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RESUMEN

FACTORES GENETICOS PRONOSTICOS Y DE SUSCEPTIBILIDAD EN EL CANCER DE
CUELLO DE UTERO.

Introduccion

El cancer de cérvix supone la cuarta neoplasia mas frecuente en la mujer a
nivel mundial, después del cdncer de mama, el colorrectal y el de pulmon, con una

incidencia de mas de medio millén de casos nuevos al afio.

En la Unién Europea, en 2020, la tasa de incidencia era de 16,6/100.000
mujeres/ano y la tasa de mortalidad de 2,9/100.000 mujeres/afio. En los tltimos 50
anos se ha producido un descenso mayor del 75% en la mortalidad de estos
tumores en los paises desarrollados, esto es debido fundamentalmente a la
aparicion de programas de diagnostico precoz y prevencion primaria, pero no asi

en paises en desarrollo donde estos parametros continian aumentando.

Diversos estudios epidemioldgicos apuntan a que el cancer de cuello uterino
es una enfermedad multifactorial en la que se encuentran involucrados una serie
de factores de riesgo, aunque cada vez existe mds evidencia sobre el papel
desempenado por el Virus del Papiloma Humano (VPH) como principal agente

etioldgico.

El VPH pertenece a la familia Papovaviridae. Incluye mas de 100 genotipos
de los que aproximadamente 40 infectan al drea genital masculina y femenina. Por
su capacidad oncogénica han sido como clasificados de alto riesgo los genotipos
denominados como (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59), de probable alto



riesgo (26, 53, 66, 68, 73, 82) y el resto de genotipos, como de bajo riesgo de producir

cancer cervical.

El VPH es un virus pequefio con cadpsula formada sdlo por proteinas. Su
genoma esta constituido por alrededor de 8.000 pares de bases y parte del mismo
codifica unos productos génicos tempranos causantes de la replicaciéon del ADN,
de la regulacion transcripcional y de la transformacion de la célula infectada, pero
también son oncoproteinas que, una vez expresadas, inactivan los productos
génicos celulares supresores de tumores p53 y pRb y causan una proliferacién

celular descontrolada.

La mayoria de las infecciones por este virus son transitorias y el virus de
forma aislada no es suficiente para producir cancer. En los casos en los que la
infeccidon se cronifica, el tiempo desde la infeccion hasta que se desarrolla el

carcinoma no invasivo y finalmente un cancer invasivo es de alrededor de 15 afos.

La etiopatogenia exacta del desarrollo del cancer cervical se desconoce.
Todavia hoy en dia es un enigma por qué algunas mujeres afectadas con un
genotipo de alto riesgo de VPH sufren una infeccion transitoria y sin embargo otras
acaban desarrollando una lesion intraepitelial de alto grado (HSIL), que puede
acabar desarrollando un cancer invasivo. Se cree que en esta discriminacion juega
un papel importante la susceptibilidad genética de cada paciente. Esta podria estar
relacionada con genes involucrados en la respuesta inmune entre otros, ya que se
ha demostrado que la persistencia del virus durante periodos prolongados de
tiempo es necesaria para el desarrollo del tumor. Por otro lado, también podrian
existir variantes en genes que codifican proteinas relacionadas con la apoptosis (o
muerte celular programada), proceso cuya alteracion ha sido relacionada
frecuentemente con el desarrollo del cancer, por ser un mecanismo de control

fisioldgico de proliferacion y de reparacion de dafio celular.



Objetivo

El principal objetivo ha sido intentar demostrar si determinados
polimorfismos en algunos genes implicados en la respuesta inmune y/o en
mecanismos de muerte celular programada permiten explicar el diferente
comportamiento del desarrollo tumoral en la mujer infectada por VPH

principalmente de alto riesgo (VPH-AR).

Material y métodos

Se ha diseniado un estudio retrospectivo de casos y controles a partir de
pacientes en seguimiento durante dos afos del Hospital Universitario Santa Maria
del Rosell de Cartagena. Se establecieron dos grupos principales dentro de los
casos: mujeres con una lesion intraepitelial cervical de bajo grado (LSIL) y aquellas
que evolucionaron a una lesion intraepitelial de alto grado (HSIL). El nimero de
pacientes estudiadas se ha situado en torno a 400 dependiendo del tipo de analisis.
Asimismo, se han analizado unas 230 muestras de pacientes control de una

poblacion homogénea con respecto a los casos.

Las técnicas utilizadas han sido procedimientos de biologia molecular que
incluyen desde la extraccion del ADN, genotipado del VPH mediante sondas de
hibridacién, hasta el genotipado de polimorfismos de nucledtido simple (SNPs) por
analisis de tamafios de fragmentos de restriccién (RFLP) y de discriminacion alélica

mediante PCR en tiempo real.
Se han estudiado los siguientes polimorfismos:

Genes asociados a respuesta inmune asociados a citotoxicidad dependiente
de anticuerpos: FcGR2A (rs1801274) y FcGR3A (rs396991).

Genes asociados a fendmenos de apoptosis por la via extrinseca: FAS
(rs1800682), FASL (rs763110), TRAILRIA (rs2230229) y TRAIL (rs12488654).



Resultados

Se ha hecho un andlisis de los resultados obtenidos para los distintos
genotipos correspondientes a los 6 polimorfismos involucrados. Para ello se han
clasificado y comparado los genotipos en la poblacion control y en la de casos. Estos
ultimos se han clasificado a su vez segiin aquellas pacientes con hallazgo de
lesiones intraepiteliales de alto o bajo grado (HSIL o LSIL), y en subgrupos
dependiendo de si estaban infectadas por VPH de alto riesgo o no. Se ha establecido
el calculo del equilibrio de Hardy-Weinberg para toda la poblacion de controles

para todos y cada uno de los genotipos estudiados.

Para el polimorfismo en el gen FcGR2A: no se han observado diferencias

significativas al comparar genotipos en las distintas asociaciones segin patologia.

Para el polimorfismo en gen FcGR3A se observd que las pacientes del
grupo I (LSIL) poseen, de forma significativa, el genotipo FF en un
porcentaje menor que las del grupo II (HSIL). Al considerar los genotipos FF
frente a FV y VV en combinacion, el grado de significacion fue incluso
mayor, del mismo modo que cuando se consideraron solo a aquellas
pacientes con VPH-AR. Sin embargo, la distribucion de genotipos en
muestras citoldgicas normales fue similar a las frecuencias encontradas en
las muestras objeto de estudio (grupos I y II en conjunto).

Para el polimorfismo en el gen FAS existe una ligera proporcién mayor del
genotipo TC en la poblacion de pacientes afectadas de una LSIL que en el grupo
control. Esta tendencia solo se observa al tener en cuenta este grupo de pacientes y

en todo caso no llega a ser una diferencia significativa.

Si comparamos el numero de pacientes con genotipo CC para el
polimorfismo en FASL frente a los que no lo poseen, encontramos diferencias son
significativas al comparar el grupo pacientes con HSIL con respecto a LSIL
(p=0,0039). Si ademas tenemos en cuenta que las poblaciones de casos totales con
respecto a la de controles tienen distribuciones de los genotipos muy semejantes,
podriamos suponer que el genotipo CC podria no tener incidencia en el desarrollo



de una lesion intraepitelial en pacientes sanas, pero podria influir en la progresion
hacia HSIL tras una LSIL previa. Esta relacion se acentiia cuando consideramos a

su vez a aquellas pacientes poseedoras de un genotipo VPH de alto riesgo.

Mientras que para el polimorfismo en TRAIL (rs12488654) no se han
observado diferencias significativas al comparar genotipos en las distintas
asociaciones seguin patologia, para el polimorfismo en TRAILRI (rs2230229) se
constatd que el genotipo AA parece predisponer a desarrollar una LSIL en
pacientes infectadas de VPH-AR. Sin embargo, aunque esta relacion es
significativa, su fuerza de asociacion segun los coeficientes estadisticos no es

grande.

Conclusiones:

El estudio sobre polimorfismos asociados a citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos, el FcGR3A proporciona la primera evidencia de
una asociacion entre un polimorfismo del FcGR y un mayor riesgo de
progresion en lesiones precancerosas del cuello uterino. Sin embargo, serian
necesarios estudios posteriores con un tamafno de muestra mas grande y
diferentes entornos de poblacion.

En cuanto a los polimorfismos asociados con apoptosis, nuestros
resultados informan por primera vez la asociacion entre un SNP en el gen
FASL, con la progresion de LSIL a HSIL, destacando asi el interés de
genotiparlos con objeto de evaluar el riesgo de progresion en mujeres con
LSIL infectadas con VPH-AR.

Palabras clave: Cancer Cérvix Uterino, VPH, polimorfismos, FcGR3A,
FcGR2A, TNF, FAS, TRAIL, citotoxicidad dependiente de anticuerpo, apoptosis,

LSIL, HSIL, regresion, progresion, inmunoprivilegio.






ABSTRACT

PROGNOSTIC GENETIC AND SUSCEPTIBILITY FACTORS IN CERVICAL CANCER.

Introduction

Cervical cancer is the fourth most common neoplasm in women worldwide,
after breast, colorectal and lung cancer, with an incidence of more than half a
million new cases per year. In the European Union, in 2020, the incidence rate was
16.6/100,000 women/year and the mortality rate was 2.9/100,000 women/year. In
the last 50 years there has been a drop of more than 75% in the mortality of these
tumors in developed countries, this is fundamentally due to the appearance of early
diagnosis and primary prevention programs, but not so in developing countries
where these parameters continue to increase. Various epidemiological studies
indicate that cervical cancer is a multifactorial disease in which a series of risk
factors are involved, although there is increasing evidence on the role played by
the Human Papilloma Virus (HPV) as the main etiological agent. HPV belongs to
the Papovaviridae family. It includes more than 100 genotypes, of which
approximately 40 infect the male and female genital area. Due to their oncogenic
capacity, the genotypes known as (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59),
probable high risk (26, 53, 66, 68, 73, 82) and the rest of the genotypes, as low risk
of producing cervical cancer. HPV is a small virus with an envelope made up of
only protein. Its genome is made up of around 8,000 base pairs and part of it
encodes early gene products that cause DNA replication, transcriptional regulation
and transformation of the infected cell, but are also oncoproteins that, once
expressed, they inactivate the cellular tumor suppressor gene products p53 and
pRb and cause uncontrolled cell proliferation. Most infections by this virus are
transient and the virus alone is not enough to cause cancer. In cases where the

infection becomes chronic, the time from infection to development of non-invasive



carcinoma and finally invasive cancer is around 15 years. The exact
etiopathogenesis of cervical cancer development is unknown. It is still an enigma
today why some women affected by a high-risk genotype of HPV suffer a transient
infection and yet others end up developing a high-grade intraepithelial lesion
(HSIL), which can end up developing invasive cancer. Itis believed that the genetic
susceptibility of each patient plays an important role in this discrimination. This
could be related to genes involved in the immune response, among others, since it
has been shown that the persistence of the virus for long periods of time is
necessary for tumor development. On the other hand, there could also be variants
in genes that encode proteins related to apoptosis (programmed cell death), a
process whose alteration has been frequently related to the development of cancer,
as it is a physiological control mechanism for cell proliferation and repair of cell

damage.

Objectives

The main objective has been to demonstrate whether certain polymorphisms
in some genes involved in the immune response and/or in mechanisms of
programmed cell death can explain the different behavior of tumor development
in women infected with HPV, mainly high-risk (HR-HPV).

Material and methods

A retrospective case-control study was designed based on patients followed
up for two years at the Santa Maria del Rosell University Hospital in Cartagena.
Two main groups were established within the cases: women with a low-grade
cervical intraepithelial lesion (LSIL) and those who progressed to a high-grade
intraepithelial lesion (HSIL). The number of patients studied has been around 400
depending on type of analysis. Likewise, some 230 samples of control patients have
been analyzed from a homogeneous population with respect to the cases. The

techniques used have been molecular biology procedures that range from DNA



extraction, HPV genotyping using hybridization probes, to single nucleotide
polymorphisms (SNPs) genotyping by restriction fragment size analysis (RFLP)
and allelic discrimination by real-time PCR. The following polymorphisms have
been studied:

Genes associated with immune response associated with antibody-
dependent cytotoxicity: FcGR2A (rs1801274) and FcGR3A (rs396991).

Genes associated with apoptosis phenomena by the extrinsic pathway: FAS
(rs1800682), FASL (rs763110), TRAILR1A (rs2230229) and TRAIL (rs12488654).

Results

An analysis has been made of the results obtained for the different genotypes
corresponding to the 6 polymorphisms involved. For this, the genotypes in the
control population and in the case population have been classified and compared.
The latter have been classified in turn according to those patients with a finding of
high-grade or low-grade intraepithelial lesions (HSIL or LSIL), and into subgroups
depending on whether they were infected with high-risk HPV or not. The
calculation of the Hardy-Weinberg equilibrium has been established for the entire

population of controls for each and every one of the genotypes studied.

For the polymorphism in the FcGR2A gene: no significant differences have
been observed when comparing genotypes in the different associations according

to pathology.

For the polymorphism in the FcGR3A gene, it was observed that patients in
group I (LSIL) have, significantly, the FF genotype in a lower percentage than those
in group II (HSIL). When considering the FF versus FV and VV genotypes in
combination, the degree of significance was even higher, in the same way as when
only those patients with HR-HPV are considered. However, the distribution of
genotypes in normal cytological samples was similar to the frequencies found in

the samples under study (groups I and II together).



For the polymorphism in the FAS gene there is a slightly higher proportion
of the TC genotype in the population of patients affected by LSIL than in the control
group. This trend is only observed when taking this group of patients into account

and in any case it does not amount to a significant difference.

If we compare the number of patients with the CC genotype for the FASL
polymorphism versus those who do not, we find significant differences when
comparing the group of patients with HSIL with respect to LSIL (p=0.0039). If we
also take into account that the populations of total cases with respect to that of
controls have very similar distributions of genotypes, it is assumed that the CC
genotype could not have an impact on the development of an intraepithelial lesion
in healthy patients, but could influence progression to HSIL after a previous LSIL.
This relationship is accentuated when we consider those patients with a high-risk

HPV genotype.

While for the polymorphism in TRAIL (rs12488654) no significant differences
have been observed when comparing genotypes in the different associations
according to pathology, for the polymorphism in TRAILR1 (rs2230229) it was found
that the AA genotype seems to predispose to the development of LSIL in patients
infected with HR-HPV. However, although this relationship is significant, its
strength of association according to the statistical coefficients is not great.

