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CAPITULO |

Los polimorfismos en el gen de alfa-1-antitripsina y factor de necrosis

tumoral se han asociado para el desarrollo de cancer cervicouterino.

La frecuencia de polimorfismos en poblacién sana del Noreste de México
es de: AAT /Il IPMS es de 1.5% y de TNF /// 308 G>A es de 2.4%

Materiales y Métodos: Es un estudio transversal, prospectivo participaron

182 pacientes con CaCU, 59 diagnosticadas con cancer In situ, 44 en estadio |,
36 en estadio Il, 34 en estadio lll, 9 en estadio IV. Las muestras fueron
procesadas mediante PCR para AAT y deteccion de alelos 1/2 de TNF. Para el
analisis estadistico se uso el programa Golden Helix.

Resultados: La frecuencia de presentacion del polimorfismo para Alfa-1-
AT /Il IPMS fue de 4% y para TNF /// 308 G>A de 9.9%.

Referente a la correlacion clinica del estadio clinico de la enfermedad
con la deteccion de este polimorfismo: ( ) Para AAT1 genotipo AA
(normal), la media (linea roja) esta en estadio clinico “1” y la distribucion (50%
de todas las pacientes con ese genotipo) del genotipo va desde estadio “0”
(carcinoma in situ), hasta estadio “2”. Para el genotipo AT (polimorfismo), la
media es “2”, la distribucion de 2 al 3, y ninguno de los pacientes con este
genotipo estan en estadio 0 a 1 o mayor de 3. Para TNF el genotipo GG
(normal) la media se encontro en estadio clinico “1” y la distribucién va desde el
0 hasta el 4. Y para el genotipo AG (polimorfismo), la media se encontré en
estadio clinico “1” con mayor distribucion del 0 hasta el estadio clinico 1; por
lo que tiene relevancia ya que no se encontré una distribucién estadio clinico

mas avanzado en pacientes con el polimorfismo en TNF.



Conclusiones: existe una diferencia estadisticamente significativa para
AAT (p= 0.053) pero no para TNFa.

AAT MS se encontrdé una mayor frecuencia en estadios avanzados de la
enfermedad (Il y Ill, 7 pacientes en total, contra uno en estadio 0 y ninguno en
estadio | y IV), y para TNF1/TNF2 en estadios tempranos (14 pacientes en

estadios | y Il, vs 4 pacientes en estadios 0, Il y IV).



CAPITULO I
INTRODUCCION

El cancer de cérvix (CaCU), incluye las neoplasias malignas que se
desarrollan en la porcion del epitelio escamoso a invasién del tejido
fibromuscular del inferior del Utero que se proyecta dentro de la vagina.

El cancer cervicouterino es el segundo mas comun en las mujeres. La
mayoria de los casos se deriva de la infeccion por el VPH. Como en otros
canceres, es de inicio asintomatico. La detecciébn temprana y oportuna es

esencial y se realiza por medio de citologia cervical.;

Se estima que 14.3 por cada 100 000 mujeres mueren a causa de esta
enfermedad en México segun el INEGI 2009.i4,a 1 Siendo los estados con
mayor mortalidad registrada a causa de esta entidad Chiapas, Oaxaca,

Veracruz y Campeche. , 3 4

Teniendo en cuenta la gran tendencia al aumento de esta enfermedad
mortal, se busca algun factor de riesgo o en algun predictor, con el cual el

clinico se pueda orientar.

Los factores de riesgo son: Inicio de vida sexual a temprana edad,
multiples parejas sexuales, tabaquismo, infeccion por VPH, polimorfismos de

AAT que causan déficit en AAT en suero, polimorfismos en el TNF. g g 10 13,

14, 15, 16

La fisiopatologia del CaCU se origina en la unién escamocolumnar a
partir de una lesion displasica previa, que en la mayor parte de los casos sigue

a la infeccion con VPH.
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Los serotipos oncégenos de VPH pueden integrarse al genoma humano;
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P16

PTEN

clAP1

COX-2

EGFR

HLA

Regulacion del ciclo Expresion excesiva en

celular displasias y canceres
cervicouterinos.
Gen supresor tumoral Cambios epigenéticos y
candidato pérdida de expresion génica en
los canceres cervicouterinos.
Supresion de apoptosis La expresion excesiva en

células cancerosas es un factor
prondstico independiente de
supervivencia libre de la

enfermedad
Induce la actividad de Expresion excesiva en
la ciclooxigenasa neoplasia intracelular 3
Receptor para cinasa La expresion excesiva se
de tirosina relaciona con menos

supervivencia libre de enfermedad
cuando se vincula con expresion
excesiva de COX-2
HLA*A201, HLA-B7 y Alteracion de respuesta
DQB1*0302 inmunitaria del hospedador.

***clAP1 = inhibidor celular de la proteina 1 de apoptosis; CIN= neoplasia intraepitelial
cervical;, COX-2 = ciclooxigenasa — 2; EGFR = receptor para el factor de crecimiento
epidérmico; HLA = antigeno leucocitico humano; PTEN = homélogo de fosfatasa y tensina

borrado en el

cromosoma 10.
El patron de crecimiento del cancer puede ser exofitico cuando la lesion

tumoral se proyecta hacia la vagina, endofitico cuando se observa una ulcera a

nivel de cérvix. La diseminacién puede ser por mecanismo local, vascular y

linfatico. 1g

Los estadios clinicos estan basados en lo establecido por la Federacion

Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) cyadr0 2. DoONde los indices de

supervivencia con cancer cervicouterino dependeran de la etapa en la que se

diagnostique, teniendo a los pacientes en estadios 1A 100% a supervivencia a 5
afos, para los IB es de 88%, los IIA 68%, 1B 44%, 111 18-39 % y IV de 18-34%.

17 Por esto es sumamente importante la deteccion en etapas tempranas. g

Cuadro 2 Clasificacién de CaCU FIGO

ETAPA DESCRIPCION
I | Tumor confinado al cuello uterino
IA Tumor con invasion diagnosticado por Patologia con una

profundidad maxima de 5 mm medida desde la capa basal y
una extension horizontal menor o igual a 7 mm



1Al

A2

IB1

IB2

A

A1

A2

1B

A

1B

IVA

VB

Invasion estromal menor o igual a 3 mm y extension
horizontal menor o igual a 7 mm.

