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Resumen

El cancer cérvico uterino (CaCu), es una neoplasia que se desarrolla en forma
progresiva cuyo factor etioldgico principal es la infeccion por virus de papiloma
humano (VPH). Se han implicado factores de riesgo inmunogenéticos en el
hospedero como los genes MHC class | chain related gene A (MICA), Tumor
Necrosis Factor alpha (TNFa) y Limphotoxin alpha (LTA), los cuales estan
involucrados en la respuesta inmunoldgica contra virus y neoplasias. Algunos de
sus polimorfismos genéticos, se han asociado con susceptibilidad al desarrollo de
diferentes tipos de canceres. Por lo tanto, en este trabajo se determind la
asociacion de los polimorfismos del gene MICA, los polimorfismos de un sélo
nucleotido (SNPs) de la region promotora de TNFa y el SNP +252 de LTA con la
susceptibilidad al padecimiento de lesiones precursoras al CaCu en mujeres
mexicanas. Los polimorfismos de MICA, TNFa, y LTA se analizaron por Reference
Strand Conformation Analysis (RSCA), Sequence Specific Oligonucleotide Probes
(SSOP) y Restriction Fragment Length Polimorphism (RFLPs), respectivamente.
Se tipificaron 196 pacientes VPH(+), subdivididas en 134 mujeres con lesiones
intraepiteliales escamosas cervicales de bajo grado (LIEC-BG) y 62 mujeres de
alto grado (LIEC-AG). Las frecuencias de los polimorfismos de las pacientes
fueron comparadas con un grupo compuesto por 210 mujeres VPH(-) con citologia
normal y con el mismo origen étnico. Se observd que el alelo MICA*002:01
favorece las infecciones por VPH (RM=1.37) y que los SNPs de TNFa y LTA+252
no estan relacionados con esta infeccidon. Se encontré que el microsatélite A9 de
MICA, incrementa el riesgo a desarrollar LIEC-BG (RM=1.53), mientras que el
genotipo *002:01/*010 aumenta el riesgo de LIEC-AG (RM=4.30). Por otro lado, se
encontrd que el alelo TNFa-376A y el genotipo TNFa-376G/A, incrementan 2.81 y
2.48 veces, respectivamente el riesgo de generar una LIEC-BG. Se observaron 56
combinaciones de genotipos entre TNFa y LTA, de las cuales la combinacién G/G-
G/G-G/G-G/G-G/G-C/T-C/C-T/T-G/A, mostr6 una tendencia de riesgo para
desarrollar LIEC-AG (p=0.052). A su vez, los haplotipos de TNFa/LTA,
GTCTGGGG, ATCCGGGG y ACACGGGG aumentan el riesgo en 8.33, 4.36 y
2.68 veces, respectivamente, a desarrollar lesiones precursoras al CaCu. Los
resultados sugieren que los polimorfismos de MICA y TNFa estan involucrados en
el desarrollo de lesiones precursoras a CaCu en mujeres mexicanas.



Abstract

Cervical cancer (CC) is a malignancy that develops in a progressive manner
whose main etiological factor is the infection with human papilloma virus (HPV).
Several host immunogenetic risk factors have been implicated such as MHC class
| chain related gene A (MICA), Tumor Necrosis Factor alpha (TNFa) and
Limphotoxin alpha (LTA), which are involved in the immunological response to
virus and neoplasias, and some of their genetic polymorphisms have been
associated with susceptibility to the development of different kinds of cancers.
Therefore, in this work we determined whether MICA gene polymorphism, TNFa
promoter region single nucleotide polymorphisms (SNPs) and SNP +252 of LTA
are associated with susceptibility to precursor lesions of CC in Mexican women.
MICA, TNFa and LTA gene polymorphisms were analyzed by Reference Strand
Conformation Analysis (RSCA), Sequence Specific Oligonucleotide Probes
(SSOP) and Restriction Fragment Length Polimorphism (RFLPs), respectively. We
genotyped 196 HPV( + ) women, that were subdivided into 134 women with
cervical squamous intraepithelial lesions of low grade (LSIL) and 62 of high grade
(HSIL). Polymorphisms frequencies of the patients were compared with a group of
210 HPV( - ) women with normal cytology from the same ethnical origin. We
observed that the allele MICA*002:01 favors HPV infection (OR=1.37) and that the
TNFa 'y LTA+252 SNPs are not related to this infection. We found that the MICA
A9 microsatellite increases the risk to develop LSIL (OR=1.53), whereas the
genotype *002:01/*010 increases the risk of HSIL (OR=4.30). We also found that
allele TNFa-376A and the genotype TNFa-376G/A, increase 2.81 and 2.48 times
respectively, the risk to generate a LSIL. We found 56 genotype combinations
between TNFa and LTA, of which, the combination G/G-G/G-G/G-G/G-G/G-C/T-
C/C-T/T-G/A showed a risk trend for HSIL (p=0.052). Moreover, the haplotypes
GTCTGGGG, ATCCGGGG and ACACGGGG of TNFa-LTA increases the risk to
the development of precursor lesions to cervical cancer in 8.33, 4.36 and 2.68
times correspondingly. These results sugest that the polymorphism of MICA and
TNFa are involved in the development of cervical cancer precursor lesions in
Mexican women.



1. Introduccion

1.1 Cancer Cérvico Uterino (CaCu)

El cancer en general se define como una enfermedad multifacética que altera el
mecanismo de replicacién de una célula. Esta a su vez invade y coloniza territorios
que normalmente estan reservados para otras células (Lodish et al., 2002). El
cancer se ha clasificado en cuatro grupos. 1) adenocarcinomas, desarrollados en
células de tejido glandular, 2) carcinomas, que se originan de células epiteliales, 3)
sarcomas, generados en tejido conectivo y 4) leucemias y linfomas que se originan

en médula 6sea (y/o sangre) y tejido linfoide, respectivamente (Cortinas, 1998).

El cancer cérvico uterino (CaCu), es una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en las mujeres. Se reconocen dos tipos histoldégicos mas frecuentes: el
epidermoide, también denominado como espinocelular o de células escamosas, y
el adenocarcinoma. El primero se origina en el epitelio plano estratificado que
recubre el ectocérvix y el segundo en el epitelio cilindrico que tapiza el canal
endocervical. El origen histologico del CaCu es de tipo epidermoide en el 85 a 90
por ciento de los casos y usualmente aparece en la union del canal cervical y el
ectocérvix. En esta area, normalmente ocurre que el epitelio columnar es

reemplazado por el epitelio escamoso (Milan, 2006).

El CaCu, es un carcinoma que se desarrolla en forma progresiva (Figura 1a). Esta
enfermedad comienza con la infeccién por el virus del papiloma humano (VPH) en
la union del canal cervical y el ectocérvix. Si esta infeccidn es persistente, puede
continuar con wuna lesion precursora del cancer denominada Neoplasia
Intraepitelial Cervical (NIC). Esta es clasificada en tres grados dependiendo el
avance de la infeccion del VPH y la alteracion celular que se vaya generando en
esta zona: a) | (displasia leve), b) Il (displasia moderada) y c) Il (displasia grave),
para continuar después con un cancer in situ (Piver, 2000). Una vez establecido el

cancer in situ, le toma entre 10 y 20 afios para convertirse en un cancer invasor



(Cortinas, 1998). Es interesante que en la infeccion por VPH-16 se haya reportado
que ocurren cambios en la expresion de las oncoproteinas durante la progresion
de las NICs grado |, Il y lll. Uno de los cambios mas notables es la expresion

constante y progresiva de la oncoproteina E7 (Doobar, 2005) (Figura 1b).

La mayor parte de las neoplasias son diagnosticadas en la mujer después de los
20 anos de edad. El cancer in situ se presenta de manera significativa entre los 30
a 39 anos de edad y el cancer invasor se observa en mujeres de 40 afos en
adelante (Milan 2006).

Debido a las diferentes terminologias que se utilizaban en el diagnostico del CaCu,
se desarrolld la clasificacion de Bethesda con la finalidad de unificar los criterios
histopatolégicos y citopatolégicos observados en los diferentes grados de NICs y
conocer la participacion del VPH en el desarrollo de las lesiones del cancer cérvico
uterino in situ (Schiffman y Brinton, 1995, Piver, 2000, Berek, 2003). La
clasificacion esta basada en dos grandes grupos, los cuales son: a) Lesiones
Intraepitaliales Escamosas Cervicales (LIECs) de Bajo Grado (LIEC-BG) que
comprenden diagnosticos de infeccion por VPH y NIC | y b) LIECs de Alto Grado
(LIEC-AG) que comprenden diagnésticos NIC 1l y 11l (Berek, 2003) (Tabla 1).



1a)

Figura 1a. Representacion de los cambios morfolégicos que ocurren en el cérvix con una
infeccidn persistente por VPH e inicio del desarrollo de lesiones precursoras (NICs) y un
cancer in situ.

1b)

Figura 1b. Esquematizacion de la expresion de las oncoproteinas del VPH-16 en la
progresion de NICs. Tomado de Doobar, 2005



Tabla 1. Sistema Bethesda para el diagndstico e informe de la citologia cérvico-vaginal.

Tipo de citologia

Clasificacion citologica de Clasificacion

Clasificacion de Bethesda

la Enfermedad por NICs
I: Benigna Benigna Ninguna Células atipicas de
significado incierto
I1: Benigna atipica Hay células atipicas pero no Ninguna No describe de otra manera
displasicas. La atipia es los cambios celulares
debida a la atipia inflamatoria inflamatorios,
coilocitica (moderada) preneoplasicos o
neoplasicos ya definidos
Ill: Sospechosa Células compatibles con VPH, NIC | Lesiones Intraepiteliales
displasia Escamosas de Bajo Grado
(1) leve (LIE-BG). LIE-BG cambios
(2) moderada celulares compatibles con
VPH
IV: Altamente Células anormales NIC I, NIC-lll  Lesiones Intraepiteliales
sospechosa de compatibles con displasia Escamosas de Alto Grado
malignidad grave o carcinoma in situ (LIE-AG). LIEC-AG
cambios celulares
compatibles con VPH
V: Concluyente de  Células anormales Ninguna Carcinoma de células

malignidad

compatibles con cancer

invasor

escamosas

NIC, Neoplasia Intraepitelial Cervical; VPH, virus del papiloma humano. Fuente: MS Piver, RE Hempling, KA Craig.

Neoplasm of the cérvix. In JFHolland, E.Frei, RC Blasth et al (eds). Cancer Medicine (3° ec) Philadelphia: Lea & Febiger. Pp

1631-1646. Tomado de Lesiones preinvasoras del cérvix, en Oncologia Ginecolégica. Ed.Marban. Piver, 2000.



1.2 Epidemiologia del CaCu

Los datos registrados por GLOBOCAN en 2008 mostraron que el CaCu es la
segunda neoplasia mas frecuente a nivel mundial en mujeres, sélo después del
cancer de seno, con una tasa de mortalidad de 7.8 muertes por cada 100,000
personas a nivel mundial. En paises desarrollados, la tasa de mortalidad es de 3.1
por cada 100,000 mujeres, mientras que en paises en vias de desarrollo, se
registra una tasa de mortalidad de 9.8 por 100,000 mujeres. México, registré una
tasa de mortalidad de 9.7 por 100,000 mujeres (Ferlay et al., 2010). Actualmente,
en nuestro pais el CaCu sigue siendo uno de los principales problemas de salud
publica en la poblacién femenina, a pesar de que puede ser prevenido cuando es
detectado en sus etapas iniciales, y de que ya se cuenta con esquemas de
vacunacioén para prevenir infecciones con VPH relacionados al desarrollo de CaCu
(Faro, 2006).

México, inicié con Programas Nacionales de Deteccién Oportuna de Cancer desde
1974 (Alonso de Ruiz et al., 2000). El plan de accion para la prevencion y control
del cancer cérvico uterino avalado por el programa sectorial de salud que
comprende los anos 2007-2012, ha contribuido con resultados alentadores al
disminuir la incidencia tanto del cancer de mama como del CaCu que son los dos
tipos de cancer con mayor distribucion porcentual en las defunciones por tipo de
tumores malignos en mujeres de 25 afios y mas (SSA, 2008). En el comunicado
numero 267/11 del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI, 2011), se
registr6 una tasa estandarizada de CaCu que disminuyé de 17.8 a 9.1
fallecimientos por cada 100 mil mujeres de 25 afios 0 mas entre 2005 y 2009. Sin
embargo, México actualmente sigue teniendo una de las tasas mas altas de
mortalidad por este padecimiento, pues se registra la muerte de una mujer
mexicana cada 40 minutos, lo que ubica a nuestro pais como una de las areas de
mayor riesgo ya que la incidencia que se registra para nuestro pais es 19.2 por
100,000 mujeres en comparacion con la incidencia promedio mundial de 15.3 por



el mismo numero de mujeres por afo (Figura 2) (Sanabria et al., 2005; Lopez y
Ancinar, 2006; Ferlay et al., 2010).

Figura 2. Tasas de Incidencia y Mortalidad del CaCu a nivel mundial y México. La tasa de
mortalidad en México es mayor a la tasa de mortalidad mundial por lo que el CaCu es
considerado un problema de salud publica.

El INEGI en su reporte “Hombres y Mujeres en México 2009” (INEGI, 2009),
anuncié que la tasa nacional de mortalidad (dato real de 2007) por CaCu en
México y en mujeres con un rango de edad entre 25 afios y mas, era de 14.3 por
cada 100 mil mujeres. Las entidades con las mayores tasas de mortalidad entre
los estados de la Republica Mexicana son: Chiapas (21.8), Oaxaca y Veracruz
(21.6) y Campeche (21.2); en tanto que en Zacatecas, Nuevo Ledn e Hidalgo la
tasa se reduce a poco mas de la mitad de las entidades que muestran los mayores
niveles de incidencia con 10.3, 10.6 y 10.8, respectivamente. En el caso del
Distrito Federal, el reporte de la INEGI mencion6 una tasa de mortalidad de 11.4

por cada 100,000 mujeres.



1.3 Factores de riesgo relacionados con CaCu

Las diferencias encontradas en las tasas de mortalidad e incidencia en diversos
tipos de cancer en el mundo, se deben a las marcadas diferencias geograficas, la
exposicion a distintos factores ambientales causales y a otros factores propios del
hospedero (origen étnico, susceptibilidad genética, cambios inmunoldgicos y
genéticos) (Stewart y Kleihues 2003, Baseman y Koutsky 2005, Passmore et al.,
2007).

Algunos factores ampliamente asociados con el desarrollo de esta enfermedad
son: 1) la poca o nula ingesta de vitaminas -A (retinol), -B (acido félico y Be), -C, -
E, Folatos y [-carotenos, los cuales contribuyen importantemente en dos
mecanismos del metabolismo: a) produccion de agentes antioxidantes y b)
donacién de metilos involucrados en otras vias metabdlicas (Stewart y Kleihues
2003, Torres-Labaton et al., 2004); 2) el nivel bajo de escolaridad y 3) el nivel
socio-econdmico bajo que hacen que las mujeres tengan un dificil acceso a la
informacion relacionada con la promocién en salud y los métodos de prevenciéon
como la prueba de Papanicolaou (Pap) y tratamiento oportuno en etapas
tempranas. (Palacio-Mejia et al., 2003); 4) el inicio precoz de las relaciones
sexuales, 5) la promiscuidad sexual, 6) la higiene genital deficiente y 7) la
multiparidad, puesto que en la adolescencia, hay una rapida transformacién en las
células del cuello uterino y esto hace que se incrementen las posibilidades de
contraer infecciones principalmente por VPH, que podria generar cambios pre-
neoplasicos (De Vita et al.,, 1993, Ho et al., 1998, Stewart y Kleihues 2003,
Hernandez-Giron et al., 2005, Faro, 2006); 8) el consumo de tabaco (cigarrillo o
tabaco masticado), debido a que algunos de sus componentes quimicos como la
nicotina y la cotinina afectan a las células generadoras de moco en el cérvix
haciéndolo mas propenso a un desarrollo infeccioso y/o neoplasico (Winklestein
1990, McCann et al.,, 1992, Chan et al., 2002, Giuliano et al., 2002, Fonseca-
Moutinho 2011); 9) la inmunosupresion, que ejerce una vulnerabilidad en el

sistema inmune de la mujer que hace se incremente el riesgo a contraer



infecciones (principalmente con VPH) (Santin et al., 1999, Sellors et al., 2002,
Jiménez-Flores et al., 2005); 10) el uso prolongado de anticonceptivos orales,
porque incrementa (hasta 4 veces) el riesgo en mujeres que los usaron por mas
de 5 afos, asi como, también en mujeres que empezaron a usarlos antes de los
20 anos (Giuliano et al., 1999, Moreno et al., 2002, Smith et al., 2003). El instituto
nacional de salud de los Estados Unidos de América (1991), sugiere que el
mecanismo por el cual los anticonceptivos orales afectan las células cervicales, es
debido a una baja concentracion de folatos, cuya funcidén es mantener la integridad
del epitelio uterino. Y 11) la presencia de infecciones de transmision sexual que
auxilian con la progresién del desarrollo del CaCu. Algunos reportes indican que
las infecciones por Chlamydia trachomatis favorecen la inhibicion de la apoptosis
en células infectadas por VPH (células HelLa) al desestabilizar las vias de
sefalizacion de la caspasa 3 y el rompimiento de la polimerasa ADP ribosa asi
como el secuestro de la molécula BAD (Fan et al., 1998, Giuliano et al., 2001,
Verbeke et al., 2006) y otros anuncian que la sola infeccion con diferentes
serotipos (principalmente G, -l y —D) de C. trachomatis, incrementa el riesgo de 2 a
6 veces el desarrollo de carcinomas de células escamosas en el cérvix (Koskela et
al., 2000, Anttila et al., 2001). Por otro lado, secuencias de DNA del Virus Herpes
Simples tipo 2 (HSV-2) junto con secuencias de VPH se han encontrado en
aproximadamente 30 por ciento de tumores genitales (Jones 1995). Por otro lado,
el Virus Epstein Barr, en biopsias de pacientes con CaCu en Indonesia se registro
en un 68.0% de los pacientes (Prayitno 2006). Sin embargo, es la infeccion de
transmision sexual por VPH, el factor etiolégico mas asociado con el desarrollo de
CaCu, debido a que se encuentra en mas del 99% de los casos de cancer cervical
(Bosch et al., 2002) y ademas es considerado por la IARC como agente causal de
esta enfermedad. La integracién del VPH en el genoma del huésped ha sido
propuesta como potencial marcador de la progresién de neoplasias cervicales. A
pesar de lo anterior, la sola infeccién por VPH es un factor necesario pero no es
suficiente para el desarrollo de la enfermedad.



