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RESUMEN

Introduccion. La expresion de citocinas proinflamatorias, como el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) en el sitio de una infeccidn persistente con virus del papiloma
humano de alto riesgo oncogénico promueven el proceso de carcinogénesis del
cérvix uterino. El desarrollo del tumor puede estar asociado a la produccién de
niveles altos de TNF-a, relacionados con el genotipo AA del polimorfismo G-308A de
TNF-«a que se asocia con el aumento en los niveles de expresion del RNAm de esta
citocina y con el incremento en el riesgo de desarrollar cancer cervical invasor.
Objetivo. Investigar las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo -308 GA
del gen del TNF-a; determinar si el polimorfismo se relaciona con la expresion de
RNAm de TNF-a en el epitelio cervical; y establecer si el polimorfismo G-308A del
gen del TNF-a esta asociado con el incremento en el riesgo de desarrollar cancer
cervical en mujeres del estado de Guerrero, asi como determinar si el genotipo de
riesgo AA se relaciona con la infeccion por el virus del papiloma humano.
Metodologia. Se estudiaron 100 mujeres citolégicamente normales, 47 pacientes
con LEIGB, 38 con LEIGA y 33 pacientes con CACU. En todas las muestras se hizo
la deteccion del DNA del VPH por PCR vy la tipificacion del virus por RFLPs o por
secuenciacion. En las 218 muestras de DNA se detecto el polimorfismo G-308A de
TNF-a. mediante las técnicas de PCR-RFLPs. EI mRNA de TNF-a se detectd
mediante RT-PCR. Resultados. El 89.4% de los casos de LEIGB, 79% de LEIGA,
100% de CaCU y el 54% de las mujeres citologicamente normales fueron positivas al
DNA del VPH. Los VPHs de alto riesgo oncogénico fueron los mas frecuentes en
pacientes con LEI y CaCU. EIl genotipo GG del polimorfismo G-308A de TNF-« fue
el mas frecuente en citologia normal (84%), LEIGB (70.2%) y LEIGA (81.6%). En
CaCuU el genotipo GA fue el mas frecuente, con un 51.5%. Las pacientes con CaCU
portadoras de genotipo GA tienen 9 veces el riesgo de desarrollar la enfermedad. No
se encontré asociacion estadisticamente significativa entre el polimorfismo y la
infeccion por VPH. La proporcion de pacientes que expresé el RNAm de TNF-a
aumentd conforme el grado de lesion, expresandose en el 17.1% de las mujeres con
LEIGB y en el 36.4% de casos con CaCU. Las mujeres portadoras del genotipo AA
tienen 1.2 veces la probabilidad de expresar el RNAm de la citocina. Conclusiones.
El polimorfismo G-308A de TNF-a no se relaciona con la expresion de RNAm de
TNF-a en el epitelio cervical. ElI polimorfismo G-308A esta asociado con el
incremento en el riesgo de desarrollar cancer cervical en mujeres del estado de
Guerrero.

Palabras claves: Lesidon escamosa intraepitelial, cancer cervical, polimorfismo -308
de TNF-a, México.
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ABSTRACT

Introduction. The expression of proinflammatory cytokine, as the tumor necrosis
factor alpha (TNF-a) in the site of a persistent infection with the human papilloma
virus aid in a high oncogenic risk promotes the process of carcinogenesis of the
uterine cervix. The development of the tumor can be associate to the high level
productions of TNF-a, relatate with the genotype of AA of polymorphism G-308A of
TNF-«a that is associate with level increase expression of RNAm of this cytokine and
with the increase in the risk of developing invasive cervical cancer. Objective.
Investigate the frequency genotipicas and alelicas of polymorphism -308 GA of gene
of TNF-a; determine if the polymorphism is related with the expression of RNAm of
TNF-a in the epitelio cervical; and to establish if the polymorphism G-308A of the
gene of TNF-a is associate with the increase the risk to develop cervical cancer in
women from the Guerrero state, so as determine if the genotype of risk AA is related
with the infection of virus human papilloma. Methodology. Studied 100 women
cytologically normal, 47 patients with LEIGB, 38 with LEIGA and 33 patients with
CaCU. In all the samples we did the DNA of the VPH by PCR detection and the
tipification of the aids by RFLPs or by sequencing. In the 218 samples of DNA
detected the polymorphism G-308A of TNF-a. means of the techniques of PCR-
RFLPs. The RNAm of TNF-a it was detected by RT-PCR. Results. The 89.4% of the
cases of LEIGB, 79% of LEIGA, 100% of CaCU and 54% of the cytologically normal
women were positive to the DNA of the VPH. The VPHSs of high oncogenico risk were
the most frequency in patients with LElI and CaCU. The genotype GG of polimorphism
G-308A of TNF-a was most frequent in normal cytology (84%), LEIGB (70.2%) and
LEIGA (81.6%). In CaCU genotype GA was most frequent, with a 51.5%. The
patients with CaCU carrier of genotype GA have 9 times the risk of developing the
disease. Was not statistically significant association between the polymorphism and
the infection by HPV. The proportion of patients that expressed the RNAm of TNF-a
increased as the degree of injury, expressing in the 17.1% of the women with LEIGB
and in the 36.4% of cases with CaCU. The carrier women of genotype AA have 1.2
times the probability of expressing the RNAm of the cytokine. Conclusions. The
polymorphism G-308A of TNF-« is not related with the expression of RNAm of in the
cervical epitelio. The polymorphism G-308A of TNF-« is associated with the increase
in the risk of developing cervical cancer in women of the state of Guerrero.

Key words: Squamous intraepithelial leions, cervical cancer, polymorphism -
308 of TNF-a,, Mexico.
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. INTRODUCCION

El cancer cérvicouterino sigue siendo un problema de salud publica entre las mujeres
del mundo; ocupa el segundo lugar entre los tipos de cancer que afectan a las
mujeres y principalmente aquellas que viven en paises en vias de desarrollo. En
México las tasas de incidencia y mortalidad por esta neoplasia han incrementado
durante las pasadas dos décadas. En México, en el afio 2003 se reportaron 4,324
defunciones a causa del cancer cérvical. En el periodo de 1990-2000 se registraron
48 761 muertes por cancer cervical en todo el pais; y el estado de Guerrero presentd
una de las tasas mas altas de mortalidad por esta causa, con 10.91 muertes por

cada 100 000 mujeres'™".

La infeccion por virus del papiloma humano de alto riesgo oncogénico,
principalmente VPH tipo 16 y 18, es un factor de riesgo necesario para desarrollar
cancer cervical. Las infecciones por papilomavirus pueden ser transitorias y se
estima que del 70 al 90% de las mujeres infectadas pueden eliminar el virus, sin
embargo, algunas infecciones persisten y aproximadamente el 1% evoluciona a
lesiones que no regresan y pueden progresar a cancer, esto se debe a diversos
factores, entre ellos una deficiente respuesta inmune, predisposicion genética,
persistencia prolongada de la infecciéon por VPH de alto riesgo oncogénico y la

capacidad del virus para evadir la respuesta inmune®*".