Invasion estromal menor o igual a 3 mm pero menor a 5
mm y extension horizontal menor o igual a 7 mm

Tumor clinicamente visible confinado al cérvix.

Menor a 4 cm.

Mayor a 4 cm

Tumor que se extiende mas alla del cuello uterino sin
llegar a la pared pélvica o el tercio inferior de la vagina.

Tumor que invade fondos de saco vaginal sin invasion
parametrial

Tumor menor a4 cm

Tumor mayor a 4 cm

Tumor con invasion parametrial, sin llegar a la pared
pélvica.

El tumor se extiende a la pared pélvica y/o involucra el
tercio inferior de vagina y/o causa hidronefrosis, rifion excluido
o disfuncion renal.

El tumor involucra el tercio inferior de vagina y no a la
pared pélvica.

El tumor se extiende a la pared pélvicay / o causa
hidroneforsis, rifion excluido o disfuncién renal.

El tumor se extiende fuera de la pelvis o presente
involucro comprobado por biopsia de la mucosa vesical o rectal.
Edema buloso se considera enfermedad metastasica

El tumor invade a la mucosa de la vejiga o recto y/o se
extiende mas alla de la pelvis verdadera.

EL tumor invade a la mucosa de la vejiga o recto y/o se
extiende mas alla de la pelvis verdadera.

Los polimorfismos se refieren a la existencia de una poblacién a multiples

alelos en un mismo gen. Estos, tienen la capacidad de influenciar la

presentacion de la enfermedad, asi como funcionalmente o los productos

derivados como también las respuestas a medicamentos. Se incluyen las

variables de sustitucion de una base, delaciones, inserciones o repeticiones

dentro del material genético productor. 5

LA AAT gura 2 esta formada por 394 aminoacidos y tres cadenas laterales

carbohidratadas. La proteina esta codificada en el extremo distal del brazo largo

del cromosoma 14. Su tamafio y estructura molecular condiciona su difusion a

los tejidos, de manera que su concentracién en el pulmén es el 10% de la



concentracion plasmética. El centro activo de la molécula comprende el
fragmento situado entre los aminoacidos 358 y 363. La metionina 358 y la

serina 359 son fundamentales para la accion sobre la proteasa diana.s 7 g

La AAT, es producida por los hepatocitos y el inhibidor de proteasa mas
abundante del suero humano y la principal defensa del pulmén en contra de la
elastasa. Circula en concentraciones entre 120 y 220 mg/dl medidas por
nefelometria. En condiciones normales, el higado secreta 34 mg/kg/24 horas,
pudiendo incrementarse entre 3 y 5 veces en procesos inflamatorios, tumorales
e infecciosos. Esta distribuida el 40% en el suero y el 60% restante en el

espacio extravascular.

La AAT se analiza por electroenfoque. La proteina es pasada por un
gradiente de pH. Como es una proteina neutral, esta no se desliza demasiado y
se denomina “M”. Las variantes son menos funcionales y se denominan A-L y
N-Z, dependiendo si se desplazan distales o proximales a la banda M. Estas
variaciones se significan deficiencia/alteraciones de AAT. Como cada persona
tiene dos copias de mismo gen; esto significa que tendra dos bandas, en el
caso de “AAT MM” es normal.s 7

Los niveles séricos de AAT dependen del polimorfismo; teniendo un
fenotipo de bandas normal “MM” se producira el 100% AAT funcional en suero,
un fenotipo “MS” producira solo el 80% funcional, los tipos “SS, MZ” produciran
solo el 60%, en el tipo “SZ” solo el 40% y en el caso mas grave “ZZ” solo el 10
al 15%. 5 7 Las enfermedades relacionadas con la deficiencia de AAT, son
fibrosis quistica y cirrosis hepatica, que son enfermedades que se presentan en

la infancia con un prondstico de vida. desfavorable. ¢ 1,

El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) es miembro de un grupo de
otras citocinas que estimulan la fase aguda de la reaccion inflamatoria. Es una
hormona glucopeptidica formada por 185 aminoacidos, que procede de un
propéptido formado por 212 aminoacidos. Algunas células sintetizan isoformas



mas cortas de la molécula. El gen de TNF esta ubicado en el cromosoma 6,

region 6p21. 11,12 16

La liberacion de TNF-a produce activacion local del endotelio vascular,
liberacion de éxido nitrico con vasodilatacion y aumento de la permeabilidad
vascular, que conduce al reclutamiento de las células inflamatorias,
inmunoglobulinas y complemento, provocando la activacion de los linfocitos T y
B. También aumenta la activacion y adhesion plaquetarias, y probablemente la
oclusion vascular sea la causa de la necrosis tumoral, de donde proviene su
nombre. Las funciones del TNF se deben a su unién a 2 receptores celulares
diferentes que se localizan en diferentes células como neutrofilos, células
endoteliales y fibroblastos. Ademas, estos receptores se encuentran en forma
soluble en el suero y en el liquido sinovial. Aunque localmente los efectos del
TNF-a son beneficiosos, cuando el TNF actiua por todo el organismo tales
efectos son desastrosos, provocando sindromes como el shock séptico y la

coagulacion intravascular diseminada.

El TNF el polimorfismo 308 G>A in vitro ha mostrado aumento de
produccion de TNF-a posterior a estimulacion con lipopolisacaridos, que
pudieran influir en el aumento sobre los niveles de expresion y de produccion

enddgena de TNF-a.17

Estadisticas en México:

En el afio 2008 se publicé una investigacion donde se encontro que la
frecuencia de polimorfismos en una poblacion sana en el noreste de México es
1.5% de polimorfismos AAT MS. Ningun polimorfismo del alelo Z, y la
frecuencia para TNF es de 2.4%. Este estudio se basé de 103 muestras en

pacientes, de poblacion sana, el cual solo fue como un estudio estadistico.;;

10



Esto nos lleva a la pregunta; ¢Se vera relacionado estos polimorfismos
como un predisponente del proceso multifactorial para el desarrollo del cancer

cervicouterino?