1.3.1 Virus del papiloma humano (VPH), principal factor etiolégico del CaCu

Existen aproximadamente 100 tipos de VPHs, de los cuales, cerca de 35 tipos de
VPH se identifican en lesiones benignas y malignas del tracto anogenital tanto en
hombres como en mujeres, ademas, quince de estos tipos virales se han asociado
con cancer de cérvix (Schiffman y Kruager, 2003, Zheng y Baker, 2006, Lizano-
Soberon et al., 2009).

Taxonomicamente el VPH pertenece a la familia Papillomaviridae, compuesta por
16 géneros. Los virus de papiloma humano estan agrupados en los géneros —
Alpha papillomavirus con 15 especies, -Beta papillomavirus y -Gamma
papillomavirus con 5 especies cada uno, -Mu papillomavirus con 2 especies y —Un

papillomavirus con 1 especie (de Villiers et al., 2004) (Figura 3).

Los tipos virales del género Alpha papillomavirus son los principales causantes de
lesiones en mucosas (boca, garganta, tracto respiratorio, epitelio anogenital) y
lesiones cutaneas (danos en la piel de manos y pies, principalmente) en humanos

y otros primates (Burd 2003, Lépez y Ancinar, 2006).
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Figura 3. Representacién del arbol filogenético de la familia Papillomaviridae. Esta
conformada por 16 géneros y son los tipos virales del género Alpha papillomavirus los

principales causantes de lesiones en mucosas y lesiones cutaneas en humanos. Tomado de
de Villiers et al., 2004

Son virus de doble cadena de DNA circular y su genoma esta funcionalmente
dividido en 3 regiones: La regién de control larga (LCR), constituida de 400 a 1000
pb, contiene secuencias promotoras y potenciadoras (enhancers) que regulan la
replicacion del DNA. La region temprana, que codifica 6 proteinas (E1, E2, E4, ES5,
E6 y E7) involucradas en la replicaciéon viral y la oncogénesis; y la regién tardia
que codifica 2 proteinas (L1 y L2) que forman la capside icosaédrica compuesta
de 72 capsdmeros, implicada en la introduccion del virus a la célula epitelial a
través de su interaccion con las moléculas de superficie celular (Davidson et al.,
2002, Burd, 2003, Tingxi et al., 2005).



Doobar (2005), explica a través de la esquematizacién de una infeccion por VPH
en una lesién en la piel (Figura 4) que el genoma viral esta presente con un
numero bajo de episomas (10 a 200 copias por célula). Durante la diferenciacion
epitelial, en las capas inferiores (menos diferenciadas), el promotor p97 se activa y
dirige la expresion de las proteinas E6 y E7 del VPH, que son necesarias para
participar en la fase de sintesis (S) del ciclo celular. Al mismo tiempo el promotor
p670 que se encuentra activo en las capas de células epiteliales superiores (mas
diferenciadas) favorece la expresion y la replicacién de las proteinas virales E1,
E2, E4 y E5 asi como la amplificacién del genoma viral. Con la ayuda de los
cambios que ocurren en el splicing del mMRNA de E4, este ultimo, se ve favorecido
para continuar con su expresion y facilitar la expresion de los genes de la capside
(L1 y L2), permitiendo asi la liberaciéon de nuevas generaciones de VPH en las
células que se van descamando de la piel. Este fendmeno se ha reportado para la

mayoria de los VPH pertenecientes a la familia Alpha papillomavirus.



Figura 4. Representacion de la progresion de la infeccion, replicacion y liberacion de VPH
en una lesion epitelial. Los promotores p96 y p670 de la célula epitelial favorecen la
expresion y replicacion de varias proteinas virales que a su vez amplifican el genoma
viral. Tomado de Doobar 2005

Basandose en su asociacion con el desarrollo del CaCu y sus lesiones
precursoras, son pocos los tipos de VPH que contribuyen a las infecciones en el
tracto anogenital y generalmente se encuentran tanto en personas asintomaticos
como en pacientes con cancer (Lizano-Soberdn et al., 2009). En once estudios de
casos y controles (comprendiendo 9 paises) con 1918 mujeres diagnosticadas
histolégicamente con cancer escamoso cervical y comparadas con 1928 mujeres
control, se reportd6 que hay quince tipos de VPH que deben ser considerados
como alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82), doce
tipos de VPH considerados como bajo riesgo (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72,
81 y CP6108) y los tipos 26, 53 y 66 que pueden ser estimados como probables
tipos de VPH de alto riesgo (Mufioz et al., 2003).

Cuando las secuencias de nucleétidos entre los VPHs difieren en un 10.0% se
consideran diferentes tipos virales; si presentan una diferencia entre 6.0-10.0% se
les denominan subtipos virales; y si la secuencia no es la misma entre un 0.1-
5.0%, entonces son descritos como variantes virales (Berumen-Campos 2003). La
clasificacion de los VPHSs se realiza por comparacion de la secuencia nucleotidica
del gene L1, una de las regiones mas conservadas dentro del genoma viral.



Aunque también se han encontrado reemplazos de nucledtidos en diferentes
regiones del genoma viral, como L2, E6 y LCR que han definido hasta el momento
cinco grupos filogenéticos o variantes: Europeo (E), Asiatico (A), Asiatico-
Americano (AA), Africano 1 (Af1) y Africano 2 (Af2) (de Villiers et al., 2004).
Actualmente, se sabe que existe recombinacion viral entre los VPHs del género
Alpha papillomavirus, principalmente del gene L2; aunque los genes E6, E7 y L1
también pueden presentar recombinacion, tanto en VPH de alto y bajo riesgo. Lo
que podria explicar las constantes co-infecciones con mas de un tipo de VPH y
que permitiria conocer de mejor manera la variacion genética del hospedero y por
consiguiente generar vacunas con una mejor respuesta inmunolégica (Angulo y
Carvajal 2007).

En la actualidad, se tienen reportes de los tipos de VPH mas frecuentes en
diferentes estados de la Republica Mexicana. A manera de descripcidn, en el
estado de Nayarit, en mujeres diagnosticadas con LIEC-BG y -AG asi como con
CaCu, se encontré6 que los VPHs de alto riesgo mas frecuentes, en forma
decreciente, fueron el 18, 35, 58, 16, 31, 33 y 51 (Aguirre-Hernandez et al., 2007).
En el estado de Yucatan, Gonzalez-Losa (2004) reporté que los VPHs mas
frecuentes en pacientes con LIECs de bajo y alto grado fueron: VPH-58, 26.3% y
30.6%, VPH-16, 20.0% y 27.4% y VPH-18, 13.3% y 11.3%, respectivamente. En
2010, el mismo grupo de trabajo reporté las siguientes frecuencias tomando en
cuenta los tipos de VPH y el grado de lesién: HPV-16, NIC |: 19.3%, NIC II: 28.5%,
NIC 1ll: 18.1% y CaCu: 57.9%; HPV-58, NIC I: 29.0%, NIC II: 14.0%, NIC IlI: 27.2%
y CaCu: 21.0% y VPH-18, NIC I: 0.0%, NIC II: 21.4%, NIC lll: 0.0% y CaCu: 0.0%
(Canul-Canche et al., 2010). En el municipio de Frontera Comalapa, en el estado
de Chiapas, se estudiaron 225 mujeres con una media de edad de 38.8 (con un
intervalo de 21 a 70 afos) que acudieron a la realizacion del estudio de Pap y sélo
el 2.22% de las mujeres fueron positivas con iniciadores consenso (MY09/MY11)
(Manos et al., 1989), de las cuales solo en el 1.3% se identificaron el tipo de VPH,
reportandose los genotipos 11, 18 y 33 (Dominguez-Arrevillaga et al., 2011). En el

estado de Morelos en mujeres con un diagndstico inicial con neoplasias



intraepiteliales cervicales, se encontré que los tipos de alto riesgo de VPH mas
frecuentes fueron HPV-16, 53, 31 y 18 con 13.7%, 13.7%, 11.3% y 8.3%,

respectivamente (Lazcano-Ponce et al., 2001).

Recientemente, se hizo un estudio para registrar la prevalencia del VPH en 779
hombres derechohabientes de 27 clinicas publicas de salud en catorce estados de
la Republica Mexicana (Baja California Norte, Chihuahua, Nuevo Leo6n, Sonora,
Tamaulipas, Ciudad de México, Morelos, Edo. de México, Jalisco, Michoacan,
Campeche, Chiapas, Guerrero y Tabasco). Para ello se exhorté a hombres con
una media de edad de 34 afnos que acudieron a practicarse la vasectomia. El
estatus social del 75.0% de ellos era “casado”. La prevalencia de cualquier tipo de
VPH fue del 8.7%. Los VPH de alto riesgo mas frecuentes fueron HPV-59 (1.5%), -
51 (1.3%), -16 (0.8%) y -58 (0.8%). En cuanto a los VPH de bajo riesgo, el VPH-6

(0.9%) fue el mas frecuente (Vaccarella et al., 2006).

1.3.2 Susceptibilidad genética e inmunoldgica del CaCu

Las infecciones por VPH son muy comunes; sin embargo, son pocas las mujeres
que llegan a desarrollar tumores cervicales, sugiriendo que existen co-factores
involucrados en la progresion de las infecciones con VPH vy el desarrollo de CaCu
(Krul et al., 1999, Hidalgo et al., 2003, De la Cruz-Hernandez et al., 2005, Duefas-
Gonzalez et al.,, 2005, Chong et al., 2006, De la Cruz-Hernandez et al., 2007,
Prehn 2007).

Entre los factores del hospedero se ha considerado la diversidad genética del
Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) (Svejgaard y Ryder 1994). El
MHC esta conformado por 3.6 Mb, distribuidas en tres regiones de centrémero a
telomero del cromosoma 6 humano: la clase Il (1.1 Mb) que resguarda a los genes
que transcriben para moléculas HLA clase Il (HLA-DM, -DO, -DP, -DQ y —-DR); la
clase Ill (0.7Mb) con genes que codifican para varias moléculas implicadas en la
respuesta inmune y transporte de péptidos antigénicos (C4, C2, TAP, TNFa, entre



otros); y la clase | (1.8 Mb), que contiene los genes de las moléculas HLA clase |
(HLA-A, -B,. —Cw, -D, -E y —F). El MHC, es la region del genoma humano con
mayor polimorfismo, contiene un total de 239 loci, de entre los cuales 130 son
genes expresados, 17 son posibles genes, 4 son genes no codificantes y 88 son
pseudogenes (Shiina et al., 2004). En el MHC, la distancia entre genes es muy
corta y la recombinacién genética muy reducida, estas caracteristicas, hacen que
los genes dentro del complejo se hereden en bloque, definiéndose a este
fendbmeno como “desequilibrio de enlace genético” (Kwiatkowski 2000, Hajeer y
Hutchinson 2000).

Se han registrado varios estudios de los polimorfismos de los genes del MHC,
relacionados con el incremento o la disminucion del riesgo en el desarrollo del
CaCu. Los genes Transporter Associated with antigen Processing (TAP), -TAP1y
TAP2-, presentan un fuerte desequilibrio de enlace con las moléculas MHC clase |,
estan involucrados en el procesamiento y presentacion de antigenos por
moléculas MHC clase | y son genes blanco de algunos virus que provocan su
alteracion como un mecanismo de escape inmunologico (McCluskey et al., 2004).
Gostout y colaboradores (2003), encontraron que en pacientes de Estados Unidos
(USA) con carcinomas cervicales, hubo una frecuencia menor del homocigoto
TAP1 C/C, al compararse con mujeres sanas, mientras que Fowler y Frazer (2004)
reportaron que el heterocigoto TAP2 A/B era mas frecuente en mujeres
australianas con cancer cervical comparadas con mujeres sin ninguna alteracion

cervical.

Otro estudio reporté que los alelos del grupo | de HLA-Cw (con una asparagina en
la posicibn 80) en mujeres de USA, generaban un riesgo para desarrollar
neoplasias cervicales intraepiteliales y cancer invasor, al modificar la funcién de
estos alelos que funcionan como un ligando activador para los receptores KIR
(Martin et al., 2010).



En mujeres suizas se encontré que el locus HLA-DPB1 genera susceptibilidad al
desarrollo de cancer cervical (lvansson et al., 2011). En tanto, los alelos HLA-
DRB1*0401 y *1501, generan un riesgo de 1.23 y 1.29 veces mayor, mientras que
los alelos HLA-DRB1*1301 y el SNP de la LTA (rs1041981) generaron un efecto
protector con valores de RM= 0.59 y 0.87, respectivamente para el desarrollo del

CaCu en mujeres del mismo pais (Castro et al., 2009).

Guzalinuer y colaboradores (2010), hallaron en mujeres chinas diagnosticadas con
CaCu, que el alelo HLA-DQB1*03 genera un efecto protector (RM=0.683, 95%IC,
0.505-0.923) en la carcinogénesis cervical, en tanto el alelo -DQB1*06 produce un
riesgo al desarrollo del CaCu en mujeres con infeccion especifica del VPH-16.
Mientras que Hu y colaboradores en el mismo afo, reportaron para la misma
poblacién pero en mujeres menores a 35 afos, que los alelos HLA-DQB1*0301 y
*0501 y HLA-DRB1*04, *07 y *09 provocan un riesgo para tener una infeccion por
VPH-16 y desarrollar CaCu. Otro estudio refiriendo la provincia de Guangdong
(China), encontré6 que los alelos HLA-DPB1*1301, *0202; DQB1*030302 vy
*050301 generaban un riesgo de 2.66, 3.65, 1.85 y 3.94 veces mas para
desarrollar CaCu vy el haplotipo DRB1*13/DQB1*06 generaba un efecto protector
(RM=0.17, 95%IC, 0.04-0.08) para no desarrollar la enfermedad (Liang et al.,
2008). En otro estudio con mujeres orientales (Japon), diagnosticadas con CaCu,
se identificé que los alelos HLA-A*0206 y *2402 generan proteccion (p=0.002,
RM=0.31, 95%IC, 0.15-0.65) y susceptibilidad (p=0.036, RM=1.76, 95%IC, 1.0-

3.09), respectivamente (Hosono et al., 2010).

En mujeres con ascendencia franco-canadiense que padecen NICs, se encontro
que los alelos HLA-DQB1*03 y *13, no presentaron asociacion con las lesiones y
que ademas el haplotipo B7-DRB1*1501-DQB1*0602 generd una disminucién en
el riesgo a contraer infecciones por VPH-16 y -18 asi como la creaciéon de
proteccion al desarrollo de NICs (Ades et al., 2008). En mujeres de la India,
diagnosticadas con infeccion por VPH y cancer cervical, se ha reportado que el
alelo y haplotipo HLA-DRB1*04 y DRB1*04/DQB1*03, provocan susceptibilidad a



desarrollar lesiones precursoras a CaCu. Por otro lado, se reporta que el alelo y
haplotipo HLA-DRB1*15 y DRB1*15/DQB1*06, generan también susceptibilidad no
s6lo a padecer NICs, sino también para adquirir una infeccion por VPH vy
desarrollar cancer cervical y el alelo y haplotipo HLA-DRB1*13 vy
DRB1*13/DQB1*06 fueron asociados con un efecto protector contra la adquisicion

de una infeccién por VPH y desarrollo de CaCu (Kohaar et al., 2009).

En mujeres brasilefias con lesiones precursoras de bajo y alto grado, se encontré
que tanto el alelo HLA-G*0103 como el haplotipo G*0101/*0104 generaban una
proteccion para desarrollar lesiones precursoras de alto grado (Simoes et al.,
2009). Por otro lado, en mujeres argentinas con un diagnéstico de NIC |, Il y
CaCu, los alelos HLA-DRB1*04 y *0302 produjeron un riesgo, mientras que los
alelos HLA-DRB1*13 y -DQB1*02 creaban un papel protector en el desarrollo de
NIC Il y CaCu (Eiguchi et al., 2008).

En México, se ha reportado que en pacientes con CaCu, los antigenos mas
frecuentes son HLA-A2, A30, A31 y A32, HLA-B39, B40 y B35 y HLA-DR5 (Silva
et al, 1999). En otro estudio mas reciente que se efectu6 en mujeres
diagnosticadas con CaCu e infeccion por VPH-16, se observd que el alelo HLA-
DRB1*15 y el haplotipo DRB1*15/DQB1*0602, generan un riesgo de casi 4 veces
mas para el CaCu. También se identifico que los haplotipos HLA-A2-B44-DRA4-
DQ*0302; HLA-A24-B35-DR16-DQ*0301 y HLA-A2-B40-DR4-DQ*0302, estan
relacionados con un efecto de susceptibilidad para desarrollar la enfermedad
(RM>1), mientras que los haplotipos HLA-A2-B39-DR4-DQ*0302; HLA-A24-B35-
DR4-DQ*0301 y HLA-A68-B40-DR4-DQ*0302, estaban relacionados con un efecto
contrario (RM<1) (Hernandez-Hernandez et al., 2009).



1.3.2.1 Genes MHC class | chain-related (MIC)

Otros grupos de genes ubicados en el MHC y asociados con los genes de HLA
clase | son los genes MHC class | chain-related genes (MIC), ubicados al final de
la region de clase | del MHC (Bahram 2000). Los genes MIC, estan conformados
por siete miembros: MICA, MICB, MICC, MICD, MICE, MICF y MICG, pero solo
MICA y MICB codifican para transcritos de mRNA, mientras que los demas son
pseudogenes. MICA presenta un fuerte desequilibrio de enlace con el gene HLA-

B, ya que los separa una distancia de 46.5 kb (Bahram 2000).

El gene MICA se ha conservado en la mayoria de las especies de mamiferos
(humanos, otros primates, perros, gatos, caballos y cerdos) (Stephens et al.,
1999). La excepcion mas ubicua es el ratén en el que no se ha detectado la
presencia de esta familia de genes en su genoma (Fodil et al., 1996); sin embargo,
presenta otra familia de genes localizados cerca de la vecindad del complejo
receptor leucocitario —LCR- (leukocyte receptor complex) denominados MHC class
I like located near the LRC (Mill) con dos miembros Mill1 y Mill2, a los cuales se

les atribuye la funciéon de MICA y posiblemente MICB (Kasahara et al., 2002).