La respuesta inmune en el epitelio cervical juega un papel importante en la
patogénesis del cancer. Una respuesta inmune deficiente permite que la infeccion
con VPH persista y que algunos de estos casos desarrollen lesiones precancerosas
o cancer invasivo en el cérvix uterino'®. Diversas citocinas que modulan el sistema
inmunologico se han visto implicadas en el desarrollo del cancer; tal es el caso del
factor de necrosis tumoral o (TNF-a), cuyo gen esta ubicado en el brazo corto del
cromosoma 6, regidén p21.3, dentro de la region de los genes del complejo mayor de
histocompatibilidad clase 11I">. TNF-a es una citocina pro-inflamatoria de tipo Th1 que
es secretada principalmente por macréfagos activados y linfocitos T; aunque los
fibroblastos, queratinocitos, células de Kupffer, células tumorales y células
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endoteliales también producen esta citocina en respuesta a estimulos inflamatorios.
Esta citocina es sintetizada como un pro-péptido, pro-TNF-a, de membrana de 26
kDa, la cual es cortada y liberada por una metaloproteinasa, enzima que convierte a
TNF-a (TACE), como una molécula soluble activa de 17 kDa. TNF-a actua uniéndose
a receptores (TNFRs) que estan presentes en todas las células del cuerpo. Los
receptores tipo Il de TNF-a (TNFRII) tienen alta afinidad por la citocina; por el
contrario, los receptores tipo | (TNFRI) requieren altas concentraciones para
desencadenar la generacion de sefales intracelulares. La unidon de TNF-a a
receptores tipo Il induce la produccion de senales para activar la proliferaciéon de
linfocitos T e inducir una respuesta inflamatoria, mientras que la unién de la citocina
a receptores tipo | sefializa para inducir la muerte de células por citotoxicidad o

apoptosis'> 8,

TNF-a, juega un papel critico en la patogénesis de enfermedades infecciosas,
autoinmunes y malignas. Esta citocina media la carcinogénesis induciendo la
proliferacion, diferenciacion, invasion y metastasis de células tumorales, promueve
directamente la angiogénesis estimulando la proliferacion de células endoteliales, o
de manera indirecta, modulando la expresion de otros factores proangiogénicos
como el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y su receptor (VEGF2).
TNF-a induce la expresién de moléculas de adhesion en el endotelio vascular,
permitiendo a los neutréfilos y los macréfagos el desplazamiento hacia el tejido
dafiado y sitios donde hay una infeccidon; actia como factor de crecimiento
incrementando los reguladores positivos del ciclo celular y disminuyendo los niveles
de inhibidores de CDK. TNF-a. aumenta la expresion de receptores para factores de
crecimiento que desencadenan vias de sefializacion tales como Ras o c¢c-MYC,
promueve la remodelacion del tumor estimulando la actividad de macréfagos y
fibroblastos, la motilidad de células tumorales y la invasion del tumor via induccién de

las metaloproteinasas (MMPs)'>%2,

Los niveles de TNF-a en la circulacion pueden ser regulados en diferentes etapas: a

nivel transcripcional pueden ser modificados por varios polimorfismos que se
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encuentran en la regidn promotora del gen, los cuales se han visto asociados con el
nivel de produccién de la citocina; a nivel post-transcripcional, en el corte de la
proteina de TNF-o para liberarla como proteina soluble y en la expresion de

receptores®?*,

Varios investigadores han estudiado polimorfismos de un solo
nucledtido (SNP) en la region promotora de TNF-« y las implicaciones que éstos
pueden tener en diversos tipos de cancer, incluyendo el cancer cervical. Entre esos
SNPs esta el G-308A, cerca del sitio de arranque transcripcional del gen, donde hay
un cambio del nucleétido guanina (G) por adenina (A), cambio que se ha visto que
afecta la expresién de TNF-«. El alelo G se asocia con niveles de produccion baja de
la citocina, mientras que el alelo A se relaciona con niveles elevados de esa proteina.
Kroeger et al., informaron que en presencia del alelo -308A se incrementa dos veces
el nivel de trascripcion de TNF-a, con respecto al alelo -308G. Cabera et al.,
demostraron que las células que contienen el alelo -308A producen seis veces mas
RNAmM que aquellas que contienen el alelo -308 G. Stanczuk et al., reportaron que
los niveles de produccion de TNF estan relacionados con los genotipos presentes en
la posicion -308 de la region promotora del gen; asi, las personas homocigotas GG
producen niveles bajos de TNF, las heterocigotas GA producen niveles medios y los

121925 | a variacién en el nivel de

homocigotos AA producen niveles elevados
expresion de TNF-a se atribuye a que el cambio de nucleétido afecta los sitios de
union afines a factores de transcripcion como NF«kB, elementos de respuesta a AMP
ciclico (CRE), proteinas activadoras 1 y 2 (AP) y factor activador nuclear de células
T192123. 26 Estos hallazgos sugieren que el desarrollo del tumor puede estar asociado
a la predisposicion genética del huésped para producir niveles elevados de TNF-a ya
que el genotipo AA del polimorfismo G-308A de TNF-« se relaciona con el aumento
en los niveles de expresion del RNAm de esta citocina y con el incremento en el
riesgo de desarrollar cancer cervical invasor?’. Los niveles incrementados de TNF-o
favorecen la angiogénesis en el sitio donde se desarrolla el tumor. Se sabe que el
genotipo GA puede ser suficiente para modificar la actividad transcripcional de TNF-a

y la expresion del RNAM?°.



Papel del polimorfismo G-308A y expresion del RNAm del TNF-a en la oncogénesis cervical

En México no hay estudios publicados que relacionen el polimorfismo G-308A de
TNF-a con los niveles de expresion del RNAm y el papel que juega este SNP en
cancer cervical. TNF-a. es una citocina multifuncional, puede participar en los
procesos de carcinogénesis; se sabe que la produccién excesiva de la citocina se
relaciona con la susceptibilidad o severidad de enfermedades como cancer de
ovario, cancer de mama, cancer gastrico y cancer pancreatico. La expresion de TNF-
o es regulada a nivel transcripcional y los polimorfismos en la regién promotora se
asocian con el nivel de produccién de la citocina y con el pobre pronéstico en la
enfermedad®?*; por lo tanto, es probable que el genotipo AA del polimorfismo G-
308A de la region promotora del gen de TNF-a esté relacionado con el aumento en
los niveles de RNAm en el sitio de la lesion o del tumor y con el incremento en el

riesgo de desarrollar cancer cervical en mujeres del estado de Guerrero.

El objetivo de este trabajo fue investigar las frecuencias genotipicas y alélicas del
polimorfismo -308 GA del gen del TNF-a; determinar si el polimorfismo se relaciona
con la expresion de RNAm de TNF-a en el epitelio cervical; y establecer si el
polimorfismo G-308A del gen del TNF-a esta asociado con el incremento en el riesgo
de desarrollar cancer cervical en mujeres del estado de Guerrero, asi como
determinar si el genotipo de riesgo AA se relaciona con la infeccidén por el virus del

papiloma humano.
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Il. MATERIAL Y METODOS

Seleccion de casos. De marzo de 2006 a agosto de 2007 se realizd un estudio
transversal comparativo. Se seleccionaron 118 muestras de DNA y RNA de mujeres
atendidas en el Instituto Estatal de Cancerologia “Dr. Arturo Beltran Ortega” de la
ciudad de Acapulco y en la Clinica de Displasias “Alameda” de la ciudad de
Chilpancingo. Con base en el diagnostico histopatoldgico, los casos se agruparon
en: 47 pacientes de lesion escamosa intraepitelial de grado bajo (LEIGB), 38 de
lesion escamosa intraepitelial de grado alto (LEIGA) y 33 de cancer cervicouterino
(CaCU). Todos los casos contaban con una encuesta y con el resultado de la

deteccion y genotipificacion del VPH.