En este proyecto de Tesis la principal justificacion es que la deficiencia
de la proteina AAT es un factor de riesgo para el desarrollo de CaCU; y los
polimorfismos en las secuencias para AAT disminuyen su concentracion en
suero. Asimismo, los polimorfismos de TNF aumentan el riesgo a desarrollar
CaCuU.

11



CAPITULO Il
HIPOTESIS

H1
El polimorfismo “S” y “Z” de la AAT y de TNF 308 G>A se asocian con
una predisposicion de desarrollar lesiones intraepiteliales hasta de CaCuU.

HO

El polimorfismo “S” y “Z” de la A1AT y de TNF 308 G>A no se asocian
una predisposicion de desarrollar lesiones intraepiteliales hasta de CaCU.

12



CAPITULO IV
OBJETIVOS

Objetivo principal:

Determinar la asociacién de polimorfismos “S” y “Z” de Alfa-1-Antripsina y
de TNF alfa 308 G>A con lesiones intraepiteliales y CaCU del Hospital
Universitario UANL.

Obijetivos particulares:

1. Valorar la frecuencia de variacion de polimorfismos “S” y “Z”

Al1AT y de TNF alfa 308 G>A en pacientes con lesiones intraepiteliales y

CaCuU en pacientes del HU-UANL.

2. Valorar si existe correlacion entre la gravedad de la lesion y

los polimorfismos.

13



CAPITULO V
MATERIAL Y METODOS

En un estudio prospectivo, transversal, de cohorte realizado en el
departamento de ginecologia del HU-UANL, se reclutaron personas que
acudieron a consulta con diagnéstico de lesiones cervicales intraepiteliales ya
sean bajo o alto grado, incluso cancer cervicouterino en cualquier estadio. Se

excluyeron aquellas pacientes que no aceptaron participar en el estudio.

Tamafo de muestra.

A un 95% de confianza con un error alfa de 5% y tomando en cuenta la
prevalencia de polimorfismos “S” y “Z” AAT y TNF en pacientes sanas, se
calculdé un tamafio muestral de 182 pacientes, basados en el articulo previo de

polimorfismos en pacientes de poblacion sana del noreste de México. rigura 3

Recoleccion de muestra.

Se realizé una Unica toma de sangre periférica en un tubo de ensayo con
5 ml, que posteriormente se almacené a -4 grados C y se procesd mediante
PCR.

Metodologia de PCR
Las condiciones para la reaccion de PCR para ambas variantes y el

programa de PCR en el termociclador PTC 100 de MJ Research fueron:

Condiciones del PCR para AAT

Reactivo Concentracion Final
Amortiguador 10X 1X

Iniciador AATS-F 1 mM

Iniciador AATS-R 1 mM

14




MgCl, 2 mM
dNTP’s 0.2 mM
Tag DNA polimerasa 25U
DNA 0.2-1 mg
Agua ultrapura estéril CBP 25 ul

Condiciones del PCR para AATZ

Reactivo Concentracion Final
Amortiguador 10X 1X

Iniciador AATZ-F 0.5mM

Iniciador AATZ-R 0.5mM

MqaCl, 1.5 mM

dNTP’s 0.2 mM

Tag DNA polimerasa 25U

DNA 0.2-1 mg

Aqua ultrapura esteéril CBP 25 ul

Programa de ciclos de la PCR para AATS/Z.

Pas Temperat Tiempo
ura °C
1 94 5 min
2 94 30 seg
3 57 30 seg
4 72 30 seg
5 35 ciclos
al paso 2
6 72 10 min

15




La identificacion de las versiones normal y mutante de los alelos Sy Z de
AAT se realizd0 mediante digestidon con la enzima de restriccion Taq |, para lo
cual se sometio a digestion 6 mL de producto amplificado con 4 U de Taq | (20
U/ mL) y se incubo a 65°C durante toda la noche.

Las digestiones se analizaron en un gel de agarosa al 2% tefido con
bromuro de etidio. Se comparo contra el marcador de pares de bases pBS +
Msp | y producto amplificado sin digerir. La imagen fue documentada en el

sistema de foto documentacién ultravioleta.

Identificacion del polimorfismo -308 G/A del promotor del gen que
codifica para TNFa

La identificacion de los alelos TNF1 (G) y TNF2 (A) del promotor del gen
de TNFaq, la reaccion de PCR y el programa de PCR en el termociclador Bio
Rad.

Condiciones de la PCR para la deteccion de los alelos TNF1/TNF2

Reactivo Concentracion Final
Amortiguador 10X 1X

Iniciador TNF308-F 0.5 mM

Iniciador TNF308-R 0.5 mM

MgCl, 1.5mM

dNTP’s 0.2 mM

Tag DNA polimerasa 25U

DNA 0.2-1 mg

Agua ultrapura estéril CBP 25 ul

Programa de ciclos de la PCR para TNF1/TNF2.

Paso Temperatura °C Tiempo

16




40 ciclos al paso 2

1 94 5 min
2 94 30 seg
3 61 30 seg
4 72 30 seg
5

6

72 10 min

La identificacion de las versiones normal (G) y mutante (A) del
polimorfismo -308 se realizo por digestion de 6 microL de producto amplificado
con 0.3 U de la enzima Nco | (5 U/microlL) y se incub6 a 37 C durante toda la
noche. Los productos de las digestiones se analizaron en un gel de agarosa al
2% tefido con bromuro de etidio. Se comparé contra el marcador de pares de
bases pBS Msp I, y producto amplificado sin digerir. La imagen se podra

documentar en el sistema de foto documentacion UVP.