El gene MICA, se considera miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas y
presenta una longitud de 11,722 pb; su primer intron es muy largo con 6,840 pares
de bases (pb) a diferencia del de los genes HLA clase | con menos de 200 pb
(HLA-A a —G) (Shiina et al., 1999); y hasta el momento no existe prueba de algun
efecto biolégico de esta singularidad. MICA genera un transcrito de RNA de 1,382
pb, con una region abierta de lectura de 1149 pb que da origen a un polipétido de
383 aminoacidos y con un peso molecular de 65-75 kDa (Bahram y Spies 1996,
Groh et al., 1998). La proteina MICA, contiene tres dominios extracelulares alfa 1
(a1), alfa 2 (a2) y alfa 3 (a3), precedidos de un segmento transmembranal y una
cola citoplasmatica relativamente corta y solo comparten una similitud del 19%,
25% y 35% con respecto a los dominios extracelulares a1, a2 y a3 de las
moléculas de HLA de clase | (Bahram et al.,, 1994). MICA es una proteina de



membrana que no se asocia con [2-microglobulina (Li et al., 1999), es
independiente de los transportadores TAP y no presenta antigenos. Su expresion
ha sido reportada en queratinocitos, células endoteliates y monocitos (Zwirner et
al., 1998).

Las proteinas MICA y MICB interactian con los linfocitos Ty5, CD8" y células
Natural Killer (NK) a través de su receptor NKG2D (Strong, 2001) (Figura 5). Este
receptor, interactua con la molécula DAP10 y recluta a través de su motivo
citoplasmico (YINM) a la subunidad p85 de la cinasa 3 fosfatidilinositol (PIK3) para
ser fosforilada e iniciar la movilizacion de Ca®*, asi como, la activacion de vias
intracelulares de sefializacion a través de la via JAK2-STATS y las cinasas MAP,
ERK 'y Akt, para activar la respuesta inmunoldgica (Groh et al., 1998, Bauer et al.,
1999, Wu et al., 1999). Molinero y colaboradores (2006) demostraron que las
citocinas IL-2, IL-4 e IL-15, inducen la expresion de mRNA de MICA en los
linfocitos T de sangre periférica y es el estimulo en particular de IL-2, el que
involucra una sefalizacion via JAK3-STAT5, p38 MAPK, la cinasa p70s6, las
cinasas Lck/fyn y NFkB. Por otro lado, se ha observado que la expresion de MICA
también esta presente en linfocitos Th1 y Th2 y es regulada por las proteinas de
choque térmico que conduce a su sobreexpresion bajo condiciones de estrés
(Groh et al., 1998, Li et al., 1999, Bahram 2000).



Figura 5. Esquema de la interaccion ligando-receptor de MICA y NKG2D. Se cree que la
interaccion MICA-NKG2D puede participar en el proceso de eliminacién de células
dafiadas o infectadas por virus al sobreexpresarse MICA por estrés. Tomado de Strong 2001

Se ha incrementado el interés en estudiar las funciones biolégicas que pueda
tener MICA. Por mencionar algunos ejemplos, se ha identificado que en
condiciones basales, la frecuencia de linfocitos Tyd es baja en los 6rganos
linfoides y sangre periférica, sin embargo, aumenta cuando las moléculas de MICA
y MICB se unen al receptor NKG2D (Groh et al., 1998, Bahram 2000). Se ha
considerado que las células Tyd, intervienen en el enlace entre la inmunidad
natural y la inmunidad adquirida (Mak y Ferrick 1998), y se cree que los linfocitos
Tyd y las moléculas MICA y MICB podrian participar en el proceso de eliminacion
de células dafiadas o infectadas por virus, al sobreexpresarse la molécula bajo
condiciones de estrés (Cosman et al., 2001). Kato y colaboradores (2007)
reportaron, que al estimular lineas celulares leucémicas con tricostatina A, pueden
incrementar la acetilacion de la histona H3 y modificar los niveles de expresién de
las proteinas MICA y MICB. El mismo efecto se presenté cuando Yamanegi y
colaboradores (2010), estimularon células de osteosarcoma humano con valproato
de sodio, concluyendo ambos que este fendbmeno puede ser una posible
inmunoterapia al aumentar la suceptibilidad de las células leucémicas y

cancerosas a través de la citotoxicidad de las células que expresan el receptor



NKG2D y se cree que los linfocitos Tyd y las moléculas MICA y MICB podrian
participar en el proceso de eliminacion de células danadas o infectadas por virus,

al sobreexpresarse la molécula bajo condiciones de estrés.

Se ha reportado también que los linfocitos T CD8" en células infectadas con
Citomegalovirus Humano (CMVH) son activadas de la misma manera (Groh et al.,
2001); pero, esta funcion es inhibida por la unién de la glucoproteina UL16 (unique
long) del CMVH, con la molécula de MICB, generando asi un escape inmunoldgico
(Cosman et al., 2001).

En lineas celulares tumorales de cancer cervical (InBl y CalLo), se encontré que
expresan las moléculas MICA y MICB, que a su vez, sirven como un factor
inductor para su propia proliferacion y ademas inducen la expresion de su receptor
NKG2D. Los autores concluyen que las células tumorales pueden
simultaneamente secretar las moléculas MIC y expresar su receptor, facilitando la
proliferacion celular y sirviendo como un posible escape inmunolégico (Weiss-
Steider et al., 2011).

Los genes MICA y MICB presentan un amplio polimorfismo. Hasta octubre de
2011, se tienen reportados 80 alelos, 63 proteinas y 2 alelos nulos para MICA 'y 33
alelos, 22 proteinas y 2 alelos nulos para MICB (http.//www.anthonynolan.org.uk).
Los polimorfismos genéticos de MICA (generados por sustituciones nucleotidicas
no sinénimas y sinénimas) se encuentran dentro de los exones 2-5, que codifican
los dominios extracelulares a1 (exén 2), a2 (exén 3) y a3 (exdn 4) y la region
transmembranal (exéon 5) (Stephens et al., 1999). El exdn 5, tiene una region
microsatelital que codifica polialaninas (A) y dependiendo el numero de
repeticiones del triplete GCT, se le asigna un numero arabigo. Actualmente, hay
ocho tipos de microsatélites reportados los cuales son: A4, A5, A6, A7, A8, A9 y
A10 (Rueda et al., 2002). Se ha definido otra variedad del microsatélite A5, el
A5.1, que contiene cinco repeticiones del triplete y una insercion de un nucledtido

(GGCT), esto mueve el marco de lectura y origina un codéon de término (TAA)


http://www.anthonynolan.org.uk/

prematuro, provocando la pérdida de la regién transmembranal de la molécula de
MICA, generando asi una molécula soluble (Mizuki et al., 1997; Groh et al., 2002;
Rueda et al., 2002). A partir del descubrimiento del gene MICA, sus polimorfismos
(principalmente la regién microsatelital), se han relacionado con la susceptibilidad

o protecciéon de enfermedades en distintas poblaciones (Tabla 2).

Tabla 2. Polimorfismos del gene MICA y su asociacién con enfermedades humanas.

Microsatelite Enfermedad Poblacién Referencia
A4 Artritis Psoriatica Croata Grubic et al., 2004
A9 Espafola Gonzalez et al., 2002
A4 Enfermedad de Kawasaki Tailandesa Huang et al., 2000
A5 Enfermedad de Grave’s Lo et al., 2003
A5 Diabetes Mellitus tipo | Suiza Gupta et al., 2003
A5.1 Psoriasis vulgaris Coreana Cheng et al., 2000
China Choi et al., 2000
A5.1 Enfermedad de Addison Italiana Gambelunghe ef al,
1999
A6 Artritis Reumatoide Caucasica Singal et al., 2001
A6 Colitis ulcerativa Sugimura et al., 2001
A6y A9 Enfermedad de Behget Wallace et al., 1999
A9 Japonesa Mizuki et al., 1997
A9 Fiebre Mediterranea Familiar Francesa Touitou et al., 2001

1.3.2.2 Genes Factor de Necrosis Tumoral alpha (TNFa) y Linfotoxina alpha (LTA)

La familia de los genes TNF, se encuentra localizada en la regién 11l del MHC, en
la posicion 6p21.3 del brazo corto del cromosoma 6 humano, con una longitud
aproximada de 7.0 kilobases (kb) (Hajeer y Hutchinson 2000). Ademas del gene
Factor de Necrosis Tumoral alpha (TNFa), se encuentran los genes del Factor de
Necrosis Tumoral beta conocido también como Linfotoxina alpha (TNFSB, LTa o
LTA) y Linfotoxina Beta (LTp), implicados en estimular la neogénesis linfoide y la

formacién de centros germinales secundarios (Rennert et al., 1999).



A lo largo de las 7.0 kb que comprende la familia de los genes TNF, se encuentran
cinco microsatélites (TNFa, -b, -c, -d y -e) con repeticiones dinucleétidas. Cada
microsatélite tiene diferente numero de alelos dependiendo del numero de
repeticiones dinucleotidicas: 14-TNFa, 7-TNFb, 2-TNFc, 7-TNFd y 3-TNFe. Los
microsatélites TNFa y TNFb, presentan repeticiones GT (99pb-125pb) y GA
(125pb-131pb), respectivamente y se localizan a 3.5 kb corriente arriba del gene
LTA. El microsatélite TNFc, tiene repetidos GA de 159 pb y 161 pb ubicados en el
primer intrén del gene LTA (Udalova et al., 1993; Khoo et al., 1997, Alburquerque
et al., 1998). Los microsatélites TNFd y TNFe contienen los dinucle6tidos GA con
repeticiones de 124 pb - 136 pb y 98 pb — 102 pb, respectivamente, y se localizan
a 8-10 kb corriente abajo del gene TNFa (Udalova et al., 1993) (Figura 6).

Figura 6. Organizacion de los genes de la familia TNF. Son tres genes TNFa, LTay LT,
tiene ademas 5 regiones microsatelitales (a-d). La region promotora de TNFa tiene varios
SNPs y los mas estudiados son TNFa-238 y -308. Modificado de Udaluva et al., 1993



En esta misma region se han descrito 13 SNPs, de los cuales 11 se encuentran en
la regidon promotora y 2 inserciones en los exones 1y 4 del gene TNFa. Los SNPs
en las posiciones TNFa-238 y -308 presentan un cambio de G—A y son las mas
estudiadas debido a cambios en la actividad transcripcional del gene que
predisponen al desarrollo de diferentes enfermedades (Parra-Rojas et al., 2006).
El haplotipo TNFa-238*G-308*A-376*G se asocia con una mayor produccion de
TNFa, en cambio el haplotipo TNFa-238*A-308*G-376*A se asocia con la
disminucion de TNFa (Hajeer y Hutchinson, 2000, Lio et al., 2003, Bednarczuk et
al., 2004, Grubic et al., 2004).

La citocina TNFa, en forma conjunta con IL-1 e IL-6, participan en la primera fase
de la respuesta inmune innata. Se ha encontrado que en neutrdfilos, macréfagos y
células del endotelio vascular, incrementa la expresion de moléculas de adhesion
para iniciar una respuesta inflamatoria dirigida a los tejidos con dafo e infeccion.
Ademas, incrementa la temperatura, produce somnolencia, permite la liberacion
de glucocorticoides (Hermann et al., 1998) y regula la apoptosis mediante la
funcidén citotoxica a través de la via del receptor TNFR-1 (ldriss y Naismith 2000).
La purificacion de la proteina TNFa, a partir de macréfagos activados y células T,
reveld que posee el 30.0% de homologia con la proteina LTA y presenta una
estructura trimérica en forma de pera-conica (Figuras 7a y 7b). Dependiendo de la
concentracion y el tiempo de exposicion, TNFa activa proteinas G, factores de
transcripcion (NF-kB, AP-1), proteinas cinasas (CKII, Erk-1, Erk-2 y MAP2),
fosfolipasas (PLA;, PLC, PLD y esfingomielinasa), proteinas mitocondriales
(manganeso-superéxido dismutasa) y serina/cisteina proteasas conocidas como
caspasas. La citotoxicidad de TNFa, logra que en células tumorales se alteren la
funcioén de los microtubulos mediante la tubulina-nitrotirosinilada (ldriss y Naismith,
2000).

Al igual que con el gene MICA, el estudio de los polimorfismos de los genes TNF
se ha comenzado a realizar en varias poblaciones, con la finalidad de determinar

marcadores genéticos de susceptibilidad o proteccion en varias enfermedades



humanas, para generar bases cientificas que puedan ayudar a desarrollar
tratamientos terapéuticos adecuados a las necesidades y condiciones de cada

poblacion dependiendo su informacion genética (Tabla 3).

Figura 7a. Representacién de la proteina TNFa y 7b. Estructura cristalografica del
complejo TNFa-TNFR2. Tomado de Mukai et al., 2010

Figura 7c. Representacion de la proteina LTA y 7d. Estructura cristalografica del
complejo LTA-TNFR 55 kD. Tomado de Banner et al., 1993



Tabla 3. Polimorfismos de los SNPs de TNFa, LTA y microsatélites (TNFa-e) de la familia

de TNF y su asociacion con enfermedades humanas.

SNP/Microsatelite Enfermedad Poblacion Referencia
Alburquerque et al.,
TNF-308*A Asma o malaria cerebral  Australiana
1998
Lepromatosis y lepra Hajeer y Hutchinson,
Africana
tuberculosa 2000
Dengue Vietnamitas Loke et al., 1996
Enfermedad de Bowel Caucasica Hirv et al., 1999
Sarcoidosis Somoskovi et al., 1999
TNF-863*C, TNF- .
Hepatitis C Italiana Lio et al., 2003
1082*G
TNFc2 SIDA USA Brinkman et al., 1997
Khoo et al., 1997
TNF-857*T Uveitis anterior aguda Reino Unido Kuo et al., 2005
LTA+252 Oftalmia simpatética Atan et al., 2005
Diferentes tipos de .
LTA+804, LTA+495 ] Japonesa Takei et al., 2008
cancer
TNF-1031*C Endometriosis Asghar et al., 2004
Enfermedad de Behget Turca Akman et al., 2006




2. Planteamiento del Problema

En México, el CaCu representa un problema de salud que afecta a mujeres en
edad productiva. Este cancer esta estrechamente asociado con la infeccion por
VPH; sin embargo, tiene una etiologia multifactorial, en la que existen factores
genéticos involucrados en la respuesta inmune del hospedero. Los genes MICA,
TNFa y LTA, ubicados en el MHC, participan en la respuesta inmune y por las
actividades inmunologicas que poseen en epitelios hacia virus y células tumorales,
podrian ser factores involucrados con el desarrollo y progresion de CaCu. Los
polimorfismos de estos genes se han asociado con susceptibilidad en una
variedad de enfermedades autoinmunes, infecciosas e inflamatorias, asi como en
diferentes tipos de cancer. Por lo anterior, existe la posibilidad de que los
polimorfismos del gene MICA, los SNPs de la region promotora del gene TNFay la
LTA, se encuentren asociados con susceptibilidad en el desarrollo de las lesiones

precursoras al cancer cérvico uterino.



3. Hipotesis

Si los polimorfismos del gene MICA, los SNPs de la region promotora de TNFa y la
LTA estan involucrados con la susceptibilidad al desarrollo de lesiones
precursoras a cancer cérvico uterino, entonces presentaran diferentes frecuencias
geénicas, genotipicas y haplotipicas entre mujeres mexicanas con infeccién por
VPH y con algun grado de lesidon cervical, y mujeres sin infeccion por VPH y

ninguna lesion cervical.



4. Objetivo

4.1 Objetivo General

Investigar si existe asociacion de los polimorfismos de los genes MICA, los SNPs

de la regidon promotora de TNFa y la posicion+252 de la LTA con el desarrollo de

las lesiones precursoras al cancer cérvico uterino.

4.1 Objetivos Particulares

*

Determinar las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas de los
polimorfismos de MICA, los SNPs -163, -238, -244, -308, -376, -857, -863 y
-1031 de la region promotora de TNFa y la posicion intronica +252 de la
LTA en mujeres mexicanas con lesiones intraepiteliales escamosas de bajo

y alto grado.

Identificar la infeccion y el tipo de VPH y buscar si existe una correlaciéon
con los polimorfismos genéticos, en las lesiones intraepiteliales escamosas

de bajo y alto grado.



5. Material y Métodos

5.1  Grupos de mujeres, control y pacientes con LIEC-BG y LIEC-AG

Se estudiaron mujeres adultas, con al menos dos generaciones anteriores nacidas
en México. El grupo control consistié6 de 210 mujeres con antecedentes de
estudios citologicos (Pap) anuales con resultado normal por cuatro afios
consecutivos, provenientes del departamento de Medicina Preventiva del Hospital
General de Zona No. 32, del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS). El grupo
de pacientes estuvo constituido por 196 mujeres con citologia y colposcopia
positivas a la infeccion por VPH, seleccionadas de la Clinica de Displasias del
Hospital General de Zona 1A “Venados”, del IMSS.

En las pacientes, se incluyeron mujeres sin ningun tipo de tratamiento previo y
fueron distribuidas de acuerdo a la clasificacion Bethesda (Berek 2003) de la
siguiente manera: 134 con LIEC-BG y 62 con LIEC-AG. Tanto las pacientes como
los controles, participaron previo consentimiento informado y se les aplicé un
cuestionario relacionado con factores de riesgo para el CaCu los cuales incluian:
escolaridad, alimentacidn, edad de inicio de actividad sexual, numero de parejas
sexuales, numero de gestas, partos y abortos, tiempo de uso y tipo de método

anticonceptivo, higiene genital adicional.

El nimero de muestras se estimé mediante un analisis estadistico, basado en la
frecuencia de los polimorfismos de los genes estudiados, usando el programa
EPIINFO 6.04D 2001, USA.

5.2 Material Biologico

Se tomaron 5 mL de sangre periférica tanto a pacientes y controles para extraer el

DNA a través de la técnica de salting out (Miller et al., 1998), y un cepillado

cervical para obtener el DNA mediante la digestion de la muestra con proteinasa k



(Sepp et al., 1994). El DNA de sangre periférica y el DNA cervical, se cuantificaron
por espectrofotometria y se evalud su integridad mediante electroforesis en gel de
agarosa al 0.8% (Shelton Amershand, USA).

5.3 Deteccion de Infeccién por VPH

La deteccion de VPH se realizé en ambos grupos de trabajo (control y pacientes)
mediante PCR a partir del DNA cervical, utilizando iniciadores consenso MY09-
MY11 y GP5+-GP6+ que amplifican 450 pb y 150 pb del gene L1 del virus,
respectivamente (Manos et al., 1989, de Roda et al., 1995, Qu et al., 1997, Carrillo
et al., 2004). En este estudio no se incluyeron aquellas muestras del grupo control

que resultaron ser positivas a VPH.