El rango de edad de las pacientes con LEIGB fue de 18 a 62 afos, en LEIGA de 18 a
71 anos y en mujeres con CaCU fue de 29 a 97 anos. Se seleccionaron 118 casos,
105 de ellos eran positivos al DNA del VPH. De las mujeres con LElI y CaCU
infectadas, el 93.3% (98/105) tenian virus de alto riesgo oncogénico y de ellas el
67.6% (71/105) tenia VPH tipo 16. El 2.9% (3/105) de las mujeres consideradas
como caso tenian infeccion por virus de bajo riesgo oncogénico y el 3.8% (4/105)

infeccion multiple, cuadro 1.
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Cuadro 1. Prevalencia de tipos de VPH en lesiones premaliganas y CaCU.

LEIGB n=47* LEIGA n= 38* CaCU n=33* Total*
Genotipos de VPH o (%) o (%) o (%) n (%)
Sin infeccion 5(10.6) 8 (21) 0 13 (11)
Infectados 42 (89.4) 30 (79) 33 (100) 105 (89)
Tipos virales de alto riesgo 42 (100) 23 (76.7) 33 (100) 98 (93.3)
Tipos virales de bajo riesgo 0 3(10) 0 3(2.9)
Infeccién multiple 0 4(133) 0 4(3.8)
VPH de alto riesgo
16 30 (71.4) 17 (56.7) 24 (72.7) 71 (67.6)
18 3(7.1) 1(3.3) 6(18.2) 10 (9.5)
31 4 (9.5) 3(10) 2(6.1) 9(8.6)
33 1(2.3) 1(3.3) 0 2(1.9)
58 3(7.1) 0 1(3.0) 4(3.8)
59 1(2.3) 1(3.3) 0 2(1.9)
VPH de bajo riesgo
70 0 1(3.3) 0 1(1)
81 0 2(6.7) 0 2(1.9)
Infeccion multiple 0 4(133) 0 4(38)
Total 42 (100) 30 (100) 33 (100) 105 (100)

*Los porcentajes de cada genotipo se calcularon de acuerdo a las mujeres VPH positivas en cada diagndstico.

Mujeres citolégicamente normales. Se incluyeron 100 mujeres citologicamente
normales diagnosticas mediante la prueba de Papanicolaou, captadas en el servicio
de deteccion oportuna de cancer cervicouterino del Laboratorio de Citopatologia de
la Unidad Académica de Ciencias Quimico Bioldgicas de la cuidad de Chilpancingo.
A todas las mujeres se les aplicd una encuesta, y se obtuvieron muestras de células
exfoliadas de la zona de transformacién del cérvix uterino por medio de un cepillo
citolégico (citobrush). Las muestras se depositaron en tubos Eppendorf que

contenian 1 mL de TRIzol y se almacenaron a -70° C hasta su procesamiento.

Extraccion de DNA y RNA de mujeres citolégicamente normales y lineas

celulares de cancer cervical. EI DNA geondmico y el RNA total se extrajeron por el
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método de TRIzol”®; la cuantificacion se realizé en un Biofotometro (Eppendorf

Biophotometer 22331, Hamburg Germany).

Deteccion y genotipificacion del VPH en mujeres con citologia normal. La
busqueda del DNA del VPH se realizé por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y RFLPs en el Laboratorio de Biomédicina Molecular de la Unidad Académica

de Ciencias Quimico Biologicas de la Universidad Auténoma de Guerrero.

Obtencion de RNA de células mononucleares de sangre periférica (CMSP). A
partir de sangre periférica de un paciente con problemas de artritis se obtuvieron
CMSP a las que se les extrajo el RNA total que sirvi6 como control positivo de la
expresion del RNAm de TNF-a. Las CMSP fueron aisladas por centrifugacion en
gradiente con Ficoll-Hypaque y el RNA extrajo por el método de TRIzol*®.

Genotipificacion del polimorfismo G-308A de TNF-a. El polimorfismo G-308A del
gen de TNF-a se detect6 por PCR-RFLPs. La PCR se realiz6 usando los
oligonucledtidos: sentido 5-GAGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3’ y antisentido 5’-
GGGACACACAAGCATCAAG-3 que amplificaron un fragmento de la regién
promotora del gen de TNF-a que incluye la posicion donde se encuentra el
polimorfismo. La mezcla de reaccion consistié de 0.2 ug de DNA geondémico, 0.15
mM dNTPs, 5 pmoles de cada oligonucleétido, 2.5 mM de MgCl, 2.5 ul de Buffer y 1
U de Taq DNA polimerasa recombinante (Invitrogen, Brazil), en un volumen final de
25 pl. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial
a 94° C por 3 min; 35 ciclos a 94° C por 30 s, 59° C por 45 sy 72° C por 1 min; y
un ciclo de extension final a 72° C por 2 min en el Termociclador Eppendor
(Hamburg, Germany). El producto de amplificacion fue de 147 pb y se observo en
geles de agarosa al 2%, tefiidos con bromuro de etidio. Cinco ul de producto de PCR
fueron digeridos toda la noche a 37° C en un volumen final de reaccion de 10 ul, que
contenian 2 U de enzima de restriccion Ncol (BioLabs, New England). Los productos
de digestion fueron analizados mediante electroforesis en geles de agarosa al 2.5%,

tefidos con bromuro de etidio y se observaron en el fotodocumentador Gel

7
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Documentation Systems (Gel Doc 2000TM, BIO-RAD, ltalia). La enzima Ncol corta al
alelo G originando dos fragmentos, uno 124 pb y otro de 23 pb; el alelo A no es

reconocido por la enzima, quedando un fragmento de 147 pb®®.%.

Sintesis de DNA complementario. EIl RNA total resuspendido en 18 ul de H,O
estéril tratada con DEPC, se tratdé con 8 U de DNAsa | (Amersham Biosciences,
USA) para eliminar el DNA contaminante. En la sintesis de DNA complementario
(cDNA) se utilizaron 2.5 ng de RNA total. Para la retrotranscripcion (RT) se utilizaron
0.25 ng de Oligo dTq2.1s (Invitrogen, Brazil), 100 U MMLV-RT (Moloney Murine
Leukemia Virus-Reverse Transcriptase), 0.5 mM de dNTP’s, Buffer RT, 0.01 mM de
DTT, 2.58 U de inhibidor de RNAasas (Amersham Biosciences, USA), en un volumen
final de 25 pl. La reaccion se incubd a 70° C por 10 minutos para el alineamiento y la
extension se realizé a 37° C por 1 hora 50 minutos. La enzima MMLV-RT se inactivo
incubando la reaccién a 90° C por 10 minutos. El cDNA se almacené a -20° C hasta

Su procesamiento.