Conclusions

The study on polymorphisms associated with evidence-dependent cell
cytotoxicity, FcGR3A provides the first evidence of an association between an FcGR
polymorphism and an increased risk of progression in precancerous lesions of the
cervix. However, further studies with larger sample size and different population
settings will be necessary. Regarding the polymorphisms associated with
apoptosis, our results report for the first time the association between a SNP in the
FASL gene, with the progression from LSIL to HSIL, thus highlighting the interest
of genotyping them in order to assess the risk of progression in women with LSIL
infected with HR-HPV.



Keywords: Cervical Cancer, HPV, polymorphisms, FcGR3A, FcGR2A, TNF,
FAS, TRAIL, mechanism-dependent cytotoxicity, apoptosis, LSIL, HSIL, regression,

progression, immunoprivilege.
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HLA: Antigeno Leucocitario Humano.

HSIL: Lesion Intraepitelial de Alto Grado.

HUSMR: Hospital Universitario Santa Maria del Rosell.
HUSL: Hospital Universitario Santa Lucia de Cartagena
IC: Intervalo de Confianza.

IFN: Interferdn.

IL: Interleuquina.

KIR: Receptor de células Asesinas tipo Inmunoglobulina

immunoglobulin-like receptor)

LC: Células de Langerhans.

LIT: Linfocitos Infiltrantes de Tumor.
LSIL: Lesion Intraepitelial de Bajo Grado.
OD: Razén de probabilidad (Odds Ratio)
NK: Célula asesina natural (Natural Killer)

NKG2: Receptor de células NK tipo lectina.

(Killer-cell

NFKkB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células

B activadas.



NIalll: enzima de restriccion 3 de Nesisseria lactamica.
dNTP: dinucledtidos Trifosfato.

PCR: Reaccion en cadena de la Polimerasa.

qPCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa.
RFLP: Fragmentos de Restriccion de Longitud Polimorfica.
SIL: Lesion Intraepitelial Escamosa.

SNIP: Polimorfismo de Nucledtido Simple.

TAP-1: Proteina transportadora tipo 1 (Transporter 1)

Th: Linfocito T colaborador (T helper)

Treg: Linfocito T regulador.

TLR: Receptor de Linfocitos T.

TRADD: Dominio de Muerte Asociado a TNFR-1

TRAIL: Ligando Inductor de Apoptosis Relacionado con el TNF (TNE-
related apoptosis-inducing ligand).

TRAILR: Receptor de TRAIL.

TNF: Factor de Necrosis Tumoral.

TNEFR: Receptor del Factor de Necrosis Tumoral.

VLP: Particulas Similares a Virus (Virus-Like Particles)
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I - INTRODUCCION

1.1. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE CUELLO DE UTERO

El cancer de cérvix supone la cuarta neoplasia mas frecuente en la mujer a
nivel mundial, después del cancer de mama, el colorrectal y el de pulmén, con una
incidencia de 570.000 nuevos casos en el afio 2018(1). Diez afos antes, ocupaba la
tercera posicion en frecuencia total en mujeres con una incidencia ligeramente
inferior (529.000 nuevos casos en 2008)(2); y en 2002 era el segundo mas frecuente

(con una incidencia de 493.000 nuevos casos)(3)

Estos datos nos sugieren, que pese a la pérdida de importancia relativa al
resto de canceres su incidencia no sélo no ha descendido, sino que ha aumentado
en un grado no despreciable. Este aumento tiene una importancia mayor si tenemos
en cuenta los datos desagregados en paises desarrollados con respecto a los que no
lo son, de manera que en los primeros se observa un claro descenso de la incidencia
y la mortalidad, mientras que, en los segundos, ambas continian aumentando(4).
Se estima que el 85-90% de las muertes se produjeron en los paises
subdesarrollados, con una tasa de mortalidad 18 veces mayor en los paises de
ingresos bajos o medios respecto a los paises ricos(1-3) siendo esto debido
fundamentalmente a la aparicion y a la accesibilidad a los programas de

diagnostico precoz e inmunoterapia.

La incidencia de este tumor sigue una distribucién bimodal con pico de
incidencia entre los 25 y los 40 afios para el carcinoma in situ y otro pico entre los

48 y los 52 anos para el carcinoma invasor. La mayoria de casos se dan en mujeres
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que no se hacen una citologia regularmente y en pacientes afectados por el virus de

la inmunodeficiencia humana (VIH).
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Figura 1. Tasas de incidencia mundial del cancer de cérvix estandarizadas por edad. Fuente GLOBOCAN 2020 (OMS)
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Figura 2. Tasas de mortalidad del cancer de cérvix estandarizadas por edad. Fuente GLOBOCAN 2020 (OMS)
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1.2. ETIOLOGIA

Diversos estudios epidemioldgicos apuntan a que el CCU es una enfermedad
multifactorial en la que se encuentran involucrados una serie de factores de riesgo,
aunque existe evidencia clara sobre el papel desempefiado por el virus del

papiloma humano (VPH) como principal agente etioldgico(5,6).

La infeccidon por el VPH es un importante e independiente predictor de la
presencia de lesiones intraepiteliales escamosas y CCU(7-9) en mujeres(10) y del
carcinoma escamoso anal en hombres(11), ademds de producir otras lesiones

benignas como las verrugas genitales.

La infeccion por el VPH es la enfermedad de transmision sexual mas

frecuente en el mundo.

Sin embargo, gran parte de las infecciones originadas por el VPH en mujeres
en edad sexualmente activa, son transitorias y el virus de forma aislada no es
suficiente para producir cancer. En el comienzo de la historia natural del CCU
aparecen cambios citoldgicos denominados lesiones escamosas intraepiteliales de
bajo grado (LSIL), también conocidas como neoplasias cervicales intraepiteliales de
tipo 1 (CIN1) o condiloma acuminado, que pueden evolucionar, en un 11% de los
casos, a una lesiéon de alto grado (HSIL), también conocidas como CIN2-3. Se
considera que tan solo un 10-12% desarrollardn una infeccién persistente con un
riesgo elevado de progresion a neoplasia intraepitelial cervical de grado 3
(CIN3)(12-15). En los casos en los que la infeccidn se cronifica, el tiempo desde la
infeccidn hasta que se desarrolla el carcinoma no invasivo y finalmente el cancer

invasivo es de alrededor de 15 anos(16).

Ademads, se considera que no todos los tipos de VPH son igual de
oncogénicos. Los genotipos 16 y 18 se encuentran en el 70% de lesiones CIN3(17) y
en el 75% de los casos de CCU(18). Esta comprobado que el riesgo de desarrollar
CINS3 en las mujeres infectadas por estos genotipos es bastante mayor que en las

infectadas por otros genotipos distintos(19).

Otros factores de riesgo que podrian jugar un papel importante en el

desarrollo del cancer de cérvix son los siguientes:
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a.  Inicio temprano de las relaciones sexuales.
b.  Mudltiples parejas sexuales.

c.  Pareja sexual de alto riesgo debido a su promiscuidad y, por
lo tanto, a la probabilidad de contagio del VPH (20).

d.  Tabaco (21): se asocia con un aumento del riesgo de padecer

carcinoma epidermoide pero no adenocarcinoma.

e.  Infeccién por el VIH (22): se relaciona con una persistencia (o

reactivacion) alta de VPH y con una agresividad mayor del tumor.

f. Historia de ETS por Chlamydia trachomatis (23) mientras que
existe controversia sobre la influencia del virus herpes simple (VHS)
tipo 2(24), o del virus de Epstein-Barr (25).

g.  Uso prolongado de anticonceptivos orales (ACO) (26). El
adenocarcinoma parece tener mayor asociacion con el uso de ACO que

el carcinoma epidermoide, y se relaciona con la duracién de su uso.
h.  Multiparidad (20).
i.  Estado del microbioma vaginal (27).
j. Condicidn socioecondmica baja.
k.  Antecedentes familiares.

. Otros factores: dietilestilbestrol (28): aumenta la incidencia
de carcinoma de células claras de cérvix y de vagina. Los varones
circuncidados(29) tienen un riesgo menor de padecer infecciones
genitales por VPH, y, en aquéllos con historia de parejas sexuales
multiples, el riesgo de cancer de cérvix en las parejas posteriores es
menor. Esto podria explicar la menor incidencia en mujeres judias o

musulmanas.
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Figura 3. Tasas de incidencia de cancer atribuible a VPH en 2018 estandarizadas por edad. Fuente: Catherine de Martel et al. Global burden of cancer
attributable to infections in 2018: a worldwide incidence analisis. The Lancet Global Health. 2020 Feb 1;8(2):e180-90(1).
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1.3. VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

El VPH pertenece a la familia Papovaviridae. Incluye mas de 100 genotipos de
los que aproximadamente 40 infectan al area genital masculina y femenina. Por su
capacidad oncogénica han sido como clasificados de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59) (VPH-AR), de probable alto riesgo (VPH-pAR) (26, 53, 66,
68, 73, 82) y el resto de genotipos, como de bajo riesgo de producir cancer cervical
(VPH-BR)(6).

35 .| @HPV16
0 - I BHPV18
OHPVE

25 WHPV33
- @HPV31
x OHPV39

15 WHPV45
10 BHPV51
OHPV52

S| B El = @HPV53
o U W HPV58
N/B ASC-US LSIL HSIL OHPVES

Figura 4. Distribucion de genotipos mas comunes encontrados en las muestras citologicas de
una serie de pacientes de una poblacion de Lorca y Cartagena y, por tanto, similar a la de nuestro
estudio. Se representan los diagnosticos citologicos ASCUS, LSIL, y HSIL frente a la frecuencia

relativa de cada genotipo. Fuente: Conesa et al.(30)
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El VPH es un virus pequefio con cdpsula formada sdlo por proteinas. Su
genoma esta constituido por alrededor de 8.000 pares de bases y esta organizado

en diferentes areas(31,32):

Region de genes tempranos (E1, E2, E4-E7). Esta region temprana codifica
para las proteinas E6, E7, E1, E2, E4 y E5, que son la causa de la replicacion del

ADN, de la regulacion transcripcional y de la transformacion de la célula infectada.

Region de genes tardios (L1 y L2). La region de genes tardios codifica para

las proteinas L1y L2, que forman la cadpsula viral.

Ambos grupos de genes estan separados por una region reguladora superior,
de aproximadamente 1.000 pares de bases que no codifica proteinas, pero contiene
elementos cis requeridos para regular la expresion génica, la replicacion del

genoma y su empaquetamiento en particulas virales.

Los productos de los genes tempranos actian como oncoproteinas que,
expresadas en todos los tumores, inactivan los productos génicos celulares

supresores de tumores p53 y pRb y causan una proliferacion celular descontrolada.

1.4. CARCINOGENESIS INDUCIDA POR VPH

(Donde esta el fallo de la respuesta inmune en la carcinogénesis cervical

impulsada por el VPH?

La infeccion por VPH requiere que las particulas del virus accedan a la capa
basal del epitelio cervical a través de microlesiones. El1 VPH no tiene maquinaria
enzimatica para la replicacion del ADN, por lo que la célula de la capa basal es la
diana del virus, ya que es la célula encargada de la renovacién epitelial y la inica
que tiene actividad proliferativa. Esta infeccion conduce al establecimiento del
genoma del VPH como episomas estables en estas células. Para un ciclo viral eficaz,
el VPH necesita el proceso de diferenciacion de los queratinocitos desde las células
basales hasta las células en exfoliacion, para expresar las proteinas virales en su

justo momento. De esta manera, las proteinas virales tempranas E1 y E2 se expresan
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para iniciar la replicacién del ADN viral, mientras que E6 y E7 inducen la actividad
del ciclo celular en las células suprabasales, lo que permite la replicacion del
genoma del VPH mas alla de las capas basales (33). Luego, el ADN viral se replica
de manera coordinada con los cromosomas de la célula huésped, pero las proteinas
del VPH se expresan a niveles extremadamente bajos. Solo en las capas epiteliales
superiores, donde las células sufren exfoliacion y la vigilancia inmunolégica es
baja, el VPH expresa las proteinas inmunogénicas L1 y L2 que se ensamblan para
construir la capside viral. Esta estructura permite el empaquetamiento de los
genomas replicados, favoreciendo la propagacion viral hacia la luz cervical. Por
este motivo, el tiempo desde la infeccion hasta la liberacion viral es de unas tres

semanas, que es el tiempo que tarda el queratinocito basal en descamarse (34).

En un pequeno porcentaje de casos, los genotipos de VPH-AR (mas
predominantemente el VPH 16 y 18) pueden ejercer inicialmente una alteracion en
el control del ciclo celular de los queratinocitos, que puede evidenciarse
morfoldgicamente por cambios citologicos que conducen a una LSIL. Aunque
aproximadamente el 30 % de las HSIL revierten (35), hay una activacion continua
de la proliferaciéon a causa de la proteina E7, junto con un aumento en la
inestabilidad cromosdmica impulsada por E6, que es capaz de inhibir la funcion de
la proteina p53. La proteina E5, por su parte ejerce una inhibicion de las proteinas
del punto de control (checkpoint) del huso acromatico (Bubl y Mad5) (36).
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Figura 5. Modelo de carcinogénesis cervical. A Lesiones cervicales siguientes a la infeccién
por VPH-AR. B. Diferencias entre las actividades de las proteinas virales y celulares durante
la secuencia de la carcinogénesis cervical. Fuente: Conesa-Zamora (37)

Aproximadamente el 20% de las CIN1 progresaran a CIN2, y el 30% de estas
lesiones progresaran a CIN3 que, en el 40% de los casos, terminaran en CCU
invasivo (38). La HSIL tiene una fase de proliferaciéon mas extensa que la LSIL, ya
que la amplificacion del genoma viral ocurre mas cerca de la superficie epitelial.
Esto se debe principalmente a los cambios en los niveles de expresiéon de las
proteinas viricas E6 y E7 que se producen tras la integracion del genoma virico en
el cromosoma de la célula huésped. El ADN del VPH integrado se detecta en la
mayoria de los CCU invasivos y en un subconjunto de las HSIL (39) y refleja un
fallo del proceso infeccioso del VPH, ya que las células cancerigenas no pueden

producir viriones.
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1.5. MANEJO CLINICO DE LA MUJER CON SIL

La LSIL supone el 2-3% de todas las citologias realizadas. Un porcentaje
mayor del 70% de las mujeres con citologia LSIL poseen un resultado positivo para
la prueba de VPH de las cuales el 80% es por genotipos de alto riesgo, y
aproximadamente el 12-16% tiene un grado de lesion de al menos HSIL/CIN2 tras
el estudio con colposcopia y biopsia. La Asociacion Espanola de Patologia Cervical
y Colposcopia (AEPCC) recomienda, dentro del programa de cribado primario de

cancer de cérvix, las siguientes medidas:

e Remitir a colposcopia a todas las mujeres con citologia LSIL en el cribado
primario.

e No realizar una prueba de VPH ante una citologia LSIL (ya que en su
mayoria van a ser positivas y no resulta eficiente realizarla).

e En los casos con citologia LSIL en los que se ha realizado un co-test
(citologia + prueba VPH):

o Remitir a colposcopia si la prueba VPH es positiva (en
ausencia de genotipado). En caso de disponer de informacion del
genotipado remitir a colposcopia tinicamente los casos VPH 16/18.

o Realizar co-test al afo si la prueba VPH es negativa o positiva
para VPH no 16/18.