5.4 Tipificacion del VPH

La tipificacion del VPH se realizd con el kit comercial PVHfast 2.0 (Pharma Gen,
Madrid, Espafa) el cual identifica 52 tipos de VPH, todos ellos reportados en
infecciones en mucosas, que amplifica una regiéon del gene L1 de la capside del
virus a partir de DNA de células epiteliales provenientes de la zona del cuello
uterino. La reaccion de PCR tiene un control interno (1,202 pb) que consiste de un
plasmido que tiene insertado el gene constitutivo CFTR (892 pb). Despues de
realizar la reaccion de PCR a partir de las condiciones de amplificacién dadas por
el proveedor, se obtuvieron los productos de PCR. Una muestra se considero
positiva a VPH cuando se obtenian productos de 1202 pb (control interno) y 450
pb (region del gene L1) y negativa cuando los productos que se obtenian eran
1,202 pb (control interno) y 892 pb (gene CRTR). Los productos se visualizaron en
geles de agarosa al 1.0% (Shelton Amershand, USA) utilizando como marcador de
peso molecular el DNA Molecular Weight Marker VIII (Boehringer Mannheim,

Mannheim, Alemania).



Mediante la técnica de Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP)
las muestras positivas se digirieron con las dos enzimas [enzima 1 (Rsal) y enzima
2 (desconocida)], de restriccion contenidas en el kit. Los productos digeridos
fueron observados en geles de agarosa al 3.0% (Shelton amershand, USA)
utilizando el mismo marcador de peso molecular mencionado anteriormente. El
tipo de VPH se identific6 al comparar los patrones de bandas obtenidos en la
electroforesis de las dos digestiones (E1 y E1+E2 para cada muestra) con la hoja

de resultados adjunta en el kit (Diaz-Flores, et al., 2000) Figura 8.

Figura 8. Tipificacion de VPH. Se observa una electroforesis con productos de PCR
digeridos y organizados en E1 y E1+E2 de diferentes muestras del grupo de pacientes
identificados con la hoja de referencia del kit comercial PVHfast 2.0.



5.5 Tipificacion de los polimorfismos del gene MICA

La tipificacién de los polimorfismos para el gene MICA se realizé con una técnica
conformacional de DNA llamada Reference Strand Conformational Analysis
(RSCA) (Figura 9) (Arguello et al., 1998).

El primer paso de RSCA inicia con la creacion de las FLR (Fluorescense Labelled
Reference) (Figura 9a) mediante amplificacion por PCR, con un iniciador (sentido
o antisentido) marcado con el fluorocromo carbocianina 5 (Cy5), del locus
especifico a estudiar (i.e. exones 2-5 del gene MICA), a partir de DNA de lineas
celulares linfoblastoides homocigotas con alelos del gene MICA conocidos (Marsh
et al., 2010). En forma independiente, se realiza una amplificacion del mismo locus
en cada una de las muestras a estudiar, usando los mismos iniciadores pero sin
marcar (Figura 9b). Posteriormente, los productos de PCR de ambas muestras se
mezclan en relacion 1:3 (FLR y producto PCR de la muestra) y se lleva a cabo su
desnaturalizacion e hibridacion (Figura 9c), formandose combinaciones de
homoduplex y heteroduplex (Figura 9d). La conformacién molecular de cada
duplex resultante es unica, y estd basada en el nivel de complementariedad.
Debido a que la movilidad del DNA de doble cadena en un gel de acrilamida no
desnaturalizante en condiciones electroforéticas constantes depende unicamente
del peso y de la conformacion molecular; al presentar todos los duplex el mismo
peso molecular, su migracion dependera exclusivamente de las diferencias en la
conformacién molecular, lo que se reflejara en la movilidad electroforética (Figura
9e). Para tipificar cada muestra, las diferentes movilidades se comparan con las
de controles internos que son productos de PCR a partir de muestras con
secuencia y su patron de migracion electroforética conocidos; a estos controles se

les denomina “ladders”.
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Figura 9. Técnica de Analisis Conformacional mediante una Cadena de Referencia
(RSCA) para la tipificacion del polimorfismo del gene MICA. 9a) Amplificacion de FLRs,
9b) amplificacién de muestras, 9¢) hibridacion de FLR y producto de PCR de muestra
(1:3), 9d) formacion de homoduplex y heteroduplex y 9e) electroferograma.

Para la tipificacion del gene MICA, las muestras (controles y pacientes) se

amplificaron por separado los exones 2-3 y los exones 4-5.

Un fragmento de 949 pb correspondiente a la amplificacion del exén 2 al 3 fue
obtenido con iniciadores especificos (sentido 5-TCCTGCCCCAGGAAGGTTGGG-
3’ y antisentido 5-AGGGAGAGGAGAGCCCTTGGC-3’) (Aquino-Galvez et al.,
2009). La reaccion de PCR se llevo a cabo con una mezcla de 500 ng de DNA, 0.5



pmol de cada iniciador, 0.03 Ul de Taq Polimerasa (Invitrogene, California, USA),
1.5 mM de MgCls, 0.2 mM de dNTPs, 16 mM de Tris-HCI (pH 8.4) y 50 mM de KCI
en un volumen final de 25 ul. Las condiciones de amplificacién fueron: un paso
inicial de 95°C por 5 min, seguida de 33 ciclos a 95°C por 30 seg, 65°C por 50 seg
y 72°C por 30 seg, y un paso final de 72°C por 8 min.

Por otra parte, un fragmento de 678 pb correspondiente a la secuencia del exén 4
al 5 fue amplificado con iniciadores especificos (sentido 5-
CAGACTTGCAGGTCAGGGGTCCCG-3’ y antisentido 5'-
CCTTACCATCTCCAGAAACTGC-3) (Aquino-Galvez et al., 2009). La reaccion de
PCR se realizé con una mezcla de 500 ng de DNA, 0.5 pmol de cada iniciador,
0.03 Ul de Taq Polimerasa (Invitrogene, California, USA), 2.0 mM de MgCl,, 0.2
mM de dNTPs, 16 mM de Tris-HCI (pH 8.4) y 50 mM de KCI en un volumen final
de 25 ul. Las condiciones de reaccion fueron: un paso inicial de 94°C por 4 min
seguida de 35 ciclos de 94°C por 1 min, 63°C por 1.30 min y 72°C por 2 min y un
paso final de 72°C por 10 min.

Debido a que, la tipificacion de alelos usando la técnica de RSCA, exclusivamente
estad dada por la diferencias en la conformaciéon molecular, en algunas muestras
(controles y pacientes) el amplificado de los exones 2-3 y 4-5 presentaron la
misma movilidad electroforética de los duplex, situacion que hizo dificil su
interpretacion para la tipificaciéon de alelos. Para evitar errores en la seleccién
alelica de MICA, se uso el criterio de amplificar sdlo la region microsatelital (exén
5) que consistié en obtener un fragmento de 185 pb amplificado con la ayuda del
iniciador sentido 5’-CCTTTTTTTCAGGGAAAGTGC-3’ y el iniciador antisentido 5’-
CCTTACCATCTCCAGAAACTGC-3’ (Mizuki et al., 1997). La reaccion de PCR
consistié de una mezcla con 250 ng de DNA, 0.5 pmol de cada iniciador, 0.03 Ul
de Taq Polimerasa (Invitrogene, California, USA), 1.0 mM de MgCl,, 0.2 mM de
dNTPs, 16 mM de Tris-HCI (pH 8.4) y 50 mM de KCI en un volumen de 25 ul. Las

condiciones de PCR fueron: un paso inicial de 95°C por 5 min, seguida de 33



ciclos de 95°C por 1 min, 60°C por 1 miny 72°C por 1 min, y un paso final de 72°C

por 8 min.

Se usaron de dos a tres FLRs para cada locus. Las lineas celulares que se
emplearon como FLRs para MICA exones 2-3 fueron EJ32B (*001), PITOUT
(*004) y WT47 (*008:01), para MICA exones 4-5 las FLRs fueron DUCAF (*001) y
MOU (*004) y para el exon 5 las FLRs fueron EJ32B (A4) y MOU (AG).

Todos los geles utilizados fueron no desnaturalizantes al 6.0% de acrilamida
(30.0%) (Sigma, USA), con un tamafio de 21 cm de largo y 0.5 mm de espesor. La
electroforesis se llevo a cabo en TBE (1X) a 40°C, 647 V, 46 mA, y 30 W por 480

minutos.

Las movilidades de los diferentes duplex fueron analizadas con el software
Allelocator 1.03 (Amersham Pharmacia Biotech). La correccién del gel y el analisis
de los datos se realizaron asignando al pico del iniciador fluorescente el valor de 1
y al homoduplex el valor de 1,000, para alinear de esta forma todos los
homoduplex. Finalmente, las movilidades de las muestras fueron comparadas con

las ladders de cada FLR para determinar los alelos (Figura 10 a y b).



Figura 10a. Electroferograma de MICA ex6n 5 con las FLRs A4 y AG.

Figura 10b. Electroferograma de MICA exones 2-3 con las FLRs MICA *001, *004 y
*008:01 en la figura se observan muestras homocigotas, heterocigotas y las ladders
respectivas.



5.6 Tipificacion de los SNPs de la region promotora de TNFa

Los SNPs de la region promotora de TNFa fueron estudiados empleando la
secuencia del GenBank con numero de acceso Z15026: -163 (G—A) (sin numero
rs), -238 (G—A) (rs361525), -244 (G—A) (rs673), -308 (G—A) (rs1800629), -376
(G—A) (rs1800750), -857 (C—T) (rs1799724), -863 (C—A) (rs1800630) y -1301
(T—>C) (rs1799964). Estos SNPs fueron tipificados en las muestras de DNA
mediante el uso de sondas de oligonucleétidos de secuencia especifica (SSOP).
Se disefiaron las sondas para los SNPs -163 (CTTCTCCATCGCGGGGGC), -244
(GATTCCGAGGGGGGTCTT), -308 AACCCCGTCCCCATGCCC 'y -376
(CCTTCTAACTTCGAGACA) con sus respectivas contrapartes. El resto de las
sondas para las demas SNPs de la regidon promotora de TNFa (-238, -857, -863,
and -1031) fueron empleadas como previamente se publicaron (Higlchi et al.,
1998).

Un fragmento de 1,355 pb fue amplificado con el iniciador sentido 5’-
GTCAGGGGATGTGGCGTCT-3 (Wilson et al., 1997) y el antisentido 5’-
GCTTGTGTGTGTGTGTCTGG-3’ (Niizeki et al., 2000). La reaccion de PCR se
realiz6 con 0.16 ng de DNA, 0.25 pmol de cada iniciador, 0.03 Ul de Taq
Polimerasa (Invitrogene, California, USA), 1.5 mM de MgCl;, 0.2 mM de dNTPs,
16 mM de Tris-HCI (pH 8.4) y 50 mM de KCI. Las condiciones de amplificacion
fueron: 94°C por 3 min, 64°C por 1 min, 72°C por 1 min, seguida de 35 ciclos de
94°C por 1 min, 64°C por 1 min and 72°C por 1 min, y un ciclo final de 94°C por 1
min, 64°C por 1 min and 72°C por 5 min.

Después de comprobar la amplificacion mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 1.0% (Shelton Amershand, USA) por 35 minutos y a 75 volts, el
producto de PCR se llevo a 95°C por 4 min; enseguida los productos de PCR se
colocaron en hielo para asegurar la desnaturalizacién. Se tomaron 4 ul de cada
producto desnaturalizado y se depositd en una membrana de nylon Hybond-N+

(GE Healthcare Life Sciences). Posteriormente, se fijaron los productos de PCR



desnaturalizados a través de la exposicion por 15 seg con luz UV (UV Stratalinker
2400, Sratagene) y se guardaron a 4°C hasta su utilizacién. Se empleo como
control positivo el producto de PCR de DNA gendmico de la linea celular B-
linfoblastoide homocigota “Boleth” con los alelos siguientes: TNFa-163G, -238G, -
244G, -376G, -857C, -863A y -1031C (Udalova et al., 1993), perteneciente a las

lineas celulares del International Histocompatibility Workshop (Marsh et al., 1997).

Un total de 16 sondas fueron empleadas para identificar 8 SNPs de la region
promotora de TNFa. Las sondas fueron marcadas con digoxigenina de acuerdo a
las instrucciones del fabricante (Roche Applied Science, USA). Cada membrana
de nylon con los productos de PCR desnaturalizados y fijados fueron hibridados
con una dilucién de 10 ul de sonda en 10 ml de buffer de hibridacién (TMAC [50
mmol/L Tris-HCI (pH 8.0), 3 mol/L de cloruro de tetrametilamonio, EDTA 2 mmol/L
y SDS al 0.1%] + sonda) por 1.30 min, transcurrido este tiempo el volumen se
rescatd y se reutilizé poniendo 1 ul de sonda al volumen rescatado cada vez que
se fuera a redutilizar; posteriormente se hicieron tres lavados con 10 ml buffer de
lavado (TMAC) por 10 min cada uno. Las temperaturas de hibridacion y lavado
fueron ajustadas particularmente dependendiendo la temperatura media de cada
sonda (Tabla 4). Las membranas se revelaron con PCDB (Roche Applied Science,
USA) y la imagen se conservo en una pelicula radiografica (Kodak film 20.3 X 25.4
cm T-MAT G/RA) (Endo et al., 2001) Figura 11.



Tabla 4. Sondas de oligonucleétidos de secuencia especifica para la tipificacion de los
SNPs de la region promotora de TNFa. La temperatura de hibridacion y lavado se

calcularon para cada sonda tomando en cuenta la temperatura media.

Sonda SNP Secuencia TH(°C) TL (°C) Num. rs
1 -163 G CTTCTCCATCGCGGGGGC 55.0 62.0 sin numero
2 -163 A CTTCTCCATCGTGGGGGC 53.0 62.0
3 -238 G CTCCCTGCTCCGATTCCG  53.0 62.0 rs361525
4 -238 A CTCCCTGCTCTGATTCCG  50.0 66.0
5 -244 G GATTCCGAGGGGGGTCTT  50.0 62.0 rs673
6 -244 A GATTCTGAGGGGGGTCTT  47.0 58.0
7 -308 G AACCCCGTCCCCATGCCC  56.0 62.0 rs1800629
8 -308 A AACCCCGTCCTCATGCCC  53.0 62.0
9 -376 G CCTTCTAACTTCCAGACA  40.0 50.0 rs1800750
10 -376 A CCTTCTAATTTCCAGACA 38.0 50.0
11 -857 C GGCCCTGTCTTCGTTAAG  47.0 58.0 rs1799724
12 -857 T TGGCCCTGTCTTCATTAA  43.0 58.0
13 -863 C ATGGGGACCCCCCCTTAA 430 50.0 rs1800630
14 -863 A ATGGGGACCCCCACTTAA 470 58.0
15 -1031 T TTTTCCTTCATCTTCTCA 38.0 55.0 rs1799964
16 -1031 C TTTCCTTCGTCTTCTCAG 43.0 57.0

TH, Temperatura de hibridacién; TL, Temperatura de lavado. Se marca en negritas y cursivas la posicién del SNP.



Figura 11. Membranas pertenecientes a la tipificacion del SNP TNFa-1031. En el
octagono se observa el control positivo para TNFa-1031C (Boleth). Para la tipificacion se
observaron al mismo tiempo las membranas pertenecientes al mismo SNP y asi se
comprobd si la muestra era homocigota a alguno de los alelos (cuadro amarillo) o si era
heterocigota para ambos alelos (cuadro naranja).

5.7 Tipificacion del SNP +252 de LTA

Las muestras de DNA gendmico de mujeres control y pacientes fueron tipificadas
para el polimorfismo dentro de la regidon intrénica del gene LTA, utilizando la
secuencia GenBank numero de acceso Z15026: +252 (A—G) (rs909253). El
producto obtenido fue de 289 pb, el cual se amplificd con el iniciador sentido 5’-
AGACGTTCAGGTGGTGTCAT-3 y el antisentido 5'-
TCTGACTCTCCATCTGTCAG-3’ (Yamaguchi et al., 2001). La reaccion de PCR se
llevd a cabo con una mezcla de 500 ng de DNA, 1.0 pmol de cada iniciador, 0.04
Ul de Taq polimerasa (Invitrogene, California, USA), 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de
dNTPs, 16mM de Tris-HCL (pH 8.4) y 50 mM de KCI. Las condiciones de PCR
empleadas comenzaron con un paso de desnaturalizacion a 95°C por 10 min, 30
ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min, alineamiento a 64°C por 1 min y

extension a 72°C por 1 min.



Debido a que el SNP +252 de la LTA crea un sitio de restriccion, el polimorfismo
bialélico de esta posicion se tipific6 mediante la técnica PCR-RFLP con la enzima
Ncol (Yamaguchi et al., 2001). Se utilizé 0.5 Ul de enzima de restriccion y 1.0 ul de
Buffer 10X por cada 0.01 ml de producto de PCR de cada muestra a tipificar. Se
digirid a 37°C por seis horas y finalmente los productos digeridos fueron corridos
electroforéticamente en geles de agarosa al 2.0% (Shelton Amershand, USA) y los
polimorfismos se interpretaron de la siguiente manera: alelo A=289 pb y alelo
G=228 pb + 61 pb. Figura 12.

Figura 12. Electroforesis de los polimorfismos del SNP +252 de LTA. Los carriles 1y 3
son muestras heterocitotas G/A (289 pb, 228 pb y 61 pb), los carriles 2 y 5 son muestras
homocigotas al alelo A (289 pb) y la muestra 4 es una muestra homocigota al alelo G (228

pby 61 pb).

5.8 Analisis estadistico

Las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas de los grupos de mujeres con
LIECs de bajo y alto grado se compararon con el grupo de mujeres control.
También se analizaron las combinaciones de genotipos de MICA, los SNPs de la
region promotora de TNFa y la posicion +252 de la LTA. Las diferencias fueron

evaluadas estadisticamente mediante la prueba de X? y la prueba exacta de



Fisher (Matthews y Farewell 1985) con tablas de contingencia de 2x2 usando el
programa estadistico EPIINFO 6.04D 2001 USA. Para determinar el valor de la
(p), se considero en los estudios estadisticos un valor significativo de p<0.05. Se
obtuvo la razon de momios (RM) de cada evento con un indice de confianza (IC)
del 95% para estimar la asociaciéon (Matthews y Farewell 1985). El efecto gene-
dosis de cada SNP estudiado fue determinado con una analisis de tendencia lineal
usando el genotipo homocigoto dominante de cada SNP mediante una prueba de
X? usando el programa estadistico Epidat 3.1 (Hervada et al., 2004) con un nivel
de significancia de p<0.05. La proporcion atributable (PA) fue obtenida usando la
siguiente férmula: PA = PFR x (1-1/RM), donde PFR representa el porcentaje o
factor de riesgo y RM es la razén de momios (Duarte et al., 2005). La inferencia y
el andlisis de haplotipos se realizé con el programa HaploView 4.1 (Barrett et al.,
2005).