Anadlisis de la expresiéon del RNAm de TNF-a. Todas las muestras de cDNA se
sometieron a PCR para el gen constitutivo B-actina, con la finalidad de valorar la
integridad del RNAm, evaluar la sintesis del cDNA y semicuantificar el nivel de
expresion del gen de TNF-a. Para amplificar un fragmento del gen B-actina se
utilizaron los oligonucledtidos: sentido 5-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3 'y
antisentido 5-CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3’; la mezcla de PCR consisti6 de
2.5 ul de Buffer, 0.1 mM dNTP’s, 2 mM MgCl,, 5 pmoles de cada oligonucledétido, 1 U
de Taq DNA polimerasa recombinante (Invitrogen, Brazil) y 2 ul de cDNA,; la reaccion
se llevo a cabo en un volumen final de 25 pl. El programa de amplificacion fue: 94° C
por 5 min, seguida de 29 ciclos a 94° C por 30 s, 57° C por 30 s, 72° C por 30 s y un
ciclo de extensioén final a 72° C por 5 min, obteniéndose un producto de 540 pb. Los
productos de PCR se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 1.5%, se
tineron con bromuro de etidio y se observaron en el fotodocumentador Gel
Documentation Systems Gel Doc 2000TM, BIO-RAD, ltalia).
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Las muestras positivas al RNAm de B-actina se sometieron a PCR para valorar la
expresion del RNAm de TNF-a, para el efecto se usaron los oligonucleétidos: sentido
5-GAGTGACAAGCCTGTAGCCCATGTTGTAGCA-3 y  antisentido 5-
GCAATGATCCCAAAGTAGACCTGCCCAGACT-3’; en cada PCR se utilizaron 2.5 pl
de Buffer, 0.2 mM de dNTP’s, 1.5 mM de MgCl,, 12 pmoles de oligonucledtido
sentido, 10 pmoles de oligonucledtido antisentido, 1 U de Tag DNA polimerasa
recombinante (Invitrogen, Brazil) y 2 ul de cDNA, la reaccién se llevé a acabo en un
volumen total de 25 pl. La PCR se realizé en un Termociclador Eppendor (Hamburg,
Germany), el programa de amplificacion consistié de un ciclo a 95° C por 5 min y 32
ciclos de 95° C por 50 s, 60° C por 50 s 'y 72° C por 90 s; con un ciclo de extension
final a 72° C por 5 min, obteniéndose un producto de 444 pb. Los productos de PCR
se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 1.5%, se tifieron con bromuro
de etidio y se observaron en el fotodocumentador Gel Documentation Systems Gel
Doc 2000TM, BIO-RAD, ltalia).

Para semicuantificar el RNAm de TNF-a se midio la densidad de la banda del
producto de PCR en un fotodocumentador Gel Documentation Systems Gel Doc
2000TM, BIO-RAD, ltalia) utilizando el programa Quantity one Gel Doc Acquisition
Windows y se normalizé con la densidad de la banda del producto de PCR de j-
actina. Se calculo la relacion de unidades arbitrarias de densidad de TNF-a/unidades

de densidad de B-actina.

Anadlisis estadistico. El analisis estadistico se realiz6 utilizando el software SPSS
version 12.0 y STATA version 9.2. Se determinaron frecuencias simples para
variables cualitativas; media y desviacién estandar para variables cuantitativas con
distribucion normal. Mediante modelos de regresion logistica no condicional se
determino la asociacion entre los genotipos de TNF-a y el riesgo de desarrollar
cancer cervical, calculando los valores de razén de productos cruzados (OR) a un
intervalo de confianza del 95%, también utilizamos modelos ajustados por riesgo

oncogénico de VPH, numeros de partos e IVSA.
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lll. RESULTADOS

Caracteristicas generales de mujeres con citologia normal, LEl y CaCU.

Se estudiaron 218 mujeres: 118 casos (LIEGB, LEIGA y CaCU) y 100 mujeres con
citologia normal (CN). La edad media de las pacientes fue de 35.4+9.5 en mujeres
con LEIGB, en LEIGA de 32.5+12.6, en CaCU de 49.9+15.8 y en mujeres con
citologia normal fue de 36.4+9.6; se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p=0.001) entre el promedio de edad de los casos comparado con el de

las mujeres con CN.

El 68.1% de las pacientes con LEIGB tenian una edad entre 18-39 afios y en CaCU
el 75.8% eran mujeres de 40 y mas afos de edad sin embargo, se encontré que una
mujer de 29 afios ya padecia esta enfermedad. El 75.7% de las pacientes con CaCU,
el 83% de las pacientes con LEIGB y el 50% de mujeres con CN tuvieron su primera
relacion sexual a los 20 o menos afios de edad. La mayor proporcion de las mujeres
con LEIGA (31.6%) y LEIGB (44.7%) reportaron tener de 1 a 2 hijos, mientras que el
75.8% de las pacientes con CaCU refirieron haber tenido 5 o mas hijos; en
contraposicion, de las mujeres con citologia normal el 58% eran nuliparas y solo el
3% reportdé haber tenido 5 0 mas hijos. EI 100% de las pacientes con CaCU vy el 54%
de las mujeres con citologia normal cursaban con una infeccién por virus del

papiloma humano, cuadro 2.
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Cuadro 2. Caracteristicas generales de mujeres con citologia normal, LEl y CaCU.

Diagnostico
CNa LEIGB® LEIGA® CaCud
Caracteristicas n=100 n=47 n=38 n=33
n (%) n (%) n (%) n (%)

Edad (Afios)
18-39 64 (64) 32 (68.1) 25 (65.8) 7(21.2)
>40 36 (36) 15(31.9) 11 (28.9) 25 (75.8)
Sin Datos 0(0) 0(0) 2(5.3) 1(3.0)
Edad IVSAe (afios)
<20 50 (50) 39(83.0) 30(78.9) 25 (75.7)
21-25 35 (35) 5(10.6) 3(7.9) 0(0)
>26 14 (14) 2(4.3) 2(5.3) 2(6.1)
Sin datos 0(0) 1(2.1) 3(7.9) 6(18.2)
Paridad
Ninguno 58 (58) 8 (17.0) 10 (26.3) 1(3.0)
1-2 31(31) 21(44.7) 12 (31.6) 2(6.1)
3-4 8 (8) 11(23.4) 8 (21.0) 4(12.1)
>5 33 6 (12.8) 6 (15.8) 25(75.8)
Sin Datos 0(0) 1(2.1) 2(5.3) 1(3.0)
VPHf
Negativo 46 (46) 5(10.6) 8 (21.0) 0(0)
Positivo 54 (54) 42 (89.4) 30(79.0) 33(100)

aCitologia normal, tLesion escamosa intraepitelial de grado bajo, cLesion escamosa intraepitelial de grado alto,

dCancer Cervicouterino, elnicio de vida sexual activa, Virus del Papiloma Humano

Las 100 mujeres incluidas en el grupo de citologia normal resultaron negativas a

infeccion por VPH en la prueba de Papanicolaou; sin embargo, al confirmar el

resultado por diagnostico molecular (PCR), se detectd el DNA del virus en 54

muestras (54%), cuadro 3.
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Cuadro 3. Diagnéstico citologico e infeccion por VPH, detectado por PCR, en mujeres con
citologia normal.

Diagnostico molecular de

infeccion por VPH Total
Diagnostico Citologico (PAP) Positivo Negativo

n (%) n (%) n (%)
Proceso inflamatorio inespecifico y cervicovaginitis
aguda incipiente. Negativo a VPH 18 (18) 16 (16) 34 (34)
Sin inflamacién. Negativo a VPH 8 (8) 5(5) 13 (13)
Proceso inflamatorio especifico. Negativo a VPH 6 (6) 3(3) 9(9)
Proceso inflamatorio inespecifico. Negativo a VPH 22 (22) 22 (22) 44 (44)
Total 54 (54) 46 (46) 100 (100)

Nota: Los % se calcularon por columna tomando en cuenta a las 100 mujeres con citologia normal.

