uNM:_RSIDAD NACIONAL AUTONOMA p "EXico
™ I
" POR =+ 5 MU -

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

ANALISIS DEL POLIMORFISMO DEL GEN KLRK1Y SU ASOCIACION AL
DESARROLLO DEL CANCER CERVICO UTERINO

PARA OBTENER EL TiTULO DE:

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

P R E S ENTA

HERNANDEZ JUAREZ ALFREDO JAVIER

DIRECTOR: DRA MARTHA ESTHELA PEREZ RODRIGUEZ

ASESOR: Q.F.B PATRICIA VIDAL MILLAN

MEXICO D.F A 13 de NOVIEMBRE DE 2012

o
&
i

et

<.
(6

{
\
(

Nl

bl S

“
m
"y

ZARAGOZA




El siguiente estudio fue realizado en la Unidad de Investigacion Médica en
Inmunologia del la Unidad de Alta Especialidad Hospital de Pediatria Centro
Médico Nacional Siglo XXI bajo la direccion de la Dra. en Ciencias Martha
Esthela Pérez Rodriguez y asesoria de la Q.F.B. Patricia Vidal Millan de la

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza.

El siguiente trabajo recibié los siguientes apoyos:
Fondo para el Fomento a la Investigacion (FOFOI) IMSS 2005/1/1/016

Fondo Sectorial de Investigacién en Salud y Seguridad Social Conacyt-140-19.



DEDICATORIA

A mis padres; por darme todo el apoyo en TODO, los amo, sin ustedes

jamas podria llegar a alcanzar esta primer meta en mi vida.

A mi hermana Beatriz; te quiero hermanita asi como a Daniel y David

(mis sobrinos) los quiero y siempre han estado conmigo toda su vida.

A la Dra. Martha; por darme un lugar en su laboratorio de investigacion
y darme consejos de como manejar mi forma de ser, muchas gracias por

SUS CONsSejos Y por su comprension.

Al M. en C. Anibal Mateos, a la Dra. Raquel y Q.F.B. Lourdes Vega,
por sus comentarios, correcciones hacia mi trabajo, muchas gracias por

mejorar mi tesis.

A la Q.F.B. y mi maestra por excelencia de Hematologia Patricia
Vidal Millan, por la inspiracion que dio a mi pasion que hoy tengo por la
investigacion y sus magistrales clases de Hematologia que no solo eran
de esa materia, sefalizacion, células troncales, genética, biologia

molecular, muchas gracias por todo.

Por ultimo pero no menos importante, a ti Carolina, amor de mi vida,
que me has comprendido, apoyado, por estar conmigo
incondicionalmente y que sabes que te amo y te adoro, no tendré
amigos pero contigo no los necesito, gracias por todo, TE AMO.



iNDICE

Pagina

L. RESUMEN ...ciiiiiiccetsiisssssssmmsssssssssssssssssssmssssssssssssssssssssssssnssssssssnsssssssssnssssssssanssssssssannnssssssnnnnss 1
L1, ABREVIATURAS .....cotccttisissssstssassssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssesssssnsssssssnsnsssssssnnsssnsssnnnsns 2
IIL INTRODUCCION .oorcerreersessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssasssassasssassasssssssssanees 3
IV. MARCO TEORICO ....ucuirirsesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssasssssssssssssasans 5
IV.2 EPIDEMIOLOGIA DEL CACU tietivtiseriasssessssssessssssessssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssnsssesssssssssasssens 6
VI.3 FACTORES DE RIESGO ....ooiiistrserssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssnsssasse 7
IV.4 VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO......cccvsuisersssmserssssssssssssassssssssssssssssasssssssssssssassssssassssssasssens 7
AV 30 R CT=Y s To ) o o T= e <) RV 5 G 8
AT 05 Tl (o T4 = 9

IV.5 PERSISTENCIA VIRAL Y DESARROLLO DE LESIONES PRECURSORAS AL CaCu..9
IV.6 LESIONES PRECURSORAS AL CACU cecvirtreessserssssssssasssessssssssssssssssssssssssssssssnssssssassnssasssens 10
IV.7 SISTEMA INMUNE FRENTE A VPH .....oioiisiiimissssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssens 11
IV.8 CARCINOGENESIS DEL CACU cvuvvrererereeasesessesssssssessssssssssesssssssessessessasessessesssssssessesssssssens 12
IV.9 CELULAS NK .oeereeereseesessssesessessssessesssssssssssassssssssssssessssssssssessssssessessessssessessessssessessesssssssess 13
IV. 10 NEKG2Z2D....oisuresssersssssessasssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssnsssessasssnssasssens 14
IV.11 FUNCION DEL NKG2D EN CARCINOGENESIS.......osvreererensessessessssessessessssessessesssssasens 15
IV.12 GEN KLRKT ....occiietiserisssssssssssssnssssssssssssssssssssnsssssssssssssnsssssssssssssasssssansssssnnssnsssnsssessnssnnssnsnens 16
[V.12.1 Polimorfismo del @GN KLRK T ... ereeseeseesesssesesssssssssssssessssssssssss s ssssssssssenas 17
[V.12.2 Asociacion del polimorfismo del @en KLRKT ... ieseessesssenns 17

