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RESUMEN

Actualmente existen evidencias de que el desarrollo de cancer depende de diversos
factores entre los cuales las caracteristicas genéticas tienen un papel importante,
y que el proceso no se expresa a menos que coexistan varios factores de riesgo.
En el cancer de piel, algunos de los factores identificados son la exposicién a
radiacion ultravioleta, el color de la piel, el género masculino, la exposicién a
algunos quimicos (entre estos el arsénico), la disminucién de la capacidad inmune,
etc. Sin embargo, ha sido poco estudiado el papel de los factores genéticos
asociados con el complejo principal de histocompatibilidad.

En este sentido, existen reportes en donde se asocia la presencia de algunos
alelos HLA con el aumento en la frecuencia de cancer de piel, de tipo no
melanoma, en sujetos inmunosuprimidos con fines terapéuticos. En estas
poblaciones se han identificado algunos alelos HLA clase | y Clase I, asociados
tanto con proteccién como con riesgo.

Asi también, a partir de estudios en humano y modelos experimentales se ha
atribuido al arsénico un efecto inmunodepresor y se ha considerado que este
estado de permisividad inmune puede favorecer la asociacion de otros factores
relacionados con el desarrollo de cancer de piel de tipo no melanoma. Consideramos
que estas dos condiciones, en los individuos que cuenten con un marco genético
que confiera susceptibilidad para cancer, cuando se exponen a otros factores de
riesgo, restltara en una mayor probabilidad (riesgo)} de desarrollar cancer de piel.
Determinamos la frecuencia de presentacion de los alelos HLA-A11, HLA-B27 vy
HLA-DR7, en una poblacidn de la Region Lagunera, constituida por 40 casos de
cancer de piel de tipo no melanoma vy 44 controles. La poblacion fuente fue la
consulta de Dermatologia del Hospital de Especialidades de la Cd. de Torredn. El
objeto del estudio fue evaluar la posibilidad de establecer estos alelos como factores
de susceptibilidad genética para el desarrollo de cancer de piel de tipo no melanoma
El analisis molecular de los alelos HLA-A11 y HLA-B27, HLA-DR7 no mostro
ninguna asociacion con el desarrollo de cancer (OR=0.81 con p=0.79, OR=0.90, con
p=0.88, OR=2.13 y p=0.25, respectivamente). Esto, consideramos pudiera deberse

al tamario de muestra estudiado. A partir de los resultados establecimos los tamarfios




de muestra necesarios para verificar los resultados, sin la incertidumbre del tamafio
de muestra. Soélo en esas condiciones sera posible definir la utilidad de estos como
marcadores de susceptibilidad genética para el desarrollo de cancer de piel de tipo
no melanoma en la poblacién de estudio.

Definimos que la exposicion histérica a arsénico representa un factor de riesgo para
cancer de piel no melanoma, con una OR=4.39 (p=0.005) a partir del analisis
categorizado por niveles de exposicion. Finalmente, encontramos que en nuestra
poblacion, los factores que contribuyen con mayor fuerza en el desarrolio de
cancer de piel de tipo no melanoma, fueron edad, género y exposicién histérica a
arsénico con OR=1.08 (p=0.002), OR=5.69 (p=0.004) y OR=4.27 (p= 0.028),
respectivamente.




. INTRODUCCION

1. CANCER

El cancer es una de las 3 causas principales de muerte en paises industrializados y
mientras que los tratamientos para enfermedades infecciosas y la prevencion de
enfermedades vasculares mejoran cada dia y la expectativa del promedio de vida
aumenta, el cancer se ha convertido en una de las enfermedades mas comunes y
fatales. En estos paises se ha planteado que alrededor de 1 de cada 5 personas muere

de algtn tipo de cancer (Alberts et al., 1994),

El cancer es un crecimiento anormal de células en las cuales existe una perturbacién
fundamental del comportamiento y regulacion del crecimiento, en el seno de un
organismo multicelular. Las células cancerosas presentan dos caracteristicas: 1) tanto
las células como su progenie, reproducen un defecto en la regulacion normal del
crecimiento celular, y 2} invaden y colonizan territorios normalmente reservados para
otros tipos celulares. La combinacién de ambas caracteristicas hace del cancer un
proceso especialmente dafiino ya que el crecimiento tumoral puede extenderse e
invadir, ademas del tejido circundante, tejidos u drganos distantes, llevando

eventualmente a la muerte del individuo (Seljelid, 1997; Alberts et al., 1994).

Cuando las células anormales no invaden espacios circundantes, el crecimiento esta
bien delimitado, no causa dafio significativo, el crecimiento se considera benigno ya que
es posible alcanzar la curacion total después de !a reseccién quirGrgica del tumor. Si la

proliferacion de las células anormales escapa del control, invade tejidos circiindantes (y



aun tejidos muy distantes) a través de la circulacion linfatica y sanguinea, da iugar a
tumores secundarios (metastasis), condicién en la que la erradicacion es muy dificil.
Este tipo de tumores malignos se denominan habitualmente como cancer (Doll and

Peto, 1987; McGee et al., 1992; Parkin et al., 1988; Robbins et ai,, 1989) .

El cancer es clasificado de acuerdo al tejido y al tipo celular de donde se origina. Los
que derivan de las ceélulas epiteliales, se denominan genéricamente carcinomas y
aquéI!os que surgen del tejido conectivo se denominan sarcomas. Los tipos de cancer
que no se contemplan en estas dos grandes categorias, incluyen a las leucemias

(derivadas de células hematopoyéticas), asi como los derivados de células del sistema

nervioso central.

En terminos generales, se ha planteado que cerca del 90 % del total de los tumores
cancerosos corresponden a carcinomas. Se ha sugerido, que esto se debe a que la
mayor proporcion de células en proliferacion se encuentra en los epitelios, y que son
eéstos tejidos los que con mayor frecuencia se exponen a dafio por agenles fisicos y
quimicos que favorecen el desarrollo del cancer (Doll and Peto, 1987; McGee of al.,

1992; Parkin ef a/.,1988; Robbins ef al., 1989).

Cada cancer tiene las caracteristicas que reflejan su origen. Por ejemplo, las células de
los carcinomas de célula basales, derivada de las células pluripotenciales de los
queratinocitos de la piel, en general contintan sintetizando filamentos intermedios de
citoqueratina, mientras que las células de un melanoma, derivadas de los melanocitos
de la piel, frecuentemente (aunque no siempre) contindan produciendo granulos de

pigmentos. En general, los tipos de cancer generados a partir de diferentes tipos



celulares, constituyen entidades patoldgicas independientes. Tomemos como ejemplo
dos tipos de cancer derivados de células de la piel, que se conoce presentan una
fisiopatologia especifica; mientras el carcinoma de células basales raramente produce
metastasis y por el contrario es un proceso local, el melanoma se disemina
rapidamente y por ende es mas agresivo. El primero puede resecarse quirirgicamente,
mientras que el segundo, por las extensivas metastasis, frecuentemente es imposible
de extirpar y por lo tanto tiene consecuencias fatales. (Doll and Peto, 1987 McGee ef

al., 1992; Parkin et al., 1988; Robbins ef al., 1989).

En el proceso de generacién del cancer se reconocen varias etapas: 1) La iniciacion

que comprende cambios en el DNA, en respuesta a la exposicion de la célula blanco a

un agente carcinogénico mutageno. 2) La promocion, que es la fase requerida para la
expansion de la clona “iniciada” y que involucra la exposicion a agentes carcinogénicos

pero no necesariamente mutagénicos, y 3) La progresion del tumor, que consiste en el

crecimiento de la masa tumoral y que usualmente termina con el desarrollo de
metastasis y por tanto de un cancer altamente agresivo (Cotran ef al., 1989).

El cancer se inicia por un cambio en la secuencia del DNA de una célula, aberracion
genética que sera heredada de la célula anormal a la progenie. Con relacion a esto, las
| evidencias mas fuertes se han obtenido a partir de estudios con tres tipos de agentes
carcindgenos y/o mutagenos, como son: agenles quimicos que tipicamente causan
mutaciones puntuales en la secuencia nucleotidica del DNA; radiaciones ionizantes (por
ejemplo rayos X), que tipicamente causan rompimientos y translocaciones en los
cromosomas, y agentes bioldgicos, como algunos virus que introducen secuencias

nucleotidicas extranas a la célula) (Nowell, 1986; Ames ef al., 1973, Ashby & Tennant



1988). Es importante recordar que aun cuando la mayoria de los carcinégenos son
mutagenos, existe una minoria de carcindgenos sin actividad mutagenica demostrada y
que se propone actuan promoviendo el desarrollo de cancer, afectando el

comportamiento de células mutantes preexistentes (Alberts ef al., 1994)

Actualmente se acepta que una sola mutacién no es suficiente para convertir una célula
saludable en una célula transformada, con la capacidad de proliferar sin control, y que
el cancer no es el resultado de un solo evento. Existen numerosas evidencias de que en
la génesis del cancer se requiere de la concurrencia, en una sola célula, de varios
“accidentes” independientes que tienen un efecto acumulativo. En este sentido, los
resultados de estudios epidemiologicos indican que {a incidencia de cancer aumenta en
funcion de la edad. Si una sola mutacion fuese responsable del desarrollo de un cancer
(considerando una probabilidad fija de mutacion por afio), lo esperado seria que el
desarrollo de cancer fuese independienle de la edad, sin embargo, en general la
probabilidad de desarrollar cancer aumenta drasticamente a partir de la 5 década de la
vida. Con base en esto, ha sido propuesto que para el desarrollo de cancer son
requeridos de 3-7 eventos independientes, cada uno con baja probabilidad, para que
una ceélula normal se transforme. También, los resultados obtenidos utilizando modelos
animales transgénicos para diversas mutaciones a las cuales se les ha atribuido
responsabilidad en algunos tipos de cancer, apoyan la hipétesis de que una sola
mutacién no es suficiente para causar cancer (Vogelstein, 1993).

Por otro lado, ha sido definido a partir de aquellos tumores cancerosos que tienen una
causa externa identificada, que casi siempre es necesario un largo periodo de latencia

entre la exposicion al evento causal y el desarrollo de la enfermedad. Como ejemplo



tenemos que el céncer de pulmoén frecuentemente se presenta entre 10 a 20 afios
después de un consumo importante de tabaco, mientras que la incidencia de leucemias,
mostré un marcado incremento sdlo 5 afos después de la explosion de las bombas
atomicas de Hiroshima y Nagasaki. También se conoce que los trabajadores
industriales expuestos ocupacionalmente por periodos de tiempo cortos a carcinédgenos
quimicos, desarrollan céncer “caracteristico de su ocupacién® hasta 10 - 20 aiios
después de la exposicion. No obstante este largo periodo de latencia, se sabe que
durante este tiempo, las células alteradas experimentan una serie de cambios
sucesivos que finalmente dan lugar al crecimiento del cancer, aunque el diagnéstico se
realiza en estadios relativamente tardios. Un ejemplo de lo anterior es lo ocurrido en el
cancer cérvico-uterino, un carcinoma que deriva del epitelio cervical que tiene una
organizacion similar a la de la epidermis de la piel. Normalmente la proliferaciéon ocurre
sOlo en la capa basal del tejido, generando células que se “desplazan” hacia la
superficie, diferenciandose en células aplanadas (ricas en queratina), que no se dividen
y que finalmente se descaman. Cuando se desarrolla displasia, las células capaces de
proliferar no son confinadas a la capa basal y presentan un proceso de diferenciacion
desordenado. Las células descamadas en la superficie se encuentran en estadios
anormales de diferenciacion, presentandose como parches displasicos que
frecuentemente pueden tener una regresion espontanea, aunque con menor frecuencia
pueden progresar, en el transcurso de varios afios, a lo que se denomina carcinoma in
situ. Este presenta un patrén de division celular y diferenciacion con alteraciones mas
severas en donde todas las capas del epitelio tienen células indiferenciadas, en
proliferacion activa y con cariotipo y tamano variable; las células anormales sin

embargo, permanecen confinadas en la cara epitelial de la membrana basal. En este



estadio, la reseccion quirtirgica del tejido anormal permite la curacién completa. Sin el
tratamiento, el tejido anormal puede permanecer dafiado o presentar una regresion
espontanea, pero de 20 a 30 % de los casos, en un periodo de varios afios pueden
progresar a un verdadero carcinoma maligno cuyas células cruzan la lamina basal del

epitelio y se diseminan al tejido conectivo (Alberts ef al., 1994).

Mecanismos geneticos moleculares asociados con el desarrollo de céancer.- En el
proceso de generacion del cancer se han observado cambios secuenciales como
mutaciones en genes que codifican para proteinas regulatorias del crecimiento celular,
cambios en la morfologia, en el crecimiento de las células, en la dependencia hormonal,
de los patrones enzimaticos y en la expresion de antigenos de superficie (Fearon, 1990;
Solomon, 1991).

En términos generales, dos clases de genes son criticos en la génesis del cancer: los
genes supresores de tumores y los prolo-oncogenes. Las mutaciones que resultan en
una alteracion en la regulacion de los proto-oncogenes, generalmente estimulan a las
células a mantenerse proliferando activam.ente, aun en condiciones en las cuales no
deberian hacerlo. Estas mutaciones tienen un efecto dominante, y los genes mutados,
conocidos como oncogenes, pueden identificarse por su habilidad en transformar el
comportamiento de las células en las cuales son introducidos {Bishop, 1991; Brugge et
al., 1991; Harris, 1986; Varmus and Weinberg, 1993). Los eventos genéticos basicos
que pueden convertir un proto-oncogene en oncogene son: 1.- Mutaciones puntuales o
deleciones en la secuencia de DNA,; esto puede resultar en que las proteinas

codificadas sean hiperactivas, alteradas o truncadas, pero con funcion anormal.
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2.- Amplificacion génica, en la que el gene puede sobreexpresarse debido a una
elevada amplificacion del nimero de copias a través de errores en el proceso de
replicacion .cromosémica. 3.- Re-ordenamiento del cromosoma, por insercion de un
elemento genético moévil, (gj. secuencias de DNA viral o como resultado de
translocaciones cromosdmicas). Esto también resulta en sobre-expresion del producto
codificado.

Lasﬁmutaciones que resultan en la pérdida de la funcion de los genes supresores de
tumores, relevan a las células alteradas de los mecanismos que inhiben su
proliferacién. Normaimente las mutaciones en genes supresores de tumores son
recesivas en su efecto sobre una célula individual y no se produce pérdida del control
hasta que ambas copias del gene se encuentren inactivadas. Sin embargo, la pérdida
de una copia de un gene supresor de tumores (pérdida de heterocigosidad) puede
generar una predisposicion hereditaria al cancer, ya que es suficiente una sola mutacion
somatica que elimine la copia correcta del gene que se conserva, para iniciar el proceso

(Haber et al., 1991; Knudson ,1985; Weinberg, 1991; Weinberg,1990; Weinberg, 1988).

2. INMUNIDAD A TUMORES.

En general se ha propuesto que el desarrollo de cancer y la progresion a la muerte, se
facilita cuando los sistemas de proteccion del individuo (incluyendo al sistema inmune)
no son capaces de erradicar el crecimiento de éste. El paradigma implicito presupone
que existe una distincion fundamental entre el tumor y el hospedero y que mientras ef
tumor tiende a crecer, el hospedero trata de contener este crecimiento a partir de 1a
actividad funcional de sus sistemas de proteccion que involucran tanto la actividad de la

respuesta inmune especifica [ linfocitos Th (T cooperadores) , Tc (T citotoxicos) y B 1,



asi como la proteccidbn no especifica mediada por las células asesinas naturales
(natural killer), los macréfagos vy los mecanismos de proteccién regulada por las células

mesenquimatosas (Seljelid, 1997).

A partir de datos recientes es cada vez mas claro que los mecanismos inmunes
mediados por los linfocitos Tc, estan involucrados en la proteccion inmune especifica en
contra de tumores. En estos mecanismos juegan un papel muy importante las
moleculas de histocompatibilidad, que median la presentacién de los antigenos
extranos y que participan en la activacion de las células T. Estas moléculas de
histocompatibilidad, son criticas para la induccion y fa calidad de la respuesta inmune
(Janeway & Travers, 1996).

Actualmente y a partir de datos generados de estudios en modelos experimentales, se
ha definido que para que la respuesta inmune sea competente para la deteccion y por
ende en la eliminacidon de tumores, es un requisito necesario e indispensable gue las
células T reconozcan una molécula (antigeno) expresado especificamente en las
célufas tumorales, como un antigeno no propio. Asi, en la medida que las células
transformadas expresen antigenos diferentes al repertorio normal del individuo, en esa
medida la respuesta inmune sera mas eficiente para detectar y responder contra el
antigeno tumoral, y en consecuencia de destruir las células portadoras de dicho
epitopo. Como “antigenos tumorales especificos”, se han identificado proteinas
citoplasmicas mutadas (neoantigenos) y antigenos extrafios (como los virales). Otros
antigenos tumorales pueden ser marcadores normales de la superficie celular, pero que
se expresan a niveles anormalmente altos en las células transformadas, o antigenos

embrionarios que se expresan extemporaneamente en las células tumorales, pero no



en las células u 6rgano del cual se origino el tumor. También como antigenos tumorales
pueden expresarse antigenos que habitualmente se encuentran en tejidos u organos
“privilegiados” (por ejemplo los presentes en los testiculos, en placenta o en el ojo).
Estos “antigenos privilegiados”, en condiciones normales no estan en contacto con el
sistema inmune y por [0 tanto no generan tolerancia en los estadios de maduracion en
los cuales este proceso tiene lugar (Janeway & Travers, 1996). En la tabla | se
muestran algunos de los antigenos tumorales que se han identificado y que son

capaces de inducir 1a respuesta de linfocitos T.

La capacidad del sistema inmune para responder y destruir a los tumores, depende de
manera general de féctores relacionados tanto con el hospedero como del tumor. En la
Tabla ll, de manera resumida se presentan algunos de los principales factores. Con
relacién a esto y debido al interés del presente proyecto, brevemente mencionaremos
los mecanismos relacionados con la expresion de las moléculas de histocompatibilidad
(HLA en humanos por sus siglas del ingtés - Human Leukocyte antigens-).

Para la induccion de la respuesta inmune especifica hacia un antigeno, es requisito
necesario e indispensable cumplir tres condiciones: 1) Que exista un antigeno extraro
e inmunogenico, 2) Que exista en el repertorio de los receptores de antigeno de los
linfocitos T (TCR), la especificidad requerida para el reconocimiento del antigeno
“extrafio”, y 3) Que exista la molécula HLA y en densidades suficientes, capaz de
presentar el epitopo extrafio y de estimular eficientemente la respuesta inmune.

Considerando lo anterior es posible entender el importante papel que las



TABLA .- Antigenos tumorales que estimulan la respuesta inmune mediada por

linfocitos T,

Categoria

Ejemplos

Antigenos especificos de tumores
inducidos quimicamente (ej. en
sarcomas de ratén),

Productos de mutaciones al azar
en genes no involucrados en la
patogénesis de cancer.

Productos de oncogenes.

Mutacion de productos de genes
supresores de tumores.

Productos de genes silenciosos,
normalmente no expresados en
la mayoria de los tejidos.

Productos de genes de
virus asociados a neoplasias.

No caracterizados molecularmente.

Mutacion en p19A en mastocitoma mwurino

obtenido por mutagénesis.

Ag. de melanoma MUM-1 por mutacion de Ser—lie,
reconocido  por linfocitos Tc  especificas de
melanoma,

Proteina p21ras con mutaciones puntuales en el
residuo 12 (=10 % de carcinomas humanos).
Rearreglo en el producto p210 de bcr-abl (en
leucemias mielégenas crénicas).

Sobre-expresion del gene normal HER-2/neu (en
varios carcinomas).

p53 ( %50 % de tumores humanos).

MAGE 1, -3,BAGE, GAGE (expresados por
melanomas humanos y otros tipos de

carcinomas. Se expresan en testiculo normal y
placenta (tejidos privilegiados).

Ag. SV40 T (Tumores inducidos por SV40)
Productos de genes E6 y E7 de

papilomavirus humano (carcinoma cervical humano).
Producto del gene EBNA-1 del virus de Epstein-Barr
(Linfoma de Burkitt's y carcinoma nascfaringeo).

Productos de genes tejido especificos, Tirosinasa, gp100 y MART-1 (expresados
expresados por ias células normales de  exclusivamente por melanocitos y melanomas.
donde se deriva el tumor.