Todas las pacientes con CaCU presentaron infeccién por VPH, en LEI el porcentaje
de infeccion por este virus fue alto y el 54% de las mujeres con citologia normal

también tenian el virus, cuadro 4.

Cuadro 4. Frecuencia de infeccién por VPH en mujeres con citologia normal, lesiones
premalignas y CaCU.

Diagnostico molecular de infeccién por VPH

Diagnéstico VPH positivo VPH negativo Total
n (%) n (%) (k)
CN 54 (54) 46 (46) 100 (100)
LEIGB 42 (89.4) 5(10.6) 47 (100)
LEIGA 30 (79.0) 8 (21.0) 38 (100)
CaCU 33 (100) 0(0) 33 (100)

12
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En lesiones premalignas y CaCU se tipificod el 100% de los casos de infeccion por
VPH. En LEIGB y CaCU solo se detectaron virus de alto riesgo oncogénico; en las
mujeres con LEIGA infectadas, el 76.7% tenian tipos virales de alto riesgo, el 10%
de bajo riesgo y en el 13.3% se diagnosticod infeccion multiple. En mujeres con
citologia normal se tipifico el 16.7% de los VPH detectados y, de éstos, el 55.6%
eran genotipos de bajo riesgo, el 11.1% de alto riesgo y el 22.2% de riesgo no

determinado, cuadro 5.

Cuadro 5. Frecuencia de infecciéon por VPH, de acuerdo al riesgo oncogénico, en mujeres
con citologia normal, lesiones premalignas y CaCU.

Diagndstico
Genotipos de VPH CN* LEIGB* LEIGA* CaCuU*
n=100 n=47 n=38 n=33
n (%) n (%) n (%) n (%)
Infectados 54 (54) 42 (89.4) 30 (79) 33 (100)
V/PH sin tipificar 45 (83.3) - -
V/PH tipificados 9(16.7) 42 (100) 30 (100) 33 (100)
VPH de alto riesgo
(16, 18, 31, 33, 58, 59) 1(11.1) 42 (100) 23 (76.7) 33 (100)
VPH de probable alto riesgo N N N
(53) 1(11.1)
VPH de bajo riesgo
(6,61, 70, 81) 5 (55.6) - 3(10.0) -
Infeccion multiple -- - 4(13.3)

V/PH de riesgo no determinado
(32, 83)
*Los porcentajes de cada genotipo viral se calcularon de acuerdo a los VPH tipificados en cada diagnostico.

2(22.2) - - -

Deteccién del polimorfismo G-308A de TNF-a.

En mujeres con citologia normal, LEI y CaCU se realizé la deteccion y
genotipificacion molecular del polimorfismo G-308A del gen de TNF-a por las
técnicas de PCR-RFLPs, figuras 1y 2.
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MMP 1 2 3 4 5 6 7

246 pb

147 pb
123 pb

Figura 1. Producto de amplificacion del gen de TNF-a. MMP: Marcador de
peso molecular DNA Ladder de 123 pb; Carril 1: control negativo de la PCR, en
el que se sustituy6é el DNA por agua; carril 2 al 7; fragmentos de amplificacion
de 147pb.

147 pb

123 pb

Figura 2. Genotipificacion del polimorfismo G-308A de TNF-a. MMP:
Marcador de peso molecular DNA Ladder de 123 pb; Carril 1: homocigoto G;
Carril 2 y 7: homocigoto A; Carril 3-6 heterocigotos (G/A).

El genotipo GG fue el mas frecuente en mujeres citologicamente normales (84%) y
en quienes presentaban lesiones escamosas intraepiteliales (70.2% en LEIGB y
81.6% en LEIGA); sin embargo en los casos de CaCU el genotipo GA fue el mas
prevalente (51.5%). El genotipo AA se encontré con mas frecuencia en LEIGB
(19.2%) y CaCU (9.1%), mientras que en CN sélo el 4% de las mujeres fue
homocigota A. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=<0.001)
entre los grupos de estudio. El alelo G predominé en la poblacién de mujeres con
citologia normal con 0.9, en LEIGB con 0.75 y LEIGA con 0.88; en pacientes con

CaCuU el alelo A se presenté en un 0.35, cuadro 6.
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Cuadro 6. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo G-308A de TNF-a. en mujeres
con citologia normal, lesidbn escamosa intraepitelial y cancer cervicouterino.

Diagnostico
Genotipos CN n=100 LEIGB n=47 LEIGA n=38 CaCU n=33
n (%) n (%) n (%) n (%)
GG 84 (84) 33 (70.2) 31(81.6) 13 (39.4)
GA 12 (12) 5(10.6) 5 (13.1) 17 (51.5)
AA 4 (4) 9(19.2) 2 (5.3) 3 (9.1)
Frecuencias alélicas
Alelo A 0.1 0.25 0.12 0.35
Alelo G 0.9 0.75 0.88 0.65

Se tipificaron cuatro lineas celulares de cancer cervical, CaSki, SiHa, HeLa y C33A.

Las tres ultimas presentaron el genotipo GA y CaSki el genotipo GG.

Asociacion del polimorfismo G-308A del gen de TNF-a con LEIGB, LEIGA y
CaCU.

El OR crudo obtenido demostrd asociacion significativa del genotipo de riesgo AA
con la presencia de LEIGB (OR crudo de 5.7 con un ICgs¢, de 1.7-19.6), sin embargo
al realizar el OR ajustado por riesgo oncogénico del VPH, numero de partos e IVSA
se encontro que las mujeres portadoras del genotipo AA tienen 2.4 veces el riesgo de
desarrollar la enfermedad en comparacién con las portadoras del genotipo GG,

aunque dicha asociacion no fue estadisticamente significativa, cuadro 7.
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Cuadro 7. Asociacion del polimorfismo G-308A de TNF-a con la presencia de lesién
escamosa intraepitelial de grado bajo.

CN LEIGB

Genotipos - 7 - o OR* (ICos%) OR* (ICos%)
GG 84 84 33 70.2 1.0* _ 1.0* _
GA 12 12 5 10.6 0.9 0.3-2.6 1.4 04-5.2
AA 4 4 9 19.2 5.7 1.7-19.6 24 0.6-9.5

AA+GA 16 16 14 29.79 2.2 1.0-5.1 2.0 0.7-5.2

*Categoria de referencia, OR* Razén de momios no ajustada, OR** Razén de momios ajustada por riesgo oncogénico
de VPH, niimero de partos e IVSA estimada mediante regresion logistica no condicional.

En los resultados de asociacion entre los genotipos del polimorfismo estudiado y la
presencia de LEIGA no se encontraron asociaciones estadisticamente significativas,

cuadro 8.

Cuadro 8. Asociacion del polimorfismo G-308A de TNF-a con la presencia de lesion
escamosa intraepitelial de grado alto.