El andlisis estadistico:

Se utiliz6 el software Ms Excel 360, para recopilacion de datos.
Posteriormente se utilizd el software Golden Helix, para la elaboracion del
analisis estadistico. Se analizaron las variables de edad, gesta, partos,
cesareas, abortos, edad de menarca, inicio de vida sexual, estadio clinico,
tratamiento, edad de diagndstico, recidivas e indice de masa corporal. Las
variables demograficas fueron analizadas de manera descriptiva, utilizando
frecuencias, media y mediana, con rango o desviacion estandar.

CAPITULO VI
RESULTADOS
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Se estudié una poblacion total de 182 pacientes con diagndstico de

Cancer cervicouterino: de los cuales 59 fueron in situ, 44 en estadio clinico |,

36 en estadio clinico Il, 34 en estadio clinico Ill, 9 en estadio clinico 1V, con una

mediana de edad de 42 afos. ¢ admo 3.

Cuadro 3 TABLA DEMOGRAFICA.
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En la figura 4 se realiz6 una relacion con respecto al estadio clinico de la

enfermedad con la edad, observando que si corresponde principalmente. Sin

embargo, cabe recalcar que existe tendencia de encontrar CaCU en estadio

clinico avanzado a temprana edad.
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Se encontrd una frecuencia de porcentaje en 182 muestras procesadas
de polimorfismo para Alfa-1-AT /// IPMS en 3.84% y para TNF /// 308 G>A en
9.9%.

Se busco de manera intencionada la correlacion clinica, entre el estadio
clinico de la enfermedad y la deteccion de este polimorfismo, encontrando que
para AAT1 el genotipo AA (normal), la media (linea roja) esta en
estadio clinico “1” y la distribuciéon (50% de todos las pacientes con ese
genotipo) del genotipo va desde estadio “0” (carcinoma in situ), hasta estadio 2.
Para el genotipo AT (polimorfismo), la media es “2”, la distribucién de 2 al 3, y
ninguno de los pacientes con este genotipo estan en estadio 0 a 1 o mayor de

3. Para TNF el genotipo GG (normal) la media se encontré en estadio

19



clinico “1” y la distribucion va desde el 0 hasta el 4. Ademas, para el genotipo
AG (polimorfismo), la media se encontr6 en estadio clinico 1 con mayor
distribucion del 0 hasta el estadio clinico 1; por lo que tiene relevancia ya que
no se encontrd una distribucion estadio clinico mas avanzado en pacientes con
el polimorfismo en TNF.

Figura 5

Box Plot of ESTADIO CLIMICO by rz L7580
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Esta grafica es para el SNP de AAT, se aprecia una frecuencia mayor del
genotipo AA con estadio clinico “avanzado”. Revisar linea color rojo, es la
media, también es mas alta.
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Figura 6
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Esta grafica es para el SNP de TNF, se aprecia una frecuencia mayor del
genotipo GG con estadio clinico “avanzado”. Revisar linea color rojo, es la media,
también es més alta.
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CAPITULO VII
DISCUSION

En este trabajo se detecté una frecuencia del alelo AAT S de 2.2% y para
TNF2 del 5%. Ambas frecuencias son mayores a las reportadas previamente en
poblacion sana del Noreste de México por Sanchez-Dominguez et al 1;; quienes
diagnosticaron una frecuencia de 1.5% y 2.4% respectivamente. En cuanto a
los genotipos heterocigotos, la frecuencia encontrada de AAT MS fue de 3.8% y
para TNF1/TNF2 de 9.9%, mientras que en el estudio anterior se reporta una
frecuencia de 2.9% y 4.9% respectivamente. No existen diferencias
estadisticamente significativas para las frecuencias anteriormente mencionadas
(p>0.05), sin embargo es importante considerar la diferencia en el tamafo
muestral de ambos estudios (182 de este trabajo vs 103 del anterior) y el tipo de
poblacién analizada, ya que el estudio de poblacion sana del Noreste de México

incluye hombres, ya que fue un estudio de nivel epidemioldgico.

Es necesario comprender la diferencia de presentar concentraciones
alteradas (altas o bajas) de TNFa o AAT debido a un proceso patolégico que
provoca su alteracion en circulacion o localmente en el cancer y porque una
variante genética se ha asociado a niveles elevados (TNF) o reducidos (AAT)

de la proteina. 11

Para TNF se han analizado tanto las variantes genéticas como los
niveles séricos e incluso la expresion local en tejido de proteina o RNA. En TNF
los resultados encontrados han permitido el empleo de terapias para bloquear
su efecto en enfermedades, de las cuales se ha demostrado que su elevacién
ocasiona un detrimento de la salud, como en el caso de las enfermedades

autoinmunes.
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Wilson et al. identificaron en la posicion -308 situado en el promotor
TNFa, un polimorfismo bi-alélico que definieron como alelos TNF1 (-308G ) y
TNF2 (-308A). El alelo TNF2 esta fuertemente asociado con el haplotipo HLA-
Al, B8 Y DR3 del complejo mayor de histocompatibilidad y a su vez a una alta
produccion de TNFa 19. A partir de ahi, este polimorfismo, junto con otros que
se han descubierto dentro del mismo promotor, han conducido a estudios de
asociacion con diferentes enfermedades, sobre todo autoinmunes e infecciosas,
aunque también monogénicas »o. TNFa se ha estudiado en diferentes tipos de

cancer, incluyendo de mama, hepético, colorrectal, y cérvix, entre otros.

En cancer de mama, el polimorfismo de TNFa se asocia con la edad de
la menarquia y en triple negativo a mayor riesgo de metastasis distantes. El
analisis de regresion multiple mostré que el TNFa -308A fue también un factor
de riesgo para la metastasis tumoral distante después del ajuste por el tamafio
del tumor y estado de metastasis a ganglios linfaticos ;. También parece tener
cierta capacidad de prondstico de supervivencia pues otro estudio muestra que
portadores del genotipo GA mostraron una desventaja significativa en la
supervivencia libre de progresion, la supervivencia libre de metastasis y la

supervivencia general 2.