El algoritmo de decisién clinica valora aspectos como un estudio
endocervical (EEC) o de la llamada zona de transformacion (ZT), que es una parte
del cuello uterino en la que se presenta metaplasia escamosa (cambios celulares de
células cilindricas a planas). Esta zona se clasifica en 3 tipos: tipo 1 (totalmente
ectocervical y visible), tipo 2 (componente ectocervical y otro endocervical) y tipo

3 (endocervical no totalmente visible y uno ectocervical mas o menos extenso).



VPH negativo o VPH 16/18 0 -
no 16/18 no genotipado .
Positivo —_— Colposcopia
A I I
Lesion cervical NO visible 6 ZT tipo 3 Lesién cervical visible y ZT tipo 1,2
I |
Biopsia/EEC* + Vaginoscopia Biopsia + Vaginoscopia
Negativo VaiN; SIL/CIN
Co-test (1 afio) | Co-test (1 afio)
Negativo Negativo <LSILy VPH no 16/18 o no genotipado ~ >LSIL o VPH16/18
Co-test (1 afio) ! Co-test (1 afio) Co-test (1 afio x 2)
Negativo Negativo Positivo
I [ |
Cribado Colposcopia Protocolo especifico

Figura 6. Algoritmo de decisién clinica ante LSIL en cribado primario. Fuente: Guia para la
Prevencion del Cancer de Cérvix de la AEPCC 2022(40).
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La conducta ante el diagndstico histologico de HSIL/CIN2-3 estd basada en el
mejor conocimiento desarrollado durante los tltimos afos, sobre la evolucion de
las lesiones. Se ha encontrado que el verdadero precursor del CCU es el
HSIL/CIN3, ya que los casos de HSIL/ CIN2 han mostrado ser un grupo

heterogéneo de entidades con un riesgo variable de progresion o regresion.

El objetivo principal implica identificar que casos tienen un verdadero riesgo
de progresion, de forma que haya que tratarlos prioritariamente, y cuales
excepcionalmente podrian evolucionar a una regresion espontanea. En estos
altimos, se podria plantear una conducta conservadora para evitar el

sobretratamiento y la morbilidad obstétrica derivada del mismo.

En todo caso, los factores asociados a regresion son diversos: la edad de la
paciente, la extension de la lesidn, la negativizacion del VPH o la ausencia de
infecciéon por VPH16. Todos ellos son tenidos en cuenta, junto a otros como la

opinion de la paciente y su estado gestacional, en la toma de decisiones clinicas.

Se ha propuesto el siguiente algoritmo de actuacion:



Biopsia HSIL/CIN2-3

|

Tratamiento escisional

Opciones alternativas

l

HSIL/CIN2 HSIL/CIN3
(deseo gestacional o lesién < 2 cuadrantes) (Lesién < 1 cuadrante y < 30 afios)

Opcional: observacién (maximo 2 afos)
Criterios imprescindibles:
+ Aceptacion de la paciente
Posibilidad de seguimiento
Colposcopia adecuada y ZT visible
Lesion totalmente visible
No afectacion endocervical
Control: Citologia-colposcopia (cada 6 meses)

No cumplimiento de criterios, persistencia > 2 afios
o progresion lesional

Tratamiento escisional

HSIL/CIN2-3
(gestacion)

No tratamiento

Indispensable:

+ Biopsia previa que descarte carcinoma

» No sospecha de carcinoma

Seguimiento propuesto:

+ Citologia y colposcopia (cada 12-16 semanas)

+ Biopsia si sospecha de progresion

+ Co-testy colposcopia a las 6-8 semanas
postparto

Figura 7. Algoritmo de decisién clinica ante HSIL/CIN 2-3 tras biopsia. Fuente: Guia para la Prevencién del Cancer de Cérvix de

la AEPCC 2022(40).
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1.6. EL DETERIORO DEL SISTEMA INMUNOLOGICO TRAS LA INFECCION POR VPH

La probabilidad de que una infeccién por VPH se vuelva persistente y se
traduzca en el desarrollo de un CCU invasivo debe entenderse como el efecto
combinado de ciertas caracteristicas virales (la mas importante, el genotipo del
VPH) y dependientes del huésped (basicamente, el estado inmunoldgico
femenino). En esta seccion revisaremos el conocimiento actual que existe tanto
sobre los aspectos contribuyentes, como en la manera en la que la presumible

concurrencia de los mismos esta afectando al sistema inmunitario del huésped.

1.6.1. Estrategias del VPH para evadir el sistema inmunoldgico del
huésped

Los mecanismos de evasién inmune del VPH estan impulsados por el
deterioro de diferentes etapas en la inmunidad innata y adaptativa, incluyendo la
entrega de antigenos, la expresion de citoquinas, el procesado y presentacion de
antigenos. En la Figura 2A se proporciona una descripcion general de estos

mecanismos.

El VPH rara vez se detecta en ubicaciones sistémicas o en otros tipos de
células distintas de la célula epitelial escamosa, lo que minimiza la exposicion de
los antigenos del VPH a las células inmunitarias. Esto se debe a que la actividad del
VPH depende en gran medida del programa de diferenciacion del queratinocito.
De esta manera, las proteinas tempranas del VPH son expresadas en cantidades
bajas y solo en la capa epitelial basal donde las células tienen la capacidad de
proliferar, lo que garantiza la replicacion del virus simultdneamente con la
renovacion del epitelio. Por el contrario, las proteinas tardias del VPH, que son las
mas inmunogénicas, solo se expresan en la capa mas distal donde las células
presentadoras de antigeno (APCs) no son muy abundantes y el queratinocito se
desprende hacia la luz cervical favoreciendo la propagacion del virus (41). Los VPH
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han evolucionado para reducir y retrasar la expresion de las proteinas (L1 y L2) de
la capside (o tardias) y este mecanismo se basa en parte en el uso preferencial por
parte del VPH de codones que las células de mamiferos rara vez usan, por lo que
la produccién de proteinas de la capside esta disminuida en las células basales, por
la falta de disponibilidad del tRNA correspondiente (42). A diferencia de otros
virus, el VPH no lisa las células epiteliales y, como resultado, las APC no pueden
engullir viriones y presentar sus antigenos a las células inmunitarias. Ademas, la
proteina E7 del VPH16 se expresa en el nucleo de queratinocitos donde es
inaccesible para las APC (43) y utiliza motivos comunes compartidos con proteinas

humanas para evadir el reconocimiento de antigenos (44).

Incluso en ausencia de citolisis viral-inducida, los queratinocitos infectados
por VPH deberian secretar interferones tipo I (IFNa e IFN(). Sin embargo, E6
interfiere con el factor de transcripcion IRF-3 que se une al promotor de IFN, lo
que disminuye su efecto transactivador sobre el promotor de IFN[ (45,46)y
también parece estar involucrado en el silenciamiento epigenético de IFNk en
queratinocitos inmortalizados. No es sorprendente que, en comparacion con los
pacientes de control, el IFNk estuviera regulado a la baja en el tejido de CCU (47)A
su vez, E7 bloquea la expresion de genes inducibles por IFNa (48)y también el IRF-
1 de IFN-{ (49). Ademas, las proteinas E6 y E7 reducen la expresion de TLR9 (50) y
la del IFNa en células “Natural Killer” (NK) (51,52). Varias evidencias indican que
las lesiones asociadas con el VPH son generalmente transitorias debido a
respuestas inmunes efectivas celulares mas que humorales (53-57). Por el contrario,
las posibles estrategias de subversion de los microorganismos para evadir la
respuesta de las células T efectoras podrian dirigirse directamente a las células T
(como lo hace el VIH) o interferir con el proceso de presentacion de antigenos, como
es el caso de Mycobacterim tuberculosis y el VPH. Dado que E6 y E7 son proteinas
extrafias que no tienen su equivalente humana, las células de Langerhans (LC), las
APC profesionales del epitelio escamoso, deberian potencialmente reconocerlas y
presentarlas a través de moléculas HLA a las células T que posteriormente se
diferencian en CTL y migran al epitelio para destruir los queratinocitos infectados.
Sin embargo, este proceso no se ejecuta correctamente en el caso de la infeccién por
VPH (58). Las oncoproteinas del VPH E5, E6 y E7 inducen una regulacién negativa
de la maquinaria de procesamiento y presentacion de antigenos al inhibir la

expresion del transportador asociado con el procesamiento de antigenos (TAP) y
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de moléculas del CMH (59,60). En este contexto, las diferencias entre los genotipos
de VPH en términos de actividad oncogénica no solo se refieren a los mecanismos
de activacion del ciclo celular y resistencia apoptdtica sino también a la evasion
inmune (61-63). Los genotipos de alto y bajo riesgo de VPH difieren en la capacidad
de regular negativamente la expresion del CMH de clase I y se demostré que la
region C-terminal dentro del dominio de dedo de zinc de la E7 del VPH afecta la
actividad de la histona desacetilasa y es responsable de los contradictorios efectos
de los genotipos de bajo riesgo VPH11 y de alto riesgo VPH16 sobre la inhibicion
del (64). No es de extrahar que el tiempo requerido para la eliminacion de los tipos
de VPH-AR, en particular del VPH16, tenga un promedio de 8 a 14 meses, mientras

que para los VPH-BR este periodo suele ser mas corto (5 a 6 meses) (65).

Es de destacar que la modificacion en los epitopos virales puede influir en un
reconocimiento adecuado del antigeno, lo que perjudica el aclaramiento del VPH.
Incluso dentro del VPHI16, existen variantes clasificadas en cuatro linajes
principales basados en patrones filogenéticos comunes de polimorfismos de un
solo nucledtido (asidtico europeo, africano 1-3 y asiatico-americano/del norte).
Como resultado, Cornet et al. han demostrado que los riesgos relativos de cancer
de cuello uterino parecen depender del tipo de poblaciéon humana considerada (66).
Se ha demostrado que algunos linajes europeos del VPH16 tienen un cambio de
nucledtido en la posicion 350 (T>G; Leu>Val) que estaba mas asociado con la
infeccidon persistente por VPH que el prototipo (67). Se ha informado que esta
variante altera un epitopo de union al péptido HLA-B7 que posiblemente influya
en el reconocimiento inmunitario por parte de los CTL (68), aunque estudios

posteriores no pudieron confirmar esta observacion (69).

Los pacientes con neoplasias asociadas al VPH que muestran un perfil de
citoquinas Thl muestran un mejor resultado clinico en comparacion con los
pacientes que muestran un perfil Th2 (70). De hecho, la progresion del cancer de
cuello uterino se ha asociado con un cambio de tipo de citocina Thl a Th2
indeseable inducido por dos epitopos derivados de E7 (71) y una expresion
aumentada de IL10 (72-75). La respuesta de tipo Thl es baja o estd ausente en
pacientes con verrugas genitales que no regresan (76,77), HSIL (78) y CCU (79-81).
El mantenimiento de la poblaciéon de CTL estd impulsado por Thl y, en

consecuencia, los CTL rara vez se encuentran en muestras de sangre de pacientes
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con HSIL y CCU, mientras que dicha poblacion se detecta facilmente en controles
normales (82-84). A diferencia de las células Thl, la filtracion del tumor con
linfocitos T reguladores (Tregs) FOXP3+ se asocia con una peor supervivencia en
varios tipos de cancer, incluido el CCU (85) y, ademads, una proporcion baja de
CD8+/Tregs esta fuertemente asociada con un mal prondstico (86). Ademas, se han
identificado Treg especificas para los antigenos E6 y E7 en linfocitos infiltrantes de
CCU y HSIL (87), mientras que en modelos animales se ha demostrado que la

depleccion de Treg conduce a respuestas inmunitarias antitumorales (88,89).

Es importante mencionar que el sistema inmunoldgico ejerce una presion
selectiva contra el tumor lo que lo obliga a desarrollar un mecanismo de evasion
inmunologica conocido como inmunoedicion. Dichos mecanismos comprenden:
reducir la expresion de antigenos tumorales; evitar la presentacion de antigenos
por regulacion negativa del CMH de clase 1 y/o el procesamiento ineficaz de
antigenos; resistencia a la apoptosis inducida por el sistema inmunitario; expresion
de moléculas con actividad inmunosupresora y reclutamiento de células inmunes
que disminuyen la reaccién inmune. Estos mecanismos son los mismos que ejercen
las proteinas E6 y E7 del VPH y, por lo tanto, se superponen en la carcinogénesis
cervical, siendo dificil separar qué es la evasion inmune impulsada por el VPH y el
tumor, ya que el aumento de la expresion de E6 y E7 esta asociado con el desarrollo
del CCU.

1.6.2. Caracteristicas inmunes dependientes del huésped

El grado del comentado estado tolerogénico (90,91) puede estar influenciado
por el estado inmunoldgico del huésped que, a su vez, puede ser consecuencia de
caracteristicas adquiridas o constitutivas (linea germinal). Resaltando la
importancia de la condicién inmune adquirida de las mujeres con infecciéon por
VPH, se ha observado una mayor frecuencia de lesiones SIL en pacientes
inmunocomprometidos como mujeres infectadas por VIH, receptoras de trasplante
de drganos y pacientes que padecen otros tipos de neoplasias en el desarrollo de
neoplasias malignas de cuello uterino. Los factores del estilo de vida también

podrian afectar el estado inmunoldgico de las mujeres. La investigacion
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epidemioldgica, bioquimica e histologica ha revelado que fumar se considera un
factor de riesgo para CCU (92-94). Otros estudios epidemioldgicos han demostrado
que el uso de hormonas anticonceptivas orales durante mas de cinco anos fue
asociado con un aumento de casi tres veces en el riesgo de CCU (95). Esta relacion
también podria estar relacionada con las caracteristicas inmunoldgicas, ya que el
tratamiento de células con concentraciones bioldgicamente relevantes de hormonas
sexuales esteroideas suprimio la respuesta inflamatoria y mejoro la respuesta de
Treg alas VLP del VPH-16 (96).