Ag: Antigeno; SV: Simian Virus, EBNA: Epstein-Barr Nuclear Antigen; MAGE, GAGE, GAGE,
familias de genes que codifican para antigenos de melanoma. Adaptada de Pardoli, 1993.
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TABLA lI- Factores que contribuyen para la falla de la respuesta inmune hacia
tumores.

. Relacionados con el hospedero

1.- Falla del hospedero para responder a los antigenos tumorales.

a) Supresion o deficiencia inmune debido a carcinégenos (fisicos o quimicos),
infecciones, edad (ancianos vy nifios).

b) Deficiencias en la presentacion de los antigenos tumorales por parte de las células
presentadoras de antigeno.

c) Fallas de los mecanismos efectores del hospedero (células o factores solubles)

para alcanzar las células tumorales .

Il. Relacionados con las células tumorales

1.- Falla del tumor para ser reconocido

a) Carencia de epitopos antigénicos
b) Carencia de moléculas HLA de clase | en la célula tumoral.
¢) Enmascaramiento de los antigenos tumorales.

d) Resistencia del tumor a los factores tumoricidas.

2.- Falla del tumor para inducir una respuesta inmune adecuada:

a) Disminucion de antigenos HLA o antir~nos tumorales
b) Produccion, por parte del tumor, de substancias inhibitorias de citocinas.

c¢) Desbalance entre la induccién de la respuesta y el crecimiento del tumor.

Adaptada de Schreiber, 1993.



moléculas de HLA tienen para inducir y regular la respuesta inmune en general y la

dirigida a tumores en particular.

Con relacion a esto, los mecanismos generales de la respuesta antitumoral en la cual
participan las moléculas de histocompatibilidad (ver tabla ), se mencionan en seguida:

1.- Los tumores pueden regular negativamente la expresion de las moléculas HLA
(clase 1). La demostracion de la importancia de este mecanismo ha sido obtenida a
partir de estudios en los cuales el incremento en la expresion de las moléculas HLA
clase | (por ejemplo por la transfeccion de genes), resulta en un aumento en la
iInmunogenicidad de las células tumorales, y por ende en la disminucion de su
tumorigenicidad in vivo, e inclusive previene el crecimiento en modelos de transplantes
de tumores. Entre los tumores en los que se ha definido se altera Ia expresion de las
moléculas HLA, se encuentran los asociados a infecciones virales, proponiéndase que
por tal razon las celulas transformadas son incapaces de presentar los antigenos virales
(tumorales) a las células Tec.

2.- Aln cuando los tumores expresen moléculas de histocompatibilidad clase 1,
(ademas de antigenos tumorales inmunogénicos), la respuesta inmune puede ser
ineficiente debido a 2 razones principales: 1) Cuando las células tumorales no
expresan en su superficie moléculas de histocompatibilidad clase }I (normalmente
presentes en las células APC profesionales), o no existe un importante infiltrado de
células APC en el sitio del tumor; esto impide la activacion de linfocitos Th y por lo tanto
la activacion de los linfocitos Te también es ineficiente. 2) La carencia de moléculas
coestimulatorias en las células tumorales (la mayoria de los tumores derivan de lejidos

que no expresan éstas), favorece que sin la cooperacion de las células Th, el



reconocimiento de los antigenos tumorales por parte de los linfocitos Tc, resulte en
anergia clonal de los linfocitos Tc especificos del tumor ( McMichael & Bodmer, 1992;
Guardiola et al., 1993; Janeway & Travers, 1996).

3.- Recientemente, ha sido sugerido que la presencia de ciertos tipos de alelos de
histocompatibilidad, pueden favorecer el desarrollo de algunos tipos de cancer debido a
que presentan ineficientemente algunos antigenos tumorales de cancer asociados con

infecciones virales del tipo de papilomavirus (Bavinck et al., 1994).

3. COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD EN HUMANOS (HLA)
Organizacion de los genes HLA

El Complejo Principal de Histocompatibilidad, se localiza en el brazo corto del
cromosoma 6 y esta constituido por diversos foci cercanos entre si. La organizacion de
los genes de HLA se presenta en la Figura 1.

La region HLA es un complejo poligénico, que ocupa cerca de 3500 kilobases y
contiene tres subregiones denominadas HLA clase |, Clase il y Clase lll. De estas,
nuestro interés se centrara en Clase | y Clase Il. La region para Clase | comprende tres
Ioci:"HLA~B, HLA-C y HLA-A. La region de HLA Clase Il contiene 3 loci: HLA-DP,
HLA-DQ y HLA-DR (Hansen et al.,, 1993).

Los genes HLA son altamente polimorficos y como consecuencia existen numerosas
alelos en la poblacion humana. Para Clase | se han reportado los genes distribuidos
como se indica: Para el loci HLA-A existen 66 alelos, para el loci HLA-B existen 147
alelos, y 35 alelos para el foci HLA-C (Arnett ef al., 1995).

Para Clase Il hasta 1995, se reportaron los genes indicados en seguida: Para el foci

HLA-DRB existen 177 alelos y 18 para HLA-DQA1. Para el foci HLA-DQB1 existen 29



alelos mientras que existen 8 para HLA-DPA1. Finalmente, para el loci HLA-DPB1
existen 69 alelos (Marsh ef al., 1995).

Los genes HLA se expresan de manera codominante y codifican para proteinas
membranales de dos diferentes tipos denominadas moléculas HLA Clase | y Clase |i de
acuerdo al loci en el cual se localiza los genes que las codifican. Las moléculas
correspondientes a cada alelo difieren en su habilidad de unir y presentar diferentes

determinantes antigénicos.

Moléculas HLA.

Las moléculas de HLA, son proteinas membranales que de acuerdo a las rutas
biosintéticas y de ensamblaje que siguen , se determina el origen de los epitopos
peptidicos “extraios” asociados con cada una de ellas. En general las moléculas de
clase | presentan antigenos sintetizados endégenamenté (virales, tumorales, etc)),
mientras que las de clase Il presentan antigenos exodgenos (Babbitt et al., 1985,
Townsend ef al, 1986). Los epitopos reconocidos por las moléculas de
histocompatibilidad, son epitopos peptidicos secuenciales generados por protedlisis de
los antigenos nativos. Estos epitopos, cuando se asocian a las moléculas de
histocompatibilidad son transportados a la superficie celular en donde los complejos
HLA-epitopo son reconocidos por el TCR especifico para el epitopo. La presentacion
de los antigenos extrafios a los linfocitos Tc, se realiza mediante las moléculas HLA
clase |, mientras que las moléculas de clase Il presentan a los linfocitos Th. Este evento
es un paso clave en la respuesta inmune del individuo y le permite discernir los

antigenos propios de los no propios (Hansen et a/f., 1993).
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Figura 1.- Organizacién genémica de la region HLA - La regién HLA es un complejo poligénico, que ocupa
cerca de 3500 kilobases y contiene tres subregiones denominadas HLA clase I, Clase Il y Clase lll. Loci HLA Clase
1. Se localiza en la region proximal al centrémero del brazo corto del  cromosoma 6. Contiene los genes HLA-
DP, HLA-DQ y HLA-DR. La nomenclatura de los genes de Clase 1I, inician con la letra D, seguidos de la inicial
correspondiente a la subregion (P,Q, o R}, y de Ia letra A si son genes para la cadena o, 6 B si corresponden a
genes para la cadena . Cuando existe mas de un gene para las cadenas, se agrega un nimero (WHO, 1992).

Las sub-regiones HLA-DR y HLA-DQ se encuentran separadas por 80-300 kb y ciertos alelos de estas regiones se
presentan en el misrmo haplotipo con una frecuencia mayor a lo esperado. La sub-regién HLA-DP esta separada por
800 kilobases de la sub-regién HLA-DQ y consecuentiemente algunos alelos también se segregan juntos .

A pariir de estudios de mapeo genético de la regién Clase Il se definié  la existencia de dos o fres genes funcionales
para la cadena [V de algunas moléculas de Clase il y sélo un gene para la cadena a. El uso de mas de una
cadena [ permite a algunas moléculas de clase |l, especiaimente HLA-DR, ser expresadas en mas de dos formas
aléficas en una misma célula. Esto consliluye una importante diferencia entre moléculas de Clase | y de Clase II.
Para la Clase il, en un individuo heterocigoto se expresan 6 diferentes alelos. Debido a [a existencia de mas de un
gene para la cadena B, es posible la formacién de diferentes heterodimeros afl. De forma general, los individuos
polencialmente podrian expresar de 10 a 20 productos resultanles de la expresion de los genes de Clase Il. La
region de Clase Il se ubica en seguida de la regién Clase II. Los genes identificados en esla region incluyen a
factores del complemento y la enzima 21-hidroxilasa.

Loci Clase !. La region de Clase | comprende un segmento de aproximadamente 1600 kb, situado después de fa
region de Clase IIl. Las subregiones de Clase | son: HLA-B, HLA-C y HLA-A. Existen ademas genes Clase | no
clasicos (HLA-E, HLA-F Y HLA-G), ademas de 11 pseudogenes. El mejor caraclerizado de estos es HLA-H, que es
simitar a HLA-A, pero inaclivo debido a la ausencia de una cisteina invariante en la posicion 164 que se requiere para
la formacién de un puente disul{uro critico del dominio «2 y una delecion puntual en el coddn 227, que produce una
proteina con un plegamienlo incorreclo de la region COOH-terminal. Los genes HLA, se expresan de manera
codominante. Para Clase | un individuo heterocigoto expresa 6 diferentes alelos polimorficos (tres de cada uno de los
padres) y 6 diferentes clases de moléculas HLA por célula.

{Adaplada de Hansen et al., 1993 & Abbas et al. 1997).




Molécula HLA Clase I. La unidad estructural consiste de una cadena pesada de 44

kDa, codificada en la regién HLA y una cadena ligera de 12 kDa, B-2microglobulina
(codificada en el cromosoma 15) (Goodlellow et al., 1975). La cadena pesada del
heterodimero atraviesa la membrana de la célula, en su segmento proximal al extremo
COGH-terminal, mientras que el extremo NH,-terminal se orienta hacia la superficie
externa de la membrana plasmatica de la célula. La porcidn extracelular de la cadena
pesada se divide en 3 dominios globulares: a1, a2 y a3, cada uno de los cuales esta
compuesto de ~90 aminoacidos. La molécula p-2microglobuiina esta asociada con el
dominio a3, mientr_as que los dominios a1 y a2, que corresponden a las secuencias
genémicas mas polimérficas de esta molécula, constituyen la hendidura de unién para

los epitopos que son presentados a los TCR de los linfocitos Tc (Hansen et al.,1993).

Motécula HLA Clase Il. Es una proteina heterodimérica transmembranal formada por

una cadena o y una cadena B. Ambas cadenas: « (33-35 kDa) y B (26-28 kDa) son
codificadas dentro del Joci HLA y ambas cadenas estan orientadas con su extremo
NH,-terminal hacia fuera de la célula.

Las cadenas a y § estan divididas en dos dominios globulares extracelulares de 90-100
aminoacidos llamados a1, a2, y }1, p2. Los dominios «2 y B2 se unen a ta membrana
a traves de un segmento de 10 a 12 aminoacidos altamente hidrofilico que une los
dominios extracelulares con la porcion transmembranal {de 20 a 25 aminoacidos
hidrofobicos) y a través de éste, con un segmento citoplasmico de 8-15 aminoacidos.

La mayor parte del polimorfismo exhibido por esta molécula se concentra en los

Q)




dominios a1y [31, que conforman la hendidura de unién para el epitopo reconocido por

los TCR (Hansen ef al., 1993).



Il.- ANTECEDENTES

1. CANCER DE PIEL DE TIPO NO MELANOMA

=1 cancer de piel constiluye un problema de salud publica en el mundo. Para cancer de
piel de tipo no melanoma, solamente en los Estados Unidos de Norteamérica ia
incidencia estimada para 1994 fue de 900,000 a 1,200,000 de casos, lo que representd
un incremento de 300,00 casos/ afio, con respecto a la incidencia reportada 5 afos
antes (Mukhtar y Elmets, 1996). En este tipo de cancer se incluyen los carcinomas de

celulas escamosas (SCC) v los de células basales (BCC).

Cancer de células escamosas. Se desarrolla a partir de los niveles superiores de la
epidermis y contribuye con el 20 % de todos los tipos de cancer de piel. Aparece
comunmente en areas expuestas al sol como la cara, orejas, cuello, labios y el dorso de
las manos. Puede también desarrollarse en cicatrices o Ulceras de la piel situadas en
cualquier parte del cuerpo, y de manera menos frecuente en el area genital. Tiende a
ser mas agresivo que el cancer de células basales, pues invade mas facilmente tejidos
debajo de la piel y tejidos distantes. Aun asi, menos del 1 % de los carcinomas

escamosos de piel se esparcen hacia nodulos linfaticos y otros 6rganos (ASC, 1998).

Cancer de celulas basales. Se origina en la capa inferior de la epidermis, llamada
capa de células basales. Cerca del 75 % de todos los carcinomas de piel son
carcinomas de células basales. Este tipo de cancer se desarrolla también en areas
expuestas al sol, especialmente en la cabeza y el cuello. Crece lentamente y no es

usual que se extienda a otros tejidos, sin embargo, si no se aplica tratamiento oportuno



puede crecer e invadir areas cercanas como huesos y otros tejidos. El 35-50% de los
pacientes diagnosticados con cancer de células basales desarrollan un nuevo cancer de

piel dentro de los primeros cinco anos posteriores al primer diagnéstico (ASC, 1998).

2. ALGUNOS FACTORES ASOCIADOS CON EL DESARROLLO DE CANCER DE
PIEL.

Exposicion a radiacion solar.

Las exposiciones repetidas a la radiacion solar resultan en formas especificas vy
prematuras de envejecimiento de la piel y en |a induccidn de queratosis actinicas,
carcinomas de células- basales, carcinomas de células escamosas y melanomas
malignos. La exposicion a luz solar, [radiacién ultravioleta (UV) especialmente la B
(UVB)], es un factor de riesgo para cancer de piel, que cada vez adquiere mayor
importancia debido a dos factores: 1) en humanos se utilizan, con motivos cosméticos,
cada vez con mayor frecuencia lamparas de bronceado cuya radiacion eg
esencialmente UVA, aunque también esta contaminada con radiacion UVB, y 2 ) la
exposicion a radiaciones UVB (por luz solar), es cada vez mayor en la poblacién en
general debido a la mayor penetracion de los rayos UVB a la superficie de la tierra,

como consecuencia del deterioro de la capa de ozono (Kevin, 1996).

Estudios realizados en pacientes inmunosuprimidos, con fines de transplante de
6rganos o por otras razones, y con historia de exposicion a la radiacion solar, han
demostrado que existe un aumento en la incidencia de queratosis actinicas,
(ueratoacantomas y carcinoma de células escamosas. Con base en evidencias de este

lipo se ha sugerido que la presencia de alleraciones en el sistema inmune, es un factor
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importante en el desarrollo de estas patologias (Kevin, 1996). En este sentido, existen
estudios realizados en su mayoria en células humanas que han proporcionado la
siguiente informacion:

Las celulas de Langerhans (LC), que al igual que los queratinocitos y melanocitos
estan altamente expuestos al darno por la luz UV, generan sefales de activacion en un
lapso de horas a dias posteriores a la exposicidn. Se ha planteado que, los primeros
eventos que se activan en respuesta a la exposicidon a UVB, ocurren a nivel de
receptores membranales (como el receptor del factor de crecimiento epidérmico), de la
transduccion de senales y sobre eventos intracelulares en donde se fosforilan diferentes
tirosina-cinasas, se activan Raf y Ras y se disocia el complejo NFB-1B. Todos estos
eventos resultan en la produccion de citocinas como IL-1, TNF-q, IL-6 y GM-CS, asi
como en la expresion de genes involucrados en la detencion del ciclo celular y en el
proceso de apoptosis, ambos responsables de la regulacion de la proliferacion en
celulas con dafio en el DNA (Kevin, 1996).

También se ha reportado que se induce la cascada del &cido araquidénico que resulta
en la activacion de los mastocitos y los gueratinocitos, que rapidamente se degranulan
liberando histamina y otros productos. También se ha definido que como consecuencia
de la exposicion a UVB, se produce una disminuciéon en el confenido y nivel de
activacion de las células de Langerhans de la epidermis, necrosis de los qucratinocitos
y engrosamiento de la capa de células endoteliales. Ademds se ha observado que la
exposicion experimental de cultivos de organos a luz UVB, produce liberacion de TNF-

« e induccidon subsecuente de ELAM-1, una molécula de adhesion en la superficie del

endotelio, utilizada por los leucocitos para movilizarse hacia la piel. Esto se ha
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correlacionado con la subsecuente infiltracion de macréfagos y de neutréfilos en la piel
quemada por el sol, proceso que comienza 6 horas después de la exposicion y alcanza
su pico maximo a los 3 dias (Kevin, 1996).

Ademas de lo anterior, se ha 'observado que la exposicion a la luz UVB altera la
presentacion de antigenos. A este respeclo la exposicion de un sitio de inmunizacion a
irradiacion con UVB, in vivo, se ha demoslrado altera la capacidad de montar respuesta
de sensibilidad por contacto, un proceso dependiente de la capacidad funcional de las
células APC, (Elmets, 1983, Tamaki et al, 1981) y se ha propuesto que esto ocurre

debido a la induccion de tolerancia. (Toews et al,, 1980).

Exposicion cronica a arsénico.

Para el desarrollo de cancer de piel, actualmente se conoce que la exposicion a
compuestos quimicos constituye un importante factor de riesgo. Entre éslos, el que
cada vez se asocia con mayor frecuencia al desarrollo de cancer de piel de tipo no
melanoma, es la exposicidon cronica a arsénico en su forma inorganica (Rupinder ef
al. 1992).

De hecho, el arsénico es uno de los pocos carcindgenos del grupo 1A de acuerdo a la
clasificacion de fa EPA (IARC, 1980). Esto con base a que en humanos existen
suficientes evidencias de que provoca cancer en diferentes 6rganos: en trabajadores
ocupacionalmente expuestos por via inhalatoria, se ha documentado el desarrollo de
cancer de puimén (Cuzick, 1982; Pershagen, 1981; Rupinder et al, 1992), mientras que
estudios realizados en poblaciones expuestas a arsénico a través de agua de bebida
(con niveles de 0.8 y 2.6 ppm) se ha mostrado asociacion con cancer de higado, vejiga,

rinon (Brown, 1995) y una mayor frecuencia de cancer de piel de tipo no mclanoma, en



especial de cancer de células escamosas (Yeh, 1973, Chen et al., 1985, Cebrian ef al.,
1983).

Actualmente, en el mundo las fuentes mas importantes de exposicién a arsénico son: a)
la ocupacional, que ocurre principalmente en trabajadores de plantas fundidoras de
metales e industrias productoras de microcircuitos (Rupinder et al, 1992), y b) la
ambiental, que ocurre por la ingestion de agua contaminada, ya que el arsénico es un
componente natural del suelo de algunas zonas geograficas, y por lixiviacién contamina
las fuentes de abastecimiento de agua localizadas en el subsuelo de dichas regiones.
En regiones de Asia, como Taiwan y Japon, y de Ameérica, como Argentina y México
( Rupinder et al.,, 1992 y Cebrian et al,, 1983), se ha demostrado niveles de arsénico

que exceden los limites de 0.05 ppm permisibles de acuerdo a la ATSDR (ATSDR,

1989).

Con relacion al cancer de piel asociado a la exposicién cronica a arsénico, las lesiones
que comunmente se observan son carcinomas multiples de células escamosas, que
parecen desarrollarse a partir de zonas de hiperqueratosis, especialmente de cuernos
hiperqueratésicos, aunque también puede ocurrir carcinoma mudltiple de células basales,

no asociadas a la lesiones de hiperqueratosis ( ATSDR, 1998).