En un estudio de pacientes con cancer colorrectal se analizaron los
niveles y los genotipos tanto en pacientes como en controles. Aunque no se
observaron diferencias significativas en las frecuencias alélicas y genaotipicas, el
alelo menor -308A y su genotipo homocigoto estuvieron mayormente
representados en pacientes. El alelo -308A fue mas frecuente en pacientes en
fase temprana en comparacion con los casos avanzados. Los niveles séricos de
TNFa fueron significativamente mayores en pacientes que participantes del
grupo control, registrandose el mas alto nivel de TNFa en etapa IV. Ademas, la
tasa de supervivencia de los pacientes con bajo nivel en suero de TNFa fue

significativamente mayor que la de los pacientes con niveles altos »s3.
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En cancer de higado, los genotipos AA y AG TNFa -308 se asociaron
con 3.42 y 1.23 veces mayores probabilidades de carcinoma hepatocelular que
el genotipo GG, siendo evidente entre varones, fumadores y bebedores de

alcohol, aunque no en mujeres, no fumadores o no bebedores 24,

En cancer cervical TNFa -308A se ha asociado a riesgo de infeccién por
VPH ;5. Ademas, en un meta andlisis reciente de dieciséis articulos se observo
una asociacion marginal entre el polimorfismo rs1800629 TNFa y el riesgo de
cancer de cuello uterino bajo el modelo de comparacion AA + AG vs. GG
aunqgue no se observé aumento significativo del riesgo en el modelo de alelos.
En el analisis estratificado por el origen étnico, se encontraron resultados

significativos en caucasicos 2,

En México, Nieves et al ,7 realizaron el estudio de varios polimorfismos
del promotor de TNF y no encontraron relaciéon con el polimorfismo -308 en un
grupo con lesiones de bajo y alto grado de cérvix, de la zona centro de México
comparando con controles. Las frecuencias de los genotipos TNF1/2 de su
estudio fueron de 7.6% y 5.1% para lesiones escamosas intraepiteliales de bajo
y alto grado respectivamente mientras que en el nuestro del 9.9%. En cambio
ellos encontraron que otro alelo, TNFa -376 “A” se asocio con desarrollo de
lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado. Cabe mencionar que ellos
hicieron un estudio de casos y controles y agruparon de distinta manera a las
pacientes; en cambio a nuestro estudio, se buscé una cohorte de pacientes que

ya tenian diagnostico de CaCU y su relacion con los estadios clinicos.

Se ha demostrado que la composicion genética de la poblacion de
México es diferente. Esto se evidencia precisamente en el tipo de cancer que
predomina en la zona norte (cancer de mama) respecto a la zona sur (CaCuU)
(Diferencias regionales en la mortalidad por cancer de mama y cérvix en México
entre 1979 y 2006 Palacio-Mejia et al. salud publica de méxico / vol. 51,
suplemento 2 de 2009). Lo cual si existe una diferencia poblacional en el
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pais, en primer lugar el patrén migratorio que es hacia el norte del pais, y como
segundo la cuestibn de mestizaje que existe en norte y sur; teniendo mas
cantidad de caucésicos al norte del pais, con la diferencia del mestizo mexicano
que comprende caucasico con indigena al sur del pais. Esto obviamente
provoca que la diversidad genética genere un patron de conducta diferente en

la incidencia y comportamiento de la enfermedad.
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La deficiencia hereditaria de AAT se encuentra entre los tres desérdenes
genéticos mas comunes en caucasicos. Incrementa considerablemente el
riesgo de enfermedades pulmonares obstructivas progresivas, principalmente la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), asi como desordenes
hepaticos crénicos como hepatitis, cirrosis y cancer. Esta deficiencia es
facilmente detectable midiendo los niveles séricos, aunque la deficiencia
pudiera ser también cualitativa. Estas variantes disfuncionales se caracterizan
por escasa actividad antiproteolitica. Por ello es importante la identificacién de

la variante disfuncional por medio de fenotipo o genotipo.s
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Para AAT, ha sido mas comun el analisis de los niveles de la proteina
gue el analisis de variantes genéticas. Los niveles de AAT se han estudiado en
diferentes tipos de cancer. Se han encontrado concentraciones séricas de AAT
mas elevadas en pacientes con cancer colorectal en comparacion con los
controles, independientemente de si su fenotipo es normal (Pi*MM) o deficiente
(Pi * MS, Pi * MZ y Pi * SZ); aunque hubo una tendencia de genotipo de
deficiencia en estadio mas avanzado del tumor, los resultados no fueron
concluyentes debido al tamafio de la muestra ,9. Estudios de protedmica en
tejido gastrico han permitido proponer como candidato a AAT para cancer
gastrico 39, mientras que sus niveles en orina se han propuesto como
biomarcador para cancer de vejiga 3.

Boichenko et al realizaron un estudio de proteémica (analisis simultaneo
de varias proteinas) y se encontrdé un panel de seis proteinas entre las cuales
se encontraba AAT, con un 67 % de sensibilidad y 88% de especificidad para la
discriminacion de pacientes con neoplasia cervical intraepitelial de controles
sanos 3;. En este trabajo los niveles de AAT en pacientes eran mayores que en
controles. En | caso del presente estudio, los estadios Il y Il del CaCU
presentan el mayor niumero de heterocigotos y por ende de deficiencia, sin
embargo es necesario investigar el nivel de proteinas de las pacientes que

presentan un genotipo de deficiencia.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES

Las frecuencias alélicas y genotipicas para TNF y AAT se vio aumentada

en nuestro estudio a comparacion de la poblacion sana

Al analizar las diferencias de las frecuencias de los genotipos
heterocigotos AAT MS y TNF1/TNF2 en los diferente estadios del CaCU, se
encontré que existe una diferencia estadisticamente significativa para AAT (p=

0.053) pero no para TNFao.

Al comparar la distribucién de los genotipos en los diferentes estadios,
observamos que para AAT MS se encontré una mayor frecuencia en estadios
avanzados de la enfermedad (Il y Ill, 7 pacientes en total, contra uno en estadio
0 y ninguno en estadio | y IV), y para TNF1/TNF2 en estadios tempranos (14
pacientes en estadios | y Il, vs 4 pacientes en estadios O, Il y V).