Con respecto a los factores de susceptibilidad de la linea germinal, muchos
informes han estudiado la influencia de los polimorfismos en los genes
relacionados con la inmunidad y la susceptibilidad al riesgo de CCU. La
identificacion de tales variantes genéticas tendria la ventaja de identificar a aquellos
pacientes con mayor probabilidad de desarrollar SIL o CC después de una infeccion
por VPH, complementando asi el valor del riesgo asociado al genotipo de VPH.
Dada su naturaleza altamente polimodrfica y su papel fundamental en la
presentacion de antigenos, gran parte de la investigacion sobre la susceptibilidad
genética de SIL y CC se ha centrado en los genes del CMH (97). Los alelos del grupo
del CMH de clase II DRB1*15 (especialmente DRB1*1503) se han asociado con CC
escamoso en poblacion brasilehia y europea (98,99), mientras que otros autores
encontraron otros alelos (DRB1* 1001, DRB1*1101 y DQB1*0301) asociados con este
riesgo en la poblaciéon norteamericana (100). También podrian producirse
variaciones genéticas similares en los genes del CMH en el tumor como resultado
del proceso oncogénico y, por lo tanto, constituir cambios somaticos adquiridos
(por ejemplo, codones de parada en HLA-B15 y -A24) que favorecen la pérdida del
CMH vy el escape del tumor a la respuesta de células T citotdxicas restringida por
CMH (101).

Algunos autores han estudiado otros genes cuyas proteinas codificadas
participan en la presentacion de antigenos. Einstein et al. encontraron que dos
polimorfismos en el gen TAP1 (1333V y D637D) estaban asociados con el desarrollo
de HSIL (102). Otros grupos de estudio han evaluado polimorfismos en genes de
citoquinas. Por ejemplo, las variantes en los genes IL4, IL10, TNF e IFN-y se han

relacionado con un mayor riesgo de CC (103-106).
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Segun la evidencia actual, los polimorfismos de TLR no parecen influir en la
susceptibilidad al CCU, aunque se han informado algunas asociaciones
significativas con los polimorfismos de TLR 2 y TLR 4, pero no con TLR3 y TLR9
(107,108).

Los genes KIR y HLA de los receptores de células NK son altamente
polimdrficos. Por ejemplo, la unién de los inhibidores de KIR 2DL y 3DL a los
alotipos de HLA se correlaciona con la incapacidad de las NK para inducir la
citolisis en células que portan estos HLA (109). Por esta razon, ciertos alelos KIR se
han asociado con predisposicion a infecciones virales, incluida la neoplasia cervical
inducida por VPH (110,111). Carrington et al. demostraron que los pares de
ligandos inhibidores especificos de KIR/HLA disminuyen el riesgo de desarrollar
neoplasia cervical (HSIL y CCU), mientras que la activacion de KIR 3DS1 se asocio
con un mayor riesgo (111). Los NKG2 también son receptores NK que juegan un
papel frente a antigenos virales y tumorales, siendo NKG2C y NKG2D potentes
activadores de NK. Mientras que el polimorfismo nulo en NKG2C parece jugar un
papel importante en la susceptibilidad al CCU (112), algunos estudios informaron
asociaciones significativas entre ciertas variantes en NKG2D, o en uno de sus
ligandos (MICB) con un riesgo reducido de CCU (113,114).

Dado el papel de CTLA4 en la inmunotolerancia al contrarrestar la sefial
coestimuladora de CD28 en las células T, Su et al. estudio la relacion entre el riesgo
de CCU vy la distribucién de genotipos de un polimorfismo en el promotor de
CTLAA4, el cual fue asociado con una mayor expresion de la proteina y se encontrd
una mayor frecuencia de portadores de -318T entre los casos de VPH16 y CCU
(115).

Sin embargo, a pesar de la cantidad de datos y asociaciones presentados, no
existe un unico polimorfismo con una relacidon clara con la probabilidad de
infeccion persistente o con la progresion de las lesiones inducidas por el VPH. Mas
bien, parece que las diferentes susceptibilidades genéticas se basan en muchas
variantes polimdrficas con una pequefia contribucion fenotipica. Las técnicas de
alto rendimiento y andlisis de todo el genoma (GWAS) podrian proporcionar un
enfoque Optimo para tal escenario. En este sentido, un estudio GWAS que
involucro a 4811 sujetos de un estudio europeo de casos y controles sobre cancer

demostré que un polimorfismo (1s9357152) ubicado en la region del CMH II estaba
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fuertemente asociado con la seropositividad de VPHS8 (116). No obstante, todos
estos andlisis deberian considerar que la ausencia de replicacion o validacion de las
variantes significativas podria deberse posiblemente a diferencias étnicas y

ambientales en las poblaciones estudiadas.

1.7. CITOTOXICIDAD CELULAR DEPENDIENTE DE ANTICUERPOS (CCDA).

El sistema inmune posee dos vias posibles de citotoxicidad mediada por
diferentes células citoliticas como son las células NK, los linfocitos T, los
macréfagos y los granulocitos. Ambas vias tienen como una de sus principales
funciones la eliminacion de virus y de células tumorales. Una de ellas es de caracter
inespecifico y forma parte de la inmunidad innata. La otra, es una respuesta
especifica mediada por la inmunidad humoral a través de inmunoglobulinas, de
tal forma que se consigue dirigir la accion inespecifica citolitica mediante moléculas
de la inmunidad adaptativa. En esta CCDA tienen un papel critico los receptores
Fcy, que expresan en su superficie algunas células como las NK. Estos reconocen
reciprocamente la fraccién cristalizable (Fc) de la IgG favoreciendo la unién de

agentes citoliticos a patdgenos como virus o a células cancerigenas opsonizadas.

Existen 3 tipos de receptores para la Fc de la IgG: el FcyRI se une a la IgG
monomeérica con alta afinidad, mientras que el FcyRII y el FcyRIII (CD16) se unen
solo a inmunocomplejos que posean este anticuerpo. El andlisis de los genes que
codifican para estos receptores reveld que provenian de un gen ancestral comun
miembro de la superfamilia de las Inmunoglobulinas. Estdn compuestos por un
dominio extracelular homdlogo a las mismas, un dominio transmembrana y otro
intracelular con el que interaccionan con las vesiculas citoplasmaticas de las células
citotdxicas(117), cuya presencia va a determinar las funciones divergentes
estimulatoria o inhibitoria del receptor(118). En estas vesiculas se encuentran
almacenadas diversas moléculas de la familia de las serin-proteasas, las granzimas,
cuya funcion estd intimamente relacionada con la apoptosis y la muerte celular. La
otra molécula de vital importancia en el proceso citolitico es la perforina, que se
encarga de facilitar la penetracién de las granzimas en la célula diana una vez se

establece la sinapsis inmunoldgica entre esta y la célula efectora (119).
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El FcyRII une los inmunocomplejos de IgG de tipo multimérico y se expresa
mayoritariamente en células mieloides. La isoforma Ila lo hace predominantemente
en fagocitos mononucleares, neutrdfilos y plaquetas. El polimorfismo rs1801274 en
el gen que codifica para dicha isoforma posee dos alelos que se expresan de manera
codominante: el R131 y el H131, los cuales difieren en un aminoécido de la posicion
131 (arginina o histidina respectivamente) orientado hacia el dominio extracelular
de la molécula. La sustitucion de este aminoacido determina la capacidad para unir
las IgG2. El FcyRlIla con histidina es la variante en humanos que mas eficientemente

se une a la IgG2, por el contrario, la variante con arginina se une pobremente(118).

Un segundo polimorfismo importante codificante para los receptores Fcy es
el 75396991, que se produce en el dominio extracelular 2 del FcyRlIlla. En funcién
del SNP presente ocurriria una sustitucion de las bases T>G, cuya consecuencia
seria un cambio en los aminodcidos valina por fenilalanina en la posicion 158. El
residuo en la posicion 158 interactia directamente con la region bisagra inferior de
la IgG1. Se ha demostrado que las células NK de donantes homocigotos para
FcGR3A 158V unian mas IgG1 en comparacion con las células de donantes que eran
homocigotos para FcGR3A 158F (120).

1.8. APOPTOSIS

La apoptosis, también denominada muerte celular programada, podria
definirse como un mecanismo fisiologico que, a través de un conjunto de reacciones
bioquimicas, llevan a la muerte celular de una forma ordenada y silenciosa. De esta
forma se puede controlar el nimero de células, la dimensién de los tejidos y se
mantiene una homeostasis correcta de los mismos, se regula el desarrollo

embrionario o se gestionan los procesos selectivos del sistema inmune.

La célula apoptotica estd sometida a una serie de alteraciones morfologicas
que la caracterizan: la membrana plasmatica se altera, el volumen celular se reduce
considerablemente y el citoplasma se condensa. Por otro lado, el nticleo disminuye
su tamafio y la cromatina se hace mas densa, hasta colapsar dividiéndose en varias

esferas(121). Una vez han finalizado estos procesos es fagocitada por células
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vecinas o por macrdfagos presentes en el tejido, de forma que se evita la respuesta

inflamatoria local que transcurre durante la necrosis.

Uno de los grandes descubrimientos en la historia del proceso apoptotico
ocurrid en 1982, cuando Horvitz publico sus estudios genéticos realizados sobre el
nematodo C. elegans, abriendo asi las puertas a un conocimiento mayor de las bases
moleculares y genéticas del mismo(122,123). Asi, debido ala homologia entre genes
y tomando el proceso en este nematodo como referente para todos los sistemas, se
ha podido identificar una gran parte de la red de mecanismos involucrados. Las
alteraciones ocurridas en esta red pueden conllevar al desarrollo de patologias
como el cancer, trastornos neurodegenerativos y enfermedades autoinmunes(123-
125)

1.8.1. Mecanismos de apoptosis

Las moléculas del proceso apoptotico que han persistido evolutivamente
desde organismos como el C. elegans hasta los mamiferos superiores, desarrollan
un mecanismo que se inicia por sefiales provenientes del interior de la célula, como
consecuencia de eventos que alteran el correcto funcionamiento de la misma: la
pérdida de contacto con las células que la rodean, el estrés celular o sefales
contradictorias y simultdneas en relacion al inicio de su ciclo de division. Esto
provoca la identificacion de la célula como un potencial agente peligroso para todo
el sistema o tejido donde esta englobada, por lo que se desencadena un proceso de
destruccion, que finaliza en la eliminacion de la misma. Esta cadena de sucesos se
conoce como mecanismo “intrinseco” y es incapaz de transcurrir sin la presencia
de alguno de los dafnos mencionados anteriormente. Existen situaciones en las que
es necesario dirigir activamente la célula hacia la apoptosis, pues su eliminacion es
necesaria para la obtencion de un objetivo fisiolégico comun, sin que exista un dafo
celular previo. Los mamiferos han evolucionado hasta conseguir esta forma de
apoptosis de vital importancia para el sistema inmune. En este mecanismo
denominado “extrinseco” adquieren un rol fundamental los llamados receptores
de muerte, los cuales detectan sefiales en la superficie celular de ligandos de muerte
especificos. Los receptores pueden activar directamente a unas proteinas
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involucradas de manera crucial en todo el proceso denominadas caspasas, unas
cistein-proteasas especificas de aspartato, que disparan la secuencia de eventos

apoptoticos.

Existe un tercer mecanismo que conecta con otro esencial para la funcion
efectora de los linfocitos citotoxicos y las células NK, a través de la via de la

granzima/perforina.

1.8.2. Receptores involucrados en la apoptosis (via extrinseca)

Estos receptores se encuentran localizados preferentemente en la membrana
citoplasmatica, de forma que estdn en contacto con el espacio extracelular para

poder recibir sefiales externas a la célula. Existen dos grupos principalmente:

e Receptores “de muerte”. Los receptores de muerte estan caracterizados por
mostrar un dominio extracelular, rico en cisteina y un segundo dominio
citoplasmatico llamado «dominio de la muerte» que se encarga de activar
la maquinaria apoptdtica. De tal modo que, una vez activos, trasfieren la
informacién al interior celular a través de un intricado sistema de
interacciones  proteina-proteina, que activan diversas cascadas
intracelulares como la ruta de las caspasas. Son los receptores conocidos
como la superfamilia del Factor de Necrosis Tumoral (TNF) y los mejor
caracterizados son: el TNFR1, el FAS (también denominado CD95), y los
receptores del “ligando inductor de apoptosis relacionado con el TNF” o
TRAIL (de sus siglas en inglés TNF-related apoptosis-inducing ligand); con
sus respectivos ligandos TNF, FASL y TRAIL.

e Receptores de glutamato, de trombina y canales idnicos dependientes de
voltaje. Estos receptores desempenian en condiciones normales una funcién

fisioldgica, pero su sobreactivacion puede desencadenar la via extrinseca.

El TNF-a es una citoquina proinflamatoria que posee tanto una forma

transmembrana como una soluble, aunque las dos son fisiologicamente activas, y
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median su efecto a través de sus receptores TNFR1 y TNFR2. Estos son
glicoproteinas transmembranales de la superfamilia de receptores del TNF
(TNFRSF). TNFR1 y TNFR2 se encuentran en todas las células, excepto en hematies,
aunque la distribucion del primero es mas ubicua que la del TNFR2 y la expresion
del TNFR1 es constitutiva frente a la del segundo, que ocurre de forma inducida.
La pareja TNFR1/TNF puede transmitir dos tipos de sefiales muy diferentes a
través del complejo TRADD (dominio de muerte asociado a TNFR): activa a los
factores de transcripcion NFkB y AP-1 dando lugar a la induccion de genes de
caracter proinflamatorio e inmunomodulador; y por otro lado puede originar una

sefial de apoptosis.