6. Resultados

Un total de 406 mujeres fueron tipificadas. En el caso del gene MICA se tipificaron
todas las mujeres de las cuales 210 mujeres no tuvieron infeccion a VPH ni
presentaron LIECs (grupo control), 196 pacientes fueron subdivididas en 134 con
LIEC-BG y 62 con LIEC-AG. En tanto que para los SNPs de la regién promotora
de TNFay LTA se lograron tipificar 396 mujeres divididas en 205 correspondientes
al grupo control, 132 con LIEC-BG y 59 LIEC-AG.

Factores de riesgo relacionados con CaCu

Se aplicod un cuestionario a cada participante (control o paciente) para recabar la

informacion correspondiente a otros factores de riesgo asociados al CaCu.

Cuando se comparé el nivel de estudios entre los grupos, se observé una
diferencia significativa (p<0.05, RM= 4.09, IC95% 2.37-7.08) en el nivel educativo,
siendo mas frecuente el nivel técnico en el grupo control (52.36%) en comparacién
con el nivel secundaria en el grupo de pacientes (37.45%). En cuanto a los
métodos anticonceptivos, la Obstruccion Tubarica Bilateral (OTB) fue mas usada
en el grupo control que en el grupo de pacientes (12.73% vs 5.94%,
respectivamente), a la vez que el Dispositivo Intrauterino (DIU) fue el método mas
utilizado por el grupo de pacientes a diferencia del grupo control (11.32% vs
25.95%, respectivamente (p<0.05, RM=2.76, IC95% 1.57-4.90). El resto de los
factores contemplados en el cuestionario no tuvieron diferencias cuando se

compararon entre el grupo control y el grupo de pacientes.
Tipificacion de VPH
Se detectaron 13 tipos de VPH (6, 11, 16, 18, 31, 43, 53, 55, 56, 58, 82,83 y 90) y

18 muestras fueron negativas a infeccién por VPH en el grupo de pacientes (15 en
LIEC-BG y 3 en LIEC-AG) (Tabla 5). La infeccion con el tipo VPH-16 fue la mas



frecuente, con 50.74% y 48.38%, seguida por VPH-58 con 12.68% y 17.74% y por
el VPH-18 con 8.95% y 14.52%, en LIEC-BG y LIEC-AG respectivamente. En una

sola muestra, se encontré una co-infeccidon con dos tipos de VPH (43 y 83).

Se encontro en 18 muestras de pacientes (15 con LIEC-BG y 3 con LIEC-AG), que
la amplificacién del gene L1 del VPH resulté ser negativa. Estas muestras no se
excluyeron del estudio y se clasificaron como muestras de pacientes con algun
grado de lesién y sin infeccion por VPH (VPH -).

Tabla 5. Identificacién y frecuencias de los tipos de VPH.

Tipo VPH LIEC-BG n=134 (%) LIEC-AG n=62 (%)
(neg) 15 11.19 3 4.84
6 3 2.23 0 0.0
11 4 2.98 0 0.0
16 68 50.74 30 48.38
18 12 8.95 9 14.52
31 4 2.98 3 4.84
43 3 2.23 1 1.61
53 0 0.0 3 4.84
55 1 0.74 0 0.0
56 1 0.74 0 0.0
58 17 12.68 11 17.74
82 1 0.74 0 0.0
83 1 0.74 0 0.0
90 1 0.74 0 0.0
Co-infeccion’ 1 0.74 0 0.0
ND 2 1.49 2 3.22

* Se encontrd una co-infeccion de los tipos VPH-43 y -83, ND muestra bioldgica no determinada para la tipificacion de VPH.



Frecuencias de alelo y genotipo del gene MICA

Todas las muestras estudiadas se encontraron en equilibrio Hardy-Weimberg para
todos los polimorfismos analizados, no hubo diferencias estadisticamente
significativas, cuando las frecuencias de genotipo esperadas y observadas fueron

comparadas.

Con respecto a la distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del gene
MICA en controles y pacientes se hicieron dos analisis, esto es porque ademas del
polimorfismo en la region microsatelital (exén 5), para conocer el alelo se requiere
estudiar también los exones 2, 3 y 4 del gene (Pérez-Rodriguez et al., 2002). El
primero de los analisis fue tomando en cuenta la regién microsatélital (exén 5)
(Tablas 6a y 6b) y el segundo analisis fue elaborado con los exones juntos
(exones 2-3 y 4-5) (Tablas 6¢c y 6d).

En el primer analisis, al comparar las frecuencias de la region microsatelital entre
el grupo control y los subgrupos de pacientes con LIEC-BG y LIEC-AG, se observo
que el microsatélite A9 fue el mas frecuente en todos los grupos (36.43% en el
grupo control, 46.64% en mujeres con LIEC-BG y 41.93% con LIEC-AG), mientras
que el microsatélite A4 fue el menos frecuente (3.33 en controles, 2.98% en LIEC-
BG y 4.83% LIEC-AG). Se encontr6 que el microsatélite A9 produce una
asociacion de susceptibilidad al desarrollo de LIEC-BG (p<0.05, RM= 1.53, 1C95%
1.10-2.11), cuando se calculé la PA, se encontré que un 16.15% de las pacientes
con LIEC-BG, pueden estar predispuestas al desarrollo de lesiones cervicales por

este microsatélite (Tabla 6a).



Tabla 6a. Frecuencias de los microsatélites del gene MICA (exdn 5) en el grupo control y

el grupo de pacientes con LIEC-BG y —AG.

Control LIEC-BG LIEC-AG
Microsatélite RM' (95%IC) RM? (95%IC)

n=420(%) Nn=268(%) n=124(%)

A4 14 (3.33) 8 (2.98) NS 6 (4.83) NS

A5 118 (28.09) 59 (22.01) NS 42 (33.87) NS

A5.1 53 (12.62) 25 (9.32) NS 8 (6.45) NS

A6 82 (19.52) 51 (19.02) NS 16 (12.90) NS

A9 153 (36.43) 125 (46.64)  1.53(1.10-2.11) 52 (41.93) NS

LIEC-BG, Lesiones Intraepiteliales Escamosas de Bajo Grado; LIEC-AG, Lesiones Intraepiteliales Escamosas de Alto
Grado; RM', Razon de momios calculada al comparar LIEC-BG vs Control; RM?, Razon de momios calculada al comparar
LIEC-AG vs Control; IC, intervalo de confianza; NS, el valor de p fue mayor a 0.05; todos los datos estadisticamente

significativos estan mostrados (p<0.05).

Al comparar las frecuencias genotipicas de la region microsatélital de los grupos,
se observé que el genotipo A9/A9 es el mas frecuente en todos los grupos (control
20.95%, LIEC-BG 26.86% y LIEC-AG 20.96%). Interesantemente, el genotipo
A4/A5 no estuvo presente en el grupo control; asi mismo, el genotipo A4/A4 no se
encontré en ningun tipo de LIECs y los genotipos A4/A5.1 y A5/A5.1 se
encontraron solo en el grupo de mujeres con LIEC-BG. Al hacer los andlisis
estadisticos de los microsatélites, encontramos que no hubo ninguna diferencia

estadisticamente significativa (Tabla 6b).



Tabla 6b. Frecuencias de los genotipos de los microsatélites del gene MICA (exon 5) en

el grupo de pacientes con LIEC-BG y —AG y el grupo control.

Genotipos Control LIEC-BG LIEC-AG
RM' (95%IC) RM? (95%IC)

Microsatelite  n=210 (%) n=134 (%) n=62 (%)
Ad4/A4 1(0.48) 0 (0.0) NS 0 (0.0) NS
A4/A5 0 (0.0) 2 (1.49) NS 2 (3.22) NS
A4/A5.1 1 (0.48) 1(0.74) NS 0 (0.0) NS
A4/A6 3(1.43) 1(0.74) NS 2 (3.22) NS
A4/A9 8 (3.81) 4 (2.98) NS 2 (3.22) NS
A5/A5 30 (14.28) 10 (7.46) NS 12 (19.35) NS
A5/A5.1 12 (5.71) 6 (4.47) NS 0(0.0) NS
A5/A6 17 (8.09) 7 (5.22) NS 2(3.22) NS
A5/A9 29 (13.80) 24 (17.91) NS 14 (22.58) NS
A5.1/A5.1 11 (5.24) 4 (2.98) NS 1(1.61) NS
A5.1/A6 7 (3.33) 3(2.24) NS 1(1.61) NS
A5.1/A9 11 (5.24) 7 (5.22) NS 5 (8.06) NS
A6/A6 19 (9.05) 11 (8.20) NS 3(4.83) NS
A6/A9 17 (8.09) 18 (13.43) NS 5 (8.06) NS
A9/A9 44 (20.95) 36 (26.86) NS 13 (20.96) NS

LIEC-BG, Lesiones Intraepiteliales Escamosas de Bajo Grado; LIEC-AG, Lesiones Intraepiteliales Escamosas de Alto
Grado; RM', Razén de momios calculada al comparar LIEC-BG vs Control; RM?, Razon de momios calculada al comparar

LIEC-AG vs Control; IC, intervalo de confianza; NS, el valor de p no fue significativo.

En el segundo analisis se observaron ocho alelos en todos los grupos estudiados,
de los cuales el alelo MICA*002:01 fue el mas frecuente (28.57% para el grupo



control, 35.45% para pacientes con LIEC-BG y 34.67% para pacientes con LIEC—
AG). Por otra parte, el alelo MICA*018 sélo se observd en el grupo control con
1.19%, mientras que el alelo MICA*007:01 solo se encontr6 en el grupo de
pacientes con LIEC-AG, con una frecuencia del 0.80%. No se encontré asociacion

estadisticamente significativa con ningun alelo y el desarrollo de LIECs (Tabla 6c).

Tabla 6¢. Frecuencias alelicas del gene MICA (exones 2-3 y 4-5) en el grupo control y el

grupo de pacientes con LIEC-BG y -AG.

Alelos Controles LIEC-BG RM™ (95% IC) LIEC-AG RMZ(95% IC)

MICA n=420 (%) n=268 (%) n=124 (%)
*001 9 (2.14) 8 (2.98) NS 5 (4.03) NS
*002:01 120 (28.57) 95 (35.45) NS 43 (34.67) NS
*004 82 (19.52) 51 (19.03) NS 16 (12.90) NS
*007:01 0 (0.0) 0 (0.0) 1 (0.80)
*008:01 53 (12.61) 26 (9.70) NS 8 (6.45) NS
*010 118 (28.09) 59 (22.01) NS 42 (33.87) NS
017 33 (7.85) 29 (10.82) NS 9 (7.25) NS
*018 5 (1.19) 0 (0.0) 0 (0.0)

LIEC-BG, Lesiones Intraepiteliales Escamosas de Bajo Grado; LIEC-AG, Lesiones Intraepiteliales Escamosas de Alto
Grado; RM', Razén de momios calculada al comparar LIEC-BG vs Control; RM?, Razon de momios calculada al comparar

LIEC-AG vs Control; IC, intervalo de confianza; NS, el valor de p no fue significativo.

En cuanto a las frecuencias genotipicas de MICA analizando todos los exones, se
observaron 19 genotipos en el grupo control y 17 genotipos en ambos subgrupos
de pacientes (LIEC-BG y LIEC-AG) (Tabla 6d). Los genotipos *004/*007:01 y

*017/*017 no se encontraron en el grupo control. En el grupo de pacientes con



LIEC-BG no se hallaron los genotipos *004/*007:01 *001/*018, *002:01/*018,
*004/*017 y *008:01/*017, mientras que en el grupo de pacientes con LIEC-AG no
se observaron los genotipos *017/*017, *001/*008:01, *001/*018, *002:01/*018 y
*008:01/*010. El genotipo mas frecuente en todos los grupos fue *002:01/*002:01
con 18.09% en grupo control y 20.89% en mujeres con LIEC-BG. Mientras que
para el grupo de pacientes con LIEC-AG, los genotipos *002:01/*002:01 y
*010/*010 presentaron la misma frecuencia (19.35%). Por otro lado, los genotipos
con frecuencia menor a 1.0% en el grupo control fueron; *001/*008:01, *001/*018 y
*008:01/*017, en tanto para el grupo de mujeres con LIEC-BG, fueron los
genotipos *001/*004 y *001/*008:01.

Al hacer las comparaciones entre las frecuencias de los genotipos de MICA con el
grupo control y los grupos de pacientes con LIECs de bajo y alto grado, se
observé que el genotipo *002:01/*010, produce un riesgo significativo en el
desarrollo de lesiones de alto grado (p<0.05, RM=4.30, 1.34-13.90, 1C95%).
Cuando calculamos el valor de PA, encontramos un 9.80%, lo que indica que mas
del 9.0% de las pacientes con LIEC-AG, pueden estar predispuestas al desarrollo

de lesiones cervicales por la influencia de este genotipo (Tabla 6d).



Tabla 6d. Frecuencias de genotipo del gene MICA (exones 2-3 y 4-5) en el grupo de
pacientes con LIEC-BG y —-AG y el grupo control.

Genotipos Control LIEC-BG RM" (95%IC) LIEC-AG RM? (95%IC)
MICA n=210 (%) n=134 (%) n= 62(%)
*001/002:01 4 (1.90) 4 (2.98) NS 2 (3.22) NS
*001/*004 3(1.42) 1(0.74) NS 1(1.61) NS
*001/008:01 1(0.47) 1(0.74) NS 0 (0.0)
*001/*010 0(0.0) 2 (1.49) 2 (3.22)
*001/*018 1(0.47) 0(0.0) 0 (0.0)
*002:01/%002:01 38 (18.09) 28 (20.89) NS 12 (19.35) NS
*002:01/*004 14 (6.66) 17 (12.68) NS 4 (6.45) NS
*002:01/*008:01 9 (4.28) 7 (5.22) NS 4 (6.45) NS
*002:01/%010 7 (3.33) 5(3.73) NS 8(12.90)  4.30(1.34-13.90)
*002:01/%017 6 (2.86) 6 (4.47) NS 1(1.61) NS
*002:01/%018 4 (1.90) 0(0.0) 0 (0.0)
*004/*004 19 (9.05) 11 (8.20) NS 3 (4.83) NS
*004/*007:01 0(0.0) 0(0.0) 1(1.61)
*004/*008:01 7 (3.33) 4 (2.98) NS 1(1.61) NS
*004/%010 17 (8.09) 7 (5.22) NS 2(3.22) NS
*004/%017 3(1.42) 0(0.0) 1(1.61) NS
*008:01/*008:01 11 (5.24) 4 (2.98) NS 1(1.61) NS
*008:01/*010 12 (5.71) 6 (4.47) NS 0 (0.0)
*008:01/017 2 (0.95) 0(0.0) 1(1.61) NS
*010/%010 30 (14.28) 10 (7.46) NS 12 (19.35) NS
*010/%017 22 (10.48) 19 (14.17) NS 6 (9.67) NS
*017/%017 0 (0.0) 2 (1.49) 0 (0.0)

LIEC-BG, Lesiones Intraepiteliales Escamosas de Bajo Grado; LIEC-AG, Lesiones Intraepiteliales Escamosas de Alto
Grado; RM', Razén de momios calculada al comparar LIEC-BG vs Control; RM?, Razon de momios calculada al comparar
LIEC-AG vs Control; IC, intervalo de confianza; NS, el valor de p no fue significativo; + p<0.05. Se muestran sdlo los datos

estadisticamente significativos (p<0.05).

Relacion entre los polimorfismos de MICA y VPH

Para analizar las frecuencias de la regién microsatelital y los alelos del gene MICA

en relacion a la infeccion por VPH, se compararon pacientes VPH positivas contra



controles o pacientes VPH negativas. Se observd que existe una mayor frecuencia
de la infeccidon en mujeres con el microsatélite A9 (p<0.05, RM=1.43, 1C95% 1.06-
1.94) (Tabla 7a) y el alelo MICA*002:01 (p<0.05, RM=1.37, 1C95% 1.0-1.88)
(Tabla 7b). Al calcular el valor de PA, se obtuvieron 13.56% y 9.54%,
respectivamente. Esto indica que las mujeres que portan el microsatélite A9 vy el
alelo MICA*002:01, pueden ser mayormente vulnerables a adquirir una infeccién
por VPH y desarrollar una lesion intraepitelial escamosa cervical de casi 13.0% y
9.0%, correspondientemente. El resto de los polimorfismos no revelaron ninguna
asociacion, incluso al comparar entre pacientes VPH positivas con diferente grado
de lesion (LIEC-BG y -AG).

Tabla 7a. Distribucion de los microsatélites del gene MICA (ex6n 5) y VPH. Se hizo una
comparacion entre pacientes (LIEC-BG y —AG) positivas y negativas a VPH y mujeres sin

infeccién por VPH (grupo control).

Control VPH (-) VPH (+)
Microsatélite OR' (95% IC) OR? (95% IC)
n=420(%) n=36(%) n=348(%)
A4 14 (3.33) 0 (0.0) 14 (4.02) NS
A5 118 (28.09) 6 (16.66) NS 90 (25.86) NS
A5.1 53 (12.62) 4 (11.11) NS 29 (8.33) NS
A6 82(19.52) 7 (19.44) NS 58 (16.66) NS
A9 153 (36.43) 19 (52.77) NS 157 (45.11)  1.43 (1.06-1.94)

VPH ( - ) pacientes negativas a infeccion con VPH pero diagnosticadas con una LIEC por citologia e histologia; VPH ( + )
pacientes positivas a infeccion con VPH y diagnosticadas con una LIEC por citologia e histologia; RM', Razén de momios
calculada al comparar LIEC-BG vs Control; RM?, Razén de momios calculada al comparar LIEC-AG vs Control; IC, intervalo

de confianza; NS, el valor de p no fue significativo; todos los datos mostrados son estadisticamente significativos p<0.05.



Tabla 7b. Distribucion de los alelos del gene MICA (exones 2-3 y 4-5) y VPH. Se hizo una

comparacion entre pacientes (LIEC-BG y —AG) positivas y negativas a VPH y mujeres sin

infeccion por VPH (grupo control).

