2000). El
producto de amplificacion se inmoviliza sobre un soporte solido mediante un proceso
conocido como Dot-Blot; donde el DNA se desnaturaliza por calentamiento, las dos cadenas
de la molécula se separan por la ruptura de los puentes de hidrogeno que las mantienen unidas,
la temperatura se disminuye rapidamente para que las cadenas permanezcan separadas, y los
grupos fosfato del DNA cargados negativamente interaccionen con las membranas de nylon
cargadas positivamente y se fijan con luz UV. A continuacién el DNA unido a la membrana se
trata con solucion de hibridacion y agente bloqueante sin sonda para que los lugares de unién
no especificos de la membrana queden saturados de polimeros sintéticos y se prevenga la
union inespecifica del anticuerpo a la membrana. Posteriormente la membrana se incuba en
condiciones favorables con solucion de hibridacién que contiene la sonda marcada con un
grupo quimico reactivo como la digoxigenina (se une a nucledtidos de uridina en la posicion
5’ de la base pirimidica), lo cual permitira la reasociacion de cadenas sencillas de la sonda con
el DNA que posea una secuencia complementaria a través de complejos bicatenarios estables
por asociacion de las bases mediante la formacion de puentes de hidrogeno (3 entre G=C y 2
entre A=T) y con lavados de mayor o menor astringencia las sondas que no se unieron
adecuadamente seran removidas y eliminadas quedando las especificamente unidas Para
detectar la hibridacion de las sondas se usa una reaccion quimioluminicente, donde tras
incubar la membrana con una solucion del anticuerpo antidigoxigenina, los fragmentos Fab
unidos a fosfatasa alcalina se conjugan con la digoxigenina, y consecutivamente la membrana
portadora de la sonda hibridada y el anticuerpo conjugado reaccionan con el sustrato CSPD
que impresiona una placa de rayos X con una sefial luminosa (Aranega et al., 2002). Esta es la
técnica de eleccion en los casos de sistemas muy polimérficos en donde se van a analizar
muchos individuos simultdneamente, siendo mucho mas laboriosa y muchas veces la
interpretacion es dificil si no se incluyen controles adecuados y si no se tiene un perfecto y
riguroso control sobre los reactivos y en todos los pasos (Perea et al., 2001). Fig.A

Los factores que influyen en el resultado de esta técnica son:

Concentracion de la molécula de DNA y la composicion de sus bases (G=C mas estables
que A=T por que estan unidas por 3 puentes de hidrogeno)

Concentracion de las sondas, tamafio pequefio monocatenarias de 15-50 nucleétidos y
purificadas para eliminar proteinas y nucleétidos no incorporados

Volumen pequefio del medio de hibridacidn pues la concentracion de las hebras aumenta y
la hibridacion es rapida.

Las temperaturas de prehibridacion e hibridacion ya que estabilizan enlaces de hidrogeno
formados o aumentan puentes inestables que se rompen facilmente, se producen uniones no
fructiferas en regiones no correctas que pueden revertir y la velocidad de hibridacion lenta.

La presencia de agentes bloqueantes eliminan la union inespecifica de la sonda a la
membrana y aceleran la reaccion.
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La severidad del lavado elimina la sonda dependiendo de la fuerza definida por la
temperatura y concentracion de la solucion, si es poco estricto hay mucho fondo por unién
inespecifica de sonda y cuando es muy estricto disminuye de la sefial por eliminacion de sonda
o reduce el ruido de fondo apareciendo solo la sefial especifica (Perea et al., 2001).
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