El receptor de muerte FAS/CD95 es una proteina identificada inicialmente a
través de un anticuerpo dirigido contra ella, que defini6é un antigeno localizado en
la superficie de células como linfocitos humanos B y T activados, algunas lineas
tumorales linfoides o en hepatocitos. El gen que la codifica se encuentra en
humanos en el brazo corto del cromosoma 10. La proteina transmembrana FAS, en
su porcidn intracelular, enlaza con FADD (dominio de muerte asociado a FAS), el
cual facilita la interacciéon con la procaspasa 8 desencadenando la cascada de

reacciones que llevan a la muerte celular controlada(126).

Su ligando fisiologico, el FASL (o CD95L) se encuentra presente en diversos
tipos celulares, pero se expresa predominantemente en células T y NK activadas y
de manera constitutiva en tejidos que disfrutan de "privilegio inmune". Esto ha
sugerido una implicacién determinante en procesos fisiologicos relacionados con
el sistema inmune, como luego se ha demostrado con la regulacion negativa de la
respuesta inmune mediada por apoptosis de células T activadas cuando ya han
cumplido su funcién(127), o en la delecidn de clones autorreactivos de linfocitos B.
Por otro lado, también parece estar involucrado en el mecanismo de citotoxicidad
de linfocitos T y células NK, en unién al cldsico mediado por el sistema
perforina/granzima B. De hecho, este tltimo desencadena la apoptosis mediante
procesos que confluyen en la caspasa 3, con los procesos activados por el receptor
FAS (128).

Algunos dérganos y tejidos como el ojo o los testiculos no tienen la capacidad

de soportar un proceso inflamatorio, por la propia fragilidad e idiosincrasia de los
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mismos. Por lo tanto, se encuentran aislados para poder ser protegidos, de manera
que se conocen como "sitios de privilegio inmune". En el pasado, se postulaba que
esto se lograba evitando la entrada de células activadas en los mismos.
Actualmente, se cree que los mecanismos de evasion son otros: las células activadas
pueden acceder a estos tejidos, pero, una vez alli, se destruyen por muerte
programada via FAS/FASL(129). Esto se confirmo con el hallazgo de una expresion
basal de CD95L en estos tejidos.

En otro aspecto, se ha postulado la implicacion del FAS y otros receptores de
muerte en la oncogénesis, probablemente debido a una desregulacion de los
mecanismos apoptoticos(130), e incluso se ha sugerido la activacion de los mismos
en células tumorales como estrategia de terapias anticancerigenas(131). En
contraste, los mismos procesos que confieren un privilegio inmune en
determinados tejidos podrian estar favoreciendo la estrategia de supervivencia de
células malignas, en neoplasias en cuyo microambiente se encuentra el ligando de

forma constitutiva(132).

TRAIL (o Apo2L) es un ligando que presenta gran similitud con FASL,
aunque en contra de este, su ARNm se expresa constitutivamente en muchos
tejidos y de forma incrementada en linfocitos T estimulados de sangre periférica.
La activacion de su sefial genera apoptosis en gran variedad de células
tumorales(133), asi como se ha descrito su funcion en la supresion de linfocitos T
periféricos(134). Otro importante papel en la apoptosis mediada por Apo2L es la
eliminacion de células infectadas por virus(135,136). Se puede unir con distintos
receptores como el TRAILR1 (también conocido como DR4) y el TRAILR2 (DR5),
que poseen un dominio de unién citoplasmatico; o con los TRAILR3 y TRAILR4
localizados en la membrana, sobre los cuales, se ha sugerido que participan en los
mecanismos de proteccion celular contra la apoptosis, recibiendo el nombre de
receptores falsos (decoy o DCRs), que compiten con el DR4 y DR5 en su union al
TRAIL(137).

Los polimorfismos en genes funcionales, que codifican proteinas
involucradas en la apoptosis podrian estar relacionados con una respuesta
dependiente del individuo. De tal forma que, distintos alelos podrian ocasionar

diferentes actividades proteicas con influencia en el resultado final del proceso
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apoptotico (138) En este sentido, los polimorfismos rs1800682 y rs763110 en
genes del sistema FAS/FASL, y los polimorfismos rs12488654 y rs2230229 en
genes del receptor de TRAIL, han sido propuestos en diversos estudios por
poseer variantes genotipicas cuyo fenotipo resultante ha demostrado
diferentes implicaciones clinicas en cancer y otras enfermedades.
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Figura 8. Apoptosis: mecanismos extrinsecos e intrinsecos. La via extrinseca se activa mediante la union de ligandos

a su receptor correspondiente, como ocurre con FASLG y su receptor FAS, que desencadena la cascada de caspasas.

La via intrinseca se activa por estrés intracelular causado por toxinas celulares, infecciones virales, radicales libres,

radiaciéon o dafio en el ADN. La activacidn es iniciada por proteinas de la familia BCL-2 en la mitocondria. La

activacién mitocondrial descarga proteinas pro-apoptodticas en el citosol provocando la activacion de caspasas.

Fuente: MycancerGenome.org (Vanderbilt-Ingram Cancer Center).
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II - JUSTIFICACION E HIPOTESIS

2.1. JUSTIFICACION.

La infeccion por VPH es la ETS mas frecuente y su relaciéon como principal
factor de riesgo con el CCU estd plenamente demostrada. Ademas, existe un
incremento mundial en el nimero de casos de cancer, principalmente en los paises
menos desarrollados. El seguimiento de las SIL, como programas de prevencion
secundaria, ha demostrado su utilidad para anticiparse al desarrollo del CCU.
Ademads del genotipo viral y la morfologia citologica no se dispone de mads
parametros para evaluar el riesgo de progresion. La progresion de LSIL a HSIL
constituye un punto crucial en el proceso de carcinogénesis cervical ya que
aproximadamente el 20% de las mismas progresaran a CIN2, el 30% de estas

lesiones lo haran a CIN3 que, en el 40% de los casos, terminaran en CCU invasivo.

La etiopatogenia exacta del desarrollo del cancer cervical se desconoce.
Todavia hoy en dia es un enigma por qué algunas mujeres afectadas con un
genotipo de alto riesgo de VPH sufren una infeccidn transitoria y sin embargo otras
acaban desarrollando el proceso maligno. Se cree que en esta discriminacion juega
un papel importante la susceptibilidad genética de cada paciente. Esta podria estar
relacionada con genes involucrados en la respuesta inmune entre otros, ya que se
ha demostrado que la persistencia del virus durante periodos prolongados de
tiempo es necesaria para el desarrollo del tumor. Por otro lado, también podrian
existir variantes en genes que codifican proteinas relacionadas con la apoptosis (o

muerte celular programada), proceso que ha sido relacionado intensamente con el
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cancer, por ser un mecanismo de control fisiolégico de proliferacion y de

reparacion de dano celular.

2.2. HIPOTESIS.

La carcinogénesis cervical se debe a un efecto combinado de factores virales
(VPH de alto riesgo) y de condicionantes inmunoldgicos de la mujer infectada. Al
margen de estados de inmunosupresion, que son infrecuentes, los polimorfismos
en genes implicados en la apoptosis y en la respuesta inmunitaria deben tener una
implicacion en la probabilidad de que una mujer con SIL de bajo grado progrese a

alto grado.
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III - OBJETIVOS

3.1. PRINCIPAL

Evaluar si los polimorfismos en los receptores de citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (FcGR3A y FcGR2A) o de apoptosis por la via extrinseca (TRAIL, FAS/FASL,
TNFR) desempetian un papel en la progresion de lesiones intraepiteliales escamosas de bajo

a alto grado.

3.2. SECUNDARIOS

Conocer la distribuciéon de genotipos de los polimorfismos rs1801274, rs396991,
51800682, rs763110, rs12488654 y rs2230229 pertenecientes a los genes FcGR2A, FcGR3A,
FAS, FASL y dos en TRAILR respectivamente en una poblacion de mujeres con lesiones
escamosas intraepiteliales del cuello uterino.

Comparar dicha distribucién de genotipos con las de un grupo de mujeres sanas de
control.

Auveriguar la relacion de dichos polimorfismos con la presencia de infecciones por
VPH segtin su riesgo asociado.
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IV - MATERIAL Y METODOS

4.1. POBLACION A ESTUDIO

Las pacientes objeto del estudio constituyen un grupo de 372 mujeres diagnosticadas
de una SIL y sometidas a un seguimiento de 40 meses. Se registré toda la informacion clinica
durante este periodo, para ser revisada por el personal facultativo de los servicios de
Ginecologia y Anatomia Patoldgica de los Hospitales Universitarios Santa Maria del Rosell
y Santa Lucia de Cartagena (HUSMR y HUSL).

En el estudio sobre marcadores de apoptosis, 182 mujeres con registro de LSIL estable
o regresivo en dos afios de seguimiento fueron asignadas al grupo I (grupo de regresion), y
190 mujeres que desarrollaron HSIL durante el periodo de estudio fueron asignadas al grupo
IT (grupo de progresion). Se incluyeron también sesenta y siete donantes de sangre en el
grupo de control, todas eran mujeres de edades conocidas y pertenecientes a la misma 4rea
geografica (Area de Salud II de la Regién de Murcia), que los grupos de pacientes.

En el estudio de susceptibilidad por polimorfismos en genes del FcGR los casos
constituyen un subconjunto de las muestras citoldgicas y comprende 138 mujeres
diagnosticadas como SIL y seguidas durante el periodo de enero de 2006 a marzo de 2009,

que se comparo con un grupo de 115 controles sanos de entre las donantes ya mencionadas.

4.2. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION EN LOS ESTUDIOS

Todas las pacientes participaron de forma libre, voluntaria y consciente tras firmar un
documento de consentimiento informado, el cual estaba elaborado conforme a la Ley
14/2007, de 3 de julio, de Investigacion biomédica, y tras aprobacién del Comité de Etica de
los hospitales HUSMR y HUSL (referencia de aprobacion: 10/12/CM-13-08).
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Los identificadores fueron eliminados para proteger la confidencialidad de las
pacientes.

Criterios de inclusion:

Pacientes diagnosticadas de LSIL debidamente informadas y bajo seguimiento por los
Servicios de Ginecologia y Anatomia Patoldgica de ambos hospitales.

Criterios de exclusion:

Pacientes con menos de dos afios de seguimiento, antecedentes de CCU invasivo u
otros tipos de cancer, estado de inmunosupresion o haber declinado la inclusion en el
estudio.

4.3. ESTUDIOS GENETICOS DE SUSCEPTIBILIDAD Y APOPTOSIS

4.3.1. Muestras

Durante los 40 meses de seguimiento, si habia presencia de LSIL, se realizaba un test
de Papanicolaou y colposcopia en 6 meses. Si en la colposcopia o la citologia se encontraba
un mayor grado que la LSIL, se realizaba una biopsia. Si la LSIL persistia, se tomd una
muestra de citologia un afio después del diagndstico inicial.

El genotipado de VPH se realiz6 utilizando una muestra citoldgica (citocepillado) en
el diagndstico inicial y cada 6 meses tras el diagnostico de LSIL y 3 meses después del de
HSIL. Los diagndsticos de HSIL y LSIL se realizaron en muestras histoldgicas y citoldgicas,
respectivamente. Algunas LSIL también se confirmaron mediante biopsia. Todos los frotis
cumplieron con la Criterios actuales de adecuacion de Bethesda Systems (139)

4.3.2. Extraccion de ADN y cuantificacion

La muestra de raspado cérvico-vaginal de las pacientes con LSIL y HSIL se
recolectd y, a partir de ésta, se extrajo el ADN empleando el Kit de purificacion de
ADN celular Maxwell 16 (#AS51020 Promega, Madison, EE.UU.) y el extractor de
ADN automatizado Maxwell 16 (Promega, Madison, EE.UU.) segtn el manual de
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instrucciones. E1 ADN fue cuantificado por técnicas de absorbancia UV mediante
el espectrofotometro Biophotometer de Eppendorf (Hamburgo, Alemania). La

concentracion promedio de ADN en las muestras fue 60 ng/ul.

4.3.3. Genotipado de VPH

El genotipado se realizo con el kit Clart HPV 2 segtn instrucciones del
fabricante (Genomica, Madrid, Espafia; ClonDiag, Jena, Alemania) [6,8]. Los tipos
de VPH genotipados con el kit incluyeron los genotipos de VPH-AR 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82; los genotipos de bajo riesgo 6, 11, 40, 42, 43,
44,54, 61, 66, 70, 72, 81 y 89 y los genotipos con probabilidad de alto riesgo 20, 53 y
66. La amplificacion de la region conservada L1 se realiz utilizando cebadores
marcados con biotina y los amplicones fueron desnaturalizados e hibridados en
una matriz de tubos de baja densidad que contenian sondas especificas del tipo de
VPH. Este kit tiene la marca CE y ha sido validado en varios estudios [8,9]. Su
sensibilidad analitica estd entre 10-103 copias virales y la sensibilidad y
especificidad diagnosticas para cada genotipo fueron 98,2% y 100%,
respectivamente. Se incluyo en cada ensayo un control positivo de hibridacion que
contenia biotina, un control interno del gen CFRT humano y controles negativo y
positivo del VPH.

4.3.4. Genotipado de FcGR2A H131R (rs1801274)

El polimorfismo se determino en una mezcla de volumen total de 10 pl que
contenia 10 ng de ADN, 5 ul de TagMan GTXpress Master Mix (2X) y 0,5 pl de
TagMan validada para ensayos de genotipado de discriminacion alélica (por
Applied Biosystems) utilizando un termociclador en tiempo real 7500F (Applied
Biosystems, EE.UU.). Las condiciones de ciclado fueron 20 segundos a 95 °C
seguidos de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 3 segundos y
annealing/extension a 60 °C durante 30 segundos Los alelos se asignaron usando el

software SDS (Applied Biosystems).
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4.3.5. Genotipado de FcGR3A V158F

El genotipado de FcGR3A V158F se realizé mediante reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) anidada y la técnica basada en fragmentos de restriccion de
longitud polimorfica (RFLP) como se ha descrito anteriormente (140)con algunas
modificaciones. Brevemente, en la primera PCR, se amplifico 1 ul de ADN en una
mezcla de reaccion de volumen 10 pl, que contenia dNTPs 0,4 mM, 3 pmol de cada
uno de los cebadores, MgCl2 7,5 mM y 1U de Taq ADN polimerasa (temperatura
de annealing, 57 °C).