Para elucidar la significancia clinica de estos resultados es necesario
realizar estudios multicénticos, analizar un nimero adecuado de controles para
calcular el posible riesgo o proteccion de portar los diferentes genotipos
analizados en este estudio, y explorar la expresiéon de dichas proteinas en suero
(proteinas circulantes mediante ELISA) y localmente (cuantificacion en tejido de

los niveles de RNA mensajero mediante PCR en tiempo real).

Sin duda el conocimiento de mas factores de riesgo, asi como su valor
prondéstico podra de ser Gtil en cuanto a la comprension de la enfermedad, asi
como la toma de decisiones en cuanto al disefio de programas preventivos por
parte del sector salud en México y en lo tocante al paciente, el hecho de saber
su pronodstico ayudara en la toma de decisiones terapeuticas oportunas.
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CAPITULO IX
ANEXOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Asociacion de Polimorfismos “S” y “Z” de Alfal-
Estudio antitripsina 'y TNF-alfa-308 G>A con lesiones
intraepiteliales de cérvix y CaCU del Hospital
Universitario UANL.

Nombre del Dr. Lezmes Dionisio Valdez Chapa.
Investigador Principal
Institucion Facultad de Medicina y Hospital Universitario

“Dr. José Eleuterio Gonzalez. Universidad Auténoma
de Nuevo Leon”

Servicio/Depart Ginecologia y Obstetricia
amento

Teléfono de 83463443
Contacto

Persona de Dr. Lezmes Dionisio Valdez Chapa.
Contacto

Esta forma de consentimiento informado puede contener palabras que
usted no entienda. Por favor pidale a su médico del estudio o al personal del
estudio que le explique cualquier palabra o informacién que no le quede clara.

Su participacion en este estudio es voluntaria. Es importante que lea y
entienda la siguiente explicacion de los procedimientos propuestos. Este
documento describe el propésito, los procedimientos, beneficios, riesgos
conocidos, molestias, precauciones del estudio incluyendo la duracion y la
naturaleza de su participacion.

También describe las terapias o tratamientos alternativos conocidas que
pueden estar disponibles y su derecho a retirarse del estudio en cualquier
momento. No se pueden dar garantias respecto a los resultados del estudio de
investigacion.

Para ingresar al estudio, Usted como sujeto debe de firmar y fechar este
documento con la presencia de dos testigos y finalmente recibira una copia del
mismo.

1.- PROPOSITO DEL ESTUDIO

Se basa en la investigacion de variantes en los genes que producen la Alfal-
antitripsina y del Factor de necrosis tumoral, y la relacion que tienen estos con la
enfermedad de lesiones intraepiteliales de cuello uterino y Cancer cervicouterino. Con la
intencidn de tener un mayor conociemiento de la enfermedad y poder promover medidas
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preventivas para el desarrollo de las mismas.

2.- CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

El médico del estudio verificara que Usted cumpla con los siguientes
requisitos antes de considerar su ingreso al estudio de investigacion.

Pacientes con diagndstico de Lesion intraepitelial de cuello uterino
y Cancer cervicouterino.

3.- MEDICAMENTO/DISPOSITIVO DE ESTUDIO
No aplica

4.- PROCEDIMIENTOS
Consiste en extraer por medio de jeringa de 10 cc, una muestra de
10 cc de sangre de vena periférica.

5.- TERAPIAS ALTERNATIVOS
No aplica

6.- RIESGOS Y MOLESTIAS
Dolor en zona de extraccion de muestra sanguinea.

7.- POSIBLES BENEFICIOS

Usted puede verse beneficiado por su participacion en este estudio,
aunque no hay garantias de que tenga un beneficio directo por participar en
este estudio.

Ninguno

8.- NUEVOS HALLAZGOS

El médico del estudio le informara a usted o a su representante legar
acerca de cualquier hallazgo significativo que se desarrolle durante el
transcurso de este estudio que pudiera afectar el deseo de seguir participando
en este estudio. Usted tiene el derecho de conocerla y tomar la decision si
continda o no en el estudio.

9.- RETIRO Y TERMINACION

Su participacion es estrictamente voluntaria. Si desea suspender su
participacion, puede hacerlo con libertad en cualquier momento. Si elige no
participar o retirarse del estudio, su atencion medica presente y/o futura no se
vera afectada y no incurrird en sanciones ni perdera los beneficios a los que
usted tendria derecho de algun otro modo.

El médico podra suspender su participacion en el estudio, sin su
consentimiento, por cualquiera de las siguientes circunstancias:
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1.- Que el patrocinador del estudio cancele el estudio.

2.- Que el médico considere que es lo mejor para Usted.

3.- Que necesita algun procedimiento o medicamento que interfiere con
esta investigacion.

4.- Su participaciéon se suspende para cumplir con los requisitos del
estudio.

Se Usted decide retirarse de este estudio, deberd realizar lo siguiente:
1.- Notificar a su médico tratante del estudio

Si su participacion en el estudio se da por terminada, cualquier que sea
la razon, el médico por su seguridad, continuara con seguimientos clinicos,
ademas de podra utilizar la informacion médica que se recabd antes de su
terminacion.

10.- COSTOS, REEMBOLSOS Y PAGOS

Los medicamentos, procedimientos y pruebas relacionadas con el
estudio no tendran ningan costo.

Sin embargo puede incurrir en gastos propios a la atencion que
normalmente recibiria.

No aplica

11.- CONFIDENCIALIDAD/EXPEDIENTE CLINICO

Si acepta participar en la investigacion, el médico del estudio recabara y
registrard informacion personal confidencial acerca de su salud y de su
tratamiento. Esta informacién no contendra su nombre completo ni su domicilio,
pero podra contener otra informacién acerca de Usted, tal como iniciales y su
fecha de nacimiento. Toda esta informacion tiene como finalidad garantizar la
integridad cientifica de la investigacion. Su hombre no sera conocido fuera de la
Institucién al menos que lo requiera nuestra Ley.