V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ......coottiiirmssmmsmssssssmssssssssssmssssssssssssssnssssssssnsssnnns 18
VL HIPOTESIS.....coiiiiisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssss s sasssasssssssssssssssssssssssssssssssssnses 19
VIL OBJETIVO....iiisiinncisssisesiessssssmssssssssssssssmssssssssssassssssss ssmssssssssssnsssnssns snasssnssanssnsssnsan 20
VIII. DISENO EXPERIMENTAL .....outeeeeseseeesssnsessssssasessssssesessssassssssasassssssssessssasasesssssnsees 21
VIIL.1 TIPO DE ESTUDIO ..occetictssersasssersnsssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssnsssssssssssssns 21
VIIL.2 POBLACION DE ESTUDIO.....ccsictmsersssssssassssrssssssssasssessasssssssssssssnsssssssssssssassssssassssssasssssses 21
VIIL2.1 Criterios de INCIUSION ettt ss s sss s ss s s s s s s s b s s ssss s s annas 21
VIIL2.2 Criterios A€ EXCIUSION oottt ssss s s ss s b s st s s s s s s sssssssasanaas 21
VIILS5 MATERIAL Y METODOS. ....ououieseseseesessessessssessessessssessessessessssessessssssessessesssssssessssssssssease 22
R0 S B = U =Y i - U 22
VIIL5.2 Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real ........onecneeseeeneesseenneens 22
VIIL.6 DISENO ESTADISTICO.....cieiecereseseessasesesesssssessssssssssessssssssssessssssssssssssssssssssssssssessssaes 24
IX. RESULTADOS ...coiiiiicesttisisssssssmssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssnsssssssssnsssssssssnssnsnssnen 25
IX.1 Identificacidon alélica y genotipica en pacientes con LIEB .......ccooniisninsnnesninns 27
X.2 Identificacion alélica y genotipica de pacientes con LIEA..........coivcinninniscnnns 29
XI. ANALISIS DE RESULTADOS. .....ooceeeeeseeessmsessesessmsessmsessmsessessssssessessssesessssesssesssnsesssseane 32
XII. CONCLUSIONES ....cccicettrisisssnsssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssnsssssssssnssssssssanssssssssanssssssssannsnnnss 34

XII. REFERENCIAS ... ssssssssssssssssssssssssassssssasas 35



. RESUMEN

ANTECEDENTES: EI cancer cérvico uterino ocupa el tercer lugar a nivel
mundial de muerte en mujeres por tumor maligno. Existe evidencia que genes
del sistema inmunoldgico otorgan resistencia o susceptibilidad al desarrollo de
cancer. El receptor NKG2D, que es codificado por el gen KLRK1, esta
involucrado en la activacion directa de la célula NK en la respuesta del
organismo ante el desarrollo de CaCu. NKG2D presenta un polimorfismo de un
solo nucledtido en la region transmembranal de la célula, variando la secuencia
de esta proteina en la posiciéon 72, cambiando un aminoacido Alanina por un
aminoacido Treonina. Varios estudios situan a este polimorfismo como
responsable de la susceptibilidad a enfermedades inmunoldgicas y desarrollo
de varios tipos de cancer.

OBJETIVO: Analizar el polimorfismo de la regién transmembranal del gen
KLRK1 mediante PCR en tiempo real en mujeres mexicanas y su asociacion al
desarrollo de cancer ceérvico uterino.

METODO: El polimorfismo se analizé mediante la técnica de PCR en tiempo
real con el ensayo de discriminacion alélica mediante su rs2255336 y cambio
de nucledtido G—A. Fueron analizadas y comparadas, 200 muestras de DNA
de pacientes mexicanas con lesiones precursoras al cancer cérvico uterino de
bajo y alto grado contra 200 muestras de DNA de controles mediante la prueba
estadistica ji-cuadra (x?).

RESULTADOS: Se determin6 que el polimorfismo G—A no mostré diferencia
significativa entre pacientes y controles p=0.84, ni cuando al ser separadas y
comparadas lesiones precursoras de bajo y alto grado contra controles, mostro
significancia estadistica.

CONCLUSIONES: Los resultados obtenidos sugieren que el alelo G del gen
KLRK1, que codifica al receptor transmembranal NKG2D, tiene mayor
frecuencia en la poblacion estudiada y no se demostré asociacion con el
desarrollo de este de cancer cérvico uterino. Ademas no se encontrd
asociacion de genotipos del SNP estudiado con la susceptibilidad al desarrollo

de lesiones precursoras al cancer cérvico uterino.
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IIl. INTRODUCCION

A nivel mundial el cancer cérvico uterino (CaCu) ocupa el tercer lugar de causa
de muerte por tumor maligno en la mujer, teniendo 529,000 casos en 2008 con
un nivel de mortalidad del 52% con 275,000 decesos siendo los paises tercer
mundistas los que presentan mayor frecuencia de este cancer. En México se
encuentra en la segunda causa de muerte en mujeres.

La infeccién por el virus del papiloma humano (VPH) ha sido altamente
asociada al desarrollo de CaCu, lo serotipos 16 y 18 de VPH, denominados
oncogeénicos, son los principales inductores de lesiones precursoras al CaCu.
Sin embargo existe el desarrollo de CaCu debido a mutaciones en la proteina
supresor de tumores p53.

El sistema inmunoldgico se encarga de la defensa del organismo contra
infecciones virales, microbianas y células que presentan mutaciones que
alteren su ciclo celular e induzcan una transformacion maligna. Esta accion del
sistema inmunologico se lleva acabo a través de dos diferentes tipos de
inmunidad: innata y adaptativa.

La inmunidad adaptativa es potente, especifica y diversa, pero requiere de
tiempo para actuar y a medida que el patégeno atacante es familiarizado con la
inmunidad adaptativa se desarrollara memoria inmunitaria. En cambio, la
inmunidad innata es la primera defensa considerada las mas antigua, resultado
de la evolucidon de microorganismo y humanos. Su accidn es menos potente,
mas especifica y limitada a determinadas moléculas de reconocimiento, tales
como PAMP, DAMP y HSP que reconocen dafio y receptores TLR, NOD, NLR
reconocen estructuras conservadas de microorganismos.

La transformacion de una célula normal a tumoral de CaCu por medio de
mutaciones o por induccion de VPH, esta controlada por la inmunidad innata, la
erradicacion de la célula debe ser inmediata, para evitar que el desarrollo de
CaCu avance. Por eso la inmunidad innata toma un papel sumamente
importante en el desarrollo de CaCu. En CaCu dependiente de VPH, la
inmunidad adaptativa es inhibida por los mecanismos efectuados por el virus,
interrumpiendo la presentacion de antigeno a células T. Por otro lado, cuando
el CaCu se presenta independiente de VPH, la célula tumoral gana la

caracteristica de edicion y evasion del sistema inmunoldgico.




Las células asesinas naturales (NK) son parte de la inmunidad innata y primera
linea de defensa contra infecciones viricas y células cancerosas. Estas células
tienen la caracteristica de emplear su actividad citotdxica sin ninguna ayuda del
sistema inmunitario adaptativo a través de sus receptores de activacién (RA).
Los principales RA pertenecen a un conjunto de proteinas lectinas tipo C y en
particular el mas importante RA de la NK es NKG2D.