Los mecanismos involucrados en la generacion de cancer de piel en individuos
expuestos a arsénico no estan bien definidos ya que en los estudios realizados en
sistemas bacterianos y en modelos animales no se ha podido demostrar un efecto

carcinogénico, aunque las evidencias en humanos no estan en duda. Se ha sugerido




que entre los posibles mecanismos de carcinogénesis de! arsénico pudieran incluirse
los siguientes:

Diferentes evidencias experimentales apoyan la idea de que el arsénico inhibe una o
mas de las enzimas involucradas en la replicacion o reparacion del DNA danado,
actuando como un inhibidor de la DNA ligasa (Li ef al., 1991: Okui and Fujiwara, 1986;
Schaumloffel and Gebel, 1998). A partir de ofros estudios se ha sugerido que el
arsenato se incorpora en lugar del fosfato en el DNA , formando ésteres inestables con
el DNA (Nordberg and Andersen, 1981). En 1992, Yang y col. sugirieron que el arsenito
de sodio puede interferir con los procesos de fijacion de mutaciones de los dimeros de
timina y de citosina timina (TT y CT), durante la replicacion del DNA en piel expuesta a
la luz ultravioleta, basandose en resultados obtenidos a partir de estudios realizados en
células de ovario de hamster (Yang et al., 1992). Estos resultados apoyan el efecto
comutageno del arsenito de sodio con luz ultravioleta, sugerido por Rossman en 1981, a
partir de estudios realizados en Escherichia coli (Rossman, 1981).

También se ha propuesto que el efecto “carcinogénico” del arsénico puede estar
relacionado con los procesos enzimaticos de detoxificacion del arsénico por el
organismo, el cual utiliza la S-adenosilmetionina (SAM) para su metilacion y posterior
eliminacion: el hecho de que las metiltransferasas del DNA requieran el mismo donador
de grupos metilos (SAM) sugiere que el arsénico puede inducir hipometilacion del DNA
al consumir SAM, lo cual facilitaria la expresion aberrante de genes (Zhao ef al, 1997;
Mass and Wang, 1997). Ademas se ha sugerido que el arsénico (lll) estimula la
actividad de AP-1, el cual inhibe la actividad de JNK y éste a su vez activa la expresion

de los proto-oncogenes c¢-fos y c-jun, lo que permite la promocion tumoral (Cavigelli et

al., 1996).
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Por otro lado, se ha demostrado que en cultivos primarios de queratinocitos cxpuestos a
arsénico (lll} se incrementa la proliferacion celular via la produccion de factores de
crecimiento derivados de queratinocitos como GM-CSF y el TGF-« (Germolec et al.,
1996). Consistente con esos hallazgos, se ha reportado un aumento en el RNA
mensajero del GM-CSF y del TGF-«, en piel clinicamente normal de ratones expuestos
a arsénico por 10 semanas y en lesiones de piel de humanos expuestos cronicamente a
este xenobidtico. Los autores de los resultados sugieren que el arsénico probablemente
aumenta el desarrollo de neoplasias de piel por estimulacion cronica de factores de

crecimiento derivados de queratinocitos (Germolec ef al., 1997).

Otro factor, que se ha propuesto potencialinente puede contribuir para la propagacion
de celulas cancerosas se relaciona a la capacidad inmunotodxica de este metaloide. En
este sentido, estudios realizados en modelos animales (Sikorski 1991 a y b) vy en
humanos (Ostrosky-Wegman ef al, 1991, Gonsebalt et al, 1992 y Gonsebalt et al,
1994), han mostrado que la exposicion cronica a arsénico induce alteraciones en la
proliferacion y activacion de los linfocitos  (especialmente los linfocitos T). Los
mecanismos responsables del efecto inmunotédxico alin no estan bien definidos, pero se
ha sugerido puede relacionarse con el estado funcional del gene supresor de tumores
p53, que también se ha propuesto, pudiera estar involucrado en el mecanismo de

carcinogénesis del arsénico (Gonsebaltt ef al,, 1992; Salazar ef al., 1997).
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Polimorfismo de genes y cancer de piel.

Actualmente se sabe que en una poblacion expuesta a los diferentes factores de riesgo
para cancer, existen individuos con diferentes grados de susceptibilidad para desarrollar
lesiones cancerosas.

Para cancer de piel, evidencias obtenidas por diversos autores sugieten que el
polimorfismo de genes involucrados en la pigmentacion de la piel puede jugar un papel
importante en la susceptibilidad a cancer inducido por luz UV (Toews et al., 1980,
Streilein et al., 1988, Yoshikawa et al., 1990, Vermeer et al., 1991). Las evidencias
sobre la participacion de otros genes, diferentes a los que determinan Ia pigmentacion
de la piel, fueron inicialmente obtenidas de estudios con ratones singénicos.
Brevemente, cuando diferentes cepas fueron expuestas en forma aguda a bajas dosis
de radiacion UVB, y después retadas con un hapteno sobre [a piel expuesta, algunas
cepas fueron incapaces de desarrollar hipersensibilidad por contacto, desarrollando
tolerancia hapteno-especifica, en tanto que en otras cepas si presentaron la reaccion.
(Toews et al, 1980; Streilein et al, 1988). Posteriormente, un estudio realizado en
humanos sometidos a un protocolo agudo de radiacién con dosis bajas de UVB y una
dosis sensibilizante del hapteno Dinitroclorobenceno {DNCB), mostré que ¢l 100% de
los individuos que recibieron DNCB sobre la piel normal (no irradiada), desarrollaron
hipersensibilidad por contacto cuando se desafiaron con el hapteno 30 dias después,
mientras que sélo el 65% de los individuos que fueron irradiados fueron capaces de
presentar esta respuesta (Yoshikawa ef al., 1990). Aplicando este mismo protocolo a
sujetos de piel muy pigmentada, se encontré también que el 60 % de los sujetos con
piel oscura desarrollaron hipersensibilidad por contacto cuando se les aplicc DNCB en

la piel previamente irradiada (Vermeer ef al, 1991). Estos resultados sugicren que,
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independientemente del pigmento de la piel, los humanos parecen tener 2 fenotipos
inmunolégicos diferentes: 1) UVB-resistente — con respuesta de hipeisensibilidad
normal —~ (propuesto como fenotipo de baja susceptibilidad a cancer de piel) y
2) UVB-sensible — con respuesta de hipersensibilidad baja o nula al reto — (propuesto
como fenotipo de alta susceptibilidad a cancer).

Un estudio que apoyé la existencia de dichos fenotipos fue realizado en dos tipos de
individuos; 1} sanos y 2) individuos con historia de cancer de piel de tipo no melanoma.
l.a poblacién en estudio se evalud en relacién al fenotipo de respuesta a la exposicion
a UVB + hapteno, y respuesta al reto con hapteno. Los resultados mostraron que el 60
% de los individuos sanos presentaron un fenotipo UVB resistente (bajo riesgo),
mientras que el 92% de los individuos con cancer de piel, presento el fenotipo UVB-

sensible (riesgo alto) (Yoshikawa et al., 1990).

Para tratar de definir los posibles factores genéticos responsables del fenotipo UVB
sensible, han sido realizado estudios en ratones congénicos para la regidon H-2 (en
murinos corresponde a la region del complejo de histocompatibilidad), definiéndose que
en este complejo (H-2) existen uno o mas foci que gobiernan al fenotipo UVB-sensible
(Streilein et al., 1988, Kurimoto et al., 1994, Vincek et al., 1993).

En relacion a esto, se sabe que Ia region H-2 contiene los genes de la familia Tnfy

que existe una serie de alelos polimérficos en el focus del Tnfa. Se ha encontrado
hasta un 100% de correlacion entre el alelo Tnfa” y el fenotipo  UVB-resistente. Debido
a que este polimorfismo esta dentro de las regiones regulatorias del gene Tnfe, se ha

propuesto que la UVB, de manera directa o indirecta, promueve la activacion de este



gene en las células cutaneas expuestas a UVB. De hecho, se ha encontrado que la
exposicion aguda a bajas dosis de UVB, impide la induccién de hipersensibilidad por
contacto en ratones con predisposicion genética (UVB-sensibles). La susceptibilidad a
este efecto dafiino de la UVB parece depender de los alelos polimorficos que regutan la

produccion de citocinas pro-inflamatorias, especialmente el TNF-o (Streilein, 19986).

Polimorfismo en genes de enzimas detoxificantes.

Diversos investigadores han sugerido que la toxicidad de algunos agentes quimicos
asociados con el desarrollo de cancer de piel de tipo no melanoma, esta asociada con
la ruta metabdlica de detoxificacion y la capacidad metabélica de los individuos
expuestos.

En el caso particular del arsénico, se ha propuesto que si la capacidad de depuracion
es rapida, el individuo presentard menor riesgo de desarrollar efeclos toxicos
dependientes del As; (As in6rganico). Sin embargo, se ha hipotetizado que si se rebasa
la capacidad de detoxificacién, pueden ocurrir  alteraciones que pueden estar
asociadas con el desarrollo de céncer. (Marcus et al,, 1988).

En humanos y diversos mamiferos, se ha demostrado que la metilacion del As; resulta
en la formacion de &cido monometilarsonico (MMA), v la de éste da lugar a la
formacion de acido dimetilarsinico (DMA) (Vahter, 1994). Este mecanismo ha sido
considerado como un proceso detoxificante, debido a que los compuestos metilados
son menos toxicos (Yamauchi et al., 1994), reaccionan menos con compueslos tisulares

y se excretan mas rapidamente por la orina en comparacion con el As; (Vahter, 1994;

Vahter and Marafante, 1987).
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La bio-metilacién del arsénico no esta caracterizada por completo, pero se acepta que
en la mayoria de los mamiferos, el DMA es el producto final del metabolismo (Cullen et
al, 1984, Thompson, 1993). Desde 1945 se sabe que la metilacion ocurre
enzimaticamente por la adicién oxidativa de grupos metilo al arsénico, con  S-adenosil-
metionina como el donador de grupos metilo (Challenger, 1945), y la reduccién de As*®
a As™ | un requisito para iniciar la metilacion, parece llevarse a cabo con glutation
reducido (GSH) (Buchet ef al., 1985). Se ha sugerido que las metiltransferasas del DNA,
son parcialmente responsables de la metilacion del arsénico, pero no se descarta la
existencia de otras metil-transferasas que lleven a cabo la mayor parte de la metilacion,
e incluso se sugiere que existe polimorfismo en los genes de las enzimas metilantes.
Las evidencias de que existen diferencias interindividuales en la capacidad de
metilacion del As (Del Razo et al, 1997), apoya la propuesta del polimorfismo en los
genes de dichas enzimas, ain cuando no ha sido demostrado. Esto podria explicar
parcialmente, el hecho de que en poblaciones expuestas a niveles similares de As y por
tiempos equivalentes, se desarrollan lesiones cancerosas de piel sélo e¢n aigunos
individuos, en tanto que la mayoria no presentan lesiones aparentes, lo cual es un
indicio de que existen diferencias en la susceptibilidad individual al efecto toxico de

este metaloide.

Polimorfismo de HLA y cancer de piel.
A partir del analisis de los antigenos HLA de pacientes inmunosuprimidos con fines de
transplante renal, se ha sugerido que algunos alelos parecen conferir un mayor riesgo

de cancer de piel de tipo no melanoma, mientras que otros han sido relacionados con

proteccion (Bavinck ef af., 1990, 1991b).
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Los estudios para evaluar el polimorfismo de HLA como factores de riesgo para cancer
de piel, son pocos y han sido realizados en poblaciones de diferentes continentes y
origenes étnicos, por lo que los resultados son controvertidos, aunque de gran interés
por tratarse de la region mas polimérfica conocida del genoma humano y porque los
productos codificados por esta region, juegan un papel muy importante en la regulacion
de la respuesta inmune.

Los estudios hasta ahora realizados, han identificado alelos HLA que se han asociado
con riesgo y con proteccion en diversas poblaciones (Bavinck ef al., 1997, Boyle ef al,,
1984, Barr et al, 1989, Hartevelt et al., 1990, Bavinck et al, 1991b). Este tipo de
resultados han sido atribuidos al menos parcialmente a las variaciones étnicas en las
frecuencias de alelos HLA, asi como a la heterogeneidad de otros factores genéticos y
ambientales como las infecciones virales y bacterianas, dieta, etc. que también

confieren riesgo para el desarrollo de cancer de piel. (Lulli ef af,, 1998).

El foci de HLA | clase, en especial los alelos HLA-A3 y HLA-A11 se han asociado con
cancer de piel, a partir de estudios en poblaciones de diferente origen étnico (Bavinck et
al, 1994). En la tabla Ill se muestran de manera resumida los datos obtenidos para

ellos.

Por ofro lado, estudios realizados en pacientes holandeses inmunosuprimidos para
transplante de organos, también han mostrado asociaciones positivas de otro alelo, el
HLA-B27, con cancer de piel en general con un riesgo relativo * (RR) de 3.5 (p=0.001)
(Bavinck et al., 1990), y para cancer de células escamosas de piel (RR= 3.8 y p=0.001)

(Bavinck et al, 1991a). En poblacion australiana también se ha encontrado esta
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asociacion con carcinoma de celulas escamosas (RR=4.8 y p=0.003 (Czarecki et al.,

1992b, Czarnecki ef al., 1992c).

Tabla tll. Estudios en humanos en que muestran resultados controvertidos de los alclos HLA-
A3, HLA-A11 y HLA-DQ3, con cancer de piel.

Tipo de
Tipo de | Molécula | Asocciacion | pobla- | Poblacion | Tamafio
reportada | RR?® | cion de p Referencia
Cancer HLA estudiada | muestra ®
NM HLA-A3 Ninguna 1.5 (] Holandesa 66/505 0.14 Bavinck
el al., 1991a
NM HLA-A3 Riesgo 21 IS Holandesa 66/126 0.02* Bavinck
etal, 1991a
NM HLA-A11 | Proteccion | 0.11 IS Holandesa 66/505 003" Bavinck
ef al, 1990, 1991
CE HLA-A11 | Proteccion | 0.15 IS Holandesa 49/505 0.01* Bavinck
et al., 1990, 1991
NM HLA-A11 Ninguna 0.70 IS Austratianos 30201 0.58 Czarnecki
{parte sur) ctal, 1992
NM HLA-A11 Riesgo 1.7 (] Australianos 2711827 0.008" Bavinck
{Queensland) ___etal, 1997
N HLA-A11 Ninguna 0.68 IS inglesa 29/292 0.54 Mc Gregor
. cfal 1992
NM HLA-A11 Ninguna 0.7 IS Inglesa 46/46 0.54 Glover
- et al, 1993
M HLA-DQ3 | Proteccion NR N-IS ltalianos 53/53 0.018 Lulli et af,,
1998
M HLA-DQ3 Riesgo NR N-1S Caucasica 45/200 0.003 lee ef al.,
(E.EU.U.) B 1994

® RR= riesgo relalivo

® Cancer/ No cancer

N-IS= Casos No-InmunoSuprimidos; 1S= InmunoSuprimida con fines de transplante;

M= Melanoma;

1Riesgt:) relativo o razén de momios. Para medir el nivel de asociacién entre una enfermedad y una caracteristica
dada, se utiliza el término riesgo relativo (RR), sin embargo cuando el valor se obtiene de un estudio de casos y
controles, el término correcto es el de razén de momios (OR por sus siglas en inglés -odds ratio-). Ambos terminos
reflejan la frecuencia de la enfermedad en los individuos que tienen la caracteristica analizada, comparado con la
frecuencia de la enfermedad en los individuos que no presentan esa caracteristica. De manera general, un riesgo relativo
o razon de momios mayor a 1 indica asociacion entre la enfermedad y la caracleristica y mientras mas grande es el

NM=no melanoma,

CE=Carcinoma Epidermoide

valor, mayor es la asociacion (Hansen et af.,, 1993). EIRR se calcula como sigue:
RR =Caracteristica’/ caracteristica en los pacientes con la enfermedad
Caracteristica’fcaracleristica” en los individuos control

En una tabla de dos por dos, se representan estos mismos datos de la siguiente manera:

Caracteristica’

Caracteristica’

RR= ADIBC

Enfermedad

A

B

No enfermedad

c

D
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Algunos estudios también han mostrado la existencia de asociaciones con algunos
alelos de HLA clase 1l con cancer de piel. Entre este tipo de moléculas HLA se
encuentra HLA-DQ3, también con resultados controvertidos (ver Tabla lll). Esta
molécula se ha asociado en italianos con proteccidon (Lulli et al., 1998), pero en
poblacién caucasica Americana, lo han hecho con riesgo (Lee et al, 1994), para
melanoma. Otros reportes indican que no se encuentra ninguna asociacion (Marincola

et al., 1992, Muto et al., 1996).

Por otro lado, estudios con pacientes australianos inmunosuprimidos han mostrado que
el alelo HLA-DR7 se asocia (RR= 2.6 y p= 0.02), a carcinoma de células escamosas
(Czarnecki et al, 1992b y 1992¢), mientras que en pacientes holandeses los datos
obtenidos por Bavinck y col. en 1990, no mostraron asociacion significativa ni con
cancer de piel en general (RR= 1.4 y p= 0.35), ni con carcinoma de células escamosas
(RR= 1.1y p= 0.76) (Bavinck et al, 1990), pero encuentran una fuerte asociacién con
cancer de piel de tipo no melanoma en pacientes inmunosuprimidos y positivos (IgM) a

papiloma virus humano tipo 8 (RR= 26.2 y p= 0.0002) (Bavinck et al., 1993).

Otros estudios han mostrado asociacién de HLA-DR1 con cancer de piel no melanoma.
En poblacion abierta en ltalia, se asocid con riesgo para cancer de piel (no melanoma)
en general (RR= 2.9 y p= 0.002), con carcinoma de células basales (RR=30y p=
0.006) (Ceremile et al., 1988); en poblaciéon australiana, con carcinoma multiple de
células basales (RR=2.1y p=0.01) (Czarnecki et al, 1991b y Czarnecki ef al., 1992a),
y en poblacion del Reino Unido como factor de riesgo (RR= 2.2 y p = 0.07) para cancer

de piel no melanoma en general (Glover et al., 1893).
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En Australia, se ha reportado una asociacién negativa de HLA-DR4 con carcinoma
multiple de células basales, (RR= 0.52 y p= 0.04) (Czarnecki ef al., 1991b, Czarnecki et
al., 1992a) mientras que en italianos no se encontré asociacion (RR= 0.69 y p= 0.34) ni
con cancer de piel en general, ni con carcinoma multiple de células basales (RR= 0.70
y p = 0.42) (Ceremile ef al., 1988).

Otros estudios realizados con poblaciones también con cancer de tipo no melanoma,
pero con diferentes grados de alteraciones en la inmunidad celular (no inducida con
fines terapéuticos) han mostrado asociaciones con algunos alelos HLA como: Cw3,
DR1, DR7, DR4 y DR53 asociadas con riesgo (Myskowski et al., 1985, Czarnecki et al,
1991b, Ceremile et al, 1988, Czarnecki ef al, 1992c, Czarnecki ef al, 1991a,
Czarnecki et al, 1993, Czarnecki et al, 1994), y los alelos B17(B58) y DR3 con

proteccion.

Finalmente, otros estudios no relacionados con cancer de piel, han demacstrado que
también la homocigocidad en las moléculas HLA-DR representa un factor de riesgo
para el desarrollo de algunos tipos de cancer como enfermedad de Hodgkin vy
leucemia aguda (Dausset ef al, 1982, von Fliedner ef al, 1980). Con base en lo
anterior se ha propuesto que esto puede ocurrir debido a que se reduce el nimero de
productos polimérficos Clase | y 1, y como resultado de esto se disminuyen las
posibilidades de interaccién con péptidos antigénicos y hay menor reconocimiento de

antigenos extraios.
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. JUSTIFICACION

Actualmente existe un esfuerzo internacional dirigido a evaluar los aspectos
epidemiolégicos y los mecanismaos involucrados en el desarrollo del cancer de piel. Por
ello se ha recomendado la identificacion y evaluacion de nuevos marcadores biologicos
de susceptibilidad para definir los factores de riesgo que permitan entender la
variabilidad interindividua!l para desarrollar patologias, particularmente del tipo de‘las
neoplasias asociadas a la exposicién a xenobiéticos.

Los factores de susceptibilidad que se han sugerido para cancer de piel incluyen la
existencia de polimorfismo en los genes involucrados en la pigmentacion de la piel,
ademas de la existencia de un genotipo sensible a la radiacién ultravioleta (Toews et al.,
1980, Streilein et al,, 1988, Yoshikawa et al,, 1990, Vermeer ef al., 1991).