_ CN LEIGA
Genotipos OR* (ICags0) OR* (ICos%)
n % n %
GG 84 84 31 816 1.0* - 1.0* -
GA 12 12 5 13.1 1.1 0.4-3.4 1.7 0.5-6.3
AA 4 4 2 5.3 1.3 0.2-7.6 1.0 0.3-3.4
AA+GA 16 16 7 18.4 1.2 0.4-3.2 1.0 0.3-3.2

*Categoria de referencia, OR* Razdn de momios no ajustada, OR** Razén de momios ajustada por riesgo oncogénico
de VPH, nimero de partos e IVSA estimada mediante regresion logistica no condicional.
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Existe una asociacion significativa entre el genotipo GA del polimorfismo G-308A de
TNF-a con el CaCU. El OR crudo fue de 7.8 (ICgs¢, 3.1-19.4); y cuando se ajusta por
riesgo oncogénico del VPH, numero de partos e IVSA aumenta a 9.0 con un ICgs¢, de
1.6 a 48.9, cuadro 9.

Cuadro 9. Asociacion del polimorfismo G-308A de TNF-a con la presencia de cancer
cervicouterino.

CN CaCU
Genotipos OR* (|C95%) OR* (|C95%)
n % n %
GG 84 84 13 30.4 1.0* - 1.0* -
GA 12 12 17 51.5 78 31194 9.0 1.6-48.9
AA 4 4 3 9.1 24 0.5-11.3 03 0.1-15
AA+GA 16 16 20 60.6 81  34-195 3.1 0.7-14.0

*Categoria de referencia, OR* Razén de momios no ajustada, OR** Raz6n de momios ajustada por riesgo oncogénico
de VPH, niimero de partos e IVSA estimada mediante regresion logistica no condicional.

Asociacion del polimorfismo G-308A de TNF-a con la infecciéon por VPH.

En mujeres con CN, lesiones premalignas y CaCU se encontr6 asociacion del
genotipo GA con la infeccion por VPH, aunque ésta no fue estadisticamente
significativa (OR 2.3, 1Cg%0.9-5.7), cuadro 10.

Cuadro 10. Asociacién del polimorfismo G-308A de TNF-a con la infeccion por VPH.

Infeccién por VPH

Genotipos i iti
p VPH Nﬁgatlvas VPH pgsmvas OR [
GG 47 114 1.0
GA 6 33 2.3 0.9- 5.7
AA 6 12 07 0.3-2.0
AAGA 19 45 15 0.7-3.1
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Expresiéon del RNAm de TNF-a en CN, LEIGB, LEIGA y CaCU.

Todas las muestras positivas al gen constitutivo p-actina, figura 3, se sometieron a

PCR para detectar el RNAmM de TNF-a.

A) B-actina
615 pb
492 pb 540 pb
369 pb

B) TNF-a
492 pb 444 pb
369 pb

Figura 3. Expresiéon del RNAm de B-actina y TNF-a. A) MMP: Marcador de peso molecular DNA
Ladder de 123 pb; Carril 1: Control negativo; Carril 2: control positivo; Carril 3-7: muestras positivas
al RNAm del gen constitutivo B-actina. B) MMP: Marcador de peso molecular DNA Ladder de 123
pb; Carril 1: Control negativo; Carril 2: Control positivo; Carril 3-6: Muestras de CN que expresaron

el RNAm de TNF-q; Carril 7: Muestra de CN negativa a TNF-a.

El 44% de las mujeres con citologia normal expresaron el RNAm de TNF-a y entre
los casos la proporcion de pacientes que expres6 el RNAmM de esta citocina
incrementd gradualmente conforme aumento el grado de lesidn, expresandose soélo

en el 17.1% de casos de LEIGB, mientras que en CaCU el 36.4% expresé la citocina,

figura 4.

Ninguna de las lineas celulares de cancer cervical expresaron el RNAm de TNF-a.
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LEIGB LEIGA CaCuU

Figura 4. Expresion del RNAm de TNF-a en CN, LEIGB, LEIGA y CaCU

El 95.5% (42/44) de las mujeres con citologia normal que expresaron el RNAm de

TNF-a cursaban con un proceso inflamatorio especifico o inespecifico, el 50%

(21/42) de éstas, ademas de inflamacion inespecifica presentaba cervicovaginitis
aguda incipiente. El 56.9% (25/44) expresaron el RNAm de TNF-a y fueron VPH
positivas por el método molecular, cuadro 11.

Cuadro 11. Frecuencias de expresion de TNF-a y la infeccion por VPH en mujeres con

citologia normal.

RNAm de TNF-a positivo
Diaanésti
1agnostico VPH positivo VPH negativo Total
Citologico
g n (%) n (%) n (%)
Proceso inflamatorio inespecifico y cervicovaginitis
aguda incipiente. Negativo a VPH 15(34.1) 6 (13.6) 21(47.7)
Sin inflamacién. Negativo a VPH 123) 123) 2 (45)
Proceso inflamatorio especifico. Negativo a VPH 1 (23) 2 (45) 3 (6.8)
Proceso inflamatorio inespecifico. Negativo a VPH 8 (18.2) 10 (22.7) 18 (41)
Total 25 (56.9) 19 (43.1) 44 (100)
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De los 32 casos de LEI y CaCU que expresaron el RNAm de TNF-a, 28 eran VPH-
positivos y 27 de esos tenian genotipos de alto riesgo oncogénico. En LEIBG 6
pacientes expresaron el RNAm de TNF-a y ademas cursaban con infeccion por virus
de alto riesgo oncogénico; en LEIGA 10 pacientes expresaron TNF-a, 9 de ellas
tenian infeccién por virus de alto riesgo y una paciente cursaba con una infeccion
multiple; en CaCU, las 12 mujeres que expresaron la citocina cursaban con infeccion

por VPH de alto riesgo, cuadro 12.

Cuadro 12. Frecuencias de expresion de TNF-a y la infeccién por VPH en lesiones
premalignas y CaCU.

RNAm de TNF-a positivo
Diagndstico
Histolégico VPH positivo VPH negativo
n (%) (%)
LEIGB 6 (21.4) 2 (50)
LEIGA 10 (35.7) 2 (50)
CaCuU 12 (42.9) 0 (0)
Total 28 (100) 4 (100)

Asociacion del polimorfismo G-308A de TNF-a con la expresion del RNAm de
TNF-a.

Al relacionar el polimorfismo del gen de TNF-a con la expresién del RNAm, se
encontré que las mujeres portadoras del genotipo AA tienen 1.2 veces la
probabilidad de expresar el mensajero de la citocina, en comparaciéon con las que
presentan el genotipo GG. No se encontraron diferencias significativas entre los

genotipos y la expresién del mensajero, cuadro 13.
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Cuadro 13. Asociacion del polimorfismo G-308A de TNF-a con la expresion del RNAm de
TNF-a.

Expresion del RNAm de TNF-a

Genotipos Negativas Positivas OR ICosts
GG~ 104 57 1.0* --
GA 27 12 0.8 0.4-1.7
AA 1 7 1.2 0.4-3.3

AA+GA 38 19 0.9 0.5- 1.7

Nivel de expresion del RNAm de TNF-a en CN, LEIGB, LEIGA y CaCU

Para categorizar el nivel de expresion del RNAm de TNF-a en minima, moderada y
alta se calcularon terciles y aquellas muestras en las que no se detecté el mensajero
de esta citocina se clasificaron como de expresion nula. Del total de muestras
analizadas, 76/218 (34.9%) expresaron el RNAm de TNF-a, y de éstas el 32.9%
(25/76) presentaron una expresion minima, el 32.9% (25/76) expresion moderada y
el 34.2% (26/76) tuvieron una expresion alta. De las 44 mujeres con citologia normal
que expresaron el RNA mensajero de TNF-a el 40.9% (18/44) tuvo niveles minimos
de expresion; el 31.8% (14/44) niveles moderados y el 27.3% (12/44) niveles altos.
En el grupo de LEIGB, 8 pacientes expresaron el RNA mensajero de TNF-a, el
12.5% (1/8) tuvo niveles minimos; el 50% (4/8) niveles moderados y el 37.5% (3/8)
niveles altos. En LEIGA 12 pacientes expresaron el mensajero de TNF-a, el 16.7%
(2/12) tuvo niveles minimos; el 25% (3/12) niveles moderados y el 58.3% (7/12)
niveles altos. En CaCU el porcentaje de pacientes que expresaron el RNA mensajero

de la citocina fue igual en los niveles minimo, moderado y alto, cuadro 14.
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Cuadro 14. Nivel de expresion del RNAm de TNF-a en CN, lesiones premalignas y CaCU.