Control VPH (-) VPH (+)
MICA RM' (95% IC) RM? (95% IC)
n=420 (%) n=36 (%) n=348 (%)
*001 9 (2.14) 0 (0.0) 13 (3.73) NS
*002:01 120 (20.57) 14 (38.88) NS 123 (35.34) 1.37 (1.0-1.88)
*004 82 (19.52) 7 (19.44) NS 58 (16.66) NS
*007:01 0 (0.0) 0 (0.0) 1(0.28)
*008:01 53 (12.61) 4 (11.11) NS 30 (8.62) NS
*010 118 (28.09) 6 (16.66) NS 90 (25.86) NS
*017 33 (7.85) 5 (13.88) NS 33 (9.48) NS
*018 5(1.19) 0 (0.0) 0 (0.0)

VPH ( - ) pacientes negativas a infeccion con VPH pero diagnosticadas con una LIEC por citologia e histologia; VPH ( + )
pacientes positivas a infeccion con VPH y diagnosticadas con una LIEC por citologia e histologia; RM', Razén de momios
calculada al comparar LIEC-BG vs Control; RM?, Razon de momios calculada al comparar LIEC-AG vs Control; IC, intervalo

de confianza; NS, el valor de p no fue significativo; todos los datos mostrados son estadisticamente significativos p<0.05.

De igual forma se hizo el analisis de las frecuencias genotipicas de la region
microsatelital y los alelos y la infeccion por VPH. Al comparar los valores del grupo
control y el grupo de pacientes con LIEC-BG y —AG, los datos indicaron que no

hubo ninguna asociacién estadisticamente significativa (Tabla 7c y 7d).



Tabla 7c. Distribucion de genotipos de los microsatélites del gene MICA (exén 5) y VPH.
Se hizo una comparacion entre pacientes (LIEC-BG y —AG) positivas y negativas a VPH y

mujeres sin infeccién por VPH (grupo control).

Control VPH (-) OR’ VPH (+) OR?
Genotipo

n=210(%) n=18(%) (95%IC) n=174(%) (95%IC)
A4/A4 1(0.48) 0(0.0) 0(0.0)
A4/A5 0 (0.0) 0 (0.0) 4 (2.29)
A4/A5.1 1(0.48) 0 (0.0) 1 (0.57) NS
A4/A6 3(1.43) 0 (0.0) 3(1.72) NS
A4/A9 8 (3.81) 0 (0.0) 6 (3.44) NS
AS5/A5 30 (14.28) 0 (0.0) 20 (11.49) NS
A5/A5.1 12 (5.71) 2 (11.11) NS 4 (2.29) NS
A5/A6 17 (8.09) 1 (5.55) NS 7 (4.02) NS
AS5/A9 29 (13.80) 3 (16.66) NS 35 (20.11) NS
A5.1/A5.1 11 (5.24) 0 (0.0) 5 (2.87) NS
A5.1/A6 7 (3.33) 1 (5.55) NS 3(1.72) NS
A5.1/A9 11 (5.24) 1 (5.55) NS 11 (6.32) NS
A6/A6 19 (9.05) 1 (5.55) NS 13 (7.47) NS
A6/A9 17 (8.09) 3 (16.66) NS 19 (10.91) NS
A9/A9 44 (20.95) 6 (33.33) NS 43 (24.71) NS

VPH ( - ) pacientes negativas a infeccion con VPH pero diagnosticadas con una LIEC por citologia e histologia; VPH ( + )
pacientes positivas a infeccion con VPH y diagnosticadas con una LIEC por citologia e histologia; RM', Razén de momios
calculada al comparar VPH ( + ) vs Control; RM?, Razén de momios calculada al comparar VPH (- ) vs Control; IC, intervalo

de confianza; NS, el valor de p no fue significativo.



Tabla 7d. Distribucion de genotipos del gene MICA (exones 2-3 y 4-5) y VPH. Se hizo una
comparacion entre pacientes (LIEC-BG y —AG) positivas y negativas a VPH y mujeres sin

infeccion por VPH (grupo control).

Control VPH (+) RM' VPH (-) RM?
Genotipo

n=210(%) n=174 (%) (95%IC) n=18 (%) (95%IC)
*001/*002:01 4 (1.90) 6 (3.44) NS 0(0.0) -
*001/*004 3(1.42) 2 (1.14) NS 0 (0.0)
*001/*008:01 1(0.47) 1(0.57) NS 0 (0.0)
*001/*010 0 (0.0) 4 (2.29) 0 (0.0)
*001/*018 1(0.47) 0 (0.0) 0 (0.0)
*002:01/*002:01 38 (18.09) 36 (20.68) NS 4 (22.22) NS
*002:01/*004 14 (6.66) 17 (9.77) NS 3 (16.66) NS
*002:01/*008:01 9 (4.28) 11 (6.32) NS 0 (0.0)
*002:01/*010 7 (3.33) 12 (6.89) NS 1 (5.55) NS
*002:01/%017 6 (2.86) 5 (2.87) NS 2 (11.11) NS
*002:01/*018 4 (1.90) 0 (0.0) 0(0.0) -
*004/%004 19 (9.05) 13 (7.47) NS 1 (5.55) NS
*004/007:01 0 (0.0) 1(0.57) 0(0.0) -
*004/008:01 7 (3.33) 4 (2.29) NS 1 (5.55) NS
*004/010 17 (8.09) 7 (4.02) NS 1 (5.55) NS
*004/017 3(1.42) 1(0.57) NS 0(0.0) -
*008:01/*008:01 11 (5.24) 5(2.87) NS 0(0.0) -
*008:01/010 12 (5.71) 4 (2.29) NS 2 (11.11) NS
*008:01/*017 2 (0.95) 0 (0.0) 1 (5.55) NS
*010/010 30 (14.28) 20 (11.49) NS 0(0.0) -
*010/017 22 (10.48) 23 (13.21) NS 2 (11.11) NS
*017/%017 0 (0.0) 2 (1.14) 0(0.0)

VPH ( - ) pacientes negativas a infeccion con VPH pero diagnosticadas con una LIEC por citologia e histologia; VPH ( + )
pacientes positivas a infeccion con VPH y diagnosticadas con una LIEC por citologia e histologia; RM', Razén de momios
calculada al comparar VPH ( + ) vs Control; RM?, Razon de momios calculada al comparar VPH (-) vs Control; IC, intervalo

de confianza; NS, el valor de p no fue significativo.



Frecuencias de alelo y genotipo de los SNPs de TNFay LTA

La distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos de la
region promotora de TNFa y +252 de la LTA en controles y pacientes estan
mostrados en la Tabla 8. Al comparar entre las frecuencias alélicas de los grupos
de control y pacientes (LIEC-BG y LIEC-AG), se encontré que el SNP TNFa-376
presentd una asociacion de susceptibilidad con el alelo A y una asociacién de
proteccion con el alelo G en las LIECs de bajo grado (p<0.05, RM=2.81, 1C95%
1.09-7.44; y p<0.05, RM=0.36, IC95% 0.13-0.92, respectivamente).

En la comparacion de las frecuencias de los genotipos de los SNPs de la regién
promotora de TNFa y la LTA se observé tanto en pacientes como en controles que
el genotipo G/G fue el mas frecuente en los SNPs -163, -238, -244, -308 y -376; el
genotipo C/C lo fue en -857 y -863; mientras que el genotipo T/T y A/A fue en las

posiciones -1031 y +252, respectivamente (Tabla 8).

Se observé un aumento estadisticamente significativo de la frecuencia del
genotipo G/A de TNFa-376 (p<0.05, RM=2.48, IC95% 0.98-6.25) al comparar el
grupo de LIEC-BG con el grupo control. El valor de PA fue de 5.45%, lo que indica
que mas del 5% de las pacientes con LIEC-BG pueden estar predispuestas al
desarrollo de lesiones cervicales por la influencia del alelo A. No hubo diferencias
estadisticamente significativas en las frecuencias de genotipos en las posiciones -
163, -238, -244, -308, -857, -863 y -1,031 de la region promotora de TNFa.

Para observar la influencia de los alelos de susceptibilidad de cada SNPs en sus
genotipos heterocigotos y homocigotos, se agruparon sus frecuencias y se
compararon contra el otro genotipo homocigoto (Tabla 8). El genotipo G/G de la
posicion TNFa-376 mostré6 una asociacion significativa de proteccion en las
pacientes con LIEC-BG (p<0.05, RM=0.37, IC95% 0.14-0.99).



La distribucion de frecuencias de alelos y genotipos en la posicién +252 de la LTA
(Tabla 8) en el grupo control y las pacientes con LIEC-BG, el genotipo mas comun
fue A/A con 44.87% y 45.45%, respectivamente, mientras que al hacer la
comparacion entre el grupo control y las pacientes con LIEC-AG, la frecuencia del
genotipo A/G fue mas frecuente con 54.23%. No hubo asociacion
estadisticamente significativa entre cualquiera de los alelos y genotipos de la

posicion +252 de la LTA y el riesgo de desarrollar LIECs.

Cuando se hizo la agrupacion de las frecuencias del genotipo homocigoto (G/G) y
heterocigoto (A/G) en la posicion LTA +252, nuevamente no encontramos ninguna
diferencia estadisticamente significativa entre las pacientes con LIEC-BG, -AG y el

grupo control (Tabla 8).



Tabla 8. Frecuencias de alelo y genotipo de los polimorfismos de TNFay LTA.

SNP 1 LIEC-AG )
Alelo Control n(%) LIEC-BG n(%) RM" (95%IC) (%) RM* (95%IC)
Genotipo
TNFa
-163
G 403 (98.59) 264 (100.0) 118 (100.0)
A 7 (1.70) 0 (0.0) 0 (0.0)
GG 198 (96.58) 132 (100.0) Referencia 59 (100.0) Referencia
GA 7 (3.14) 0 (0.0) 0 (0.0)
GA/AA 7 (3.14) 0(0.0) 0 (0.0)
-238
G 403 (98.30) 264 (100.0) 118 (100.0)
A 7 (1.70) 0 (0.0) 0(0.0)
GG 199 (97.07) 132 (100.0) Referencia 59 (100.0) Referencia
GA 5(2.93) 0 (0.0) 0(0.0)
AA 1(0.48) 0 (0.0) 0(0.0)
GA/AA 6 (2.92) 0 (0.0) 0 (0.0)
-244
G 404 (98.53) 261 (98.86) NS 118 (100.0)
A 6 (1.46) 3(1.13) NS 0 (0.0)
GG 199 (97.07) 129 (97.72) Referencia 59 (100.0) Referencia
GA 6 (2.93) 3(2.27) 0(0.0)
GA/AA 6 (2.92) 3(2.27) NS 0(0.0)
-308
G 387 (94.40) 250 (94.69) NS 115 (97.45) NS
A 3 (5.60) 4 (5.30) NS 3 (2.54) NS
GG 183 (89.26) 122 (92.42) Referencia 56 (94.91) Referencia
GA 21 (10.24) 0 (7.57) NS 3 (5.08) NS
AA 1(0.48) 0 (0.0) 0 (0.0)
GA/AA 22 (10.73) 10 (7.57) NS 3 (5.08) NS
-376
G 402 (98.04) 250 (94.69) 0.36 (0.13-0.92)" 117 (99.15)
A 8 (1.95) 14 (5.30) 2.81(1.09-7.44)" 1(0.84)
GG 197 (96.09) 119 (90.15) Referencia 58 (98.30) Referencia
GA 8 (3.90) 12 (9.09) 2.48 (0.98-6.25)" 1(1.69)
AA 0 (0.0) 1(0.75) 0 (0.0)
GA/AA 8 (3.90) 13 (9.85) NS 1(1.69) NS




Tabla 8. Continuacion. Frecuencias de alelo y genotipo de los polimorfismos de TNFa y
LTA.

SNP
Alelo Control n(%)  LIEC-BG n(%) RM' (95%IC) L'Ei'AG RM? (95%IC)
Genotipo n(*%)
-857
304 (74.14) 186 (70.45) 83 (70.33)
T 106 (25.85) 78 (29.54) 35 (29.66)
CcC 114 (55.60) 63 (47.72) Referencia 30 (50.84) Referencia
CT 76 (37.07) 59 (44.69) NS 23 (38.98) NS
TT 15 (7.31) 10 (7.57) NS 6 (10.16) NS
CT/TT 91 (44.40) 69 (52.28) NS 29 (49.15) NS
-863
C 360 (87.80) 237 (89.77) 110 (93.22)
A 50 (12.19) 27 (10.22) 8 (6.77)
CcC 160 (78.04) 106 (80.30) Referencia 52 (88.13) Referencia
AC 40 (19.51) 25 (18.93) NS 6 (10.16) NS
AA 5 (2.43) 1(0.75) NS 1(1.69) NS
AC/AA 45 (21.95) 26 (19.70) NS 7 (11.87) NS
-1031
T 345 (84.14) 223 (84.46) 102 (86.44)
C 65 (15.85) 41 (15.53) 16 (13.55)
TT 147 (71.70) 93 (70.45) Referencia 45 (76.27) Referencia
CT 51 (24.87) 37 (28.03) NS 12 (20.33) NS
CcC 7 (3.41) 2 (1.51) NS 2(3.38) NS
CT/CC 58 (28.30) 29 (29.55) NS 14 (23.73) NS
LTA
+252
273 (66.58) 176 (66.66) 74 (62.71)
G 137 (33.41) 88 (33.33) 44 (37.28)
AA 92 (44.87) 60 (45.45) Referencia 21 (35.59) Referencia
AG 89 (43.41) 56 (42.42) NS 32 (54.23) NS
GG 24 (11.70) 16 (12.12) NS 6 (10.16) NS
AG/GG 113 (55.13) 72 (54.55) NS 38 (64.40) NS

LIEC-BG, Lesiones Intraepiteliales Escamosas de Bajo Grado; LIEC-AG, Lesiones Intraepiteliales Escamosas de Alto
Grado; RM', Razén de momios calculada al comparar LIEC-BG vs Control; RM?, Razon de momios calculada al comparar

LIEC-AG vs Control; IC, intervalo de confianza; NS, el valor de p no fue significativo; + p<0.05.



Relaciéon entre SNPs de TNFay LTAy VPH

Se evaluo la asociacion entre las frecuencias genotipicas de los SNPs de la region
promotora de TNFa y la posicidon +252 de LTA con la infeccion por VPH. Los
resultados indicarion que no hay diferencias estadisticamente significativas (Tabla
9).



Tabla 9. Distribucién de genotipos de TNFa y LTA y VPH. Se hizo una comparacion entre

pacientes (LIEC-BG y —AG) positivas y negativas a VPH y mujeres sin infeccién por VPH

(grupo control).

Genotipos Control HPV (+) HPV (-)

TNFo/ LTA  n=205 (%) n=172 (%) n=16 (%) Valordep RM (85%IC)
TNFo-163
GG 198 (96.58) 172 (100.0) 16 (100.0) 0.017%, 1.0~
GA/AA 7 (3.14) 0 (0.0) 0 (0.0)
TNFa-238
GG 199 (97.07) 172 (100.0) 16 (100.0) 0.033%, 1.0~
GA/AA 6 (2.92) 0 (0.0) 0 (0.0)
TNFa-244
GG 199 (97.07) 169 (98.25) 16 (100.0) 0.51%, 1.0 1.70 (0.37-8.71)%
GA/AA 6 (2.92) 3(1.74) 0 (0.0)
TNFa-308
GG 183(89.27)  161(93.60) 14 (87.50) 0.13% 0.68” 1.76 (0.79-4.0)®
GA/AA 22 (10.73) 11 (6.40) 2 (12.50) 0.84 (0.16-5.75)”
TNFa-376
GG 197 (96.09) 160 (93.02)  15(93.75) 0.18% 0.49” 0.54 (0.20-1.46)°
GA/AA 8 (3.90) 12 (6.98) 1 (6.25) 0.61 (0.07-13.83)”
TNFa-857
cc 114 (55.60) 82 (47.67) 11 (68.75) 0.12%,0.30° 0.73 (0.47-1.12)°
CT/TT 91 (44.40) 90 (52.32) 5 (31.25) 1.76 (0.54-6.04)"
TNFa-863
cc 160 (78.05) 142 (82.56) 13 (81.25) 0.27%, 1.0 1.33 (0.77-2.30)
CA/AA 45 (21.95) 30 (17.44) 3(18.75) 1.22 (0.31-5.65)"
TNFa-1031
TT 147 (71.70)  125(72.67) 10 (62.50) 0.83%, 0.40” 1.05 (0.65-1.69)
TC/CC 58 (28.30) 47 (27.32) 6 (37.50) 0.66 (0.21-2.15)”
LTA+252
AA 92 (44.87) 73 (42.44) 6 (37.50) 0.63%, 0.56° 0.91 (0.59-1.39)°
GA/AA 113 (55.13) 99 (57.56) 10 (62.50) 0.74 (0.23-2.31)°

VPH ( - ) pacientes negativas a infeccion con VPH y diagnosticadas con una LIEC por citologia e histologia; VPH ( + )

pacientes positivas a infeccion con VPH y diagnosticadas con una LIEC por citologia e histologia; RM, razén de momios; IC,

intervalo de confianza; a, valor de p para la distribucién de genotipos homocigotos y heterocigotos recesivos entre pacientes

con VPH ( +); b, valor de p para la distribucion de genotipos homocigotos y heterocigotos recesivos entre pacientes con

VPH ( -); *, El andlisis estadistico fue a través de una prueba de Fisher; NS, el valor de p no fue significativo.



Combinacién de genotipos de los SNPs de TNFay LTA

Se analizaron las frecuencias de las combinaciones de los genotipos de los SNPs
estudiados de la region promotora de TNFa y la posicidn +252 de LTA (a-163, a-
238, a 0-244, a-308, a0-376, a-857, a-863, a-1031, B+252). Se encontraron 56
combinaciones diferentes de genotipos. De las cuales, la combinacion del
genotipo G/G-G/G-G/G-G/G-G/G-C/T-C/C-T/T-G/A mostrd una tendencia de riesgo
para desarrollar LIEC-AG, aunque el resultado no fue estadisticamente
significativo (p=0.052) (Tabla 10).

Tabla 10. Frecuencias de genotipos mas relevantes entre los SNPs de TNFa/LTA entre el

grupo control y los subgrupos de pacientes (LIEC-BG y —AG).