Por otro lado, la American Society of Cancer (ASC, 1998) ha definido los siguientes
factores de riesgo para cancer de piel: 1) Una exposicidbn excesiva a radiacién
ultravioleta, 2) Color de piel blanca, 3) Género masculino, 4) Exposicidon a algunos
quimicos, entre los cuales esta incluido de manera preponderante el arsénico como un
riesgo bien identificado de desarrollar cancer de piel de tipo no melanoma, 5)
Exposiciéon a radiaciones como tratamiento para otros tipos de cancer, 6) Inflamacion

prolongada o severa de la piel, 7) Tratamiento de psoriasis y 8) Inmunidad reducida.

En este sentido, a partir de los estudios realizados en pacientes con cancer de piel,
tratados con inmunosupresores, se ha definido que ademas de factores desencadenantes,
como los que ya se han identificado para la aparicién de cancer, existen otros factores no

bien establecidos pero que se sugieren estan asociados con su desarrollo, como la
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presencia de algunos alelos del Complejo Principal de Histocompatibilidad, ademas de un
estado de permisividad inmune.

Existen estudios realizados en poblaciones inmunosuprimidas por transplante renal, en las
que se han asociado como factores de susceptibilidad genética algunos alelos de HLA.
Algunos estudios han asociado el alelo HLA-A como factor de riesgo) o de proteccién
(Bavinck et al,, 1994). En otros se han asociado otros alelos, como HLA-B27 y HLA-DR?,
como factores de riesgo en poblaciones Holandesa y Australiana (Bavinck ef al,, 1994).
Por ofro lado, a bartir de estudios relacionados con la capacidad inmunotéxica del
arsénico en modelos animales (Sikorski 1991a y b) y en humanos (Ostrosky-Wegman et
al. 1991, Gonsebatt ef al. 1992 y 1994), se ha sugerido que durante la exposicion cronica
a arsénico se induce un estado de permisividad inmune. Este estado de permisividad
inmune puede favorecer la asociacion de otros factores relacionados con el desarrollo de
cancer de piel de tipo no melanoma, como la infeccién con virus oncogénicos. Estas dos
condiciones, en los individuos que cuenten con un marco genético que confiera
susceptibilidad para cancer y expuestos al arsénico, pueden modificar el riesgo para el
desarrollo de cancer.

De hecho, las evidencias acumuladas hasta la fecha indican que én los procesos
cancerosos, [0s mecanismos de transformacion maligna dependen de diversos factores
entre los cuales las caracteristicas genéticas tienen un papel importante, sin embargo,
el cancer no se expresa a menos que existan otros factores desencadenantes, en los
cuales los ambientales tienen un papel relevante (Harnden, 1990). En otros teérminos,
ante la existencia de factores de susceptibilidad genética, la suma de diversos factores
de riesgo como son la presencia de agentes infecciosos y ambientales, aumenta el

riesgo total para el desarrollo de una patologia en particular .




A partir de estos datos, en el presente proyecto proponemos estudiar ia frecuencia de los
alelos HLA-DR7, HLA-B27, y HLA-A11 en una poblacién de nuestro pais y evaluar la
asociacion de éstos como factores de susceptibilidad para el desarrollo de cancer de piel

de tipo no melanoma.

En México se conoce que la exposicion cronica a altas concentraciones de As en el
agua de bebida representa un problema en estados como Chihuahua, Morelos,
Guanajuato, Michoacan, San Luis Potosi e Hidalgo y la Region Lagunera de Coahuila y
Durango. De estos, la Region Lagunera es donde el arsenicismo ha sido mejor
estudiado y documentado, estimandose que la prevalencia de lesiones dérmicas por
arsenicismo es de 200 - 400 /1000 habitantes (USEPA, 1988) y la de cancer de piel no
melanoma es de 14/1000 habitantes (Cebrian ef al., 1983), por lo cual decidimos
realizar el estudio en dicha Region, lo que nos permitiria el acceso a pacientes con
cancer de piel de tipo no melanoma, no asociada asi como asociada a historia de

exposicién crénica a arsénico.
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IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Estudiar la asociacion del desarrollo de cancer de tipo no melanoma, con la presencia
de los alelos HLA-A11, HLA-B27 y HLA-DR7, en individuos con y sin historia de

exposicion a arsénico.

OBJETIVOS PARTICULARES
1.-  Estandarizar las metodologias y condiciones experimentales que permitan la

manipulacién de muestras biologicas obtenidas en el trabajo de campo.

2.- Evaluar si en el repertorio de HLA de los individuos incluidos en el estudio, existen
los alelos HLA-B27 y HLA-DR7 asociado con mayor susceptibilidad, y el alelo HLA-A11,
asociado con menor susceptibilidad para el desarrolio de cancer de piel de tipo no

melanoma.

3.-  Estudiar las asociaciones que éstos alelos tienen con la presencia o ausencia de

lesiones cancerosas de tipo no melanoma en la poblacion estudiada.

4.- Evaluar Ia utilidad de estos alelos, como indicadores de susceptibilidad genética

para el desarrollo de cancer de piel, de tipo no melanoma, en individuos expuestos y no

expuestos cronicamente a arsénico.
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V. METODOLOGIA

1.- DISENO DEL ESTUDIO.

Para el trabajo se disefié un estudio de casos y controles hospitalario. La muestra se
constituyd por pacientes que acudieron, a lo largo de un afio, a la consulta de
Dermatologia en el Hospital de Especialidades numero 71 del IMSS en la ciudad de
Torredn, Coahuila y que aceptaron participar en el estudio, en respuesta a la invitacion
que hicieron los médicos dermatélogos a los pacientes que cumplieron con los criterios

de inclusion.

Criterios de definicion para cada grupo.
CASO: Individuo que asisti6 a la consulta dermatologica, que tuvo diagnostico clinico de

cancer de piel, y que cumpli6 con los criterios de inclusion.

CONTROL: Individuo que asistio a la consulta dermatologica, por un diagnostico
diferente a cancer de piel, sin antecedentes de haberlo padecido y que cumplié con los
criterios de inclusién. Que la asistencia a la consulta dermatolégica no fuera por motivos

cosmeticos.

Criterios de inclusion.
1) Edad entre 16 — 85 afios.
2) Que se contara con el consentimiento informado, por escrito.

3) Que cumpliera con los criterios de definicion especificados para cada grupo.
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Criterios de exclusion,
1) Ingestion de alimentos marinos 5 dias previos a la donacion de la muestra de orina.
2) Antecedentes de inmunosupresion primaria, o secundaria al uso de quimioterapia

y/o radioterapia.

Variables:
DEPENDIENTE.- La variable dependiente en este estudio fue la presencia o ausencia

de cancer de piel de tipo no melanoma.

INDEPENDIENTES.- Se consideraron como variables independientes:
1) la presencia de los alelos HLA, y
2) la exposicion a arsénico. Esta se evalué de dos maneras: exposicion actual y
exposicion histérica (estimada a partir de la historia de residencia de toda la

vida de cada paciente).

COVARIABLES. .- Ademas de las variables mencionadas anteriormente, se
consideraron para la evaluacion las siguientes covariables: 1) edad, 2) género 3) nivel
socioeconomico y ocupacion, 4) trabajo en lugares abiertos o cerrados, 5) exposicion a
luz solar, 6) exposicién a otros toxicos como solventes, insecticidas, plaguicidas,
7) alimentacion, 8) consumo de tabaco y 9 ) consumo de alcohol.

Es importante sefialar que en este estudio no se tuvo control sobre las exposiciones

analizadas y que cada una de las variables se definieron de acuerdo a los siguientes

criterios:
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1) La definicién de casos y controles se realizé de acuerdo al diagnostico clinico
elaborado por los médicos especialistas.

2) Para determinar la presencia de los alelos HLA de interés se utilizaron métodos
moleculares como se indica en la seccion correspondiente.

3) Para determinar la exposicion actual a arsénico se utilizdé como indicador la
presencia del arsénico total en orina, determinado por espectrofotometria de
absorcion atomico (detallado en la seccion de métodos), debido a que este es el
indicador de exposicion mas aceptado (ATSDR,1989).

4) La informacién general de cada paciente, asi como la necesaria para estimar la
historia de exposicion a arsénico (a través de la historia de residencia y fuentes de
abastecimiento de agua), la exposicion pasada y actual a luz solar, tabaquismo,
consumo de alcohol, condicién socioecondmica (incluyendo nivel de cscolaridad,

nivel econémico, alimentacion), se obtuvo a través de un cuestionario.

2.- METODOS

Obtencion de muestras bioldgicas.

ORINA: La muestra colectada de los individuos participantes en el estudio correspondio
a la primera orina del dia y se colectd en un recipiente nuevo de polipropileno, estéril y
previamente identificado. Las muestras se conservaron en congelacién a —20 °C hasta
su analisis.

AGUA: La muestra de agua proveniente del domicilio de cada paciente (agua de bebida
habitual), se colecté en recipientes de polipropileno, lavados previamente con acido

nitrico diluido y perfectamente secos. Para la obtencion de la muestra se le pidid al
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individuo que dejara correr el agua del grifo durante 15-20 segundos antes de tomar la
muestra. Las muestras se conservaron a —20 °C hasta su analisis.

SANGRE.- De la vena braquial de cada individuo se obtuvo una muestra de 28 ml de
sangre, colectados en tubos Vacutainer de 7 mI/EDTA. Esta se mantuvo a 4 °C hasta

su procesamiento para la obtencion de DNA.

Purificacion de células con Ficoll-Hypaque.

Las celulas mononucleadas de la sangre se separaron de acuerdo al método de Klaus
(Klaus, 1987), el cual brevemente consiste en lo siguiente. Las muestras de sangre se
centrifugaron a 3000 rpom durante 15 minutos a 4° C. Se colecté el plasma y se congelo,
mientras que la capa de células blancas de la superficie del paquete celular se transfirio
a un tubo de 15 ml y se resuspendid en 5 mi de PBS estéril (Buffer de fosfato de potasio
0.015 M + NaCl 0.15 M). La suspension celular se transfirio, a otro tubo de 15 ml,
depositandola sobre 3 ml de solucion separadora de linfocitos Ficoll-Hypaque
(Nycomed, Pharma AS, Oslo, Norway), previamente llevada a temperatura ambiente.
Los tubos se centrifugaron a 1500 rpm durante 15 minutos, con la centrifuga sin freno.
Se colectd la interfase (que correspondié a las células mononucleares), descartando
previamente el sobrenadante sin perturbar la interfase. La suspension de células
mononucleadas, se lavé con un volumen igual de PBS estéril y se centrifugd a 1500

rpm durante 5 minutos, descartando el sobrenadante y recuperando la pastilla celular.

Purificacién de células por lisis con MgCl,,
Se centrifugaron los tubos Vacutainer a 3000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se colectd

el plasma en un tubo de 15 ml el cual fue congelado, cuidando de no perturbar la
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fraccion superior del paquete celular que corresponde a las células blancas. Al paquete
celular completo se le agregaron 3 ml de una solucion de MgCl; 5 mM; los tubos se
taparon y se agitaron por inversion. Se colectd el contenido de los tubos Vacutainer de
cada paciente y se transfirieron a un tubo de 50 ml, ajustando el volumen a 50 ml con la
misma solucién y agitando suavemente, durante 15 minutos para lisar los eritrocitos. El
contenido se centrifugd a 3000 rpm a 4°C. Se desechd cuidadosamente el
sobrenadante. El procedimiento se repitié en dos ocasiones para completar {a lisis de
los eritrocitos. Después de la segunda centrifugacion, a la pastilla de células blancas se
les agrego una solucion de MgClz 5 mM + Nonidet P40 0.1 %, ajustando nuevamente
el volumen a 50 ml. El tubo se agité y se centrifugd a 3000 rpm a 4°C. Se desecho el

sobrenadante y se obtuvo el paquete de células (Gorodezky, 1996).

Digestion con proteiﬁasa K.

La pastilla celular de las células mononucleares o las células blancas obtenidas como
se indico antes, se suspendid en 1 mi de PBS estéril y se le agregd 1 mi! de buffer de
lisis de células blancas (Tris-HCI 10 mM, pH 7.6+EDTA 10mM+ NaCl 50mM+SDS
0.2%) conteniendo proteinasa K (300 pg/ml), ajustado por cada tubo Vacutainer

procesado (=7.0 ml de sangre / tubo). Se dejé incubar toda la noche a 53°C en baiio

Maria.
Extraccion con Fenol-Cloroformo.

Al producto de la digestién con proteinasa K se le afadié un volumen equivalente de

fenol saturado. Se agité 10 minutos manualmente hasta formar una emulsién. Se
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centrifugd a 3000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se tomo la fase superior y se transfirid
a un tubo limpio y se repitié la extraccién con fenol saturado. Después de ésta se
realizaron dos extracciones con fenol-cloroformo viv, centrifugando a 3000 rpm durante
15 minutos a 4°C. Se transfirié la fase superior a un tubo limpio y se hizo una dltima
extraccion con cloroformo - alcohol isoamilico (24:1) viv. Se centrifugd a 3000 rpm

durante 15 minutos y se transfiri6 el sobrenadante a un tubo limpio (Gorodezky, 1996).

Precipitacion con isopropanol absoluto.

Al sobrenadante obtenido de la extraccién con cloroformo - alcohol isoamilico, se
anadié NaCl 5M péra obtener una concentracion final de 100 mM y se agregé un
volumen de isopropanol absoluto. Se agitd suavemente por inversidn hasta que se
formé la hebra de DNA, [a cual se colecté con una punta de plastico y se depositd en un
tubo eppendorf de 1 ml que contenia 500 pl de etanol al 70%. La mezcla se: cenfrifugd
durante 10 minutos a 13000 rpm, se descartdé el sobrenadante, repitiendo el
procedimiento de lavado con etanol una vez mas. Se descaré el sobrenadante y se
dejé evaporar el remanente de etanol. Finalmente el DNA se resuspendid en TE (Tris-

HCI pH=8.0 10 mM-EDTA 1 mM) y se mantuvo a 4° C hasta su utilizacion.

Cuantificacidon y pureza del DNA obtenido.
Para cuantificar la cantidad de DNA se leyé cada muestra a 260 nm en un
espectrofotometro (Molecular Device, Mod. Spectra MAX 250, Sunnyvale,CA). El

producto del valor de la densidad optica corregida con un factor de 50, corresponde a

la concentracion expresada en pg/ml. Con el objeto de determinar contaminacion por
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fenol y/o proteinas, se determinaron las absorbancias de las muestras a 240 nm y 280
nm. Si la refacion de los valores de las lecturas 260/280 y 260/240 fue entre 1.7 y 2.0,

se consideraron libres de contaminacién por proteinas y por fenol, respectivamente.

Verificacion de la integridad del DNA.
Se realizo por electroforesis en gel de agarosa al 1%, pre-tefiido con bromuro de etidio

(0.5 ng/ml de gel).

Optimizacion de extraccién de DNA en las condiciones del trabajo de campo.

Debido a que las muestras de los pacientes se tomaron en la Cd. de Torredn fue
necesario establecer las condiciones para obtener DNA de optima calidad. Para esto
se probaron 8 protocolos diferentes, involucrando diferentes métodos de purificacion de
leucocitos, congelacion de células y extraccion directa de DNA el mismo dia de la
obtencién de la muestra de sangre. El diagrama de flujo de los procedimientos

probados se muestra en la Figura 1.

Determinacion de la presencia de los alelos HLA-DR7, HLA-B27 Y HLA-A11.

Los tres alelos se detectaron por técnicas moleculares, especificamente por la técnica
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR-SSP) utilizando oligonucleotidos
especificos de la secuencia de cada alelo. Se consider6 positivo la presencia de cada
alelo en las muestras si se obtenia la banda de amplificacion del tamaro esperado. La

ausencia o presencia de cada alelo fue detectada con 10 ul del producto amplificado,
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mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% pretefiido con bromuro de etidio (0.5

rg/ ml de gel).

10 m! de sangre / EDTA

30 ml sangre + 20 m! de PBS I Centrifugacién 3000 rpm, 15°, T.A
Obtencion de Buffy coat
Rasusponsidn en 5 mi de PBS I
Ficoll-Hypaque Ficoll-Hypaquo Ficoll-Hypagque
Contrifugacién 1500 mpm, 15, T.A Caontrifugacton 1500 rpm, 15°, TA
Cel. Mononucleadas Caol. Mononucloadas Cel. Mononucleadas
Contrifugacion 1060 rpm, 5, TA Contrifugacién 1000 R rpm, 6, T.A |
Pastlilla de Col. Mononucloadas Pastilla do Col. Mononucloadas Pastilla
I 1 Lisis do Eritrocitos
Cultivo+ConA
(3 dias)
Cangalaclén I Congelacién Congelar
| Pastilia colular | Pastilla Colular
Descongelacién Deoscongelacion Descongelar
Extraccidn Extraccién Extraccion Extracclén Extraccién Extraccién Extraccién Extracclén
do DNA do DNA do DNA do DNA de DNA do DNA de DNA do DNA
A B C D E F G H

Figura 2.- Diagrama de flujo de los protocolos probados para la extraccion de DNA. El
protocolo escogido fue el F, por su rapidez, economia y rendimiento de DNA. Los pasos
esencialmente se encuentran descritos en Métodos. En el tratamiento C, las células fueron
resuspendidas en Medio Completo (RPMI suplementado) y se estimulé con ConA (1
microgramo/m!), manteniéndose en incubacién durante 3 dias, a 37 °C, y 5 % de CO,.

En todos los casos se conté ademas con controles de DNA positivos y negativos
provenientes de un laboratorio de referencia. Como control interno se utilizdo ademas, la
amplificacion de una region del gene -2 microglobulina, como se indicara al final de

esta seccion.
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Deteccion del alelo HLA-DR?7.

Se realizé6 mediante la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa, con el uso de

iniciadores (que corresponden a la region hipervariable del exdén 2 especificos de

secuencia (PCR-SSP), llamados 307 y 5079 (Zetterquist et al, 1992), cuyas

secuencias son las siguientes: 5 -CCC-GTA-GTT-GTG-TCT-GCA-CAC 307
5°-CCT-GTG-GCA-GGG-TAA-GTA-TA 5079

El fragmento amplificado esperado correspondi6 a un producto de 232 pares de bases.

El programa de amplificacion utilizado fue;

Desnaturalizacion inicial 95°C por  Smin.
Alineacion 63.5°C por 50 seg
Extension 72°C por 50 seg

Durante 34 ciclos

Extension final 72°C por 5 min

Deteccion del alelo HLA-B27.

Se realizé mediante la técnica PCR-SSP, con iniciadores especificos de secuencia en el

exon 3, llamados E91s y E136as (Dominguez ef al., 1992), cuyas secuencias son las

siguientes: 5 -GGG-TCT-CAC-ACC-CTC-CAG-ATT E91s
5-CGG-CGG-TCC-AGG-AGC-T E136as

El fragmento amplificado esperado correspondid a un producto de 135 pare= de bases.
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El programa de amplificacion utilizado fue:

Desnaturalizacion inicial

Alineacién

Extensién

Durante 30 ciclos

Extension final

Deteccion del alelo HLA-A11.

72°C

por

por

por

por

5 min.
45 seg

45 seg

5 min

Se realizd mediante la técnica de PCR-SSP usando iniciadores especificos de

secuencia, llamados AL-6 (especifico del exon 2) y AL-l, (que define motivos en el exén

3) (Krausa et al., 1996 y 1993), cuyas secuencias son las siguientes:

5-CGG-AAT-GTG-AAG-GCC-CAG

5-TCT-CTG-CTG-CTC-CGC-CG

AL-G

AL

El fragmento amplificado esperado correspondi6 a un producto de 518 pares de bases.

El programa de amplificacion utilizado fue:

Desnaturalizacion inicial
Alineacioén

Extension

Durante 30 ciclos

Extension final

g5°C

65°C

72°C

72°C

por

por

por

por

S min.

1 min

2 min

5 min
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Deteccidn del gene B-2 microglobulina.

Se realiz6 mediante la técnica de la reaccibn en cadena de la polimerasa, con
iniciadores especificos del gen, llamados B2M-1 y B2M-2 (Krausa el al., 1996) cuyas
secuencias son las siguientes:

5-CGA-TAT-TCC-TCA-GGT-ACT B2M-1

5'-CAA-CTT-TCA-GCA-GCT-TAC B2M-2

El fragmento amplificado esperado correspondié a un producto de 340 pares de bases.

El programa de amplificacion utilizado fue:

Desnaturalizacion inicial 95°C por 5 min.
Alineacion 55°C por 50 seg
Extension 72°C por 50 seg

Durante 25 ciclus

Extension final 72°C por 5 min

Determinacion de la concentracion de arsénico en agua y orina.