Usted tiene el derecho de controlar el uso de sus datos personales de
acuerdo a la Ley Federal de Proteccion de datos Personales en Posicion de
Particulares, asi mismo de solicitar el acceso, correccién y oposicion de su
informacion personal. La solicitud sera procesada de acuerdo a las regulaciones
de proteccion de datos vigentes. Sin embargo, cierta informacién no podra estar
disponible hasta que el estudio sea completado, esto con la finalidad de
proteger la integridad del Estudio.

La Facultad de Medicina y Hospital Universitario asi como el Investigador
seran los responsables de salvaguardar la informacién de acuerdo con las
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regulaciones locales. Usted tiene el derecho de solicitar por escrito al medico un
resumen de su expediente clinico.

La informacion personal acerca de su salud y de su tratamiento del
estudio podra procesarse o transferirse a terceros en otros paises para fines de
investigacion y de reportes de seguridad, incluyendo Agencias reguladoras
(Secretaria de Salud SSA) locales asi como a comité de Etica en Investigacion
y de Investigacion de nuestra Institucion.

Para los propodsitos de este estudio, autoridades sanitarias como
Secretaria de Salud y Comité de Etica en Investigacion y de Investigacion de
nuestra Institucion podran inspeccionar el expediente clinico, incluso los que
fueron recabados antes de su inicio de participacion, los cuales pueden incluir
su nombre, domicilio y otra informacion personal. En caso necesario estas
auditorias o0 inspecciones podran hacer fotocopias de parto o de todo su
expediente clinico. La razén de esto es asegurar que el estudio se esta llevando
a cabo apropiadamente con la finalidad de salvaguardar sus derechos como
pacientes en investigacion.

Los resultados de este estudio de investigacion podran presentarse en
reuniones o en publicaciones.

La informacion recabada durante este estudio sera recopilada en bases
de datos del investigador, los cuales podran ser usados en otros estudios en el
futuro. Estos datos no incluiran informacién médica personal confidencial. Se
mantendra el anonimato.

Al firmar este documento, Usted asi como su representante autorizan el
uso y revelaciones de la informacion acerca de su estado de salud y tratamiento
identificado en esta forma de consentimiento. No perderd ninguno de sus
derechos legales como sujeto de investigacion. Si hay cambios en el uso de su
informacion, su médico le informara.

12.- INTERVENCION DEL MEDICO FAMILIAR

Se le informara a su médico de cabecera acerca de su participacion en
este estudio, enviandole la informacion médica pertinente si lo solicita asi como
cualquier informacién médica relevante.

Para que los médicos de la Institucidbn conozcan de su participacion en el
estudio, los expedientes clinicos cuentan con un identificador para que el
médico de cabecera se ponga en contacto con el Investigador.

13.- COMPENSACION Y TRATAMIENTO DE LESIONES
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Si se enferma o se lesiona debido a una complicacion o adversidad que
sea resultado directo del uso del medicamento/dispositivo o procedimiento en
estudio, deberdq Usted notificar a su Médico para que el proporcione los
cuidados necesarios para el tratamiento de dicha complicacion. El tratamiento
recibido no tendra ningln costo y sera cubierto por la Institucion, asi como la
indemnizacion a la cual tendria derecho en caso de requerirla.

Si desea mayor informacion podra contactar Lic. Antonio Zapata de la
Riva al teléfono (81) 83294050 exts 2870 a 2874.

13.- DECLARACION

Reconozco que me han dado la oportunidad de hacer preguntas
relacionadas al estudio de investigacion y que todas estas se me han
respondido de manera clara y precisa.

Entiendo ademas si tengo preguntas relacionadas al estudio, asi como
en el caso de lesiones o complicaciones deberé de notificar de inmediato al
investigador con la siguiente informacién de contacto.

Nombre del Investigador Dr. Lezmes Dionisio Valdez Chapa
Principal

Teléfono de Contacto 84463443

Teléfono de emergencias 83891111

Ademas entiendo que el Comité de Etica en Investigacion cuenta con un
numero de emergencias para estos casos y que podré contactarlos para
notificar de una complicacion.

Urgencias Médicas. Comité de Etica en Investigacion. Teléfono 044-
8119085882

En caso de tener alguna pregunta relacionada a mis derechos como
sujeto de investigacion de la Facultad de Medicina podre contactar al Comité de
Etica en Investigacion y de Investigacion de nuestra Institucion al Presidente,
Dr. José Gerardo Garza Leal, o al Represente legal de los sujetos de
Investigacion al Lic Antonio Zapata de la Riva.

Comité de Etica en Investigacion y de Investigacion

Av. Francisco | Madero Pte. s/n y Av. Gonzalitos, Col. Mitras Centro,
66460 en Monterrey, Nuevo Ledn México.

Teléfonos: 81-83294050 exts 2870 a 2874

www.investigacion-medunal.com
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email. investigacionclinica@meduanl.com

Al firmar este consentimiento reconozco que mi participacion es
voluntaria y que puedo negarme a participar o suspender mi participacion en
cualquier momento sin sanciones ni perdidas de los beneficios a los que de otro
modo tengo derechos.

Acepto ademas que mi informacién personal de mi salud puede utilizarse
y transferirse para nuevos estudios de investigacion clinica con la finalidad de
brindar mas informacién y asi contar con nuevas opciones de tratamiento.
Entiendo que mi informacién puede ser auditada o inspeccionada por agencias
reguladoras como la Secretaria de Salud asi como por la misma Institucion.

Se me entrega una copia del consentimiento informado.

13.- FIRMAS

Fecha Firma de la Sujeto Nombre en letra de
molde

Fecha Firma del Primer Testigo Nombre en letra
de molde

Relacion del Primer Testigo con la Sujeto del Estudio Direccion

Fecha Firma del Segundo Testigo Nombre en letra de
molde

Relacion del Primer Testigo con la Sujeto del Estudio Direccidn

. ASEGURAMIENTO DEL INVESTIGADOR O DEL MIEMBRO DEL EQUIPO
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He discutido lo anterior con esta persona. A mi mds leal saber y entender, el sujeto estd
proporcionando su consentimiento tanto voluntariamente como de una manera informada, y

él/ella posee el derecho legal y la capacidad mental suficiente para otorgar este
consentimiento.