Nivel de expresion del RNAm de TNF-a. *

Diagnostico n Nula Minima* Moderada* Alta*
0y (0.486-0.755)" (0.757-0.921)* (0.930-1.379)*
CN 100 56 (56%) 18 (40.9%) 14 (31.8%) 12 (27.3%)
LEIGB 47 39 (83%) 1(12.5%) 4 (50%) 3 (37.5%)
LEIGA 38 26 (68.4%) 2 (16.7%) 3 (25%) 7 (58.3%)
CaCU 33 21 (63.64%) 4 (33.3%) 4 (33.3%) 4 (33.3%)
Total 218 142 25/76 (32.9) 25/76 (32.9) 26/76 (34.2)

*Unidades de TNF-a/unidades de B-actina. *Los porcentajes de los niveles de expresién minima, moderada y alta se
calcularon de acuerdo a las mujeres positivas al RNAm de TNF-a..

De 218 mujeres incluidas en el estudio, 18 fueron portadoras del genotipo AA. La
mayor proporcion de mujeres que presentaron el genotipo AA (11/18) no expresaron
el RNAm de TNF-q, figura 5.

12+

N
o
|

o
|

I

Frecuencia de expresion del RNAm de TNF- ¢,
(o))
|

Nula Minima Moderada Alta
Nivel de expresion del RNAm de TNF-¢,

Figura 5. Distribucion de mujeres por nivel de expresion el RNAm de TNF-a en pacientes portadoras
del genotipo AA.

22



Papel del polimorfismo G-308A y expresion del RNAm del TNF-a en la oncogénesis cervical

IV. DISCUSION

En este estudio encontramos que en las pacientes con LEIGA la edad promedio fue
de 32.5 anos en comparacion con el grupo de mujeres con citologia normal en donde
la media fue de 36.4 anos. Estos datos indican que las mujeres guerrerenses estan
padeciendo lesiones premalignas a temprana edad; en contraste con los hallazgos
reportados por Torroella quien reportd que la edad promedio de las mujeres con
LEIGA fue de 42.3 afios y de mujeres con citologia normal de 39.7 afios®'. Del 78.9
al 83% de mujeres con LEIl y el 75.7% con CaCuU iniciaron su vida sexual entre los 20
y menos afnos de edad, resultados que son similares a los reportados por Herrero y
colaboradores, quienes encontraron que la edad media de la primera relacién sexual
fue a los 18 afios®’. Las caracteristicas de las mujeres que participaron en este
estudio estan relacionadas con algunos factores de riesgo asociados con la
enfermedad como lo es el inicio de vida sexual a temprana edad y multiparidad® ya
que el 75.8% de las pacientes con CaCU y solo el 3% de mujeres con citologia

refirieron tener de 5 a mas hijos.

En este estudio la prevalencia de infeccion por VPH en pacientes con LEIGA fue de
79% y en CaCU de 100%, los tipos virales de alto riesgo oncogénico fueron los mas
frecuentes con un 83.1%; datos similares a los reportados por Fernandez y col. en el
estado de Guerrero, quienes encontraron que en un 77.5% de LEIGA y 100% de
CaCU estaba presente el virus del papiloma humano y los VPH mas prevalentes
fueron los de alto riesgo oncogénico®. En un estudio realizado en el afio 2000 por
Herrero y col. en Guanacaste, Costa Rica, reportaron una prevalencia de VPH del

89% en LEIGA y 88% en cancer cervicouterino,

La prueba de Papanicolaou arrojé que el 100% de las mujeres con citologia normal
eran negativas a la infeccion por VPH, mientras que los métodos moleculares (PCR)
detectaron el DNA del virus en el 54% de esas mujeres. Ese hecho puede deberse a
que la citologia de Papanicolaou detecta los cambios morfologicos de las células
ocasionados por una infeccion viral productiva pero no infeccion latente; y no es una

técnica especifica para detectar infeccion por VPH; la PCR es un método muy
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sensible y especifico que detecta secuencias de DNA virales en un bajo numero de
copias>. El Pap no detectd la infeccion porque aun no habia dafio celular pero el
virus ya estaba presente en las células. La prevalencia de infeccion por VPH
encontrada en este estudio difieren de lo reportado por otros autores; Giuliano y col.,
demostré que solo el 10.1% (92/911) de mujeres mexicanas y americanas con
citologia normal fueron positivas a VPH diagnosticado por métodos moleculares®.
Lazcano y col., reportan una prevalencia del 14.5% de VPH en mujeres con citologia
normal del estado de Morelos®” y Carrillo y col., encontraron un 23.1% de prevalencia
del VPH en mujeres mexicanas con citologia normal®; las frecuencias de infeccién
por VPH encontradas por estos investigadores son mas bajas que las reportadas en

este estudio.

El estudio de polimorfismos ha sido objeto de investigacion intensa debido a la
importancia que pueden tener como factores de susceptibilidad a diversas
patologias, incluyendo el cancer cervicouterino. En México no hay reportes de
estudios sobre el polimorfismo -308 GA de TNF-« y los efectos que puede tener en el
cancer cervicouterino. En el presente estudio el genotipo GG fue el mas frecuente en
mujeres con citologia normal (84%), LEIGB (70.2%) y en LEIGA (81.6%); sin
embargo en CaCU el genotipo GA fue el que predomind, encontrandose en un
51.5%. Los genotipos de CaCU son similares a los encontrados en las lineas
celulares de cancer cervical que se estudiaron, ya que SiHa, HeLa y C33A
presentaron el genotipo GA. El alelo G predominé en toda la poblacion, en CN se
encontré en un 90%, en LEIGB en 75%, LEIGA en 88% y en CaCU en un 65%. Las
frecuencias genotipicas y alélicas de mujeres con CN, LEIGB y LEIGA reportadas en
este estudio, son congruentes a lo reportado por Parra y col., quienes realizaron un
estudio en poblacion mexicana del estado de Jalisco en el 2006 y encontraron que el
genotipo mas frecuente fue el GG (87%) y el alelo G estuvo presente en el 93.5% de
la poblacién®. Oh y col., realizaron un estudio en el estado de California en el afio
2000 en pacientes con cancer de préstata y reportan altas frecuencias del genotipo
GA (72.6%) de TNF-0.*, estas frecuencias son mas bajas que las reportadas en este

estudio en pacientes con CaCU. Otros autores como Stanczuk y col. en un estudio
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realizado en Zimbawe en el 2003 encontraron que el genotipo GG estaba presente
en el 72% de las mujeres con cancer cervical invasivo y en el 80% de las mujeres
sanas; Jang HW y col. en el 2001 en poblacién Koreana, reportan que el genotipo
GG se encuentra en el 90.2% de las mujeres con CaCU; Govan y col. en un estudio
realizado en 2006 en pacientes con cancer cervical del Sur de Africa encontraron al
genotipo GG en el 71% de la poblacion'® 2 *°. Los resultados de estos tres autores
quienes incluyeron mujeres sanas y soélo pacientes con CaCU, difieren de los
encontrados en este estudio, ya que las frecuencias del genotipo GG son mas bajas

para este genotipo en mujeres con CaCU con una frecuencia de 39.4%.