LLas muestras se digirieron de acuerdo al método descrito por Cox (Cox, 1980).

La técnica se basa en la ruptura de los enlaces carbono - arsénico presentes en las
muestras, bajo condiciones acidas y altas temperaturas, para obtener finalmente
arsénico inorganico. Después de la digestion, el As*® se reduce a As™ utilizando como
reductor yoduro de potasio, adicionando borohidruro de sodio para formar el gas arsina
que después es arrastrado por una corriente de nitrogeno a una celda de cuarzo
calentada con una flama de aire - acetileno, en la cual se lleva a cabo la atomizacion de

la muestra.
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Brevemente, la preparacion de las muestras fue la siguiente. Las muestras tanto de
orina como de agua, previamente homogeneizadas, se colocaron en vasos de 100
ml, se les adicion6 6 ml de HNO,3 :HCIO, (5:1), se cubrieron con vidrios e reloj, se
mantuvieron durante 1 hora a 100°C, se enfriaron a temperatura ambiente. Se les
agregd 2.5 ml de HNOj3 concentrado y mantuvieron a 200°C hasta que quedd un
volumen de aproximadamente 1 ml. Las muestras se dejaron enfriar a temperatura
ambiente y se les adiciond 2 ml de H,S0,4, manteniendo durante 2 horas a 250°C. La
digestion termino cuando las muestras se tornaron incoloras. Se reconstituyeron en 10
ml de HCI al 10%, adicionando 1 ml de Kl al 20% y reposando 30 minutos para permitir
la reduccion del As*® presente en la muestra.

Cada muestra fue preparada por duplicado y la concentracion de As se determino por
espectrofotometria de absorcidon atdomica con generaciéon de hidruros, en un equipo
Perkin Elmer Modelo 3100, preparandose para cada serie de trabajo una curva de
calibracion con los estdndares adecuados. Todo el procedimiento se realizd6 con el

apoyo del laboratorio de metales de la Seccidén de Toxicologia Ambiental.

Evaluacidén retrospectiva de la exposicién a arsénico.

Para estimar la historia de exposicion a arsénico, se utilizé la historia de residencia a lo
largo de toda la vida de cada sujeto incluido en el estudio y se asignaron [as
concentraciones de arsenico definida para cada localidad, de acuerde a datos
documentados previamente en la Seccion de Toxicologia Ambiental, del Depto. de
Farmacologia y Toxicologia del CINVESTAV-IPN, y por la Gerencia Regional de las

Cuencas Centrales del Norte de la Comision Nacional del Agua.
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Cuando no se encontrd documentada la concentracion de los niveles de arsénico en
una localidad de residencia, se tomé el dato de la localidad mas cercana, utilizando
para su ubicacion mapas de la regién.

Con los datos obtenidos se calculd la exposicidbn acumulada (EA) a arsénico a traves
de los afios de acuerdo al método reportado en 1995 por Hsueh y col. (Huueh ef al.,

1995), de acuerdo a lo siguiente:

EA= Z([As] x afos)®
T de exposicion®

Donde: ? es la sumatoria de multiplicar la [As]} promedio por el tiempo de consumo
(afios) en cada comunidad, y ® es la sumatoria de los afios en exposicion.

La [As], obtenida en ppb, se estratificé de acuerdo a este mismo autor (Hsueh ef al.,
19935) en tres niveles historicos de exposicion a arsénico, como sigue:

Baja Media Alta

Analisis de resultados.

Todos los datos se analizaron por métodos estadisticos para evaluar diferencias entre
casos y controles, aplicandose analisis de regresion logistica y analisis de regresién
multivariada. Para ello se utilizaron los programas Fox Pro 2.6 y Stata 5.0 para analisis

estadistico. Se establecid como diferencia significativa una p< 0.05.
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VI. RESULTADOS

Optimizacion de las condiciones de campo.

De las 8 condiciones evaluadas para la obtencion de DNA genoémico, el protocolo
seleccionado, fue el F, indicado en la Figura 2. La eleccién se tomd con base a
que al realizar los procedimientos en las condiciones de trabajo de campo (no en
el laboratorio de investigacion) el mayor rendimiento de DNA obtenido fue con ese
protocolo (Tabla V). Alternativamente, el protocolo H (lisis con MgCl,) fue usado
cuando las muestras de sangre llegaron al sitio donde se procesaban, después de

5 h de haberse obtenido,

TABLA IV. Rendimiento obtenido de DNA con los protocolos evaluados®.

A B C D E F G H

0.164pg [0.036 ug { No  [0.170pg | Nose |0.169 pg |0.123pg | 0.099ug

Proliferaron obtuvo DNA

¥ Referirse a Figura 2, de Metodologia.

Las letras en la linea superior de la tabla corresponden a los protocolos de extraccion que se
muestran en la Figura 2,

Caracteristicas generales de la muestra.

Para el presente estudio se logro una n = 84 individuos. La distribucion en
porcentaje de acuerdo a casos y controles se presenta en la Figura 3, en donde
como puede observarse 48 % (n=40) del total correspondio a individuos cisos en

tanto que 52% (n=44) fueron controles.
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48%
52%

Figura 3.- Distribucién de la muestra de acuerdo a casos y controles. La porcién gris de la
grafica corresponde a los casos y la vacia a los controles. Los casos y controles fueron obtenidos
de la consulta de Dermatologia del Hospital de Especialidades del IMSS de la Cd. de Torredn, y la
definicibn de éstos se realizé de acuerdo al diagnostico clinico emitido por los médicos
especialistas.

En la Tabla V se presenta la distribucion de los casos de acuerdo al diagnéstico, y
en la Tabla VI se presenta la distribucion de los controles, también por diagnostico.
Es pertinente mencionar que en el carcinoma de células epidermoides se
incluyeron los individuos con diagndstico de enfermedad de Bowen, que
corresponde a un carcinoma in sifu de células escamosas, y a las hiperqueratosis
arsenicales , consideradas como lesiones premalignas de carcinoma de células

epidermoides (Orkin ef al.,1994).

TABLA V. Distribucién de los casos de acuerdo al diagnéstico clinico.

No. de Casos Porcentaje
Diagnéstico
Carcinoma Basocelular 19 47
Cancer Epidermoide 17 43
Ambos tipos de Cancer 2 5
Cancer No Definido 2 5
Total 40 100

Los diagnosticos clinicos fueron determinados por médicos dermatdlogos especialistas del Hospital
de Especialidades del IMSS de la ciudad de Torredn, Coah.
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TABLA_VI. Distribucién de los controles de acuerdo al diagnostico clinico

Diagndstico No. de Controles Porcentaje
Fibromas Laxos 4 9
Nevos 4 9
Queratosis Seborréicas 5 11
Xerosis, , Psoriasis, 2 de clu 5de c/u
Dermatitis atopica, Liquen plano, (total 10) (total 25)

Verruga vulgaris.

Efilides, Vitiligo, Alopecia areata,
Herpes simple, Parasitodermia,

Adenomas sebaceos, Melanosis 1 de cfu 2 de c/u
Dermatomiositis, Eccema pigmentario,
Actinodermitis, Hipermelanosis guttata, (18) (36)

Pitiriasis alba, Rosacea, Acné quistico,
Melasma, Hipercromias, Hiperhidrosis,

Eritema
Diagnéstico sin definir 3 7
Total 44 100

Los diagnosticos clinicos fueron determinados por médicos dermatélogos especialistas del Hospital
de Especialidades del IMSS de la ciudad de Torredn, Coah.

Distribucion por género.

La distribucion por género en los controles fue de 9 hombres y 35 mujeres,
mientras que en los casos fue de 30 hombres y 10 mujeres. La distribucion del
total de la muestra se presenta en la Figura 4. El analisis bivariado de la muestra,
de acuerdo a su distribucion en casos y controles, mostrd ser significativa
(OR=11.66 con una p=0.000) para los varones. Esto es, de acuerdo a estos
resultados, los varones tienen 10.66 veces mayor probabilidad de desarrollar

cancer de piel de tipo no melanoma, que las mujeres.

Distribucion por edad.
El rango de edad de la poblacién estudiada fue de 16-78 afios. La distribucién de
los individuos caso y los controles de acuerdo a la edad se representa en la Figura

5. Como puede notarse en la grafica, los casos se distribuyeron entre la quinta y
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Figura 4.- Distribucién por género en casos y controles. Las barras negras representan
el porcentaje de varones en la muestra. Las barras grises representan el porcentaje de
mujeres en el estudio. La informacion respecto al género fue obtenida a partir del
cuestionario aplicado a cada paciente.
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Figura 5.- Distribuciéon por edad de casos y controles. Las barras vacias representan a
los controles y las barras grises a los casos. La informacion relativa a la edad de cada
paciente fue obtenida a partir de los datos del cuestionario. Los rangos de edad se
consideraron de 10 afios, excepto en el primer rango en donde se incluyé a un solo
paciente menor de 20 afios (16 afios). La edad de los pacientes controles se distribuy6 en
todos los rangos de edad considerados. La edad de los casos se concentré a partir de la
quinta y hasta la octava década de vida.
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octava decada de la vida en tanto que los controles se distribuyeron en todo el
rango de edad de la muestra. La edad promedio en los controles fue de 47.7 afios
mientras que en los casos é&sta fue significativamente mayor (promedio = 62.9
afnos) (ver Tabla VII). El andlisis logistico bivariado de la poblacion de acuerdo a la
edad, mostré que la diferencia fue estadisticamente significativa (OR= 1.09 con

una p = 0.000).

TABLA VIl.- Rango de edad y edad promedio en el estudio.

Rango de Edad Edad Promedio (n)
Casos 47-78 62.9 {n=39)
Controles 16-72 47.7 (n=43)

El analisis univariado se realiz6 con el programa STATA 5.0
El analisis loglstico bivariado dio como resultado una OR= 1.09 (p = 0.000)
n = corresponde al numero de pacientes incluidos para cada analisis.

Evaluacién molecular de la presencia de los alelos HLA-A11, HLA-B27 y
HLA-DR7?.

Para definir la presencia de los alelos HLA de interés en la muestra, en primer
lugar se evalud para cada una de las muestras, la integridad de! DNA. Para ello,
se corrié una alicuota de 1 ug de DNA en geles de agarosa 1%. En la figura 6 se
presentan los resultados representativos para varias muestras. Como puede
observarse la calidad del DNA obtenido fue adecuada para continuar el proceso

de determinacion de los alelos.
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Figura 6 .- Integridad del DNA genémico extraido de los pacientes. Para cada muestra,
se analizd la integridad de 1 pg de DNA en un gel de agarosa al 1% pretefiido con
bromuro de etidio.
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Antes de evaluar la presencia de los tres alelos HLA de interés en la muestra,
evaluamos la amplificacion de una secuencia especifica de un gene no
polimérfico, et de B-2 microglobulina.

En la Figura 7, se muestran los resultados de la amplificacién del DNA
correspondiente a 30 muestras diferentes en donde se observa para todas ellas
una banda correspondiente al producto de la amplificacion especifica, con el
tamafo esperado. Para las 83 muestras evaluadas se obtuvieron resultados

equivalentes a los mostrados en la Figura 7.

Cada muestra que result6 positiva en el analisis de integridad del DNA, se sometié
a la amplificacion por PCR, de la secuencia especifica de los alelos HLA- A11,
B27 y DR7, de acuerdo a lo indicado en métodos. El producto de Ia amplificacion
obtenido con los iniciadores alelo especificos, fue evaluado en geles de agarosa
al 2 %. Para los tres alelos, la presencia del producto de amplificacion de!l tamario
esperado, indicé que el paciente fue positivo para dicho alelo y la ausencia indico
que el paciente no presentaba en su genoma el alelo correspondiente. Para
ilustrar los resultados obtenidos en la evaluacion de la presencia de los alelos, en
las Figuras 8-10 se presenta el analisis electroforético del producto de
amplificacion obtenido utilizando los iniciadores especificos de los alelos HLA-A11,
(Figura 8), HLA-B27 (Figura 9} y HLA-DR7 (Figura 10), de algunas muestras
representativas del total analizado. Para cada andlisis se utilizd como control
positivo, DNA gendmico tipificado previamente por métodos moleculares como

positivo o negativo para los alelos correspondientes.
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Figura 7 .- Analisis del producto de amplificacién obtenido utilizando iniciadores
especificos dei gene B-2microgiobulina. La presencia de este alelo fue analizada mediante
la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa utilizando oligonucledtidos especificos
de la secuencia del gene. El producto de amplificacién correspondié a una banda de 340
pares de bases (indicado con una flecha), que se detecté en un gel de agarosa al 2%
preteiido con bromuro de etidio. El marcador de peso molecular, indicado como MPM, fue

PBR 322/Msp |. Los signos - indicados en la parte superior de la figura indica que en esos
carriles no se aplicd muestra.
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Figura 8.- Analisis del producto de amplificacién obtenido con los iniciadores especificos
del alelo HLA-A11. La presencia de este alelo fue analizada mediante la técnica de
reaccién en cadena de la polimerasa utilizando oligonucleétidos especificos de los exones
2 y 3 del alelo. El producto de amplificacién, detectado en un gel de agarosa al 2%
pretefiido con bromuro de etidio, correspondié a una banda de 518 pares de bases,
indicado con una flecha en el carril indicado con + que corresponde al control positivo. El
signo — en la parte superior de los geles, indica que en ese carril se aplicd el producto de
amplificacién correspondiente al control negativo. Los asteriscos (-} en la parte inferior de
las figuras, indican los carriles positivos para el alelo A11.
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Figura 9.- Analisis del producto de amplificacion obtenido con los iniciadores especificos
del alelo HLA-B27. La presencia de este alelo fue analizada mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa utilizando oligonucledtidos especificos del exén 3 del
alelo B27. El producto de amplificacién, detectado en un gel de agarosa al 2% preteriido
con bromuro de etidio, correspondio a una banda de 135 pares de bases, indicado con
una flecha, claramente visible en el carril indicado con + que corresponde al control
positivo. El signo — en la parte superior del gel, indica el carril con el producto de
amplificacion correspondiente al control negativo. Los asteriscos (*) en la parte inferior de
los carriles indican las muestras positivas para el alelo B27. El marcador de peso
molecular, indicado como MPM, fue pBR 322/Msp |.
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Figura 10.- Analisis del producto de amplificacién obtenido con los iniciadores
especificos del alelo HLA-DR7. La presencia de este alelo fue analizada por PCR
utilizando oligonucledtidos especificos de la regidn hipervariable del exén 2 del alelo DR7.
El producto de amplificacién esperado fue de 232 pares de bases, fue detectado en un
gel de agarosa, al 2 %. La flecha en el extremo derecho de cada gel indica la banda
correspondiente al producto de amplificacion esperado. Con un signo + se sefialan los
carriles correspondientes a los controles positivos y con el signo — se sefiala el carril con
control negativo. Los asteriscos (*) en la parte inferior de los carriles indican las muestras
positivas para el alelo DR7. El marcador de peso molecular (MPM) utilizado fue pBR
322/Msp |.

60



Frecuencia de los alelos HLA-A11, HLA-B27 y HLA-DR7 en la poblacion
estudiada.

En la tabla VIl se presentan las frecuencias de los alelos en la muestra total
analizada (n=83). La frecuencia en porcentaje para el alelo HLA-A11 fue de 8%,

para el alelo HLA-B27 fue de 14% y para el alelo HLA-DR7 de 13%.

TABLA VIil.- Frecuencia de los alelos en la muestra total.

HLA-A11 HLA-B27 HLA-DR7
Frecuencia® % Frecuencia® % Frecuencia® %
7/ 83 8 12/83 14 11/83 13

* Muestras positivas / total de muestras.

Para este andlisis se considert la muestra total analizada {n=83), sin categorizar en casos y
controles,

Alelos HLA-A11, HLA-B27 y HLA-DR7Y y cancer de piel de tipo no melanoma.

ALELO HLA-A11

Cuando se evaluo la presencia o ausencia del alelo HLA-A11 se encontré que 8%
de los casos fueron positivos, mientras que estuvo presente en 9% de los
controles, como se muestra en la Figura 11. Al realizar el analisis logistico se

determiné una OR de 0.81 con una p = 0.794, como se muestra en la Tabla IX.
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Figura 11.- Distribucion del alelo HLA-A11 en casos y controles. Las barras grises
representan la proporcion de casos y controles que resultaron negativos para el alelo. Las
barras vacias representan a los casos y controles que resultaron positivos para el alelo.
La presencia de HLA-A11 se determiné con la técnica molecular PCR-SSP, detallada en

Métodos.

TABLA IX.- Resultados del analisis logistico bivariado para el alelo HLA-A11

HLA-A11" HLA-A11" OR® p
Casos 3 36 0.81 0.794
Controles 4 39

# La determinacién de |a razén de momios se realizé con una regresion logistica bivariada.
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ALELO HLA-B27

El alelo HLA-B27 se encontro presente en el 13% de los casos y en el 14% de los

controles, como se muestra en la Figura 12. Al realizar el analisis logistico

bivariado se determiné una OR de 0.9, con una p =0.88 (Tabla X).

100
75
o
g
3
2 50 B
Q
o
25
0

13

Casos

14

Controles

Figura 12.- Distribucién del alelo HLA-B27 en casos y controles. Las barras grises

representan a los casos y controles que resultaron negativos para el alelo. Las barras
-vacias representan los casos y controles positivos para la presencia de este alelo. La

presencia de HLA-B27 se determiné con la técnica molecutar PCR-SSP, descrita en

Métodos.

TABLA X. Resultados de! andlisis logistico bivariado para el alelo HLA-B27

HLA-B27' HLA-B27" OR? p
Casos 5 34 0.80 0.880
Controles 6 37

? La determinacién de la razén de momios se realizd por regresion logistica bivariada.
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ALELO HLA-DR7

Este alelo estuvo presente en el 18% de los casos, mientras que sélo estuvo

presente en el 9% de los controles, como se muestra en |a Figura 13.
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Figura 13.- Distribucién del alelo HLA-DR7 en casos y controles. Las barras grises
representan a los casos y controles que resultaron negativos para la presencia de este
alelo, las barras vacias representan a los casos y controles positivos para la presencia de
este alelo. La presencia de HLA-DR7 se determind con la técnica molecular PCR-SSP,

descrita en Métodos.

Cuando se analizé esta distribucion por andlisis logistico bivariado se encontrd

que la diferencia no fue estadisticamente significativa (Tabla XI).

TABLA XI. Resultados del analisis logistico bivariado para el alelo HLA-DR?7.

HLA-DR7*

HLA-DR7 OR? p
Casos 7 32 2.13 0.251
Controles 4 39

® La determinacion de la razén de momios se realiz6 por regresion loglstica bivariada.
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[As] pg/l

Exposicién actual a arsénico.

Para analizar si actualmente existe exposicion a arsénico a través de la ingestion
de agua contaminada, se utilizaron los resuitados de la determinacion de arsénico
en la muestra de agua proveniente del domicilio de cada individuo incluicdo en el
estudio. Como punto de corte para establecer la exposicion, se considerd el limite
maximo permitido de 50 pg/litro (ATSDR 1989). Por debajo de este limite se
considerd que el agua no representd una fuente de exposicion.

Con este criterio, no se encontrd significativa la exposicidn actual a arsénico a
través del agua de bebida. Como se muestra en la Figura 14, sélo el agua del
domicilic de 3 pacientes caso tuvieron concentraciones superiores a 50 pg/,
contra 2 muestras de agua obtenida de los domicilios de pacientes controlus. Esto

representd en porcentaje 8% de los casos y 5% de los controles.
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Figura 14.- Concentracién de arsénico en el agua de bebida de casos y controles. Las
barras grises representan a los casos y las barras vacias a ios controles. No se
encontraron diferencias significativas entre casos y controles al evaluar la exposicion
actual al realizar el analisis logistico bivariado. La concentracidon maxima permilida en el
agua para beber es de 50 pg/l (indicada como una linea interrumpida). La deteiminacién
de arsénico se realizé por espectrofotometria de absorcion atémica como se describe en
la seccion de métodos.,
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Para evaluar la exposicion actual de los pacientes, se midié 1a concentracién de
arsénico en orina. Los resultados gréficos de [as concentraciones obtenidas para
cada paciente se presentan en la Figura 15, y para el analisis se tomé como punto
de corte 100 pg/l (ATSDR 1889), considerando la exposicién actual positiva si el
contenido de arsénico en orina excedia este limite. Como se puede observar en la
Figura 15 sblo 4 casos y 2 controles que representan el 11% y 5%,
respectivamente, estan expuestos actualmente (concentraciones >100 pg/l). El

analisis estadistico de estos resultados no mostré diferencias significativas.
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Figura 15. Concentracién de arsénico en orina de casos y controles. Las barras grises
representan a los casos y las barras vacias a los controles. No se encontraron diferencias
significativas entre los 2 grupos al realizar el andlisis logistico bivariado. La concentracién
maxima permisible es de 100 pg/l (indicada con la linea interrumpida). La determinacion
de arsénico se realizé por espectrofotometria de absorcién atémica y se encuentra
descrita en Métodos.
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Exposicion historica a arsénico.