NKG2D induce citotoxicidad a través de la sehalizacion mediada por la
interaccidn de sus ligandos de activacion mejor caracterizados MICA y MICB
codificadas por el HLA. Se trata de moléculas del MHC de clase | que no se
asocian a la B2 microglobulina. Las proteinas MIC-A y MIC-B son inducibles y
se expresan en células que han sido sometidas a infecciones viral o células
tumorales.

NKG2D es codificado por el gen KLRK1, situado en la region comprendida
como complejo NK en el cromosoma 12. Este gen presenta polimorfismos de
un solo nucledtido (SNP) que estan asociados a enfermedades inmunoldgicas
como Lupus eritematoso sistémico y a diferentes tipos de cancer, entre ellos,
carcinoma de colon y leucemia.

El SNP que se caracteriza por el cambio de base nitrogenada G por A variando
un aminoacido alanina por una treonina en la posicion 72 ha despertado gran
interés debido a que es el unico que se encuentra en la region transmembranal
de la proteina. Estudios anteriores han asociado este SNP con Lupus
eritematoso y carcinoma de colon.

El presente estudio analiza el SNP de la regiéon transmembranal para

determinar su asociacion al desarrollo de lesiones precursoras al CaCu.




IV. MARCO TEORICO
IV.1 CANCER

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por un crecimiento
descontrolado, incremento en la division, disminucion en la muerte de células
que han evadido cualquier regla basica de conducta que los organismos
pluricelulares utilizan para construir y dar mantenimiento a tejidos, érganos y
sistemas.”

El cancer se divide de acuerdo a que te tejido y tipo de célula afecta.
Carcinomas son tumores que se desarrollan en el epitelio y es el mas comun
en seres humanos, los sarcomas afectan tejido conectivo como hueso,
cartilago y musculo. Los linfomas y leucemias no se agrupan en una categoria
si no por la estirpe celular que afecta, leucocitos y células progenitoras
hematopoyéticas otro tipo de canceres son los que se presentan en el sistema
nervioso.?

Paralelo a division de tumores malignos, los benignos se denominan de
diferente manera. Para el nombre del tumor benigno de células epiteliales de
tipo glandular se denomina adenoma y el nombre de su forma maligna se
nombra adenocarcinoma.?

El cancer es un proceso de microevolucion, ya que un solo un grupo de células
evoluciona por afos o décadas. Sin embargo dependera de mutaciones y
seleccion natural de un individuo, es decir, el sistema inmunoldgico y
mecanismos de defensa contra tumores se defendera ante el progreso de la
enfermedad.®*

El cancer tiene diversos factores que provoca el desarrollo del mismo. Existe
una correlacion entre carcinogénesis (inicio del cancer) y mutagénesis ( la
generacion de un cambio en la molécula de DNA), esta dada por tres clases de
agentes: los carcinégenos quimicos (causan cambios simples locales en el
DNA), radiaciones ionizantes, como los rayos X (que causan rotura de
cromosomas Yy translocaciones) y virus (que introducen DNA ajenos a la
célula). Evidentemente una sola mutacion no es suficiente para transformar

una célula normal tipica a una cancerosa.’




IV.2 EPIDEMIOLOGIA DEL CaCu

De acuerdo a la OMS el CaCu ocupa el tercera causa de muerte en el mundo
por tumor maligno en mujeres con 529,00 casos reportados en el 2008 y
275,00 fallecimientos. Mas del 85% ocurre en paises en vias de desarrollo.®’
México en el ano 2008 presenté 10,186 casos de CaCu de los cuales 5061
fueron decesos, el CaCu es la segunda causa de muerte en mujeres
mexicanas teniendo el 12.9% entre otros tipos de canceres (Figura 1).°
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Figura 1. Mortalidad en el afio 2008 de diferentes tipos de
canceres en mujeres en México. Tomado de Ferlay et al. 2008




V1.3 FACTORES DE RIESGO

El riesgo de desarrollar CaCu se debe principalmente a la infeccién genital por
VPH. Como enfermedad de transmision sexual (ETS), el riesgo de contraer un
infeccion genital son: la promiscuidad, tener varias parejas sexuales.® La
actividad sexual temprana incrementa la infeccion sugiere que la relacion
sexual fue sin proteccion, el historial de otras ETS. La edad es un factor
importante demostrando que la prevalencia de infectarse inicia en mujeres de
18 y 30 afos, después de esta edad la prevalencia disminuye. Esto argumenta
que la infeccién es temprana y la progresion del CaCu es lenta.®°

La persistencia viral es comun entre los serotipos oncogénicos del alto riesgo
(16 y 18) y la razdn por la cual inicia la progresion del CaCu, ya que estos virus
persisten afectando el ciclo celular e inmortalizan queratinocitos.”’ El uso
prolongado de anticonceptivos orales esta asociado a que la infeccion sea
persistente, induciendo la respuesta del locus controlador de la region (LCR)
que se encuentra en el genoma viral, esta region interactua con
glucocorticoides como la progesterona componente activo de los
anticonceptivos."

Otro factor incluye la predisposicion genética del individuo hacia la infeccion
virica. Representa el 27% de los factores subyacentes al desarrollo del tumor.
Este factor afecta al individuo a su capacidad de resolver y erradicar la

infeccion.’

IV.4 VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

El VPH pertenece a la familia conocida como Papilomaviridae, esta familia
recientemente se ha diferenciado de los poliomavirus de acuerdo con el
Consejo Internacional para la Taxonomia de Virus (ICTIV por sus siglas en
inglés)."La particula viral esta compuesta por 72 capsémeros (60 hexameros y
12 pentameros). Estos capsdémeros estan constituidos principalmente por la
proteina L2 y en menor proporcion por la L1."