Fecha Firma de la Persona que Obtuvo el Nombre en letra
de molde

Consentimiento/Investigador Principal
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Esta grafica ilustra la edad de diagnostico experimental respecto a la
tedrica en base a la base de datos de pacientes. Se aprecia una edad
anticipada de diagnéstico, en algunos de las pacientes.
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Figura 5
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Figura 6
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también es més alta.

42



Figura 7

e ]
TIM o laln TEd parCath ?:f..
gr TSk Bs FEr FE5ICTES Y i i
1% L BERS e
WA oy N i -_rf‘-')"xl
Tenm W o5 ™ R
Gl e | 70 Tagtnsr]

Foewe: Exzad s czs ttales de mercdides 12795 2006 [MEGLESA Poverstkoes oo soblacion 15800 2030 CORAY:

Cow sion de Peboac an del Zecirmamenca deAsuves 5o des y Boor cmikds de B S2oresarl de blac cnes Unidas, Persoecnvas e wPoblactin Mundal Ravk an
2004w Pargpeciiezs de b Urzertzazie s Mindel: Bes stan 2003, wwip Sasaunorzinzp 24 ce Febram 2005

T2 DT Esundw rda 42 martaldzd por ci-oer s (20 cknoriimejoes

"M TaMaTasz Extandar mda 4= moralidzd por ci-cer e mave por ckn il e

Ficugs 3, TA5AS ESTAHDARIZADAS DE MOFTALIDAD FOR CANCER CERVICAL ¥ CANCER DE MAMA, POR REGISNES, MEXICH, 1006



Cuadro 1
Funcioén

Ciclina D1 Regulacion del ciclo celular Expresion disminuida en
neoplasi intracelular, aumento de
expresion en canceres.

P16 Regulacion del ciclo celular Expresion excesiva en
displasias y canceres cervicouterinos.
PTEN Gen supresor tumoral Cambios epigenéticos y
candidato pérdida de expresion génica en los
canceres cervicouterinos.
clAP1 Supresion de apoptosis La expresién excesiva en

células cancerosas es un factor
prondstico independiente de
supervivencia libre de la enfermedad

COX-2 Induce la actividad de la Expresion excesiva en
ciclooxigenasa neoplasia intracelular 3

EGFR Receptor para cinasa de La expresion excesiva se
tirosina realaciona con menos supervivencia

libre de enfermerdad cuando se
vincula con expresién excesvia de
COX-2
HLA HLA*A201, HLA-B7 y Alteracion de respuesta
DQB1*0302 inmunitaria del hospedador.
***cIAP1 = inhibidor celular de la proteina 1 de apoptosis; CIN= neoplasia intraepitelial cervical;
COX-2 = ciclooxigensasa — 2; EGFR = receptor para el factor de crecimiento epidérmico; HLA = antigeno
leucocitico humano; PTEN = homdlogo de fosfatasa y tensina borrado en el cromosoma 10.

Cuadro 2 Clasificaciéon de CaCU FIGO

ETAPA DESCRIPCION
| Tumor confinado al cuello uterino
1A Tumor con invasién diagnosticado por Patologia con una profundidad
maxima de 5 mm medida desde la capa basal y una extension horizontal menor o
igual a 7 mm
1AL Invasion estromal menor o igual a 3 mm y extension horizontal menor o
igual a 7 mm.
1A2 Invasion estromal menor o igual a 3 mm pero menor a 5 mm y extensién
horizontal menor o igual a 7 mm.
1B Tumor clinicamente visible confinado al cérvix.
IB1 Menor a 4 cm.
B2 Mayor a 4 cm

Il Tumor que se extiende mas alla del cuello uterino sin llegar a la pared
pélvica o el tercio inferior de la vagina.

1A Tumor que invade fondos de saco vaginal sin invasién parametrial
AL Tumor menor a 4 cm
11A2 Tumor mayor a 4 cm

11B Tumor con invasién parametrial, sin llegar a la pared pélvica.

1 El tumor se extiende a la pared pélvica y/o involucra el tercio inferior de
vagina y/o causa hidronefrosis, rifion excluido o disfuncién renal.

1A El tumor involucra el tercio inferior de vagina y no a la pared pélvica.
1B El tumor se extiende a la pared pélvica y / o causa hidroneforsis, rifion
excluido o disfuncion renal.
\Y El tumor se extiende fuera de la pelvis o presente involucro comprobado por

biopsia de la mucosa vesical o rectal. Edema buloso se considera enfermedad
metastasica

IVA El tumor invade a la mucosa de la vejiga o recto y/o se extiende mas alla de
la pelvis verdadera.
VB EL tumor invade a la mucosa de la vejiga o recto y/o se extiende mas alla de

la pelvis verdadera.
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Cuadro 3 TABLA DEMOGRAFICA.
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Cuadro 4 Asociacion

Estudio de asociacion genética con Estadio clinico, solo se incluy6 en
este andlisis los pacientes con CaCU, N = 182. Con modelos genéticos aditivo y
dominante (modelo recesivo no se pudo analizar por las frecuencias alélicas),
con y sin ajuste de componentes principales (PCA)

No se encontr6 asociacion, el “P value” fue superior a 0.05

Estadisticas genotipicas ce los marcadores

SNP Chromosome Gene Minor  Maior  MinerAllele.  Major dllele. HWE  Gengiype Genolvpe £ Regre
Allzle  Allelz  Ereq. [N) Ereq. (N} 5 DD Zreq- DdEreg den FDR

{Test ) i
Allgie)
0.161
oA BOOER0 =] THF A = 0080 48] O.060 1244) 0484 Oy 000018y O
0.186
rs17580 14 SERFPIMAY T L 0,022 (8) 0878 352) 0.760 oo 0044 (8) i
TN [A/ Do 0.16 0.16 0.161 0.161
1800629 F G] minante 0 0
SE [A/ Do 0.09 0.18 0.093 0.186
4 RPINA1 T] minante 3 6
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