Para estimar la exposicion a arsénico de por vida para cada paciente, se utilizé la
informacion obtenida a partir del cuestionaric de la historia de residencia de cada
paciente. Para estimar los niveles de arsénico en cada lugar de residencia y para el
periodo de tiempo reportado por los pacientes, se utilizaron datos previamente
reportados. La exposicion historica a arsénico (exposicion diaria de por vida en ppb) se
obtuvo de acuerdo al método publicado por Hsue y col. (Hsue et al., 1995), como se
indica en métodos. Los datos obtenidos para cada paciente se estratificaron en tres
niveles historicos de exposicién a arsénico (NHEAs) de acuerdo a la [As] diaria estimada

de por vida, como sigue: nivel bajo: < 5 ppb; nivel medio: 5.1-25 ppb; nivel alto: >25 ppb.

Al realizar el analisis de la exposicién de por vida calculada para los pacientes caso y los
pacientes control (estratificada de acuerdo a los niveles de exposicidén), encontramos
que esta variable fue significativamente asociada con el desarrollo de cancer de piel no
melanoma (OR = 4.39 con una p=0.005) , lo que significa que la exposicidn historica a

arsénico confiere un riesgo 3.39 veces mayor de desarrollar cancer de piel, de un nivel

de exposicion a otro (Tabla XII).

TABLA XIl. Resultado del analisis logistico bivariado para la exposicién historica a

. arsénico
Variable OR p L. C.° n
Exposicion histdricaa arsénico® | 4.39 0.005 1.56 a12.34 78

? La concentracion histérica de arsénico fue estimada como se decribe en métodos. En base a la

concentracién (en ppb) diarias de por vida obtenida para cada paciente, los datos se distribuyeron

en tres niveles historicos de exposicion a As (NHEAs): Nivel bajo: < 5 ppb; Nivel medio: 5.1- 25
. . b

ppb; Nivel alto:> 25.1 ppb. ~ Intervalo de confianza.
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Caracteristicas de los casos y controles con historia de exposicién actual a
arsénico.

Para evaluar las caracteristicas de los pacientes que resultaron con [As] >100 y 50
ug/l en orina y en agua de su domicilio, respectivamente, en la Tabla Xl se
presenta un concentrado donde se indican las concentraciones obtenidas de As
en agua y en orina, asi como algunas variables relacionadas con las posibles
fuentes de exposicién y los niveles histéricos de exposicion a As (NHEA3), en el
cual se ubicd cada paciente. También se incluye la historia de exposicién a luz
solar (HELS) (ver otras covariables evaluadas, en esta seccién de resultados, para
niveles ver pie de Tabia XIil), asi como la edad y el género de los pacientes,

indicando ademas si se trata de €asos o de controles.

Como puede observarsé de los 5 pacientes cuyos valores en agua fueron
superiores a la norma (A, B, C, D y F), sélo uno de ellos (paciente E) presento
concentraciones en orina arriba de 100 pg/l.

De los 6 pacientes con [As] > 100 ug/l en la orina (EIF,GH/lyJ), elaguade5 (F
a J) mostré valores de As < a 50 ng/l (excepto el paciente E previamente
mencionado). Esto sugiere que en los pacientes con [As] en orina arriba de Ia
norma, sélo en 1 ia fuente de exposicién puede atribuirse al consumo de agua de
bebida de su domicilio (ver paciente E cuyo consumo diario de agua es 100 % de
su domicilio). De los otros 5 pacientes con [As} en orina >100 ng/l (F a J), 4
reportaron consumo de tabaco y notablemente 2 de los 4, practicamente en el

limite (paciente H con 103 pg/t y paciente J con 101.7 ug/l). Obsérvese también
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que excepto los pacientes E e [, los demas reportaron que entre el 0-50 % de su
consumo diario de agua de bebida, lo hacen de fuentes diferentes a la domiciliaria.
Esto sugiere que ademas del consumo de cigarrillos, en algunos pacientes la

fuente de exposicion debe ser externa a su domicilio.

Con relacion a la presencia de cancer de piel en estos pacientes, atn cuando la
exposicion actual tiene menor relevancia que la exposicién historica, realizamos el
siguiente analisis. En los individuos A y B con cancer de piel pero sin [As] en orina,
el NHEAs fue alto (287.5 y 156.7 ppb respectivamente) ademas de que tuvieron
HELS (nivel 4). Complementariamente, notese que ambos pacientes son varones
y se encuentran en la sexta y séptima década de su vida. Los dos controles con
concentraciones elevadas de arsénico en el agua de bebida (C y D), tuvieron
NHEAs alto (> 30 ppb) y HELS de nivel 1y 3; ambos del género femenino y con

una edad comparativamente menor a los casos (43 y 38 afios).

Por otro lado, de los 6 pacientes con niveles de arsénico alto en orina (E, F, G, H,
, J), 4 correspondieron a casos y 2 a controles. Los pacientes caso, ademas de
haber resultado con exposicién actual a As, 3 de ellos tienen NHEAs alto (paciente
E, F y G) aunque solo uno tuvo HELS alto (nivel 4). El paciente caso H con nivel
alto de As en orina, tuvo un NHEAs medio (8.25 ppb), pero con antecedentes
importantes de HELS (nivel 4). Es notable que en estos pacientes, la distribucion
por género fue igual y la edad de todos fue entre 47 a 67 arios.

Finalmente, los pacientes control con exposicion actual a As (I y J), tuvieron

NHEAs medio (< 20 ppb).
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TABLA XIil .- Resumen de las caracteristicas de casos y controles con [As] por
encima de los niveles permitidos en agua de bebida y en orina.

)

Exposicién a As
Actual pg/t | Histérica | Fuente agua bebida Otras variables
(% consumoidia)
NHEAs Edad

Agua Orina Domicilio Otro Fuma | Género | (afios) | HELS
A C+ | 77.43 255 alto 50 50 0 M 56 4
B C+ 67.3 79.5 alto 60 40 1 M 63 4
C C- 50.6 21.8 alto 73 27 0 F 43 1
D C- | 60.85 | 462 alto 66 33 0 F 38 3
E Cc+ 90.7 263.5 alto 100 0 0 F 63 1
F C+ 12,65 | 234.2 alto 42 17 0 F 47 1
G C+ 15.9 228.5 alto 0 100 2 M 67 4
H C+ | 24.05 103 medio 33 66 1 M 63 4
| C- 97 124.5 medio 80 20 1 F 54 1
J C- | 1245 | 101.7 medio 50 50 1 M 63 4

c’= casos; C'=controles;  Otro: consumo de agua o liquidos de una fuente diferente a la del

domicilio.Fuma= Consumo de cigarrillos clasificado en los siguientes niveles: O=si el sujeto no fuma;
1=consumo de 1-8 cigarrillos/dia; 2= consumo de 10-18 cigarrillos/dia; 3=consumo de 19 cigarrillos o
mas/dia; M=masculino, F= femenino; HELS= exposicion a luz solar medida como afos trabajados en lugares
abiertos, con cuatro niveles: 0= sin historia de trabajo en lugares abiertos, 1= hasla 5 afios, 2= de 6-15 afios,
3= de 18-30 afios, 4= 31 aflos de HELS en adelante. NHEAs:Nivel bajo: < 5 ppb; Nivel medio: 5.1- 25 ppb;
Nivel alto:> 25.1 ppb. "Intervalo de confianza.

Alelos HLLA-A11, HLA-B27 y HLA-DR7 en cancer de piel no melanoma con y
sin historia de exposicioén a arsénico.

Para tratar de explorar si la presencia de los alelos HLA estudiados contribuye de
diferente manera en las poblaciones con diferentes niveles de exposicién historica
a arsénico (NHEAs), evaluamos la distribucion de cada uno de los pacientes
positivos para los alelos, en los estratos de exposicion definidos (Tabla XIV y

Figura 186).

HLA-DR7.- De los 11 pacientes DR7", 7 (64%) correspondieron a pacientes caso

y solamente 4 (36 %) fueron controles. Su distribucion de acuerdo a los NHEAs
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mostrd que 5 de los 7 pacientes caso DR7" se ubicaron en el nivel de exposicion
altay 2 en el nivel de exposicion media (Tabla XV). De los 4 pacientes controles
DR7*, 2 tuvieron NHEAs medio y 2 alto. La distribucion de los datos sugiere que
la presencia del alelo en poblacién expuesta podria ser un factor que podria estar
relacionado con un aumento en la susceptibilidad para que el cancer de piel de
tipo no melanoma se desarrolle, sin embargo no fue posible realizar el analisis
estadistico, debido a que la n obtenida al estratificar las poblaciones por caso/
control, por la presencia del alelo*/alelo” y NHEAs, fue muy pequefia. Para tratar
de definir que factores pueden intervenir para el desarroilo de cancer en los
pacientes caso DR7" (y no en los DR7" controles), se evaluaron las covariables
indicadas en la Tabla XV, encontrando que: a) 5 de 7 casos DR7*, se ubicaron en
el NHEAs aito, de éstos, 2 tuvieron historia de exposicién a luz solar (HELSY)
mientras que 3 tuvieron HELS', b} los 2 casos DR7" que se ubicaron en el NHEAs
medio fueron HELS". En relacion a los pacientes control DR7* , se encontré que

los 4 tuvieron HELS™ y todos fueron del género femenino.

HLA-B27.- Los 11 pacientes B27" se distribuyeron como se muestra en la Tabla
XIV (tambien ver Figura 16). Cinco pacientes B27" correspondieron a individuos
caso (3 ubicados en el NHEAs medio y 2 en el alto), y 6 fueron controles (5 con
NHEAs medio y 1 de exposicion alta). El andlisis de los datos presentados en la
Tabla XVI, mostré que de los 5 pacientes caso B27*, 2 también fueron DR7", uno
de ellos se ubico en el NHEAs medio (HELS®) y el otro en el NHEAs alto (HELS).

De los otros 3 pacientes caso B27°, 1 se ubicé en el NHEAs alto y presentd

HELS",
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TABLA. XIV.- Distribucién de los alelos HLA-DR7, HLA-B27 y HLA-A11 en la muestra
estratificado por casos y controles y por exposicion historica a As.

Nivel de exposicién histérica a As ?
Baja Media Alta
Alelo + - + - + -
% Frec.’ | % Frec?|%  Frec®|% Frec.” | % Frec.” | % Frec.?
CASO DR7 [0 (0/39)|5 (/39) | PYRME(?/35] [46 (18/39) |HOMR(539] |31 _(12/39)
CONTROL 0 {0/43) |10 (0/43) 86 (37/43) |5 2/43) |5 (2/143)
CASO B27 |0 (0/39) |5 {2/39) 3/39] |44 (17/39) | BEN(2/39) |38 (15/39)
CONTROL 0 {0/43) |10 (0/43) |12 (5/43) | 79 (34/43) |2 (1/43) | 7 (3/43)
CASO A11 [0 (0/39) |5  (2/39) |BRM39] |49 (19/39) (2/39) [ 38 (15/39)
CONTROL 0 {0/43) |10 (0i43) 17 {3/43) |84 (36/43) |2 (1/43) | 7 3143)
Nivel de exposicion histérica a As calculada como se indica en métodos. Los niveles de
exposicion se establecieron de acuerdo a las siguientes [As): E. baja: < 5 ppb.; E. media: 5.1-25
ppb. y alta: =2 25.1 ppb. ®Frecuencia= No. de ocurrencia/ n total de €asos o controles).
(] HLA-DR7
3 HLA-B27
15 |— “““““““““““ ~4,@‘,‘-' 44 | 28 -HLA-A11
. Bl % ALELOS
L - POSITIVOS
o ;
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Nivel de exposicién histdrico a As

Figura 16.- Distribucion de los alelos HLA-DR7, HLA-B27 y HLA-A11 en casos y
controles estratificados por la exposicion histérica a As. Los niveles de exposicion se
establecieron de acuerdo a las [As]: exposicién baja: < 5 ppb.; E.media: 5.1-25 ppb. y E.
alta > 25.1 ppb. La distribucion por alelos se indica en el extremo derecho de la gréafica.
Las porciones negras en la base de las barras corresponden al % de positividad que
cada alelo tuvo en los casos y controles distribuidos de acuerdo a los niveles de
exposicion historica a As. La parte superior de cada barra representa el % negativos para
cada alelo. Los nimeros en el cuerpo de cada barra indican el valor en porcentaje.
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TABLA XV.- Concentrado de casos y controles HLA-DR7" y caracteristicas relacionadas
con exposicion histérica a arsénico, luz solar, género y edad.

HLA-DR7 HLA-B27 HLA-A11 NHEAs HELS Genero Edad
{afos)
+ - + alta + M 60
+ - - alta + M 57
+ - - alta - M 47
CASOS + - - alta - M 56
+ + + alta - F 63
+ + - media + M 64
+ - - media + F 62
+ - - alta - F 38
+ - + alta - F 31
CONTROLES + - - media - F 29
+ - - media - F 69

NHEAs= nivel de exposicién histérica a As calculada como se indica en métodos ( también ver pie de tabla

XIV); HELS= historia de exposicion a luz solar medida como exposicion promedio diaria en haras. Se

considerd exposicion posiliva (+) si el sujeto se expuso diariamente por mas de 4 h al dia, y negativa (-) si el
sujeto se expuso menos de 4 h diarias a lo largo de su vida; M= masculino, F= femenino

mientras que 2 estuvieron en el NHEAs bajo y con HELS" (correspondieron a 1

varén y una mujer). Con relacion a los pacientes control B27*: 5 de 6 fueron

NHEAs bajo y 1 fue NHEAs alto. Solo 1 de los NHEAs medio fue HELS" ,pero fue

de sexo femenino. De hecho 5 de los 6 controles B27" correspondieron al género

femenino y sélo uno fue masculino.

TABLA XVI.- Concentrado de casos y controles HLA-B27* y caracteristicas relacionadas
con exposicion histérica a arsénico, uz solar, género y edad.

HLA-DR7 | HLA-B27 | HLA-A11 NHEAs HELS | Genero Edad
(anos)
- + - medio - M 52
- + - medio - F 51
CASQS + + - medio + M 64
+ + + alto - F 63
- + - alto + M 75
- + - medio M 68
- + - medio - F 62
- + - medio - F 67
CONTROLES - + - medio - F 34
- + + medio + F 46
- + - alto - F 43

NHEAs= nivel de exposicin histérica a As calculada como se indica en métodos ( también ver pie de tabla

XIV); HELS= historia de exposicidn a luz sclar medida como exposicién promedio diaria en horas. Se

consideré exposicion positiva (+) si el sujeto se expuso diariamente por mas de 4 h al dia, y negativa {-) si el

sujeto se expuso menos de 4 h diarias a lo largo de su vida; M= masculino, F= femeninc
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HLA-A11.- Los 7 pacientes A11", se distribuyeron como se muestra en la Tabla
XIV y Figura 16. De estos, 3 de 7 correspondieron a individuos caso (1 ubicado en
el NHEAs medio y 2 en el alto), y 4 fueron controles (3 con NHEAs medio y 1 con
NHEAs alto).

El analisis de los datos presentados en la Tabla XVII, mostré que los 2 casos con
NHEAs alta también fueron DR7" y uno de ellos tuvo HELS®. De los pacientes
control A11*, 3 de 4 fueron NHEAs medio y 1 fue NHEAs alto. S6lo 1 de los 4

NHEAs medio fue HELS". Todos los controles A11* fueron del género femenino.

TABLA XVII.- Concentrado de casos y controles HLA-A11" y caracteristicas
relacionadas con exposicion historica a arsénico, luz solar, género y edad.

HLA-DR7 HLA-B27 HLA-A11 | NHEAs HELS Genero Edad
(afos)
+ - + alto + M 60
CAS0S + + + alto - F 63
- - + medio - F 73
+ - + alto - F 31
- + + medio + F 46
CONTROLES - - + medio - F 34
- - + medio - F 48

NHEAs= nivel de exposicion histérica a As calculada como se indica en métodos ( también ver pie
de tabla XIV); HELS= historia de exposicién a luz solar medida como exposicién promedio diaria en
horas. Se considerd exposicion positiva (+) si el sujeto se expuso diariamente por mas de 4 h al
dia, y negativa (-} si el sujeto se expuso menos de 4 h diarias a lo largo de su vida; M= masculino,
F= femenino

Papel de otras covariables como factores de riesgo para el desarrollo de
cancer de piel de tipo no melanoma.

Debido al riesgo atribuido a la exposicion a luz solar para el desarrollo de cancer
de piel en general, se decidid incluir en este trabajo, los resultados del analisis de

esta covariable, la cual se determiné como sigue: La exposicién a luz solar por
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ambiente de trabajo, se evalud a través del cuestionario, y la exposicion se estimo
a partir del numero de afos que se desarrollaron labores en lugares abiertos
(independientemente del tiempo de exposicidn diaria), obteniéndose la sumatoria
por periodos de edad y estableciéndose 4 niveles que incluyeron: Nivel 1)
Individuos de 0- 5 afios con empleo extramuros; Nivel 2) Individuos de 6-15 aifos
con empleo extramuros; Nivel 3) Individuos de 16-30 afos con empleo
extramuros; Nivel 4) Individuos con 31 afios o0 mas con empleo extramuros.

De acuerdo a estos criterios, encontramos que el 42 % de los pacientes caso se
expusieron ocupacionalmente de forma crénica durante 15 afos debido a que
realizaban actividades laborales en sitios abiertos, mientras solo el 19% de los
controles presentaron antecedentes de exposiciones equivalentes (ver Figura 17).
Cuando se realizd el andlisis estadistico de los datos obtenidos para la exposicién
a luz solar por actividades de trabajo, se encontré una OR=1.64, ( p=0.009)lo
cual quiere decir que el riesgo para desarrollar cancer de piel se incrementa 64%
de un nivel de exposicion a otro.

Para evaluar la importancia que tiene la exposicion diaria a la luz solar, utilizamos
el promedio de exposicion diaria en h. Como se puede ver en la Figura 18 el 76%
de los controles y el 50 % de los casos resultaron con una exposicién promedio de
hasta 4 h. Este tiempo (4 h) ha sido utilizado como punto de corte enire una
exposicion diaria baja y una exposicion alta a la luz solar (Maurer 1997). El 50 %
de casos restantes se distribuy6 en los periocdos de exposicién promedio >4 h,
mientras que sélo el 24 % de los controles se ubicd en estos rangos. Al realizar el
analisis estadistico resulté una OR=1.32 (p =0.010), lo cual quiere decir que el

riesgo se incrementa en 32% con cada hora que el sujeto se expone a la luz solar.
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Figura 17.- Exposicion a sol por ambiente de trabajo. Las barras grices representan los
casos y las barras vacias los controles.  El 42% de los casos se ubicaron en los niveles
3 y 4, comparado con el 19% de los controles. En el nivel 1 se considerd la menor
exposicion y el nivel 4 agrupd a los de mayor exposicion (mas afos con empleos
expuestos a luz solar). Para construir los niveles se consideré el tiempo en afos
trabajados con exposicion a luz solar. El Nivel 1 incluye de 0-5 afios con empleos
expuestos a la luz del sol. El Nivel 2 de 6-15 afios, el Nivel 3 de 16-30 afios, el Nivel 4 31
0 mas afios con empleos expuestos a la luz solar.