61 bp
33 bp

Figura 9. (A) Gel de agarosa: genotipado del polimorfismo V158F en el gen FcGR3A en
células de cuello uterino exfoliado por PCR-RFLP. Se muestran los genotipos FF (94 pb), FV
(94, 61 y 33 pb) y VV (61 y 33 pb). (B) Electroferograma de un homocigoto portador del
genotipo FF (TTT). El nucledtido polimérfico esta marcado con una flecha. El nucledtido
marcado con un asterisco es el desajuste (missmatch) utilizado en el disefio del cebador
para el sitio de reconocimiento de Nlalll. Fuente: Conesa et al.(141)
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Se amplificé un microlitro del producto de PCR en las mismas condiciones
que en la PCR anterior excepto por la temperatura de annealing de los cebadores
(64 °C). Todos los reactivos de PCR fueron proporcionados por Promega, Madison,
EE.UU. Cinco microlitros del amplicén de la segunda PCR fueron digeridos con 0,5
ul de Nlalll (Fermentas, Vilnius, Lituania) en un volumen de 10 ul durante 10
horas. El producto de la digestion fue analizado por electroforesis en agarosa de
bajo punto de fusion al 2% (figura 9A).

Adicionalmente, un subconjunto de 36 muestras citoldgicas normales
también fue genotipado para el polimorfismo de un sélo nucleétido V158F. Con
intencion de evaluar la sensibilidad del método PCR-RFLP para el genotipado de
V158F, se secuencid una seleccion representativa de 20 muestras (que contenian
genotipos FF, FV y VV) directamente usando el analizador ABI Prism Genetic
(Figura 8B). Todas las muestras mostraron una perfecta concordancia entre ambas
técnicas de genotipado para la discriminacion de FF de genotipos no FF. La
evaluacion del genotipo se realizé sin conocimiento previo de asignacion a los

grupos de enfermedad.

4.3.6. Genotipado de FAS, FASL y TRAILR

Los polimorfismos de nucledtido simple (SNP) FAS rs1800682 y FASL
rs763110 fueron determinados mediante PCR competitiva alelo-especifica
utilizando el kit de Kbioscience chemestry (LGC Genomics, Herts, UK) que disena
ensayos de genotipado basados en el SNP y sus secuencias flanqueantes y su propia
PCR competitiva especifica de alelo patentada (KASPar), un sistema de genotipado
de SNP que utiliza sondas FRET (fluorescence resonance energy transfer).
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Figura 10. Transmisién de fluorescencia de las sondas FRET. A. Las sondas se
encuentran separadas, no se transmite la energia de resonancia y no hay emision de
fluorescencia por el fluorocromo aceptor. B. Durante la hibridacion, la distancia entre
fluorocromos de las sondas es menor de 5 nucledtidos, se produce la transferencia de
energia, el fluorocromo aceptor emite fluorescencia que es detectada. Fuente: tesis de Maria
Jestis Zamora Gimeno (Estudio de Factores Genéticos Relacionados con la Variabilidad
Interindividual en la Respuesta a Antagonistas del TNF en Pacientes con Espondilitis

Anquilosante. 2015).

Los ensayos KASP on Demand (KOD) son puestos a punto por la empresa
proveedora utilizando un panel de validacion de 44 muestras de ADN, para cada
SNP que se vaya a determinar. El coctel de PCR (10 ul de volumen total) incluye 2
ul ADN; 0,117 ul de MgCI2 con concentracién 50 mM; 0,064 ul de mezcla de ensayo
KASP, que contiene dos cebadores especificos de alelo (uno para cada alelo SNP)
con una unica secuencia de cola sin etiquetar en el extremo 5" y una sonda comun
(inversa) y 4 pul de KASP 2x Master Mix que contiene los casetes especificos de FRET
(uno marcado con sonda fluorescente azul que emite a 518 nm o FAMTM vy otro
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con sonda verde que emite a 553 nm o HEXTM), polimerasa Taq especialmente
modificada para PCR especifica de alelo y un tampdn optimizado. Segun las
instrucciones del fabricante, las condiciones de ciclado de PCR para el SNP FAS
fueron 94 °C durante 15 min, seguido de 35 ciclos de 57 °C durante 25s y 72 °C
durante 40s; mientras que para el polimorfismo en FASL fueron los siguientes: 15
min a 94 °C, seguido de una serie de 10 ciclos (10s a 94 °C, 60s a 61 °C, bajando 0,6
°C por ciclo hasta alcanzar la temperatura de hibridacién (annealing) de 55 °C) y
una segunda serie de 26 ciclos (10s a 94 °C y 60s a 55 °C). Ambos SNPs se
determinaron utilizando un termociclador en tiempo real 7500F (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.).

POLIMORFISMOS ESTUDIADOS

CCDA  CCDA  Apoptosis Apoptosis Apoptosis Apoptosis
FcGR2A  FCGR3A FAS FASL TRAIL TRAILR
51801274 1s396991  rs1800682  rs763110  rs12488654 rs2230229

Descripcion
comun del
cambio en la

H131R V158F A670G C844T A716G A1322G

bibliografia

Hlely A A A C G T
mayoritario*

Tabla 1. Polimorfismos estudiados. *Alelo mayoritario en poblacién europea.
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4.3.7. Analisis estadistico

El analisis estadistico de asociacidon entre genotipos, tanto en los estudios de
susceptibilidad como en aquellos que implicaron polimorfismos relacionados con
la apoptosis, y los grupos de regresion o progresion se realizo utilizando el software
Epidat Versiéon 3.1. (Xunta de Galicia, A Corufa, Espafia; Organizacion
Panamericana de la Salud, Washington DC). Se utilizo la prueba x2 de Pearson para

evaluar la significacion estadistica considerando p < 0,05 como significativo.

Las razones de probabilidades (Odds Ratio) se calcularon a partir de tablas
de 2x2 utilizando la prueba exacta de Fisher. El equilibrio de Hardy-Weinberg fue

determinado utilizando la calculadora proporcionada por la Universidad de Tufts.
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V -RESULTADOS

5.1. ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS DE CITOTOXICIDAD CELULAR
DEPENDIENTE DE ANTICUERPOS CON LA SUSCEPTIBILIDAD INMUNE A LA
PROGRESION DESDE LSIL A HSIL.

La media de edad del grupo de regresion (37,8 con una desviacion estandar
(DE)=9.72) no difiri6 sustancialmente de la del grupo de progresion (39,1 con una
desviacion estandar (DE)=9.29). La mayoria de las mujeres eran caucasicas (85,7%
para el grupo Iy 81,5% para el grupo II) seguido de amerindias (14,3% para el
grupo Iy 16,7% para el grupo II). No se encontraron diferencias entre las etnias en
ambos grupos (p > 0,05). Se observo positividad para VPH-AR en el 67,9% de los
casos del grupo I y en el 87,0% de los casos del grupo II (Tabla 1) siendo el VPH16

el mas frecuente en ambos grupos (datos no mostrados).
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5.1.1. Resultados del polimorfismo rs1801274 (H131R) en el gen FcGR2A

Genotipo

.V AG GG
(%) (%) (%)

20 58 32
TOT
CASOS TOTALES 110 (18,18) (52,73) (29,09) 0,9729
14 34 16
e 64 (21,87) (53,13) (25,00) 08044
6 24 16
HSIL 4 74
Wy Gy e Y
LSIL VPH 16 22 7 ¢ 6 0,4105
(31,82)  (4091)  (27,27) 4
HSIL VPH 16 15 2 8 > 0,8480
(13,33) (53,33) (33,33) h
CONTROLES 109 21 26 32
(1927)  (5138)  (29,36)

Tabla 2. Asociacion del polimorfismo H131R y los grupos de regresion y progresion.
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Figura 11. Distribucion del polimorfismo H131R entre los distintos los grupos.
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La distribucion de genotipos para H131R en el grupo control fue similar a la
observada en otros estudios (142,143) y fue consistente con el equilibrio de Hardy-
Weinberg (p=0,691).

Distribucion del genotipo H131R en casos y controles:

La distribucion del genotipo FcGR2A H131R en controles y casos (grupo I 'y
grupo II en conjunto) fue la siguiente; controles: HH 19,3%, HR 51,4%, RR 29,3% y
casos: HH 18,1%, HR 52,6%, RR 29,3% (p=0,9729). Elegimos enfrentar fenotipo AA
frente a no AA porque parece que de haber diferencias significativas seria
agrupando de esta manera. Cuando se compararon los dos grupos de pacientes, las
frecuencias AA vs GA+GG fueron 21,9% vs 78,1% en el grupo Iy 13,0% vs 87,0%
en el grupo II, respectivamente (p=0,2292). La distribucion de los controles con
respecto al grupo I era muy similar, por lo que se decidié ya no compararlos con el

grupo IL

En cuanto a los pacientes infectados por VPH16 treinta y siete pacientes de
110 mostraron positividad para VPH16. El genotipo FcGR2A HH se observo en el
31,8 % del grupo I 'y en el 13,3 % del grupo II de pacientes infectados con VPH16
(p=0,1865).
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5.1.2. Resultados del polimorfismo rs396991 (V158F) en el gen FcGR3A

Genotipo

FF FV A%
(%) (%) (%)

CASOS 51 59 28
TOTALES 138 (37,0) (42,7) (20,3) 0,5986
23 43 18
LSIL 4
% w612 @ 01564
28 16 10 0,0109
HSIL 4 2 ’
2 (51,9) (29,6) (18,5) 2 0,0033*
14 32 11
LSIL VPH 16 57 (24,6) (56,1) (19,3) 0,1279
26 14 7 0,0045**
33 35 12
CONTROLES [N (41,3) 43,7) (15,0)

Tabla 3. Asociacion del polimorfismo V158F y los grupos de regresion y progresion. *Valor
de p cuando se analiz6 FF frente a FV y VV en combinacién. **Valor de p enfrentando sélo a
aquellas pacientes con genotipo 16 del VPH. *** Valor de p cuando se analiz6 FF frente a FV y
VV en combinacién en pacientes VPH16.

GRUPO | GRUPO 1l Pacientes Controles

140

120

100

8

o

6

o

yit

o

2

o

EMFF WmFV mVV

Figura 12. Distribucion del polimorfismo V158F entre los distintos los grupos.
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La frecuencia de los genotipos en los controles para el polimorfismo en
FcGR3A cumple el equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,589992). Asimismo, se
encontré6 que la distribucion alélica en nuestra serie también lo cumplia
(p=0,156917).

Como se muestra en la Tabla 2, el 27,4% de las pacientes del grupo I tenian el
genotipo FF, mientras que el porcentaje fue del 51,9% en el grupo II. La distribucién
de genotipos fue significativamente diferente entre los dos grupos (p=0,0109). Al
considerar los genotipos FF frente a FV y VV en combinacién, se obtuvo un valor
de p significativo de 0,0033 y una razén de probabilidades (OR) de 2,856 (con un
intervalo de confianza al 95% [IC] de 1,4 -5,8). Al analizar so6lo mujeres infectadas
con VPH-AR, se detectd el genotipo FF en el 24,6% de las pacientes del grupo I 'y
en el 55,3% de las pacientes del grupo II, proporcionando una diferencia ain mas
significativa (p=0.0045) que la obtenida considerando toda la serie. Cuando se
enfrento el genotipo FF contra FV'y VV en combinacion, el valor de p fue de 0.0013
con una OR=3,8 (IC 95%=1,7-8,8). No se observaron diferencias estadisticas al
comparar la distribucion de genotipos entre las pacientes del grupo I con (8 FF, 10
FV,y 6 VV)osin (14 FF, 35 FV y 11 VV) diagndstico de LSIL confirmado por biopsia
(p>0,05). La distribucion de genotipos en muestras citologicas normales fue de
41,3% FF, 43,7% FV y 15,0% VV. No se observaron diferencias significativas entre
estas frecuencias y las de las muestras objeto de estudio (grupos I y I en conjunto)
cuyo resultado fue de 37,0% FF, 42,7% FV y 20,3% VV (p=0,5986).
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5.2. ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS EN GENES INVOLUCRADOS EN
APOPTOSIS CON LA SUSCEPTIBILIDAD INMUNE A LA PROGRESION DESDE LSIL
A HSIL.

La edad media para el grupo de regresion (35,1 afios, DE= 10,2) no difiri6
sustancialmente de la del grupo de progresion (37,6 afios, DE=10,3). La mayoria de
las mujeres eran caucasicas (85,7% para el grupo Iy 81,5% para el grupo II) seguido
de latinas (14,3% para el grupo I y 16,7% para el grupo II). No se encontraron
diferencias entre las etnias en ambos grupos (p > 0,05). Se observo positividad para
VPH-AR en el 64,84% de los casos del grupo I'y en el 58,42% de los casos del grupo
IT (Tabla 1 del articulo de 2021) siendo el VPH16 el mas frecuente en ambos grupos

(datos no mostrados).
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5.2.1. Resultados del polimorfismo rs1800682 (A670G) en el gen FAS

Genotipo

AA GG AG
(%) (%) (%)

88 91 195
TOTA

CASOS TOTALES 374 (23,53) (24,33) (52,14) 0,1252

41 41 101
1

B 240 @40 G52 i
47 50 94

HSIL 191 137

? @461) (2618  4921) RS

LSIL VPH alto 30 27 61
riesgo U8 25420 (228 (51,69 S
HSIL VPH alto 27 28 57
riesgo U2 oa11) 5000 (50,89 e

CONTROLES 85 28 > 3
(32,94) (25,88) (41,18)

Tabla 4. Asociacion del polimorfismo A670G y los grupos de regresion y progresion.
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Figura 13. Distribucion del polimorfismo A670G entre los distintos los grupos.
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La frecuencia de los genotipos en los controles para el polimorfismo en FAS

cumple el equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,112070)

A priori, lo primero que observamos es un ligero predominio del genotipo
AG en detrimento de los homocigotos AA en los casos (52,14%) con respecto a los
controles (41,18%). Esta proporcionalidad en el nimero de pacientes con genotipo
AG, se mantiene al restringir los casos segun tipo de lesion (55,20% en LSIL y
49,21% en HSIL); o por pacientes infectadas por VPH de alto riesgo segun tipo de
lesion: 51,69% para LSIL infectadas con VPH de alto riesgo (VPH-AR) y 50,89%
para HSIL infectadas por VPH-AR. En todas las situaciones en las que se comparo
algan grupo de pacientes con respecto al grupo control se encontré una cierta
tendencia al aumento de los heterocigotos, alcanzandose el mayor grado de
significacion estadistica cuando se enfrentaron los pacientes totales (sin
discriminacion segiin el genotipo para VPH) del grupo I con los controles
(p=0,0801). En este mismo contexto al enfrentar las pacientes AA frente a aquellas
con distinto genotipo el grado de significacion se apurd todavia un poco mads
(P=0,07); pero sin alcanzar, en ningtin caso, la significacion estadistica. La tendencia
se ve mas acentuada cuanto mayor es la presencia del haplotipo A, por lo que este
podria tener un ligero papel protector; aunque no podemos confirmar esta

asociacion.
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5.2.2. Resultados del polimorfismo rs763110 (C844T) en el gen FASL

Genotipo

cC TT TC
(%) (%) (%)

161 58 153
ASOS TOT
S T2 aogy (559)  (41,13) 0676l
65 33 84
LSIL 182 Jery
gy sy et O
9% 25 69 0,0152
HSIL 0 G052y 316 (3632) 02087 0,0039%
44 20 54
LSIL VPH-AR 11 /8511
o e wm O
63 16 3 0,0098*
o T sere a4 ss) 0,0668 0,0024***
26 13 28
CONTROLES 67 (38,81) (19,40) (41,79)

Tabla 5. Asociacion del polimorfismo C844T y los grupos de regresion y progresion. *Valor
de p cuando se analizé CC frente a TT y TC en combinacion. **Valor de p enfrentando sélo a
aquellas pacientes con genotipos VPH-AR. *** Valor de p cuando se analiz6 CC frente a TT y TC
en combinacion en pacientes VPH-AR.
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Figura 14. Distribucién del polimorfismo C844T entre los distintos los grupos.