No encontramos asociacion estadisticamente significativa entre el polimorfismo G-
308A de TNF-a y el riesgo de padecer una LEIGB y/o una LEIGA, sin embargo en
CaCuU el genotipo GA confiere 9 veces el riesgo de padecer cancer cervicouterino en
comparacién con las portadoras del genotipo GG, siendo esta una asociacion
estadisticamente significativa (OR 9, ICgs¢, de 1.6 a 48.9), asumiendo que dicho
polimorfismo puede influir en el desarrollo del cancer cervcicouterino. Estos
resultados concuerdan con los reportados por Oh y col., quienes encuentran que es
el genotipo GA el que confiere el riesgo para desarrollar cancer de prostata (OR=

17) en pacientes, en comparacion con los controles sanos>®.

Una alta proporcidn de mujeres con citologia normal (44/100) expresaron el
mensajero de TNF-a. La presencia del RNAm de TNF-a en ese grupo de mujeres
puede deberse a que presentaban procesos inflamatorios agudos especificos o
inespecificos, a que cursaban con infecciones causadas por bacterias, hongos, VPH
y/o a traumatismos causados por coito. EI RNAm de la citocina puede producirse en
respuesta a procesos inflamatorios ocasionados por estimulos traumaticos, quimicos,
fisicos e infecciosos, que son capaces de inducir la sintesis de TNF-a, con la
finalidad de modular la respuesta inmune en el sitio de la infeccion. Romero y col.,
encontraron niveles incrementados del RNAm de TNF-a en células positivas a VPH

comparadas con células control*’.
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La proporcion de pacientes que expresd el RNAm de TNF-a, aumenté gradualmente
conforme el grado de lesidn, expresandose en el 17.1% de las paciente con LEIGB,
en el 31.6% de LEIGA y en el 36.4% de CaCU y de acuerdo con esos resultados
podemos sugerir que la presencia de la TNF-o en lesiones premalignas y en etapas
avanzadas (CaCU) de la enfermedad puede jugar un papel importante en la
carcinogénesis cérvical, actuando como un promotor del tumor. En ninguna de las
lineas celulares de cancer cervical se expresé el RNAmM de TNF-a. Estos resultados
sugieren que el TNF-a se puede estar produciendo en CaCU en respuesta a un
proceso inflamatorio presente en el epitelio cervical y/o a la activacién de vias de
sefalizacion inducida por otras citocinas que influencian la produccion de TNF-a en
el sitio de la lesion. Azmy y colaboradores sugieren que niveles incrementados de la
proteina de TNF-a pueden predisponer a una enfermedad mas agresiva (metastasis)
en pacientes con cancer de mama®*2. En un estudio realizado por Naylor y col., en 63
biopsias de pacientes con cancer de ovario, el RNAmM de TNF-a se expreso en 45
biopsias, ademas se encontr6 RNAm de la citocina en células tumorales y en
macrofagos infiltrados, mientras que la proteina se localizé en una subpoblacion de
macréfagos dentro del area del tumor®®. Lo reportado por Azmy y Naylor concuerdan
con los hallazgos de este estudio debido a que el TNF-a se expresd en etapas

avanzadas de la enfermedad (CaCU).

Con respecto a los niveles de expresion de la citocina se encontré que en LEIGB el
mayor porcentaje de mujeres que expresaron el RNA mensajero de TNF-a estan en
nivel moderado (50%) y alto (37.5%); mientras que en LEIGA el 58.3% de las
pacientes esta en el nivel de expresion alto y en CaCU los porcentajes son iguales
en los 3 niveles de expresion de la citocina (33.3%); estos resultados no se pueden
comparar con los de otros autores ya que no hay datos publicados, con respecto al
nivel de expresion de TNF-a. Los hallazgos encontrados en este estudio puede
deberse a que las células trasformadas o tumorales tienen la capacidad de producir e
inducir la expresion de TNF-a en el sitio de la lesion, y de esa manera modular la

respuesta inmunoldgica, debido a que TNF-a. puede actuar como un promotor
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enddgeno del tumor®®. TNF-a es una citocina pro-inflamatoria que se une a recetores
tipo | (TNFRI) desencadenando vias de sefializacion que activan a factores de
transcripcion como NF-xB y AP-1 los cuales inducen la expresion de genes
involucrados en el bloqueo de apoptosis y en la promocion de la tumorigénesis, tales
como la transformacion celular, supervivencia, proliferacion, invasion, angiogenesis y

metastasis de células malignas** ** °.

Al relacionar el polimorfismo de TNF-a con la expresion del RNA mensajero,
encontramos que las pacientes portadoras del genotipo AA tienen 1.2 veces el riesgo
de expresar el mensajero de la citocina, en comparacidén con las que presentan el
genotipo GG; en acuerdo a lo reportado por Kroeger y col. quienes encontraron que
el alelo -308A incrementa dos veces el nivel de expresion de TNF-a, en comparacion
con el alelo -308G, lo cual sugiere que el polimorfismo -308GA puede estar
favoreciendo el incremento en la expresion del gen de TNF-a en el sitio de la lesion
debido a que el alelo A convierte a la secuencia de DNA en una regién de alta

afinidad de union a factores de transcripcion® *’.
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V. CONCLUSIONES

Una alta proporcion de mujeres guerrerenses con CaCU son portadoras del
genotipo GA, el alelo A estuvo presente en el 35% de estas pacientes, por lo
que es probable que el polimorfismo G-308A de TNF-« se relacione con el

desarrollo de la enfermedad.

Se encontré una asociacion significativa del genotipo GA de TNF-« con el
riesgo de desarrollar cancer cervicouterino en comparacion con mujeres
citolégicamente normales, por lo que podemos decir que el alelo de riesgo
esta presente en mujeres guerrerenses y este hecho aumenta el riesgo de

paceder la patologia.

La expresion de TNF-a y los niveles promedios del RNAm de la citocina se
relacionan con el grado de lesion por lo que, es probable que la presencia de
la citocina esté jugando un papel importante en el cancer cervicouterino,

actuando como un promotor del tumor.

Los resultados sugieren que el polimorfismo G-308A de TNF-a no se relaciona
con la expresion de RNAm en el epitelio cervical por lo que, pueden estar

implicados otros factores moleculares en su produccion.

El polimorfismo G-308A del gen de TNF-a no se relaciona con la infeccién por
el virus del papiloma humano, es probable la citocina sea producida por otro

tipo de células, como los macrofagos y los keratinocitos.

Es importante identificar marcadores genéticos del huésped que puedan
facilitar el desarrollo del cancer cervical, estos marcadores pueden ser utiles
en la busqueda de estrategias para la prevenir efectivamente las infecciones

inducidas por el VPH.
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