20"

-
o
T

Frecuencia
—
[ =]

5 -
——
0 1 . N
0-2 2.1-4 4.1-6 6.1-8 8.1-10 10.1-12

Exposicién a luz solar (horas)

Figura 18.-Distribucion de la poblacion por promedio diario de exposicién a luz solar.
Las barras grises representan a los casos y las barras vacias a los controles. El 51% de
los casos estuvieron expuestos por mas de 4 h diarias a lo largo de todz la vida, mientras
que solo el 23 % de los controles tuvieron la misma exposicién. Para determinar e
promedio de h diarias se sumaron las h por cada periodo de edad ¥ se dividid entre el
nmero de periodos de edad de cada paciente.
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Para investigar ofras covariables que en nuestra poblacién pudiesen contribuir
confiriendo riesgo o proteccién para el desarrollo de cancer de piel, se consideré la
informacién del cuestionario, y se realizé el analisis multivariado con todas las
variables que resultaron significativamente asociadas en el analisis bivariado. El
resultado del analisis multivariado se presenta en la Tabla XVIII, donde se puede
ver que la edad permanecio como factor de riesgo con una OR=1.08 (p= 0.002),
indicando que por cada afio que el individuo envejece, el riesgo de desarrollar
cancer de piel se incrementa en un 8%. El género fue otro factor de riesgo que
permanecié en el modelo(OR=5.69 con una p= 0.004). Esto significa que de
acuerdo a nuestro estudio, el género masculino tiene 4.6 veces mas riesgo de
desarrollar cancer de piel no melanoma, que el género femenino. Finalmente, la
exposicion historica a arsénico permanecié como un factor que confiere 3.2
veces mayor riesgo para que desarrollen cancer de piel no melanoma en los
individuos expuestos contra los que nunca se expusieron a ese xenobidtico
(OR=4.27 con una p=0.028).

TABLA XVIII.- Resultado del analisis logistico multivariado

Variable OR p Intervalo de Confianza | n
Edad 1.08 0.002 1.03-1.14 83
Género 5.69 0.004 1.76-18.36
Exposicion histdrica a 4.27 0.028 1.16-15.64
arsénico

Este modelo se origind a partir de las variables que resultaron significativamente diferentes entre
casos y controles en el andlisis bivariado. Las variables que se incluyeron en el analisis
multivariado fueron edad (OR=1.09 p< 0.000), exposicién al sol (OR=1.32 p=0.010), exposicién
histérica a arsénico (OR=4.39 p< 0.005), tabaquismo (OR=2.18 p=0.008), género (OR=11.66,
p= 0.000), grado escolar (OR=0.48 p=0.000), nivel econémico (OR=0.43, p=0.011) y alimentacion
(OR=0.62, p= 0.010).
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VIl. DISCUSION

El cancer es un proceso multifactorial en el que intervienen caracteristicas del
individuo (factores genéticos, edad, género, estado nutricional, etc.), factores
ambientales (radiacién solar, la contaminacién del agua de bebida por la
existencia de suelos contaminados con quimicos --como el arsénico--), infecciones
con ciertos tipos de virus capaces de transformar las células que infectan y cuya
presencia esta asociada con ciertos tipos de cancer en humanos [por ejenipio el
virus de papiloma (HPV)] y factores sociales que determinan el nivel de educacién
de los individuos y el que éstos se expongan ocupacionalmente a determinadas
sustancias quimicas sin medidas de proteccién adecuadas (ASC 1998, Ellison et
al. 1998, Bavinck et al. 1993). Por lo anterior, es clara la dificultad para definir el
conjunto de todos los factores que contribuyen al desarrollo de cualquier tipo de
cancer, y también lo improbable de que estas patologias tengan como etiologia un

unico factor,

Conociendo esto, en nuestro grupo de trabajo, se planted un proyecto general
para tratar de establecer diferentes factores de susceptibilidad y riesgo asociados
con el desarrollo de cancer de piel de tipo no melanoma, asociado a la exposicién
a factores ambientales como la luz UV y diversas substancias quimicas como el
arsénico (Streilein 1996, ASC 1998). Para este estudio se eligié una poblacion
humana proveniente de una regidon (Regidon Lagunera) en la cual una sub-
poblacion esta expuesta a arsénico a través de agua de bebida vy en la cual se

ha asociado dicha exposicidn con el desarrollo de cancer de piel de tipo no
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melanoma (Cebrian et al.,, 1983; ATSDR 1989 ). Sin embargo, en pocos estudios

se han evaluado otros factores tanto ambientales como individuales que pueden
estar involucrados en la mayor prevalencia de cancer de piel en estas
poblaciones, incluyendo la contribuciéon de factores como exposicién a luz UV,
edad, género, etc., (previamente reportados) (ASC 1998, Vitasa ef al. 1990) asi

como factores escasamente explorados, como los factores genéticos.

Con el fin de evaluar la presencia y coexistencia de factores tanto del individuo
como de su ambiente en el desarrollo de cancer de piel de tipo no melanoma, se
planted un proyecto general que incluye tres proyectos particulares, de los cuales
el presente es uno de ellos y fue dirigido de manera particular a evaluar algunos
aspectos genéticos (alelos de HLA) como factores de susceptibilidad para el
desarrollo de cancer de piel no melanoma. Los otros dos proyectc.ns particulares
estan dirigidos a: 1) El trabajo de campo vy el andlisis estadistico formal de todos
los datos obtenidos a partir de la historia clinica dermatolégica y de exposicidn
(Torres Vargas, en preparacién) vy, 2) La evaluacion del papel del virus de
papiloma humano como un factor de riesgo para el desarrollo de cancer de piel no
melanoma en humanos expuestos cronicamente a arsénico (Rosales Castillo, en

preparacion).

Debido a que este proyecto buscod evaluar factores qgenéticos asociados con el
desarrollo de cancer de piel de tipo no melanoma, fue necesario realizar un
estudio de casos y controles. Este tipo de estudios, al igual que los de cohorte,

permiten valorar la relacion entre enfermedad y una caracteristica que se presume
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aumenta o disminuye la probabilidad de desarrollar la enfermedad. El estudio de
caso-control es mas utilizado que los estudios de cohorte debido a que requiere un
tamano de muestra menor, ya que tiene como caracteristica particular que la
seleccion de sujetos se hace en base al estado patologico. Los casos se
seleccionan de las personas que tienen la enfermedad de interés y los controles
se eligen entre las personas que no la tienen. Ambos se seleccionan de una
misma poblacion (llamada poblacion fuente). En nuestro estudio la poblacién
fuente fue la consulta de Dermatologia del Hospital de Especialidades No. 71 de!
IMSS de la Cd. de Torre6n. Esto es, fue un estudio de casos y controles

hospitalarios.

En este estudio se incluyeron 2 tipos de lesiones cancerosas de lipo no
melanoma: el cancer de células epidermoides y el cancer de células basales. Se
consideraron ambos debido a que el cancer epidermoide es el asociado con
mayor frecuencia a la exposicion cronica a arsénico, pero también el carcinoma
de células basales ha sido relacionado (ATSDR 1989).

Cabe mencionar que en la clasificacion de carcinoma epidermoide, en este trabajo
se incluy6é a las lesiones diagnosticadas como enfermedad de Bowen y las
hiperqueratosis. Esto debido a que el carcinoma de células epidermoides se ha
sugerido se desamolla a partir de algunas capas hiperqueratinizadas (la
hiperqueratosis es considerada una lesion premaligna) (ATSDR 1989), v la
enfermedad de Bowen se ha catalogado como un carcinoma de células
escamosas intraepidérmicas (cancer in situ), y también se asocia con la ingestion

cronica de arsénico inorganico {Orkin ef al. 1994). De hecho para verificar que la
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inclusion de los casos con diagnéstico de hiperqueratosis de origen arsenical, no
influyeran en los resultados del papel de arsénico, se realiz6 un analisis de
sensibilidad. Para ello se hizé el analisis bivariado incluyendo y sin incluir las
hiperqueratosis. Los resultados mostraron que en ambos andlisis se obtuvo
asociacion significativa de la historia de exposicidn a arsénico con el desarrollo de

cancer.

Con relacion a este trabajo, el interés fundamental fue evaluar la presencia y la
asociacion de tres alelos (HLA-A11, HLA-B27 y HLA-DR7) del Complejo Principal
de Histocompatibilidad, como posibles marcadores de susceptibilidad para el
desarrollo de cancer de piel no melanoma, asi como el papel de la exposicion a
arsénico. Al final de esta seccién también discutiremos los resultados que
obtuvimos con relacion a la exposicion a luz solar, género y edad, con la finalidad
de presentar un panorama de la diversidad de factores que contribuyen con el
proceso canceroso. Por lo mismo en la parte final discutiremos brevemente los
resultados de todos los factores, incluyendo al arsénico, que resuitaron asociados
con el desarrollo de cancer de piel en nuestro estudio, a la luz de los analisis

bivariados y e! multivariado.

En la primera parte discutiremos los resultados obtenidos con relacion a los alelos
HLA como factores de susceptibilidad genética en nuestra poblacion de estudio,

asi como del papel del arsénico como factor de riesgo.
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Alelos HLA como factores de susceptibilidad para el desarrollo de cancer de
piel no melanoma.

La principal razén para evaluar factores se debe a que ha sido propuesto que
éstos contribuyen aproximadamente con una tercera parte o la mitad del riesgo
para la mayoria de las enfermedades (Rose ef al. 1998). Un nimero de genes
tanto HLA como genes que no pertenecen a este loci, contribuyen a la
predisposicion de muchas enfermedades. Estos genes actian en diversas formas:
a) influyendo la respuesta inmune o modulando el repertorio inmune, b)
contribuyendo en la regulacién del sistema inmune y ¢) afectando la vulnerabilidad
del érgano blanco (Rose et al. 1998).

En algunos sujetos la carga acumulada de riesgo genético es tal que el individuo
esta siempre "en el borde” para desarrollar ia enfermedad, en otros, el riesgo es
tan débil que se necesita un fuerte estimulo ambiental para desencadenar la
enfermedad (Rose et al. 1998). De hecho, en los Ultimos 20 afos ha sido bien
documentado que existen asociaciones de HLA con enfermedades autoinmunes

principalmente (Kwok ef al. 1998).

Con respecto a los alelos de HILLA que nosotros hemos estudiado en este trabajo,
la razon para elegir algunos de los alelos que han sido reportados como de
susceptibilidad a cancer de piel en individuos inmunosuprimidos con fines de
transplante renal cbedece a lo siguiente: en nuestro pais existen poblaciones
expuestas en forma cronica a arsénico a través del agua de bebida en donrle esta
reportada una mayor prevalencia de cancer de piel de tipo no melanoma (Cebrian

et al. 1983). Con relacidon a esto, ha sido sugerido por estudios en humanos y en
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modelos experimentales que el arsénico induce un estado de permisividad
inmune, que puede deberse a una reduccion en la respuesta de proteccion
mediada por células, lo cual potenciaimente permitiria el escape de células
tumorales a los mecanismos de proteccion inmunolégica y que esto podria
relacionarse con el desarrollo de lesiones dérmicas y cancer de piel (Burns et al.
1994, Gonsebatt et al. 1994). Este estado de permisividad inmune podria
representar una homologia entre ambas poblaciones, aunque evidentemente el
grado de alteracion de la respuesta inmune debida a la exposicién ambiental a
substancias quimicas, pocas veces alcanza la gravedad de la inducida por

medicamentos inmunosupresores.

Por otro lado, los estudios en poblaciones humanas tratando de asociar alelos de
HLA con el desarrollo de cancer de piel son pocos (ver seccion de polimorfismo de
HLA y cancer de piel y tabla Il en antecedentes de esta tesis). Ademas, dichbs
estudios se han realizado en poblaciones de diferentes continentes, obteniéndose
resultados controvertidos. Esto resulta especialmente interesante si recordamos
que la regién HLA es probablemente la region mas polimorfica del genoma
humano cuyos productos juegan un papel muy importante en la respuesta inmune.
También es importante mencionar que en diversos estudios se ha encontrado que
los mismos alelos HLA son factores de proteccion o de riesgo cuando se analizan
diferentes poblaciones (Bavinck ef al. 1997, Bovyle ef al. 1984, Barr ef al. 1989,
Hartevelt et al. 1990, Bavinck ef al. 1991). Como ejemplo esta el alelo HLA-DQ3
que ha sido encontrado en poblacion ltaliana como factor de proteccion para

melanoma (Marincola et al. 1992), pero en poblacion caucasica Americana se
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encontrd como un factor de riesgo para la misma enfermedad (Muto et al. 1996).
Es pertinente mencionar que el melanoma, aunque no es el tipo de cancer de piel
desarrollado en poblaciones inmunosuprimidas por medicamentos © por
exposicidén cronica a arsénico, es un tumor considerado altamente inmunogénico,
ya que los melanocitos son células que expresan antigenos HLA de Clase H y
pueden funcionar como ceélulas presentadoras de antigenos, (Le Poole el al.
1993).

Los resultados obtenidos para HLA-DQ3 , han generado controversia pero se ha
propuesto pueden ser explicados parciaimente por las variaciones étnicas en las
frecuencias HLA o a la heterogeneidad de factores genéticos y ambientales como

infecciones virales y bacterianas, dieta, etc. (Lulli et al. 1996).

En nuestro trabajo, nosotros utilizamos estrategias moleculares para determinar la
presencia de los alelos, debido a que el esfuerzo se dirigid a tres alelos en
particular, dos de clase | : HLA-A11, HLA-B27 y uno de clase Il: HLA-DR7. Los

tres como se mostrd previamente (seccidn de antecedentes) han sido previamente

asociados con proteccion y/o riesgo en otras poblaciones.

Es importante recordar que debido a que no existen datos de frecuencia de alelos
de HLA en la mayoria de las regiones de la poblacidn mestiza mexicana, y que la
Region Lagunera no es la excepcion, una parte importante de nuestro trabajo fue
determinar la frecuencia de los tres alelos de interés en la poblacién de estudio.
Las frecuencias obtenidas para los tres alelos fue de 8, 14 y 13 % para HLA-A11,

HLA-B27 y HLA-DR7, respectivamente. Estos datos, son importantes, para
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estudios posteriores en los cuales el interés sea evaluar la posible asociacion de

estos alelos con otras patologias.

Con relacion a la asociacion de los alelos con el desarrollo de cancer de piel no
melanoma, nosotros encontramos que no hubo asociacion entre HLA-A11 y el
desarrollo de cancer de piel de tipo no melanoma ni como factor de riesgo ni
como factor de proteccion, ya que la OR obtenida fue de 0.81 con una p=0.79.
Debe recordarse que previamente este alelo ha sido asociado principalmente con
proteccién en estudios realizados en poblacion Holandesa, Italiana, Inglesa y
Australiana (del sur Australia), aunque también existe un reporte en Australia
(Queensland} donde se encontré como un factor de riesgo (ver Tabla Il). Estas
controversias, como ya se menciond, no son raras en estudios en donde se trata

de relacionar HLLA con enfermedad.

Con relacién al alelo HLA-B27, nosotros tampoco obtuvimos asociacion estadistica
con el desarrollo de cancer de piel no melanoma (OR de 0.90 con p= 0.88). Estos
resultados sugieren que no existe asociacion de este alelo con cancer de piel a
diferencia de los datos previos en otras poblaciones en los cuales se encuentra
como un factor de riesgo (Bavinck et al. 1990 y 1991a; Czarnecki efal. 1992 by
c¢). Quisiera enfatizar que para definir el papel de B27, consideramos es necesario
ampliar el tamarfio de la muestra estudiada, de manera que nos permita verificar o
rectificar que los resultados que obtuvimos hasta el momento no muestran

asociacion del alelo HLA-B27 con el desarrollo de cancer que estudiamos.
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Los resultados obtenidos con el alelo HLA-DR7 (Tabla XIll ), propuesto en otros
estudios como alelo que confiere riesgo (Czarnecki ef al. 1992b y 1992c¢), mnuestra
tambien la misma tendencia (OR= 2.13) sin embargo, no se encontré asociacién
estadisticamente significativa (p=0.25).

Aqui es pertinente comentar que en los dos trabajos previamente publicados con
relacion a DRY y su asociaciéon con cancer de piel de tipo no melénoma, €n uno se
asocia encontré como factor de riesgo (OR = 2.16 con p=0.02) , mientras que en
el otro se reporté una OR=14 pero con p=0.35, sugiriendo solamente una
tendencia como factor de riesgo (Czarnecki 1992 b,c; Bavinck et al. 1990).
Nuestros resuitados, con una OR=2.13 (p= 0.25) también sugieren riesgo aunque
no fue significativa estadisticamente. Como en el caso de los alelos HLA clase |
evaluados, consideramos que para verificar la tendencia de estos datos, es

necesario un tamafo mayor de muestra.

Como se menciond lineas arriba, consideramos que uno de los factores que
pudiera influir en los resultados del analisis de los alelos HLA fue el tamafio de
muestra analizado. En ocasiones, se pueden encontrar asociaciones estadisticas
significativas con muestras pequefas como en el estudio de HLA-A3 en
poblacién holandesa en donde Bavinck et al. obtiene significancia estadistica con
66 casos y 126 controles (Bavinck et al.,, 1991a) (Tabla Ili). Esto, sin embargo, en
general tiene relacion con la frecuencia de los alelos en la poblacion.

De acuerdo a nuestros resultados, consideramos necesario reevaluar la

asociacion de los tres alelos, en particular el DR7, en el marco de un numero de
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muestra mayor al actual (ver adelante), con el objeto de obtener resultados

concluyentes sin que el tamano de muestra represente un factor de incertidumbre.

Con base en lo anterior, consideramos que dos contribuciones importantes del
presente estudio fueron: 1) establecer la frecuencia de estos alelos en la Region
de la Laguna, y 2) calcular a partir de los datos de este trabajo, el tamario de
muestra necesario para obtener resultados, para cada alelo de interés, en un
intervalo de confianza adecuado (95 %). La posibilidad de establecerlos como
marcadores moleculares de susceptibilidad radicara en el éxito que se tenga de

captar los casos y los controles por el tiempo necesario para alcanzar el tamano

de muestra que calculamos a partir de nuestros resultados ( ver Tabla X1X).

Tabla XIX. Tamanos de muestras calculados, a partir de los datos obtenidos en este
trabajo, necesarios para evaluar las asociaciones con los alelos HLLA
estudiados,

Calculando el 95 % de

Intervalo de Confianza

Alelo n

p=80 HLA-DR7 225
HLA-B27 17172
HLA-AT1 2888

Los calculos se realizaron con el programa EPIDAT 2.1 en base a los resultados del estudio piloto

Para ello, sera necesario contar con colaboradores en la regidon de estudio
convencidos de la importancia de este tipo de estudios en regiones en donde la
contaminacion del subsuelo o la contaminacién por medios antropogénicos es alta,

como sucede en la Region de la Laguna.
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Con relacion al tamafio de muestra debe hacerse dos precisiones: 1) El tamano
de muestra obtenido de casos incidentes de cancer de piel de tipo no melanoma
en la Laguna, fue menor (en un 50 %) que el estimado inicialmente por los
Dermatélogos. Debe hacerse notar que el tamario de la muestra, no fue suficiente
s6lo para el analisis de los alelos HLA, pero no impact6 los resultados del anélisis
del efecto del arsénico y otras covariables evaluadas, en las cuales se tuvo la
potencia y significancia estadistica suficiente, 2) Durante ese periodo se captaron
todos los casos posibles a través de la consulta de Dermatologia, e incluso se
revisaron las listas de consultas de los afos 1994, 1995, 1996. Con relacion a esto
Gltimo, del total de casos reportados en esos periodos: i) varios pacientes ya se
habian captado en |a consulta de 1997-98 debido a que fueron casos reincidentes,
ii) debido a que los pacientes caso en general son de edad avanzada (mayores de
70 afios), algunos ya habian fallecido o no fue posible su localizacion en virtud de

que cambiaron de domicilio o habian sido dados de baja de! sistema de Salud.

De lo anterior es claro que seria una ventaja el contar con un Registro Nacional
confiable de casos de cancer de piel (y en general de cualquier tipo de patologia),
que facilitaria los estudios para evaluar asociaciones HLA-cancer de picl. Esto
permitiria acceder a la poblacién de interés en un periodo cualquiera, ayudando
con esto a alcanzar tamarios de muestra mayores. En nuestro proyecto, ios casos
se captaron en forma prospectiva y cuando se pretendié aumentar la muestra con
casos retrospectivos la falta de datos actualizados hizo dificil la localizacion de los

sujetos.
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Exposicion a arsénico como factor de riesgo para céancer de piel no
melanoma.