IV.4.1 Genoma del VPH

Se caracteriza por una molécula circular de DNA de doble cadena de 8Kb de
tamano, se divide en tres regiones: la region LCR que no tiene marco de
lectura, y dos regiones codificante para proteinas L y E (Figura 2). Las L
(nombradas asi por la palabra en inglés “lately”) son sintetizadas tardiamente y
son para la composicion de la capside. Las E (nombradas asi por la palabra
en inglés “early”) su sintesis inicia temprano y son las que tienen mayor efecto
bioldgico en la célula hospedera. Se han caracterizado 8 proteinas E, de E¢ a
Es, son responsables de la transformacién, proliferacion, evasion y edicion del

sistema inmune, replicacién e inmortalizar células originando CaCu.
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Figura 2. Representacion esquematica

del genoma del VPH
mostrando la localizacion de proteinas L y E. Modificado de Taylor
EW et al. 2004




IV.4.2 Ciclo viral

Los viriones pueden ingresar a través de lesiones y microtraumas en el epitelio
estratificado del cuello uterino obteniendo acceso a células madres basales. No
se ha reconocido un receptor especifico de unién celular, aunque el complejo
os-Bs es candidato responsable de esta interaccion. Ademas deben estar
presentes glucanos de sulfato de heparina para el enganche celular del virus.'”
'9 |a penetracién viral se da por endocitosis por vesiculas de clatrinas.?

Dentro de la célula se inicia la expresion de E1 y E» que facilitan la segregacion
del genoma durante la division celular, el genoma debe mantenerse para que le
virus pueda replicarse, formando episomas, que no deben fusionarse con el
DNA del hospedero, E; mantiene el estado episomal.??

El virus entra en fase proliferativa expresando Es y E7, que detienen el ciclo
celular, interviniendo a que las células del estrato suprabasal se diferencien,
favoreciendo la proliferacion indiferenciada de este estrato por interaccion de
proteinas p53, ciclina E y pRB.%

Después en el ciclo se inicia la ampliacion del genoma y produccion de
viriones, esto ocurre en la superficie del epitelio y es el principal mecanismo de
transmision, ya que estos se desprenden de las células, son estables en el
ambiente extracelular y resistentes a la desecacion permitiendo la infeccion a

otros individuos (Figura 3).2*

IV.5 PERSISTENCIA VIRAL Y DESARROLLO DE LESIONES
PRECURSORAS AL CaCu.

La mayoria de las lesiones leves o moderadas son resultas por individuos
inmunocompetentes.?® El 70% de mujeres sexualmente activas adquieren una
infeccion por VPH, pero la mayoria son enfrentas y resueltas exitosamente por
el sistema inmunoldgico, cerca del 25% desarrolla una lesion intraepitelial de
bajo grado (LIEB). De este 25% solo el 40% desarrollara una lesion
intraepitelial de alto grado (LIEA), en otras palabras, solo el 5% desarrollaran
LIEA y probablemente progrese a CaCu. En contraste con aquellas mujeres
que tenga una inmunodeficiencia ya sea heredada, adquirida o inducida
farmacoldégicamente, no podran resolver la infeccion, persistiendo la infeccidon

viral hasta el desarrollo de lesiones precursoras.?%8
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Figura 3. Principales eventos de ciclo viral del VPH hasta la formacion vy
expulsion de viriones al ambiente extracelular. Modificado de zur Hausen H
2002

IV.6 LESIONES PRECURSORAS AL CaCu

La infeccion de VPH resulta una verruga o papiloma, en piel estas son planas y
son el resultado de la inmortalizacién de queratinocitos. En genitales aparecen
condilomas y son 90% transmitidos por contacto sexual.?

Los virus oncogénicos y no oncogénicos, afectan genitales y desarrollan una
en el cuello uterino. Las LIEB se caracterizan por presentar células inmaduras
y figuras mitdticas en el tercio inferior del epitelio cervical. Las verdaderas
lesiones precursoras al CaCu son las LIEA, caracterizadas por mostrar mayor
actividad mitotica y contenido de células inmaduras en los tercios central y

superior del epitelio (Figura 4).2%3°
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Figura 4. Representacion esquematica de lesiones precursoras al
CaCu. Modificado de Maufort JP et al. 2010

IV.7 SISTEMA INMUNE FRENTE A VPH

El sistema inmune es importante para la erradicacion y control de la infeccion
por VPH y células en proceso de transformacion, desafortunadamente a
comparacion de otras infecciones virales, la respuesta inmune es débil contra
VPH, el virus tiene sus propios mecanismo de evasion inmunoldgica. La
proteina Es, efectua la acidificacion de endosomas, lugar en donde los
antigenos son ensamblado al MHC de clase Il inhibiendo la presentacién de
antigeno.?' La respuesta del individuo ante la infeccién es la produccién de una
citocina potente el interferén tipo 1 (IFN). Sin embargo, Eg y E7 bloquean la
producciéon de INF.*?> Ademas Eg inhibe la produccién de quimiocinas y
citocinas al interrumpir el contacto de células dentriticas con células epiteliales
infectadas.>*>° El VPH tiene DNA de doble cadena sin intermediario de RNA de
doble cadena que pueda inducir la respuesta inmune innata mediante
receptores TLR. También codifica nucleoproteinas que no son secretadas que

no son efectivamente presentadas por células infectadas.®
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IV.8 CARCINOGENESIS DEL CaCu

La carcinogénesis es el proceso mediante una célula pierde toda conducta
normal y gana caracteristicas propias de una tumoral. Las proteinas del VPH
no solo ayudan a que el ciclo viral continue, también llevan al epitelio
escamoso metaplasico a un estado neoplasico. Los factores involucrados en
este proceso se dividen en extrinsecos e intrinsecos. Como se ha mencionado
el ciclo viral produce viriones en un estado del ciclo denominado episomal. Sin
embargo, existe 2 estados mas de la infeccion viral: estado de integracion de
DNA viral al del hospedero y estado mixto. En el estado episomal, esta
controlado por la expresion de E; limitando la expresién de las demas proteinas
E, dando como resultado solo la proliferacion de células y no un proceso de
transformacion®’.

En contraste el estado de integracion de DNA viral al hospedero, esta
controlado por la expresién de Es, Eg y E7, induciendo la perdida del control
oncogénico celular.’®*° La integracién del genoma del VPH generalmente se
relaciona con la progresién de LIEB a LIEA. Sin embargo se ha demostrado
que no solo influyen los oncogenes para la carcinogénesis, también, depende
del sistema inmune del hospedero para erradicar células tumorales.