Genotipos de TNFa y LTA Control LIEC-BG LIEC-AG

RM (95%C)? RM (95%IC)®

(-163, -238, -244, -308, -376, -857, -863, -1031, +252) n=205 (%) n=132 (%) n=59 (%)
G-G/G-G/G-G/G-G/G-G/C-C/C-C/T-TIG-A 22(10.73) 13 (9.84) 9 (15.25) 1.50 (0.60-3.69)
G-G/G-G/G-G/G-G/G-G/C-T/C-C/T-T/A-A 22(10.73) 21(15.9) 1.57 (0.79-3.14) 7(11.86) 1.12 (0.41-2.96)
G-G/G-G/G-GIG-G/G-G/C-TIC-C/T-T/G-A 22(10.73) 18 (13.63) 1.31 (0.64-2.68) 12 (20.33) 2.12 (0.91-4.89) p=0.052
G-G/G-G/G-G/G-G/G-G/C-C/C-C/T-T/G-G 17 (8.29) 11 (8.33) 1.01 (0.42-2.36) 6 (10.16) 1.25 (0.42-3.60)
G-G/G-G/G-G/G-G/G-G/T-T/C-C/T-TIA-A 15 (7.31) 8 (6.06) 5 (8.47) 1.17 (0.35-3.66)
G-G/G-G/G-G/G-G/G-G/C-C/A-CIT-CIA-A 7 (3.41) 6 (4.54) 1.35 (0.39-4.58) 2(3.38)
G-G/G-G/G-G/G-G/G-G/C-T/A-CIT-CIA-A 7 (3.41) 9 (6.81) 2.07 (0.68-6.35) 1(1.69)
G-G/G-G/G-G/G-G/G-G/C-C/A-CIT-CIG-A 6(2.92) 8 (6.06) 2.14 (0.66-7.14) 3 (5.08) 1.78 (0.34-8.34)
G-G/G-G/G-G/G-A/G-G/C-C/C-C/T-T/G-A 5 (2.43) 3(2.27) 3 (5.08) 2.14 (0.39-10.71)
G-G/G-G/G-G/G-G/G-G/C-C/C-C/T-CIG-A 4 (1.95) 1(0.75) 3 (5.08) 2.69 (0.46-14.78)
G-G/G-G/G-G/G-G/G-G/C-T/C-C/T-CIA-A 2(0.97) 2(1.51) 1.56 (0.16-15.70) 2(3.38) 3.63 (0.36-36.98)
G-G/G-G/G-G/G-G/G-A/C-C/C-C/T-TIG-A 1(0.48) 1(0.75) 1.56 (0.0-57.45) 1(1.69) 3.52 (0.0-130.89)

@ Comparacion entre pacientes con LIEC-BG y controles; ® Comparacién entre pacientes con LIEC-AG y controles; RM?,
Razén de momios calculada al comparar LIEC-BG vs Control; RMP, Razon de momios calculada al comparar LIEC-AG vs

Control; IC, intervalo de confianza; ningun valor mostrado fue estadisticamente significativo.



Haplotipos de los SNPs de TNFa/LTA

Se analizaron ocho SNPs a través de los loci TNFa-LTA (-238, -244, -308, -376, -
857, -863, -1031 y +252). En la Figura 13 A y 13 B se muestra el desequilibrio de
enlace (LD Plot) de los SNPs en los genes de TNFa-LTA de pacientes con LIEC-
BG y LIEC-AG, respectivamente.

Figura 13. Esquemas (LD Plot) del desequilibrio de ligamiento del programa Haploview
4.1 entre los SNPs de la region promotora de TNFa y la posicion +252 de la LTA y las
pacientes con LIEC-BG (13A )y LIEC-AG (13B).

La Tabla 11, muestra los analisis de asociacion de los ocho SNPs a través de los
loci TNFa-LTA tipificados en mujeres sanas (controles) y pacientes con LIEC-BG y
-AG. Se identificaron 10 haplotipos para el grupo control, 8 haplotipos para
pacientes con LIEC-BG y 7 haplotipos para pacientes con LIEC-AG y fue el
haplotipo ATCCGGGG el mas frecuente en todos los grupos: control (30.8%),
pacientes con LIEC-BG (45.6%), y pacientes con LIEC-BG (34.0%).



Cuando se compararon las frecuencias del genotipo GTCTGGGG entre los
subgrupos de pacientes y el grupo control, en LIEC-BG se observé un aumento
significativo del riesgo en mas de 8 veces (p<0.05, RM=8.33, IC95% 5.12-13.61),
en tanto que para pacientes con LIEC-AG el aumento fué de mas de 3 veces
(p<0.05, RM=3.85, IC95% 2.05-7.23).

Por otro lado, los haplotipos ATCCGGGG y ACACGGGG confirieron un riesgo
para el desarrollo de LIEC-BG 4 veces mayor (p<0.05, RM=4.36, IC95% 3.09-
6.15) y casi 3 veces (p<0.05, RM=2.68, IC95% 1.09-6.75), respectivamente.
Mientras que el haplotipo ATCTGGGG presentd un efecto protector significativo al
comparar las frecuencias del grupo de LIEC-BG con el grupo control (p<0.05,
RM=0.39, IC95% 0.21-0.70). Asi mismo, el haplotipo ATACGGGG mostré un
efecto de proteccion en pacientes con LIEC-BG (p<0.05, RM=0.19, 1C95% 0.06-
0.59) y de riesgo en el grupo de pacientes con LIEC-AG de mas de 2 veces
(p<0.05, RM=2.43, IC95% 1.26-4.69).

Tabla 11. Haplotipos comunes de los loci TNFa/LTA y analisis de asociacion entre los

grupos de pacientes con LIEC-BG y LIEC-AG y el grupo control.

Haplotipos Control (%) LIEC-BG (%) X p RM (95% CI)> LIEC-AG (%) X ) RM (95% CI)°
ATCCGGGG 30.8 456 15.97 6.43E-05 4.36 (3.09-6.15) 34.0 2.93 0.0867

GTCCGGGG 15.3 7.9 8.74 0.0031 - 13.5 2.33 0.1263

ATCTGGGG 15.1 4.5 20.27 6.70E-06 0.39 (0.21-0.70) 8.5 1.02 0.3122

ATACGGGG 7.3 1.0 13.50 2.00E-04 0.19 (0.06-0.59) 16.2 30.10 4.09E-08 2.43 (1.26-4.69)
GTCTGGGG 6.7 254 50.99 9.26E-13 8.33(5.12-13.61) 211 0.19 0.6626 3.85 (2.05-7.23)
ACCCGGGG 5.6 6.4 0.22 0.6363 - 1.7 5.37 0.0204

GCCCGGGG 4.4 0.0 12.55 4.00E-04 - 0.0 4.77 0.0289

GTCCGAGG 3.9 0.0 10.83 0.001 - 1.7 0.05 0.8133

ACACGGGG 2.2 3.9 1.61 0.2041 2.68 (1.09-6.75) 0.0 5.80 0.016

ACCTGGGG 2.0 0.0 5.34 0.0208 - 0.0 2.16 0.1415

ACACAAGG' 0.0 2.7 10.98 9.00E-04 - 0.0

" Frecuencia de haplotipos;T Haplotipo solamente encontrado en pacientes con LIEC-BG;  Comparaciones entre pacientes
con LIEC-BG y controles; b Comparaciones entre pacientes con LIEC-AG y controles; RM Razén de Momios; todos los

datos estadisticamente significativos estan mostrados (p<0.05).



7. Discusion de Resultados

Factores de riesgo relacionados con CaCu

Existe una diversidad de estudios epidemioldgicos reportados en CaCu en el
mundo, donde ha quedado demostrado que ademas de la infeccién por VPH, la
multiparidad, el numero de parejas sexuales, la edad de inicio de relaciones
sexuales, la edad de la menarca, el uso de anticonceptivos, la deficiencia en la
alimentacion, el nivel de escolaridad, otras enfermedades de transmision sexual y
el consumo de tabaco, entre otros, son factores de riesgo en el desarrollo de

lesiones neoplasicas cervicales o cancer in situ (Rohan y Shah 2004).

En este estudio, al estudiar los factores epidemiolégicos de riesgo para el
desarrollo del CaCu; el tener un bajo nivel de estudios concuerda con los valores
reportados en el trabajo de la Dra. Palacio-Mejia y colaboradores (2003), quienes
encontraron un riesgo 10.9 veces mayor desarrollar CaCu cuando las mujeres
tienen escasos estudios. Por otro lado, se observd que el DIU fue el método
anticoneptivo usado en mayor porcentaje entre las pacientes. De acuerdo a un
reporte elaborado por la Organizacion Mundial de la Salud, se comprobd que el
DIU ademas de generar un riesgo para desarrollar la enfermedad inflamatoria
pélvica (EIP), y complicaciones en la infecundidad y el embarazo ectopico;
también incrementa el riesgo de contraer infecciones de transmisién sexual como
la infeccién por VPH (Steen y Shapiro 2004).

Todas las muestras cervicales de las pacientes que se recolectaron fueron
reportadas con una posible infeccion por VPH en su prueba citolégica (Pap) y en
el estudio colposcopico (Lanham et al., 2001). A pesar de este antecedente, se
encontraron 18 muestras (9.52%) negativas a la infecciéon por VPH (VPH -), la
mayoria de éstas correspondieron al grupo de pacientes con LIEC-BG (que
comprenden mujeres solo con infeccion por VPH y pacientes con NIC |). Es muy

probable que el primer diagndstico haya sido errébneo y que no tuvieran la



infeccién por VPH, debido a que tanto el estudio de Pap, asi como, la colposcopia
son técnicas subjetivas y presentan cierto porcentaje de error (Lazcano-Ponce et
al., 2001, Garcia et al., 2003).

La frecuencia del VPH-16 en nuestro estudio fué similar a la frecuencia que
encontré Kay y colaboradores (2003) en mujeres con LIEC-AG (reportadas como
NIC grado 2 y 3) en Sudafrica (50.0% y 56.6% respectivamente), lo que confirma
que la infeccién por VPH-16, sigue siendo uno de los principales factores para
desarrollar lesiones intraepiteliales escamosas y cancer cervical. Interesantemente
el VPH-58, fue el segundo tipo mas frecuente en las muestras estudiadas
(14.28%); esto mismo fue observado en otras poblaciones como Africa (12.8%) (Xi
et al., 2003), Colombia (11.2%) (Muhoz et al., 2004), y Jamaica (18.8%) (Watt et
al., 2009). Gonzalez-Losa y colaboradores (2004) encontraron que entre mujeres
diagnosticadas con LIEC-BG y -AG del estado de Yucatan (sureste de México), el
VPH-58 fue el mas frecuente (23.3% y 30.6% respectivamente), mientras que en
mujeres que fueron tratadas en las clinicas de displasias del IMSS en el estado de
Nayarit (oeste de México) su frecuencia fue del 12.12% (Aguirre-Hernandez et al.,
2007), lo que muestra que aun cuando se tiene una distribucién diferente de los
tipos de VPH en diferentes paises e incluso en el mismo pais, el VPH-58 es uno
de los tipos mas frecuentes en provocar infecciones cérvico-vaginales, lesiones
precursoras a cancer cervical y cancer cervical. Por otro lado, los resultados del
presente trabajo dan evidencia adicional de la distribucion de los tipos de VPH
mas frecuentes en una zona de la Ciudad de México y esta informacion podria
utilizarse para la formulacion de vacunas apropiadas para combatir la infeccién por

VPH especificos encontrados en mujeres mexicanas.
Polimorfismos del gene MICA
No hubo ninguna asociacion estadisticamente significativa cuando se compararon

las frecuencias alélicas de MICA (tomando en conjunto los exones 2-5), entre los

grupos de pacientes con LIEC-BG, -AG y el grupo control. Sin embargo, se



observo que el alelo MICA*002:01 presentd una tendencia de riesgo con el
desarrollo de LIECs de bajo grado (p=0.057, RM=1.37, IC95% 0.93-1.93),
mientras que el alelo MICA*008:01 mostré una tendencia de proteccidn contra el
desarrollo de LIECs de alto grado cuando se compar6é con el grupo control
(p=0.055, RM=0.48, 1C95% 0.20-1.08). Esto puede ser un indicio de que
probablemente el numero de muestras que se tipificaron fue insuficiente.
Seguramente, si se incrementan el numero de muestras, se aumentaria el poder

estadistico y las tendencias pueden volverse estadisticamente significativas.

Al comparar los resultados obtenidos de los exones 2-5, con los reportados por
Jumnainsong y colaboradores (2007) en mujeres con LIECs y CaCu en poblacién
Thai, observamos similitudes al no encontrar ninguna asociacién estadisticamente
significativa de los alelos del gene MICA y la susceptibilidad al desarrollo de
lesiones precursoras y cancer cervical. Por otro lado, en mujeres de los Paises
Bajos con carcinoma escamoso celular se encontré que el SNP 184 de MICA y el
genotipo homocigoto 184/184, tuvieron un riesgo de p<0.05, RM=1.31, 1C95%
1.03-1.67, y p<0.05, RM=1.51, IC 95% 1.02-2.24, respectivamente (Zoodsma et
al., 2005).

La mayoria de los reportes que han estudiado la asociacion del polimorfismo del
gene MICA con el desarrollo de las lesiones precursoras al CaCu y los diferentes
tipos histolégicos del cancer cervical (escamoso, adenocarcinoma vy
adenoescamoso) soélo relacionan la region microsatelital. Chen y colaboradores
(2005), reportan que no hay asociacion de los microsatélites de MICA con los
diferentes tipos histolégicos del CaCu. Ghaderi y colaboradores (1999 y 2001)
estudiaron la asociacion de la regién microsatélital del gene MICA en mujeres
suizas con diagndstico de neoplasias intraepitaliales cervicales y cancer cervical
invasor; sus resultados no mostraron ninguna asociacién. Sin embargo,
observaron que en las pacientes con una infecciéon por VPH-18 la frecuencia del
microsatélite A5 es mayor, pero la significancia estadistica se perdié al hacer la

correccion del valor de p.



A diferencia de lo reportado por Ghaderi en poblacion suiza, en el presente trabajo
se encontrd una asociacion del microsatélite A9 con el incremento del riesgo a
desarrollar una LIEC-BG (RM=1.53). Cuando evaluamos la PA, encontramos que
este riesgo se incrementd en un 16.0%. Por otro lado, los datos tuvieron una
mayor fuerza de asociacién, pues se encontré un riesgo de 1.37 veces mayor para
favorecer una infeccion por VPH en aquellas mujeres que portan el alelo
MICA*002:01, el cual tiene en su region microsatelital nueve repeticiones GCT
(Marsh et al., 2010). Nuevamente el valor de PA, indicé que el riesgo se
incrementa hasta casi un 9.0% cuando las mujeres portan el alelo MICA*002:01.
Los resultados hacen suponer que el alelo MICA*002:01 y su microsatélite A9,
pueden ser un marcador genético de susceptibilidad para las infecciones por VPH
y el desarrollo de lesiones precursoras de bajo grado en mujeres mexicanas.
Hasta lo reportado actualmente, este es el primer estudio en el mundo en el que

se encuentra esta ascociacion de susceptibilidad.

Al analizar las frecuencias genotipicas, encontramos que el genotipo de MICA
002:01/010 aumenta el riesgo del desarrollo de LIECs de alto grado. Las mujeres
que portan el alelo MICA*002:01 o el microsatélite A9 presentan una RM de 1.37 y
1.53, respectivamente, en el desarrollo de LIECs de bajo grado. Pero este riesgo
se incrementa hasta cuatro veces para desarrollar una lesion de alto grado cuando
las mujeres mexicanas portan también el alelo MICA*010. La frecuencia del alelo
MICA*010 fue mayor en pacientes con LIEC-AG (33.87%), dato muy similar a la
frecuencia encontrada en poblaciéon Thai en mujeres con lesiones precursoras a

CaCu (Jumnainsong et al., 2007).

Mediante estudios filogenéticos de los alelos del gene MICA se han reportado dos
linajes principales, el linaje | (LI) y Il (LIl), que agrupan 36 y 29 alelos,
correspondientemente. Las posiciones 684, 685, 697 y 713 del exdén 4, que
codifica el dominio a3, han servido para distinguir estos linajes. Los alelos de
MICA pertenecientes al linaje LI presentan el nucleétido T, G, T y G, mientras que

los alelos de MICA del linaje LIl portan C, A, C y C en cada una de dichas



posiciones. Estos cambios de nucleétidos estan implicadas en la sustitucion de
aminoacidos (una sinénima y tres no sindbnimas) en el exon 4. Las sustituciones no
sindbnimas, generan proteinas con sustituciones de aminoacidos no conservadas
(principalmente en las posiciones 206, 210, 213, y 251) y las cuales tienen
diferencias en funcion y estructura en el dominio a3 (codificado por el exon 4). Se
ha observado que todos los alelos de MICA pertenecientes al linaje LI tienen en la
posicion 213 Treonina (Thr) y s6lamente el 66.0% de los alelos de linaje LIl tienen
Isoleucina (/le). De la misma forma, 94.0% de los alelos de linaje LI tienen
Glutamina (GIn) en la posicion 251 y 66.0% de los alelos de linaje LIl tienen
Arginina (Arg). Y se ha sugerido que las proteinas de MICA generadas por los
alelos de linaje LI son menos susceptibles a ser cortadas por su conformacién

estructural que impide la afinidad de las proteasas (Choy y Phipss et al., 2003).

En el presente estudio, se encontré que el alelo MICA*002:01, el microsatélite A9
y el genotipo 002:01/010, favorecen la infeccién por VPH e incrementan el riesgo
del desarrollo de lesiones precursoras de bajo y alto grado. Se cree que la
conformacién de la proteina MICA generada en las pacientes mexicanas que
portan los polimorfismos 002:01/(A9) pueden tener afinidad con las proteasas para
favorecer el corte de esta proteina de la membrana de la célula cervical infectada
por VPH, porque de acuerdo al arbol filogenético que proponen Choy y Phipps
(2010), existe una cercania del alelo MICA*002:01 y su microsatélite (A9) a los
alelos que conforman el linaje LI, los cuales presentan una susceptibilidad a la
accion de las proteasas dependientes de su afinidad por el cambio estructural de
las sustituciones no conservadas en el dominio a3. Se ha reportado que en la
superficie de células tumorales, este dominio forma un complejo con la proteina 5
del reticulo endoplasmico (ERp5) para inducir un cambio conformacional que
permite el corte proteolitico de MICA por las proteasas ADAM (Kaiser et al., 2007).
Lo anterior debe ser confirmado mediante estudios que busquen la molécula de

MICA soluble en estas pacientes.