VICENTE SANTACLARA MANEIRO 102

La concordancia de las distribuciones de genotipos con el equilibrio de
Hardy-Weinberg se testd en un grupo previamente caracterizado(112) de 67
mujeres sanas del mismo origen étnico y geografico obteniéndose frecuencias que
cumplen con el equilibrio de Hardy-Weinberg para ambos polimorfismos (Tabla 2
de articulo de 2021)- siendo similares a las que se encuentran en bases de datos
publicas y estudios previos sobre poblacion caucasica.

(http://www .ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP).

No obstante, el genotipo CC 15763110 de FASL estuvo presente en el 35,7% de
los pacientes del grupo I mientras que este porcentaje fue del 50,5% en el grupo IL
Por lo tanto, la distribucion de genotipos fue significativamente diferente entre los
dos grupos (p=0,0152). Cuando se valoro el genotipo CC frente a los genotipos CT
y TT combinados, se obtuvo un valor de p significativo de 0,0039 y un Odd ratio
(OR) de 1,83 (IC 95 % =1,21-2,79) (Tabla 4). Al analizar sdlo las mujeres infectadas
con VPH-AR, el genotipo CC se detectd en el 37,3% del grupo I y en el 56,8% de
mujeres del grupo Il y el valor de p fue de 0,0098. Finalmente, cuando el genotipo
CC fue enfrentado contra CT y TT en conjunto, se obtuvo un valor de p de 0,0024 y
una OR = 2,21 (IC 95% =1,30-3,75).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP
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5.2.3. Resultados del polimorfismo rs12488654 (A716G) en el gen TRAIL
(TRAIL4)

Genotipo

AA GG GA
(%) (%) (%)

9 273 93

CASOS TOTALES 375 (2,40) (72,80) (24,80) 0,3347
5 135 47

LSIL 187 (2,67) (72,19) (25,14) 0,3813
4 138 46

HSIL 188 (2,13) (73,40) (24,47) 0,3875

LSIL VPH alto 4 86 29
riesgo 9 (3,36) (72,27) (24,37) 200
HSIL VPH alto 2 81 27

riesgo 110 (1,82) (73,64) (24,55) 0,4113

3 67 15
CONTROLES 85 (3,53) (78,82) (17,65)

Tabla 6. Asociacion del polimorfismo A716G y los grupos de regresion y progresion.
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Figura 15. Distribucién del polimorfismo A716G entre los distintos los grupos.
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La frecuencia de los genotipos en los controles para el polimorfismo en
TRAILR4 cumple el equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,088).

Al analizar este polimorfismo nos encontramos una distribucion de
genotipos extremadamente homogénea en todos los casos y también con respecto
a los controles. Esta situacion, unida a la baja prevalencia del genotipo homocigoto

AA mostr6 como resultado unos valores de significacion minimos.
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5.2.4. Resultados del polimorfismo rs2230229 (A1322G) en el gen
TRAILR (TRAILRY)
Ji Cuadrado
P (frente a
controles)
297 8 67
372 (79,84) (2,15) (18,01) 0,4565
147 5 32
184 (79,89) (2,72) (17,39) 0,6363
150 3 35
188 (79,78) (1,60) (16,62) 0,3965
104 0 18
122 (85,25) 0) (14,75) 0,0357
86 0 21
107 (80,37) (0) (19,63) 0,1082
76 4 21
101 (75,25) (3,96) (20,79)

Tabla 7. Asociacion del polimorfismo A1322G y los grupos de regresion y progresion.
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Figura 16. Distribucion del polimorfismo A1322G entre los distintos los grupos.
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La frecuencia de los genotipos en los controles para el polimorfismo TRAILR9
cumple el equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,1206).

Las diferencias en la distribucion de genotipos entre el grupo de las pacientes
LSIL con VPH-AR con respecto a los controles son significativas (p=0,0357). Es el
unico grupo de pacientes que cumple esta condicién. Sin embargo, al enfrentar
pacientes agrupadas con presencia del alelo G (GG+GA) y homocigotas AA entre
los grupos de LSIL y los controles el grado de significacion baja (p=0,06), lo que no
excluiria la influencia del alelo G ya que su presencia es minoritaria en comparacion
con la del alelo A. Esto podria suponer que el genotipo heterocigoto o incluso el
alelo G podrian conferir cierto grado de proteccion frente al desarrollo de una
lesion de bajo grado en pacientes infectadas por VPH de alto riesgo, pero
probablemente no influiria en una futura progresién a HSIL, ya que no se encontrd
significacion entre este grupo y el de LSIL (p=0,3283), asi como entre el mismo y los
controles (p=0,1082)
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VI - DISCUSION

Los estudios epidemioldgicos demuestran que la infeccion por VPH-AR es
muy comun pero solo unas pocas mujeres infectadas desarrollaran CCU invasivo.
Los factores dependientes del huésped parecen ser cruciales en el desarrollo del

mismo.

Los polimorfismos en genes relacionados con la respuesta inmunitaria
parecen estar asociados con un mayor riesgo de susceptibilidad y progresion de la
neoplasia cervical (144,145). Este tumor se caracteriza por una fase premaligna bien
definida, que consta de lesiones intraepiteliales escamosas de bajo y alto grado, que
facilitan el estudio de diferentes cofactores y marcadores inmunohistoquimicos
posiblemente involucrados en su desarrollo (146-148). La transicion de LSIL a HSIL

es crucial, ya que aproximadamente el 20% de las LSIL progresa a HSIL (149)

Los FcyRs como FcyRlIla y FeyRlIlla estan involucrados en el procesamiento
de antigenos (ya sea antigenos extrafios o autoantigenos) y los polimorfismos en
sus genes se han relacionado con la susceptibilidad a enfermedades autoinmunes
e infecciosas (150-153). Estos receptores vinculan los sistemas inmunes humoral y
celular a través de la internalizacion del complejo antigeno-anticuerpo. Algunas
observaciones sugieren que la absorcion de estos complejos a través del FcyR
conduce a la maduracion de células dendriticas y a la presentacion cruzada de
antigenos, lo que se traduce en una inmunidad frente al tumor (154,155). Ha sido
demostrado que las SIL muestran alteraciones cuantitativas y funcionales en las CD
(156-158). Por otro lado, se ha visto que las particulas similares al virus del VPH se
unen al CMH humano de clase II positivo a través de la interaccion con FcyRIlla, y

esto contribuye a la adquisicion de inmunidad de células T (159).

Decidimos estudiar la asociacion de los polimorfismos en los genes FcGR2A
y FcGR3A en dos cohortes de mujeres, una con LSIL regresiva o estable y la otra

con HSIL, con la hipotesis de que estos polimorfismos podrian promover diferentes
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capacidades en las células dendriticas u otras células inmunitarias como las NK,
para el reconocimiento de complejos anticuerpo-antigeno y el desarrollo de CCDA.
Esta hipdtesis podria explicar en cierta medida parte de las diferencias
interindividuales observadas en la susceptibilidad genética al CCU. Debido a que
aproximadamente el 80%-90% de las LSIL regresd espontaneamente en 2 afios este
es el periodo de seguimiento incluido en nuestra encuesta (149,160-162). Esta
consideracion no suele tenerse en cuenta en otros estudios, que comparan la
distribucion de genotipos entre LSIL y HSIL sin considerar que un porcentaje de
LSIL progresara a HSIL (144,145). La inclusion de LSIL estable en el grupo I esta
basada en una posible reinfeccién. Un estudio de estos polimorfismos en controles
sanos podria explicar su papel con respecto a la probabilidad de desarrollo de LSIL
tras una infeccion por VPH. Nuestro trabajo se centrd en la progresion de LSIL a
HSIL, que es un paso mas critico para el desarrollo del cancer de cuello uterino. La
eleccion de estudiar los FcyRlla y FeyRlIlIla y no otros FcyR se baso en la evidencia
previa indirecta que sugiere que FcyRIlIla y no otros podria tener implicaciones en
la progresion del cancer cervical (163,164). El FcyRlIlla es en 95% homodlogo al
FcyRlIla en su dominio extracelular y se une a ligandos similares (165). Sin embargo,
se desconoce si estos polimorfismos también tienen un papel en la probabilidad de
desarrollo de LSIL.

El H131R es el polimorfismo de FcGR2A mds ampliamente estudiado por su
relacién con la susceptibilidad a la enfermedad y su contribucién al riesgo de
infeccidon por VPH, aunque su contribucion a la progresion de LSIL a HSIL atn esta
por determinar. Nuestro trabajo se realizé con una serie previamente descrita de
pacientes con LSIL estable o en regresion y con HSIL. Se incluy6 un grupo de
control formado por mujeres sanas para el estudio de susceptibilidad a LSIL. La
edad media para el grupo control fue mayor que en los casos. Por lo tanto, aunque
estas diferencias en la edad fueron estadisticamente significativas, las posibilidades
de que los controles desarrollaran la enfermedad fueron las mismas que las de los
casos. En otro estudio previo en el que se analiz6 la presencia de VPH en muestras
de cuello uterino de 458 mujeres de nuestra zona, se observé que los casos de LSIL
tenian un 82,7% de positividad de VPH (166). Por lo tanto, esto apoyaria los
argumentos acerca de que el VPH juega un papel importante en el desarrollo de
LSIL. Sin embargo, no se puede suponer que nuestro trabajo estudie el efecto del

polimorfismo en la susceptibilidad a la infeccién por VPH ya que las mujeres del
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grupo control no fueron analizadas para VPH. Esto fue debido al gran nimero de

controles necesarios y a los aspectos éticos de la toma de muestras citoldgicas.

En base a nuestros resultados se observa un porcentaje decreciente del
genotipo HH entre los controles o el grupo I con respecto al grupo II (19,27%,
21,87% y 13,04%, respectivamente), siendo esta la mayor diferencia observada entre
los datos a primera vista. Sin embargo, esto no se tradujo en la obtencién de
diferencias estadisticamente significativas. Por lo tanto, el FcGR2A segn nuestros
datos no parece desempenar un papel protector en el desarrollo de una HSIL como
se ha demostrado para otras enfermedades infecciosas (142,167,168) o autoinmunes
(150,168) en estudios previos de casos y controles. Cabe destacar que el alelo H en
el FcGR2A y el alelo V en el FcGR3A codifican proteinas de alta afinidad, mientras
que el alelo R en FcGR2A y F en FcGR3A codifican receptores de baja afinidad.

Cuando se analizé el polimorfismo V158F en el gen FcGR3A, no se
observaron diferencias significativas entre los controles y los grupos de pacientes,
lo que sugiere que V158F solo podria jugar un papel en la transicion LSIL-HSIL y

no en el desarrollo de LSIL.

El analisis genético se realiz6 utilizando células exfoliadas como material de
partida como se realiz6 en otros estudios en los que los polimorfismos fueron
detectados (144,145). No se encontraron diferencias sustanciales entre la
distribucion de genotipos en muestras citologicas normales con respecto a las
muestras objeto de estudio (p>0,05). La posibilidad de que los genotipos detectados
pudieran estar influenciados por pérdidas somaticas alélicas en el epitelio cervical
displasico parece bastante improbable. En primer lugar, las muestras citologicas
utilizadas en este estudio comprendian células de todo el cuello uterino,
incluyendo tanto células displasicas como células normales; y segundo, los
experimentos de hibridacién gendmica comparativa han demostrado que tanto la
totalidad como fragmentos del cromosoma 1, donde esta presente el locus FcGR3A,
no se han visto afectados por pérdidas en las SIL o el CCU (169). El gen FcGR3A no
es susceptible de reordenamientos genéticos como los que ocurren en IgH y en los
genes TCR durante la maduracion de linfocitos de células B y T, respectivamente.
Ademas, el FcyRIIla no se expresa en tipos celulares afectados por reordenamientos

cromosomicos. Por lo tanto, los genotipos detectados en este estudio sobre frotis
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cervicales deberian reflejar aquellos de sus homdlogos normales, incluyendo los de

los sistemas inmunes humoral y celular (170).

La técnica de genotipado utilizada fue una PCR anidada y el analisis por
RFLP debido a que, segtin la experiencia de nuestro grupo de investigacion, las
sondas predisefiadas TaqMan disponibles comercialmente no separan los grupos

de genotipos correctamente.

Nuestros resultados indicaron que el genotipo FF se encuentra mas a menudo
en mujeres con HSIL que en aquellas con LSIL estable o regresiva (51.9% frente al
27,4%, respectivamente). La asociacion entre portadoras de FF con el grupo HSIL
fue estadisticamente significativa en comparacion con los genotipos FV mas VV
combinados (p=0,0033) dando un OR=2,856 (IC 95%=1,4 -5,8). Cuando restringimos
el andlisis a mujeres positivas para VPH-AR se encontrd una asociacion aun mas
significativa (p=0.0013 y OR 3,8 [IC 95% 1,7-8,8]). Las razones de la considerable
frecuencia encontrada de VPH-AR en el grupo I podrian ser que el genotipado de
VPH fue realizado mediante amplificacion por PCR y posterior hibridacion, que
puede aumentar la sensibilidad para la deteccién del VPH en comparacion con
otros procedimientos basados en PCR o hibridacion por separado. Ademads, el
seguimiento del VPH realizado en la misma paciente puede aumentar la

posibilidad de encontrar un VPH-AR en al menos una de sus muestras.