Si bien los factores intrinsecos del VPH producen efectos en células del
hospedero, existen también extrinsecos por parte del hospedero y que el VPH
interfiere con ellos.*'*

La inmunidad se desarrolla en la mucosa genital, siendo la primera barrera de
defensa contra infecciones y células tumorales. La mucosa genital es un zona
que se encuentran células, T, CD4", CD8", NKT, NK, como también
macrofagos y dentriticas. Estas diferentes tipos celulares se encargan de la
inmunovigilancia. S estas células no tienen una apropiada funcién se

desarrollan lesiones en el cuello uterino y progresar a CaCu.**
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IV.9 CELULAS NK

El cuerpo contiene una poblacién pequefa de linfocitos granulares grandes
llamados células asesinas naturales (NK, por sus siglas en inglés), poseen
actividad citotoxica contra una amplia gama de células tumorales e infectadas
por virus. Un caracteristica extraordinaria de las NK es el reconocimiento de
células tumorales e infectadas a pesar de que carecen de receptores
especificos de antigeno. Detectan anormalidades a través de la disminucion de
la expresiéon de MHC de clase | y son parte del sistema inmune innato.*

Esta distincion entre células anormales o en condiciones de estrés, de las
normales se da entre un balance de sefiales de inhibicion y activacion. El
balance es el resultado de interacciones de la familia de receptores de la NK'y
ligandos celulares expresados en ala superficie.*®

Los receptores que regulan la actividad citotoxica del linfocito NK se dividen en
dos grupos: los receptores tipo lectina asesinos (KLR, por sus siglas en inglés)
y los tipo inmunoglobulina asesinos (KIR, por sus siglas en inglés).*’

Una complicacion en el entendimiento de la regulacion mediada por este tipo
de receptores es que no hay un grupo bien definido de quienes son activadores
e inhibidores. Tanto los KIR y KLR activan o inhiben. La familia NKG2 tiene 6
miembros, A, B, C, D, E y F. De estos, A y B son inhibidores mientras C es
activador. La familia KIR asi mismo, contiene miembros que activan e inhiben.
Los KIR se diferencian por la cantidad de dominios de inmunoglobulina que
poseen, para dos se conocen como KIR2D y para tres KIR3D. La sefalizacion
de activacion e inhibicion es llevada acabo por las colas citoplasmaticas de los
KIR. Los KIR2DS y KIR3DS poseen colas cortas y su sefial es activar la
actividad citotoxica de la célula mediante una proteina adaptadora DAP12 y
motivos de activacion (ITAM, por sus siglas en inglés). En contraste los KIR2DL
y KIR3DL por tener colas largas estan acoplados a proteinas de motivos de
inhibicidn (ITIM, por sus siglas en inglés) (Figura 5).%8
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Figura 5. Complejo de receptores de activacion de la NK.
Modificado de Cerwenka A, Lanier LL. 2001

IV.10 NKG2D

La proteina receptora NKG2D parece tener una funcion especifica. Otros
miembros de la familia NKG (NKG2A, C y E) forman heterodimeros con CD9%4 y
reconocen ligandos del MHC de clase | y HLA-E. Los ligandos de NKG2D son
moléculas homologas a los dominios a1 y oz del MHC de clase |, pero tiene una
funcion completamente diferente estas son llamadas MICA y MICB. Estos
ligandos se expresan en condiciones de estrés o agresion celular metabdlica
por infecciones causadas por bacterias intracelulares, virus o transformacion
maligna de una célula tumoral. De manera que NKG2D actua para reconocer
una sefial de peligro generalizada.*®

EL NK2D es un homodimero transmembranal, que a diferencia de los otros
receptores de activacion que reconocen a ITAM, el NKG2D se une a DAP10. El
NKG2D también se expresa en células NKT, y 18-TCR (Figura 6).%°
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Figura 6. Asociacion del NKG2D y DAP en el espacio intracelular.

IV.11 FUNCION DEL NKG2D EN CARCINOGENESIS

Se ha demostrado el papel fundamental de NKG2D en diferentes tipos de
cancers3). NKG2D mantiene en el hospedero un estado de equilibrio
destruyendo aquellas células que empiecen desarrollar una conducta maligna,
ya que el sistema inmune reacciona contra sefales de estrés. NKG2D
reconoce a MIC-A/MIC-B para emplear una accion de lisis en células
infectadas y tumorales. Esta accion litica originada por la activacion de DAP10
que tiene la capacidad de fosforilar a PI3K para mediar el efecto de secrecion
de perforinas que enviaran a la célula tumoral a apoptosis (Figura 7).°" La
funcidn que desempefia NKG2D es de suma importancia ya que se ha
demostrado que sin la presencia de este receptor la inmunovigilancia es

deficiente ante la carcinogénesis y progresion tumoral.’*°°
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Figura 7. Mecanismo de muerte celular asociada a NKG2D en una
célula tumoral.

IV.12 GEN KLRK1

El receptor NKG2D esta codificado por la region de genes conocida como
complejo del NK (NKC, por sus siglas en inglés), el NKC codifica a las
proteinas KLR, se encuentra en el cromosoma 12°’. KLRK1 es el gen que

codifica a NKG2D y se encuentra en la banda 13.1(Figura 8).%®
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Figura 8. Esquema de la organizacién del cromosoma 12 marcando
las regiones de los genes que codifican las proteinas tipo lectina
incluyendo NKG2D.
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IV.12.1 Polimorfismo del gen KLRK1

Un SNP se caracteriza por el cambio de una base nitrogenada por otra en la
cadena de DNA. Recientemente se analizaron las variaciones del gen KLRK1 a
través de la evolucion®®. Estos estudios aportaron que existen tres alelos de
KLRK1 que solo difieren en dos posiciones de nuclettidos de la secuencia
original KRLK101. Ocho polimorfismos fueron caracterizados de los cuales
cinco estan asociados a citotoxicidad. Se localizaron cinco de ellos en regiones
intronicas, uno en la regién 5°'UTR y solo uno en la region transmembranal del
receptor (TM) (Figura 9).%°

CD94 NKG2D NKG2F NKGZ2E NKG2A Ly49

3 /L . i /d:{

/i

8 7 56 34 I2

Figura 8. Esquema de la organizacién del cromosoma 12 marcando
las regiones de los genes que codifican las proteinas tipo lectina
incluyendo NKG2D.