Uno de los factores quimicos que fue de especial interés en este trabajo fue el
arsénico, con el fin de definir la asociacion y el peso que la exposicidén actual y la
exposicion cronica a este metaloide tiene para el desarrollo de cancer de piel de
tipo no melanoma en esta regién. Esto, recordemos fue evaluada de dos formas:
1) la determinacién de exposicion actual a través de los niveles de arsénico total
en el agua de las fuentes de abastecimiento para bebida, y los niveles de arsénico
total excretado a través de la orina y 2) mediante la estimacion de la exposicion
histdrica a arsénico a partir de la historia de residencia de los individuos en estudio

de acuerdo al método descrito por Hsueh y col. (Hsueh et al., 1995).

En lo que respecta a exposicién a arsénico a través del agua de bebida, la
exposicion actual no fue significativa, esto es reflejo del hecho de que solo 3 (8%)
casos y 2 (5%) controles tuvieron la concentracion de arsénico mayor que 50 pg/l
en el agua de bebida, razén por la cual no se obtuvo diferencia significativa entre
la poblacion caso y la control. Debe hacerse notar ademas que de esos 5
pacientes sélo 1 (que correspondié a un caso) tuvo valores de As en orina >100
ugf/l ¥y que este paciente reportd que su cc;nsumo de agua es 100 % de la fuente
de agua analizada. Los otros cuatro reportaron que entre el 27 al 50 % de su
consumo de liquidos lo hacen de fuentes diferentes a las que resultaron con
valores de arsénico superiores a las recomendadas para agua de bebida (referirse

a tabla XIll). Igualmente, de los 6 pacientes (4 casos y 2 controles) que resultaron
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con valores de arsénico en orina >100 pg/l, s6lo para uno se demostré que la
fuente de exposicion fue a través del agua de bebida de su domicilio. Para los
otros 5 pacienles la fuente de exposicion al metaloide no fue definida, pero podria
sugerirse que esta relacionada con dos posibles fuentes; a) el consumo de
cigarrillos (4 de 5 pacientes reportaron el habito de fumar) y b) el consumo de
liquidos contaminados en fuentes diferentes a las de su domicilio (los 5 que
tuvieron datos de arsénico en agua por abajo de la norma, reportaron que
consumen entre el 17 al 100 % de agua fuera de su domicilio (referirse a Tabia

X1).

Por otro lado, consideramos que la baja proporcion de individuos expuestos
actualmente a arsénico, se debe al tipo de estudio realizado. Este fue disefiado
para captar todos los casos incidentes de cancer de piel de la Regién Lagunera,
(incluyendo los casos provenientes de las zonas rurales), ya que todos se
canalizan al Hospital de Especialidades del IMSS de la Cd. de Torreon. No
obstante, la muestra se constituyé por casos y controles gque en su mayoria
radican en el area urbana conformada Ipor las ciudades de Torredn, Gémez
Palacio y Lerdo. De hecho, el porcentaje de residentes en la zona urbana fue de
85% de los casos y 90% de los controles. Una explicacion de esto es que debido a
que la muestra de casos esta constituida por pacientes de edad avanzada, gran
parte de éstos actualmente viven al lado de sus hijos, y estos ultimos han
emigrado del area rural hacia las ciudades, en busqueda de mejores

oportunidades de vida.
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Es importante mencionar en este momento, que los datos que muestran que no
existe asociarion en el desarrollo de cancer con respecto a la exposicion actual a
arsénico, no son inesperados y estan de acuerdo a datos obtenidos en relacidn
con diferentes agentes quimicos y fisicos asociados con el desarrollo de cancer en
general. Recordemos que la exposicion actual a un posible carcindgeno, con
excepciones, tiene poca relevancia y que se ha propuesto que es la exposicion
pasada, y en particular la historia de exposicion acumulada la que parece tener
mayor importancia para el desarrollo de cancer (ATSDR, 1998). Este, recordemos
también, se acepta es la suma un gran nimero de eventos o accidentes
independientes que tienen como resultados la proliferacion alterada de células
transformadas, y que en general requieren de periodos de latencia largos para

expresarse como cancer.

En apoyo de !o anterior, nosotros encontramos que la exposicién en el pasado, en
cambio resultd significativamente asociada con el desarrollo de cancer. De hecho,
un 45% de los casos tuvieron historia de exposicion alta a arsénico (>25 ppb),
comparado con s6lo 9% de los controles en el mismo nivel histérico de exposiciéon
(alta). El andlisis de estos datos indicd que el hecho de contar con una historia
personal de exposicion a arsénico medio o alto, confirid un riesgo 3.37 veces
mayor (OR=4.37 con una p=0.005) de desarrollar cancer de piel entre los niveles
de exposicidn historica.

Con relacion al uso de datos histéricos de concentracion de arsénico en las

poblaciones de residencia de los individuos en estudio para estimar la exposicién
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pasada a un contaminante como el arsénico, esta es una estrategia aceptada en
estudios en donde no existe otra forma de evaluar la exposicién (Karagas el al.

1998, Ferreccio ef al. 1998, Lewis ef al. 1999).

Brevemente, y retomando el analisis de los pacientes que resultaron con niveles
de arsénico en agua y en orina por arriba de lo recomendado, (discutido parrafos
arriba), es importante notar que dos factores relacionados con exposicion histérica
(a arsénico y luz solar), estuvieron presentes en los casos como sigue: i) 5 de los
6 pacientes caso, resultaron con exposicion historica alta a arsénico, i) 4 de 6
casos tuvieron historia de exposicion a luz solar importante [nivel 4] y iii)
solamente un paciente caso no presentd exposicion historica alta (tuvo exp.
media) ni historia de exposicion a luz solar (datos presentados en fa Tabla X!l de
resuitados). Esto sugeriria que el pape! de la exposicion histérica a ambos agentes
es el principal responsable del desarrollo de cancer de piel, y es de menor
relevancia [a exposicién a uno solo de estos agentes, mientras que la influencia
de la exposicion a arsénico actual no pareceria importante. Debe mencionarse que
este analisis solamente seria valido, bajo el supuesto que la contribucién de otros

factores fuese equivalente para todos los pacientes caso y controles comparados.

HLA en cancer de piel con y sin antecedentes de exposicion a arsénico.

Uno de los propésitos en el proyecto, fue evaluar la contribucién de los alelos HLA
en los individuos expuestos de forma crénica a arsénico versus los sujetos no
expuestos. Sin embargo, la estratificacion de la poblacidn de casos y controles, de

acuerdo al nivel de exposicion histdrica a arsénico, que dio como resultado que se
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obtuvieran n muy pequefas para cada nivel (datos presentados en la Tabla XIV),
hizo imposible el analisis estadistico. Por ello, este objetivo sera posible de
cumplir cuando se alcance un tamafio de muestra mayor que permita que cn cada
estrato se ubique el nimero de pacientes que permitan realizar tal analisis.

No obstante lo anterior, al revisar la distribuciéon de los tres alelos en la poblacion
caso y control en los diferentes estratos de exposicidn histérica a arsénico (Tabla
XIV), pudimos observar que los alelos HLA-A11 y HLA-B27 se distribuycron de
manera mas equilibrada en la muestra de pacientes caso y pacientes control
(Tablas XVI y XVII), frecuencia de distribucién que se mantuvo sin una clara
tendencia entre los niveles histéricos de exposicién a arsénico medio y bajo
(Tabla XIV y Figura 16).

La distribucion que observamos para HLA-DRY fue diferente. En primer lugar, de
los 11 pacientes DR7+, 7 (64 %) fueron caso y solo 4 (36 %) correspondieron a
controles (Tabla XV). El andlisis de esta distribucidon, recordemos, dio como
resultado una OR de 2.13 pero no fue significativa (p=0.25). Al estratificar los
datos en los niveles historicos de exposicion a arsénico, esta tendencia se
mantuvo y claramente la frecuencia de distribucién de DR7" fue mayor en los
casos, especialmente en aquellos que se ubicaron en el nivel histérico de
exposicion alto de arsénico —5 de 7 casos DR7® estuvieron en este nivel, lo que
representa un 71 % de los casos DR7", y el 13% del total de los casos-- (Tabla
XIV y Figura 16). Esto, podria sugerir que los pacientes DR7*, cuando tienen
historia de exposicion a factores de riesgo, en especial a arsénico alto (>25 ppb),
ademas de exposicion historica a luz solar, pertenecen al género que confiere

mayor riego, y que se encuentren en una etapa de la vida posterior a la quinta
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década de vida), tienen mayor probabilidad de desarrollar cancer de piel de tipo no
melanoma (Tabla XV). Esta sugerencia, debemos recalcar se basa solamente en
la frecuencia de distribucién de los pacientes que resultaron HLA-DR7*, sin

embargo es necesario hacer una demostracion formal de esto.

Otros factores de riesgo para cancer de piel no melanoma.

El analisis de la informacion obtenida de la historia de exposicidn mostré que en la
poblacion mestiza mexicana estudiada, los varones presentaron un riesgo once
veces mayor (OR= 11.66) de desarrollar cancer de piel de tipo no melanoma. Esto
puede ser atribuido a las diferencias en las actividades laborales realizadas por los
varones que favorecian la exposicion a la luz. De hecho, cuando se analizé Ia
variable empleos con exposicion a luz solar y género se encontrd una OR =24.79
con p=0.05, lo cual quiere decir que los hombres tuvieron casi 23.7 veces mas
empleos con esta caracteristica que las mujeres (Torres Vargas, en preparacion).
En este sentido, debe recordarse que uno de los factores mejor caracterizados en
relacion a su potencial carcinogénico en piel es la radiacién solar (Streilein 1996) .
Asi, el encontrar al género masculino con mayor riesgo para desarrollar cancer de
piel, ademas de relacionarse con la exposicién a radiacidn solar, también esta de
acuerdo con los reportes existentes en donde se atribuye a los varones un mayor
riesgo de desarrollar céncer de piel de tipo no melanoma (ASC, 1998). Con
relacion a esto, se ha sugerido que existe una predisposicion especial por género
para ciertos tipos de cancer. Por ejemplo, resultados de un estudio para definir

factores de riesgo asociados a cancer de pulmén, han asociado como factor de
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riesgo el genotipo nulo del gene glutation S-transferasa M1 al género femenino

(RR=2.50) y en mujeres fumadoras con una RR=2.25 (Tang et al. 1998).

También la edad es una variable claramente relacionada con el desarrollo de
cancer en general, ya que desde hace décadas se conoce que el envejecimiento
es acompafiado por disminucion en la capacidad del sistema inmune, lo cual se
traduce en un descenso de los niveles séricos de anticuerpos especificos de
antigeno como aquellos presentes en vacunas, (Sabin et al. 1947, Ershler et al
1984, Grubeck-Loebenstein ef al. 1998). También se ha documentado disminucion
en la respuesta de hipersensibilidad retardada, es decir un deterioro en la
capacidad inmune que ademas de modificar la resistencia a infecciones también
puede estar relacionado con el aumento en la frecuencia de algunos tipos de
cancer. Con relacién a esto ultimo, se ha reportado también que en el cancer de
prostata se asocia claramente a la edad como un factor de riesgo (Elllison et al.

1998).

Esto estd de acuerdo con nuestros datos que mostraron que el riesgo de
desarrollar cancer de piel aumenta 9 % por cada afio que el sujeto envejece (OR=
1.09, p=0.000). A partir de estos resultados, sin embargo, no es posible definir los
mecanismos que contribuyen a esta asociaciéon. Un posible mecanismo puede
estar relacionado también con la exposicidon acumulada a fa radiacion solar. £En
este estudio, el promedio de horas al dia que el sujeto se expone o se expuso a la
luz solar (ver Fig. XVII), también resulté significativamente asociado con ia

presencia de cancer de piel no melanoma, pues por cada hora que el sujeto se
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expuso al sol, el riesgo de desarrollar cancer de piel resultd 31 % mayor. Sin
embargo como ya se indicé anteriormente para el desarrollo del cancer de piel,
ademas del promedio de exposicién diaria a la luz solar, también resuitd
importante la exposicion que el sujeto acumula durante toda la vida. Esios dos
factores ademas de una potencial disminucién de la competencia inmune para
defenderse contra las agresiones internas y externas, pueden explicar la
asociacion de la edad con un mayor riesgo para el desarrollo de cancer de piel
(Sabin et al. 1947, Ershler et al. 1984, Grubeck-Loebenstein ef al. 1998). I-n este
sentido, es importante mencionar que esta posible explicacién se sustenla en el
hecho de que datos previos han demostrado que Ja induccion de cancer de piel
por radiacidn UVB puede deberse al menos a 2 mecanismos: 1) provocando
mutaciones en oncogenes © en genes supresores de tumores dentro de las
celulas cutaneas, conduciendo eventualmente a la pérdida del control del
crecimiento y con esto a una proliferacion auténoma (Kevin 1996), o bien 2)

produciendo inmunosupresion.

Ahora bien, conociendo la importancia que la exposicién a las radiaciones solares
tiene para el desarrollo de cancer de piel no melanoma, la medida mas importante
para reducir el riesgo de desarrollar cancer de piel de tipo no melanoma es reducir
las exposiciones a la luz solar y la manera mas simple de lograr esto es
permanecer en la sombra siempre que sea posible y/o protegerse con topa de
tejido cerrado y usar filtros protectores sobre la piel expuesta cuando sea
necesario exponerse al sol (ASC 1998). No obstante la sencillez de estas

medidas, sélo se llevan a cabo si el sujeto tiene un nivel de educacion y nivel
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econdmico adecuados que le permita estar informado de los riesgos que para la
salud representa la exposicién a la luz solar, y ademas que su nivel de educaciéon
le permita acceder a empleos en los que no tenga una exposicién excesiva a los
rayos del sol y / o usar medidas de proteccion. Con relacién a esto es importante
mencionar que el analisis bivariado de los datos obtenidos de cuestionario de
exposicion (ver pie de tabla de Tabla XVIIl), mostré6 que dos variables son
importantes en el contexto de la informacion anterior: el grado escolar y el nivel
econdémico (OR= 0.5 con p=0.000, y OR=0.43 con p=0.011, respectivamente),
que se asociaron como factores de proteccion para el desarrolio de céncer de piel.
Todas las variables que, de acuerdo al andlisis bivariado de nuestros datos, se
encontraron que contribuyen como factores de riesgo para el desarrollo de cancer
de pie! no melanoma, fueron; exposicién histérica a arsénico (OR=4.39 p= 0.005),
edad (OR=1.09 p= 0.000), género (OR=11.66 p= 0.000), exposicion al sol
(OR=1.32 p= 0.010), grado escolar (OR=0.48, p=0.000), nivel econdmico
(OR=0.43 p= 0.011), alimentacién (OR=0.62, p=0.010) y tabaquismo (OR=2.18,
p=0.008).

Parrafos arriba se discutio el papel de practicamente todas las variables gue
resultaron asociadas, como factores de riesgo o de proteccién para el desarrollo
de cancer de piel. El consumo de tabaco ha sido previamente reportado que causa
alteraciones en la inmunidad celular y humoral, y ha sido claramente asociado con
el desarrollo de cancer de pulmon (US Dep. of Heallh 1989), pero no existen datos
previos que apoyan la asociacion con cancer de piel.

Con relacion a la alimentacion como factor de proteccion, es importante mencionar

que esta variable estd vinculada con las diferencias que existieron en las

07



covariables grado escolar y nivel econdmico, pues en la medida que los
individuos tuvieran un nivel escolar y econémico mejor, tendrian una alimentacién
‘mas equilibrada”, asociandose con menor riesgo. Esto, estd de acuerdo con el
conocimiento previo de la influencia que la ingesta de micronutrientes tiene sobre
la toxicidad y carcinogénesis provocada por quimicos, ya que se ha propuesto que
estos (los micronutrientes) interactGan con los metales toxicos a diferentes niveles

(Peraza et al., 1998).

Finalmente, el andlisis de la contribucién que tuvo cada una de las variables
asociadas con el desarrollo de cancer en nuestra poblacién, demostré que las
variables que contribuyen de manera mas importante en el desarrolio de cancer de
piel en nuestra poblacién, fueron: edad, género y exposicién histérica a arsénico

con OR=1.08 (p=0.002), OR=5.69  (p=0.004) y OR=427 (p= 0.028),

respectivamente.
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VIIl. CONCLUSIONES

1.- Las frecuencias encontradas para los alelos evaluados en la muestra total

analizada fueron:

- Par'a el alelo HLA-A11 fue de 8 %.
- Parael alelo HLA-B27 fue de 14 %.
- Para el alelo HLA-DR7 fue de 13 %.

2.- Con el tamafo de muestra estudiado no fue posible definir si la presencia de
los alelos HLA estudiados predisponen o protegen el desarrollo de lesiones pre-
cancerosas y cancerosas. Las OR obtenidas para HLA-A11, HLA-B27 y HLA-DR7
fueron respectivamente de 0.81, 0.90 y 2.13, pero no fueron estadisticamente
significativas.

3.- Con el tamafio de muestra estudiado, no fue posible definir si la presencia de
estos alelos de HLA favorece el desarrollo de cancer de piel cuando el sujeto tiene

una historia de exposicion a arsénico a través del agua de bebida.

4.- La exposicion historica a arsénico es un factor de riesgo para el desarrollo de

cancer de piel de tipo no melanoma, (OR=4.39, p=0.005 a partir del analisis

categorizado por niveles de exposicidn).

5.- Los resultados obtenidos permitieron calcular los tamafos de muestra
necesarios para evaluar la asociacion de estos alelos, con el desarrollo de cancer
de piel no melanoma en la Regidén de la Laguna. Consideramos que hasta que se
alcance dicho tamano de muestra, sera posible definir la utilidad de los alelos

estudiados como marcadores de susceptibilidad genética en esta poblacién.

99




IX. PERSPECTIVAS

Dentro de las perspectivas inmediatas que planteamos estan las siguientes:

1.- La primera perspectiva, surgida como consecuencia logica de este estudio
piloto, es la continuacion del estudio. Esto implica obtener las muestras necesarias
para cumplir con el tamano que calculamos a partir de nuestros datos (ver tabla
XIX de esta tesis). Esto, consideramos permitira definir la asociacion de los alelos
HLA-A11, HLA-B27 y HLA-DR7 como posibles marcadores de susceptibilidad
genética para el desarrollo de cancer de piel de tipo no melanoma, sin la
incertidumbre de que el tamafio de muestra sea una limitante. La factibilidad de
alcanzar a mediano plazo el tamafo de muestra calculado, es bueno para HLA-
DR7, sin embargo el tamafo de muestra calculado para HLA-A11 y HLA-B27 sera

posible de alcanzar sélo a largo plazo.

2.- Con base a que previamente ha sido sugerido que la homocigocidad de los
alelos HLA contribuye con mayor riesgo para el desarrollo de cancer (Ong et al.,
1999, Dausset et al, 1982, von Fiiedner ef al., 1980), otra perspectiva del trabajo
es estudiar la posible existencia de homocigocidad en los casos y controles que
resultaron positivos para los alelos estudiados en este. El alelo que representa

mayor interés para nosotros es HLA-DR7.

3.- De manera independiente a los resultados que se obtengan de la evaluacion

de los alelos HLA-A11, B27 y DR7 (previamente reportados como factores de
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proteccion o riesgo), es pertinente considerar la tipificacion del haplotipo completo
de los individuos incluidos en la muestra. Esto con el objetivo de buscar otros
alelos como posibles indicadores de susceptibilidad diferencial para el desarrollo
de cancer de piel no melanoma, en la Regién en estudio. Independientemente de
lo anterior, [a tipiﬁcaci_c')n del haplotipo permitiria caracterizar desde el punto de
vista de las caracteristicas genéticas de HLA, la poblacién de la region que hemos

seleccionado para el estudio.

4.- Finalmente, y también considerando la ventaja que representa contar con el
banco de DNA obtenido a partir de este estudio, es de interés evaluar el
polimorfismo del gene p53. Este interés se basa en que estudios preliminares
realizados en pacientes inmunosuprimidos con fines de transplante renal, han
relacicnado una mayor frecuencia del genoctipo p53Arg en pacientes que
desarrollan cancer de piel de tipo epidermoide (Storey et al, 1998). Debe
mencionarse, que también con relacion a los alelos de p53 existen resultados
controvertidos obtenidos de estudios con poblaciones de diferentes regiones
geograficas (Storey et al., 1998, Heliand ef al., 1998, Josefsson et al, 1998;
Hildesheim et al, 1998). Esta controversia apoya la necesidad de realizar

mayores estudios al respecto.
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