Estos resultados sugieren que las portadoras FF son menos eficientes en la
eliminacion de la infecciéon por VPH-AR, y por lo tanto esta infeccion persistente es
capaz de inducir una HSIL en estas mujeres. En esta linea de razonamiento, una
variacion genética en el gen FcGR3A con implicaciones funcionales probadas, como
el polimorfismo V158F (171,172), podria afectar a la cascada de efectos posteriores
tras el reconocimiento del antigeno viral mediado por IgG, y de esta forma
traducirse en una respuesta inmunitaria insuficiente (que implicaria o bien a las
células NK o bien a las células dendriticas), a una infeccion persistente provocada

por un fallo en el aclaramiento viral y, finalmente, al desarrollo de una HSIL.

Existen evidencias que sugieren que el VPH-AR induce una evasion inmune
mas eficiente que los genotipos de bajo riesgo (173,174). Es mas, se ha demostrado
que las oncoproteinas E6 y E7 del VPH16 alteran la expresion de genes implicados

en la resistencia del huésped a la infeccion (175). Por lo tanto, la combinacion de
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factores VPH-dependientes y de factores dependientes del huésped parecen

favorecer la progresion a una HSIL. Varios estudios anteriores apoyan

indirectamente esta teoria:

A.

La evidencia previa de relacion entre estados inmunosupresores y aumento
del riesgo de CCU (173,176).

La asociacion encontrada entre polimorfismos en genes relacionados con
inmunidad y apoptosis y la susceptibilidad al CCU (144,145,177-179).

El papel del FcyRlIlla en la induccién de ADCC y apoptosis y la asociacion
del polimorfismo V158F con enfermedades autoinmunes y susceptibilidad
a infecciones virales (171,172,180). En la misma linea de nuestros resultados,
Rekand y col. demostraron que el genotipo V/V 158 parece disminuir el
riesgo de contraer poliomielitis aguda a través de una mejor eliminacion de
poliovirus (181).

Los estudios funcionales de Wu y col, que han demostrado que el
polimorfismo V158F altera la funcién del receptor. El genotipo V/V se unid
mas a IgG1 e IgG3 a pesar de los niveles idénticos de expresion del receptor.
En respuesta al estimulo de IgG humana, la interaccion de FcyRlIlIla con
células NK en homocigotos V/V (alta union) condujo a un mayor nivel de
la activacion de las células NK, y a un desarrollo mas rapido de la muerte
celular inducida por apoptosis (182). No en vano, en nuestro estudio
encontramos que el genotipo V/V estd asociado con la regresion en mayor
grado que con la progresion de la LSIL, lo que sugiere una inducciéon mas
eficiente de apoptosis de células infectadas por VPH en pacientes V/V que
en F/F.

Los experimentos realizados en ratones por Da Silva y col. demostraron que
el FcyRIII expresado en células dendriticas juega un papel importante en la
induccion de la inmunidad tanto de células T CD4* como de células CD8*
contra particulas VPH similares a virus (163). Este hallazgo plantea la
posibilidad de que el polimorfismo V158F podria estar asociado con la
variacion interindividual en el grado de proteccidon contra el VPH tras la

vacunacion con particulas similares a virus tipo VPH16/VPHIS,
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especialmente en la proteccion cruzada con genotipos distintos de VPH16

y VPHI18.

Dado que en nuestro trabajo anterior no se tuvo en cuenta ningdn genotipo
especifico del VPH, decidimos estudiar la distribucion del genotipo V158F y H131R
en las mujeres del grupo I 'y del grupo II que solo estaban infectadas con el VPH16.
A pesar de la pérdida del tamano de la muestra debido a esta restriccion, se observo
una asociacion significativa (p = 0,0203) para el genotipo FF y el grupo HSIL, como
también se habia observado para mujeres infectadas con VPH-AR. Es importante
senalar que el VPHI16 es el genotipo de VPH mas oncogénico (183). Para el
polimorfismo FcGR2A H131R, el 31,8 % del grupo I infectado por VPH16 eran
portadores de HH, mientras que este porcentaje era del 13,3 % en el grupo IL
Aungque sin alcanzar significacion estadistica, este hallazgo, y otros informados
aqui, sugieren que los alelos de baja afinidad FcGR2A/3A podrian tener un mayor
riesgo de desarrollar una HSIL, mientras que los alelos de alta afinidad ejercen un
efecto protector. Sin embargo, serian necesarios estudios posteriores con un tamano
de muestra mas grande y diferentes entornos de poblacién. Los estudios futuros de
asociacion entre esta distribucion de genotipos y otro cofactor involucrado en la
carcinogénesis cervical podrian ser muy utiles para conocer el alcance de estos

hallazgos.

En cuanto a los polimorfismos en genes que codifican para el receptor de
TRAIL, existe evidencia, incluidos un par de metaanalisis, de que el polimorfismo
A1322G (rs2230229) del TRAILR1 estd asociado con un riesgo de cancer
significativamente elevado para varios tipos de cancer en diferentes modelos
genéticos (184,185). Sin embargo, la afirmacion no estd exenta de cierta
controversia, ya que un metaanalisis posterior informo que la asociacion no existia
de forma general, al considerar sdlo aquellos estudios realizados con poblacion
caucasica (186). Entre los trabajos valorados en este metaanalisis hay que destacar,
por las posibles similitudes con nuestra poblacion estudiada, el de Martinez-
Ferrandis et al. En el mismo no se encontraron diferencias en la distribucion del
polimorfismo A1322G, en la valoracién del riesgo de cancer de pecho de una serie
de casos frente a controles de mujeres espaniolas (187). Nuestros datos se
encontrarian en la linea de los obtenidos por este estudio, compartiendo incluso

una distribucion de genotipos similar y sugiriendo la ausencia de relacion entre
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este polimorfismo en el gen TRAILR1 y el CCU en mujeres caucasicas. Un aspecto
a resaltar es que entre los estudios que consideraban significativa la influencia del
rs2230229 se encontraba otro trabajo nacional vinculandolo a neoplasias
hematoldgicas, como el linfoma de células del manto y la leucemia linfocitica
cronica (188). Por el contrario, una publicacion posterior de nuestro grupo de
investigacion descartd esta posibilidad al menos en distintos tipos de linfomas
(189), aunque si que se encontro asociacion entre estas patologias y el polimorfismo
A716G (rs12488654) en el ligando TRAIL.

El SNP 51248854 es un polimorfismo poco estudiado y que iinicamente ha
sido asociado con algun tipo de enfermedad maligna en el dltimo estudio
mencionado. Aunque se ha encontrado su relacion con respecto a la susceptibilidad
a padecer estas patologias hematologicas, no se ha encontrado, sin embargo,
influencia en la respuesta a la terapia con rituximab en las mismas (190). Nuestros
datos tampoco han aportado significacion estadistica para este polimorfismo en

cuanto a susceptibilidad o riesgo de progresion del CCU.

A pesar de que los receptores de TRAIL y sus ligandos parecen estar
involucrados en el desarrollo de la apoptosis tumoral de forma mas eficiente, que
cuando el proceso tiene como objetivo la muerte de células propias (191,192), los
mecanismos de evasion tumorales podrian inactivar esta accion de forma que no
se encontrase relacion clinica en los estudios de casos y controles. Esta propiedad
para eludir al sistema inmune, podria estar relacionada con el microambiente
tumoral, de forma que podria ser dependiente del tipo de lesidn, justificando de
esta manera una mayor influencia de los polimorfismos de TRAIL en las neoplasias
hematologicas. De ahi que nuestros resultados no sean significativos teniendo en
cuenta que también estan limitados a poblacion caucdsica, Ademads, no hemos
encontrado bibliografia en el caso concreto del ligando TRAIL y su relacion con el

CCU, que permita contrastar los resultados.

Por otro lado, en cuanto a los polimorfismos en genes del sistema FAS/FASL,
también relacionado con la apoptosis, no se ha encontrado una relacién del
polimorfismo rs1800682 en el gen FAS, con el riesgo de cancer cervical, segiin un
metaandlisis que involucraba a 10 estudios. A pesar de la heterogeneidad de los
mismos, se concluyd la desvinculacion con el CCU, independientemente del

modelo considerado o de la etnia estudiada (193). En otro tipo de canceres y segin
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un extenso metaanalisis en poblacion asidtica, solo se habria encontrado una
relacién clara con el carcinoma hepatocelular (194). En nuestro trabajo tampoco
encontramos predisposicion al CCU, lo que estaria en consonancia con la mayoria
de la bibliografia, pero si nos encontramos una ligera tendencia protectora por
parte del genotipo homocigoto AA. Curiosamente, Zhang y colaboradores
describieron un efecto similar, aunque significativo, del mismo genotipo en el
carcinoma de orofaringe de células escamosas. Un tipo de cancer que, como en el
caso del CCU, estd asociado en gran parte a la infeccion por VPH. De hecho, la
relacién era mayor cuando se consideraban aquellos pacientes infectados por el
VPH 16. Estos autores encontraron el efecto protector en la susceptibilidad a
recurrencias tras radioterapia, y proponian el uso del polimorfismo FAS A670G

como posible biomarcador de las mismas (195).

Un nivel de asociacion mayor es el que observamos para el genotipo CC en
el SNP rs763110 del promotor de FASL con respecto a la progresion a HSIL.
Ademas, cuando el andlisis se restringié a pacientes infectadas con VPH-AR esta
relacién fue mas evidente, lo que sugiere un papel de este polimorfismo en el
proceso de carcinogénesis cervical. No hay estudios previos sobre este
polimorfismo en este paso particular de la misma y, de hecho, los tinicos estudios
publicados que analizan la distribucion de genotipos del SNP 75763110, la
comparan entre pacientes con carcinoma de cuello uterino ya establecido versus
mujeres sanas (196,197). Una vez hecha esta salvedad hay que comentar que,
recientemente se ha demostrado que el alelo T del SNP rs763110 est4 asociado con
el riesgo de cancer de cuello uterino invasivo en poblacion femenina china (196).
Este articulo asocia el genotipo TT con una deficiencia en la afinidad de unién del
complejo C/EBPb/OCT1 con la cromatina. En otras palabras, los portadores de este
genotipo parecen ser menos eficientes en desencadenar el proceso de apoptosis,
entendiendo que el mismo induciria la muerte programada de las células
tumorales. De hecho, Wu et al. ya habian confirmado que el polimorfismo en -844
es un elemento que se une especificamente a C/EBP y demostraron que los dos
alelos de este elemento tienen diferentes afinidades por C/EBP. El genotipo 844C
tenia dos veces la actividad basal del constructo 844T y la expresion basal del
ligando de Fas en fibrocitos de sangre periférica también fue significativamente
mayor en los donantes 844C que en los homocigotos 844T (198). En cambio, existe

un mayor numero de evidencias cientificas, incluidos dos metaanadlisis, que
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relacionan el genotipo CC en rs763110 FASL con un mayor riesgo no solo de cancer

de cuello uterino, sino también de una variedad de tipos de cancer (197,199,200).

Basandonos en el concepto de inmunoprivilegio (201), postulamos que el
papel de la induccion de la via extrinseca de la apoptosis puede ser diferente
dependiendo del paso considerado a lo largo del proceso cancerigeno cervical (202-
205). De esta manera, mientras que un microambiente local de inmunotolerancia
podria favorecer el desarrollo del cancer cervical invasivo, en etapas tempranas, las
células tumorales de diferentes origenes podrian regular al alza FasL, induciendo
la apoptosis de los linfocitos infiltrantes de tumor (LITs), favoreciendo la
progresion de LSIL a HSIL (206-208). En este contexto aquellos portadores del alelo
rs763110 C, que parece desencadenar apoptosis mas eficientemente que el alelo T,
podrian estar en un mayor riesgo de desarrollar HSIL a partir de una LSIL
preexistente. En un trabajo anterior observamos que, de hecho, el alelo T estaba
asociado con peor respuesta a la terapia con anticuerpos monoclonales contra
linfocitos B CD20 positivos (209). Recientemente, otros autores han encontrado que
los SNPs en FAS/FASL podrian servir como biomarcadores potenciales para
predecir la respuesta a la quimioterapia adyuvante basada en platino en pacientes

con cancer gastrico (210).

Aunque nuestro estudio tiene una limitacion de tamafo muestral creemos
que tiene la ventaja de considerar que aproximadamente el 80-90% de las LSIL
regresaron espontaneamente en dos afos (211-213). Del mismo modo que cuando
se analizd la evidencia sobre los polimorfismos en genes relacionados con la CCDA,
esta consideracidén no se tuvo en cuenta en estudios del sistema FAS/FASL, que
obviaron que un porcentaje de LSIL progresara a HSIL (214,215). También vale la
pena mencionar que nuestro estudio se centré en los potenciales factores
implicados en la progresion de LSIL a HSIL en lugar de la susceptibilidad a la
infeccion por VPH (216). Ya que las pacientes inmunocomprometidas fueron
excluidas de este estudio y, por lo tanto, solo se tuvo en cuenta el genotipo del VPH

junto con los genotipos FAS/FASL.
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VII - CONCLUSIONES

Los polimorfismos FcGR2A H131R y FcGR3A V158F no parecen desempenar
un papel en el desarrollo de LSIL.

El cambio H131R podria estar involucrado en la probabilidad de progresion
de LSIL a HSIL, en mujeres infectadas con VPHI16.

El polimorfismo V158F se asocia con un mayor riesgo de progresion en
lesiones precancerosas del cuello uterino siendo esta asociacion mas relevante

cuando se consideran solo aquellas pacientes infectadas con VPH-AR.

No se encontraron relaciones estadisticamente significativas entre los
polimorfismos estudiados en genes del receptor de TRAIL, su ligando ni en FAS
con la aparicion de LSIL o HSIL.

Los resultados demuestran, por primera vez, la asociacion entre un
polimorfismo en el gen FASL con la progresion de LSIL a HSIL siendo esta

asociacion mas relevante cuando solo se consideran mujeres infectadas con HPV-
AR.

Este estudio destaca el interés de genotipar polimorfismos relacionados con
el sistema inmune y el proceso apoptdtico en la evaluacion de riesgo en mujeres
con LSIL infectadas con VPH-AR.
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