IV.12.2 Asociacion del polimorfismo del gen KLRK1

Se ha demostrado que los polimorfismo estan asociados a diversas
enfermedades en los seres humanos®. En el caso de KLRK? sus
polimorfismos se asocian al bajo o alto nivel de citotoxicidad en la
inmunovigilancia contra colangiocarcinoma (cancer de la via biliar), cancer de
colon, hepatitis y leucemia. Estos polimorfismos de KLRK1 encontrados en las
regiones no codificantes tienen un control en la funcién post y transcripcional
del gen. EI SNP con mas atencion en la investigacion cientifica, es el que se
caracteriza por un cambio del nucleétido guanina por una alanina en la posicion
72 de la cadena de aminoacidos del receptor NKG2D vy localizado en la region
TM. Este SNP ha sido determinado ya que es buen candidato para tener
asociacion a enfermedades. Este SNP G—A o también conocido como
Tre72Ala, esta cerca de la union a DAP10 y el unico en la region codificante del

gen.®*
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México la segunda causa de muerte por tumor maligno en mujeres es el
CaCu. Actualmente, una de cada cinco mujeres que se infectan por VPH
desarrollan lesiones precursoras al cancer. Sin embargo, existen otros factores
de riesgo que pueden causar estas lesiones intraepiteliales en ausencia al
VPH. Al respecto el sistema inmune, innato y adaptativo, puede eliminar la
infeccion y desarrollo tumoral, siendo la célula NK una de las principales en
participar en la inmunovigilancia. Asi mismo la presencia del receptor NKG2D,
es importante para inducir citotoxicidad. De ahi que se planteo la siguiente
pregunta de investigacion. ;Puede el polimorfismo G—A de la region
transmembranal del gen KLRK1 que codifica al receptor NKG2D estar asociado

al desarrollo de lesiones precursoras al CaCu en mujeres mexicanas?
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VI. HIPOTESIS

Considerando los estudios que evidencian que el SNP G—A del gen KLRK1,
localizado en la region TM esta asociado al desarrollo de cancer y otras
enfermedades, suponemos que si las mujeres mexicanas con lesiones
precursoras al CaCu tienen una frecuencia mayor del alelo A del SNP en

comparacion con el grupo control estara asociado al desarrollo de las mismas.
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VIIl. OBJETIVO

General

Analizar el polimorfismo de la region transmembranal del gen KLRK171 en

mujeres mexicanas y su asociacion en desarrollo de lesiones precursoras al

CaCu.

Particulares

Determinar la frecuencia alélica del SNP de la regidon transmembranal
del gen KLRK1 en pacientes mexicanas con lesiones precursoras al
CaCu y controles.

Determinar la frecuencia genotipica del SNP de Ila region
transmembranal del gen KLRK1 en pacientes mexicanas con lesiones
precursoras al CaCu y controles.

Comparar frecuencias alélicas y genotipicas del SNP de la region
transmembranal del gen KLRK1 en pacientes mexicanas con lesiones

precursoras al CaCu y controles.
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VIII. DISENO EXPERIMENTAL

VIIl.1 TIPO DE ESTUDIO

Es un estudio de casos y controles

VIIl.2 POBLACION DE ESTUDIO

Se estudiaron 400 mujeres mexicanas, mayores de 25 afos del Distrito Federal
derechohabientes del IMSS.

VIIl.2.1 Criterios de Inclusién

e Pacientes; Mujeres mexicanas en edad reproductiva con lesiones
precursoras al CaCu (LIEB y LIEA), confirmacidn previa por
papanicolaou anormal, colposcopia y biopsia positiva.

e Controles; Mujeres mexicanas en edad reproductiva con tres

papanicolau negativos y colposcopia negativa.

VIIl.2.2 Criterios de exclusion
e Pacientes; Mujeres no mexicanas y de grupo de alto riesgo de infeccion
por VPH.

e Controles; Mujeres no mexicanas sin historial de cirugia de utero o

histerectomia.
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VIIl.5 MATERIAL Y METODOS

VIIl.5.1 Material

DNA gendmico de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) por
medio de la técnica Salting out de pacientes (n=200) y controles (n=200)

extraido previamente.®®

VIIl.5.2 Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

El método que se utilizdé se basa en la amplificacion de un fragmento del gen
con sondas MGB Tagman que hibridan especificamente con su secuencia
complementaria, en este caso, donde se encuentra el SNP, el iniciador se
alineara con su parte complementaria para dar inicio a la reaccion.

Cada sonda MGB Tagman contiene un fluorocromo denominado V (VIC) y otro
denominado F (FAM), para cada tipo de alelo cada uno contiene un color
especifico para identificar el alelo o SNP a analizar. También contiene un
apantallador o Q (por sus siglas en inglés Quencher) que esta unido al MGB
(ligando de union al surco menor) que inhibe la sefial de fluorescencia ya que
esta situado a una distancia apropiada para que no exista sefial alguna cuando
no haya iniciado la PCR. La polimerasa por su propiedad de proofreading (a
prueba de errores) tiene una accidén exonucleasa que hidroliza la base que no
sea complementaria y asi detectar el SNP a analizar (Figura 11).

El DNA extraido se analizé por medio del ensayo de genotipificacion Tagman
C_22777476_10 (Applied Biosystem Foster CA.) SNP con referencia
rs2255336 (http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2255336).
Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (PCR-RT) usando el
equipo StepOne® de Applied Biosystem con Software StepOne® v.2.1
experimento de genotipificacién. Volumen total 25uL que consiste en lo
siguiente: 12.50uL. TagMan Universal Master Mix, 1.25uL. 20x SNP
Genotyping Assay Mix (contiene primers marcados por VIC y FAM MGB
TagMan), 11.5uL de DNA (1.5uL de DNA en 2.70uL. H20). Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: Un ciclo 10 minutos a 95°C, 40 ciclos de
desnaturalizacion 15 segundos a 92°C y 1 minuto a 60°C. Una sola repeticion

por muestra.
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1. Componentes del ensayo y plantilla de DNA
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Figura 9. Representacion esquematica del experimento de

genotipado usando la PCR en tiempo real.
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VIII.6 DISENO ESTADISTICO

La frecuencia de genotipos del grupo control fueron calculadas para el
equilibrio Hardy-Weinberg. Las frecuencias alélicas y genotipicas de los
pacientes con CaCu se compararon contra los controles. Asi mismo los
pacientes se dividieron en su respectivo lesién, tanto LIEB como LIEA, se
compararon los dos grupos contra controles. La diferencias se evaluaron
mediante la prueba estadistica ji-cuadrada x2 con el programa estadistico
Graphpad PRISM 5.0. Se tomo el valor de p<0.05 como valor estadisticamente

significativo.
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IX. RESULTADOS

Cuando se analizé el SPN de la region transmembranal del gen KLRK1 por

medio de la PCR en tiempo real, se determinaron los alelos G y A mediante

discriminacion alélica con sondas Tagman en pacientes y controles.