Por otro lado, hay un estudio con pacientes mexicanas diagnosticadas con
lesiones precursoras a CaCu y cancer cervical, donde reportaron un incremento
en el suero de MICA soluble y la baja expresion del receptor NKG2D en linfocitos
T (Arreygue-Garcia et al., 2008), favoreciendo la interaccion entre MICA soluble y
NKG2D que a su vez induce la internalizacion y degradacion del receptor y
estimula la expansion de células T CD4"'NKG2D" inmunosupresoras permitiendo
la evasién de la respuesta inmune por parte de las células tumorales (Groh et al.,
2002). En abril de este afio se confirmd que las lineas celulares de cancer cervical
CaLo e InBI, pueden secretar las proteinas de MICA y MICB y ademas también
expresan el receptor NKG2D que anterior a este trabajo, se consideraba exclusivo
de células leucocitarias. Los autores sugieren que las células tumorales utilizan los
mecanismos de estrés como posibles factores de crecimiento enddgenos que
ademas de ayudarlas a proliferar sirven como un mecanismo de evasién inmune
(Weiss-Steider et al., 2011).

Polimorfismos de los SNPs de TNFay LTA

La mayoria de los estudios de asociacion genética de TNF con enfermedades en
diferentes poblaciones han sido realizados con dos SNPs de la regiéon promotora
de TNFay LTA (Geng et al., 2007, Liu et al., 2010, Partida-Rodriguez et al., 2010).
Sin embargo, en el presente trabajo se pretendié analizar la mayoria de los SNPs
localizados en la regién promotora de TNFa (-163, -238, -244, -308, -376, -857, -
863 y -1031) y la posicion +252 del primer intron de LTA con la finalidad de
adquirir una perspectiva mas completa de las asociaciones de los SNPs de TNFa
y LTA con el desarrollo de lesiones precursoras a cancer cervical en mujeres

mexicanas.

Algunos estudios han indicado que los polimorfismos de los SNPs de la region
promotora de TNFa pueden ser un factor de contribucién para el desarrollo del
cancer cervical (Calhoun et al., 2002, Desphande et al., 2005, Singh et al., 2009).



Sin embargo, los SNPs de TNFa-163, -238, -244, -308, -857, -863 y -1031 en el

presente estudio no tuvieron asociacion con las LIECs.

Cuando comparamos la distribucion de las frecuencias de genotipos de los SNPs
TNFa -163 y -244 contra dos estudios diferentes, uno de ellos con mujeres
hispanas con cancer invasor cervical y VPH-16 positivas de los Registros de
Tumores en Nuevo México (Desphande et al., 2005) y el otro con pacientes con
cancer cervical tratadas en la Clinica Mayo (poblacion USA) (Calhoun et al., 2002),
se observd que hubo diferencias minimas (TNFa-163, 99.1%-G/G, 0.9%-G/A y
0.0%-A/A'y TNFa-244, 97.3% y 99.1%-G/G, 1.8% y 0.9%-G/Ay 0.9% y 0.0%-A/A,
respectivamente). Se puede deducir que por la proximidad geografica entre Nuevo
México y México las frecuencias observadas en las tres poblaciones comparadas
son muy semejantes. Por otro lado, en este estudio se encontrd una frecuencia del
2.93% del genotipo G/A en TNFa-244, a diferencia de otros estudios como en
pacientes con sarcoidosis de Hokaido, Japén (Yamaguchi et al., 2001) y en
pacientes Iranies con tuberculosis (Merza et al., 2009), donde encuentran solo el
genotipo G/G. Una posible explicacién puede ser el hecho de que el SNP TNFa-
244, ha sido reportado como el primer SNP de TNFa ligado a un haplotipo
extendido de HLA de origen Africano, lo cual puede indicar que esta altamente
conservado aun después de la serie de migraciones humanas que han ocurrido
(Baena et al., 2002).

Los SNPs TNFa-238 y -308 han sido unos de los mas estudiados en pacientes
que tienen lesiones precursoras a cancer cervical y cancer cervical invasivo. El
genotipo G/G de ambos SNPs es el mas frecuente en diferentes poblaciones, tales
como Reino Unido (89.0% y 52.0%) (Kirkpatrick et al., 2004), Nueva Dehli (96.0%
y 91.0%) (Kohaar et al., 2007) y Suiza (95.3% y 83.3%) (lvansson et al., 2008).
Con otras enfermedades, las frecuencias del genotipo G/G en estos SNPs también
son las mas frecuentes como lo demuestra un reporte en poblacion mexicana con
pacientes con lupus eritomatoso sistémico (92.7% y 94.5%) (Zufiiga et al., 2001), y

en mujeres del Reino Unido con cancer de mama (87.7% y 62.9%) (Azmy et al.,



2004). Por ultimo, un estudio con pacientes con absorcién espontanea recurrente
en poblacién China (88.8% y 90.8%) (Liu et al., 2010). En el presente estudio, las
frecuencias del genotipo G/G en ambos SNPs fueron los mas frecuentes y no se
encontré una asociacién estadistica significativa de ninguno de los dos, con el
desarrollo de lesiones precursoras al cancer cervical. De hecho, en todas las
pacientes (LIEC-BG y LIEC-AG) se presentd el genotipo homocigoto G/G
(genotipo dominante) del SNP TNFa-238. En otras poblaciones se ha observado
que el genotipo G/G es mas frecuente, mientras que los genotipos que acarrean el
alelo recesivo (G/A y AJA) presentan frecuencias bajas de 1.0% a 14.0%,
dependiendo la poblacién de estudio (Calhoun et al., 2002, Kirkpatrick et al., 2004,
Desphande et al., 2005, Kohaar et al., 2007, Ivansson et al., 2008). El genotipo
G/A del SNP TNFa-238 ha sido asociado con un efecto protector contra el
desarrollo de cancer cervical en pacientes de USA (RM=0.33, 1C95% 0.11-0.96)
(Calhoun et al., 2002), mientras que para pacientes de Corea del Norte, el alelo
TNFa-238 A esta asociado con una disminucidon en el riesgo a desarrollar
diferentes tipos de cancer (cervical, gastrico y carcinoma renal) (RM=0.25, 1C95%
0.10-0.64) (Jang et al., 2001). Al considerar los genotipos que acarrean el alelo A
recesivo de la posiciéon TNFa-308 (G/A y A/A), se encontré que las frecuencias de
los genotipos fueron menores entre los pacientes con LIEC-BG y LIEC-AG en
comparacion con las frecuencias del grupo control; esta misma disminucion en las
frecuencias de estos genotipos en TNFa-308, fue observado en pacientes del
Reino Unido con lesiones precursoras cervicales, donde este SNP, genera una
susceptibilidad para desarrollar displasias de bajo y alto grado (p<0.05)
(Kirkpatrick et al., 2004). Otros estudios demuestran que existe un riesgo de hasta
2 a 3 veces para desarrollar cancer cervical cuando las pacientes tienen el alelo A
y presentan los genotipos G/A o A/A (Duarte et al., 2005, Kohaar et al., 2007,
Singh et al., 2009). Las diferencias encontradas en las frecuencias de alelo y
genotipo en estos SNPs en los resultados del presente trabajo y lo publicado
anteriormente probablemente se expliquen por el poder estadistico del numero de
muestras estudiadas o por las diferencias que hay étnicamente entre las

poblaciones.



Con respecto a la posicion TNFa-376, se observd que 9.09% de las pacientes con
LIEC-BG tenian un genotipo G/A, en comparacion con un 3.90% en el grupo
control. Esta diferencia resultd ser estadisticamente significativa (Tabla 8). Este
SNP no ha sido muy estudiado en otros padecimientos. Calhoun y colaboradores
(2002) estudiaron cuatro SNPs de TNFa en pacientes con cancer cervical; uno de
ellos fue el SNP TNFa-376, el cual resultdé ser un factor de riesgo para el
desarrollo de cancer cervical. En dos poblaciones genéticamente distintas de
Africa (Gambia y Kenia) se reporté una asociacién de susceptibilidad con TNFa-

376 que incrementa 4 veces el riesgo a malaria cerebral (Kaushansky et al., 1994).

Hasta el momento, no se conoce con certeza el efecto biolégico del SNP TNFa-
376, sin embargo, este SNP esta localizado en la regién promotora del gene TNFa
(Zhao et al., 2007). Knight y colaboradores (1999) sugirieron que en este SNP
ocurren multiples interacciones de DNA-proteinas, y que el alelo menos comun
(TNFa-376 A) actua para reclutar el factor de transcripcién Oct-1 en esta area.
Oct-1, es un factor de transcripcion cuyas interacciones con otras proteinas
controlan diversos efectos en la regulaciéon de genes, en la mayoria de los casos
actuando como un potenciador, pero en algunos otros contextos actuando como
un represor en la transcripcion (Kaushansky et al., 1994, Wu et al., 1997, Holmes
et al., 2003). Probablemente, el genotipo G/A de la posicion TNFa-376 este
confiriendo una susceptibilidad a desarrollar lesiones precursoras de bajo grado
por una modificacién de la transcripcion producida por el alelo A. Esta idea es
apoyada también por el valor obtenido de PA, el cual indica que cerca de 6.0% de
las pacientes con LIEC-BG pueden estar desarrollando esta lesion por la influencia
del alelo A. Mas aun, cuando se agruparon los genotipos del alelo A (G/A 'y A/A),
los resultados muestran que el genotipo G/G, confiere una proteccion para el
desarrollo de LIEC-BG (Tabla 8).

En la posicion TNFa-857 se observd una tendencia de proteccion con los
genotipos que acarrean el alelo T (C/T y T/T). En ambas posiciones no se

obtuvieron diferencias estadisticamente significativas, posiblemente por el nimero



de muestras analizadas en el grupo de pacientes. Deshpande y colaboradores
(2004) lo describieron en mujeres hispanas con cancer cervical invasor vy
encontraron un efecto protector. Mientras que Ivansson y colaboradores (2008)
reportaron que la posicion -857 de TNFa y otros SNPs no tenia asociacion con el
cancer cervical, a pesar de que fue un estudio con suficiente poder estadistico

para detectar estas asociaciones.

Diferentes estudios han reportado la relacion entre la expresion de la citocina
TNFa y los SNPs -857 (C/T) y -863 (C/A) de la regién promotora del gene TNFa,
sugiriendo que los alelos -857 C y -863 A pueden producir los mayores niveles de
TNFa, mientras que los otros alelos -857 T y -863 C producen menores niveles de
esta citocina (Hohaus et al., 2007, Yamashina et al., 2007). El alelo T de TNFa-
857, contiene un sitio de anclaje para el factor de transcripcion Oct-1
(ATGAAGAC) desde la posicidn -858 hasta la posicion -851. El factor de
transcripcion Oct-1, ancla la secuencia sélamente cuando esta presente el alelo T
no asi cuando esta el alelo C, alterando asi la actividad transcripcional del gene
TNFa (Hohjoh y Tokunaga 2001, Kuo et al., 2005). En el presente estudio se
observd que las frecuencias del genotipo C/T y T/T en la posicion TNFa-857 en
pacientes con LIEC-BG y LIEC-AG, estuvieron incrementadas y hacen suponer
que las células transformadas por la influencia de la infeccion con VPH estan
escapando del control del sistema inmune del hospedero en etapas tempranas de
la carcinogénesis, debido a la disminucién en la citotoxicidad por la citocina TNFa.
Por otro lado, algunos reportes sugieren que el cambio que ocurre de una C por
una A en la posicion -863 de la region promotora de TNFa resulta en un
incremento en la produccion de TNFa, debido a la mayor afinidad del factor de
transcripcion NF-kB por el alelo A. El factor de transcripcion NF-kB es producido
en dos formas, una es un heterodimero p65-p50 y la otra forma es un homodimero
p50-p50. Este ultimo ejerce una competencia de inhibicion cuando se ancla al
alelo C de la posicion TNFa-863 (Udalova et al., 2000). El factor de transcripcion
NF-kB con su sitio de anclaje a DNA, participa como un represor transcripcional en

la region promotora del gene TNFa (Kang et al., 2005, Kuo et al., 2005). En el



presente trabajo se observo que las frecuencias de los genotipos C/A 'y A/A de la
posicion TNFa-863 en pacientes con LIEC-BG y LIEC-AG fueron bajas, siendo
predominante el genotipo C/C. Esto sugiere que TNFa esta siendo reprimido y es
incapaz de producir suficiente TNFa para destruir células infectadas por VPH, lo
que concuerda con la observacion de que las mujeres con el genotipo C/C fueron
mas propensas a la infeccion por VPH, aunque no de forma estadisticamente

significativa Tabla 9.

El polimorfismo en la posicion TNFa-1031 ha sido asociado con un incremento en
la actividad transcripcional y produccién de la citocina TNFa en diversos estudios
(Niizeki et al., 2000, Asghar et al., 2004). En nuestros resultados, no observamos
diferencias significativas en las frecuencias de alelo y genotipo en este SNP entre
controles y pacientes con LIEC-BG y -AG, a pesar de ello, es el primer reporte que
da a conocer las frecuencias de alelo y genotipo de la posicién TNFa-1031 para
esta poblacion. Los datos son similares a los resultados de Negoro y
colaboradores (1999), quienes estudiaron este SNP en una poblaciéon japonesa
con enfermedad de Chron. EI SNP TNFa-1031, ha sido asociado con otras
enfermedades como endometriosis en estado avanzado (Lee et al., 2008) y
hemorragia intracerebral espontanea profunda (Chen et al., 2010). Sin embargo,
se puede sugerir que esta posicion no esta asociada con el desarrollo de lesiones
precursoras a cancer cervical. Mas investigaciones son necesarias para
determinar la significancia funcional de este polimorfismo con otras enfermedades

y diferentes poblaciones (grupos étnicos) de estudio.

Cuando el polimorfismo de LTA+252 fue estudiado, no se encontré asociacion
estadisticamente significativa con el desarrollo de las lesiones precursoras a
cancer cervical. Este SNP, ha sido estudiado también en pacientes con
sarcoidosis, cancer de mama, tumores de células germinales testiculares,
enfermedad crénica obstructiva pulmonar, cirugia cardiaca con cirulacion
extracorporal y tuberculosis, en diferentes poblaciones tales como Japén, Iran,

USA, Espana y Nueva Delhi (Yamaguchi et al., 2001, Kamali-Sarvestani et al.,



2005, Purdue et al., 2007, Tanaka et al., 2007, Iribarren et al., 2008, Sharma et al.,
2010). Recientemente, se reportd que el alelo A predispone al desarrollo de
cancer gastrico (Partida-Rodriguez et al., 2010) en poblacibn mexicana, sin
embargo las frecuencias reportadas son diferentes, posiblemente porque el grupo
control que se analizé fueron seleccionados con el criterio de ausencia de
sintomas gastroduodenales y también porque en este estudio se seleccionaron

s6lo mujeres, observandose un sesgo en las frecuencias.

No obstante, al comparar nuestras frecuencias de los genotipos G/G, G/A'y A/A
(44.87%, 43.41% y 11.70%) de la posicion LTA+252 con poblacion de USA
encontramos valores muy similares (46.0%, 44.0% y 11.0%) (Purdue et al., 2007)
y (43.1%, 44.4% y 12.5%) (Tanaka et al., 2007); lo que nos indica que la
distribucion de los polimorfismos en esta posicion de LTA es muy parecida en
poblaciones geograficamente cercanas. Por otro lado, en un estudio en pacientes
con cancer cervical, se estudio la posicion +252(G—A) y +804(C—A) de la LTA.
Niwa y colaboradores (2005), encontraron que existe un desequilibrio de enlace
entre estas dos posiciones y fue el SNP LTA+804 el asociado principalmente con
la disminucion del riesgo para desarrollar cancer cervical, especialmente con el
cancer escamoso cervical; otro estudio realizado con un mayor numero de
muestras en mujeres suizas y cancer cervical, no encontré asociacion con el
SNP+252 de LTA (lvansson et al., 2007). Estos reportes hacen suponer que
probablemente no sea la posicion +252 la que esté asociada con el desarrollo de
lesiones precursoras a cancer cervical; y que deben considerarse otros SNPs para
encontrar posibles asociaciones con el desarrollo de lesiones intraepiteliales

escamosas, considerando ademas un mayor numero de muestras.

Genotipos de los SNPs de TNFay LTA

Los resultados que obtuvimos con las frecuencias de genotipos no mostraron

ningun valor estadisticamente significativo que se relacionara con el desarrollo de

las lesiones precursoras a cancer cervical. Sin embargo, se observd que el



genotipo G/G-G/G-G/G-G/G-G/G-C/T-C/C-T/T-G/A presentd una frecuencia en
aumento conforme avanzaba el grado de lesion. Esto sugiere que esta
combinacion de genotipo podria usarse como un factor de prognosis para el

desarrollo de lesiones precursoras a cancer cérvico uterino.

Haplotipos de los SNPs de TNFa/LTA

Se estudio la asociacion de haplotipos de TNFa/LTA con la susceptibilidad para
desarrollar lesiones precursoras al cancer cervical. Los resultados sefalan que en
el desarrollo de lesiones precursoras de bajo y alto grado, el haplotipo
GTCTGGGG puede servir como un marcador genético de mal prondstico y los
haplotipos ATCTGGGG y ATACGGGG como marcadores genéticos de proteccion.
Mientras que los haplotipos ATCCGGGG y ACACGGGG pueden representar
marcadores de riesgo en pacientes con LIEC-BG y el haplotipo ATACGGGG un
marcador genético de riesgo en pacientes LIEC-AG. Las diferencias encontradas
de susceptibilidad o proteccion en los haplotipos pueden ser debido a la
composicion de alelos de cada haplotipo, ya que hay alelos que producen menor
transcripcion de las citocinas TNFa y LTA, lo que posiblemente esté mermando la
respuesta inmunoldégica de la mujer para combatir células cervicales

transformadas e infectadas por VPH.



8. Conclusiones

En este trabajo se estudiaron polimorfismos en los genes MICA, los SNPs de la
region promotora de TNFa y la posicion +252 de la LTA en mujeres mexicanas
infectadas con VPH y diagnosticadas con lesiones precursoras de bajo y alto
grado (LIEC-BG y LIEC-AG) a CaCu. Los datos obtenidos proveen evidencia de
que los polimorfismos de MICA y TNFa estan implicados en el favorecimiento de la
infeccion por VPH, y en la susceptibilidad y proteccion al desarrollo de lesiones
precursoras del CaCu en mujeres mexicanas. Mientras que la posicion +252 de
LTA no se encontré asociacién con las LIECs de bajo y alto grado. Lo anterior
sugiere que MICA y TNFa podrian ser utiles biomarcadores de factores de riesgo
para lesiones precursoras a CaCu. Estudios futuros enfocados en los efectos de
expresion o regulacion de los genes MICA y TNFa ayudarian a comprender mejor

el papel que juegan en la respuesta inmunoldgica y en la patogénesis del CaCu.
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