Se observé una diferencia no significativa al comparar el grupo de pacientes

con lesiones al CaCu contra el grupo control (Cuadro 1). Sin embargo, se

presentd una frecuencia alta del alelo G, tanto en pacientes como controles y

baja para el alelo A en ambos grupos (Figura 10).

Cuadro 1. Frecuencias alélicas observadas para el SNP de la region
transmembranal del gen KLRK1 en pacientes y controles

KLRK1 G—A Controles CaCu

o *
(s2255336  n=200 n=200 OR 95%IC p
Frecuencias
Alélicas
G 186(93.5%) 187(93.5%) 1.089 0.4843-2.449 0.84
A 14(6.5%) 13(6.5%)
*XZ
Distribucion Alélica
1 — Alelo G
-E - : } ,_~ < 1 Alelo A
< 5
3 1009 | = ; %
) e . %
& s fe
Control CaCu

Figura 10. Histograma que muestra las frecuencias

alélicas de la poblacién estudiada.
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El genotipo del SNP G—A de KLRK1 fue clasificado en tres categorias: 1)
Homocigoto G/G, 2) Heterocigoto A/G y 3) Homocigoto A/A, la distribucién de
genotipos (Figura 11), el grupo control se encontré en equilibrio de Hardy-
Weinberg (p=0.22). Al comprar las frecuencias genotipicas de pacientes contra
controles (Figura 12), encontramos que el genotipo G/G fue mas frecuente en
ambos grupos (Cuadro 2) y la frecuencia para A/G fue similar en los dos grupos
pero menor que la frecuencia de A/A. En contraste la frecuencia genotipica A/A

no fue observada.

Cuadro 2. Frecuencias genotipicas observadas para el SNP de la regién
transmembranal del gen KLRK1 en pacientes y controles

KLRK1 G—=A Controles CaCu

o) *
r$2255336 n=200 n=200  OR 95%I1C p
Frecuencias
Alélicas
G/G 175(87.5%) 174(87%) 0.117 0.0080-3.888 0.84
AIG 23(11.5%) 26(13%)
A/A 2(0.1%) 0(0%)
*XZ
g o7
" e e °
i Oo.w. ~
- 3
i Alolo G = a

Legend

e Homocigoto Alelo GiAlelo G « Homocigoto Alelo A/Alelo A
= >cUndetermined

Figura 11. Distribucion genotipica de la poblacién estudiada. Se observa que
existe una mayor frecuencia del alelo G (rojo) en contraste con el alelo A (azul)

26



Distribucion Genotipica

200+
E& AA

4] e —
9 =5 = A/G
=3 150+ = 3 = E3
o =4 = E3d GG
g =] =
e 1001 =] =
[ = =
> =
8 = =
e 50+ = =
LC = =

= 3 ol =

1 F F3

L L
Control CaCu

Figura 12. Histograma que muestra las frecuencias
genotipicas de la poblacién estudiada.

IX.1 Identificacién alélica y genotipica en pacientes con LIEB

Los pacientes se dividieron en su respectiva lesién intraepitelial, LIEB y LIEA.
Cuando se determinaron los alelos A y G para el grupo de LIEB (Cuadro 3) no
se presentd diferencia significativa al comparar LIEB contra controles. Sin
embargo, también se observé que la frecuencia del alelo G es mayor en

contraste con el alelo A en ambos grupos (Figura 13).

Cuadro 3. Frecuencias alélicas observadas para el SNP de la region
transmembranal del gen KLRK1 en pacientes con LIEB y controles

KLRK1 G—A Controles LIEB

rs2255336 n=200 n=129 OR 95% IC p*
Frecuencias
Alélicas
G 189(93.5%) 122(95%)  0.762  0.2299-1.943  0.64
A 14(6.5%) 7(5%)
=
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Figura 13. Histograma que muestra las frecuencias
alélicas del grupo de pacientes con LIEB y controles

Al comparar las frecuencias de genotipos entre los pacientes con LIEB y el
grupo control, no se encontraron diferencias significativas (Cuadro 4). Ademas,
se observa que la frecuencia mayor la posee el genotipo G/G en ambos
grupos. Para el genotipo A/G es menor la frecuencia comparado con el
genotipo G/G en pacientes y controles pero no existe diferencia significativa al
comprar pacientes y controles. El genotipo A/A es nulo para ambos grupos
(Figura 14).

Cuadro 4. Frecuencias genotipicas observadas para el SNP de la regién
transmembranal del gen KLRK1 en pacientes con LIEB y controles

KLRK1 G—A Controles LIEB

0, *
($2255336  n=200 n=129 OR 95% IC p
Frecuencias
Alélicas

G/IG 175(87.5%) 114(88%) 0.852 0.0320-2.128 0.82

AIG 23(11.5%) 15(12%)

A/A 2(0.1%) 0(0%)
*XZ
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Figura 14. Histograma que muestra las frecuencias
genotipicas del grupo de pacientes con LIEB y controles

X.2 Identificacién alélica y genotipica de pacientes con LIEA

En el caso de pacientes con LIEA, no encontramos diferencia significativa al
comparar las frecuencias entre pacientes con LIEA y controles (Cuadro 5). Sin
embargo, se encontré que el alelo G es mas frecuente que el alelo A en ambos

grupos (Figura 15).

Cuadro 5. Frecuencias alélicas observadas para el SNP de la regién
transmembranal del gen KLRK17 en pacientes con LIEA y controles

KLRK1 G—A  Controles LIEA o N
($2255336  n=200 n=60 OR 95% 1C P
Frecuencias
Alélicas
G 186(93.5%) 56(96.5%) 1.033 0.3238-3.295 1.00
A 14(6.5%) 4(3.5%)
*Xz
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Figura 15. Histograma que muestra las frecuencias
alélicas del grupo de pacientes con LIEA y controles

Por ultimo cuando se determino la frecuencia genotipica para el grupo de LIEA
(Cuadro 6), encontramos que, al igual que en LIEB, el genotipo G/G es mas
frecuente tanto en pacientes como en controles. Para A/G la frecuencia fue

menor que G/G y para A/A su frecuencia fue nula en ambos grupos (Figura 16).

Cuadro 6. Frecuencias genotipicas observadas para el SNP de la regién
transmembranal del gen KLRK17 en pacientes con LIEA y controles

KLRK1 G—>A Controles LIEB

0, *
($2255336  n=200 n=60 OR 95% IC p
Frecuencias
Alélicas

G/IG 175(87.5%) 52(88%) 0.9490 0.3000-3.000 1.00

AlG 23(11.5%)  8(12%)

AJA 2(0.1%) 0(0%)

=
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Figura 16. Histograma que muestra las frecuencias
genotipicas del grupo de pacientes con LIEA y controles




XI. ANALISIS DE RESULTADOS

Los polimorfismos en genes son el resultado de la variacién de secuencias de
DNA (sustituciones nucleotidicas, delaciones, inserciones, secuencias
palindrémicas y regiones microsatélitales) con una frecuencia alta en individuos
de una poblacion y muchos de estos han sido asociados a multiples
enfermedades®’. Se ha reportado que el gen KLRK1 que codifica al receptor
NKG2D contiene varios SNP, es el unico en la region codificante cerca de la
unién de NKG2D y DAP10, el polimorfismo cambia una G por una A y varios
autores también lo describen como el polimorfismo Thr72Ala®®. Este
polimorfismo se caracteriza por la sustitucion de una Treonina por una Alanina
en la region transmembranal. Este SNP ha sido estudiado, demostrando que la
presencia del polimorfismo A contribuye a una disminucidén de linfocitos de
sangre periférica que afecta a la inmunovigilancia ante el cancer en el individuo
y esta asociado a la susceptibilidad de Lupus Eritematoso Sistémico®”.
Ademas Hayashi et al®* demostraron que el genotipo homocigoto A/A (Ala/Ala)
reduce la citotoxicidad de las células NK en pacientes con cancer.

El polimorfismo se encuentra en la posicion 72 cerca de la posicion 66 en la
cual es el sitio de unién a DAP10°, en nuestro estudio tratamos de demostrar
si existia una asociacion de este SNP con el desarrollo de lesiones precursoras
al CaCu. No encontramos asociacion de alelos y de genotipos en pacientes
con lesiones precursoras al cancer cérvico uterino (p=0.84). Las frecuencias
mas altas pertenecen al alelo G al igual que al genotipo G/G. Estos resultados
comprueban lo demostrado por Melum et al’®, al no encontrar asociacion del
polimorfismo con carcinoma de colon (p=0.72). Los genotipos mostrados en
este estudio demuestran que en la poblacion estudiada tanto en pacientes
como controles existe una frecuencia baja el genotipo A/A (0.1%), que en
comparacion con el estudio de Kabalak et al’', que muestra la distribucion
genotipica de dos poblaciones, espafiola y alemana que tienen mayor
frecuencia de A/A y es susceptible a Lupus debido a que la poblacién muestra
mas frecuencia de la variante NKG2D 72 alanina.

Los pacientes fueron agrupados en su respectiva clasificacion de acuerdo a
que lesion precursora presentaba si LIEA o LIEB. Asi se obtuvieron dos grupos
LIEA(n=60) y LIEB (n1=29), ambos grupos fueron comparados con los
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controles, no mostrando diferencia significativa (p=1.00 y p=0.81), la frecuencia
genotipica no mostré diferencia entre el grupo de LIEA o LIEB contra los

controles. Recientemente Roszak et al’®

demostraron que los pacientes con
cancer cervical con genotipo G/G estan protegidos contra la progresion del
CaCu a estadios mas avanzados en pacientes polacas. Lo que se sugiere que
en estudios posteriores se obtenga la historia clinica del paciente para poder
comparar la proteccion del genotipo G/G en mujeres mexicanas. Por otra parte
el mismo estudio reporta que el genotipo mas frecuente es el G/G al igual que
en nuestra poblacion estudiada.

Los estudios anteriores evidencian la funcion del SNP en cancer y disminucion
de la actividad citotéxica de la NK y hacia que el SNP del region
transmembranal de NKG2D halla sido buen candidato para marcador genético
al cancer”.

Nuestros resultados no encontraron asociacion alguna para la variante A del
SNP a la susceptibilidad a CaCu y tampoco una asociacién al alelo G para
proteccion contra el CaCu. Los resultados evidencian que las mujeres
mexicanas no muestran frecuencia alguna del fenotipo del NKG2D variante,
tanto en pacientes como controles, indicando que en la poblacion se lleva
acabo de manera normal la sefalizacion intracelular mediada por
NKG2D/DAP10 y que al tener mayor frecuencia del genotipo G/G en ambos
grupos la citotoxicidad de la célula NK no disminuye. Para la frecuencia de
genotipos heterocigotos de NKG2D los resultados muestran que aunque exista
la presencia del alelo A no parece ser de suficiente impacto para adquirir una
susceptibilidad a CaCu. Aunque el SNP de NKG2D esta asociado con la
susceptibilidad o proteccion a otros tipos de cancer debido a la presencia de la

frecuencia del genotipo A/A, en nuestro estudio no se presento.
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XIl. CONCLUSIONES
1. Los resultados muestran que el alelo G fue mas frecuente en la
poblacidn estudiada y no esta asociado con el desarrollo al CaCu.
2. No hubo asociacion de genotipos del SNP estudiado con la
susceptibilidad o proteccion con al desarrollo del CaCu.
Por lo tanto se establece que este gen no es un marcador genético para el

desarrollo del CaCu en la poblacién estudiada.
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